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Resumen

Debido a su importancia econdmica y sobre todo alimentaria se ha elegido estudiar la salud de
los suelos en fincas de citricos. La razén de centrar la atencién en el suelo es porque funciona
como un ecosistema vital que sustenta tanto a plantas, animales como a los seres humanos.
Considerando que la calidad de los suelos esta directamente relacionada con la cantidad y
calidad de los alimentos, ademas, de considerarlo como un recurso clave en la biodiversidad del
planeta, albergando la cuarta parte de la diversidad bioldgica del mismo.

Por ello, se decide que la forma de cuantificarlos es a través del estudio de la diversidad bioldgica
funcional de la microbiota del suelo de una finca de citricos en Tenerife. Midiendo para ello la
respiracion inducida por diferentes fuentes de carbono mediante el uso del método
MicroResp™ en los suelos de seis variedades de citricos presentes en la finca. Seleccionando en
dicho estudio 18 sustratos o compuestos como fuentes de carbono para evaluar los resultados
objeto.
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Abstract

Due to its economic and especially nutritional importance, it has been chosen to study soil health
in citrus farms. The reason for focusing attention on soil is because it functions as a vital
ecosystem that supports both plants, animals and humans. Considering that soil quality is
directly related to the quantity and quality of food, in addition to considering it as a key in
biodiversity resource on the planet, housing a quarter of its biological diversity.

Therefore, it was decided that the way to quantify them is to study the functional biological
diversity of the soil microbiota of a citrus farm in Tenerife. Measuring respiration induced by
different carbon sources using the MicroResp™ method in soils of six citrus varieties present on
the farm. Selecting in this study 18 substrates or compounds as carbon sources to evaluate the
results.
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Los citricos han tenido y mantienen su importancia como cultivo en Espafia, debido a que estan
reconocidos por su buena produccion y calidad. Es tal su influencia que Espafia se sitia como el
primer pais productor de la Unidn Europea con el 60% y sexto del mundo con el 5%, segun la
Organizacién de las Naciones Unidas (FAO).

1. Introduccion

Es cierto que las producciones se han visto con descensos el afio 2020 a la actualidad, por una
reduccion de su valor en el mercado. Sin embargo, esto no elimina su importancia en el sector
agricola espafiol.

En el caso de las Islas Canarias, el cultivo de la naranja, mandarina y limén son los cultivos
situados en tercera posicion con mayor importancia y superficie cultivada (ISTAC, 2022).

Por todo ello, y sumado a los continuos cambios ambientales y sociales que se estan
produciendo en la actualidad, se ha decidido estudiar alternativas de producir estos alimentos
de una forma mas consciente con el medio ambiente. Es aqui, donde el suelo juega un papel
crucial para la produccidn de citricos.

El suelo es un recurso multifuncional que actia como integrador de las influencias de otros
sistemas en la biosfera. Se trata de un medio formado por factores abidticos y bidticos que son
los constituyentes formadores del suelo, en conjunto con las relaciones que sustentan,
muestran un ecosistema lleno de vida, complejo, multifuncional y extremadamente vulnerable,
donde los microorganismos son los que juegan un papel clave e influyente sobre un gran numero
de los procesos vitales, que incluyen la adquisicion de nutrientes y el ciclado de nitrégeno y
carbono.

El propédsito de estudiar la vida existente en los suelos de los citricos procede de un propdsito
que coincide con el propuesto por la Unidén Europea para “Traer la naturaleza de vuelta a las
tierras agricolas” con el objetivo de encaminarse hacia un modelo sostenible a largo plazo tanto
de la naturaleza como de la agricultura.

La Comisidn Europea cred la mision titulada “un pacto sobre el suelo para Europa”, financiado
por Horizonte Europa con el programa de I+D de EU, 2021-2027 en el que se propone alcanzar
5 dreas de misidn, dentro de las cuales se encuentra el acuerdo sobre el suelo para Europa. Todo
ello para resolver la problematica actual sobre el estado de los suelos, ocasionado por las
prdcticas de gestidn actuales que dan como resultado que aproximadamente entre el 60% vy el
70% de los suelos de la UE son insalubres, dato proporcionado por la Soil Health and Food
Mission Board (MB) y el Centro Comun de Investigacién (JRC) de la Comisidn Europea.

De ahi la busqueda de un método que permita cuantificar de alguna manera la biomasa de cada
tipo de suelo de una forma rdpida y adaptable a los continuos cambios que se producen.
Ademas, de mostrar la diversidad funcional de distintos estados de un suelo de citricos,
mediante el uso de diferentes fuentes de carbono.
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El objetivo principal de este trabajo es evaluar la diversidad funcional de la microbiota edafica
como un indicador de la salud de los suelos en el caso de cultivo de citricos.

2. Objetivos

Para ello se han desarrollado los siguientes objetivos especificos:

- Evaluacion de diferentes fuentes de carbono.

- Estudio de la microbiota del suelo bajo diferentes manejos del cultivo: con cubierta
vegetal o sin ella

- Estudio de la microbiota del suelo segun la variedad de citrico.
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3. Revision bibliografica

3.1 Salud del suelo

Si miramos bajo una perspectiva de agricultura sostenible, el suelo pasa de considerarse como
un soporte inerte para convertirse en un elemento activo del sistema, donde las comunidades
microbianas son imprescindibles para el mantenimiento del balance biolégico del mismo,
pasando a ser una pieza clave en la sostenibilidad de cualquier ecosistema natural o agricola
(Kennedy y Smith; 1995).

Estos sistemas de produccidn sostenibles inciden en nutrir a la vida edéafica para que ésta, a su
vez, sirva de sustento a la planta.

Sabiendo que el suelo estd compuesto por factores fisicos, quimicos y bioldgicos
interrelacionados entre si y con una clara repercusion en el desarrollo de las plantas, los
componentes bioldgicos son quiza los que menos atencidn han recibido.

Las particulas minerales y organicas del suelo se asocian para formar agregados, constituyendo
un entramado que alberga tanto la fase gaseosa como la fase liquida o solucidn acuosa del suelo.
El habitat que se forma es muy favorable para los microorganismos que se sitlan tanto en el
exterior como en el interior de los agregados, y se asocian a las raices de las plantas creando una
zona en torno al sistema radical de gran actividad, conocido como rizosfera. Esta es una zona
con caracteristicas propias, como resultado de la excrecién permanente de compuestos
carbonados (azucares, aminoacidos, acidos organicos, etc..) por parte de las raices (Zancarini et
al. 2013).

La abundancia y la biodiversidad de las comunidades de microorganismos del suelo dependen
de la diversidad vegetal, del tipo de suelo (pH, textura...) y del uso de la tierra. La diversidad
vegetal es el principal factor que afecta a los microorganismos de la rizosfera (Zancarini et al.
2013).

3.1.1 Evaluacion de la salud del suelo: indicadores

Los indicadores son herramientas Utiles que agregan y simplifican informacion de naturaleza
diferente de la calidad y funcionamiento del suelo, permitiendo planificar, disefiar y evaluar
practicas agroecoldgicas basadas en criterios establecidos.

Si analizamos individualmente, cada uno de los indicadores edaficos arrojan informacién acerca
de las propiedades intrinsecas de la matriz del suelo. Sin embargo, es el conjunto de ellos lo que
va a expresar la calidad del biosistema, la suma de la red de multiples interacciones que se
establecen entre las propiedades y procesos escogidos como indicadores en la productividad y
produccidn del agrosistema; con incidencia a nivel local, territorial e inclusive con alcance global
(Hernandez y Prager, 2020)

Son los procesos, algunas funciones bioldgicas, bioquimicas y propiedades emergentes del
suelo, los que pueden servir como indicadores de su calidad y funcionalidad cuando se desea
establecer disefios de agrosistemas bajo los principios agroecoldgicos (Hernandez y Prager,

2020). Es necesario que sean monitoreados y diagnosticados en el tiempo, aln antes de
establecerse los sistemas productivos a evaluar (Hernandez-Hernandez et al. 2010).

Los indicadores deben servir para tomar decisiones a tiempo para modificar el rumbo en la
planificacidn y desarrollo de sistemas agricolas, basados en la calidad y funcionalidad de los
suelos, siendo clave para el éxito de sistemas sostenibles de produccidn agricola que eviten o
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mitiguen pérdidas que pongan en peligro el agrosistema con consecuencias productivas,
econdmicas, sociales y ambientales.

Cuando se utilizan indicadores bioldgicos, son cuatro los aspectos a tener en cuenta (Hernandez-
Hernandez, 2014):

1) Eluso del conocimiento previo obtenido por registros que llevan los agricultores en los
agrosistemas, el de las bases de datos para la planificacidn de organismos publicos y
privados, los resultados de proyectos de centro de investigacidn, universidades u otros.

2) Trabajar con series de tiempo.

3) Incorporar el conocimiento local y ancestral de los productores, familias y comunidades
agricolas, quienes viven y conocen directamente el ambiente agroecoldgico donde
estan asentados.

4) Examinar sistemas de referencia con suelos cuya calidad es dptima y sistemas de
referencia nativos (con suelos sin intervencidn agricola).

Los indicadores bioldgicos los podemos clasificar en los que pertenecen a la macro y mesobiota
del suelo y los microorganismos (Labrador et. al, 2020). Se puede abarcar desde evaluaciones
aparentemente sencillas hasta complementar los estudios con diversos componentes: aportes
de materia orgdnica al suelo, metabolismo de ella, quiénes componen dicho material organico,
tasa de degradacién, captura de carbono, aporte de agua, nutrientes, mitigacién al cambio
climatico, entre otros.

3.1.2 Respiracion microbiana

Como venimos indicando la fraccion bidtica de la materia orgdnica, formada por
microorganismos vivos, desempefia un papel basico en los suelos al ser la ultima responsable
del estado de la materia organica y, en general, del desarrollo y funcionalidad del ecosistema.
Los microorganismos influyen sobre los ecosistemas y su fertilidad, interviniendo tanto en el
establecimiento de los ciclos bioldgicos y quimicos como en la formacién de la estructura de los
suelos (Hernandez y Garcia, 2003). La respiracion microbiana del suelo es un proceso que refleja
la actividad bioldgica del mismo y se pone de manifiesto a través del desprendimiento de didxido
de carbono (CO,) o el consumo de oxigeno (O2) resultante del metabolismo de los organismos
vivos existentes en el suelo. Las células vivas de los microorganismos necesitan un suministro
constante de energia, que para la microflora heterétrofa proviene de la transformacién de
materia organica, de sustancias tales como celulosa, proteinas, nucledtidos y compuestos
humificados. En el proceso de respiracidon se produce la oxidacion de la materia organica por los
microorganismos aerobios, funcionando el O, como aceptor final de electrones y obteniéndose
como productos finales CO,y agua. Por lo tanto, la actividad metabdlica de los microorganismos
del suelo se puede cuantificar midiendo la produccidn de CO; o el consumo de O (Nannipieri et
al. 1990).

Este pardmetro puede medirse bien directamente en campo, bajo condiciones naturales, o en
laboratorio, donde las condiciones experimentales de humedad y temperatura, que influyen
enormemente sobre la respiracion, se controlan para intentar reproducir las condiciones de
campo. En el laboratorio, se puede medir tanto la respiracidn basal (RB) como la respiracion
inducida por sustrato (SIR, Substrate Induced Respiration). La respiracion basal se define como

una medida de la actividad bioldgica, y se obtiene mediante el cociente entre el C-CO, emitido
durante el experimento de respiracién y el tiempo de duracion de este. La respiracion inducida
por un sustrato (glucosa, aminoacidos, etc.) es una medida de la actividad catabdlica de la
microbiota (Alef y Nannipieri, 1995).
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Muchos de los métodos de laboratorio empleados para la medida de la respiracion del suelo se
basan en la medida del CO, desprendido durante la incubacién de dicho suelo en un sistema
cerrado, en condiciones adecuadas de humedad y temperatura. La diferencia entre métodos
radica en el dispositivo de incubacion empleado para la recogida del CO, desprendido por el
suelo y en el método final para cuantificar el CO, (Hernandez y Garcia, 2003).

Entre los métodos mas utilizados se encuentran los de: valoracién, fumigacidn-extraccién y el
de MicroResp™.

a. Diversidad funcional por método de MicroResp™

MicroResp™ es un sistema de medida de respiracién de la comunidad microbiana de un suelo.
Es un método miniaturizado que permite respecto a otros métodos analizar un elevado nimero
de muestras y/o réplicas, con la misma o diferente fuente de carbono, a pequefia escalay en un
corto espacio de tiempo al medir respuestas de microorganismos de rapido crecimiento a dichas
fuentes de carbono en las primeras 4-6 horas. MicroResp™ hace referencia a las publicaciones
de Rowell, MJ en 1995 y Campbel et al. en 2003.

Foto 1. Elementos que componen el sistema de MicroResp™ . Foto procedente de MicroResp.

En MicroResp™ una muestra pretratada, conservada, preincubada y llevada a un contenido
establecido como éptimo de agua, se incuba con y sin adicion de fuentes de carbono. El CO,
desprendido se absorbe en una placa que contiene un gel indicador que cambia de color con el
cambio de pH por la absorcidn del CO; y se determina espectrofotométricamente dicho cambio
de color. La reaccion que tiene lugar es:

CO,(gas) + H,0+HCO;~ © 2C05* +3H*

En dicha reaccidn, el CO, desprendido va reaccionando con el bicarbonato y el rojo de cresol va
cambiando de rosa a amarillo a medida que disminuye el pH. El cloruro potasico esta presente

para reducir el efecto de la fuerza idnica sobre el pH (Figura 1).
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Figura 1. Esquema del sistema de medida de respiracién microbiana del suelo MicroResp™"
Foto procedente de MicroRespTM.

Si bien el método, es utilizado para evaluar la diversidad funcional de los suelos, algunos autores
miden la respiracion inducida por glucosa y respiraciéon basal con la posterior aplicacién con
éxito, en medidas de respuesta de toxicidad de una muestra de suelo ante la presencia de
contaminantes.

b. Origen y funcidn de las fuentes de carbono

Las plantas albergan miles de millones de microorganismos en sus raices (en un gramo de suelo
rizosférico se pueden encontrar alrededor de 1x10'! microorganismos, algunos de ellos
multifuncionales (Dykhuizen, 2005; Turner et al. 2013); constituyendo el reservorio mas grande
de microbioma acompanfiante, desconocido, biodiverso, capaz de asegurar la nutricién, sanidad
y productividad de los agrosistemas (Berendsen et al. 2012).

Por ello, los microorganismos son evaluados desde distintas miradas y constituyen indicadores
bioldgicos fundamentales de calidad y salud del suelo de los agrosistemas.

Una forma de aproximarse a ellos es a través de su papel en los ciclos biogeoquimicos como
sumidero y fuente de nutrientes. En este caso, los microorganismos son vistos como una fraccién
viva y activa de la materia organica, donde importa la cantidad de carbono, nitrégeno, fésforo,
azufre que es inmovilizada en su masa o es mineralizada y liberada, haciendo a estos elementos
disponibles a las plantas (Hernandez-Hernandez, 2003).

