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Introduccion

1- INTRODUCCION

1.1. IMPACTO DE LOS INCENDIOS FORESTALES

Los bosques, que cubren alrededor del 30 % de la superficie de la Tierra
(FAO, 2012), juegan un papel muy importante en el secuestro y
almacenamiento de carbono en los ecosistemas terrestres. Una de las
perturbaciones mas importantes que sufren estos ecosistemas son los
incendios forestales y, en el actual escenario de cambio climatico, el riesgo
de que se produzcan eventos de fuego extremo aumenta considerablemente
(IPCC, 2014). Bowman et al. (2009) estiman que los incendios relacionados
con los procesos de deforestacion contribuyen con un aumento de 0,65 Pg
de C por afio en la atmosfera.

A pesar de los esfuerzos realizados para evitarlos, los incendios se repiten,
afio tras afo, por todo el mundo debido a razones tan variadas como la
existencia de periodos de sequia que causan brotes de incendios, la falta de
prediccion del desarrollo de grandes desastres a partir de incendios
ordinarios, las dificultades del uso de maquinaria pesada en zonas de dificil
acceso o la falta de un buen método para evaluar econémicamente la
efectividad de los trabajos de extincion de los incendios (Volokitina et al.,
2008). En el afio 2000 se estimé que en todo el mundo la superficie afectada
por los incendios fue de 350 millones de ha, siendo arbolada, es decir,
ocupada por bosques, la mayoria de esta area (FAO, 2006). En la zona
mediterranea, una de las més afectadas del mundo, los incendios forestales
son considerados como uno de los desastres ecolégicos de mayor relevancia
que afecta a una superficie de entre 700.000 y 1 mill6on de ha y que son
causados por las actividades del hombre en un 95 % de los casos (FAO,
2006). La frecuencia de los incendios en esta zona ha aumentado
significativamente sobre todo a partir de los afios 70. Dentro de esta area, en
comparacion con el resto de Europa (European Commission, 2010), Galicia,
localizada en el NO de la Peninsula, destaca como una de las zonas con
mayor frecuencia de incendios.

En la Comunidad Auténoma de Galicia los bosques ocupan una extensién
de 2.030.681 ha, que representa cerca del 70 % de la superficie de la
Comunidad (MAGRAMA, 2011). Esta gran extension de superficie forestal
es uno de los factores de riesgo para la proliferacion de los incendios
forestales. En la década 2001-2010 un 42 % de los siniestros relacionados
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Introduccion

con los incendios forestales que sucedieron en Espafia tuvieron lugar en
Galicia, que solo ocupa un 6 % de su superficie; ademas, el 25 % de los
grandes incendios forestales de Espafia sucedieron también en Galicia,
resultando afectadas por el fuego unas 577.000 ha, de las cuales un 30 % era
superficie arbolada y un 23 % superficie no arbolada (MAGRAMA, 2012).
En este periodo de tiempo cabe destacar como especialmente dramaético el
afio 2006, en el que se quemaron 93.888 ha y se produjeron graves eventos
erosivos (Carballas et al., 2009), lo que marcé un punto de inflexion a partir
del cual la administracién publica empezé a tomar medidas para mitigar los
dafos causados por el fuego.

Galicia, debido a su clima templado-himedo y a su tipo de vegetacion
natural, con el robledal como vegetacion climax, se considera en general un
area de bajo riesgo de incendios (Diaz-Fierros et al., 1982). Los bosques
autoctonos, formados principalmente por especies caducifolias (roble,
castafio, abedul, fresno, alamo) son resistentes al fuego debido a: a)
determinan un ambiente humedo incluso en verano, b) son especies que no
arden facilmente, c) en su sotobosque se acumula poco combustible. Sin
embargo, los incendios proliferan afio tras afio, no sélo debido a su gran
superficie forestal, sino también por actividades humanas tales como
determinadas préacticas agricolas pero sobre todo por la introduccion masiva
de especies aléctonas o invasoras, que producen diversas modificaciones en
el ecosistema, tales como un microclima mas seco, hojarasca mas dificil de
descomponer, mayor acumulacion de matorral y alta densidad de las
plantaciones. Estas nuevas especies introducidas en distintos procesos de
repoblacion, principalmente pino y eucalipto, son pirdfitas, es decir,
rebrotan con facilidad después del fuego y no presentan apenas resistencia a
su paso. La despoblacion de las zonas rurales es otro factor que favorece los
incendios, porque ha disminuido la presién agricola y ganadera que
contribuia a un manejo eficiente de los recursos agricolas y forestales,
produciéndose un incremento del combustible disponible y creando unas
condiciones favorables para la rapida expansion del fuego. En este caso, las
guemas prescritas pueden controlar el exceso de combustible pudiendo
considerarse que ejercen un efecto beneficioso para el ecosistema.

Los incendios producen enormes problemas ecologicos, economicos y
sociales, debido principalmente a la destruccion de la vegetacion, la
alteracion de los recursos acuicolas y a la degradacion del suelo (Neary et
al., 2005). El grado de afectacién del suelo por el incendio depende de
factores como la intensidad y severidad del incendio, o la capacidad de
amortiguacion de los cambios que tenga el ecosistema. La intensidad del
fuego describe el proceso de combustion fisica y la liberacion de energia,
mientras que la severidad evalua los efectos de los incendios forestales en el
ecosistema (Keeley, 2009).
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El tipo de incendio también influye en los efectos que causa y, clasicamente,
se distinguen tres tipos (Fernandez, 1997):

- Fuegos de superficie: afectan a los restos vegetales que estan sobre
la superficie del suelo y a los estratos inferiores del bosque
(vegetacion herbacea y arbustiva).

- Fuegos de copa: se originan generalmente a partir de fuegos de
superficie que alcanzan el nivel de las copas de los arboles,
consumen el follaje y destruyen la cobertura forestal, propagandose
de copa a copa y siguiendo a partir de entonces su propia evolucion,
independientemente de los niveles inferiores.

- Fuegos subterraneos: se propagan por el interior de la capa organica,
destruyendo el humus edéfico, la hojarasca y la biomasa microbiana
y dafiando las raices de los arboles; se trata de fuegos lentos, sin
Illama y apenas sin humo que suelen ser persistentes y muy
destructivos, afectando a la estructura del suelo. Un ejemplo clasico
de este tipo de fuegos son los incendios de turberas.

El fuego puede afectar al suelo de forma directa, debido al calentamiento,
modificando sus propiedades fisico-quimicas, quimicas y bioldgicas, y por
consiguiente la calidad del suelo (Mataix-Solera et al., 2002; Certini, 2005;
Carballas et al., 2009; Diaz-Ravifa et al., 2010, 2012; Martin et al., 2012;
Carballas, 2014; Carballas et al., 2015; Lombao et al., 2015); o de forma
indirecta, sobre todo por destruccion de la cubierta vegetal, favoreciendo los
procesos de erosion post-incendio. La mayor parte de los impactos de los
incendios sobre los suelos derivan en gran medida de los efectos a corto y
medio plazo sobre las propiedades del suelo, especialmente sobre la
composicion, propiedades y dinamica de la materia orgénica (Certini, 2005;
Almendros y Gonzélez-Vila, 2012; Carballas, 2014; Carballas et al., 2015).

En general, los incendios forestales al destruir o reducir la materia organica
y modificar profundamente su composicion quimica y microbioldgica,
inciden negativamente en casi todas las propiedades del suelo,
disminuyendo su calidad y alterando su funcionamiento (Carballas et al.,
2009). Se produce un aumento del pH y de la conductividad eléctrica,
debido a las sales procedentes de las cenizas. La estructura, ya de por si
fragil, disminuye al destruirse los agregados por combustion de la materia
organica que es el cemento que une las particulas que los forman, y éstas,
por impacto directo del agua de la lluvia sobre el suelo, por la falta de
intercepcion por las plantas al desaparecer la cubierta vegetal, pueden ser
dispersadas y obturar los poros del suelo, disminuyendo la infiltracion del
agua en el suelo y aumentando la escorrentia, lo que favorece la erosion
post-incendio (Carballas, 2014). La capacidad total de cambio disminuye,
sobre todo por la pérdida de H® de cambio, cation predominante del
complejo de cambio, por combustion de los &cidos organicos, y si bien
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aumentan ligeramente los cationes de cambio, procedentes de las cenizas,
los suelos siguen siendo desaturados. El fuego destruye las formas l&biles de
C y N (C y N hidrosolubles, biomasa microbiana) y los compuestos menos
labiles (carbohidratos, lipidos y materia orgénica no humificada),
produciéndose un aumento de los compuestos recalcitrantes al ataque
microbiano (lignina, humina, &cidos humicos, compuestos drgano-Al y N
residual), que constituyen el compartimento mayor y mas estable de la
materia organica, ralentizando de este modo la mineralizacion de Cy Ny la
liberacion de nutrientes, y retrasando asi la revegetacion natural de los
suelos quemados, lo que también favorece la erosion (Carballas et al., 2009;
2014; Martin et al., 2012; Malowerschnig y Sass, 2014; Hyde et al., 2016).

El calentamiento del suelo, en general, resulta letal para los
microorganismos y con frecuencia, inmediatamente despueés del incendio se
produce la esterilizacion parcial o total del suelo; en consecuencia, la
densidad y la biomasa microbianas pueden descender hasta niveles
indetectables en la mayoria de los casos. EI nimero y la diversidad
taxondmica de los microorganismos del suelo puede ser modificada por el
fuego de diferentes maneras: por sensibilidad diferencial al calor, diferentes
estrategias de supervivencia o colonizacién, sensibilidad diferencial a las
modificaciones en las propiedades del suelo, cambios en el microclima del
suelo, destruccién y creacién de nuevos nichos ecoldgicos o por cambios en
la biomasa y la composicion de las especies vegetales (Mataix-Solera et al.,
2009). Los cambios en el pH del suelo provocan cambios en la proporcion
entre hongos y bacterias (Entry et al., 1986; Mataix-Solera et al., 2002),
porque tienen diferentes pH Optimos. Las bacterias son capaces de
sobrevivir al calentamiento del suelo mejor que los hongos (Vazquez et al.,
1993; Acea y Carballas, 1996a) y dentro de éstas las bacterias Gram-
negativas son mas sensibles al calor que las Gram-positivas (Mabuhay et al.,
2003, 2006). En lo que respecta a la diversidad funcional, a largo plazo el
efecto del quemado probablemente sera nulo sobre los amonificantes, algo
negativo sobre los celulotiticos y amiloliticos y ligeramente positivo sobre
los formadores de nitritos y nitratos (Acea y Carballas, 1996a). En términos
generales, los microorganismos mineralizadores de las sustancias
nitrogenadas resultan mas favorecidos por el incendio que los
mineralizadores de los compuestos de carbono. La actividad enzimatica
general del suelo resulta casi completamente inactivada después del
guemado, lo que se atribuye a su naturaleza proteinica y a las elevadas
temperaturas alcanzadas en el suelo; las enzimas se inactivan
completamente a unos 180 °C (Skujins, 1967) y se inactivan de forma
parcial entre 60 y 70 °C.

En general, la capacidad y tasa de mineralizacion del C y del N, disminuye
después de un incendio al agotarse las sustancias mas labiles y quedar las
mas recalcitrantes al ataque microbiano, con el consiguiente retardo en la
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liberacion de nutrientes. Este comportamiento sélo cambia cuando se
produce la revegetacion, que suministra de nuevo compuestos organicos
labiles a los microorganismos, lo que puede producirse a partir de 2 afios
después del incendio, pero la recuperacién de los indices de mineralizacion
puede tardar hasta 5 o 10 afios despues del quemado, cuando las reservas de
C y N I&biles recobran los valores del suelo no perturbado debido a una total
recuperacion de la cubierta vegetal.

Recientemente, en el estudio de la microbiota edafica de los suelos
quemados, se ha aplicado con éxito el analisis de biomarcadores
moleculares, como los acidos grasos de los fosfolipidos (PLFA) y los &cidos
nucleicos (DNA y RNA) (Diaz-Ravifia et al, 2010). Estas técnicas, al no
conllevar el uso de medios de cultivo, permiten conocer el impacto de los
incendios forestales sobre la composicion de la microbiota edéafica a nivel de
la comunidad y, por consiguiente, tienen una mayor relevancia ecolégica
(Frostegard et al., 1993; Bossio y Scow, 1998; Zelles, 1999).

Uno de los principales problemas de los incendios no controlados son los
efectos indirectos causados por la erosion post-incendio. La pérdida de suelo
asociada a los procesos erosivos es considerada frecuentemente como una
de las perturbaciones ambientales mas severa provocada por los incendios
forestales (Certini, 2005; Bowman et al., 2009) debido a que aumentan la
escorrentia 'y la erosién, fenémenos que pueden causar riadas e
inundaciones, asi como la degradacion del suelo. La erosion consiste en la
separacién, desprendimiento o inicio del movimiento de agregados o
particulas de suelo desde agregados o particulas colindantes y su arrastre
dentro de un fluido (Moody and Martin, 2009). La erosionabilidad del suelo
es, segun Lal (1988), consecuencia del efecto integrado de los procesos que
controlan la infiltracion de la lluvia y la resistencia al arranque y el
subsiguiente transporte de las particulas del suelo. Las propiedades del suelo
que mas influyen en su erosionabilidad son la composicion granulométrica,
la cohesidn, y la organizacion estructural (Diaz-Fierros y Benito, 1996), asi
como la cantidad de materia organica, aumentando la tasa de erosion
considerablemente por debajo de un 4 % de materia organica (Benito y
Diaz-Fierros, 1989). Diaz-Fierros et al. (1982) definen los principales
factores que controlan la erosién:

- Potencial erosivo de la lluvia: Regulado por dos factores, la
intensidad de la lluvia y la capacidad de la misma para el arrastre
superficial de las particulas de suelo.

- Proteccion de la cubierta vegetal: Actia como amortiguador del
impacto de la lluvia sobre el suelo y como superficie evaporante que
consigue que una parte del agua de lluvia vuelva a la atmosfera y no
alcance el suelo.
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En Galicia, los suelos, de forma natural, no son muy erosionables (Diaz-
Fierros y Benito, 1996) debido a que tienen una gran cantidad de materia
organica (Trasar-Cepeda et al., 2000), lo que le confiere una buena
estabilidad estructural, capacidad de infiltracion y resistencia a la erosion
(Martin et al., 2012); y una cobertura vegetal muy elevada (Diaz-Fierros et
al., 1982) que protege el suelo. Sin embargo, muchas masas forestales se
encuentran en lugares de fuertes pendientes que pueden favorecer la
escorrentia y la erosion en caso de producirse un incendio. La alta
productividad de nuestros bosques también es un factor a tener en cuenta; en
ausencia del fuego el matorral fija el suelo, pero también es una carga de
combustible elevada en caso de producirse un incendio. Los suelos de
Galicia presentan también, de forma natural, una elevada repelencia al agua
y el fuego puede modificar la posicion de esta capa hidrofoba (Varela et al.,
2005), provocando, en ultimo caso, un incremento de las tasas de escorrentia
y de erosion del suelo. En los casos en que el suelo no presenta esta
repelencia de forma natural, el incendio puede provocarla, generando un
incremento de la erosion aunque el suelo tenga elevados valores de materia
organica (Cerda y Doerr, 2005; Shakesby et al., 2007).

