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RESUMEN

La degradacion del suelo representa uno de los mayores problemas derivados de la
intensificacion de la agricultura a escala global y supone un riesgo para la salud de los
ecosistemas, la seguridad alimentaria y la salud humana. En este estudio se evalia el
efecto a corto plazo de précticas de agricultura regenerativa sobre la salud del suelo en un
sistema de cultivos herbéaceos extensivo de secano con una rotacion girasol-trigo. EIl
ensayo experimental se estableci6 en 2023 en Duruelo (Segovia) con cuatro tratamientos:
suelo desnudo con volteo del suelo y sin fertilizacion (SDO), suelo desnudo con volteo
del suelo y fertilizacion convencional (SDF), cubierta vegetal enterrada como abono
verde (CVE) y cubierta vegetal pastoreada por ganado bovino (CVG). Se utilizaron
indicadores fisicos, quimicos y bioldgicos, incluyendo el uso de lombrices como
bioindicador para determinar el estado de salud del suelo 18 meses después del inicio del
ensayo. En comparacion con los tratamientos de suelo desnudo, el uso combinado de
cubiertas vegetales y ganado incrementd la humedad del suelo, el carbono orgénico total,
el nitrogeno total, la respiracion basal y el nitrdgeno potencialmente mineralizable,
mientras que la incorporacion de la cubierta vegetal como abono verde mostré un
comportamiento intermedio sin diferencias significativas. Estos resultados indican una
rapida mejora de la salud del suelo en los tratamientos con manejo regenerativo frente al

convencional, cuyo mantenimiento a largo plazo debe ser confirmado.



ABSTRACT

Soil degradation is one of the biggest problems resulting from the intensification of
agriculture on a global scale and poses a risk to ecosystem health, food security and
human health. This study evaluates the short-term effect of regenerative agriculture
practices on soil health in an extensive rainfed arable crop system with a sunflower-wheat
rotation. The experimental trial was established in 2023 in Duruelo (Segovia) with four
treatments: bare soil with tillage and no fertilisation (SDO), bare soil with tillage and
conventional fertilisation (SDF), plant cover buried as green manure (CVE) and plant
cover grazed by cattle (CVG). Physical, chemical and biological indicators were used,
including earthworms as a bioindicator to determine soil health 18 months after the start
of the trial. Compared to bare soil treatments, the combined use of plant cover and cattle
increased soil moisture, total organic carbon, total nitrogen, basal respiration and
potentially mineralisable nitrogen, while the incorporation of plant cover as green manure
showed intermediate behaviour with no significant differences. These results indicate a
rapid improvement in soil health in regenerative management treatments compared to

conventional management, whose long-term maintenance must be confirmed.



1. INTRODUCCION

1.1. Degradacion y pérdida de suelo

La degradacion y pérdida de suelo constituye uno de los principales retos ambientales,
productivos y sociales a los que se enfrenta la agricultura a escala global. Segun informes
técnicos, el 70% de la superficie terrestre ya ha sido transformada por el ser humano y
aproximadamente un 30% del suelo se encuentra actualmente degradado, lo que afecta
directamente a casi la mitad de la poblaciéon mundial (CLD, 2022; FAO, 2024). Si las
tendencias actuales contintian, mas del 90% de la superficie terrestre podria verse afectada

por procesos de pérdida y degradacion de suelo antes de 2050 (FAO y GTIS, 2015).

La degradacion de la tierra provocada por el ser humano afecta principalmente a las tierras
agricolas, que representan solo el 13 % de la cobertura terrestre mundial, pero concentran
el 29 % de las zonas degradadas (FAO,2021). Se estima que las tasas de erosion acelerada

en tierras cultivadas o pastoreadas intensivamente superan entre 100 y 1000 veces las

tasas de erosion natural (FAO, 2025).

La degradacion y perdida de suelo promovida por la intensificacion de la agricultura
genera impactos ecoldgicos muy importantes en todo el mundo, el suelo pierde la
capacidad de prestar servicios ecosistémicos como la regulacion del clima, reciclaje de
carbono, mitigacion del cambio climatico, mantenimiento de la biodiversidad, etc. Por
otro lado, los terrenos agricolas degradados experimentan una reduccion del rendimiento
anual de aproximadamente el 0,3%, lo que podria deparar en un 10% para 2050 (FAOy
GTIS, 2015). Estos hechos suponen un grave riesgo para el ecosistema terrestre y la

seguridad alimentaria.



En este contexto, resulta prioritario desarrollar e implementar estrategias agricolas que
reduzcan las tasas de degradacion del suelo, limiten las emisiones de la agricultura,
minimicen la pérdida de biodiversidad y servicios ecosistémicos, y a su vez mantengan
los niveles de productividad necesarios para garantizar la seguridad alimentaria (FAO,

2021).

La agricultura regenerativa emerge como una posible solucion multidimensional capaz
de abordar estas problematicas de forma global, centrandose en mejorar la salud del suelo
en los agroecosistemas y promoviendo practicas para una agricultura mas sostenible y
resiliente, en linea con los principales objetivos establecidos a nivel europeo en el marco

de la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible.

1.2. Salud del suelo

La salud del suelo se define como la capacidad de este para funcionar como un ecosistema
vivo de forma continua y de sostener a su vez las actividades de la biosfera. Un suelo sano
contribuye de forma directa al mantenimiento de la calidad del aire y el agua, asi como a
la salud de los ecosistemas y los seres humanos. Segun el Grupo Intergubernamental de
Expertos Técnicos sobre el Suelo (ITPS), la salud del suelo se define como “la capacidad
del suelo para mantener la productividad, la diversidad y los servicios medioambientales

de los ecosistemas terrestres” (FAO e ITPS, 2020).

La salud del suelo viene determinada por sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas,
que en conjunto y de forma sistémica, hacen que éste sea ecologicamente funcional.
Depende de multiples caracteristicas y del contexto local en el que se encuentra. Algunas
caracteristicas de un suelo sano son: profundidad, buena estructura, capacidad de
retencion e infiltracion de agua, biodisponibilidad de nutrientes, ausencia de
contaminantes, diversidad microbioldgica y alto contenido en materia organica (FAO e

ITPS, 2020).
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1.3. Agricultura Regenerativa
1.3.1. Definicién

La Agricultura Regenerativa es una estrategia de produccion agricola que se sirve de los
recursos y procesos presentes en el ecosistema local, con el objetivo de producir alimentos
a la vez que se mejora la salud del suelo, incrementando la actividad bioldgica,
optimizando el ciclo de nutrientes, restaurando la funcionalidad del paisaje y aumentando
el rendimiento agricola de las explotaciones mediante una reduccion en la necesidad de
insumos externos. El objetivo central de la agricultura regenerativa no es restaurar el
ecosistema nativo, sino aprovechar los procesos ecologicos naturales del sistema agricola
para mejorar la salud general del mismo (Khangura et al., 2023). De esta forma, la
agricultura regenerativa puede favorecer la resiliencia de las explotaciones agricolas,
tanto a nivel econdmico como ecoldgico (Khangura et al., 2023; Schreefel et al., 2020;

Sahu y Das, 2020; Merfield, 2019; Devasirvatham et al., 2020).

Schreefel et al., 2020 en su articulo “Regenerative agriculture—the soil is the base”
proponen la siguiente definicion de agricultura regenerativa: «un enfoque de la
agricultura que utiliza la conservacion del suelo como punto de partida para regenerar y
contribuir a multiples servicios de aprovisionamiento, regulacion y apoyo, con el objetivo
de mejorar no sdlo las dimensiones medioambientales, sino también las sociales y

econdmicas de la produccion sostenible de alimentosy.