Una parte de la energia que resulta de la fotosintesis en las hojas es utilizada por las plantas para
producir sustancias quimicas que se secretan a través de sus raices. A estas secreciones se les
llama exudados y estan constituidos por carbohidratos (incluidos azlcares) y proteinas, cuya
funcionalidad, cantidad y tipologia es diversa y depende de la especie vegetal y de un gran
numero de factores; muy especialmente del manejo dado al suelo (Tabla 1) (Labrador, 2020).

Su presencia va a favorecer el crecimiento de bacterias y hongos benéficos del suelo que usan
como sustrato energético a los exudados y a la materia celular que se desprende de las raices
como consecuencia de su crecimiento. (Igham et al. 2000).
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En funcidn del tipo de exudados que produzca la planta, sera la poblacién de hongos y bacterias
de la rizosfera. Estos microorganismos se comportan como “saquitos de fertilizante”, reteniendo
en sus estructuras nitrdgeno y otros nutrientes que obtienen de los exudados y de la materia
orgdanica. Por lo tanto, nematodos y protozoos actian como “difusores de fertilizantes” ya que
liberan los nutrientes almacenados en hongos y bacterias al digerirlos y excretan después lo
sobrante como carbono y otros nutrientes.

Sin embargo, el tipo de suelo es un factor determinante en la composicién de la microbiota
rizosférica. Por ejemplo, la deficiencia de nutrientes incrementa la exudacion de metabolitos
movilizadores de formas quimicas poco solubles. Una elevada concentracidn de algin elemento
puede modificar la exudacidon radicular hacia el aumento de compuestos con capacidad para
inmovilizarlo en la rizosfera y evitar su entrada en la planta, como sucede con la secrecidn de
acidos orgdnicos que quelan el aluminio en concentraciones tdxicas (Ryan et al. 2001).

Los materiales liberados por las plantas mas importantes incluyen una amplia variedad de
grupos funcionales representados en la Tabla 1.

Grupos funcionales Componentes del exudado

Azlcar Glucose, fructose, sucrose, maltose,
galactose, rhamnose, ribose,  xylose,
arabinose, raffinose, oligosaccharide

Asparagine, a-alanine, glutamine, aspartic
acid, leucine/isoleucine, serine, y
Compuestos amino aminobutyric acid, glycine, cystine/cysteine,
methionine, phenylalanine, tyrosine,
threonine, lysine, proline, tryptophane, B-
alanine, arginine, homoserine, cystathionine

Acidos organicos Tartaric, oxalic, citric, malic, proponic, butyric,
succinic, fumaric, glycolic, valeric, malonic

Acidos grasos y esteroles Palmitic, stearic, oleic, linoleic, linolenic acids,
cholestrol, campesterol, stigmasterol,
sitosterol

Factores de crecimiento Biotin, thiamine, niacin, pantothenate,

choline, inositol, pyridoxine, p-aminobenzoic
acid, N-methyl nicotinic acid

Nucledtidos, flavonoides y enzimas Flavonine, adenine, guanine, uridine/cytidine,
phosphatase, invertase, amylase, protease,
polygalacturonase
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Varios compuestos Auxins, scopoletin, fluorescent substances,
hydrocyanic  acid, glycosides, saponin
(glucosides), organic phosphorus compounds,
nematode-cyst or egg hatching factors,
nematode attractants, fungal mycelium
growth stimulants and inhibitors, zoospore
attractants

Tabla 1. Compuestos liberados por las raices de las plantas en el proceso de rizodeposicion (Giri
et al. 2005).

Los exudados liberados por las plantas desempefian diferentes funciones, las cuales se han
resumido en la Tabla 2.

Funciones de las fuentes de carbono

® Los carbohidratos, acidos carboxilicos y aminoacidos tienen un papel lubricante, de
proteccion de la planta contra toxinas; quimioatrayentes, estimulacién del
crecimiento microbiano. Ademas, se difunden en el suelo aumentando el nimero de
sitios activos para la actividad microbiana. Los acidos carboxilicos contribuyen a hacer
dificil la presencia de iones metdlicos en los suelos.

® Los 4cidos orgdnicos participan activamente en la solubilizaciéon de los nutrientes
minerales.

® Los aminodacidos no proteicos-fitosideréforos - mejoran la movilidad de los
micronutrientes hacia las plantas.

e La fraccidn mas polimerizada, como los mucilagos, ademas de protector radicular y
microbiano, es un nutriente altamente energético, pero no es soluble ni difunde lejos
de la raiz. Su biodisponibilidad no es inmediata debido a su estructura mas compleja
y a su rapida absorcion por los coloides del suelo.

® Los residuos de las membranas celulares son compuestos mas estables y tienen
menos contenido energético.

Tabla 2. Algunas funciones de los compuestos organicos (fuentes de carbono) en la rizosfera
(Labrador, 2020).
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3.2 Citricos

3.2.1 Encuadramiento taxondmico y descripcion botanica

Las especies de citricos con importancia a nivel comercial pertenecen a la familia de las Rutaceas,
subfamilia Aurantioideas. Enmarcada dentro de la division Embriophyta Siphonogama,
Subdivisién Angiospermae, clase Dycotiledonae, subclase Rosida, superorden Rutanae, orden
Rutales (Swingle, 1967).

El género de interés es el Citrus, el cual posee 16 especies de hoja perenne, aunque la duracion
entre ellas es versatil. En cuanto al tamafio y la forma de los arboles es variable, desde erecta
hasta globosa o desgarbada. Por lo general, contiene espinas en las axilas de las hojas, pero son
variables en dureza y tamafio. Sus hojas unifoliadas son cambiables en tamafio en funcidn de su
especie; si son pomelos, sus hojas son grandes y si son las naranjas y los limones cuentan con
hojas de tamafio mediano o pequefio (la mayor parte de los mandarinos). Las flores se organizan
en inflorescencias uni y multiflorales, con o sin hojas, tienen 5 sépalos verdes, 5 pétalos blancos,
20-40 estambres soldados, con polen no siempre fértil, y de 8 a 10 carpelos soldados. Aquellas
variedades que contienen semillas, cada una de ellas albergan entre 4 y 8 évulos. Su fruto esta
formado por un ovario simple de 8-10 carpelos soldados (segmentos) rodeados por una corteza
resistente. En cuanto a su forma encontramos, desde esféricas (naranjas) a esférico-aplanada
(pomelos y mandarinas) u oval (limines). Su pulpa esta formada por vesiculas, que contienen el
zumo, unidas por un filamento vascular a las paredes dorsales de los segmentos. La corteza
contiene numerosas glandulas de aceites esenciales y su color varia desde el amarillo-verdoso
(lima, limones y pomelos) hasta naranja mas o menos rojizo (naranjas y mandarinos). Sus
semillas, cuando existen, son ovoides o redondeadas y contienen uno o mas embriones
(M.Agusti, 2003).

Las especies del género Citrus representan la produccién de frutos para consumo en fresco y
para la transformacidn en zumo. Entre ellas, las de mayor difusion son las siguientes:

- C.aurantifolia (Christm.) Swing. Lima mejicana.
- C.latifolia L.Lima Tahiti.

- C.aurantium L. Naranjo amargo.

- C.grandis (L.) Osb. Pummelo.

- Climon (L.) Burn. Limonero.

- C.paradisi Macf.Pomelo.

- C.reticulata Blanco. Mandarina.

- C.sinensis (L.) Osb. Naranjo dulce.

Existen otras clasificaciones botanicas de los citricos, como es el caso de Tanaka (1977). Donde
se incluyen 162 especies en el género Citrus, esto se debe a que clasifica algunos hibridos y
mutaciones espontdneas como especies. A pesar de estas diferencias, ambas clasificaciones
estan aceptadas.

Estudios mas recientes basados en la quimiotaxonomia y en la morfologia, sugieren la existencia
de tres grupos de afinidad: el grupo Citrus medica, incluyendo C.medica, C.aurantifolia y C.limon,
el grupo Citrus reticulata, integrado por C.reticulata, C.sinensis, C.paradisi, C.aurantium y
C.jambhiri, y el grupo Citrus maxima, constituido por sélo esta especie (M.Agusti, 2003).
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Los citricos cuentan con unas exigencias determinadas de temperatura, pluviometria, suelo y
fertilizacion entre muchas otras. Dichas exigencias se tienen en cuenta para obtener una buena
produccién del cultivo, algunas de ellas son:

3.2.2 Exigencias del cultivo

a. Temperatura

La acumulaciéon de metabolitos en el fruto y, por tanto, su crecimiento, estan directamente
asociados a la temperatura. Las altas temperaturas en algunas fases de su desarrollo inicial
(periodo de divisidn celular), hacen que el fruto llegue a ser altamente susceptible, resultando
en un efecto permanente que causa una reduccion de su tasa de crecimiento a lo largo del ciclo
de desarrollo y hasta en una abscision masiva de frutos.

En el caso contrario, si las temperaturas son elevadas, el tiempo transcurrido entre plena
floracion y maduracién puede verse sensiblemente reducido.

Bajo las condiciones climaticas subtropicales, como es el caso de las Islas Canarias, el ritmo de
crecimiento del fruto es mas lento y depende de los cambios térmicos estacionales.

Por ello, las elevadas temperaturas durante la primavera y el verano y el porcentaje de acidos
libres acumulado en el zumo siguen una relacion inversa, de manera que valores elevados de
aquellas son, aparentemente, acumulativos en su contribucién a un bajo contenido en 4cidos
libres del zumo. Por tanto, en condiciones tropicales se requiere menos tiempo que en
condiciones subtropicales para que el fruto alcance un mismo indice de madurez.

Cuando el fruto no crece en su periodo de maduracidn, este se asocia con bajas temperaturas.
Las temperaturas por debajo de los 3°C inhiben significativamente el crecimiento del fruto
(M.Agusti, 2003).

b. Pluviometria

Las estaciones humedas y frescas se corresponden con periodos de semirreposo de los arboles.
Sin embargo, las lluvias otofales de los climas templados mejoran el tamafio final de los frutos,
asi como su contenido en zumo.

Por el contrario, las estaciones secas y calurosas se corresponden con periodos de crecimiento
y desarrollo activo de los érganos (fruto).

Los déficits hidricos durante este periodo pueden provocar retrasos irrecuperables en la
determinacidn final de éste. En las condiciones mediterraneas, las lluvias estivales son factor
decisivo del tamafio final del fruto (M.Agusti, 2003).

c¢. Suelos

Un factor importante en la determinacién de la calidad de los frutos de citricos es la textura de
los suelos. Se puede decir que en parcelas de suelos arcillosos el tamafio del fruto es inferior al
de suelos franco, mientras que en los suelos arenosos el tamafio del fruto es superior al de suelos
francos.

Los suelos han de ser profundos para facilitar el desarrollo radicular, de esta forma garantiza un
buen anclaje del arbol, una amplia exploracién para asegurar una buena nutricién, y un
crecimiento adecuado del drbol, han de tener una proporcién equilibrada de elementos gruesos
y finos (textura), permitiendo una buena aireacion y facilitando el paso del agua, al mismo
tiempo que proporciona una estructura capaz de mantener un buen estado de humedad y una
correcta capacidad de intercambio catidnico. La permeabilidad debe permitir un buen estado
hidrico y evitar, al mismo tiempo, humedades excesivas. Valores alrededor de 20-25 cm/h se
consideran éptimos.
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3.2.3 Principales variedades y sus usos
a. Grupo navel

Se diferencia del resto de grupos por la presencia de un segundo verticilo carpelar que, al
desarrollarse, da lugar a un segundo fruto, muy pequefio, que queda incluido en el fruto
principal por su zona estilar. Pueden no presentar semillas, cuando las células madre de los
granos de polen degeneran o porque el saco embrionario es el que degenera, los évulos no son
fecundados. La variedad a destacar del grupo es:

e Navelina.

Arbol vigoroso, de tamafio medio y aspecto globoso. Sus hojas, grandes, tienen un color verde
oscuro. Presenta tendencia a la alternancia de cosechas. Su fruto es de color rojizo intenso, su
tamafio es medio, se presentan dos lineas, distinguibles por su forma redondeada y alargada. Su
maduracidn es precoz, puede recolectarse a partir de finales de octubre (M.Agusti, 2003).

Foto 2 y 3. Imagen del cultivo del grupo Navel, en campo y del fruto cortado para observar sus
caracteristicas (Gema Ancillo y Alejandro Medina, 2013).

b. Grupo blancas

Las caracteristicas mas notables de este grupo de naranjas son la ausencia de navel en sus frutos,
una acidez, en general, inferior a |la de otros grupos de variedades, y una tendencia natural a la
alternancia de cosechas. La variedad a destacar es:

e Valencia late.

Se trata de un arbol vigoroso que presenta un buen desarrollo, con ligera tendencia a la
verticalidad, y se adapta bien a diversos climas y suelos.

Su fruto es de tamafio medio a grande, esférico o ligeramente alargado, de color intenso o algo
palido y de corteza espesa pero fina. Practicamente no contiene semillas. Tiene un elevado
contenido en zumo y acidez relativamente elevada. De maduracién tardia, se recolecta a partir
de marzo, aunque puede mantenerse en el arbol en buenas condiciones durante varios meses,
si bien con el aumento de las temperaturas tiende a reverdecer (M.Agusti, 2003).
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Foto 4y 5. Flor de naranjo perteneciente al grupo variedades Blancas (Sucrefia) y forma del fruto
tanto dentro como fuera (Gema Ancillo y Alejandro Medina, 2013).

¢. Mandarinos
e Mandarinos Clementinos

Son un grupo de mandarinas, clasificadas de esta forma por cuestiones comerciales, el tamafio
del fruto es entre pequefio y mediano, originadas por mutaciones espontaneas unas de otras, y
cuyo origen inicial es el del mandarino comun (Citrus reticulata Blanco).

- Clemenules.

Procedente de la mutacion espontanea de Clementina ‘Fina’, su fruto es de mayor tamafio que
su progenitora y de maduracion ligeramente posterior, de corteza algo rugosa, facil de pelar,
elevado contenido en zumo y sin semillas. Un defecto, es la pérdida rapida de zumo tras su
maduracién, lo cual impide mantenerla en el arbol mas alld de mediados de enero, aunque la
corteza se mantenga en buenas condiciones. Esto provoca la contraccion de la pulpa y es la
causante de la tendencia al bufado. El secado de brotes jévenes, que generalmente ocurre
también en sus mutaciones, representa un problema para su cultivo; las yemas vuelven a brotar,
y dan lugar a frutos de baja calidad y por tanto, no es rentable la cosecha (M.Agusti, 2003).

Foto 6 y 7. Hoja de mandarina Clementina y fruto con sus caracteristicas (Gema Ancillo y
Alejandro Medina, 2013).
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Cultivo relativamente reciente. Se trata de un arbol vigoroso, de gran tamafio, tolera bien las
altas temperaturas, y con una resistencia al frio similar al naranjo dulce. Se adapta a un amplio
rango de condiciones climaticas, pero los frutos de calidad se obtienen en d4reas de clima
caluroso. La variedad a destacar es:

d. Pomelo

e Star Ruby

Pertenece al grupo denominado ‘Walters’, se trata de una variedad de media estacion, fue
originado por mutacién intencionada bombardeando con neutrones semillas de la variedad
‘Hudson’, en 1959. Su fruto es de tamafio medio a grande, corteza fina, con areas de color rojo
fuerte, pulpa roja intensa y sin semillas. El desarrollo del arbol presenta cierta heterogeneidad
(M.Agusti, 2003).