La escorrentia en Galicia presenta una correlacion mayor con la
precipitacion que con la intensidad de la lluvia (Vega et al., 2005), lo que
sugiere un flujo superficial originado por la saturacién del perfil. El
descenso de la transpiracion, consecuencia de la destruccién de la
vegetacion por el incendio, puede favorecer esta saturacion. Aunque de
forma natural los suelos gallegos tienen una baja tasa de erosion, los
incendios provocan un incremento dréstico de la misma, debido
fundamentalmente a los eventos erosivos que se producen en otofio e
invierno, inmediatamente después de los incendios, sin que la vegetacion
tenga tiempo de recuperarse y, por lo tanto, de proteger el suelo. El hecho de
que los incendios sean recurrentes, y se quemen las mismas areas cada
cierto nimero de afios, contribuye a la degradacion y pérdida de fertilidad
del suelo (Soto et al., 1997). En Galicia se han detectado grandes eventos
erosivos como consecuencia de las lluvias producidas después de los
incendios forestales, como por ejemplo el que ocurrié en el otofio del 2006,
en el que sblo en tres pequefias cuencas fluviales de la ria de Pontevedra se
erosionaron unas 34.000 toneladas de suelo, de las cuales un 10 % fue a
parar al mar (Carballas et al., 2009).

Un 30 % de cobertura vegetal del suelo es considerada habitualmente como
el valor minimo necesario para empezar a ejercer un papel protector
significativo sobre el control de la erosion (Thornes, 2005). Si el suelo tiene
menos de un 10 % de su superficie cubierto con plantas u hojarasca, la
escorrentia superficial puede incrementarse mas de un 70 % y la tasa de
erosion puede incrementarse en tres ordenes de magnitud (DeBano et al.,
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1998). A corto y medio plazo la vegetacion juega un papel esencial en la
reduccion del riesgo hidroldgico-erosivo, al limitar el impacto directo de la
lluvia sobre el suelo, debido a la cobertura que le suministra, mejora la
infiltracion, actia sobre el contenido de agua en el suelo y ejerce una
sujecion de éste con su sistema radical, entre otras funciones (Brooks et al.,
2003). Por lo tanto, tras el paso del fuego, cuando el suelo est& desnudo y es
altamente susceptible a sufrir erosion post-incendio (fuerte pendiente,
incendios de severidad alta, riesgo de lluvias) es necesario recurrir a técnicas
de proteccion del suelo con el fin de acelerar la recuperacion de la cubierta
vegetal (siembra de herbéceas) o proteger directamente el suelo con un
acolchado (“mulching”).

1.2. EXTINCION DE LOS INCENDIOS FORESTALES: IMPACTO
DE LOS AGENTES RETARDANTES DE LLAMA

La lucha integral contra los incendios forestales comprende: la prevencion,
la extincién, la evaluacion de los impactos producidos por el fuego y la
restauracion de los ecosistemas forestales quemados. Por lo que respecta a la
investigacion, la mayoria de los estudios se han centrado en el impacto a
corto o medio plazo de los incendios de diferente intensidad sobre el suelo
(ver apartado anterior). En cuanto a la partida econémica destinada a la
lucha contra incendios, histéricamente se han invertido la mayor parte de los
recursos en apagar los incendios, pocos en prevenirlos y escasos en el
estudio de su impacto en los suelos o en la vegetacion (Jordan y Cerda,
2010). Sin embargo, en muchas ocasiones el impacto de las actividades de
extincion del incendio puede ser mayor que el que genera el propio incendio
(Pyne, 1984; Mohr, 1989), aunque a veces sea dificil diferenciarlos. La
erosion puede producirse debido tanto al fuego como a las actividades de
extincién, como por ejemplo la apertura de cortafuegos, carreteras
temporales, bases para helicopteros o actividades de rehabilitacion
(Robichaud, et al., 2000). Backer et al. (2004) hacen una revisién
pormenorizada del impacto que pueden generar las distintas actividades que
se llevan a cabo en el proceso de extincion, sobre los distintos elementos del
ecosistema (Tabla 1).

Actualmente estd generalizado el uso de los agentes retardantes de llama en
los trabajos de extincion de incendios. Estos compuestos quimicos pueden
producir efectos negativos en la vegetacion, debido a que disuelven las ceras
protectoras de las plantas, haciéndolas méas sensibles a otros dafios (Tamura
et al., 2001), o en los cursos de agua, provocando procesos de eutrofizacion
(Landsberg y Tiedemann, 2000), o toxicidad para los organismos acuaticos
(Gaikowski et al., 1996).
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Tabla 1: Impactos asociados con la extincién de incendios (Backer et al., 2004).

Elemento afectado

Impacto

Fuentes potenciales

Compactacidn del suelo

Campamentos
Cortafuegos
Bases aéreas
Construccion de carreteras

. Cortafuegos
Erosion )
Construccion de carreteras
Campamentos
Introduccion de especies Cortafuegos

TIERRA aléctonas Bases aéreas
Actividades de restauracién
(semillas, paja)
Campamentos
A . Cortafuegos
Introduccion de residuos ) _g o
Material de ignicion
Actividades de restauracién
Reduccion del habitat Retiradade troncos
Retirada de tocones
Contaminacién del suelo Derrame de combustible
Contaminacion del aire Combustibles fosiles
AIRE Contaminacion sonora Apoyo aéreo
Contaminacion visual Incremento del trafico aéreo
Canalizaciones
Sedimentacion Campamentos
Cortafuegos
Construccion de carreteras
Turbidez Aviones anfibio
Toma de agua para extincion
Mortalidad de los peces Retardantes
AGUA

Eutrofizacion

Fertilizantes
Retardantes

Contaminacion

Campamentos
Retardantes

Derrame de combustible
Actividades de restauracion
(introduccion de materiales

sintéticos)
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La efectividad de estos compuestos en la lucha contra el fuego (Blakely,
1990; Giménez et al., 2004) y el alarmante incremento tanto del nimero
como del tamafio de los incendios, hace que su uso sea cada vez mas
frecuente en todo el mundo, utilizandose extensivamente desde hace afios en
diferentes paises, como por ejemplo en el area mediterranea, donde se
aplican anualmente unas 2.000 toneladas de retardantes de Ilama para
combatir los incendios (Luna et al., 2007). Basicamente, son una mezcla de
agua y sales inorgénicas que estdn habitualmente presentes en los
fertilizantes agricolas (amonio, sulfatos y fosfatos), con distintos aditivos
como espesantes, surfactantes, estabilizadores, humectantes y solventes.
Estos compuestos quimicos que provocan que el agua sea mas densa y hace
el combustible menos inflamable, se aplican normalmente en los frentes de
los incendios o en sus flancos, para reducir la intensidad del fuego y su
capacidad de expansion. Su efectividad dependerd de la cantidad de
retardante aplicado por unidad de superficie (Basanta et al., 2002). De
acuerdo con su modo de actuacion se clasifican en:

- Retardantes a largo plazo: Inhiben la combustion incluso después de
la evaporacion de la matriz acuosa. Contienen sales que forman una
barrera de combustion entre el fuego y el combustible (Adams y
Simons, 1999).

- Retardantes a corto plazo: Pierden su eficacia cuando se evapora el
agua. Contienen agentes humectantes que reducen la tension
superficial del agua y aumenta su capacidad para reducir la
propagacion del fuego.

A pesar del uso habitual de los retardantes, existe relativamente poca
informacion con relaciéon al impacto que generan en el medio ambiente.
Varios estudios muestran que estos compuestos pueden causar efectos
medioambientales adversos cuando la concentracion o la intensidad de su
uso es lo suficientemente grande como para que los compuestos puedan
entrar en las plantas, suelos, y aguas superficiales y sub-superficiales
(Bradstock et al., 1987; Adams y Simons, 1999; Kalabodikidis, 2000;
Giménez et al., 2004; Cruz et al., 2005; Pappa et al., 2006). La descarga de
los retardantes en el medio ambiente puede ser toxica a corto plazo para los
organismos, debido a la liberacion de amonio disponible (Giménez et al.,
2004) o a la dificultad a la degradacién que presentan (Sutherland et al.,
1997). Estos compuestos se aplican, normalmente, en areas naturales o
zonas ambientalmente sensibles; por esta razén es necesario determinar los
efectos que puede tener su aplicacion en los ecosistemas terrestres (Basanta
etal., 2002).
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1.3. ACTUACIONES POST-INCENDIO: TRATAMIENTOS DE
REHABILITACION DE EMERGENCIA

La actual Ley de Montes de Galicia (7/2012 de 28 de junio) resalta la
necesidad de tomar medidas de restauracion hidrologico-forestal en areas
forestales afectadas por incendios. Para llevar a cabo estas medidas se
requiere el desarrollo de planes de contingencia, que planifiquen una serie
de acciones urgentes después del incendio. En otros paises como Canada,
Australia, o sobre todo Estados Unidos (Keane y Parsons, 2010), estos
planes se han instaurado hace décadas pero en Espafia su aplicacion es mas
reciente. En Galicia ha sido publicada recientemente una guia de
planificacion de acciones urgentes contra la erosion en éreas forestales
guemadas (Vega et al., 2013), y los gestores estan empezando a aplicarlas
en el campo. La decision de dénde y cuando se van a realizar este tipo de
actuaciones requiere una evaluacién de la severidad del incendio, el clima,
los suelos, la topografia, la cuenca hidrografica y los recursos que estan en
riesgo de ser dafiados (Robichaud et al., 2009). Las actuaciones post-
incendio pueden dividirse en: inmediatas, a corto, medio y largo plazo
(Robichaud, 2009; Vega et al., 2013):

- Acciones inmediatas y a corto plazo: son medidas urgentes llevadas
a cabo para evitar la erosion y la degradacion del suelo. Estas
medidas se conocen como ‘“Tratamientos de rehabilitacion de
emergencia” (Robichaud et al., 2009) y su finalidad es frenar la
degradacion del suelo, reducir la erosion y la escorrentia, conservar
redes de drenaje y viarias, conservar cauces Yy favorecer la
regeneracion natural de la cubierta vegetal.

- Acciones a medio plazo: Se desarrollan entre 1 y 3 afios después del
incendio y se conocen como “Tratamientos de rehabilitacion”. Se
centran en mitigar los dafos producidos en los ecosistemas afectados
y acelerar su recuperacion. Dentro de esta categoria se incluyen
actividades como tratamientos de clareo, nuevas plantaciones,
recuperacion de bosques autoctonos, control de plantas invasoras o
actividades para favorecer la recuperacion de la fauna.

- Acciones a largo plazo: Se conocen como “Acciones de restauracion
post-incendio” y se llevan a cabo a partir de los 3 afios después del
incendio. Las actividades de esta categoria estdn orientadas a la
recuperacion de la productividad, reduccion de la combustibilidad,
recuperacion de la resiliencia y a favorecer la biodiversidad y calidad
del ecosistema.

Sin embargo, el European Glossary for Wildfires and Forest fires (2012)
describe la restauracion como “término colectivo para cualquier accion
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Ilevada a cabo con el fin de reducir y gestionar el impacto de los incendios”,
por lo cual con el término “restauracion” nos podriamos referir a cualquiera
de las actuaciones anteriores.

Los tratamientos de rehabilitacion de emergencia deben aplicarse
inmediatamente después del incendio para que sean eficaces, porque los
eventos de erosion mas graves de suelos quemados se producen poco
después de los incendios (Diaz-Fierros, 1982). En Galicia el tiempo de
respuesta debe ser lo méas breve posible, debido a las abundantes lluvias de
otofio, que provocan eventos de erosion en las areas que se incendian en
verano, la época de mayor riesgo. Basicamente existen dos clases de
tratamientos: los efectuados en laderas, disefiados para reducir la escorrentia
y la erosion en ellas, y los efectuados en los cauces, disefiados con el
objetivo de retener sedimentos, estabilizar las laderas y disminuir la energia
de la corriente.

Los principales tipos de tratamientos en ladera son:

- Siembra: Consiste en la siembra de plantas herbéceas para favorecer
la regeneracion de la cubierta vegetal. Este tratamiento ha sido
ampliamente utilizado en los tratamientos post-incendio, pero se ha
demostrado que su eficacia es limitada (Peppin et al., 2010). Las
gramineas son el grupo de plantas mas adecuado para este
tratamiento, gracias a su extenso sistema radical, que mejora las
condiciones de infiltracién del suelo e incrementa la resistencia del
suelo, favoreciendo la disminucion de la erosion. La variante de
hidrosiembra, en la que se usan semillas pre-germinadas mezcladas
con aditivos que favorecen la permanencia de las semillas, también
se puede aplicar en suelos quemados, pero puede presentar
problemas técnicos y sobre todo economicos, porque este
tratamiento tiene un elevado coste.

- Mulching (acolchado): Consiste en la aplicacion de restos vegetales
sobre la superficie del suelo para crear una cubierta protectora, mas o
menos continua, del mismo. Se emplean diversos materiales, desde
restos agricolas vegetales (trigo, cebada, arroz) hasta subproductos
forestales (restos de poda, desbroces, residuos de corta, fragmentos
de corteza, ramas y troncos, astillas de madera, etc.). Este
tratamiento reduce la escorrentia superficial y la erosiéon mediante
tres procesos: a) aumento de la intercepcion de la lluvia, b)
reduccioén de la energia cinética de las gotas de lluvia, c) limitacion
del movimiento del flujo superficial de agua. EI mulching presenta
una alta eficiencia en la proteccion del suelo frente a la erosion
(Bautista et al., 2009; MacDonald y Larsen, 2009; Robichaud et al.,
2013a), sobre todo el tratamiento con paja. La eficacia de los mulch
de restos forestales estd menos estudiada, pero parecen ser mas
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efectivos cuando la severidad del incendio es moderada (Prats et al.,
2012), o cuando se emplean elevadas cantidades del mulch (Kim et
al., 2008). La variante de hidromulch consiste en una mezcla de
diversas fibras organicas, estabilizadores, agua, agentes de
suspension y semillas. Este tratamiento tiene un coste muy elevado y
su efectividad resultdé ser menor de la esperada (Robichaud et al.,
2013 a, b).

- Mulching + siembra: Consiste en aplicar conjuntamente ambas
técnicas

- Poliacrilamidas: Consisten en una serie de compuestos quimicos,
copolimeros de la acrilamida, que se utilizan como acondicionadores
del suelo. Su uso en suelos quemados es escaso.

- Fajinadas: Tratamiento ampliamente utilizado en las acciones post-
incendio, que consiste en formar una barrera con troncos que sirva
de presa de los sedimentos. A pesar de su amplio uso su efectividad
ha sido puesta en duda recientemente (Robichaud et al., 2010).