El enfoque de la agricultura regenerativa tiene un caracter profundamente practico, ya
que se basa en estrategias de manejo enfocadas a optimizar el uso de recursos naturales y
generar un impacto positivo en el ecosistema agrario. Actualmente no hay un consenso
claro sobre el término agricultura regenerativa, pero en diversos estudios (Khangura et
al., 2023; Schreefel et al., 2020; Sahu y Das, 2020; Merfield, 2019) se sefialan las

siguientes practicas como pilares fundamentales de este modo de produccion:

11



- Minimizar la alteracion del suelo

- Mantenimiento del suelo cubierto durante todo el afio

- Mantenimiento de plantas y raices vivas en el suelo durante el mayor tiempo posible
- Incorporacion de biodiversidad

- Integracion de animales

Consideracion y adaptacion al contexto local: social, econdmico y ecologico

Ya que estas practicas y principios clave de la agricultura regenerativa mejoran de forma
directa la salud del suelo, se podria decir que el suelo es el pilar fundamental sobre el que
se apoya esta estrategia de produccion agricola. La mejora de la salud del suelo esta
sometida a procesos de retroalimentacion positiva, siendo los factores de mayor
importancia en el impulso de esta: fijaciéon / aumento de carbono organico en el suelo,
aumento en el contenido de materia orgdnica, mejora de la estructura, retencion de

humedad y biodiversidad microbiana del suelo (Khangura et al., 2023).

1.3.2. Précticas de agricultura regenerativa aplicadas en el presente estudio

Cultivos cubierta

El uso de cultivos cubierta se ha extendido mucho a lo largo de la tltima década. Existe
una amplia bibliografia cientifica que reporta multiples beneficios sobre la salud del suelo
y los agroecosistemas, asi como potencial para minimizar y mitigar el cambio climatico
(Khangura et al., 2023; Schreefel et al., 2020; Sahu y Das, 2020; Kaye y Quemada, 2017).
Esta es una de las practicas clave en agricultura regenerativa, ya que proporciona
multiples beneficios y servicios ecosistémicos claves para la mejora de la salud del suelo

y el ecosistema agrario (Khangura et al., 2023).

Se entiende por cultivos cubierta aquellos cultivos secundarios cuya funcion principal es
la proteccion y mejora del suelo. Normalmente se siembran entre ciclos del cultivo

principal o simultineamente en los espacios entre lineas. Es habitual el uso de mezclas de
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varias especies que atiendan a funciones complementarias, por ejemplo: gramineas para
alta competencia o elevada formacion de biomasa, leguminosas para fijacion de
nitrogeno, brasicaceas para exploracion profunda del suelo o descompactacion, etc. Una
caracteristica clave de los cultivos cubierta es que éstos no se cosechan, sino que se
mantienen en la parcela tras su terminacion para favorecer el reciclaje de nutrientes, agua

y materia organica; y proveer de esta forma los beneficios asociados (Sullivan, 2003).

Existen multiples opciones de manejo de las cubiertas, en funcion del manejo y especie/s
cultivada/s los servicios ecosistémicos proporcionados por esta practica pueden variar.
No obstante, los beneficios generales mas reportados son los siguientes (Khangura et al.,
2023; Garland et al.,, 2021; Sullivan, 2003; Devasirvatham et al., 2020; de Faccio

Carvalho et al., 2021):

- Minimizacién de la erosion y perdida de suelo

- Mantenimiento del suelo cubierto y con raices vivas

- Mejora de la fertilidad del suelo (si se emplean especies fijadoras de N)

- Aumento de la biodiversidad, tanto del suelo como del agroecosistema

- Reduccion de plagas, enfermedades y presion de malas hierbas

- Mayor biodisponibilidad de nutrientes: reduccion de perdidas por fijacion en forma
de biomasa, exudacion radicular, extraccion de capas mas profundas del suelo,
micorrizacion, etc

- Mejora de la estructura del suelo y aumento de la infiltracion y retencion de agua,
reduccion de compactacion del suelo y pérdidas hidricas por evaporacion directa del
suelo o escorrentia

- Aporte de materia organica y secuestro de carbono organico, estimulacion de la

actividad bioldgica del suelo
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Reconexion de agricultura y ganaderia

Tradicionalmente la ganaderia y la agricultura estaban directamente relacionadas de
forma interdependiente a nivel local, pero con la modernizaciéon de la agricultura y la
introduccién de fertilizantes quimicos ambas ramas se han ido distanciando, dando lugar
a sistemas de produccion intensivos totalmente desacoplados. Esta tendencia general es
una de las causas principales de contaminacion y cambio climatico derivadas de la
actividad del sector primario a nivel global. La intensificacion y especializacion basada
en la fertilizacion quimica y estabulacion masiva deriva en una alta demanda y
dependencia de insumos externos, asi como genera grandes pérdidas por contaminacion

y mal uso de los “residuos” agricolas (Lemaire et al., 2023).

Recientemente, ante la creciente preocupacion por los problemas medioambientales y la
seguridad alimentaria, se han realizado numerosos estudios para evaluar los posibles
beneficios derivados de la reconexion de la ganaderia y la agricultura. Esta practica es
relevante desde el punto de vista de la agricultura regenerativa, ya que tiene un gran
potencial para reequilibrar los agroecosistemas y favorecer la resiliencia de la produccion

agricola ante el contexto de cambio climatico e inestabilidad actual.

Multiples estudios valoran los beneficios derivados de la reconexion de herbivoros
(principalmente rumiantes) con la agricultura (Khangura et al., 2023; Devasirvatham et
al., 2020; de Faccio Carvalho et al., 2021; Lemaire et al., 2023; Rietra et al., 2022), es
importante sefialar que para la consecucion de los mismos se requiere un manejo del
ganado y estimacion de la carga ganadera acorde con las circunstancias locales concretas
del ecosistema agrario para evitar posibles impactos negativos derivados del
sobrepastoreo. Este hecho tiene gran relevancia, ya que depara en mayor complejidad y

necesidades de manejo del sistema.
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La base fundamental de los beneficios reportados radica en el restablecimiento de los
ciclos biogeoquimicos de nutrientes, materia organica y agua, promovido por la adicién
de un nivel trofico en el ecosistema agrario, asi como la reduccion del uso de insumos
externos. Ademas, el aprovechamiento de la biomasa vegetal no digestible por el ser
humano por parte del rumiante aumenta la cantidad de energia digestible producida por
el sistema mediante la conversion en productos de origen animal, esto representa un factor
relevante al hablar de aumento de rendimiento. El rumiante sirve al ecosistema agrario
como una especie de “maquina” de reciclado de nutrientes y fijacion de carbono,
acelerando la descomposicion de la materia organica producida por el cultivo
(generalmente cultivos cubierta, cultivos secundarios o restos del cultivo principal) y
proporcionando una fuente de materia organica 1abil y con un elevado contenido en
nutrientes facilmente asimilables al suelo. Esto reduce la necesidad de fertilizantes
quimicos para el mantenimiento del siguiente cultivo, aumentando la eficiencia y

resiliencia del sistema (de Faccio Carvalho et al., 2021; Lemaire et al., 2023).

Ademas, también se han reportado otros beneficios ecosistémicos asociados (Khangura
et al., 2023; Devasirvatham et al., 2020; de Faccio Carvalho et al., 2021; Lemaire et al.,

2023):

- Aumento de la biodiversidad, incluida la biota del suelo

- Reduccion de las emisiones generadas por la agricultura, derivado de la reduccion en
el uso de fertilizantes quimicos

- Secuestro de C en suelos y mejora de la calidad de los mismos

- Reduccioén de la presion de plagas y malas hierbas, asi como de ectoparasitos animales

- Aumento de la resiliencia y estabilidad del sistema agricola

15



Reduccion del laboreo

La reduccion del laboreo es una practica clave en agricultura regenerativa. Los efectos
del minimo laboreo y no-laboreo han sido ampliamente estudiados gracias al potencial
que presentan como vias para mejorar la salud del suelo, aumentar el rendimiento
agricola, minimizar la erosion y reducir y mitigar el cambio climatico. La perturbacion
del suelo mediante el laboreo intensivo, y principalmente de corte y volteo (vertedera),
causa multiples problemas derivados de la alteracion de la estructura del suelo y la
inversion y exposicion de horizontes subsuperficiales. Esuna de las principales causas de
erosion y perdida de suelo de los terrenos agricolas. Se ha demostrado que las practicas
de minimo laboreo o laboreo de conservacion proveen multiples beneficios sobre la salud
del suelo y el cultivo frente al laboreo intensivo, todos derivados de minimizar la

alteracion de la estructura del suelo (Khangura et al., 2023; Rietra et al., 2022):