Foto 8. Fruto de Pomelo de variedad ‘Star Ruby’ (Fitoagricola).

e. Hibridos

Los géneros de las subfamilias Auratioideae, tribu Citreae, subtribu Citrinae, hibridan con
facilidad y esto ha generado interés en este grupo de plantas. La variedad a destacar es:

® Tangos
Los tangos son hibridos de mandarina (C. reticulata Blanco) y naranjo dulce (C.sinensis (L.) Osb.).
Dentro de este hibrido se encuentra:

- Ortanique.

Cuyos arboles son grandes, vigorosos, con hojas grandes de color oscuro, y productiva. Sus
frutos también son de tamafio medio a grande, ligeramente aplanados por su zona estilar.
Ademas, contiene un elevado contenido en zumo, de buen sabor. Puede tener semillas, debido
a presentar polinizacion cruzada con la mayor parte de mandarinas cultivadas. Presenta cierta
tendencia al rajado y a la apariciéon de oleocelosis. Madura a finales de febrero y puede
mantenerse en el drbol hasta finales de mayo sin pérdida apreciable de calidad (M.Agusti, 2003).

f. Limoneros
e Fino.

Procedente de la germinacién de semillas de la variedad ‘Comun’. Arbol de tamafio mediano a
grande, mas vigoroso que los de variedad ‘Verna’, con espinas fuertes y muy productivas. Son
resistentes tanto a la humedad como a la clorosis, sin embargo, mas sensible al frio de la
variedad ‘Verna’ pero se recuperan mas rapidamente que estos.
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Su floracién de primavera es mas corta que en el caso de la variedad ‘Verna’ y se inicia su
recoleccidn a principios de octubre y se puede prolongar hasta febrero. En el verano se produce
una segunda floracién, muy escasa, que da lugar a frutos de mayor tamafio. Tienen un alto
contenido en zumo, de elevada acidez y un mayor nimero de semillas.

Foto 9. Fruto de variedad de limoneros ‘Fino’ (Vivecitrus, 2023)

3.2.4 Principales patrones y su uso

La seleccidon de patrones representa, en la actualidad, un aspecto de la maxima importancia en
citricultura. La eleccidn del patrdn es crucial para el éxito de la plantacion, ya que este aporta a
la planta el sistema radicular. La funcidén de las raices es la de absorber agua y nutrientes,
acumulan los carbohidratos sintetizados en las hojas, sintetizan algunas hormonas, adaptan las
variedades que soportan a las condiciones particulares del suelo, y hasta confieren tolerancia a
algunas enfermedades. Cabe destacar que mas de 20 caracteristicas horticolas de una variedad
son influenciadas por el patrdn. Sin embargo, el patron perfecto no existe y su eleccion debe
estar en funcién de los principales factores limitantes de cada regién citricola, el climay el tipo
de suelo, y la variedad a cultivar. Si el patrén se adapta perfectamente a las condiciones de una
determinada drea citricola, su empleo masivo nunca es recomendable por el riesgo innecesario
que ello implica frente a la infeccién de un posible patégeno (M.Agusti, 2003).

Los patrones de mayor interés son los siguientes:
a. Mandarino ‘Cleopatra’

Patrén tolerante a la tristeza, exocortis, psoriasis y xyloporosis. También, es resistente a la
clorosis férrica y muy resistente a la salinidad.

El comportamiento en vivero no es muy bueno, requiere de hasta dos afos de semillero,
alargando de este modo el periodo total de produccion de plantones. Su principal defecto es la
irregularidad que produce sobre el desarrollo de los arboles, a los que le puede conferir, un vigor
reducido. La entrada en produccién de la plantacién se demora ligeramente, en comparacion
con otros patrones. A pesar de todo esto, la produccion y calidad del fruto de las variedades
injertadas sobre él son buenas. Solamente el limonero presenta algunos problemas derivados
de un mirifiaque pronunciado (M.Agusti, 2003).

b. Poncirus trifoliata (Flying Dragon)

Es tolerante a la tristeza, psoriasis, xyloporosis, a los hongos Phytopthora spp. y A.mellea, asi
como a nematodos.
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Ademas, es resistente al frio y a la asfixia radical, se puede cultivar en amplias zonas y se adapta
bien a muchos suelos, entre ellos los mds pesados y himedos. El principal inconveniente es su
sensibilidad a la caliza activa y a la salinidad.

Es un patrén considerado como poco vigoroso, el suelo acido puede dar lugar a un desarrollo
normal del arbolado. Induce buena productividad y buena calidad del fruto (M.Agusti, 2003).

c. Citrange

Se trata de hibridos intergenéricos, entre C. sinensis y P.trifoliata, obtenido por W.T.Swingle, el
Florencia.

En Espafia, se utiliza generalmente el Citrange ‘Carrizo’, estos presentan sensibilidad al hongo A.
mellea y una moderada resistencia a Phytophthora spp., aunque en algunas plantaciones
jovenes se han encontrado exudaciones gomosas por encima del nivel del suelo (Forner, 1979).
Son tolerantes a la tristeza, psoriasis y xyloporosis, pero son sensibles a exocortis.

Ademads, son sensibles a la caliza, desarrollando clorosis férrica, y a la salinidad. Poseen
compatibilidad con todas las variedades de naranjo dulce, mandarino y pomelo cultivados en
Espafia; sélo en algunas variedades de limoneros (‘Eureka’) se ha observado incompatibilidad.

Las variedades cultivadas en ellas presentan excelentes cosechas de una elevada calidad
comercial.

d. Forner-Alcaide Ne 5

Este es un hibrido de P.trifoliata x C.reshni; arbol de hoja caduca, mayoritariamente trifoliada y
frutos pequefios, con abundantes semillas poliembridnicas. Resistente a la tristeza y a los
nematodos, posee mejor tolerancia a la caliza, a la salinidad y a la asfixia radical que el citrange
Carrizo, y presenta buena resistencia a los ataques de Phytophthora spp.

Se encuentra calificada con semienanizante, alcanzando los arboles establecidos sobre él una
reduccidn de tamafio de un 25% a un 50% respecto a los patrones estandar. Induce elevadas
producciones, de excelente calidad, y anticipa ligeramente la maduracién del fruto.

3.2.5 Cultivo de citricos en Canarias (principalmente en Tenerife)

Para el caso de las Islas Canarias, se opta por hablar de los citricos desde un punto de vista mas
comercial. Esto permite saber cuando, cdmo y qué variedades son utilizadas sobre todo en la
isla de Tenerife. Ademas, de qué regiones o municipios se dedican al cultivo de citricos.

La informacion aportada se divide en cultivo de naranja, limén y mandarina; debido a que son
los cultivos mas demandados.

En el caso de la naranja los municipios de la isla con mayor superficie cultivada son la de la
Orotava, La Laguna, Arona y Los Realejos (MercaTenerife, 2019).

Los principales cultivares de naranjas utilizados en las Islas Canarias son:

Washington Navel, Thomson, Navelina, Newhall, Lane Late y otro grupo a destacar es la
‘Valencia Late’. Por lo general las medias de produccidn estan por debajo de las 20 toneladas,
(unos 20 o 30 kg/arbol).

Cabe destacar que en el mercado tiene mas presencia en los meses comprendidos entre
septiembre y abril, siendo mas bajo el resto del afio.

El valor del producto local esta comprendido entre los 0,50 y poco mas de 1 €/Kg. Los maximos
se consiguen en los meses de junio y julio y los minimos desde octubre a principios de afio,
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coincidiendo con su periodo de maxima produccion. Por este motivo, se recomienda ir a
variedades tardias y jugar con la recoleccion y la conservacion para poder situar este producto
en las épocas de mayor valor (MercaTenerife, 2019).

Para el caso del limén los municipios de la isla de Tenerife donde mds se cultiva es el de
Tacoronte, La Laguna y Arafo. Donde se destacan las siguientes variedades de limones:

Eureka, Verna y Fino primofiori o Mesero.

Los precios para las variedades locales oscilan entre las 0,70 y 2€/Kg, llegando a los maximos en
los meses de agosto a octubre y los minimos desde diciembre a abril. Es recomendable ir a
variedades de cuatro estaciones capaces de dar mayores producciones en los meses estivales
(MercaTenerife, 2019).

El siguiente cultivo y el dltimo, es el del mandarino que es cultivado en las islas pertenecientes
a la provincia de Santa Cruz de Tenerife. Mas concretamente en el municipio de Santa Cruz de
La Palma, el La Laguna y Arona, estas dos ultimas pertenecen a la isla de Tenerife.

Los grupos cultivados son los siguientes:
Satsumas; dentro de este grupo encontramos las variedades de Okitsu y Clausellina.

Clementinas; en este grupo distinguimos tres variedades que son: Marisol, Clementina de Nules
y Clementina fina.

Hibridos; Donde encontramos Ortanique, Fortuna y Clemenvilla o Nova.

Los precios son de una cantidad de entre los 0,90 y los 1,80 €/Kg. Sus maximos de venta son los
meses de principios y finales de temporada (septiembre-abril) y minimos en torno al mes de
diciembre (MercaTenerife, 2019).
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4. Material y métodos

Para llevar a cabo los objetivos planteados en el presente trabajo de investigacion, se recogieron
muestras de suelo de un cultivo de citricos localizado en las instalaciones del Instituto Canario
de Investigaciones Agrarias (ICIA) a los cuales se le realizaron una serie de determinaciones
(apartado 4.4) para evaluar la diversidad funcional de la microbiota edafica como un indicador
de la salud de los suelos, estudiando la respiracion microbiana mediante el método de
MicroResp™.

4.1 Localizacion

La finca objeto de estudio estd ubicada en la Isla de Tenerife, conocida bajo el nombre Isamar,
que pertenece al Instituto Canario de Investigaciones Agricolas (ICIA).

Esta parcela ocupa un érea de 4.036,3 m?, una altura de 278 msnm vy su afio de plantacién fue
en el afio 2020, Unicamente con el cultivo de citricos.

Infraestructura de Datos Espaciales de Canarias

Callejero Tuntstico (onofoto]

Fcala aproy; 160

Foto 10. Imagen obtenida de GRAFCAN (Sistema de informacién territorial de Canarias).

En la parcela estudiada se incluyeron dos dreas de ensayo, a la izquierda una zona donde se
mantuvo el “suelo desnudo”, con la reciente adicién de estiércol de vaca y restos de poda en las
lineas de plantacidn de los cultivos de citricos y a la derecha, una zona donde se incluyeron
cubiertas vegetales y setos como infraestructuras ecoldgicas.
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La proporcién de finca con cubierta vegetal contenia tanto cubierta floral, como de Festuca sp.
(césped), localizada en los pasillos entre las alineaciones de plantas/arboles. Por otro lado, las
cubiertas vegetales florales fueron situadas en las lineas o camellones, como cubierta o tapiz
debajo y alrededor de las plantas de citricos. De forma general, las cubiertas existentes eran las
siguientes:

- Cubierta de Festuca elatior (gramineas) a modo de césped en los pasillos entre las lineas
de cultivo, para potenciar la aparicion de complejos de acaros depredadores
(fitoseidos), abundantes y estables.

- Cubiertas vegetales florales por combinacion de especies vegetales de diferentes
familias, brassicas, asteraceas, fabaceas y apiaceas (umbeliferas) que por sus
caracteristicas pueden ser de gran utilidad para ofrecer recursos alimenticios
alternativos, tales como polen y néctar como fuentes de proteinas e hidratos de carbono
para los enemigos naturales. En este caso las especies seleccionadas fueron: Lobularia
maritima (Brassicaceae), Caléndula arvensis (Asteraceae), Alfalfa (Fabaceae), tres
especies de Trébol (Fabaceae) y Petroselinum crispum- perejil (Apiaceae).

Foto 11y 12. Imagenes de la finca. A la derecha cultivos cubiertos con una capa de estiércol y a
la izquierda cultivos con cubierta vegetal y hotel de insectos.

La parcela contd con seis variedades injertadas en cinco patrones diferentes. Flying Dragon,
Cleopatra, Citrange Carrizo, Forner Alcaide-517 y Macrophylla fueron los patrones donde se
injertaron Star Ruby, Clemenules, Navelina Late, Fino 49, Valencia Late y Ortanique, que son las
variedades. Fueron identificadas con un cddigo asignado para cada cultivo, constituido por una
letra que representa la variedad y un nimero que indica el patron sobre el que se injerto;
ademas, de la posicidn del cultivo que fue determinada a su vez por una letra y un niUmero que
indican la columna y la fila en la que se ubicaron. Es decir, el cédigo fue el siguiente:

Variedad, patrén (columna, fila)

En el Anexo 1 se sitUan los cultivos en sus respectivas posiciones y codigos.

4.2 Toma de muestras

Al considerar que la mayor parte de la vida microbiana se encuentra en las proximidades del
cultivo, se extrajeron las muestras alrededor de los arboles, eligiendo Unicamente aquellas
variedades injertadas sobre el patréon de “Citrange Carrizo”. Estos se encuentran distribuidos por
toda la finca. Dentro de la zona de plantas sin cubierta se localizaron dos ejemplares para las
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variedades de Star Ruby, Valencia Late y Naveline y un ejemplar para Clemenules, Ortanique y
Fino 49. Asi mismo, en la parte con cubierta vegetal se obtuvieron muestras de dos ejemplares
para las variedades de Fino 49, Ortanique, Star Ruby y Clemenules y un ejemplar para Valencia
Late y Naveline.

Se recogieron ademas muestras controles (sin cultivo de citricos) de los pasillos entre los
cultivos, de forma aleatoria, tanto de la parte con cubierta como de la de sin cubierta. El total
de muestras obtenidas fue de 39 muestras contando tanto la de suelo de los cultivos como las
muestras control, se indica la posicién de cada una de las muestras extraidas en el Anexo 2. Cabe
destacar que de cada muestra recogida se obtuvieron alrededor de 500 a 1.000 g. Del
tratamiento Plantas sin cubierta (PSC) sélo se recogieron 9 muestras, ya que en el momento del
ensayo uno de los arboles no presentaba las mismas condiciones que el resto.

- Controles sin cubierta (CSC) = 10 muestras
- Controles con cubierta (CCC) = 10 muestras
- Plantas sin cubierta (PSC) = 9 muestras

- Plantas con cubierta (PCC) = 10 muestras

Para la extraccién se hizo uso de un sacho, una barrena manual para perforacién y muestreo de
suelos, bolsas de plastico transparente, guantes para evitar contaminacién de muestras y
rotulador para referenciar las muestras.