- Banquetas o albarradas: Son estructuras de piedra formando
escalones.

Los tratamientos aplicados en los cauces son:

- Barreras transversales: Son obras de tamafio reducido situadas en
regueros y cursos de agua pequefios que se utilizan para atrapar
sedimentos y otros materiales solidos movilizados desde las laderas.
Pueden fabricarse con balas de paja, troncos o piedras.

- Estabilizadores del lecho: Estabilizan los cauces disminuyendo la
escorrentia y pueden fabricarse con troncos, rocas o madera.

- Reforzado de cauces con espigones 0 gaviones: Adecuado para
cauces con alto riesgo de erosion.

- Desviadores de caudal: Consiste en un encauzamiento de la
escorrentia hacia los cauces.

Practicamente no existe informacion sobre los efectos de los tratamientos de
emergencia (mulching, siembra, etc.) sobre la microbiota edafica de los
suelos quemados. No obstante, se sabe que la adicion de residuos vegetales
en lo suelos puede alterar alguna de las caracteristicas de su comunidad
microbiana (Barakah et al., 1995; Acea y Carballas, 1996b), sobre todo en el
caso de un mulching de tipo organico (Bending et al., 2000) y también se
ha demostrado que la adicion de sustratos facilmente degradables causan
una rapida estimulacion de la microbiota edafica (Schlecht-Pietsch et al.,
1994; Roldan et al., 1994).

El estudio del efecto del mulching de residuos vegetales en los
microorganismos ha sido abordado por numerosos autores en suelos no
guemados. Existen investigaciones sobre el efecto de la adicion de
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diferentes tipos de mulch sobre la microbiota edafica de suelos de cultivo,
tanto en experiencias de laboratorio (Henriksen y Breland, 1999; Bossuyt et
al., 2001; Birge et al., 2015; Lu et al., 2015), como de campo (Ocio et al.,
1991; Tiquia et al., 2002; Yang et al., 2003; Elfstrand et al., 2007; Muluma
y Lal 2008; Siczed y Frac, 2011; Sofo et al., 2014; Tejada y Benitez, 2014;
Marinari et al., 2015), asi como sobre suelos forestales (Huang, et al., 2008).
Sin embargo, la informacién sobre el efecto del mulching sobre la
microbiota edéafica de suelos quemados es escasa, centrandose la mayoria de
los estudios en su efectividad a la hora de frenar la erosion post-incendio
(Robichaud et al., 2013a; Ferreira et al., 2015; Ferndndez y Vega, 2016), o
en su efecto en la recuperacion de la vegetacion (Santana et al., 2014).

Por otra parte, a medio-largo plazo, los materiales vegetales usados como
mulching se incorporaran al suelo y se descompondran, pero practicamente
no hay informacion sobre los efectos del mulching en la biomasa y la
actividad de las comunidades microbianas de los suelos quemados. Los
principales microorganismos descomponedores, hongos Yy bacterias,
presentan una diferente eficacia en el secuestro de carbono del suelo (Six et
al., 2006), siendo, ademas, los hongos los que juegan un importante papel en
la agregacion del suelo. Varios estudios, realizados en condiciones de
laboratorio, han mostrado que existen diferencias en la respuesta de los
hongos y las bacterias frente a la adicion de distintos sustratos (Meidute et
al., 2008; Rousk and Baath, 2007a). Estos aspectos tienen gran
transcendencia después de un incendio ya que debido a las elevadas
temperaturas alcanzadas durante la combustion tanto la estructura del suelo
como la biomasa fungica se destruyen.

En este contexto, cuando se comparan distintos tipos de tratamientos de
estabilizacion post-incendio es importante evaluar la contribucion de los
hongos en los procesos de descomposicion. El efecto del fuego y de los
diferentes tratamientos de mulching, sobre los hongos y las bacterias, se
determina habitualmente comparando la biomasa de ambos grupos de
microorganismos (Acea y Carballas, 1996a; Diaz-Ravifia et al., 2006;
Rutigliano et al., 2007; Kara y Bolat, 2009; Docherty et al., 2012). Las
estimaciones de la biomasa microbiana son, sin embargo, menos sensibles
que la medida directa de la actividad (Rousk and Baath, 2011). En el
presente trabajo se aborda, por primera vez, la contribucion de los hongos y
las bacterias en el proceso de descomposicion de los distintos tipos de
“mulching” incorporados a los suelos quemados (paja de trigo, fibra de
coco, corteza de eucalipto, astillas de eucalipto).
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2- OBJETIVOS

Los incendios forestales representan un grave problema para los ecosistemas
forestales gallegos, ocasionando graves problemas sociales, econémicos y
ecoldgicos. Durante la lucha integral contra los incendios forestales
(prevencidn, extincion, evaluacion de impactos y restauracion de areas
guemadas) se aplican diferentes tratamientos que pueden afectar de forma
directa o indirecta al sistema suelo-planta. Los problemas empiezan en el
momento mismo de la extincion del incendio, con el uso indiscriminado de
agentes retardantes de llama, que pueden causar efectos adversos en el
medio ambiente. El propio incendio tiene unos efectos directos muy graves
en el suelo, pudiendo disminuir su fertilidad y por tanto su calidad. Los
incendios también causan graves efectos indirectos tales como la erosion
post-incendio y para paliar estos dafios se llevan a cabo distintos métodos de
estabilizacion de suelo como la implantacion temprana de una vegetacion
herbécea, la aplicacion de acolchado o “mulching” de diferentes materiales
y las barreras de erosion. La evaluacion de los impactos de los incendios de
diferente severidad sobre los suelos estd muy estudiada; sin embargo, se
dispone de muy poca informacion sobre el efecto de los agentes utilizados
en la extincién y de las diferentes técnicas de estabilizacion del suelo sobre
el sistema suelo-planta.

Los microorganismos del suelo son los responsables de la fertilidad del
mismo, debido a que intervienen en los ciclos del C y de los nutrientes y en
el proceso de mineralizacién del suelo, por el cual se liberan los nutrientes
necesarios para el crecimiento de las plantas. ElI 80-90 % de los procesos
que ocurren en el suelo son reacciones mediadas por los microorganismos.
Los trabajos de numerosos autores han mostrado que la microbiota edafica,
aunque solo representa un pequefio porcentaje de la materia organica del
suelo (entre el 1-3 % del C organico), debido al poco tiempo que tarda en
reciclarse, su papel como via y fuente de nutrientes minerales para las
plantas es mucho mas importante de lo que en principio se creia. Por otra
parte, la microbiota edafica también puede utilizarse como un bioindicador
0 indicador temprano de los cambios producidos en la calidad del suelo
como consecuencia de procesos de degradacion y/o précticas de
conservaciéon del suelo mucho antes de que tales cambios se detecten
mediante analisis de las propiedades fisicas, fisico-quimicas y quimicas del
suelo. Todo lo expuesto pone de manifiesto la importancia del estudio de la
microbiota en los suelos quemados.
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La finalidad de este trabajo es estudiar mediante experiencias de campo y de
laboratorio:

a) El impacto, a corto, medio y largo plazo, de los agentes
retardantes de llama utilizados con frecuencia en la extincion de
los incendios (polifosfato, espumante y Firesorb) sobre la
microbiota edafica.

b) El impacto de diferentes tratamientos de rehabilitacion de
emergencia de suelos quemados (siembra, mulching de paja)
para el control de la erosion post-incendio sobre la microbiota
edafica. También se examinara, en condiciones de laboratorio, el
efecto de la incorporacion al suelo de diferentes tipos de
“mulching” (paja de trigo, fibra de coco, corteza de eucalipto,
astillas de eucalipto) sobre la actividad especifica de los
principales microorganismos descomponedores, es decir, sobre
los hongos y las bacterias.

Para llevar a cabo estos objetivos se realizaran diferentes experiencias de
campo que conllevan guemas controladas, con la consiguiente aplicacion, en
las dosis normales utilizadas en condiciones de campo, de los diferentes
tratamientos a analizar. Por otra parte, la comparacién del suelo sometido a
la quema prescrita con un suelo control no quemado también nos permitira
evaluar los efectos del fuego sobre los microorganismos que viven en el
suelo. Para la evaluacion de los impactos se analizaran diversos parametros
microbianos tales como la biomasa microbiana, la respiracion del suelo, las
actividades enzimaticas especificas de los ciclos del C (B-glucosidasa), del
N (ureasa) y del P (fosfatasa), la diversidad funcional (Biolog, degradacion
de diversos sustratos carbonados), la diversidad taxonémica o estructura de
la comunidad microbiana (analisis de los acidos grasos de los fosfolipidos) y
la actividad de las bacterias y de los hongos (métodos de incorporacion
celular de sustratos marcados, leucina para la actividad bacteriana y acetato
para la actividad fungica).
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3- MATERIAL Y METODOS

3.1. DESCRIPCION DE LAS ZONAS DE MUESTREO

Se establecieron dos parcelas experimentales, donde se llevaron a cabo
sendas quemas controladas, en la provincia de Pontevedra, en los
municipios de Tomifio (Alto da Pedrada) y A Estrada (monte Cabalar)
(Figura 1). En la parcela de Tomifio se llevo a cabo el estudio del impacto
de los agentes retardantes y en la parcela de A Estrada el estudio del
impacto de las técnicas de proteccion del suelo contra la erosion post-
incendio.

' K

Figura 1: Localizacion de las areas de estudio.
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Experiencia de Tomifio

Este estudio fue realizado en el Alto da Pedrada, Tomifio (Pontevedra), con
coordenadas UTM 29T %°182-*509 y altitud 455 m sobre el nivel del mar.
Esta area estd dentro del Lugar de Importancia Comunitaria (LIC), Baixo
Mifio, localizado al suroeste de Pontevedra. Se trata de un matorral situado a
media ladera de Pterospartum tridentatum, Erica umbellata y Ulex
europaeus, con una menor presencia de Ulex micranthus, Ulex minor y
Erica cinerea. El suelo, un Cambisol Humico, se desarrolla sobre rocas
graniticas (paragneises). En el campo se instalaron 20 parcelas, 4 no
quemadas, como control, y 16 en las que se llevo a cabo una quema
controlada. Se desbrozo el perimetro de las parcelas para facilitar la
extincion del incendio y la recogida de las muestras. El fuego adquirié una
velocidad de propagacion e intensidad representativas de su comportamiento
habitual en incendios. Se minimizaron los dafios ambientales seleccionando
un area de bajo interés ecologico y evitando la temporada de cria de la fauna
silvestre. El area de estudio se aislé del ganado mediante un vallado de
malla cinegética y alambre de espino

Después de la quema controlada, con el fuego extinguido pero con el suelo
todavia caliente, los tratamientos fueron distribuidos en base a un disefio
aleatorio en el que se establecian cuatro réplicas por tratamiento. Las
parcelas de 4 x 4 m, se separaron 1 m entre si; las cuatro réplicas de suelo no
quemado se dispusieron a lo largo de la pendiente (18-19 %) pero separadas
6 m de las quemadas (Figura 2). Los tratamientos implementados fueron los
siguientes:

- Suelo control no quemado (NQ)
- Suelo quemado + 2 | m™ de agua (Q)
- Suelo quemado + 2 | m™ de agua + Firesorb al 1,5 % (Q+F)
- Suelo quemado + 2 | m™ de agua + polifosfato aménico FR Cross al 20
% (Q+P)
- Suelo quemado + 2 | m™ de agua + espumante Auxquimica RFC-88 al 1
% (Q+E)
El principal criterio de seleccion de los retardantes fue su empleo
generalizado en la extincidn de incendios en Espafia.

Las muestras de suelo se recogieron 1, 5y 10 afios despueés de la quemay de
la adicién de los agentes retardantes de llama. Después de apartar la
hojarasca se recogieron, de cinco cuadrados de 15 x 15 cm uniformemente
distribuidos por la parcela, muestras de la capa superficial del horizonte A
del suelo (0-2 cm), menos en el GUltimo muestreo que también se recogid
suelo de la capa subsuperficial (2-5 cm). Las muestras fueron tamizadas (2
mm) y cuidadosamente homogeneizadas antes de almacenarlas a 4°C.
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La densidad de los retardantes utilizados y su contenido en nutrientes,
medidos mediante espectrometria de emision éptica con fuente de plasma

QrE

NQ

Q+F

NQ

Figura 2: Distribucidn de las parcelas en el area de estudio de la experiencia de Tomifio

NQ

NQ

Y Pendiente

acoplada inductivamente (ICP-OES), se muestran en la Tabla 2.

Espumante Firesorb Polifosfato amonico

Densidad (g 1) 1013 + 2 1024 + 2 2710 + 10
Na (g 1) 197 # 05 87 + 01 102 + 01
K (mg 1™ 228 + 02 00 + 00 1588 + 11
Ca(mg ™) 108 + 04 385 + 06 1210 =+ 19
Mg (mg I 00 + 00 00 =+ 00 3124 =+ 77
P(glh 00 + 00 02 + 02 933 + 5

N (g 1™ 37 + 03 123 + 06 683 + 21

Tabla 2: Caracteristicas de los tres
Couto-Véazquez y Gonzélez-Prieto, 2006.)

retardantes de Illama empleados (Datos tomados de

29



Material y métodos

Experiencia de A Estrada

Este estudio fue realizado en el monte Cabalar, A Estrada (Pontevedra), con
coordenadas UTM 29T >*1647 — #22097 y a 660 m de altitud. El suelo,
desarrollado sobre granito y con una pendiente del 38-54 %, soporta una
vegetacion representativa de los matorrales de la zona con clima oceéanico
de Galicia, dominada por Ulex europaeus, Pteridium aquilinum, Ulex gallii,
Daboecia cantabrica y Pseudoarrenhaterum longifolium. Se instalaron 16
parcelas experimentales, de 10 x 30 m: 4 parcelas control no quemadas y 12
parcelas en las que se llevo a cabo la quema controlada y se aplicaron los
distintos tratamientos (Figura 3). EI matorral fue cortado y dejado sobre la
superficie del suelo para favorecer una combustion mas homogénea y con
mayor cantidad de combustible seco. Se eliminaron 3 parcelas del disefio
inicial porque la quema no fue homogeénea en ellas (parcelas en blanco en la
figura 3). La temperatura alcanzada en el suelo se midié usando termopares.