- Reduccion de tasas y riesgo de erosion y perdida de suelo

- Aumenta la infiltracién y retencion de agua, minimiza perdidas por escorrentia

- Reduce compactacion del suelo e incrementa profundidad explorada por las raices

- Favorece la proliferacion y crecimiento de microorganismos con estructuras hifales,
asi como de la mesofauna y macrofauna del suelo

- Promueve el secuestro de carbono y aumenta la biodisponibilidad de nutrientes
(mediado por microorganismos)

-  Mejora el rendimiento agricola y reduce emisiones netas de gases de efecto

invernadero

En conjunto con la incorporacioén de restos de cosecha y rotacion de cultivos, el minimo
laboreo se presenta como una de las practicas mas prometedoras para mejorar la salud del
suelo y aumentar el secuestro de carbono en terrenos agricolas de regiones climaticas

templadas semidridas (Khangura et al., 2023).
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1.4. Lombrices como bioindicador de salud del suelo

Se entiende como bioindicador aquel organismo o comunidad capaz de proporcionar
informacion sobre el estado de un ecosistema (en este caso el suelo) en base a su respuesta
frente a cambios en el mismo. Este tipo de indicadores son muy interesantes para evaluar
y monitorizar la salud del suelo, ya que son altamente sensibles y dinamicos: tienen la
capacidad de responder ante ligeros cambios de manejo del suelo o perturbaciones, como
la presencia de contaminantes o alteraciones de estructura y humedad, a escala temporal
humana. Esto es muy relevante, ya que la valoracion de la salud del suelo es una actividad

compleja que depende de multiples procesos cambiantes e interrelacionados.

Las lombrices de tierra son organismos clave en los ecosistemas edaficos, ya que
contribuyen a la formacion del suelo y a la mejora de sus condiciones fisicas, lo que a su
vez mejora el crecimiento vegetal y ayuda a mantener la salud de las comunidades
microbianas del suelo (Edwards et al., 2022). De modo que estan directamente
relacionadas con la salud del suelo y proporcionan multiples beneficios a nivel de
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo. Ademas, las lombrices han sido
propuestas como bioindicadores de la salud y la contaminacion del suelo (Edwards et al.,

2022; Hirano y Tamae, 2011).

Las lombrices de tierra se clasifican en tres grandes categorias ecoldgicas de acuerdo con
la profundidad en la que habitan y su rol en el ecosistema edafico, éstos son: epigeas,
endogeas y anécicas (Bouché¢, 1972; Bottinelli y Capowiez, 2021). Las lombrices epigeas
habitan en la parte mas superficial del suelo (5-10 cm), se alimentan de restos organicos
depositados en la superficie y participan, por tanto, en el proceso de degradacion de
materia organica, algunas especies representativas son FEisenia fetida o Lumbricus
rubellus. Las endogeas viven a mayor profundidad (10-30 cm), se alimentan de particulas

de suelo y son constructoras de tuneles, mejoran la porosidad, infiltracion de agua y
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favorecen la dispersion de nutrientes, Aporrectodea rosea o Octolasion lacteum se
incluyen en este grupo. Por ultimo, las lombrices anécicas, construyen galerias verticales
a gran profundidad (hasta 2m), estas son las lombrices de mayor tamafio y son las
principales responsables de las mejoras en la estructura y aireacion del suelo, como por
ejemplo Octodrilus complanatus o Lumbricus terrestris. Es importante indicar que
muchas especies se encuentran en un punto intermedio entre una y otra categoria. Las
lombrices tienen un papel esencial en la degradacion de la materia orgénica en los suelos,
generacion de mucosa, la modificaciéon de la comunidad microbiana, la formacion de
galerias y la produccion de excrementos. Ademads, pueden modular propiedades del suelo
como la porosidad, la capacidad de retencion de agua, la estabilidad y la formacion de los
agregados (Gomez-Brandon y Dominguez, 2014).

El andlisis de las lombrices del suelo nos permite evaluar la calidad y salud del suelo a
nivel de organismo, suborganismo o poblacion mediante (1) la abundancia, biomasa y
composicion de especies de la fauna de lombrices de tierra en un sitio particular, (2) el
comportamiento de las lombrices de tierra individuales en contacto con un sustrato de
suelo (preferencia/evitacion/actividad), (3) la acumulacion de sustancias quimicas del
suelo en el cuerpo y (4) los biomarcadores de estrés bioquimico/citologico como la
actividad enzimatica o la expresion génica en la lombriz de tierra (Fusaro et al., 2018;
Péres et al., 2011; Paoletti, 1999). Los métodos de muestreo son relativamente sencillos
y estan estandarizados, la evaluacion de variables basicas, como la abundancia y biomasa,
no requiere costes altos ni materiales especificos y puede proporcionar informacion

valiosa orientativa de la salud del suelo.

No obstante, el uso de lombrices como bioindicador de la salud del suelo es una técnica
relativamente novedosa que aun estd en fase de exploracion, y se requiere mayor

conocimiento para extrapolar resultados contundentes a través de su evaluacion. En
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diversos estudios (Péres et al., 201; Paoletti, 1999; Sutri et al., 2024; Cozim-Melges et
al., 2025) se menciona la capacidad de respuesta de las lombrices frente a distintos
factores bioticos y abidticos, los que mostraron impactos mas significativos fueron los
siguientes: textura del suelo, contenido de humedad, pH, metales pesados o
contaminantes quimicos (pesticidas), laboreo, cobertura del suelo y diversificacion de

cultivos.

1.5. Justificacion y objetivos del ensayo

El manejo convencional de cultivos herbaceos de secano en la zona centro de la Peninsula
Ibérica se basa en la preparacion del suelo previo al cultivo con un arado de vertedera
(laboreo intensivo) y en métodos de fertilizacion quimica. Ademas, durante el periodo
entre cultivos, ya sea en rotacion o en monocultivo, lo habitual es dejar el suelo en
barbecho tras otro pase de vertedera. De esta forma, durante varios meses por cada ciclo
de cultivo el suelo queda desnudo y con la estructura totalmente alterada por la accion de
la vertedera. Este tipo de manejo amenaza gravemente la salud del suelo y promueve
procesos de erosion y pérdida de suelo muy intensos, acentuados por la climatologia de
la zona; ademas compromete la fertilidad del suelo y la produccioén de alimentos a corto,
medio y largo plazo. Por ello, es necesario evaluar alternativas mas sostenibles a las
practicas agricolas actuales con el fin de ampliar el conocimiento y determinar qué

alternativas ofrecen mejores soluciones.

En el ensayo planteado en este trabajo se han incluido practicas de agricultura
regenerativa en una rotacion de cultivos herbaceos muy comun en la zona de Segovia
(girasol-trigo-barbecho). Sustituyendo el método tradicional de barbecho por dos
tratamientos que incluyen manejos con laboreo reducido, aporte de restos de cultivo al

suelo, cultivos cubierta con leguminosa y reconexion de ganaderia; se pretende comparar
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los efectos de la inclusion de practicas de agricultura regenerativa frente al manejo

convencional sobre la salud del suelo.

El objetivo principal de este trabajo es evaluar el impacto del uso de alternativas de
manejo regenerativas frente al método convencional de labranza del suelo con arado de
vertedera y periodo de barbecho sobre la salud del suelo mediante una seleccion de
indicadores fisicos, quimicos y bioldgicos; incluyendo las lombrices de tierra como un

bioindicador de salud del suelo.

2. MATERIALES Y METODOS

2. 1. Caracterizacion de la zona de estudio

El ensayo se localiza en el municipio de Duruelo, Segovia, y fue establecido en 2023 en
las parcelas agricolas 61 y 10061, poligono 2, con coordenadas: 41° 14" 35” N 3°39" 77
W. La altitud es de 998 m sobre el nivel del mar, y la pendiente media es del 4% (MAPA,
2025a).

La caracterizacion climatica de la zona se ha tomado de la estacion meteorologica de
Sepulveda, con una localizacién que puede considerarse representativa. La temperatura
media anual, segun la serie climatica de 1991 a 2021, es de 11,4 ° C, y la precipitacion
anual de 656 mm. El mes mas Iluvioso es noviembre (74 mm) y el mas seco es julio (21

mm). La evapotranspiracion potencial (ETP) de la zona se sitia entre 700 — 720 mm afio

(AEMET e ITACyL, 2025).