Primero, se identificaron los arboles y se marcaron para la correcta extraccidon de las muestras.
Con el sacho se eliminaron los restos de plantas, estiércol, cubierta vegetal etc., de la superficie.
Se recogieron las muestras a una profundidad de 10 cm aproximadamente con la ayuda de una
barrena manual. De cada punto de muestreo se tomaron cuatro submuestras.

4.3 Preparacion y analisis de las muestras

Las muestras fueron transportadas al laboratorio en ausencia de luz y evitando el aumento de
temperatura respecto a la del muestreo, lo mas rapido posible.

Estas fueron distribuidas, conservadas y pretratadas segun lo siguiente:

Lo antes posible, se elimind la vegetacion, fauna de gran tamafo y piedras. Dado el grado de
humedad de las muestras se dejaron secar al aire hasta alcanzar un valor de humedad que
permita un optimo tamizado. Para ello, en algunas muestras se tuvo que desmenuzar con los
dedos y voltear frecuentemente para evitar una desecacidn excesiva. El secado se realizo
evitando la luz directa del sol durante dos semanas como maximo. Una vez que las muestras
estaban listas para su analisis se tamizaron con un tamiz igual o inferior a 2 mm y se guardaron
en bolsas, en nevera en oscuridad a 4 + 2°C, teniendo en cuenta el no apilar, cerrar ni introducir
grandes cantidades en una misma bolsa. No se deben exceder de los tres meses para las
determinaciones por lo que es recomendable analizar las muestras lo antes posible.

Foto 13 y 14. Demostracidon del tamizado de las muestras y su posterior
embolsado con identificacién correspondiente.
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Con el objeto de establecer la diversidad funcional desde el ensayo MicroResp™ fue necesario
determinar previamente la capacidad méaxima de retencidén de agua en muestras sélidas (WHC)
y el valor del contenido en agua (humedad), para asi poder estimar la cantidad de agua necesaria
para el nivel de humedad éptimo y la cantidad de fuente de carbono a adicionar, tal y como se
explica posteriormente. Asimismo, para caracterizar la muestra se decidié determinar el
contenido en carbonatos y el pH del suelo.

4.4 Parametros a evaluar

4.4.1 Capacidad maxima de retencion de agua (WHC)

La capacidad maxima de retencidon de agua también conocido como WHC (Water Holding
Capacity) se puede definir de forma general como la cantidad de agua que puede contener un
suelo a su capacidad de campo, en condiciones naturales. Se trata de una propiedad basica que
es necesaria para el estudio del agua disponible para la planta, infiltracion, drenaje, estrés
hidrico sobre las plantas y movimiento de solutos. Este método estimativo esta basado en lo
desarrollado por Alfy Nannipieri, 1995.

Para hacer esta medicion se requirié de embudos de plastico, papel de filtro Albet LabScience
DP400150 Y matraces aforados o matraces erlenmeyers de capacidad de 100 ml.

Los resultados fueron obtenidos por diferencia de pesos transcurrido un tiempo determinado.
El primer peso por realizar fue el del matraz vacio, el siguiente el del embudo con el filtro y, por
ultimo, el peso de la muestra a analizar. En esta Ultima pesada se aplicé una cantidad de 20 g de
muestra.

100 ml de agua destilada se fueron adicionando
poco a poco a los 20 g de muestra colocados en el
filtro. Se empezo6 a afadir el agua y se removié el
solido lo justo para evitar formacién de bolsas de
aire. Una vez se hizo pasar toda el agua por la
muestra, se tapo con papel de aluminio para evitar
la evaporacion del agua y se dejo en reposo durante
unas 20 h a temperatura ambiente. Transcurrido el
tiempo requerido, se pesé tanto el agua percolada
como, la muestra que absorbié el agua aplicada; de
esta forma se calculé el volumen de agua retenida
por el suelo. Junto a las muestras se realizd un
blanco, que consistié en llevar a cabo el mismo
procedimiento, pero sin muestra a agregar. Este
valor de blanco se rest6 al valor de cada ensayo. Se
realizaron dos réplicas para cada muestra.

Foto 15. Detalle de la determinacion de WHC.
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Foto 16 y 17. Muestra del procedimiento para la determinacidon del WHC de las muestras de
Isamar.
4.4.2 Medicién de humedad

La humedad se midié6 mediante el uso de un analizador de humedad (MB120) que al contener
un sistema de fuente halégena de calor le permite tener mayor precision.

La humedad se midid tres veces a lo largo del ensayo, al determinar la capacidad maxima de
retencién de agua, los carbonatos y al preincubar las muestras para hacer MicroResp™

Foto 18. Analizador de humedad modelo MB120, marca OHAUS.
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El pH de las muestras se analizé en agua 1:5 (v:v): determinado con electrodo combinado, segun
método basado en la Norma UNE-ISO 10390:2012 (AENOR, 2012). Los materiales empleados
fueron: un agitador magnético, un frasco de cristal transparente de 50 ml con tapa, una cuchara
de 5 ml de volumen, una espatula e imanes pequefios. Primero, con una cuchara de volumen de
5 ml se tomd la muestra por encima de dicho volumen y se introdujo en un frasco de cristal con
ayuda de un embudo de plastico, a continuacién, se afiadié 25 ml de agua destilada y se agité
en posicién horizontal durante 1 hora en agitacién de vaivén a 130 rpm; se dejé en reposo en
posicidn vertical durante otra hora. Tras ajustar el pH-metro y se midid el pH de la suspensidn a
25°C con agitacién a velocidad 5.

4.4.3 Analisis de pH en agua destilada (norma UNE-ISO 10390)

Foto 19, 20 y 21. pH-metro y detalle de la medida de pH

4.4.4 Carbonatos cualitativo y cuantitativo

El contenido de carbonatos se realizd por medicion siguiendo un método volumétrico,
empleando el sistema de Scheibler. Este sistema permitié medir el volumen de diéxido de
carbono producido y de esta forma comparar con el volumen de diéxido de carbono producido
por carbonato de calcio puro. Con este método se midieron todos los carbonatos y bicarbonatos
presentes en la muestra. Muchos de ellos aparecen en forma de calcita y aragonita (CaCO3),
dolomita ([CaMg(C03)2], siderita (Feco3) y rodocrosita (MnCO3).

Cabe destacar que los suelos con un pH en H;O inferior a 6,5 contienen carbonatos sélo en
circunstancias excepcionales, por ejemplo, encalado reciente o presencia de carbonatos de baja
solubilidad como las conchas. Para llevar a cabo el método se necesitd agua, con una
conductividad eléctrica especifica no superior a 0,2 mS/m a 25°C y &cido clorhidrico ¢ (HCL) = 4
mol/l. Se requirié de recipientes de reaccién, de 250 ml de capacidad y cuello ancho, vidrio de
reloj y aparato de Scheibler.

Se utilizé un test preliminar con el objetivo de estimar la porcién de muestra adecuada
necesaria, denominandose medicion cualitativa. Se realizd agregando un poco de acido
clorhidrico 4 mol/l a una porcién de suelo en un vidrio de reloj. El contenido en carbonato se
estimé en base a la intensidad y el tiempo de efervescencia, para ello existe una tabla donde en
funcion de los pardmetros mencionados anteriormente se puede determinar la cantidad de

22

Este documento incorpora firma electronica, y es copia auténtica de un documento electrdnico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
La autenticidad de este documento puede ser comprobada en la direccién: http://sede.ull.es/validacion

Identificador del documento: 6557068 Codigo de verificacion: tyEMISSH

Firmado por: Antonio César Perdomo Molina Fecha: 25/06/2024 20:39:21
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

29/69



i

masa de muestra a emplear. En nuestro caso, se utilizé una tabla que permitié acercarse mas al
valor real (Tabla 3).

Intensidad de la efervescencia Contenido en | Contenido en | Masa de la porcién
carbonato (g/kg) | carbonato (%) de muestra (g)

Ninguna o limitada <20 <2 10

Clara, pero por poco tiempo 20-80 2-8 5

Fuerte, durante mucho tiempo 80 -160 8-16 2,5

Muy fuerte, durante mucho tiempo > 160 >16 <1

Tabla 3. Tabla para estimar el contenido de carbonato que contienen las muestras de suelo
(Norma EN 1SO 10693:2014. Calidad del suelo. Determinacion del contenido de carbonato.
Método Volumétrico. (ISO 10693:1995)).

Tras la determinacidn cualitativa se pasé a la medicidén cuantitativa. Las determinaciones se
realizaron de forma simultdanea en la que cada serie incluyé dos determinaciones de blanco y
dos patrones de entre 0,200 g y 0,400 g de carbonato de calcio. Se pesé una cantidad
representativa de cada muestra y se transfirié a los recipientes de reacciéon y se afiadieron 20 ml
de agua. Se colocaron los recipientes de reaccion junto al aparato de Scheibler y se llené el vaso
con 7 ml de acido clorhidrico 4 mol/l, se inserté con ayuda de unas pinzas en el recipiente de
reaccion que contenia la porcion de muestra. Se llevé a cabo con cuidado para que no hubiera
contacto entre el acido y la muestra antes de conectar el recipiente de reaccién al resto del
equipo.

Se cerrd la llave de paso al exterior y se volvid a controlar el nivel de agua en el tubo.
Posteriormente, tras esperar que el sistema se estabilice, se tomaron datos del nivel al que se
encontraba el agua destilada. Por ultimo, se afiadié con cuidado el 4cido del vaso a la muestra
inclinando el recipiente de reaccién. El gas generado bajd el nivel del agua en el tubo. Para ello,
se agitd durante 5 minutos y se anotd el volumen cuando este ya no varié en su valor maximo.

Foto 22. Detalle de la determinacion de carbonatos
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Se tomaron los valores de la muestra sin la adicidn de acido clorhidrico y con la adicién del mismo
para calcular la diferencia de valores y obtener el contenido en carbonatos para cada muestra.

AC07411

Foto 23 y 24. Material utilizado para la medicién, hoja de calculo para la determinacién de
Carbonatos en suelo y acido clorhidrico utilizado para la determinacion.

4.5. Determinacion de la diversidad funcional mediante el método MicroResp™

El método MicroResp™ fue utilizado por ser un sistema de medida de respiracion,
miniaturizado basado en el uso de microplacas que permite al usuario analizar muestras de suelo
hasta en 96 posiciones. Es capaz de analizar una elevada variedad de fuentes de carbono y/o
réplicas con reducidas demandas de tiempo, costo y espacio en el laboratorio. Las respuestas
que brinda el método reflejan la actividad en lugar del crecimiento de las primeras 4 a 6 horas
tras aplicacidn de las fuentes de carbono medidas con la respiracion inducida. Siendo esta una
forma de medir la diversidad funcional.

El procedimiento seguido es un procedimiento normalizado de trabajo desarrollado en la Unidad
de Laboratorios del ICIA, basado en la optimizacion del método descrito por Campbell et al.
(2003) y detallado en el manual técnico de MicroResp™ (Cameron, 2022). A continuacién, se
resume el procedimiento seguido para el andlisis de la respiracion del suelo:

4.5.1 Preparacion de las placas de deteccion

En un vaso de precipitado se calenté en bafio maria 100 ml de solucién indicadora (rojo de
cresol) a una temperatura préxima, pero inferior a 65° C. Mientras se prepararon 50 ml de
solucién agar haciendo uso para su disolucién de un microondas. Rapidamente se llevé del
microondas al bafio maria a temperatura inferior de 65° C y se esperd a que alcance dicha
temperatura.

Una vez los reactivos alcanzaron dicha temperatura, se mezclaron en proporcion de 1:2 (agar:
indicador).

Se dispensaron alicuotas de 150 puL a la placa de deteccién haciendo uso de una pipeta
electrdnica de dispensador multiple para dispensar en caliente y de forma adecuada el volumen
necesario. Por lo general, cuando se dispone de 150 ml de agar/indicador se pueden componer
de 8 a 9 placas de deteccidn.

Para preparar el rojo de cresol, se requirié de pesar en vasos de precipitado por separado 0,0093
g + 0,0005 g de rojo de cresol, 8,3850 g + 0,0010 g de cloruro de potasio y 0,1575 g + 0,0010 g
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de bicarbonato de sodio. Se fue disolviendo en la cantidad de agua destilada a temperatura
ambiente minima necesaria y se enrasé a 500 ml en un matraz aforado. Se almacend en un
recipiente de vidrio en nevera a 2-6 ° Cy en oscuridad.

La solucidn agar (purificado) 3%, se consiguié pesando y disolviendo 1,5-0,01 g de agar en un
vaso de precipitado y afiadiendo con una probeta 50 ml de agua destilada, para luego ser
disueltos en microondas como anteriormente se menciond.

Foto 25 y 26. Bafio maria de agar/indicador (150 ml) e imagen de la disolucién dispensada en las
placas de deteccidn.

En cuanto a las placas, una vez preparadas se dejaron en oscuridad, a temperatura ambiente y
descubiertas durante dos dias en un recipiente cerrado para que se equilibren los reactivos. Para
evitar el consumo del reactivo por contaminacion de didxido de carbono, siempre se coloca
junto alas placas Sodalime y agua del grifo para garantizar el equilibrio con el grado de humedad.

4.5.2 Pre-incubacion
a) Preparacion de placas de muestra

Se prepard una plantilla por placa de muestra que demostré el posicionamiento de las fuentes
de carbono y las muestras. Las plantillas se incluyeron en el Anexo 3, que contiene una hoja de
datos primarios necesarios para la determinacidon de MicroResp™. Hay que tener en cuenta que
la placa de deteccidn estuvo invertida en la parte superior de la placa de muestray se leyé en el
espectrofotémetro “al revés” de la disposicion de las muestras en la placa (es decir, la posicion
A1l correspondid con la posicidn A12).
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Para este caso se decidié dispensar en todas las placas la muestra en 88 pocillos y los 8 restantes
se dejaron libres.
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Imagen 1. Representacidn de una placa de muestra con la distribucidn escogida para el estudio.

Las placas de muestra o placas Deepwell, se prepararon agregando la muestra al pocillo y se pre-
incubaron antes de agregar las fuentes de carbono. A modo de orientacién la cantidad media de
muestra necesaria para una placa de 96 pocillos fue de 35 a 60 g de peso en fresco. Fue
importante conseguir que las muestras tuvieran el contenido en humedad ideal permitiendo
caer facilmente a través del dispositivo de llenado. Se determind el contenido en humedad de
cada una de las muestras el dia de la pre-incubacién.

Se monto el sistema, placa Deepwell y dispositivo de llenado con la [dmina flexible deslizante en
medio. Se completé con muestra el dispositivo de llenado, afiadiendo la muestra con la ayuda
de una cuchara sobre los orificios del dispositivo de llenado, y se realizaron movimientos
circulares con las yemas de los dedos para llenar los orificios. Evitando la compactacion, sin
presionar la muestra con demasiada fuerza en los orificios.

Una vez lleno, se sostuvo el dispositivo de llenado y la placa juntos y se dié un golpe fuerte y asi
se asentd la muestra. Se volvié a llenar la muestra asegurando que los orificios estuvieran llenos
uniformemente.

Seguidamente, mientras se sujetaba el dispositivo de llenado, se retiré la lamina flexible
deslizante con un movimiento rapido. Dando un golpe a la placa para asegurar que ha bajado
toda la muestra.