CIERRE CINEGETICO

Figura 3: Distribucidn de las parcelas en el area de estudio de la experiencia de A Estrada.
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Los siguientes tratamientos se aplicaron a mano, por cuadruplicado,
inmediatamente después de la quema:

- Suelo control no quemado (NQ)
- Suelo quemado (Q)
- Suelo quemado + 230 g m™ de mulching de paja (QM)

- Suelo quemado + 45 g m™ de siembra de Lolium multiflorum (35 %),
Trifolium repens (25 %), Dactylis glomerata (20 %), Festuca
arundinacea (10 %), Festuca rubra (5 %), Agrotis tenuis (5 %)

(QS)

Las muestras de suelo se recogieron de 10 cuadrados de 10 x 10 cm,
uniformemente distribuidos por cada parcela, del horizonte A del suelo (0-5
cm), antes de la quema, y a diferentes intervalos de tiempo después de la
misma (1, 90, 180 y 365 dias). Las muestras se tamizaron (2 mm) y
homogeneizaron antes de almacenarlo a 4°C

3.2. DESCRIPCION DE LA EXPERIENCIA DE LABORATORIO

Se realiz6 una incubacion en laboratorio de un suelo de matorral procedente
de Vilamed, Ourense (Figura 4), que sufrié un incendio no controlado de
alta severidad en Agosto de 2014.
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Figura 4: Localizacion de la zona de muestreo (Vilamed) y disefio de la experiencia de
laboratorio.
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Se utilizé un suelo adyacente al quemado, como control no quemado. Se
muestred la capa superficial del horizonte A (0-2 cm), apartando la
hojarasca en el no quemado e incluyendo las cenizas en el quemado. El
suelo se tamizd, homogeniz6 y se almacend a 4°C antes de empezar la
experiencia de laboratorio.

El suelo fue incubado durante dos meses en microcosmos de plastico de 200
ml (Figura 4), con distintos materiales vegetales (paja de trigo, fibra de
coco, corteza y astillas de eucalipto) a temperatura ambiente y en oscuridad.
Estos materiales se secaron, se cortaron en trozos de 1 cm, se molieron y
finalmente se tamizaron (<2 mm) antes de afiadirlos al suelo. Se incubaron,
por triplicado, 50 g de suelo al 50 % de su capacidad de campo, con dos
dosis distintas del material vegetal (baja y alta). Estas dosis se ajustaron en
funcion de la superficie especifica de cada material, siendo la dosis baja la
gue normalmente se aplica en el campo y la alta 10 veces mas. Los
tratamientos utilizados fueron:

- Suelo no quemado (NQ)

- Suelo quemado (Q)

- Suelo quemado + paja de trigo con 2,5 Mg ha™ (baja, P1) 0 25 Mg
ha* (alta, P2)

- Suelo quemado + fibra de coco con 2,5 Mg ha™ (baja, C1) 0 25 Mg
ha* (alta, C2)

- Suelo quemado + corteza de eucalipto con 4 Mg ha™ (baja, Ec1) o
40 Mg ha™* (alta, Ec2)

- Suelo quemado + astillas de eucalipto con 4 Mg ha™ (baja, Eal) 0 40
Mg ha™ (alta, Ea2)

Se tomaron muestras de suelo regularmente durante los 2 meses de
incubacion (2, 4, 7, 14, 21, 28, 42 y 56 dias después de afiadir los materiales
vegetales), y se analizaron distintos parametros.

3.3. METODOS DE CARACTERIZACION DE LOS SUELOS

Caracterizacion de las propiedades fisico-quimicas y quimicas

El pH, la conductividad eléctrica y la capacidad de retencion de agua fueron
caracterizados segun los métodos clésicos descritos en Guitian-Ojea y
Carballas (1976). EI C y el N total se midieron en muestras de suelo o de
plantas finamente molidas (<100 pum) con un analizador elemental (Carbo
Erba CNS 1508) acoplado en linea con un espectrometro de masas
(Finnigan Mat, delta C, Bremen, Germany). EI N inorganico (NH;" + NO3)
se analizd utilizando el método de extraccion-difusion descrito por
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Fernandez-Fernandez et al. (2015). El carbono y los carbohidratos
hidrosolubles fueron extraidos con agua destilada a 22 °C (2 horas) y 80 °C
(16 horas) sucesivamente, con relacion suelo:agua de 1:5 (Haynes, 2005); la
cantidad de carbono y de carbohidratos extraidos se estimo
colorimétricamente siguiendo los métodos de Sims and Haby (1971) y
Doutre et al. (1978), respectivamente.

Caracterizacion de las propiedades bioquimicas y microbiolégicas

La respiracion de los suelos se midi6 de dos maneras diferentes: a) Se
transfirié 1 g de suelo a un vial de vidrio de 20 ml y se purgd con aire a
presion, después el vial fue sellado y se incubd durante 24 horas en
oscuridad, y finalmente la concentracion de CO, se determind usando un
cromatdgrafo de gases; y b) El suelo se incub6 durante 24 horas a 22 °C en
un medidor automatico de resistencia, el CO, liberado por el suelo se
determiné por la adsorcion de KOH y por los consiguientes cambios en la
conductividad.

El carbono microbiano se estimé por el método de fumigacion-extraccion
(Diaz-Ravifa et al., 1992). Despueés de fumigar el suelo con CHCl3, durante
24 horas, el carbono fue extraido de las muestras fumigadas y no fumigadas
con K,SO,4 0,05 M y digerido con H,SO,, para su posterior determinacion
colorimétrica. Los valores de biomasa microbiana se calcularon aplicando la
férmula: C biomasa = 2,64 x C extraible, siendo el carbono extraible la
diferencia entre el carbono de las muestras fumigadas y no fumigadas. EI C
microbiano también fue estimado en base a la respiracion inducida por
sustrato, segun el método de Anderson and Domsch (1978); se afadio
glucosa al suelo, después de determinar la dosis Optima, y se midié la
respiracion en un medidor automatico de resistencia. La biomasa microbiana
se calcul6 aplicando la formula: C biomasa = 40,04 X + 0,37 siendo X la
respiracion inducida por sustrato.

Se estimd la actividad enzimatica de los suelos, mediante la medida de
actividades enzimaticas caracteristicas de los ciclos del C (B-Glucosidasa),
del N (Ureasa) y del P (Fosfatasa). La actividad B-Glucosidasa se estimé
segun el método de Eivazi y Tabatabai (1988), que determina el p-
nitrophenol restante después de una incubacion de 2 horas a 37 °C con p-
nitrophenil B-D-glucopiranoside. La actividad ureasa se estimo incubando
las muestras con una solucion de urea durante 2 horas a 37 °C; el NH,"
liberado se midié mediante una reaccion colorimétrica con indofenol
(Kandeler and Gerber, 1988). La actividad fosfatasa se estimd siguiendo el
método descrito por Trasar-Cepeda et al. (1985), el cual determina el p-
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nitrophenol restante después de una incubacion de 30 minutos a 37 °C con
p-nitrophenyl fosfato.

La actividad de las bacterias se estimd usando el método de incorporacion
de leucina (Baath et al., 2001). Se mezcld 1 g de suelo con 20 ml de agua, se
agito durante 3 minutos y se centrifugé a baja velocidad (1000 g) durante 10
minutos, para crear una suspension bacteriana en el sobrenadante. Se
tomaron alicuotas de 1,5 ml del sobrenadante y se transfirieron a tubos de
centrifuga de 2 ml, donde se le afiadi6 2 ul de leucina marcada
radiactivamente con tritio y 2 pl de leucina no marcada. Después de 2 horas
de incubacion a temperatura ambiente, se pard el crecimiento de las
bacterias con &cido tricloroacético. La cantidad de radiactividad incorporada
fue determinada utilizando un contador de centelleo, y la cantidad de leucina
incorporada por hora y g de suelo se usé como indice de la actividad
bacteriana.

La actividad de los hongos se estimd usando el método de incorporacion de
14C-acetato en el ergosterol (B&ath, 2001). Se incub6 1 g de suelo con 20 pl
de **C-acetato de sodio marcado y 30 pl de acetato de sodio no marcado,
durante 4 horas a temperatura ambiente, después de lo cual se par6 el
crecimiento de los hongos con formalina al 5 %. Las muestras se
centrifugaron a 1000 g durante 5 minutos, descartandose después el
sobrenadante. El ergosterol del suelo fue extraido con 5 ml de KOH al 10
%, y separado con 2 ml de ciclohexano. Esta fase fue evaporada bajo una
corriente de nitrégeno y redisuelta después con metanol, y finalmente
filtrada a través de un filtro de 0,45 um. El ergosterol total fue analizado en
un HPLC con un detector UV (Rousk and Baath, 2007b), recogiéndose el
pico de ergosterol y determinando la cantidad de *C-acetato incorporada
usando un contador de centelleo. La cantidad de **C-acetato incorporada se
utiliz6 como indicador de la actividad fungica, mientras que el ergosterol
total se us6 como indicador de la biomasa fungica.

El perfil de los acidos grasos de los fosfolipidos (PLFA) se realizo
siguiendo el método descrito por Frostegard et al. (1993). En sintesis, los
PLFAs fueron extraidos del suelo con una mezcla de cloroformo, metanol y
tampon citrato, separados en la fase organica (cloroformo) y fraccionados en
columnas de &cido salicilico para separar los fosfolipidos (lipidos polares)
de los restantes lipidos (lipidos neutros y glicolipidos). Finalmente, estos
fosfolipidos fueron sometidos a metanolisis para obtener ésteres metilicos
de los &cidos, que fueron cuantificados por Cromatografia de Gases en base
a sus tiempos de retencion, relativos a los de los estandares internos (por ej.,
19:0 y 13:0). La biomasa microbiana total se determina como la suma de
todos los PLFAs. La suma de PLFAs considerados de origen bacteriano
(115:0, a15:0, 116:0, 16:109, 16:1w7c, 117:0, al7:0, 17:0, cyl7:0, 18:107 y
cy19:0) se usa como indice de biomasa bacteriana y la cantidad de 18:206
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como indice de biomasa fungica. Los PLFAs i14:0, al5:0, i16:0 y
10Me18:0 son encontrados fundamentalmente en bacterias gram-positivas
(G") y los PLFAs cy17:0, cy19:0, 16:1w7c y 18:107 son caracteristicos de
bacterias gram-negativas (G").

El perfil fisiolégico de la comunidad microbiana del suelo (CLPP),
utilizando distintos sustratos carbonados, se llevo a cabo para determinar la
diversidad funcional de la comunidad microbiana del suelo, utilizando
placas Biolog. Una mezcla 1:10 de suelo y agua se agitd en un mezclador
Waring; se tomaron luego 25 ml de la suspension y se centrifugaron a
10.000 g. Se transfirieron 10 ml del sobrenadante a botellas de 250 ml que
contenian 90 ml de agua mili-Q. Las placas fueron inoculadas con 130 ul de
la suspension e incubadas a 28 °C en oscuridad. La densidad optica fue
medida (a 590 nm) cada 24 horas durante una semana en un lector de placas
automatico y las lecturas de las placas se grabaron después de 72 horas de
incubacion. Los datos de densidad éptica normalizados, corregidos con el
valor medio del color desarrollado (AWCD), fueron utilizados como indice
de la actividad (Garland y Mills, 1991). La riqueza microbiana se expresd
como el numero de sustratos de carbono oxidados en las microplacas. El
indice de diversidad de Shannon-Weaver (H’) fue calculado como: H=-}
pi (In pi), donde pi es la proporcién de la actividad en cada sustrato con
respecto a la suma de la actividad en todos los sustratos.
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4- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EFECTO DE LOS AGENTES RETARDANTES DE LLAMA
SOBRE LA MICROBIOTA EDAFICA

La caracterizacion general de los suelos inmediatamente, 5 y 10 afios
después de la quema prescrita y de la aplicacion de los retardantes de Ilama
se indica en la Tabla 3.

Tabla 3: Caracteristicas generales del suelo (media + error estandar) inmediatamente, 5 y
10 afios después de la quema y de la adicién de los retardantes de llama. Tratamientos: NQ,
no quemado; Q, quemado + agua; QE, quemado + espumante; QP, quemado + polifosfato;
QF, quemado + Firesorb. Letras diferentes, para cada tiempo, indican diferencias
significativas entre los distintos tratamientos (P<0,05).

TRATAMIENTO

Afios NQ Q QE QP QF
0 49 £ 00 a 52 + 01 b 54 + 01 b 61 + 02 ¢ 53 + 01 b
PHHO) 5 44 + 00 a 46 + 00 b 48 + 01 b 49 + 00 b 47 + 00 b
10 40 + 00 a 43 = 01 c 43 + 00 c 42 + 00 b 43 % 00 ¢
[ 0168 % 7 a 168 £ 10 a 196 = 6 a 172 * 10 a 191 & 150 a
C tota
Gkg’) 5 139 + 15 a 130 % 10 a 112 + 7 a 122 * 7 a 121 * 60 a
10 150 + 11 a 130 + 7 a 144 + 4 a 144 + 5 a 132 + 10 a
72 + 02 a 67 01 a 77 £ 02 a 87 £+ 03 a 75 = 05 a
N total
Gkg) 5 84 £ 09 a 56 + 09 a 75 * 08 a 81 * 08 a 75 + 05 a
10 88 + 06 a 79 + 05 a 82 + 03 a 85 + 03 a 77 + 05 a
N 0 61 + 10 a 110 + 38 ab 190 + 11 b 1847 + 271 b 142 + 35 ab
inorganico 5 16 + 7 b 1 %+ 0 a 1 * 0 a 9 £ 2 1 + 0 a
(mg kg™)
10 60 + 5 a 45 + 3 a 5 + 9 a 38 + 2 a 49 + 7 a
b 0 57 + 13 a 117 + 26 a 106 + 22 a 818 + 231 b 119 + 27 a
disponible 5 05 + 01 a 14 + 06 a 05 + 03 a 18 * 2 b 04 % 01 a
(mg kg™)
10 50 + 02 a 47 + 04 a 46 + 02 a 138 + 06 b 52 + 03 a

Inicialmente, antes de la quema prescrita, el suelo tenia textura arenosa, pH
acido y un contenido en materia organica relativamente alto. En
comparacion con el suelo no quemado, los suelos quemados mostraron un
aumento inmediato del pH del suelo y del N inorgénico (Tabla 3). El
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incremento del pH perdurd con el tiempo, presentando valores mayores en
las muestras después de 10 afios del quemado, mientras que el incremento
del N inorganico fue transitorio y no se detecto6 a largo plazo. El polifosfato
provoco un incremento del pH a corto plazo, con respecto al suelo quemado,
mientras que los otros dos retardantes no lo modificaron significativamente.
En general la materia orgénica del suelo no se modifico como consecuencia
de la quema ni de la adicion de retardantes, siendo los valores de C y N total
similares en todas las parcelas a lo largo de la experiencia (Tabla 3), debido
probablemente a las bajas temperaturas alcanzadas durante la quema
prescrita, ya que la combustion de la materia orgénica se produce por
encima de 200 °C (Diaz-Ravifia et al., 1992; Certini, 2005; Martin et al.,
2012; Almendros and Gonzalez-Vila, 2012). Como era de esperar, cabe
destacar que el polifosfato amoénico aporta una gran cantidad de N y P
disponible al suelo (Hopmans y Bickford, 2003), produciéndose en nuestro
caso incrementos muy importantes inmediatamente después de su aplicacion
y presentando los suelos adicionados con este retardante unos valores de P
todavia 3 veces mayores que los del suelo control quemado, 10 afios
después de la adicion del mismo. La persistencia a largo plazo de este
nutriente adquiere gran importancia para la recuperacion de la vegetacion en
estos suelos &cidos pobres en nutrientes (Couto-Vazquez et al., 2011),
particularmente de P asimilable.