Segun la clasificacion climatica de Koppen (AEMET e ITACyL, 2025) la zona presenta
un clima mediterraneo de veranos frescos (Csb): presenta inviernos suaves y humedos y
veranos frescos y secos, con un marcado déficit hidrico estival durante el verano. Elindice
de aridez segun la clasificacion UNEP-FAO es de 0,76 puntos, lo que indica un clima

himedo con cierto déficit estacional, manteniéndose un balance hidrico anual positivo.

20



Tabla 1. Valores climatoldgicos de Sepulveda, serie climatica 1991-2021 (Climate Data.org, s. f.).

En Feb Mar Abr May Jun Jul Ag Sept Oct Nov Dic Aifio
Temperaturamedia (°C) 2,8 3,5 6,5 92 13,2 186 21,7 217 17,5 125 6,2 3,6 11,4
Temperatura min. (°C) -04 -05 1,7 4 7,3 11,9 146 148 11,6 7,8 2,8 0,3 6,3
Temperaturaméx. (°C) 6,7 7,9 11,6 143 18,6 244 281 28,1 234 175 10,1 7,7 165

Precipitacion (mm) 65 55 58 75 76 41 21 24 37 70 74 60 656
Humedad (%) 82 76 69 67 62 53 43 43 52 67 79 80 64
Dias lluviosos (dias) 8 7 7 9 9 6 3 4 5 8 9 8 6,9
Horas de sol (horas) 44 52 6,7 7,7 10 12 12,7 11,7 9,8 7 4,7 4,5 8
Temperatura media de las maximas en los meses mas calidos (°C) 269
Temperatura media de las minimas en los meses mas frios (°C) -0,2

Segun la clasificacion agroclimatica de Papadakis, la zona en la que esta ubicada la
parcela cumple con las caracteristicas de invierno, avena fresca (av), verano tipo trigo
menos calido (t), y régimen de humedad mediterraneo seco (Me) (de Ledn Llamazares,
1987). Esta caracterizacion indica inviernos templados y humedos, con pocas heladas
severas; veranos moderadamente calidos, con temperaturas maximas del mes mas calido
entre 21 y 30 °C; y un régimen hidrico que presenta una clara sequia estival durante el

verano, con las precipitaciones concentradas principalmente en invierno. El tipo climatico

de Papadakis en la zona es Mediterraneo templado fresco (MAPA, 2025b).

La parcela de estudio se ubica en la cuenca sedimentaria del Duero-Almazan en un
entorno geomorfologico dominado por terrazas fluviales altas formadas entre el Plioceno
y el Pleistoceno inferior. El sustrato de la unidad geologica estd compuesto
mayoritariamente por gravas, cantos y arenas, con presencia puntual de arcillas y posibles
encostramientos carbonatados. También se identifican, en un ambito mas amplio,

materiales del Cuaternario como conglomerados, arenas, lutitas, margas, calcarenitas y

calizas travertinicas (IGME-CSIC, 2025).

Los suelos de la zona son luvisoles héaplicos (AEMET e ITACyL, 2025), caracterizados
por presencia de un horizonte argilico, con acumulaciéon de arcillas en capas inferiores

pero sin acumulacion de carbonatos u horizonte albico.
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2.2. Diseiio experimental

El ensayo fue establecido en octubre de 2023 en una superficie de 2 ha, sobre una rotaciéon
bianual de dos cultivos: Girasol (Helianthus annuus L., var. LG.54.85) y Trigo (Triticum
aestivum L., var. Chambo). Se han definido cuatro tratamientos, que difieren
principalmente en el manejo realizado durante el periodo tradicional de barbecho entre
los cultivos principales y en la introduccion o no de pastoreo con ganado bovino. Se

caracterizan de forma sintética por:

Suelo Desnudo labrado con arado de vertedera sin fertilizacion (SDO);

- Suelo Desnudo labrado con arado de vertedera con Fertilizacion (SDF);

- Cubierta Vegetal de avena (4vena sativa L.)y veza (Vicia sativa L. subsp. sativa)

incorporada en primavera al suelo como abono verde (CVE);

- Cubierta Vegetal de avena y veza con pastoreo de cubiertas y residuos de cultivo

por Ganado vacuno (Bos taurus L. raza Berrenda en Negro) (CVGQG).

Los tratamientos se replicaron cuatro veces y se distribuyeron en 16 parcelas

experimentales de 14,14 m x 63,63 m, organizadas en 4 bloques.

Este estudio evalua los efectos de los tratamientos en la primavera del segundo afio de la
rotacion (abril 2025), transcurridos 18 meses desde el inicio del ensayo, por lo que se

considera un estudio a corto plazo.

2.3. Manejo agronémico
En los tratamientos de Suelo Desnudo se realizdo un volteo del suelo con vertedera en
noviembre 2023, quedando el terreno en barbecho durante el periodo invernal, en abril de

2024 se realizd un pase de semichisel de cara a preparar el terreno para la siembra de

girasol.

En los tratamientos con Cubierta Vegetal se sembr6 una mezcla de avena y veza en

octubre de 2023 tras un pase de semichisel. En abril de 2024 se introdujo el ganado en las
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parcelas CVG para pastorear la cubierta. Posteriormente, en el mismo mes, se hizo un
pase de grada de discos en todas las parcelas CVGy CVE para terminar e incorporar las

cubiertas y deyecciones al suelo.

En mayo de 2024, se aplic6 una fertilizacidon convencional en las parcelas SDF (6-8-10 a
una dosis de 120 kg/ha). Posteriormente, se realizd un pase de semichisel en todas las

parcelas del ensayo y se sembrd girasol.

El girasol se cosechd en octubre de 2024. En las parcelas CVG se introdujo el ganado a
pastar los restos del cultivo. En SDF se aplicé una fertilizacion de fondo (200 kg/ha de
ENTEC 15-13-13). Posteriormente se hizo otro pase con semichisel en toda la parcela y

se sembro trigo.

Durante el cultivo del trigo se aplicd una fertilizacion de cobertera en SDF (100 kg/ha de
nitrosulf27 eurochem), y en CVE se aplic6 una dosis reducida (75 kg/ha de NAC 27). El

trigo se cosechara en julio de 2025 y se iniciard el siguiente ciclo de la rotacion.

2.4. Métodos de muestreo

El muestreo se realiz6 el 24 de abril de 2025 en el segundo afo de la rotacion, con el trigo
en fase de encafiado. Para el analisis de suelo se tomaron 32 muestras en total, haciendo
uso de un muestreador cilindrico de 5 cm de diametro interno. En cada parcela se tomaron
dos muestras alteradas, compuestas de 3 puntos en zigzag a 2 profundidades: 0 — 10 cm
y 10 — 25 cm. Las muestras se conservaron en nevera de campo hasta su traslado al
laboratorio en el mismo dia, momento en el cual se conservaron a 4°C hasta su

preparacion.

El muestreo de lombrices se realizd in situ, de acuerdo con (Fiorini et al., 2020). Se
tomaron dos submuestras por parcela de un monolito de suelo de 25 x 25 x 25 cm, de

modo que se obtuvieron un total de 16 muestras. Posteriormente, se obtuvieron las
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lombrices, descomponiendo manualmente el nicleo de suelo intacto para facilitar la
extraccion de las lombrices una a una y contando el nimero de individuos presentes en el
suelo. Estas fueron lavadas en agua destilada y se recogieron en tubos Falcon (50mL) con

etanol 70% para su posterior analisis en el laboratorio.

2.5. Procedimientos de laboratorio

Al dia siguiente del muestreo, las muestras de suelos fueron fraccionadas en 3 partes: una
parte fue secada al aire, otra conservada en nevera a 4°C y la tercera conservada en
congelador a -20°C. El contenido en elementos gruesos (> 2mm) de las muestras fue
despreciable. La tierra fina seca al aire se emple6 para la determinacion de las variables
fisico-quimicas de caracter general. Una submuestra de la tierra fina seca al aire fue
molida con molino de bolas de 6xido de circonio para la posterior medida de C y N. Las
medidas de caracter microbioldgico se realizaron en las muestras frescas conservadas a

4°C. A continuacion, se explican brevemente los métodos analiticos empleados.