Para poder realizar los calculos de la muestra en cada pocillo se pesé la placa de muestra antes
y después de cada dispensacion y se dividié entre el nUmero de pocillos que se han ocupado.

|4 - /‘\

Foto 27. Dispensacidn de las muestras en placas de muestra.
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Previo a colocar las placas dentro de la incubadora para la pre incubacién, las placas de muestra
dispensadas fueron ajustadas al 60 % de la capacidad maxima de retencion de agua (WHC),
afiadiendo agua destilada libre de diéxido de carbono.

b) Pre incubacién de las muestras

Las placas de muestra se pre incubaron durante 7 dias en incubadora a 22+2 ° C. Estas se
colocaron en un recipiente cerrado que permitid la circulacién de aire para controlar el nivel de
oxigeno y evitar condiciones andxicas; en el fondo del recipiente se afiadio agua a razén de 4 ml
por litro de recipiente para mantener la humedad de la muestra y Sodalime para la absorcion
de las emisiones de didxido de carbono durante la preincubacidn. El recipiente se abrié cada
tres dias para permitir la completa renovacién del aire.

Foto 28. Cajas de plastico utilizadas para la pre-incubacién de las placas de muestra en la
incubadora.

4.5.3 Preparacion de las fuentes de carbono

A la hora de preparar las fuentes de carbono para la determinacién de la respiracion inducida
con el método de MicroResp™, se sigui6 el protocolo otorgado por la misma empresa.

Dichas fuentes de carbono se prepararon a razén de 30 mg por gramo de agua del suelo.
Para este calculo se necesité saber:

- Peso (g) de suelo en cada pozo
- Contenido de humedad del suelo (Smc)

Se utilizé la siguiente formula: ((%smc/100) xg suelo por pozo) x 30)

En total se estudiaron 18 fuentes de carbono, cuya fuente varié desde un azlcar, un aminoacido,
un acido carboxilico, un polisacarido, una amina hasta un fenol.

Se cred una tabla con la informacidn de mayor relevancia de cada una de las fuentes de carbono
elegidos (Tabla 4).
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TIFD mg
Fuentes de carbono E recipiente P FORMULA DE )/ | Grupo funcional
FUENTE| gagua

(€2) D{+)-Glucose 1.000 180,16 CEH12086 < 30 sugar
(C3) D-Fructose 250 180,16 CEH1206 C 30 Sugar
[C4) D-[+]-Galactoss 100 180,16 CEH1206 s 30 Sugar
(C5) D-trehalose anhydrous 100 3423 C12H22011 C El] Sugar
|C6) L-[+]-arabincse 1 150,13 C5H1005 [ 30 sugar
{€7) icida citrico anhidro 500 192,13 | (HooCccH).clod)cood | ¢ 30 carbowylic acid
[c8) Li-}-Malic acid 100 134,09 C4aHE0s c a0 carboxylic acid
(€9) 2-ketoglutaric acid 100 146,11 C5HEOS C 30 carbowylic acid
|C10) 4-Aminibutyric acid 1 103,12 C4HIND2 C+N 30 amino acid
[€11) L{#}-lysine monohydrochloride 250 182,65 CEH14N202-HEI C+N 30 amino acid
[€12) L-Cysteine hydrochloride monohyd) 100 17563 CIHTNOZS-HLI-H20 C+N 20 amino acid
(C13) 2-acetamido-2-deoxy-D-glucopyran 100 21 CBHISNO C+N 30
(C14) oxalic acid anhydrous 250 90,024 C2H204 [ 15 carboxylic acid
{€15) alpha-cyclodestrin hydrate 25 972,85 C35HE0030 c 7.5 | polysaccharide
[C18) L-arginina 100 174,2 CEH14N402 C+N 7.5 amino acid
(€17) 3,4-Dihydroxybenxoic acid 100 154,12 CTHEO4 [ 3
{€18) Syringic acid 25 198,17 €9 H10 05 c 3 phenalic
(€19) 4-hydroxy-3-methoxybenzoic acid 25 168,15 CaHa04 C 3 ___phenolic

Tabla 4. Fuentes de carbono elegidas para determinar la respiracion inducida de las muestras
con sus caracteristicas y los mg de fuentes de carbono requeridas por g de agua. C1 representa
el agua agregada en RB (que no se considerd a la hora de obtener los resultados) y los sustratos
comienzan desde C2. (Solubilidades aportadas por MicroRespTM y elaboracién propia).

Una vez clara la solubilidad de cada una de las fuentes de carbono se realizaron pruebas para
comprobar la veracidad de los datos proporcionados y se observé cémo actuaron, es decir, si
estos precipitaron a temperatura ambiente transcurrido un tiempo determinado o si lo hicieron
una vez almacenados en nevera a 4°C durante dos semanas.

Para facilitar el manejo de las 18 fuentes de carbono se decidié enumerarlos y de esta forma
identificarlos de una forma mas sencilla como la que se muestra en la Tabla 4.

Las 16 primeras se lograron disolver a temperatura ambiente y con agitacién mecanica,
mediante el uso de un vortex.

Syringic acid y 4-hydroxy-3-methoxybenzoic acid;
recibieron un tratamiento distinto que el resto.

Estas se lograron disolver en ultrasonido con
temperatura comprendida entre 45-60 ° C vy
durante aproximadamente 30 minutos. Ambas
fuentes de carbono, tras las 24-48 horas en
nevera, precipitaron, por lo que cada vez que se
fueron a emplear, pasaron por ultrasonido a la
temperatura y el tiempo mencionados.

Al contar con 18 fuentes de carbono se debié  Foto 29. Detalle de las fuentes de carbono
adaptar a cada uno de los pocillos parateneren  empleadas.

cuenta la cantidad de agua existente en el suelo

de dichos pocillos; teniendo que preparar por cada pocillo 18 disoluciones de las distintas
fuentes de carbono convirtiéndose en un sistema laborioso y dificil de realizar. Por ello, se
decidié obtener un fuente de carbono madre de aquel pocillo que contenia mayor cantidad de
agua en el suelo y de esta muestra derivar las demas disoluciones en funcién de sus contenidos
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en agua. Esto se realizé de dicha forma porque al tratarse de muestras de suelo de una misma
finca, las caracteristicas son similares.

Los resultados se proporcionaron en plL de sustancia madre y uL de agua para diluir en el caso
de las fuentes de carbono que no sean la sustancia madre. Para el caso de la sustancia madre
los resultados se dieron en g de sustrato en 10 ml para “x” mg de sustrato/ g agua en alicuotas
de 25 pL.

Por lo general, las disoluciones fueron preparadas el dia antes de la lectura de las muestras pre-
incubadas para ser afiadidas el dia que se va a realizar la lectura de los pocillos.

foi.d) .

Foto 30. Preparacion de las disoluciones de las fuentes de carbono necesarias para la lectura del
dia posterior a la preparacion.

4.5.4 Lectura

Previo al momento del ensayo se prepararon y se sacaron de la nevera las disoluciones
necesarias de fuentes de carbono para que alcanzaran temperatura ambiente. Ademas, se
sacaron las muestras pre-incubadas para llevarlas a temperatura ambiental. Se verificd que el
suelo no contenia plantas germinadas.

Las medidas de absorbancia se obtuvieron mediante espectrofotémetro que se encendié al
menos 30 minutos antes de su uso. Es recomendable pasar diariamente antes de su uso, el test
de aptitud del fabricante del equipo.

Las placas de deteccion se sacaron de la nevera 24 horas antes de realizar la lectura para
conseguir una estabilizacion de temperatura, almacenando las placas en oscuridad a
temperatura ambiente en un desecador de vacio con 50 ml de agua del grifo y 10 ml de Sodalime
sélido por cada 8 a 9 placas.

Se realiz6 la primera lectura a tiempo 0 horas a 572 nm de longitud de onda para confirmar que
cumple con el criterio establecido y obtener la lectura en dicho tiempo.

Se detectd con esta practica el cumplimiento del criterio establecido de coeficiente de variacion
<5%.

Tras la conformidad de la placa de deteccién y lo antes posible, se afiadié 25 L de agua destilada
en ausencia de dioxido de carbono para respiracion basal y 25 L de la concentracion de las
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fuentes de carbono para respiracion inducida a los pocillos planificados para cada caso segun la
Hoja de datos primarios necesarios para la determinacién de MicroResp™ presentada en el
Anexo 3. Para ello se empled pipeta electrénica de dispensador multiple con puntas de pipeta
de desplazamiento positivo.

Se obtuvieron:

- 4réplicas para cada fuente de carbono.
- 16 réplicas para respiracion basal

ENS| 1 (2|3 |4|(5|6|7|8|9 (101112
A
B
RO |2 |~
e S o
c| (8] [RlS[T]C[R =
D o]
E =
F & = ﬁﬂﬂsh'f‘”
G Olgjv oo S1hd
H

Imagen 2. Distribucion de las fuentes de carbono y agua a aplicar en las placas de muestras.

Posteriormente, se colocd el sello de goma entre la placa de deteccién y el pocillo presionando
uniformemente, asegurando el sistema con las abrazaderas e introduciendo en la incubadora a
22 +2°C durante 4 horas.

Transcurridas las 4 horas, se desmontd el sistema y se leyeron las placas de deteccion en el
espectrofotdmetro con lector de placas a la misma longitud de onda.

Los resultados otorgados por el espectrofotometro a tiempo 0 y 4 horas, son tratados para
calcular la cantidad de C — CO, x kg de suelo y hora.

Foto 31y 32. Sistema de abrazaderas instalado para esperar a la actuacion del agua y las fuentes
de carbono afiadidos y foto del espectrofotémetro utilizado para la obtencidn de datos de
capacidad de 572 nm de longitud de onda.
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Los resultados fueron analizados estadisticamente, usando el programa estadistico Statgraphics
Centurion 18, v18.1.14. Se aplicaron dos pruebas, el test de Dixon y graficos de cajas y bigotes,
con el objetivo de detectar datos andémalos en el grupo de datos, después de comprobar su
normalidad mediante estadistico W de Shapiro-Wilk. Mediante analisis de la varianza (ANOVA)
se evalué el efecto de las distintas fuentes de carbono estudiadas en las variedades de citricos
ensayados bajo diferente manejo agroecoldgico (cubierta y sin cubierta vegetal). Las medidas se
compararon mediante el test de rango multiple de LSD (Least significant difference) de Fisher (p
<0,050).

4.6 Analisis estadistico de los resultados
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5. Resultados y discusion

Para cumplir con los objetivos de este trabajo se realizé un ensayo con suelos de citricos bajo
diferentes manejos agroecolégicos a los cuales se adicionaron una serie de fuentes de carbono
para poder evaluar mediante la respiracion microbiana, la diversidad funcional de la microbiota
edafica de este cultivo.

A continuacion, se muestran los efectos de los diferentes tratamientos sobre las
determinaciones realizadas para el método miniaturizado de MicroResp™ en las distintas
variedades estudiadas.

- Capacidad de retencion maxima de agua (WHC)
Se muestran en la Tabla 5 los valores promedios obtenidos en WHC (Water Holding Capacity, %)
para los diferentes tratamientos realizados en las seis variedades de citricos de la finca

estudiada.

Tabla 5. Efecto de la presencia o ausencia de cubiertas vegetales y del cultivo de diferentes
variedades injertadas de citricos, sobre la capacidad de retencién de agua de los suelos

estudiados.
WHC (Water Holding Capacity, %)
Tratamientos
Variedades = : = =
Con Cubierta | Sin Cubierta
Control 51,6 a/B 57 a/A
Fino 49 55,6a/ A 51,5ab/ A
Clemenules 49,2 a/B 52,2 ab/A
Ortanique 54,6 a/A 47,5b/A
Valencia
57,4a/A 47,9 b/A
Late
Star Ruby 58,1a/A 57,9a/A
Navelina 51,5a/A 48,0b/A

Los resultados de la WHC son media de 10 réplicas independientes para los controles y 1-2 réplicas independientes para cada
variedad de citrico y al menos 2 réplicas de laboratorio, Letras minusculas distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050)
entre variedades. Letras mayusculas distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre tratamientos con cubierta y sin
cubierta para cada variedad por separado.

En el momento del ensayo, las capacidades de retencidn de agua de las muestras obtenidas de
la parte con cubierta vegetal no presentaron diferencias significativas entre las variedades de
citricos estudiadas y el control (sin planta). Sin embargo, si que hubo diferencias en las muestras
recogidas de la parte sin cubierta.

- Humedad

Se muestran en la Tabla 6 los valores promedios obtenidos en Humedad (%) para los diferentes
tratamientos realizados en las seis variedades de citricos de la finca estudiada.
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Tabla 6. Efecto de la presencia o ausencia de cubiertas vegetales y del cultivo de diferentes
variedades injertadas de citricos, sobre la humedad de los suelos estudiados.

Humedad (%)
Variedades T'ratamie.ntos =
Con Cubierta| Sin Cubierta
Control 17,5a/A 15,2 a/B
Fino 49 19a/A 16,5a/A
Ortanique 18,4a/A 15,6 a/A
Valencia Late| 20,3a/A 16,7 a/B
Star Ruby 19,5a/A 19,2 a/A
Clemenules 18,3 a/A 18,1a/A
Navelina 18,1a/A 18,2 a/A

Los resultados de Humedad son media de 10 réplicas independientes para los controles y 1-2 réplicas independientes para cada
variedad de citrico y 1 réplicas de laboratorio, Letras mintsculas distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre
variedades. Letras mayusculas distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre tratamientos con cubierta y sin cubierta
para cada variedad por separado.

No se mostraron diferencias significativas entre las distintas variedades estudiadas y el control
independientemente de que dispusieran de cubierta vegetal o no, En general las muestras
provenientes de los suelos con cubierta presentaron unos porcentajes de humedad mayores
debido a la presencia de las especies vegetales utilizadas en la cubierta.

- pH en agua destilada

Se muestran en la Tabla 7 los valores promedios obtenidos en pH para los diferentes
tratamientos realizados en las seis variedades de citricos de la finca estudiada.

Tabla 7. Efecto de la presencia o ausencia de cubiertas vegetales y del cultivo de diferentes
variedades injertadas de citricos, sobre el pH de los suelos estudiados.

pH en H20 1:5
T -
Variedades .ratamlen.tos =
Con Cubierta | Sin Cubierta
Control 8,8a/A 7,8a/B
Fino 49 8,5 bc/A 7,6a/B
Ortanique 8,6 ab/A 7,9a/B
Valencia Late 8,1¢c/A 7,9a/A
Star Ruby 8,4 bc/A 7,9a/A
Clemenules 8,3 bc/A 7,8a/B
Navelina 8,2¢c/A 7,8a/A

Los resultados de pH son media de 10 réplicas independientes para los controles y 1-2 réplicas independientes para cada variedad
de citrico y 1 réplica de laboratorio. Letras minusculas distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre variedades, Letras
mayusculas distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre tratamientos con cubierta y sin cubierta para cada variedad
por separado.