Las fracciones mas labiles de la materia organica (carbono microbiano y
carbohidratos solubles) se redujeron significativamente como consecuencia
de la quema prescrita y la adicion de los retardantes de llama, a corto plazo,
pero a largo plazo no se encontraron diferencias significativas (Figura 5).

ugC gt C Microbiano ugc gt Carbohidratos
1800 NO 3000
O
1600
1400 ’ =Q 2500 ONQ
EQE mQ
1200 OF 2000 BOE
]
1000 QP 500 OF
800 ®QP
600 1000
10 500 b ababab a
200

1 afio 10 afos 1 afio 10 afios

Figura 5: C microbiano y carbohidratos totales del suelo (media * error estandar) 1y 10
afios después de la quema y de la adicidn de los retardantes de Ilama. Tratamientos: NQ: no
guemado; Q, quemado + agua; QE, quemado + espumante; QP, quemado + polifosfato; QF,
guemado + Firesorb. Letras diferentes, para cada tiempo, indican diferencias significativas
entre los distintos tratamientos (P<0,05).
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La evolucion de las actividades enzimaticas del suelo en la capa de 0-2 cm,

a lo largo de 10 afios después, de la quema prescrita, se muestra en la Figura
6.

350 - pg p-nitrofenol g* ht  Glucosidasa

ONQ
300 mQ
BQE
250 oF
200 &QP
150
100
50
T12 T60
120 ¢ pg NH,*glht Ureasa
ONQ mQ BQE ®aQF QP
b
100 4 2
80
60
40
20
0

T1

Figura 6: Actividades enzimaticas del suelo (media * error estandar) inmediatamente (T0),
1(T1),3(T3), 12 (T12), 60 (T60) y 120 (T120) meses después de la quema y de la adicion
de los retardantes de llama. Tratamientos: NQ: no quemado; Q, quemado + agua; QE,
guemado + espumante; QP, quemado + polifosfato; QF, quemado + Firesorb. Letras
diferentes, para cada tiempo, indican diferencias significativas entre los distintos
tratamientos (P<0,05).
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Los resultados mostraron un descenso inicial tanto en la actividad
glucosidasa como en la ureasa, inmediatamente después de la quema, que se
pudo apreciar incluso un afio despues de la misma en el caso de la
glucosidasa. Esto concuerda con resultados previos obtenidos en otros
suelos forestales de Galicia quemados en laboratorio o que sufrieron
incendios de media o alta intensidad (Saa et al., 1998; Basanta et al., 2002,
2003, 2004). Los retardantes de llama provocaron efectos diferentes en cada
una de las actividades enzimaéticas, pero en ambos casos no se observé
ningdn cambio significativo con respecto al control quemado,
inmediatamente después de su aplicacion. La actividad ureasa resulto
favorecida 1 mes después de la aplicacion de todos los retardantes, pero este
efecto fue transitorio, porque en el resto de los muestreos no se apreciaron
cambios, o pudieron incluso llegar a tener un efecto inhibitorio, como en el
caso del espumante 3 y 12 meses después de su aplicacion. La actividad
glucosidasa también result6 afectada en distinta medida: asi, mientras que el
Firesorb la favorecid 5 afios después de su aplicacion, el polifosfato provoco
una disminucion significativa 1 afio después de aplicarlo, siendo este efecto
todavia visible 10 afios después del quemado.

En general tanto la quema prescrita como los retardantes de llama
provocaron efectos en las propiedades fisico-quimicas y bioquimicas del
suelo solo a corto plazo, pero no se observaron diferencias importantes a
medio y largo plazo. Sin embargo, tanto la actividad especifica de las
bacterias como la de los hongos resultaron significativamente afectadas por
ambos factores. Asi, la quema prescrita, 10 afios después de la misma,
favorecid la actividad de las bacterias e inhibié la de los hongos, si las
comparamos con las parcelas control no quemadas (Figura 7). Esto coindice
con los resultados obtenidos por otros autores referentes a la mayor
sensibilidad de los hongos a las altas temperaturas y la prevalencia de las
bacterias en las condiciones post-incendio (Vazquez et al., 1993; Acea y
Carballas, 1996a; Diaz-Ravifia et al., 1996; Certini, 2005; Barcenas-Moreno
etal., 2011).

Los valores de la biomasa microbiana de los diferentes grupos (total,
bacterias, hongos, bacterias gram positivas y bacterias gram negativas),
estimados mediante el analisis de los acidos grasos de los fosfolipidos, 5 y
10 afios después de la quema y de la adicion de los retardantes, se muestran
en la Tabla 4. En general ni la quema prescrita ni la adicion de los
retardantes provocOd cambios significativos a medio y largo plazo en la
biomasa de los distintos grupos microbianos. Sin embargo, el paso del
tiempo si tuvo efecto en el suelo quemado, observandose en las muestras
guemadas una disminucién de todos los valores de la biomasa en las
muestras recogidas 10 afios después de la quema con respecto a las
recogidas 5 afios antes. Esta disminucion de la biomasa con el tiempo es
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especialmente significativa en las muestras tratadas con espumante y
Firesorb.

i -1h-1 -1 K1
120 pmoles Leucina g*h A 300p[noles Acetato g1 h B
b ONQ

100 250 | apab BQ

80 200 -

60 150 -

40 - 100 -

20 50 -

0 0
0-2cm 2-5cm 0-2cm 2-5cm

Figura 7: Actividad bacteriana (A) y fangica (B) del suelo (media + error estdndar) 10 afios
después de la quema y de la adicion de los retardantes de llama, en dos profundidades (0-2
y 2-5 cm). Tratamientos: NQ: no quemado; Q, quemado + agua; QE, quemado +
espumante; QP, quemado + polifosfato; QF, quemado + Firesorb. Letras diferentes, para
cada profundidad, indican diferencias significativas entre los distintos tratamientos
(P<0,05).

Tabla 4: Biomasa total, flngica, bacteriana y de las bacterias Gram positivas y Gram
negativas, en funcion de los acidos grasos de los fosfolipidos (PLFA) de los suelos (media
* error estandar) 5 y 10 afios después de la quema y de la adicion de los retardantes de
llama. Tratamientos: NQ, no quemado; Q, quemado + agua; QE, quemado + espumante;
QP, quemado + polifosfato; QF, quemado + Firesorb. Letras diferentes, para cada tiempo,
indican diferencias significativas entre los distintos tratamientos (P<0,05).

TRATAMIENTO

Afios NQ Q QE QP QF

PLFA total 5 240 + 32 a 321 + 73 a 462 + 109 a 355 + 69 a 378 + 34 a
(nmoles g™
10 265 + 61 a 263 + 20 a 214 + 28 a 200 + 32 a 200 + 32 a
Hongos 5 16 + 6 a 43 + 11 ab 55 + 15 b 38 + 7 ab 36 * 2 ab
(nmoles g™
10 9 £+ 1 a 14 £ 2 a 8 £ 2 a 10 £ 2 a 9 + 1 a
Bacterias 5 80 + 9 a 100 + 22 a 150 + 36 a 119 + 28 a 135 + 16 a
(nmoles g™)
10 111 £+ 28 a 97 £+ 7 a 80 +£ 12 a 94 £+ 20 a 75 = 12 a
Bacterias
Gram- 5 51 + 5 a 62 + 14 a 93 + 21 a 74 £ 17 a 81 = 10 a
(hmolesg®) 10 62 + 15 a 56 + 4 a 46 + 7 a 50 * 11 a 42 + 7 a
Bacterias 5 55 4+ 3 4 26 + 5 a 39 + 9 a 31 + 6 a 35 + 4 a
Gram

(hnmolesg®) 10 30 25 21 26 20

I+
(o]
Y
I+
N
[}
I+
w
<Y}
I+
[o2]
Y}
I+
w
Y}
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En el analisis de componentes principales realizado con los valores de los
PLFAs de las muestras recogidas 5 y 10 afios después de la quema prescrita,
Se observo que el principal factor diferenciador de las mismas es el tiempo,
seguido por la quema (Figura 8). El factor 1, que explica el 45 % de la
varianza, separa las muestras en funcion del momento del muestreo, las
muestras recogidas 5 afios después de la quema se distribuyen en la parte
negativa del eje, mientras que las recogidas después de 10 afios se agrupan
en la parte positiva del eje. Las muestras recogidas 5 afios después de la
guema presentan una mayor cantidad de los acidos grasos 18:2m6 y 18:1®9
que son caracteristicos de los hongos, lo que coincide con la disminucion
gue veiamos en la biomasa fungica en todos los suelos quemados. El factor
2, que explica un 13 % de la varianza, separa las muestras no quemadas de
las quemadas; esto indica que tanto 5 como 10 afios después de la quema
prescrita esta sigue teniendo efectos en la estructura de la comunidad
microbiana. Estos hechos estan de acuerdo con lo citado por Williams et al.
(2012): que las quemas prescritas pueden tener efectos importantes en las
propiedades fisicas, quimicas y biologicas del suelo, sobre todo cuando se
producen de forma recurrente.

Para eliminar el efecto diferenciador del tiempo, realizamos un analisis de
componentes principales de cada muestreo por separado (Figura 9). Se
observé que 5 afios después de la quema prescrita, este factor explica un 40
% de la varianza, mientras que 10 afios después explica un 23 %. A medio
plazo (5 afios), la quema prescrita tiene un efecto mayor que el tratamiento
con los retardantes de llama, el factor 2 explica un 20 % de la varianza,
separando las muestras tratadas con Firesorb del resto de las muestras
guemadas. Sin embargo a largo plazo (10 afios), el tratamiento con
polifosfato explica un mayor porcentaje de la varianza que la quema, un 31
% frente al 23 % de la quema. Tanto las muestras con Firesorb en el tiempo
5 afios, como las muestras con polifosfato en el tiempo 10 afios, estan
caracterizadas por una menor cantidad de hongos; en ambos casos el resto
de las muestras quemadas (con o sin adicion de un retardante) estan
caracterizadas por &cidos grasos indicativos de hongos (18:2®6, 18:1®9).

En el muestreo de 10 afios, ademas de la capa superficial del suelo (0-2 cm),
también se recogieron muestras de la capa mas profunda (2-5 cm). Al
realizar el analisis de componentes principales con los PLFAs de estas
muestras (Figura 10) observamos que el mayor factor diferenciador de las
mismas es la profundidad; el factor 1 separa las muestras de ambas
profundidades explicando un 27 % de la varianza. El factor 2, que explica
una varianza similar al factor 1 (25 %), separa las muestras tratadas con
polifosfato de ambas profundidades del resto de las muestras. Las muestras
de la capa superior (0-2 cm) estdn caracterizadas por elevadas
concentraciones de acidos grasos indicativos de bacterias. Las muestras
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tratadas con polifosfato presentan menor cantidad de &cidos grasos
indicativos de hongos.
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Figura 8: Distribucion de las muestras (media + error estandar) (A) y de las variables (B)
del andlisis de componentes principales de los PLFAs del suelo recogido 5 y 10 afios
después de la quema y de la adicién de los retardantes de Ilama. Tratamientos: NQ, no
guemado; Q, quemado + agua; QE, quemado + espumante; QP, quemado + polifosfato; QF,
guemado + Firesorb.

43



Resultados y discusion

2,0 2,0
15 QI:}{- As| 15 ;([; Aug
£ 10 - £ 10 :
<05 op S 05 o
g 0,0 )_é*‘ = < g 0,0 -
F -0.5 . NQ & -05 7 QF
1,0 QiQE- 1,0 Q #_
1,5 -1,5

-20 -1,0 0,0 1,0 2,0 -2,0 0,0 2,0
Factor 1 (40%) Factor 1 (31%)
1,0 : 1,0 ,
0g | 18107 A ¢ 1018 B. 190 o |y * 1012 By,
’ 20:0 | Cy19:0 10Me16a o [9:1bl6l0Tt
0,6 - 116:04¢ 10Mel6 b 05 | 18107 _12__%.'11793@16 a
~ 04 | 16107t 1 1610356129 - 0 180
2t S i15:0 ¥ br18.0 = 10Mel8|  16:109 bris:
S 02 18:1h 5.0 W1 i17:0 S 150 | ri7:00we, 1140
! . p ™ L S i16:1.cyl7:0
S oo | 150, ’4»,_16;1@70%10Me18 & 0,0 182081710 ¥ 150
N 7140 10Me17 g Y170 ~ o & TN
S°02 lis206 7| & 11407180 5 18:309 10Me1818:0 8150
S-04 | ¢ {19:1b 4 %170 5-0,5 18:1  16:105
L|_06 o * ) I lOMel'Gbo .
U0 16109 190 @ 17108 K ARIY T
-O,8 Z _110 . al7:0
-1,0 0,0 1,0 2,0 -1,0 0,0 1,0 2,0
Factor 1 (40%) Factor 1 (31%)

Figura 9: Distribucion de las muestras (media + error estandar) (A) y de las variables (B)
del anélisis de componentes principales de los PLFA del suelo recogido 5 y 10 afios
después de la quema y de la adicién de los retardantes de Illama. Tratamientos: NQ, no
guemado; Q, quemado + agua; QE, quemado + espumante; QP, quemado + polifosfato; QF,
gquemado + Firesorb.

La cubierta vegetal de estos suelos fue estudiada por Fernandez-Fernandez
et al. (2015), encontrando que el polifosfato era el retardante con un mayor
efecto a largo plazo en este parametro (cobertura vegetal, composicion y
crecimiento de la vegetacion). Estos datos coinciden con investigaciones
previas que confirman la relacion entre el funcionamiento de la comunidad
microbiana y las caracteristicas especificas de las plantas (Grayston et al.,
1998; Priha et al., 2001; Mahia et al., 2006; Alvarez et al., 2009; Lombao et
al., 2015; Eisenhauer et al., 2010). A largo plazo la vegetacion tiene un
efecto mas importante que la quema prescrita propiamente dicha en la
microbiota edéafica, lo que coincide con los resultados de Viana et al. (2011)
en suelos tropicales de Brasil que tenian ciertas caracteristicas similares a
los de nuestro estudio (suelos acidos con elevada cantidad de aluminio y
baja capacidad de intercambio de cationes). Los datos sugieren que el fuego
causa efectos directos, cambios a corto plazo en las comunidades
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microbianas del suelo, mientras que los cambios a largo plazo son los
efectos indirectos originados por los cambios en la dindmica de la
vegetacion (Hart et al., 2005).
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Figura 10: Distribucion de las muestras (media + error estandar) (A) y de las variables (B)
del andlisis de componentes principales de los PLFA del suelo recogido 10 afios después de
la quema y de la adicidn de los retardantes de llama, a dos profundidades distintas (0-2, 2-5
cm). Tratamientos: NQ, no quemado; Q, quemado + agua; QE, quemado + espumante; QP,
quemado + polifosfato; QF, quemado + Firesorb.
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En general, la informacion obtenida parece indicar que la quema prescrita
combinada o no con la aplicacion de los agentes retardantes de llama no
parecen ejercer un efecto adverso a corto, medio y largo plazo sobre la
mayoria de las propiedades fisico-quimicas, quimicas y bioquimicas del
suelo y, por lo tanto sobre la calidad del mismo. Sin embargo, si se observo
un efecto sobre la vegetacion (cobertura vegetal, composicion de la
vegetacion y crecimiento de los pinos plantados), lo que a su vez, afecta a la
diversidad o composicion de la poblacion microbiana del suelo. Asi pues,
los cambios que observamos en la estructura de la comunidad microbiana
del suelo tratado con polifosfato se deben probablemente a los cambios que
este compuesto quimico provoca en la vegetacion, puesto que, debido a su
alto contenido en N y P, actia como un fertilizante a largo plazo en el
sistema suelo-planta (Couto-Vazquez y Gonzalez-Prieto, 2006). También se
observaron pequefios cambios en la estructura de la comunidad microbiana
5 afos después de la aplicacion del Firesorb, que tienen poca importancia
frente a la variacion natural de las comunidades microbianas (variacion
espacial y temporal).