2.5.1. Humedad del suelo

La humedad de la muestra se determina por diferencia de peso entre una submuestra
fresca (himeda) y el peso de la misma tras secado en estufa durante un periodo de 24-48h
hasta peso constante (Gardner, 1986). La humedad de las muestras se determind en las
muestras frescas al dia siguiente de su extraccion (Humedad de campo) con objeto de

realizar el ajuste del peso seco de la muestra en los calculos de las diferentes variables.

2.5.2. pH

Se midi6 el pH actual de la muestra en una suspension suelo / agua destilada 1:2,5 (p/v)
con un pH-metro modelo micropH 2000 CRISON tras la calibracion con patrones a pH 7
y pH 4. La suspension se realizo pesando 10 g de tierra fina y anadiendo 25 ml de agua

destilada, que se dejo en reposo tras agitacion (Thomas, 1996).
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2.5.3. Conductividad Eléctrica (CE)

Se midi6 la conductividad eléctrica de la muestra normalizada a 25°C en la misma
suspension suelo / agua destilada 1:2,5 (p/v) que se utiliz6 para pH con un conductimetro
modelo microCM 2200 CRISON con corrector automatico de temperatura. En el
momento de realizar la medida se midi6 la temperatura de la suspension para aplicar un

factor de correccion y expresar la CE normalizada a 25°C (Rhoades, 1996).

2.5.4. Carbono Orgénico Total (COT) y Nitrégeno total (N total)

Para la determinacion del contenido total de Carbono y Nitrégeno del suelo se empleo el
método de combustion seca con un analizador elemental modelo EA2400 CHNS
PerkinElmer, basado en el principio del método de Dumas (Bremner, 1996; Nelson y
Sommers, 1996). El procedimiento consiste en la combustion completa de las muestras a
alta temperatura en presencia de exceso de oxigeno, promoviendo la oxidacion total del

Cy N en CO2y Nz. Posteriormente se determina la cantidad generada de estos gases

mediante espectroscopia infrarroja para el CO: y conductividad térmica para el N2.

Ante la ausencia de carbono inorgéanico (prueba con HCI 11%) y el pH éacido, se asumi6

que la medida de C total corresponde al carbono organico total (Soil Survey Staff, 2014).

2.5.5. Determinacion del contenido en nutrientes

Para la determinacion del contenido de nutrientes del suelo se realizd una extraccion
multielemental de macro- y micronutrientes siguiendo el método de Mehlich 3 (Mehlich,
1984). Se utiliza una solucion extractante y quelante acida, que favorece la liberacion de
nutrientes de distinta naturaleza (cationes/aniones) del complejo de cambio, mediante
bajada de pH y reacciones de complejacion. Para la extraccidn se mezclod y agitd una
submuestra de suelo seco al aire con la solucion Mehlich-3 en una relacion 1:10;

posteriormente se filtro6 con un filtro Whatman 42 para obtener los extractos. Este
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procedimiento se repitid para blancos sin muestra de suelo. Los extractos se analizaron
en el Laboratorio de Ionémica del CEBAS-CSIC con un espectrometro de emision
atomica de plasma acoplado inductivamente (ICP-AES) que proporciond la
concentracion de 30 elementos. Tras restar la concentracion de los blancos y ajustar por

peso de suelo seco, se transformaron los valores en a g/kg o mg/kg de suelo.

2.5.6. Nitrogeno Potencialmente Mineralizable (NPM)

Para determinar el NPM se mide la cantidad de amonio (resultado de la mineralizacion
del nitrogeno) producida en condiciones de incubacion anaerdbica a 37°C durante 7 dias
y en un duplicado fresco no incubado (Schindelbeck et al., 2016). Las muestras incubadas
se mezclan con agua destilada para proveer unas condiciones anaerobicas durante la
incubacion; el resto del procedimiento es igual para las incubadas y no incubadas, a
excepcion de la cantidad y concentracion del KClutilizado como extractante. Después de
la incubacién se afiade KC1 2 M o0 2,64M a las muestras de suelo incubadas o no
incubadas, respectivamente, se agitan durante 30 minutos y finalmente se filtra el extracto
y se guarda en congelador hasta el momento de medicion del amonio. En las muestras no
incubadas se realiza la extraccion el mismo dia (T0) en el que se preparan las dobles para

incubar.

El NPM se determina por diferencia entre la cantidad de amonio producido por las
muestras incubadas y no incubadas. El amonio se mididé con un equipo autoanalizador de
flujo modelo AutoAnalyzer AA 100 Seal Analytical en el Laboratorio de Instituto

Nacional de Investigaciones Agrarias (INIA-CSIC).

2.5.7. Respiracion Basal (RB) y Respiracion Inducida por Substrato (SIR)

En ambas medidas se incuba una muestra de suelo fresca en un recipiente hermético junto

con una trampa de hidréxido de sodio (NaOH) que captura el CO: producido durante la
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incubacion. Se afiaden varios blancos sin suelo para determinar la cantidad de CO:
liberado en las muestras. Posteriormente se cuantifica el CO: liberado utilizando la trampa

de NaOH correspondiente a cada muestra (Alef y Nannipieri, 1995).

Para la respiracion basal se incubaron las muestras con la trampa de hidréxido sédico
durante un periodo de 24h a 22°C, pasado este periodo se extrajeron las trampas de CO:
para la valoracion. Las mismas muestras se utilizaron posteriormente para medir la
respiracion inducida por substrato, para ello se afiadié y mezcldé un substrato a base de
glucosa y talco (aditivo) con el suelo, se colocaron en los recipientes nuevas trampas de

hidréxido sodico y se incubaron durante 2 h a 22 °C.

Para cuantificar el CO: liberado en cada muestra se hace una valoracion de las trampas
de hidroxido sodico. El NaOH reacciona con el CO: formando carbonato de sodio
(Na2CO3), tras la incubacion se retira el Na.COs haciéndolo precipitar con cloruro de bario
(BaClL). Posteriormente se cuantifica el NaOH por titulacién con acido clorhidrico (HCI)

y fenoftaleina como indicador.

2.5.8. Carbono de la Biomasa Microbiana (CBM)

El carbono de la biomasa microbiana representa el C contenido en los microorganismos
del suelo, es un indicador muy sensible de la actividad biologica del suelo. Para

cuantificarlo hemos seguido el método de fumigacion-extraccion con cloroformo

(Brookes et al., 1985; Vance et al., 1987).

La exposicion a una atmosfera con cloroformo causa la lisis celular de los
microorganismos, liberandose asi el carbono organico contenido en los mismos a la
solucion del suelo. En este procedimiento se preparan muestras duplicadas para
cuantificar por diferencia el carbono asociado a la biomasa microbiana del suelo frente al

Carbono Organico Soluble (COS) presente en el suelo, en las muestras fumigadas y no
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fumigadas, respectivamente. En ambos casos se realiza la extraccion del C con una

solucion de sulfato de potasio (K2SO4) para su posterior valoracion.

En las muestras no fumigadas se realiza la extraccion en el mismo momento en el que se
introducen las fumigadas en la incubadora (T0), y se conserva el extracto en nevera hasta
su valoracion. Las muestras fumigadas se introducen en incubadora durante un periodo
de 48 h a 22 °C en una atmdsfera con cloroformo, pasado este tiempo se les afiade la

solucion extractante y se filtran para su posterior valoracion.

Para la valoracion del C se realizé un proceso previo de digestion del carbono orgéanico a
135 °C durante 40 minutos en presencia de dicromato (Cr.0+*"), durante el cual el carbono
se oxida a CO: reduciendo parte del dicromato a Cr** (Yakovchenko y Sikora, 1998).
Posteriormente, se realiza una valoracion redox por retroceso del exceso de dicromato
con sal de Mohr (Fe(NHa4)2(SOa4)2-6H20), utilizando ortofenantrolina como indicador
(Nelson y Sommers, 1996). El volumen de dicromato consumido en la reaccion de
oxidacion se relaciona directamente con la cantidad de carbono oxidado, permitiendo
calcular el C en cada muestra. La diferencia de C entre muestras fumigadas y no-

fumigadas es el carbono de la biomasa microbiana.