Los valores de pH de todas las muestras varian en torno a 7,6-8,8, valores habituales en esta
finca. Cuando las distintas variedades y los controles disponen de cubierta vegetal existen
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diferencias significativas obteniéndose el mayor valor para los controles provenientes de los
pasillos donde solo habia una especie vegetal sembrada.

- Carbonatos cuantitativos
Se muestran en la Tabla 8 los valores promedios obtenidos en carbonatos (g/kg equivalentes de
CaC03) para los diferentes tratamientos realizados en las seis variedades de citricos de la finca

estudiada.

Tabla 8. Efecto de la presencia o ausencia de cubiertas vegetales y del cultivo de diferentes
variedades injertadas de citricos, sobre los carbonatos de los suelos estudiados.

Carbonatos (g/kg equivalentes de CaCO3)
Tratamientos

Variedades
Con Cubierta | Sin Cubierta
Control 0,47 ab/A 0,24 a/B
Fino 49 0,31b/A 0,33 a/A
Ortanique 0,75a/A 0,12 a/A
Valencialate | 0,30ab/A 0,21a/A

Star Ruby 0,63 ab/A 0,29 a/A

Clemenules 0,36 ab/A 0,22 a/A

Navelina 0,42 ab/A 0,29 a/A

Los resultados de Carbonatos son media de 10 réplicas independientes para los controles y 1-2 réplicas independientes para cada
variedad de citrico y al menos 1 réplicas de laboratorio. Letras minusculas distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050)
entre variedades, Letras mayusculas distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre tratamientos con cubierta y sin
cubierta para cada variedad por separado.

En el momento del ensayo, cabe destacar que para los tratamientos con y sin cubierta solo
existen diferencias significativas entre los controles. Las muestras obtenidas de la parte con
cubierta vegetal presentaron diferencias significativas entre las variedades de citricos
estudiadas y el control (sin planta), sin embargo, no ocurrié lo mismo para las muestras sin
cubierta donde no hubo diferencias.
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- Evaluacion de la respiracion inducida por variedad de citrico para cada fuente de
carbono analizadas seguin tratamiento con cubierta vegetal y sin cubierta vegetal.

Se muestran en las Tabla 9, 10, 11 y 12 los valores promedios obtenidos en la respiracion
inducida SIR, para los diferentes tratamientos realizados en las seis variedades de citricos de la
finca estudiada.

- Variedades con cubierta vegetal
Tablas 9y 10. Efecto de la adicion de distintas fuentes de carbono, sobre la respiracion inducida,

(SIR) en las seis variedades de citricos con diferentes manejos agroecoldgicos (presencia de
cubiertas vegetales).

Respiracion inducida,SIR (mg C-CO2/Kg muestra seca/dia)
C18 19 C16 17 Cc14 C15 C12 13 C10
Control 31+1,53 be 1,1+1,32b -1,840,80 be 38+198b 10,1£451b | 09:09labc | 81%270b 26£138d 94,57428,23b
Fino 49 52%26la 2,2+1,42ab -1,3+094b 67+3,06a 11,9+432ab | 2040522 | 99+173ab 72+158ab | 10891+24,17b
Ortanique 23+124c -03+1,19¢ -25%+1,07¢ 30+209b 14,1+2,02a 038+1,74c 8,6+2,42ab 2,2+1,14d 91,38436,53 b
. Valencia Late | 3,32+ 0,44abc | 145+0,26b 2,7+0,15¢ 549%257ab | 10,39+1,09ab | 1,83+0,29ab | 797+0,38b | 301+034cd |15760+17,82a
Con Cubierta

Star Ruby 42%071ab 15£0,60b -1,1£057b 57%232a 148%215a | 09+126abc | 11,443,562 5,0£2,93 b 97,23136b
Clemenules 41%19abc | 31:149a 03+105a 581762 11,3+292ab | 0,88+0,23abc | 84+3,46ab 78+464a 77,96 413,67 b
Naveline 3,7+008abc | 25%0,19ab 0,2+0,20a 65%0,38a 13,8+293ab | 1,3£024abc | 11,4+029a | 4,4%032bcd | 9529%1357b

p 0.041 0.0007 0.0000 0.0088 0.0766 0.1045 0.0855 0.0000 0.0115

Los resultados de la respiracion son media + desviacién estdndar de 10 réplicas independientes para los controles y 1-2 réplicas
independientes para cada variedad de citrico y al menos 3-4 réplicas de laboratorio. Letras minusculas
distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las diferentes variedades injertadas para cada fuente de

carbono.
Respiracién inducida,SIR (mg C-CO2/Kg muestra seca/dia)
C11 8 9 C6 7 4 5 2 =]

Control 618+1258a | 3,65+12lc | 1656+1032c | 34,33+1380c | 1,54+114bc | 7,30£11,09a | 4,37+133cd | 665+2,04c 678+2,62b

Fino 49 2,861,772 573+0,66ab | 29,07 +1534 bc | 43,30+4,07 bc 2,92+1,02a 7,380,722 6,80+ 091b 12,19£3,042 11,87+1,17a

Ortanique 0,50+0,63 a 386+122¢ 24,77 3,50 bc | 43,20+12,42bc | 0,93+0,65¢ 451+124a 2,96+1,75d 7,67 +3,71bc 645+2,74b

Valencia Late 13440372 | 406+022bc | 2652%195a | 67,00£828a | 2,81+036ab | 674t10a | 672+077bc | 883+099abc | 855+0,97ab

Con Cubierta

Star Ruby 199+132a | 597£0,63a | 2934%711b | 4695:180b | 3,10:152a | 7,30:16la | 55942,09bc | 9,68+289ab 9,751,852

Clemenules 211+127a | 571%095ab | 22,87+4,57c | 3025:2,03c | 2,68+1,15a | 7,37+269a | 623:4,19b | 1037+2,82ab | 9,92+193a

Naveline 268+021a | 424+020abc | 3530+4,97abc | 46,92£3,90abc | 2,5440,11ab | 874+0,75a | 10,14%3,97a | 1039+171ab | 9,75+0,13a

p 0.835 0.0000 0.0011 0.0011 0.0017 0.9932 0.0001 0.0001 0.0002

Los resultados de la respiracién son media + desviacion estandar de 10 réplicas independientes para los controles y 1-2 réplicas
independientes para cada variedad de «citrico y al menos 3-4 réplicas de laboratorio. Letras minusculas
distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las diferentes variedades injertadas para cada fuente de
carbono.

Para la mayoria de las fuentes de carbono estudiadas, existen diferencias significativas entre las

distintas variedades injertadas y el control, siendo las variedades Fino 49, Clemenules y Star
Ruby las de mayores resultados en los suelos con cubiertas.

- Variedades sin cubierta vegetal
Tablas 11y 12. Efecto de la adicidn de distintas fuentes de carbono sobre la respiracidn inducida,

(SIR) en las seis variedades de citricos con diferentes manejos agroecoldgicos (ausencia de
cubiertas vegetales).
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Respiracién il ida,SIR (mg C-CO2/Kg muestra seca/dia
Variedades B (mg /ke /din)
c18 c19 C16 a7 c4 c15 c12 c13 c10
Control 70+33ab | 51%175b | 22%412a | 83%3,49a | 107+506a |50+212ab| 93+3,75b | 88+249b | 84,4+12,18b
Fino 49 96+187a | 93+194a | 08+137a | 95+145a | 13,8+3,80a | 64+270a | 154+256a | 17,9+4,75a | 111,05£8386a

Ortanique 6,4+0,08abc | 3,6 £+0,79 bc -0,7+0,06a 5,2%0,94 ab 75+028a 1,5+0,01c 7,0£0,27 b 3,8+0,27c |10451%3,41b

. 5 Valencia Late |4,28+094bc| 3,0£177c | 1,03+278a | 44%3,46b | 95+444a | 23+102c | 7,43+2,74b | 5014343c | 77,8+24,54b
Sin Cubierta

Star Ruby 2,9+144c | 3,9 £0,67 bc 34+49a 39 +£1,19b | 106+3,57a | 3,2+2,22bc | 10,3+1,48b 4,8+1,37c [111,63 +14,08a

Clemenules | 6,8+2,07abc | 39+0,76bc | 2,6+030a | 7,6+009ab | 133£057a | 2,8+023bc | 85:057b | 57:038c [113,81 +7,17a

Navelina 4,8+486bc [ 42+3,79bc | -0,41£0,84a 47£379b 8,8 £395a | 2,2+248¢c 6,6%3,78b 6,2+£4,50c |94,78 £21,67ab

P 0.0227 0.0012 0.4657 0.008 0.5109 0.0034 0.014 0.0000 0.0001

Los resultados de la respiracién son media + desviacion estandar de 10 réplicas independientes para los controles y 1-2 réplicas
independientes para cada variedad de citrico y al menos 3-4 réplicas de laboratorio. Letras mintsculas
distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las diferentes variedades injertadas para cada fuente de

carbono.
. Respiracién inducida,SIR (mg C-CO2/Kg muestra seca/dia)
Variedades
C11 c8 (=) C6 c7 ca C5 2 a
Control 457+2,21b | 872+252a | 2647+4,90a |34,95%521bc| 6,47+2,77a |14,90+4,02a(11,30 £ 5,09 ab| 20,47 +6,91a | 17,93+ 4,062
Fino 49 3,25+2,20b [8,03+1,94abc| 27,51+4,25a | 5549+20,08a| 806+1,49a |18,21+1,49a| 14,92 +3,06a (23,76 +2,81 ab| 11,69 +4,88 b
Ortanique | 2,77+0,41b |4,39+0,28 bcd | 20,84 £ 0,53 ab | 43,32 +3,80ab | 4,62+ 1,06 ab[ 578+ 0,28b | 4,94+0,80¢ | 842+0,0lc | 7,00£+0,62b
Valencia Late | 3,18 +3,09b [7,22+5,05abc | 18,51+4,69b |36,99 % 6,66 bc [4,51+4,64ab| 9,82+6,53b | 7,38+3,44c | 10,14£391c | 9,23+4,42b
Sin Cubierta

StarRuby | 2,75+0,69a | 8,18+2,42ab | 27,27+574a [ 48,14+ 1561a(4,22+3,04ab| 845+4,24b | 7,28+151c | 11,54+4,13¢c | 11,54£3,81b

Clemenules 2,96+ 0,87 b (5,96 + 0,53 abcd| 27,88 +2,05a | 42,68+ 1,10b |3,99+0,80ab| 7,39+ 1,33b | 7,53+1,37 bc [13,06 + 1,36 bc| 9,96+ 1,10b

Navelina 1,32+0,87a | 492+2,83cd | 1536+570b [33,86£6,70bc | 3,17+2,24b | 7,95+4,84b | 555+2,75¢ | 11,46+5,60c | 868+4,.28b

P 0.0000 0.0008 0.0000 0.0000 0.0574 0.0000 0.0045 0.0001 0.0000

Los resultados de la respiracién son media + desviacion estandar de 10 réplicas independientes para los controles y 1-2 réplicas
independientes para cada variedad de citrico y al menos 3-4 réplicas de laboratorio. Letras minusculas
distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las diferentes variedades injertadas para cada fuente de
carbono.

Para la mayoria de las fuentes de carbono estudiadas, existen diferencias significativas entre las
distintas variedades injertadas y el control, siendo la variedad Fino 49 la que dio mejores
resultados en los suelos sin cubiertas. Ademas, se ven aumentados los efectos en los suelos
pertenecientes a la zona sin cubierta vegetal frente a las que si tenian cubierta.

En las siguientes Figuras (2 a la 19) que constan de una a dos graficas, se muestran los efectos
de la respiracion inducida (SIR) de cada una de las fuentes de carbono sobre los suelos de las
variedades injertadas y del control con cubiertas vegetales y sin cubiertas vegetales. La gréfica
mas grande de cada figura esta ajustada al valor mayor obtenido de todas las fuentes de carbono
utilizadas y la grafica mas pequefia es una ampliacién de la misma para observar de forma mas
detalla las diferencias entre variedades de citricos estudiadas para esa fuente de carbono, sin
ajuste del eje.
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Figura 2. Efecto sobre la biomasa microbiana (respiracién inducida, SIR) de los suelos de
diferentes variedades de citricos y un control sin planta en presencia y ausencia de cubiertas
vegetales, a los que se les ha incorporado la fuente de carbono C18 (Syringic acid). Incluye
ampliacidn de la figura para una mejor visualizacién.
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Los resultados de la SIR son media + desviacion estdndar de 4 réplicas independientes, para controles y variedades respectivamente.
Letras distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las distintas variedades para la fuente de carbono
C18 en presencia y ausencia de cubiertas vegetales.

Figura 3. Efecto sobre la biomasa microbiana (respiracion inducida, SIR) de los suelos de
diferentes variedades de citricos y un control sin planta en presencia y ausencia de cubiertas
vegetales, a los que se les ha incorporado la fuente de carbono C19 (4-hydroxy-3-
methoxybenzoic acid). Incluye ampliacion de la figura para una mejor visualizacién.
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Los resultados de la SIR son media * desviacion estandar de 4 réplicas independientes, para controles y variedades respectivamente.
Letras distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las distintas variedades para la fuente de carbono
C19 en presencia y ausencia de cubiertas vegetales.

Figura 4. Efecto sobre la biomasa microbiana (respiracion inducida, SIR) de los suelos de
diferentes variedades de citricos y un control sin planta en presencia y ausencia de cubiertas
vegetales, a los que se les ha incorporado la fuente de carbono C16 (L-arginina). Incluye
ampliacion de la figura para una mejor visualizacion.
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Los resultados de la SIR son media + desviacion estdndar de 4 réplicas independientes, para controles y variedades respectivamente.
Letras distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las distintas variedades para la fuente de carbono
C16 en presencia y ausencia de cubiertas vegetales.

Figura 5. Efecto sobre la biomasa microbiana (respiracion inducida, SIR) de los suelos de
diferentes variedades de citricos y un control sin planta en presencia y ausencia de cubiertas
vegetales, a los que se les ha incorporado la fuente de carbono C17 (3,4-Dihydroxybenxoic acid).
Incluye ampliacidon de la figura para una mejor visualizacion.
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Los resultados de la SIR son media * desviacion estandar de 4 réplicas independientes, para controles y variedades respectivamente.
Letras distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las distintas variedades para la fuente de carbono
C17 en presencia y ausencia de cubiertas vegetales.

Figura 6. Efecto sobre la biomasa microbiana (respiracion inducida, SIR) de los suelos de
diferentes variedades de citricos y un control sin planta en presencia y ausencia de cubiertas
vegetales, a los que se les ha incorporado la fuente de carbono C14 (oxalic acid anhydrous).
Incluye ampliacion de la figura para una mejor visualizacion.
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Los resultados de la SIR son media * desviacion estandar de 4 réplicas independientes, para controles y variedades respectivamente.
Letras distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las distintas variedades para la fuente de carbono
C14 en presencia y ausencia de cubiertas vegetales.