4.2. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS DE RESTAURACION
SOBRE LA MICROBIOTA EDAFICA

4.2.1. EXPERIENCIA DE CAMPO

El suelo estudiado presentaba un pH acido y un contenido relativamente alto
de materia organica (Tabla 5), como la mayoria de los suelos del noroeste de
la Peninsula Ibérica (Carballas et al., 2009). La quema controlada provoco
un incremento significativo del pH, que se detect6 incluso un afio después
de la misma. El resto de las propiedades fisico-quimicas del suelo no
resultaron afectadas ni por la quema ni por los tratamientos de
estabilizacion, con la excepcion del C soluble que aumento
significativamente inmediatamente después de la quema. Las temperaturas
alcanzadas en esta quema prescrita fueron bajas, minimizando el efecto
sobra las propiedades del suelo. Gomez-Rey et al. (2013) en un estudio
detallado de un amplio rango de propiedades de este mismo suelo describen
una pérdida de NH4 en la capa superficial del suelo a lo largo de la
experiencia, probablemente debido a procesos erosivos que se producen
incluso en quemas de baja intensidad como ésta.
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Tabla 5: Caracteristicas generales del suelo de A Estrada recogido 1, 90, 180 y 365 dias
después de la quema prescrita y de la aplicacion de los tratamientos de estabilizacion
(media + DE). Tratamientos: NQ (no quemado), Q (quemado), QS (quemado+ siembra de
herbaceas), QM (quemado + aplicacion de mulching de paja). Letras diferentes, para cada

tiempo, indican diferencias significativas entre los distintos tratamientos (P<0,05).

Tiempo
(dias) NQ Qs oM
1 3 + 2 a 3 + 5 a 34 + 7 a 36 + 3 a
90 43 + 2 a 41 + 2 a 44 + 3 a 42 + 3 a
Humedad (%)
180 39 + 2 a 35 % 2 a 35 + 4 a 38 + 1 a
35 35 + 3 a 36 + 1 b 38 + 2 a 38 + 2 a
1 39 + 01 a 42 + 00 b 42 + 01 b 41 + 02 b
90 37 £ 01 a 42 + 01 b 44 + 02 b 43 £+ 01 b
PHH0 180 38 + 00 a 40 +# 01 b 40 + 01 b 40 + 01 b
35 37 + 01 a 39 +01 b 39 + 01 b 39 +016b
1 117 + 30 a 149 + 10 a 164 + 32 a 193 + 45 a
Conductividad 90 52 + 5 a 49 + 4 a 41 + 11 a 42 + 8 a
eléctrica
(WS cm) 180 44 + a 44 + a 40 + 3 a 51 + 8 a
365 45 + 10 a 43 + 5 a 40 + 5 a 50 *+ 9 a
Capacidad 1 83 + 96 a 780 + 56 a 836 + 81 a 800 + 40 a
retencion de 90 868 + 57 a 866 + 59 a 893 + 100 a 826 + 65 a
agua(gkg’) 180 820 + 23 a 806 + 45 a 856 * 101 a 844 + 46 a
365 758 + 53 a 701 + 53 a 745 + 70 a 742 + 56 a
1 160 + 18 a 289 + 34 b 275 + 32 b 319 + 57 b
C soluble 90 105 + 81 a 30 * 30 a 8 + 39 a 74 £ 10 a
(mg kg) 180 120 + 30 b 40 = a 8 + 18 a 80 12 a
365 130 + 3 b 70 = a 97 + 10 ab 84 + 17 a
1 180 + 12 a 165 + 13 a 168 + 9 a 175 + 13 a
C total 90 177 + 11 a 186 + 19 a 185 + 15 a 179 + 16 a
(9kg™) 180 182 + 5 a 166 + 14 a 187 + 14 a 182 + 10 a
365 182 + 16 a 171 + 4 a 177 + 15 a 176 + 10 a
1 145 + 03 a 140 + 06 a 142 + 05 a 142 + 03 a
N total 90 140 + 1,1 a 145 + 20 a 143 = 16 a 139 + 12 a
(g kg™t 180 156 + 05 a 141 + 09 a 149 + 09 a 148 + 05 a
365 159 + 03 a 148 + 06 a 157 + 08 a 158 + 08 a

La evolucién de la cobertura vegetal de los suelos quemados, durante un afio
después de la quema, se muestra en la Figura 11. Los resultados muestran
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que la vegetacion no se recupera durante los tres primeros meses después
del incendio, periodo de tiempo en el que se pueden producir grandes
eventos de erosion propiciados por las lluvias (Vega et al., 2013). Entre 3 y
6 meses después de la quema la vegetacion empieza a recuperarse, pero este
proceso tiene lugar sobre todo 6-12 meses después de la misma. La
vegetacion herbécea, que representa entre el 80 y el 100 % de la cobertura
vegetal, esta ligeramente favorecida por el tratamiento de siembra, mientras
que la aplicacion del mulching parece inhibirla, aunque de manera no
significativa, probablemente porque limita la llegada de la luz al suelo. Esta
lenta recuperacion de la cobertura vegetal coindice con estudios previos de
otros autores realizados en la misma zona templado-himeda (Casal, 2010),
que lo atribuyen al hecho de que el incendio se haya producido en el otofio.
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Figura 11: Porcentaje medio de cobertura vegetal para los diferentes tratamientos del suelo
qguemado en diferentes momentos de muestreo (1, 90, 180 y 365 dias) después de la quema
y de la aplicacion de los tratamientos de estabilizacion (media + DE). Tratamientos: Q
(quemado), QS (quemado + siembra de herbaceas), QM (quemado + aplicacion de
mulching de paja). Letras diferentes, para cada tiempo, indican diferencias significativas
entre los distintos tratamientos (P<0,05).

La biomasa microbiana que se estimd por dos métodos, el de fumigacion-
extraccion (FE) y el de respiracion inducida por sustrato (SIR) se muestra en
la Figura 12. Los valores de C de la biomasa obtenidos por el método de FE
fueron mayores que los obtenidos por SIR, lo que coincide con los
resultados de Andersson et al. (2004); estas técnicas estiman el C de
compartimentos distintos de la biomasa microbiana. El fuego disminuyd
ligera pero significativamente el C de la biomasa determinado por FE,
inmediatamente despues de la quema, pero los valores se recuperaron
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después de 1 afio, mientras que el C estimado por SIR no resulté afectado
por la quema. En la revision de Dooley and Treseder (2012) se citan varios
estudios donde, utilizando la técnica de SIR, encontraron incrementos post-
incendio en el C de la biomasa.

La disminucion del carbono microbiano como consecuencia de quemas
prescritas ha sido descrita previamente (Fritze et al., 1993; Andersson et al.,
2004; Palese et al., 2004), aunque otros autores no encuentran cambios, 0
estos son pequefios, como en nuestro caso, debido a la baja severidad de la
quema (Basanta et al., 2004; D"Ascoli et al., 2005; De Marco et al., 2005).
En ninguno de los dos casos se observd efecto de los tratamientos de
estabilizacion.
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Figura 12: C microbiano del suelo estimado mediante fumigacién-extraccién (FE) y
respiracion inducida por sustrato (SIR) en diferentes momentos de muestreo (1, 90, 180 y
365 dias) después de la quema y de la aplicacion de los tratamientos de estabilizacion
(media + DE). Tratamientos: NQ (no quemado), Q (quemado), QS (quemado + siembra de
herbaceas), QM (quemado + aplicaciéon de mulching de paja). Letras diferentes, para cada
tiempo, indican diferencias significativas entre los distintos tratamientos (P<0,05).

La actividad microbiana, que fue estimada mediante el método de
respiracion y la medida de distintas actividades enzimaticas relacionadas
con los ciclos del C (glucosidasa), N (ureasa) y P (fosfatasa), se muestra en
la Figura 13. Los valores de la respiracion son ligeramente mayores en las
muestras no quemadas que en las quemadas, pero la diferencia solo es
significativa 6 meses después de la quema; y no se detectan efectos de los
tratamientos de rehabilitacion. El efecto del fuego se observa maés
claramente en las actividades enzimaticas, sobre todo en la actividad de la
glucosidasa y la ureasa, que presentan valores significativamente mayores
en las muestras no quemadas que en las quemadas, incluso un afio después
de la quema, mientras que los tratamientos de rehabilitacion no modificaron
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los valores con respecto al suelo quemado. No obstante, los resultados
presentan una marcada variacion estacional previamente descrita en suelos
de la misma area (Diaz-Ravifa et al., 1993, 1995) o de otras muy distintas
(Andersson et al., 2004; Gutknecht et al., 2010).
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Figura 13: Respiracion y actividades enzimaticas del suelo en diferentes momentos de
muestreo (1, 90, 180 y 365 dias) después de la quema y de la aplicacion de los tratamientos
de estabilizacion (media + DE). Tratamientos: NQ (no quemado), Q (quemado), QS
(quemado + siembra de herbéceas), QM (quemado + aplicacién de mulching de paja).
Letras diferentes, para cada tiempo, indican diferencias significativas entre los distintos
tratamientos (P<0,05).

La diversidad microbiana se estimdé mediante el analisis del perfil
fisiolégico de la comunidad (CLPP) (diversidad funcional), cuyos resultados
se muestran en la Tabla 6 y en la Figura 14; y mediante el analisis del perfil
de los acidos grasos de los fosfolipidos (PLFA), que se muestra en la Tabla
7. Inmediatamente después de la quema, los suelos quemados presentan un
mayor uso de las fuentes de C (Tabla 6), siendo especialmente significativo
en el caso del acido carboxilico, los carbohidratos, los compuestos fenolicos
y los aminoacidos, sugiriendo que la comunidad microbiana se ve
favorecida por un incremento en el C disponible y los nutrientes como
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consecuencia del fuego. Este cambio en el patrén de uso de los sustratos se
atenta con el tiempo, y un afio después de la quema ya no se aprecia.

Tabla 6: Perfil de uso de los sustratos por parte de la comunidad microbiana del suelo en
diferentes momentos de muestreo (1, 90, 180 y 365 dias) después de la quema y de la
aplicacion de los tratamientos de estabilizacion (media + DE). Tratamientos: NQ (no
guemado), Q (quemado), QS (quemado + siembra de herbaceas), QM (quemado +
aplicacion de mulching de paja). Letras diferentes, para cada tiempo, indican diferencias
significativas entre los distintos tratamientos (P<0,05).

TRATAMIENTO

Dias NQ Q QS QM
1 089 + 007 a 139 #+ 003 b 131 + 007 b 105 * 016 b
Acido 90 094 + 009 a 120 + 011 ab 140 + 011 b 155 + 016 b
carboxilico
(590 nm) 180 098 + 020 a 117 + 010 a 128 + 019 a 128 +* 015 a
365 094 * 009 a 120 * 005 a 122 + 005 a 104 + 014 a
1 056 % gog a 08 #+ 017 a 066 * 015 a 061 * 023 a
':T;?da:s/ 90 051 * (g7 a 110 # 020 b 103 * 012 b 108 + 031 b
(590 nm) 180 045 + (o4 a 078 # 016 ab 072 +* 01 ab 101 # 011 b
365 070 £ 10 a 086 = 025 a 101 + 017 a 058 * 016 a
1 121 + 003 a 155 # 013 b 164 * 007 b 143 + 014 b
Aminodcidos 90 114 + 005 a 128 + 005 a 130 * 007 a 136 * 012 a
(590 nm) 180 122 + 005 a 134 + 004 a 124 + 009 a 151 * 009 a
365 117 + 007 a 134 + 010 a 127 + 006 a 122 * 009 a
1 089 + 009 a 151 + 01 b 128 #+ 016 b 137 + 006 b
Carbohidratos 90 112 * 004 a 143 + 01 a 128 = 016 a 160 * 017 a
(590 nm) 180 123 + 01 a 097 + 01 a 143 + 021 a 113 * 012 a
365 106 + 021 a 117 + 02 a 116 + 016 a 128 * 012 a
1 056 + 009 a 112 #+ 015 b 107 + 011 b 095 * 025 b
Cc;g‘n%ol?;;stes 90 072 + 011 a 093 + 009 a 094 + 013 a 111 * 010 a
(590 nm) 180 087 + 006 a 069 + 006 a 080 = 006 a 077 * 008 a
365 075 + 004 a 091 + 006 a 094 + 017 a 081 * 002 a
1 089 + 013 a 102 + 014 a 106 + 011 a 116 + 019 a
Polimeros 90 131 # 014 a 137 + 021 a 138 + 012 a 148 +* 013 a
(590 nm) 180 117 + 023 a 111 + 005 a 111 + 006 a 146 * 014 a
365 087 + 001 a 122 + 026 a 107 + 013 a 119 * 016 a
1 091 + 004 a 136 + 009 a 127 + 005 a 121 + 011 a
AWCD 90 1.04 + 004 a 129 + 007 a 129 + 009 a 146 * 011 a
(590 nm) 180 110 + 012 a 108 * 005 a 123 + 008 a 126 * 008 a
365 099 + 006 a 118 * 013 a 116 + 004 a 113 =+ 007 a
El analisis de componentes principales de estos datos (Figura 14) nos

confirma el efecto de la quema prescrita, ya que el factor 1, que explica el
59 % de la varianza, separa las muestras no quemadas de las quemadas;
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asimismo las muestras quemadas se agrupan en funcion del tiempo de
muestreo, confirmando la variabilidad estacional que observamos en los
valores de la actividad microbiana. La quema es el principal factor que
condiciona la diversidad funcional en estos suelos, lo que coincide con
estudios previos que describen el aumento del pool labil de C como el efecto
mas importante en la materia orgénica de un suelo quemado (Diaz-Ravifia et
al., 1992; Fernandez et al., 2001; Almendros y Gonzalez-Vila, 2012). El
andlisis de componentes principales también separa los suelos tratados con
mulching de paja de los suelos quemados y los quemados tratados con
siembra de herbaceas, en cada muestreo. Estos resultados son coincidentes
con los estudios de Huang et al. (2008), quienes también observan en
cultivos forestales un efecto muy marcado de altas dosis de mulching. Las
diferencias entre la cobertura vegetal de estos tratamientos puede explicar
parcialmente este comportamiento.
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Figura 14: Analisis de componentes principales del perfil de uso de los sustratos por parte
de la comunidad microbiana del suelo en diferentes momentos de muestreo [1 (1), 90 (2),
180 (3) y 365 (4) dias] después de la quema y de la aplicacion de los tratamientos de
estabilizacion (media + DE). Tratamientos: NQ (no quemado), Q (quemado), QS (quemado
+ siembra de herbaceas), QM (quemado + aplicacién de mulching de paja).