2.5.9. Actividades Enzimaticas

En nuestro andlisis se han determinado los niveles de actividad de cuatro enzimas
relevantes en los ciclos del carbono, fosforo, nitrogeno y azufre: B-glucosidasa (GLU),
fosfatasa 4cida (PHO), N-acetil-glucosaminidasa (NAG)y ureasa (URE), de acuerdo con

la norma UNE-EN ISO 20130:2020 (UNE, 2020).

Para ello, se incubaron las muestras en presencia de substratos especificos a 37 °C y
durante el tiempo indicado para cada enzima. En el caso de GLU, PHO y NAG, los

substratos estaban unidos al indicador molecular p-nitrofenol (PNP), al consumirse el
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substrato se libera el PNPy es detectable por espectrofotometria colorimétrica. En el caso
de URE, la determinacion se basa en la cuantificacion de la proporcion amoniaco/amonio
generado durante la incubacién mediante la reaccion de Berthelot (Cantarella, 2007), que

genera un compuesto azul medible por espectrofotometria.

Para la determinaciéon de la cantidad de producto generado se utilizd6 un lector de
microplacas de absorbancia modelo BMG LABTECH SPECTROstar Nano. Los
resultados se expresaron como cantidad de producto liberado por gramo de suelo seco y

por hora, tras la interpolacion con curvas estandar de PNP o NH4".

2.5.10. Analisis de lombrices

La evaluacion de las lombrices se realizd6 mediante el recuento del nimero de lombrices
por muestra, la determinacion del peso (g) y medida (mm) individuales. Estas medidas
fueron utilizadas para determinar la abundancia (N° lombrices/m?) y la biomasa (g/m?).

Para lo cual se contaron, pesaron y midieron con una balanza calibrada y un vernier.

2.6. Métodos estadisticos

Se empleo el programa Statgraphics Centurion 19 para realizar el andlisis estadistico de
29 propiedades del suelo, con 32 observaciones cada una. Con ayuda de un Modelo Lineal
General (MLG), se aplico un andlisis de varianza en donde los factores de estudio
individuales (Tratamiento y Profundidad) y su interaccion se consideraron factores fijos
y el bloque factor aleatorio. El factor Tratamiento contd con 4 niveles (CVE, CVG, SDF
y SDO), el factor Profundidad de estudio con 2 (0-10 cmy 10-25 cm) y el factor Bloque
con 4. Previamente se analizaron los outliers (residuo estudentizado >3) y se comprob6
la aplicabilidad del analisis de varianza mediante el estudio de las graficas de probabilidad
normal de los residuos estudentizados. En caso necesario, se aplicé una transformacién

box cox a las variables. Asi, las variables que fueron transformadas por este

29



procedimiento fueron N total (-0,125) y nitrogeno potencialmente mineralizable (-
0,146875). En la seccion de resultados, las tablas muestran las medias y desviacion tipica
de las variables originales no transformadas, mientras que los resultados del ANOVAYy la

prueba post-hoc corresponden a la variable transformada.

Cuando el ANOVA indic6 diferencias estadisticamente significativas entre las medias (p-
valor < 0,05), se aplico la prueba HSD (Honestly Significant Difference) de Tukey para
realizar comparaciones e identificar entre qué medias las diferencias eran
estadisticamente significativas para un nivel de significacion del 95% (y eventualmente

para el 90%).

En caso de una interaccion Tratamiento x Profundidad significativa para un nivel de
significacion del 95% (y eventualmente para el 90%), se obtuvo la Grafica de Interaccion
con sus medias e intervalos HDS Tukey y se cre6 un MLG con los factores Tratamiento

y Bloque para cada profundidad por separado, procediendo como en el caso anterior.

Para el andlisis estadistico de los datos de lombrices se recurri6 a un procedimiento
diferente, debido a que se disponia de un numero menor de réplicas y por tanto de
muestras totales. Primero se verificd la normalidad con la prueba de Shapiro Wilk, debido
a que n<50, en el caso de cumplirse normalidad se evaltio la homocedasticidad o varianza
con el test de Levene, . En el caso del pardmetro Abundancia se cumplian ambos
supuestos (normalidad y homocedasticidad), por lo que se realizd el analisis estadistico
con un ANOVA multivariable que contenia los factores Tratamiento (4) y Bloque (3). En
el caso del parametro Biomasa, los datos no cumplieron el supuesto de normalidad, por

lo que se aplico la prueba no-paramétrico de Kruskal Wallis.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se presentan y discuten los resultados obtenidos en funcion de los factores
Tratamiento (F1) y Profundidad (F2), asi como la interaccion entre los mismos (F1xF2).
En las tablas se muestran los valores medios y la desviacion tipica de cada variable, asi

como el P-valor de los efectos obtenidos en el ANOVA.

Se evaluan una serie de propiedades del suelo, organizadas en fisicoquimicas: Humedad
de campo, pH, Conductividad Eléctrica (CE), Carbono Organico Total (COT)y Nitrégeno
total (N total); contenido de nutrientes del suelo: Nitrogeno mineral (N min), Fosforo (P),
Potasio (K), azufre (S), Calcio (Ca), Magnesio (Mg), Hierro (Fe) y Cobre (Cu);
propiedades biologicas: Respiracion Basal (RB), Respiracion Inducida por Substrato
(SIR), Nitrégeno Potencialmente Mineralizable (NPM), Carbono de la Biomasa
Microbiana (CBM) y actividades enzimaticas: [B-glucosidasa (GLU), fosfatasa acida
(PHO), N-acetil-glucosaminidasa (NAG), ureasa (URE). También se hace una evaluacion

de las lombrices en base a los parametros de Abundancia y Biomasa.

3.1. Propiedades fisicoquimicas del suelo

Gran parte de las propiedades mostraron interaccion tratamiento x profundidad con
diferencias por tratamiento en la capa mas superficial, mientras que no hubo respuesta en
la capa mas profunda. Los resultados mostraron efectos significativos por tratamiento en
pH. En humedad de campo, carbono orgénico total y nitrégeno total, se encontraron
mayores valores en los tratamientos con cubiertas vegetales en la capa mas superficial del
suelo. La conductividad eléctrica no mostré diferencias significativas, se mantuvo baja
en todos los casos. También se realizd un analisis del contenido en nitrato (2,19 + 0,16
mg/kg), amonio (4,47 + 0,16 mg/kg), carbono organico disuelto (34,6 + 1,96 mg/kg) y
relacion carbono/nitrogeno (9,96 +0,11 C/N), que no mostraron diferencias significativas

entre manejos o profundidades de estudio (datos no mostrados).
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Tabla 2. Resultados del ANOVA para las propiedades fisicoquimicas del suelo: pH, conductividad eléctrica
(CE), carbono organico total (COT) y nitrogeno total (N total) segtn los factores tratamiento y profundidad.

. Humedad de
Factor Nivel H E T (© 1(°
campo (%) P CE (dS/m) COT (%) N total (%)

CVE 1939+ 1,74a 605+02la 0,042+£0,008a 0,78+0,12ab 0,079 = 0,009 a
Tratamiento CVG 2037+167a 632+023b 0041+0,006a 084+0,17b  0,082+0012a
(F1) SDF 1924+ 134a 6,05+0,25a 0,046+ 0,009 a 0,76+ 0,08a 0,079 + 0,006 a
SDO  1937+1,03a 646+026b 0,037+0011a 0,77+0,11ab 0,075 +0,007 a
Profundidad 0-10 2034£126b  626+028a 0,043+0,009a  0,84=0,12b 0,083 0,009 b
em (F2) 1925 1884+130a 6,18+030a 0,040+0,008a  0,74+0,09a 0,075+ 0,006 a

F1 0.134 0.000 0215 0.044 0.170

P-valor F2 0.000 0.170 0.206 0.000 0.000

F1 x F2 0.011 0.490 0.481 0.000 0.001

Media =+ desviaciontipica. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segtin la prueba HSD Tukey para P <
0.05 P-valor ennegritaindica unnivel designificacion>95%. CVE: cubierta vegetal enterrada, CVG: cubierta vegetal pastada, SDF:
suelo desnudo fertilizado, SDO: suelo desnudo sin fertilizacion; F1x F2: interaccion tratamiento x profundidad.
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Figura 1. Interaccion (A, B, C) de los distintos tratamientos con la profundidad del suelo e intervalos de
medias en la profundidad 0-10 (D, E, F) de las variables fisicoquimicas del suelo que mostraron un nivel
de interaccion significativo.