Figura 7. Efecto sobre la biomasa microbiana (respiracion inducida, SIR) de los suelos de
diferentes variedades de citricos y un control sin planta en presencia y ausencia de cubiertas
vegetales, a los que se les ha incorporado la fuente de carbono C15 (Alpha-cyclodextrin hydrate).
Incluye ampliacidn de la figura para una mejor visualizacién.
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Los resultados de la SIR son media * desviacion estandar de 4 réplicas independientes, para controles y variedades respectivamente.
Letras distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las distintas variedades para la fuente de carbono
C15 en presencia y ausencia de cubiertas vegetales.

Figura 8. Efecto sobre la biomasa microbiana (respiracion inducida, SIR) de los suelos de
diferentes variedades de citricos y un control sin planta en presencia y ausencia de cubiertas
vegetales, a los que se les ha incorporado la fuente de carbono C12 (L-Cysteine hydrochloride
monohydrate). Incluye ampliacién de la figura para una mejor visualizacién.
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Los resultados de la SIR son media * desviacion estandar de 4 réplicas independientes, para controles y variedades respectivamente.
Letras distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las distintas variedades para la fuente de carbono
C12 en presencia y ausencia de cubiertas vegetales.

Figura 9. Efecto sobre la biomasa microbiana (respiracion inducida, SIR) de los suelos de
diferentes variedades de citricos y un control sin planta en presencia y ausencia de cubiertas
vegetales, a los que se les ha incorporado la fuente de carbono C13 (2-acetamido-2-deoxy-D-
glucopyranose). Incluye ampliacién de la figura para una mejor visualizacidn.
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Los resultados de la SIR son media * desviacion estandar de 4 réplicas independientes, para controles y variedades respectivamente.
Letras distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las distintas variedades para la fuente de carbono
C13 en presencia y ausencia de cubiertas vegetales.

Figura 10. Efecto sobre la biomasa microbiana (respiracién inducida, SIR) de los suelos de
diferentes variedades de citricos y un control sin planta en presencia y ausencia de cubiertas
vegetales, a los que se les ha incorporado la fuente de carbono C10 (4-Aminibutyric acid).
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Los resultados de la SIR son media * desviacion estandar de 4 réplicas independientes, para controles y variedades respectivamente.
Letras distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las distintas variedades para la fuente de carbono
C10 en presencia y ausencia de cubiertas vegetales.

Figura 11. Efecto sobre la biomasa microbiana (respiracion inducida, SIR) de los suelos de
diferentes variedades de citricos y un control sin planta en presencia y ausencia de cubiertas
vegetales, a los que se les ha incorporado la fuente de carbono C11 (L(+)-lysine
monohydrochloride). Incluye ampliacién de la figura para una mejor visualizacion.
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Los resultados de la SIR son media + desviacion estdndar de 4 réplicas independientes, para controles y variedades respectivamente.
Letras distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las distintas variedades para la fuente de carbono
C11 en presencia y ausencia de cubiertas vegetales.
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Figura 12. Efecto sobre la biomasa microbiana (respiracion inducida, SIR) de los suelos de
diferentes variedades de citricos y un control sin planta en presencia y ausencia de cubiertas
vegetales, a los que se les ha incorporado la fuente de carbono C8 (L (-)-Malic acid). Incluye
ampliacidn de la figura para una mejor visualizacién.
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Los resultados de la SIR son media * desviacion estandar de 4 réplicas independientes, para controles y variedades respectivamente.
Letras distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las distintas variedades para la fuente de carbono C8
en presencia y ausencia de cubiertas vegetales.

Figura 13. Efecto sobre la biomasa microbiana (respiracién inducida, SIR) de los suelos de
diferentes variedades de citricos y un control sin planta en presencia y ausencia de cubiertas
vegetales, a los que se les ha incorporado la fuente de carbono C9 (2-ketoglutaric acid).
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Los resultados de la SIR son media * desviacion estandar de 4 réplicas independientes, para controles y variedades respectivamente.
Letras distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las distintas variedades para la fuente de carbono C9
en presencia y ausencia de cubiertas vegetales.
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Figura 14. Efecto sobre la biomasa microbiana (respiracion inducida, SIR) de los suelos de
diferentes variedades de citricos y un control sin planta en presencia y ausencia de cubiertas
vegetales, a los que se les ha incorporado la fuente de carbono C6 (L-(+)-arabinose).
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Los resultados de la SIR son media * desviacion estandar de 4 réplicas independientes, para controles y variedades respectivamente.
Letras distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las distintas variedades para la fuente de carbono C6
en presencia y ausencia de cubiertas vegetales.

Figura 15. Efecto sobre la biomasa microbiana (respiracién inducida, SIR) de los suelos de
diferentes variedades de citricos y un control sin planta en presencia y ausencia de cubiertas
vegetales, a los que se les ha incorporado la fuente de carbono C7 (acido citrico anhydro). Incluye
ampliacion de la figura para una mejor visualizacidn.
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Los resultados de la SIR son media + desviacion estdndar de 4 réplicas independientes, para controles y variedades respectivamente.
Letras distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las distintas variedades para la fuente de carbono C7
n presencia y ausencia de cubiertas vegetales.
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Figura 16. Efecto sobre la biomasa microbiana (respiracién inducida, SIR) de los suelos de
diferentes variedades de citricos y un control sin planta en presencia y ausencia de cubiertas
vegetales, a los que se les ha incorporado la fuente de carbono C4 (D-(+)-Galactosa). Incluye
ampliacion de la figura para una mejor visualizacion.
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Los resultados de la SIR son media + desviacion estandar de 4 réplicas independientes, para controles y variedades respectivamente.
Letras distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las distintas variedades para la fuente de carbono C4
en presencia y ausencia de cubiertas vegetales.

Figura 17. Efecto sobre la biomasa microbiana (respiracién inducida, SIR) de los suelos de
diferentes variedades de citricos y un control sin planta en presencia y ausencia de cubiertas
vegetales, a los que se les ha incorporado la fuente de carbono C5 (D-trehalose anhydrous).
Incluye ampliacion de la figura para una mejor visualizacion.
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Los resultados de la SIR son media * desviacion estandar de 4 réplicas independientes, para controles y variedades respectivamente.
Letras distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las distintas variedades para la fuente de carbono C5
en presencia y ausencia de cubiertas vegetales.
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Figura 18. Efecto sobre la biomasa microbiana (respiracién inducida, SIR) de los suelos de
diferentes variedades de citricos y un control sin planta en presencia y ausencia de cubiertas
vegetales, a los que se les ha incorporado la fuente de carbono C2 (D(+)-Glucose). Incluye
ampliacidn de la figura para una mejor visualizacion.
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Los resultados de la SIR, son media + desviacion estandar de 4 réplicas independientes, para controles y variedades respectivamente,
Letras distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las distintas variedades para la fuente de carbono C2
en presencia y ausencia de cubiertas vegetales.

Figura 19. Efecto sobre la biomasa microbiana (respiracién inducida, SIR) de los suelos de
diferentes variedades de citricos y un control sin planta en presencia y ausencia de cubiertas
vegetales, a los que se les ha incorporado la fuente de carbono C3 (D-Fructose). Incluye
ampliacidén de la figura para una mejor visualizacién.
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Los resultados de la SIR, son media + desviacion estandar de 4 réplicas independientes, para controles y variedades respectivamente,
Letras distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre el control y las distintas variedades para la fuente de carbono C3
en presencia y ausencia de cubiertas vegetales.
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Las figuras anteriormente mostradas indican que las fuentes de carbono con mayores resultados
de mg de C-CO, /kg de muestra seca/dia es para C10 (4-Aminibutyric acid), C6 (L-(+)-arabinose)
y C9 (2-ketoglutaric acid), destacando la variedad Valencia Late con cubierta en las dos primeras
fuentes de carbono y para la Ultima, destaca la variedad de citrico Fino 49 con cubierta. Para el
caso de C6 (L-arginina) los resultados obtenidos de mg de C-CO, /kg de muestra seca/dia fueron
negativos mostrando su nula o baja respiracién con la metodologia MicroResp™ empleada.

- Evaluacidn de la respiracion inducida por variedad de citricos analizados con los dos
tratamientos para cada una de las diferentes fuentes de carbono.

Se muestran en las Tablas de la 13 a la 19 los valores promedios obtenidos en la respiracién
inducida SIR con todas las fuentes de carbono, para las seis variedades de citricos de la finca
estudiada por separado con cubierta vegetal y sin cubierta vegetal.

Tabla 13. Efecto de la adicidn de distintas fuentes de carbono sobre la respiracion inducida, (SIR)
en los controles con diferentes manejos agroecoldgicos (ausencia de cubiertas vegetales).

Respiracién inducida, SIR (mg C-CO2/Kg muestra seca/dia)

Cc18 C19 C16 C17 C14 C15 C12 C13 c1o
Sin Cubierta 7,0 a 512a 2,16 a 8,26 a 10,69 a 50a 9,28 a 8,78 a 84,44 a
CONTROL Con Cubierta 3,07b 1,1b -1,8b 3,83b 10,11a 09b 8,11a 2,64 b 94,57 a
P 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.6521 0.0000 0.1749 0.0000 0.0772

Respiracién inducida, SIR (mg C-CO2/Kg muestra seca/dia)

c11 c8 c9 ¢ ©/ c4 € (] (o)
Sin Cubierta 4,57 a 8,72a 26,47 a 34,95a 6,47 a 14,90 a 11,30a 20,47 a 17,93 a
CONTROL Con Cubierta 6,18a 3,65b 16,56 b 34,33a 1,54b 7,30b 4,37b 6,65b 6,78b
P 0.4972 0.0000 0.0000 0.8177 0.0000 0.0012 0.0000 0.0000 0.0000

Los resultados de la respiracion son media + desviacion estandar de 10 réplicas independientes para la variedad de citrico y al menos
3-4 réplicas de laboratorio. Letras minusculas distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre los tratamientos con
cubierta vegetal y sin cubierta vegetal.

Figura 20. Efecto de las diferentes fuentes de carbono sobre la biomasa microbiana (respiracion
inducida, SIR) de los suelos control sin cubierta vegetal y con cubierta vegetal.
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Los resultados de la SIR son media * desviacién estandar de 4 réplicas independientes. Letras distintas denotan diferencias
significativas (p < 0,050) entre las distintas fuentes de carbono en presencia y ausencia de cubiertas vegetales para los controles.
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Tabla 14. Efecto de la adicién de distintas fuentes de carbono, sobre la biomasa microbiana
(respiracién inducida, SIR) de la variedad Fino 49 bajo diferente manejo agroecoldgico
(presencia o ausencia de cubiertas vegetales).

13,79 a 111,05 a
522b 22b | -1,25b | 672a [ 11,94a | 2,04b | 9,88b | 7,21a [10891a
0,0377 | 0,0009 | 00284 | 01979 | 055512 | 0,0095 | 00061 | 0,012 0,888

13,79 a 111,05 a
522b 22b -1,25b | 672a | 11,94a | 2,04b | 988b | 721a | 10891a
0,0377 | 0,0009 | 0,0284 0,1979 | 0,5512 0,0095 | 0,0061 0,012 0,888
Los resultados de la respiracion son media + desviacion estandar de 1-2 réplicas independientes para la variedad de citrico y al
menos 3-4 réplicas de laboratorio. Letras minusculas distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre los tratamientos
con cubierta vegetal y sin cubierta vegetal.

Figura 21. Efecto de las diferentes fuentes de carbono sobre la biomasa microbiana (respiracion
inducida, SIR) de los suelos de la variedad de citricos Fino 49, en presencia de cubiertas vegetales
y sin cubierta vegetal.
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Los resultados de la SIR son media * desviacién estandar de 4 réplicas independientes. Letras distintas denotan diferencias

significativas (p < 0,050) entre las distintas fuentes de carbono en presencia y ausencia de cubiertas vegetales para la variedad Fino
49.
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Tabla 15. Efecto de la adicidon de distintas fuentes de carbono, sobre la biomasa microbiana
(respiracion inducida, SIR) de la variedad Ortanique bajo diferente manejo agroecoldgico

(presencia o ausencia de cubiertas vegetales).

i

Respiracién inducida, SIR (mg C-CO2/Kg muestra seca/dia)
C18 C19 C16 C17 Ci4 C15 C12 C13 c10
Sin Cubierta 6,41 a 3,63a -0,7 a 5,24 a 7,5b 1,53 a 7,04 a 3,75a 104,51 a
Ort Con Cubierta 2,32b -0,32b -2b 3,04a 14,08 a 0,38 a 8,57 a 2,23a 91,38 a
p 0,0009 | 00012 | 00381 | 01273 | 00009 | 04189 | 03271 | 00573 | 05675
Respiracién inducida, SIR (mg C-CO2/Kg muestra seca/dia)
C11 Cc8 Cc9 Cé Cc7 C4 C5 C2 C3
Sin Cubierta 2,77 a 4,39 a 20,84 a 43,32 a 4,62 a 5,78 a 494 a 8,42 a 7,0a
Ortanique Con Cubierta 0,5b 3,86a 24,77 a 432 a 0,93 b 4,51a 2,96 a 7,67 a 6,45 a
P 0,0009 0,4946 0,1007 0,9431 0,0003 0,1325 0,1117 0,8041 0,8035

Los resultados de la respiracion son media + desviacion estandar de 1-2 réplicas independientes para la variedad de citrico y al
menos 3-4 réplicas de laboratorio. Letras minusculas distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre los tratamientos
con cubierta vegetal y sin cubierta vegetal.

Figura 22. Efecto de las diferentes fuentes de carbono sobre la biomasa microbiana (respiracion
inducida, SIR) de los suelos de la variedad de citricos Ortanique, en presencia de cubiertas
vegetales y sin cubierta vegetal.

Los resultados de la SIR son media * desviacion estandar de 4 réplicas independientes. Letras distintas denotan diferencias
significativas (p < 0,050) entre las distintas fuentes de carbono en presencia y ausencia de cubiertas vegetales para la variedad

Ortanique.
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Tabla 16. Efecto de la adicidon de distintas fuentes de carbono, sobre la biomasa microbiana
(respiracion inducida, SIR) de la variedad Valencia Late bajo diferente manejo agroecoldgico
(presencia o ausencia de cubiertas vegetales).

pil inducida, SIR (mg C-CO2/Kg seca/dia)
C18 C19 C16 C17 C14 C15 C12 C13 C10
Sin Cubierta 4,28a 3a 1,03a 4,39a 9,52a 23a 743a 501a 77,88b
Valencia Late Con Cubierta 3,31la 1,44a -2,67a 549a 10,38 a 1,83a 7,9 a 3,0la 157,6a
p 0,1458 0,2053 0,0616 0,6350 0,7616 0,4628 0,7457 0,4691 0,0017
Respiracién inducida, SIR (mg C-CO2/Kg muestra seca/dia)
C11 Cc8 c9 C6 Cc7 Cc4 C5 C2 Cc3
Sin Cubierta 3,18a 7,22a 18,51b 36,99b 4,51a 9,82a 7,38a 10,14 a 9,23a
Valencia Late Con Cubierta 1,34a 4,06 a 26,52 a 67a 2,8la 6,74 a 6,72a 8,83a 8,55a
p 0,3565 0,3330 0,0272 0,0006 0,5604 0,4608 0,7523 0,5988 0,8098

Los resultados de la respiracion son media + desviacion estandar de 1-2 réplicas independientes para la variedad de citrico y al
menos 3-4 réplicas de laboratorio. Letras minusculas distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre los tratamientos

con cubierta vegetal y sin cubierta vegetal.