La biomasa total y de los grupos microbianos especificos, estimada
mediante el analisis de los acidos grasos de los fosfolipidos, 1 afio después
de la quema, se indica en la Tabla 7. Los resultados muestran que los suelos
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guemados tienen valores menores que los presentados por el suelo no
guemado Yy dichos valores son del mismo orden de magnitud que en otros
ecosistemas quemados de la misma area (Diaz-Ravifia et al., 2006, 2012).
En las relaciones hongos/bacterias y bacterias Gram/bacterias Gram® solo
se observaron diferencias significativas debidas al fuego. Los hongos y las
bacterias Gram™ disminuyen como consecuencia de la quema debido a que
presentan una mayor sensibilidad al calentamiento y/o no se recuperan en
condiciones post-incendio (Vazquez et al., 1993; Carballas et al., 2009;
Ponder et al., 2009; Barcenas-Moreno et al., 2011). En determinados
ecosistemas los hongos pueden tardar decenas de afios en alcanzar los
niveles pre-incendio, aunque la vegetacion ya esté recuperada (Holden et al.,
2013). El tratamiento con siembra no modifica la biomasa microbiana si lo
comparamos con el control quemado, mientras que el tratamiento con
mulching de paja tiende a disminuir estos valores.

Tabla 7: Biomasa total, fingica, bacteriana y de las bacterias Gram positivas y Gram
negativas, y relacién entre estas variables, en funcion de los &cidos grasos de los
fosfolipidos (PLFA), en los suelos de A Estrada (media + error estandar) 1 afio despues de
la quema y de la aplicacion de los tratamientos de estabilizacion (media + DE).
Tratamientos: NQ (no quemado), Q (quemado), QS (quemado + siembra de herbéceas),
QM (quemado + aplicacién de mulching de paja). Letras diferentes, para cada tiempo,
indican diferencias significativas entre los distintos tratamientos (P<0,05).

TRATAMIENTO
NQ Q Qs QM
30 b 337

Biomasa total

(nmoles g™ 479

I+
9

62 ab 360

I+

40 ab 252

I+

37 a

Hongos
(nmoles g%
Bacterias

(nmoles g™ 218

I+

15 b 146

I+

20 ab 159

I+
I+

18 ab 114 18 a

Bacterias G*

(nmoles g™ 50

I+
ol
Qo

w
[ee]
I+
o)}
<}

44 32

+
»
QD
H+
[S)]
QD

Bacterias G

(nmoles g™t 129

I+
o
o
3
I+

11 a 83 60 11 a

I+
©
@
I+

Hongos /

Bacterias 0.30
(nmoles gt

Bacterias
Gram’/Gram* 2,61
(nmoles g™t

I+

0.01 b 0.29

I+

002 b 0.27

I+

0.00 ab 0.25

I+

001 a

-+
-+
-+
-+

0,2 b 213 0,1 ab 1,89 005 a 191 0,14 a

El andlisis de componentes principales de todos los datos de PLFA (Figura
15), explica en conjunto (suma de los dos componentes) el 83 % de la
varianza. Al igual que ocurria con los resultados de CLPP, la mayor parte de
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la variacion de los datos se explica en funcién de la época de muestreo. El
factor 1, que explica la mitad de la varianza, separa las muestras tomadas en
los dos primeros muestreos, de las obtenidas en los dos ultimos, mientras
que el factor 2, que explica un 33 % de la varianza, separa las muestras
tomadas un afio después de la quema del resto de las muestras. Esta
variabilidad estacional puede ser debida a la variacion en los factores
ambientales (Diaz Ravifia et al., 1993, 1995) y/o a la recuperacion de la
cobertura vegetal (Ginzburg y Steinberg, 2012). Las muestras tomadas un
afio después de la quema se caracterizan por elevadas concentraciones de
acidos grasos indicativos de hongos, mientras que el resto de las muestras
tienen una mayor cantidad de acidos grasos indicativos de bacterias y
actinobacterias.

La elevada variabilidad estacional enmascara totalmente los posibles efectos
de la quema o de los tratamientos de rehabilitacion, por esta razon se
realizaron analisis de componentes principales de cada muestreo por
separado (Figura 16). En todos los tiempos las muestras no quemadas se
separan claramente de las quemadas, siendo el factor que las separa
responsable del 17-30 % de la varianza. En cuanto a los tratamientos de
estabilizacion, observamos que las muestras tratadas con mulching de paja
se separan claramente tanto de las muestras con tratamiento de siembra de
herb&ceas como del control quemado 3 y 12 meses después de la quema. En
todos los tiempos las muestras no quemadas presentan una mayor cantidad
de &cidos grasos indicativos de hongos (18:206, 16:1®5, 18:109) y de
bacterias Gram negativas (16:1m7c, 18:1@7), mientras que las muestras
guemadas tienen mayor cantidad de acidos grasos indicativos de bacterias y
actinobacterias. Los hongos y las bacterias Gram negativas son mas
sensibles a la quema prescrita, tal como se observa en la biomasa (Tabla 7).
Esta disminucion de los hongos como contrapartida a un incremento en las
bacterias y actinobacterias, en los ambientes post-incendio de los suelos ha
sido previamente documentada (Pietikainen y Fritze, 1995; Barcenas-
Moreno y Baath, 2009; Carballas et al., 2009; Bércenas-Moreno et al.,
2011).

Las diferencias entre los distintos tratamientos de estabilizacion son
probablemente debidas a los cambios que provocan en la cobertura vegetal,
ya que las plantas tienen un efecto muy importante en los microorganismos
del suelo por la liberacion de determinados nutrientes y compuestos
organicos al suelo (Grayston et al., 1998). Este efecto es alin mas importante
en los suelos quemados (Hart et al., 2005; Hamman et al., 2007).
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Figura 15: Distribucion de las muestras (media * error estandar) (A) y de las variables (B)
del andlisis de componentes principales de los PLFA del suelo en diferentes momentos de
muestreo [1 (1), 90 (2), 180 (3) y 365 (4) dias] después de la quema y de la aplicacién de los
tratamientos de estabilizacién (media + DE). Tratamientos: NQ (no quemado), Q

(quemado), QS (quemado + siembra de herbaceas), QM (quemado + aplicacion de
mulching de paja).
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Figura 16: Distribucion de las muestras (media + error estandar) (A) y de las variables (B)
del analisis de componentes principales de los PLFA del suelo en diferentes momentos de
muestreo (1, 90, 180 y 365 dias) después de la quema y de la aplicacion de los
tratamientos de estabilizacion (media + DE). Tratamientos: NQ (no quemado), Q
(quemado), QS (quemado + siembra de herbaceas), QM (quemado + aplicacion de
mulching de paja).
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4.2.2. EXPERIENCIA DE LABORATORIO

En la experiencia de campo no se encontraron efectos significativos de los
tratamientos de rehabilitacion en la mayoria de las propiedades fisico-
quimicas, quimicas y bioquimicas del suelo. Sin embargo, se observo un
pequefio efecto del tratamiento con mulching sobre la estructura de la
comunidad microbiana. Por otra parte, a medio plazo, los materiales usados
como mulching seran incorporados al suelo pudiendo entonces ejercer un
efecto diferente sobre la biomasa y la actividad de los principales
microorganismos descomponedores del suelo, las bacterias y los hongos.
Para estudiar este efecto en profundidad se disefid una experiencia de
laboratorio donde se realizd una incubacion de 2 meses de un suelo
sometido a un incendio de alta severidad, adicionado con diferentes
materiales vegetales (paja de trigo, fibra de coco, astillas y corteza de
eucalipto), a dos dosis diferentes (una dosis baja de 2,5-4 Mg ha™, que
corresponde a la que se utiliza habitualmente como mulching en las tareas
de rehabilitacion y restauracion post-incendio en la zona templado-himeda;
y una dosis alta de 25-40 Mg ha™, que corresponde a una dosis 10 veces
mayor que la habitual), analizando a varios tiempos diversos parametros
relacionados con la biomasa y la actividad de los microorganismos del suelo
(véase Material y Métodos).

En general, para cada parametro analizado, se observaron resultados
similares independientemente de la dosis de aplicacion, pero, tal como era
de esperar, los efectos fueron mas acentuados a las dosis mas altas. La
adicién de todos los materiales vegetales provocd un incremento en la
respiracion (Figura 17), sobre todo en las muestras adicionadas con la dosis
alta de paja; sin embargo, en el caso de la fibra de coco este efecto fue
bastante pequefio. La paja, comparada con los demas materiales tiene la
mayor cantidad de C extraible y la menor relacion C/N, lo que favorece la
actividad de los microorganismos, y por lo tanto la respiracion (Bossuyt et
al., 2001). La elevada relacion C/N que presentan los materiales procedentes
del eucalipto (corteza y astillas), podria haber provocado que la actividad de
los microorganismos de los suelos adicionados con estos materiales
estuviera limitada por la escasez de N (Kamble and Baath, 2014).

En cuanto a la actividad especifica de los hongos y las bacterias (Figuras 18
y19), mostraron comportamientos claramente diferentes en funcion del
material vegetal afiadido al suelo quemado. La fibra de coco, a dosis altas,
favorece ligeramente la actividad bacteriana y fungica, pero en general tiene
poco efecto sobre la microbiota probablemente debido a la baja cantidad de
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C disponible que tiene. La paja de trigo es el material que provoca un mayor
incremento en la actividad bacteriana, aunque también favorece, en menor
medida, la actividad fungica. Los materiales procedentes del eucalipto
presentan un comportamiento totalmente distinto a los anteriores, ya que
inhiben la actividad bacteriana durante las primeras semanas de incubacion
al mismo tiempo que favorecen la actividad fangica. La elevada relacion
C/N de la corteza y las astillas del eucalipto puede ser la razon de que la
actividad fungica resulte favorecida frente a la bacteriana (Henriksen and
Breland, 1999; Thiet et al., 2006; Rousk and Baath, 2007a).

20 1pg CO, g- ht 40 1 ugco,gtht
18 ——%==NQ 35 18

o o By
|8 a— Pl 2 { ° & P2
10 - 20 —0— C 2
8 - 15 -

i ] 10 -

2 51

0 2 o

0 0 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Tiempo de incubacion (dias) Tiempo de incubacion (dias)

Figura 17: Respiracion (media * error estandar) del suelo no quemado (NQ) y quemado (Q)

y después de afiadirle diferentes materiales usados como mulching a dosis bajas (1) y altas

(2). P = suelo quemado + paja de trigo; C = suelo quemado + fibra de coco; Ec = suelo

guemado + corteza de eucalipto; Ea = suelo quemado + astilla de eucalipto.
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Figura 18: Actividad fungica (media + error estandar) del suelo no quemado (NQ) y
quemado (Q) y después de afadirle diferentes materiales usados como mulching a dosis
bajas (1) y altas (2). P = suelo quemado + paja de trigo; C = suelo quemado + fibra de coco;
Ec = suelo quemado + corteza de eucalipto; Ea = suelo quemado + astilla de eucalipto.
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Figura 19: Actividad bacteriana (media * error estdndar) del suelo no quemado (NQ) y
quemado (Q) y después de afadirle diferentes materiales usados como mulching a dosis
bajas (1) y altas (2). P = suelo quemado + paja de trigo; C = suelo quemado + fibra de coco;
Ec = suelo quemado + corteza de eucalipto; Ea = suelo quemado + astilla de eucalipto.

La biomasa microbiana total y de los grupos microbianos especificos (Tabla
8), estimada por los PLFA, en general, después de dos meses de incubacion
de los suelos, aumenta como consecuencia de la aplicacion de los distintos
materiales, pero este incremento es mas pronunciado en la biomasa flngica.
Se produce un aumento de las relaciones hongos/bacterias y bacterias Gram’/
bacterias Gram®, es decir, los materiales vegetales favorecen los hongos
frente a las bacterias y las Gram™ frente a las Gram®. Las muestras en las que
se observé un mayor incremento de los hongos fueron aquellas a las que se
afiadieron las astillas de eucalipto, el material con la mayor relacion C/N. El
analisis de componentes principales de los datos de PLFA de todas la
muestras quemadas (se excluyeron las no quemadas), se muestra en la
Figura 20. El factor 1 separa las muestras control quemadas y las
adicionadas con dosis bajas de coco y paja del resto de las muestras,
mientras que el factor 2 separa las muestras adicionadas con corteza o
astillas de eucalipto en funcion de la dosis aplicada. Las muestras con
residuos de eucalipto se caracterizaron por tener una mayor concentracion de
acidos grasos indicativos de hongos (18:206, 18:109).

Como se indico anteriormente, la adiccion de los materiales vegetales
procedentes del eucalipto provocaron una inhibicion temporal de la
actividad bacteriana y favorecieron la actividad fungica. Esto puede ser
debido a la competencia entre ambos grupos microbianos, dando como
resultado que los hongos produzcan sustancias antibacterianas (De Boer et
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al., 2005), o a que el propio eucalipto genere sustancias con propiedades
antimicrobianas (Schelz et al., 2006; Daroui-Mokadden et al., 2010).