CVE: cubierta vegetal enterrada, CVG: cubierta vegetal pastada, SDF: suelo desnudo fertilizado, SDO: suelo desnudo sin
fertilizacion; N total: nitrégeno total; COT: carbono orgénico total
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Los resultados mostraron diferencias significativas entre tratamientos en el pH, que
presenta valores en torno a 6 - 6,5 (Tabla 2). Se distinguen dos grupos homogéneos claros:
SDO y CVG presentaron valores un 6% mas altos que SDF y CVE. Esta diferencia se
podria atribuir a una bajada de pH provocada por la aplicacion de fertilizantes en SDF;y
por la produccion de acidos organicos durante la descomposicion de la biomasa vegetal
enterrada proveniente de las cubiertas en CVE. Por otro lado, el pH mas alto en CVG
respecto a CVE podria explicarse considerando el efecto de las deyecciones del ganado
bovino incorporadas al suelo, que tienen un pH de entre 7-8 en funcion de la alimentacion

y otros factores (Betran, Orts y Quilez, 2000; Mangado Urdéaniz y Garraza Pérez, 2013).

Los tratamientos solo afectaron la humedad de campo, N total y COT en la capa de menor
profundidad 0-10 cm, en la profundidad 10-25 cm no se encontraron diferencias por
tratamiento (Tabla 2; Figura 1). Los tres parametros mostraron mayores valores en la
profundidad 0-10 cm y tratamientos con cubiertas. Se observaron maximos en CVG, que
presentd diferencias estadisticamente significativas respecto a SDO en humedad y

carbono organico total.

El mantenimiento de raices vivas en el suelo durante todo el afio y el aporte de materia
organica deberian mejorar la infiltracion y retencion de agua, minimizando pérdidas por
escorrentia o evaporacion directa del suelo (Khangura et al., 2023). Los efectos fueron
acordes a lo esperado, los mayores valores de humedad se dieron en los tratamientos con
cubiertas, perteneciendo los méaximos a CVG; mientras que los tratamientos de suelo

desnudo presentaron valores mas bajos.

En cuanto al nitrogeno total y carbono orgénico total, resulta consecuente que un mayor
aporte de materia organica al suelo incremente ambos valores (Khangura et al., 2023), en
los resultados se puede ver como CVG es el tratamiento que presenta valores mayores

que el resto en ambos parametros, seguido de CVE (Tabla 2, Figura 1). El aporte de
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materia organica en los tratamientos con cubiertas vegetales debe ser el factor que

determina este patron y la correlacion entre ambos pardmetros.

En el caso del N total (Figura 1B), al haber aporte de fertilizantes en SDF los valores son
similares a CVE,y un 4,5% menores que en CVG; esta tendencia podria indicar que el
aporte de material vegetal fresco provee N a una velocidad menor que en el caso del
pastoreo, donde la velocidad de descomposicion de la materia orgénica se puede ver
acelerada mediante el proceso de rumiacion y digestion efectuado por el ganado (Lemaire
et al., 2023); no obstante, la biomasa vegetal al ser enterrada podria proveer una cantidad

de N al suelo significativa y mads o menos equivalente al uso de fertilizantes quimicos.

En el COT se observd un patron similar (Figura 1C), pero CVE en este caso presento
valores un 2,5% mayores que SDF. Se puede apreciar como el uso de cubiertas vegetales
frente a barbecho en el periodo entre cultivos aumenta el contenido en carbono organico
del suelo mediante el aporte de materia organica (Khangura et al., 2023; Sullivan, 2003),

los mayores efectos se observaron de nuevo en el tratamiento con ganado.

3.2. Concentracion de nutrientes del suelo

Excepto en el caso del nitrogeno mineral (N min), en el resto de macro y micronutrientes
presentados en la Tabla 3 se encontraron diferencias estadisticamente significativas por
tratamiento, sin embargo, la interaccion tratamiento x profundidad no fue significativa en
ningun caso. Solo se encontraron diferencias por profundidad en el potasio (K), con

mayores valores en la capa mas superficial del suelo (0-10 cm).

También se analizo la concentracion de zinc (0,95 + 0,06 mg/kg) y plomo (3,14 + 0,07
mg/kg), no mostraron diferencias estadisticamente significativas para ningun factor

(datos no mostrados).
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Tabla 3. Resultados del ANOVA para la concentracion de nutrientes del suelo: nitrogeno (N min), fosforo
(P), potasio (K), azufre (S), calcio (Ca), magnesio (Mg), hierro (Fe) y cobre (Cu) segun los factores
tratamiento y profundidad.

Factor Nivel N min (mg/kg) P (mg/kg) K (mg/kg) S (mg/kg)
CVE 7,00+£191a 23,82 +8,97 ab 9720+21,04a 16,84 £290a
. CVG 739+142a 22,08+12,28 a 117,0 £32,21 ab 19,49 £1,39 ab
Tratamiento
(¥1) SDF 6,36 :1,06a 29,55+7,63b 113,0 £24,22 ab 20,40+£3,55b
SDO 5,72+0,79 a 28,38+11,93b 138,1 £30,65b 17,19 +£2,85a
. 0-10 6,83 +1,38a 2589+10,13a 130,7+27,67b 18,39+320a
Profundidad
cm (F2)
10-25 6,48 +1,54 a 26,03 +10,92 a 101,9+2541 a 18,50 +3,09a
F1 0.135 0.006 0.008 0.008
P-valor F2 0.590 0.927 0.000 0.816
F1 x F2 0.325 0.820 0.447 0.893
Factor Nivel Ca (mg/kg) Mg (mg/kg) Fe (mg/kg) Cu (mg/kg)
CVE 1556,8 £419,5a 226,061,611 a 162,0+19,82 a 1,29 +0,13 ab
. CVG 1840,5+311,8b 273,9+44,77b 157,6 13,40 a 1,25+0,07 a
Tratamiento
(F1) SDF 1785,7 £546,1 ab 254,8 +83,64 ab 192,1 £22,62b 1,47+0,19b
SDO 1796,6 £473,5b  263,1£6847ab 179,3+15,67 ab 1,44+£0,12b
. 0-10 1753,2+4593 a 260,2 £68,64 a 172,7+22,68 a 1,41+0,19a
Profundidad
cm (F2)
10-25 1736,6 £431,5a 248,6 £63,64 a 172,8 £22,64 a 1,32+0,12a
F1 0.015 0.031 0.011 0.005
P-valor F2 0.787 0.299 0.982 0.105
F1 x F2 0.876 0.925 0.938 0.952

Media =+ desviacion tipica. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segtin la prueba HSD Tukey para P
< 0.05 P-valoren negrita indica unnivel de significacion > 95%. CVE: cubierta vegetal enterrada, CVG: cubierta vegetal pastada,
SDF: suelo desnudo fertilizado, SDO: suelo desnudo sin fertilizacion; F1x F2: interaccion tratamiento x profundidad.

En general, los valores de nutrientes fueron mayores en los tratamientos de suelo desnudo,
y en algunos casos (K, S, Ca, Mg) también en cubierta vegetal pastada. En cambio, CVE
tendi6 a mostrar los contenidos de nutrientes mas bajos. Esta tendencia coincide con lo
esperable y se podria asociar a la inmovilizacion de nutrientes por las cubiertas vegetales,
haciendo que baje la disponibilidad de nutrientes en forma mineral a corto plazo. En el
caso de incorporar la biomasa producida por la cubierta como abono verde, los nutrientes

podrian devolverse al suelo, pero su disponibilidad en forma mineral seria a medio-largo
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plazo, ya que éstos se irian liberando durante el proceso de descomposicion de la materia
organica (Sullivan, 2003). Para ciertos nutrientes (K, S, Ca, Mg) el pastoreo parece haber
tenido una influencia significativa, aumentando su contenido en el suelo frente al
tratamiento CVE. Esto podria explicarse a través de la forma quimica y concentracion en
la que se presentan los nutrientes en las deyecciones del ganado bovino frente a la biomasa
vegetal fresca. El estiércol de ganado bovino podria ser una fuente de materia orgédnica
mas 1abil y con un mayor contenido de nutrientes en forma mineral que la biomasa vegetal

fresca proveniente de las cubiertas vegetales (Lemaire et al., 2023).