Figura 23. Efecto de las diferentes fuentes de carbono sobre la biomasa microbiana (respiracion
inducida, SIR) de los suelos de la variedad de citricos Valencia Late, en presencia de cubiertas

vegetales y sin cubierta vegetal.
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Los resultados de la SIR son media + desviacion estdndar de 4 réplicas independientes. Letras distintas denotan diferencias
significativas (p < 0,050) entre las distintas fuentes de carbono en presencia y ausencia de cubiertas vegetales para la variedad

Valencia Late.
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Tabla 17. Efecto de la adicién de distintas fuentes de carbono, sobre la biomasa microbiana
(respiracion inducida, SIR) de la variedad Star Ruby bajo diferente manejo agroecoldgico
(presencia o ausencia de cubiertas vegetales).

Respiracién inducida, SIR (mg C-CO2/Kg muestra seca/dia)
C18 C19 C16 C17 C14 C15 C12 C13 C10
Sin Cubierta 2,94a 3,87a 3,39a 3,92a 10,64 b 3,18a 10,31a 4,78a 111,63 a
Star Ruby Con Cubierta 4,19a 1,5b -1,12a 572a 14,78 a 0,93a 11,42a 5a 97,23a
P 0,0906 0,0001 0,0502 0,1223 0,0349 0,0723 0,4949 0,8731 0,383
piracién inducida, SIR (mg C-CO2/Kg seca/dia)
C11 c8 c9 Cc6 Cc7 c4 €5 c2 Cc3
Sin Cubierta 2,75a 8,18a 27,27a 48,14 a 4,22a 8,45a 7,282 11,54 a 11,54a
Star Ruby Con Cubierta 1,99a 5,97a 29,34a 46,95a 31a 73a 5,59a 9,68 a 9,75a
P 0,2484 0,0541 0,592 0,9056 0,4686 0,5474 0,1364 0,3874 0,3704

Los resultados de la respiracion son media + desviacion estandar de 1-2 réplicas independientes para la variedad de citrico y al
menos 3-4 réplicas de laboratorio. Letras minusculas distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre los tratamientos

con cubierta vegetal y sin cubierta vegetal.

Figura 24. Efecto de las diferentes fuentes de carbono sobre la biomasa microbiana (respiracion
inducida, SIR) de los suelos de la variedad de citricos Star Ruby, en presencia de cubiertas

vegetales y sin cubierta vegetal.
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Los resultados de la SIR son media + desviacion estdndar de 4 réplicas independientes. Letras distintas denotan diferencias
significativas (p < 0,050) entre las distintas fuentes de carbono en presencia y ausencia de cubiertas vegetales para la variedad Star

Ruby.
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Tabla 18. Efecto de la adicién de distintas fuentes de carbono, sobre la biomasa microbiana
(respiracion inducida, SIR) de la variedad Clemenules bajo diferente manejo agroecoldgico

(presencia o ausencia de cubiertas vegetales).

P inducida, SIR (mg C-CO2/Kg seca/dia)
C18 C19 C16 C17 C14 C15 C12 C13 C10
Sin Cubierta 6,75a 39a 2,59a 7,6a 13,25a 2,83a 85a 565a 113,81a
Clemenules Con Cubierta 4,06a 3,13a 0,28 b 582a 11,32 a 0,88b 8,43a 7,83a 77,96 b
p 0,0987 0,4503 0,0116 0,2255 0,3112 0,0000 0,9692 0,4483 0,0042
piracién inducida, SIR (mg C-CO2/Kg seca/dia)
C11 c8 Cc9 (¢} Cc7 c4 o} Cc2 (3]
Sin Cubierta 2,96a 5,96a 27,88a 42,68a 3,99a 7,39a 7,53a 13,06 a 9,96 a
Cl | Con Cubierta 2,11a 571a 22,87a 30,25a 2,68a 7,37a 6,238 10,37 a 9,92a
P 0,3470 0,6857 0,1319 0,1572 0,1296 0,9847 0,6243 0,1665 1,0000

Los resultados de la respiracion son media  desviacion estandar de 1-2 réplicas independientes para la variedad de citrico y al
menos 3-4 réplicas de laboratorio. Letras minusculas distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre los tratamientos
con cubierta vegetal y sin cubierta vegetal.

Figura 25. Efecto de las diferentes fuentes de carbono sobre la biomasa microbiana (respiracion
inducida, SIR) de los suelos de la variedad de citricos Clemenules, en presencia de cubiertas

vegetales y sin cubierta vegetal.
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Los resultados de la SIR son media + desviacion estandar de 4 réplicas independientes. Letras distintas denotan diferencias
significativas (p < 0,050) entre las distintas fuentes de carbono en presencia y ausencia de cubiertas vegetales para la variedad

Clemenules.
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Tablas 19. Efecto de la adicidn de distintas fuentes de carbono, sobre la biomasa microbiana
(respiracion inducida, SIR) de la variedad Naveline bajo diferente manejo agroecolégico
(presencia o ausencia de cubiertas vegetales).

Los resultados de la respiracion son media + desviacion estandar de 1-2 réplicas independientes para la variedad de citrico y al
menos 3-4 réplicas de laboratorio. Letras minusculas distintas denotan diferencias significativas (p < 0,050) entre los tratamientos
con cubierta vegetal y sin cubierta vegetal.

Figura 26. Efecto de las diferentes fuentes de carbono sobre la biomasa microbiana (respiracion
inducida, SIR) de los suelos de la variedad de citricos Naveline, en presencia de cubiertas
vegetales y sin cubierta vegetal.
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Los resultados de la SIR son media * desviacion estandar de 4 réplicas independientes. Letras distintas denotan diferencias
significativas (p < 0,050) entre las distintas fuentes de carbono en presencia y ausencia de cubiertas vegetales para la variedad
Naveline.

Aungue predomina un mayor efecto de la actividad microbiana en los suelos con ausencia de
cubiertas vegetales, son las variedades Valencia Late y Naveline las que presentan un efecto
contrario para la mayoria de las fuentes de carbono. Se corrobora que de todas las variedades
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estudiadas los valores mayores de respiracidn se obtuvieron con las fuentes de carbono C10, Cé6
y C9.

- Evaluacion de la respiracion inducida por variedad de citrico para las diferentes
fuentes de carbono separados segun su funcionalidad, analizadas segtin tratamiento
con cubierta vegetal y sin cubierta vegetal.

Se muestran en las Tablas 20 y 21 los valores promedios obtenidos en la respiracion inducida
SIR, para los diferentes grupos de fuentes de carbono en las seis variedades de citricos de la
finca estudiada.

- Variedades con cubierta vegetal
Tabla 20. Efecto de la adicién de distintas fuentes de carbono, separadas segun su funcionalidad,

sobre la biomasa microbiana (respiracidn inducida, SIR) en las seis variedades de citricos con
diferentes manejos agroecoldgicos (presencia de cubiertas vegetales).

Respiracion inducida, SIR por grupos funcionales (mg C-CO2/Kg muestra seca/dia)
Sugar Amino acid Carboxylic acid | Polysaccharide Amine Phenolic
Control 11,89+6,18 26,77 £ 11,08 7,97 + 4,29 0,91* 2,65* 2,67 +1,61
Fino 49 16,32 + 1,98 30,10 £ 7,15 12,40 + 5,33 2,03* 7,22* 4,96 + 2,37
Ortanique 12,96 = 4,37 24,49 + 10,16 10,92 + 1,85 0,38* 2,24* 1,68 = 1,51
Con Cubierta Valencia Late 19,57 = 2,40 41,06 * 4,68 10,95 = 0,91 1,83* 3,01* 3,42 1,09
Star Ruby 15,92 + 5,29 27,38 £ 10,36 13,24 + 2,85 0,97* 5,01* 3,81+1,21
Clemenules 12,81+ 2,73 22,16 + 4,86 10,50 + 2,40 0,90* 7,84* 4,26 £ 1,74
Navelina 17,20 = 2,09 27,38 + 3,57 13,98 + 2,05 1,31* 4,36* 4,26 = 0,22

Los resultados de la SIR son media + desviacion estandar de 1 - 5 réplicas para cada grupo de fuente de carbono. (*) Valor individual,
a este grupo solo pertenece una Unica fuente de carbono.

Figura 27. Efecto de las diferentes fuentes de carbono segun su funcionalidad, sobre la biomasa
microbiana (respiracion inducida, SIR) de los suelos de diferentes variedades de citricos, en
presencia de cubiertas vegetales.
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Se diferencian tres grupos funcionales mayoritarios para todas las variedades de citricos
estudiadas, los aminodcidos, azucares y acido carboxilico, mientras que los minoritarios son los
grupos de polisacaridos, aminas y fenoles. Parece ser que la variedad Valencia Late es la mas
afin a estos compuestos.

- Variedades sin cubierta vegetal

Tabla 21. Efecto de la adicidn de distintas fuentes de carbono separados segun su funcionalidad,
sobre la biomasa microbiana (respiracion inducida, SIR) en las seis variedades de citricos con
diferentes manejos agroecoldgicos (ausencia de cubiertas vegetales).

Respiracion inducida, SIR por grupos funcionales (mg C-CO2/Kg muestra seca/dia)
Sugar Amino acid Carboxylic acid i Amine Phenolic
Control 19,91+5,06 25,12+5,56 13,09+3,81 5* 8,78* 6,79+2,84
Fino 49 24,82+6,46 32,65+3,75 14,35+2,87 2.04* 7.22* 9,48+1,75
Ortanique 13,89+1,10 28,40+£1,04 9,34+0,54 0.38* 2.24* 5,09+0,60
Sin Cubierta Valencia Late 14,72 4,99 22,38+8,29 9,94 +4,70 1.83* 3.01* 3,89+2,06
Star Ruby 17,39+5,86 32,02£5,30 12,58 3,69 0.93* 5.01* 3,58+1,10
Clemenules 13,50+1,25 25,57+2,23 8,05+0,99 0.88* 7.84% 4,59+0,97
Navelina 13,50+4,83 25,57+6,92 8,05+ 3,68 131* 4.36* 4,59+4,15

Los resultados de la SIR son media + desviacion estandar de 1 - 5 réplicas para cada grupo de fuente de carbono. (*) Valor individual,
a este grupo solo pertenece una Unica fuente de carbono.

Figura 28. Efecto de las diferentes fuentes de carbono segun su funcionalidad, sobre la biomasa
microbiana (respiracidn inducida, SIR) de los suelos de diferentes variedades de citricos, en
ausencia de cubiertas vegetales.

SIR de Variedades de citricos sin cubierta
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Al igual que para el tratamiento con cubierta vegetal, se diferencian tres grupos mayoritarios
para todas las variedades de citricos estudiadas, los aminoacidos, azucares y el acido carboxilico,
mientras que los resultados mas bajos se obtienen para los grupos de polisacaridos, aminas y
fenoles, En este caso las muestras que mejor responden a estos compuestos son Fino 49, Star
Ruby, Clemenules y los controles sin planta.
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Nota aclaratoria: Se decide evaluar los resultados obtenidos para SIR (respiracion inducida) que
determinan la diversidad funcional objetivo de dicho estudio y se desprecia la RB (respiracion
basal) que no es relevante en dicho trabajo.
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6. Conclusiones

- En general se aprecia que los parametros estudiados para contenido maximo de
retencion de agua (WHC), pH y Humedad para las diferentes variedades de citricos son
homogéneas ya que todas las muestras de suelo recogidas pertenecen a la misma finca
objeto de estudio. Si es verdad que se encuentran algunas diferencias entre la parte con
cubierta y sin ella que puede deberse a los diferentes manejos realizados en la misma.
La posible razén por la que los valores son mayores para el suelo con cubierta que para
el suelo sin cubierta puede estar influenciada por la reciente adicidn de estiércol de vaca
y restos de poda en esta ultima parte.

- En los tratamientos sin cubierta vegetal destaca la variedad Fino 49 como la de mayor
diversidad funcional a diferencia de los tratamientos con cubierta vegetal donde las
diferencias entre variedades no fueron tan evidentes.

- Las fuentes de carbono con mayores resultados de actividad microbiana tanto para los
suelos con cubierta y sin cubierta fueron los que pertenecen al grupo funcional de los
aminoacidos con claras diferencias, seguidos de azucares y acidos carboxilicos.
Demostrando la diversidad funcional presente en dicha finca donde predominan
microorganismos que emplean estas fuentes de carbono.

Para un mejor aprovechamiento de estos resultados y una adecuada transferencia de
conclusiones al sector, seria deseable continuar este trabajo en el tiempo con el fin de confirmar
los efectos positivos del uso de las cubiertas vegetales sobre la diversidad funcional de la
microbiota eddfica, asi como seria recomendable completar estos resultados con analisis
fisicoquimicos de los suelos.
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7. Conclusions

- In general, the parameters studied for maximum water retention content (WHC), pH
and moisture for different citrus varieties are homogeneous because all the soil samples
collected belong to the same farm study. It is true that there are some differences
between parts with and without cover, which may be due to different management
practices. The possible reason why the values are higher for the soil with cover than for
the soil without cover may be influenced by the recent addition of cow manure and
pruning residues in the latter par.

- In treatments without vegetative cover, the Fino 49 variety stands out as the one with
the greatest functional diversity, in contrast to treatments with vegetative cover where
differences between varieties were not so evident.

- The carbon sources with the highest microbial activity results with both covered and
uncovered soils were those belonging to the functional group of amino acids with clear
differences, followed by sugars and carboxylic acids. This demonstrates the functional
diversity present on the farm, where microorganisms predominantly use these carbon
sources.

For a better use of results and an adequate transfer of conclusions to the sector, it would be
desirable to continue this work in time to confirm the positive effects of the use of plant covers
of plant covers on functional diversity of soil microbiota, it would be advisable to complete these
results with physical-chemical analysis of soils.
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9. Anexos

i

9.1 Anexo 1. Plano y posicionamiento de los cultivos.

En este anexo se presenta un plano de la finca Isamar con el posicionamiento de los cultivos y
leyenda con informacién en la parte super de los patrones existentes y en la parte inferior las
variedades de citricos, diferenciados por colores. Elaboraciéon propia con la utilizacion de

AutoCad.
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9.2. Anexo 2. Puntos de extraccion de muestras

En dicho anexo se presenta un plano con la representacién de los puntos de extraccion de las
muestras marcadas con circulos y cruces rojas (Elaboracidn propia con la utilizacion de Autocad).

7

8\ Estiércol
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9.3. Anexo 3. Estadillos para la recogida de datos necesarios para la determinacion de
MicroResp™
Documento aportado por el personal de la Unidad de Laboratorios (ICIA), muestra del nivel de

detalle de las hojas de datos y calculos necesarios para llevar a cabo el procedimiento de ensayo
de diversidad funcional por MicroResp™.
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