Un incremento en los hongos seria una accion favorable en un suelo que ha
sufrido un incendio, porque habitualmente estos son més sensibles al
calentamiento que las bacterias (Béarcenas-Moreno et al., 2011) y porque,
ademas, los hongos son los que mas contribuyen a la biomasa microbiana y
juegan un papel muy importante en la agregacion del suelo y en el secuestro
de C (mayor relacién C/N que las bacterias). En este sentido, aunque la
adicion de todos los materiales utilizados como mulching favorecen a los
hongos (paja de trigo, residuos de eucalipto, fibra de coco), con el objetivo
de tener un crecimiento mayor de hongos que de bacterias y maximizar la
estabilidad del suelo a través de los hongos, sugerimos la adicion de residuos
de eucalipto como una buena opcion para la utilizacién de mulching, aunque
la fibra de coco, por su baja tasa de degradacion también puede ser una
opciodn plausible. Por lo tanto, en principio cualquiera de estos materiales
(paja de trigo, eucalipto, fibra de coco) puede ser beneficioso para la
recuperacion del suelo quemado tras el incendio al favorecer el crecimiento
fangico. No obstante, en la eleccion de un material u otro, ademas de la
calidad del suelo quemado, también se deberia tener en cuenta la eficacia del
tipo de mulching en el control de la erosion post-incendio y la relacion
coste/beneficio.
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PLFA total Hongos Bacterias Gram* Gram ~ Hongos/Bacterias Gram’/Gram”*

NQ 499 + 72 ab 2 £ 0 a 238 *+ 39 ab 65 + 9 ab 121+ 26 a 001 =+ 000 a 186 + 024 ab

Q 430 + 19 ab 5 = 0 a 207 + 11 ab 51 + 2 a 123 + 9 a 002 = 000 a 241 + 022 bc
P1L 560 + 48 abc 20 + 1 ab 268 + 24 ab 61 *+ 5 ab 155 + 14 a 0.08 =+ 0.00 a 254 + 004 b
P2 1018 + 45 d 9 = 4 e 43 + 24 ¢ 106 + 5 ¢ 235 + 9 b 022 + 000 bc 221 =+ 007 bc
c1 384 =+ 11 a 9 =+ 1 a 182 =+ 7 a 46 + 1 a 102 + 5 a 005 == 0.00 a 218 + 010 bc
C2 466 + 51 ab 36 + 12 bc 183 =+ 17 a 65 + 2 ab 90 + 10 a 019 =+ 0.05 bc 139 + 013 a
Ecl 613 + 120 abc 40 * 7 bc 274 + 54 ab 61 £ 12 ab 161 + 32 a 015 =+ 0.00 b 262 + 005 ¢
Ec2 702 =+ 61 bc 76 +* 10 de 278 + 20 ab 89 + 7 bc 145 + 11 a 027 = 002 «cd 164 =+ 0.07 a
Eal 681 + 45 abc 62 +* 4 cd 277 + 19 ab 60 + 4 ab 167 + 13 a 022 + 000 bed 276 + 004 ¢
Ea2 843 + 75 cd 95 + 8 e 324 + 26 b 101 * 6 ¢ 159 + 16 a 029 + 0.0 d 157 + 006 a

Tabla 8: Biomasa total, flngica, bacteriana y de las bacterias Gram positivas y Gram negativas, y relacion entre estas variables, en funcién de los acidos
grasos de los fosfolipidos (PLFA), del suelo no quemado (NQ) y quemado (Q) y después de afiadirle dosis bajas (1) y altas (2) de diferentes materiales
usados como mulching (media * error estandar), después de 2 meses de incubacién. P = suelo quemado + paja de trigo; C = suelo quemado + fibra de
coco; Ec = suelo quemado + corteza de eucalipto; Ea = suelo quemado + astillas de eucalipto. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
los distintos tratamientos (P<0,05).
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Figura 20: Distribucion de las muestras (A) y de las variables (B) del analisis de
componentes principales llevado a cabo con los datos de los PLFAs después de 56 dias de
incubacion de los suelos quemados adicionados con diferentes materiales de mulching a
dosis de aplicacion baja (1) y alta (2). Q = suelo quemado; P = suelo quemado + paja de
trigo; C = suelo quemado + fibra de coco; Ec = suelo quemado + corteza de eucalipto; Ea =

suelo quemado +

astillas de eucalipto.
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5- CONCLUSIONES

Los resultados de las experiencias de campo demostraron que la quema
prescrita o fuego experimental, combinada o no con los agentes retardantes
de Illama (polifosfato amonico, espumante, Firesorb), provocé un pequefio
efecto a corto plazo sobre las propiedades del suelo pero no modifico a largo
plazo la mayoria de las propiedades fisico-quimicas, quimicas Yy
bioquimicas del suelo relacionadas con la masa y la actividad de los
microorganismos del suelo. Sin embargo, se detectaron cambios en la
estructura de la comunidad microbiana, determinada mediante el analisis de
los &cidos grasos de los fosfolipidos, persistiendo dichos cambios incluso 5-
10 afios después de la quema. El Firesorb y, sobre todo, el polifosfato
amonico, fueron los agentes retardantes que ejercieron una mayor influencia
sobre la microbiota edafica, aunque dicho efecto es de poca importancia,
comparado con el efecto de la época de muestreo, y esta en consonancia con
el efecto sobre la vegetacion.

La experiencia de campo demostro que la implementacion de las técnicas de
rehabilitacion de emergencia (siembra y acolchado) a dosis normales de
aplicacion en condiciones de campo en suelos quemados, no mostraron
ningun efecto sobre las propiedades fisicas, quimicas y bioguimicas del
suelo; y que la quema prescrita ejercido una marcada influencia sobre la
comunidad microbiana, efecto que persistié incluso 1 afio después del
incendio. También se observé un efecto significativo de la época de
muestreo sobre la diversidad funcional de la comunidad microbiana y sobre
la estructura de la comunidad, particularmente sobre esta Gltima. La
importancia relativa de la quema y de la variacion intra-anual vario en
funcion de la técnica usada, siendo el efecto de la quema prescrita mayor en
base a los datos de la diversidad funcional (CLPP) que en base a los datos
de la estructura de la comunidad (PLFA pattern). Aunque estos analisis nos
permitieron diferenciar las comunidades microbianas del suelo con los dos
tratamientos de estabilizacion, sobre todo el mulching de paja, de las
correspondientes muestras de suelo quemado sin ningun tratamiento, este
efecto fue de poca importancia en comparacion con el efecto de la
variabilidad estacional.

Los resultados de la experiencia de laboratorio realizada con un suelo
guemado de alta severidad al que se incorporaron diferentes tipos de
mulching utilizados con frecuencia en los tratamientos de emergencia (paja
de trigo, fibra de coco, corteza y astillas de eucalipto) a dosis normales de
aplicacion en el campo y a dosis 10 veces mayores mostraron resultados
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similares independientemente de la dosis usada aunque, tal como era de
esperar, los efectos mayores se observaron con las dosis mas altas. Se
observo que los hongos y las bacterias respondian de forma diferente a la
adicion de estos materiales con una alta relacion C/N. La adicion de
eucalipto, especialmente las astillas, favorecié el crecimiento de los hongos,
mientras que la adicién de paja favorecio el crecimiento de los hongos y las
bacterias, sobre todo, el de estas dltimas. Aunque la adicion de todos estos
materiales favorecia a los hongos, con el objetivo de tener un mayor
crecimiento de los hongos que de las bacterias para maximizar la
estabilizacion de los suelos a través de los hongos, sugerimos los residuos
de eucalipto como una buena opcion. No obstante, ademas de los aspectos
relacionados con la calidad del suelo, deberia considerarse la eficacia de
estos materiales para controlar la erosion post-incendio, y por lo tanto la
pérdida de suelo, en condiciones de campo.

Los resultados también demostraron que las propiedades bioldgicas
mostraban una diferente sensibilidad para detectar los cambios producidos
en la calidad del suelo como consecuencia del impacto de los agentes
retardantes de Illama y de las practicas de estabilizacion del suelo, esta
sensibilidad aumenta en el siguiente orden: medidas de biomasa microbiana
< las medidas de actividad microbiana < medidas de estructura de la
comunidad microbiana. El analisis de la estructura de la comunidad
mediante el analisis de los acidos grasos de los fosfolipidos combinado con
el andlisis de componentes principales resulta ser una herramienta util en la
gestion de estos suelos forestales quemados.
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6-SUMMARY AND CONCLUSIONS

IMPACT OF DIFFERENT FIRE-FIGHTING CHEMICALS AND POST-
FIRE RESTORATION TECHNIQUES ON THE SOIL MICROBES

This thesis is based on the following papers:

Barreiro, A., Martin, A., Carballas, T., Diaz-Ravifia, M. 2010. Response of
soil microbial communities to fire and fire-fighting chemicals. Science of
the Total Environment, 408: 6172 — 6178 (Annexed ).

Barreiro, A., Martin, A., Carballas, T., Diaz-Ravifia, M. 2016. Long-term
response of soil microbial communities to fire and fire-fighting chemicals.
Manuscript (Annexed I1).

Fontarbel, M.T., Barreiro, A., Vega, J.A., Martin A., Jiménez, E., Carballas,
T., Fernandez, C., Diaz-Ravifia M. 2012. Effects of an experimental fire and
post-fire stabilisation treatments on soil microbial communities. Geoderma
191:51-60 (Annexed I11).

Barreiro, A., Fontarbel, M.T., Lombao, A. Martin, A., Vega, JA.,
Fernandez, C., Carballas, T., Diaz-Ravifia, M. 2015. Using phospholipid
fatty acid and community level physiological profiling techniques to
characterize soil microbial communities following an experimental fire and
different stabilization treatments. Catena 135: 419-429 (Annexed 1V).

Barreiro, A., Baath, E., Diaz-Ravifia, M. 2016. Bacterial and fungal growth
in burnt acid soils amended with different C/N mulch materials. Soil
Biology and Biochemistry 97:102-111 (Annexed V).
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SUMMARY

The forest fires represent a very important problem for the forest
ecosystems, causing serious social, economic and ecological troubles.
During the integral firefighting (prevention, fire extinction, evaluation of the
impacts and restoration of burned areas) different treatments that may affect
directly or indirectly the soil-plant system have been applied. The problems
start directly at the time of extinguishing the fire, with the indiscriminate use
of fire-fighting chemical agents, which can cause adverse effects on the
environment. The fire itself produces very serious direct effects on soil,
being able of reducing soil fertility and therefore the soil quality. Fires also
cause serious indirect effects such as post-fire erosion and to mitigate the
derived damages various methods of soil stabilization such as the early
implementation of a herbaceous vegetation, the application of mulching of
different materials and the building of erosion barriers are carried out. The
evaluation of the impacts of different severity fires on soils is well studied,;
however, information on the effect on the soil-plant system of the fire-
fighting chemical agents used in the extinction and the different soil
stabilization techniques is very scarce.

Soil microorganisms are responsible for the soil fertility, because they are
involved in the cycles of C and nutrients and in the process of soil
mineralization, by which the nutrients needed for the plant growth are
liberated. In fact approximately 80-90 % of the soil processes are mediated
by microorganisms. Several studies have shown that the soil microbiota,
although only represents a small percentage of the soil organic matter
(between 1-3 % organic C), due to its fast turnover they represent an
important source and sink of mineral nutrients for plants. Moreover, the soil
microbiota may also be used as an early bio-indicator of changes in soil
quality due to degradation processes and/or practices of soil conservation
before such changes can be detected by analysis of physicochemical and
chemical soil properties. All these facts highlight the importance of studying
the microbiota in burned soils.

The purpose of this work is to study, through field and laboratory
experiences, the following topics:

a) The impact in the short-, medium- and long- term of the fire-fighting
chemicals frequently used in extinguishing fires (ammonium polyphosphate,
foaming and Firesorb) on the soil microbiota.

b) The impact on soil microbiota of different treatments of emergency
rehabilitation of burned soils (seeding, straw mulching) to control post-fire
erosion. We will also examine, under laboratory conditions, the effect of the
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incorporation to the soil of different types of mulching (wheat straw,
coconut fiber, Eucalyptus bark, Eucalyptus wood chips) on the specific
activity of the main decomposer microorganisms, fungi and bacteria.

To fulfill these objectives, different field experiences involving prescribed
fires and the consequent application, in normal doses used in field
conditions, of the different treatments will be made. In addition, the
comparison of the soil subjected to the prescribed burning with an unburned
control soil, also allow us to assess the effects of the prescribed fire on soil
microorganisms. For the assessment of the impacts various microbial
parameters such as microbial biomass, soil respiration, specific soil enzyme
activities of the C (B-glucosidase ), N (urease) and P (phosphatase) cycles,
functional diversity (Biolog, degradation of various carbon substrates),
taxonomic diversity or structure of the microbial community (analysis of the
fatty acids of phospholipids) and the activity of bacteria and fungi (methods
of cellular incorporation of labeled substrates, leucine for the bacterial
activity and acetate for the fungal activity) will be analyzed.
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CONCLUSIONS

The results of field experience have shown that the prescribed or
experimental fire combined or not with fire-fighting chemicals (ammonium
polyphosphate, foaming, Firesorb) provoked a slight short-term effect on the
soil properties but did not change at medium- and long- term the
physicochemical, chemical and biochemical soil properties related with the
mass and activity of the soil micro-organisms. However, changes in the soil
microbial community structure, estimated by the analysis of the
phospholipid fatty acids, were detected and these effects persisted even 5 -
10 years after the prescribed fire. The Firesorb and particularly the
ammonium poliphosphate were the main fire-fighting chemicals showing
the major influence on the soil microorganisms; nevertheless these effects
are of minor importance compared with those of sampling time, which is in
accordance with the marked changes observed in the vegetation.

The field experience performed with a soil affected by a prescribed fire
demonstrate that the implementation of post-fire emergency techniques
(seeding and mulching) at normal doses of application did not show any or
slight effect on soil physic-chemical, chemical and biochemical properties
and that the prescribed fire has marked effects on the soil microbial
communities that persisted 1 year after the fire. In addition, a significant
effect of the sampling time on the functional diversity of the microbial
community and particularly on the microbial community structure was
observed. The relative importance of the experimental fire and the intra-
annual variation varied notably depending on the technique used, having the
experimental fire a greater impact on the functional diversity (as evidenced
by CLPP) than on the microbial community structure (as evidence by PLFA
pattern). Although both techniques allow us differentiate the microbial
communities of the burned soils from the microbial communities of the
burned soils with post-fire stabilisation treatments, these effects were of
minor importance compared with the impact of the sampling time.

The results from a laboratory experience performed with a high severity
burned soil added with different plant residues commonly used as
emergency post-fire rehabilitation treatments (wheat straw, coconut fiber,
Eucalyptus bark and wood chips) at normal doses of application and at a
rate 10 times higher showed similar results independently of the dose used,
although as expected the effect was greater with the high doses. The results
also showed that fungi and bacteria responded differently to the addition of
these materials with high C/N ratios. The addition of Eucalyptus residues,
especially wood chips, to burnt soils, favoured fungal growth while the
addition of straw favoured both fungal and bacterial growth, particularly the
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later. Although the addition of all these materials favoured the fungal
growth, in order to maximize the stabilization of the soils through fungi, we
suggest for further studies to improve the soil quality the use of Eucalyptus
residues as a good choice with the aim of obtaining a higher fungal than
bacterial growth. Nevertheless besides the aspects related with the soil
quality, additional information concerning the efficiency of these materials
to control post-fire erosion, and therefore soil losses, in field conditions,
should be considered before their implementation.

The results clearly showed that the biological properties exhibited a
different sensitivity to detect the soil quality changes induced by the impact
of the fire-retardants and the post-fire stabilization techniques, this
sensitivity following the order microbial biomass measuments < microbial
activity measurements < community structure measurements. The
community structure measurements by phospholipid fatty acid combined
with principal component analysis seems to be a promising tool for the
management of burned soils.
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