Por otro lado, seria esperable que el contenido en nutrientes fuera mas alto en el
tratamiento fertilizado, ya que se han aplicado abonos durante el ciclo de cultivo; la
similitud de valores con SDO y CVG puede indicar que ciertos nutrientes ya habian sido
consumidos por el cultivo en el momento del muestreo, que se realizd en la fase de
encafiado del trigo. Esta hipotesis podria explicar también la falta de diferencias
significativas entre tratamientos en N mineral, ya que el trigo consume practicamente
todo el N que requiere en estadios previos hasta la fase de encafiado (Lopez Bellido,
1991). La falta de diferencias significativas en N mineral podria indicar que las
diferencias observadas entre tratamientos con cubiertas y tratamientos con suelo desnudo
para N total estén en funcion del N orgadnico aportado en forma de biomasa y deyecciones

que aun no ha sido mineralizado.

3.3. Parametros biologicos del suelo

En la respiracion basal (RB) y nitrogeno potencialmente mineralizable (NPM) se dio
interaccion estadisticamente significativa entre los factores, mostrando un patrén muy
interesante relacionado con N total y COT (Figura 2; Figura 1). La respiracion inducida
por substrato (SIR) y el carbono de la biomasa microbiana (CBM) no mostraron
diferencias significativas por tratamiento, en SIR se encontraron diferencias por

profundidad. 36



Tabla 4. Resultados del ANOVA de parametros bioldgicos del suelo: respiracion basal (RB), respiracion
inducida por substrato (SIR), nitrégeno potencialmente mineralizable (NPM) y carbono de la biomasa

microbiana (CBM) segun tratamiento y profundidad

Factor Nivel RB SIR NPM CBM
(mg C-CO./g-dia) (mg C-CO:/g-dia)  (mg/kg'semana) (mg/kg)
CVE 0,0072 + 0,0039 a 0,12+ 0,05a 9,05+ 4,73 ab 103,9+ 24,19 a
. CvVG 0,0087 + 0,0072 a 0,13+£0,07a 12,02+ 7,60 b 1244 + 44,67 a
Tratamiento
(K1) SDF 0,0082 + 0,0054 a 0,11+0,03a 632+124a 119,0+ 34,73 a
SDO 0,0076 + 0,0050 a 0,12+0,04a 6,52+ 1,00a 129,3 + 58,63 a
Profundidad 0-10 0,0095 + 0,0052 b 0,15+0,03b 11,56+ 5,76 b 121,6 £ 38,85 a
em (F2) 10-25 0,0064 + 0,0049 a 0,08+0,03a 571+ 1,06a 116,3 £ 43,66 a
F1 0.688 0.772 0.000 0.647
P-valor F2 0.040 0.000 0.000 0.690
F1 x F2 0.018 0.129 0.000 0.183

Media+ desviacion tipica. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segtin la prueba HSD Tukey para
P <0.05 P-valorennegrita indicaunnivel de significacion>95%. CVE: cubierta vegetal enterrada, CVG: cubierta vegetal pastada,
SDF: suelo desnudo fertilizado, SDO: suelo desnudo sin fertilizacion; F1x F2: interaccion tratamiento x profundidad.
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Los parametros de respiracion basal y nitrogeno potencialmente mineralizable mostraron

un nivel de interaccion significativo entre tratamiento y profundidad, con diferencias

estadisticamente significativas en la profundidad 0-10 cm entre los distintos tratamientos.
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En ambos casos se define un patrén en el que CVG muestra maximos (Figura 2), similar
al mostrado por el N total y COT (Figura 1), que también muestran méaximo en CVG

seguido por CVE.

En la respiracion basal se mide el C-CO- emitido por los microorganismos del suelo,
proveniente del COT tras haber sido metabolizado por los microorganismos. Si se
comparan las graficas de RB y COT (Figura 2A; Figura 1C), se puede ver un patron
similar con valores méaximos en el tratamiento CVG@G, y valores similares entre si en el
resto de tratamientos, distinguiéndose en el carbono organico valores ligeramente mas
altos de CVE frente a los tratamientos de suelo desnudo. El carbono orgénico del suelo
es el substrato del que disponen los microorganismos que habitan en él para realizar sus
funciones metabolicas, por lo que es coherente que ambas propiedades muestren

tendencias similares (Eberwein et al., 2015).

De forma similar, el NPM expresa la fraccion de N total que estd potencialmente
disponible para los microorganismos del suelo. Si se observan las graficas de NPM y N
total (Figura 2B; Figura 1B) se puede ver también un patréon similar entre ellas, con
valores mas altos en CVG y CVE que en SDF y SDO; en este caso, las diferencias son
altamente significativas entre los tratamientos con cubiertas y suelo desnudo. Resulta
coherente que una mayor presencia de N total en el suelo pueda proporcionar mayores
valores de NPM; ademas cabe destacar que no se habian encontrado diferencias en N min,
lo que podria resaltar la importancia de la presencia de N orgénico en el suelo para los

microorganismos (Eberwein et al., 2015).

Ademas, RB y NPM también se relacionan entre si, ya que el C y N funcionan como
substratos para la actividad microbiana del suelo, por lo que la cantidad de NPM y COT
presentes en el suelo determinan RB (Eberwein et al., 2015; Yan et al., 2021). Todas estas
interrelaciones se pueden apreciar muy bien en la similitud de las graficas (Figura 1;

Figura 2). 18



Aparentemente, la sustitucion de barbecho por cubiertas vegetales durante el periodo
entre cultivos favorece la disponibilidad de fuentes de C y de N para los microorganismos,
estimulando la actividad biologica del suelo. Los valores mayores en CVG frente a CVE
pueden tener una posible explicacion: en CVE se ha introducido un solo ciclo de cubierta
que fue enterrada en abril de 2024, por lo que es muy probable que la biomasa vegetal
proveniente de las cubiertas como abono verde hubiera sido ya parcialmente mineralizada
y/o descompuesta en el momento del muestreo (abril 2025). En cambio, en CVG el
ganado ha pastoreado la parcela en tres ocasiones, aprovechando no solo la cubierta sino
los residuos del cultivo principal. El pastoreo por triplicado puede estar aumentando
mucho el efecto de este tratamiento sobre el suelo, como se ve en la mayoria de variables
en las que se encuentran diferencias o interaccion significativas, con CVG en maximos o
minimos.

La respiracion inducida por substrato (SIR) mostrd diferencias altamente significativas
por profundidad, con mayores valores en la capa mas superficial del suelo (0-10 cm). Este
resultado concuerda con lo esperado, ya que es habitual que en la superficie del suelo se
concentre una mayor actividad bioldgica debido a una mayor abundancia de fuentes de C
y O: disponible para los microorganismos. Sorprende no encontrar diferencias
estadisticamente significativas por tratamientos como en el caso de la respiracion basal,
ya que se utilizaron las mismas muestras, aun asi la tendencia mostrada por SIR coincide
con el patréon de RB.

El carbono de la biomasa microbiana (CBM) no mostr6 diferencias significativas para
ningun factor, ni tampoco interaccion entre los mismos, aunque CVG mostr6 el valor
maximo. La falta de diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos en SIR

y CBM probablemente se deba al breve lapso de tiempo que lleva establecido el ensayo.
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Tabla 5. Resultados del ANOVA de las actividades enzimaticas:

B-glucosidasa (GLU),

fosfatasa 4cida (PHO), N-acetil-glucosaminidasa (NAG) y ureasa (URE) segtin los factores
tratamiento y profundidad.

GLU

PHO

NAG

URE

Factor Nivel
(ng PNP/g h) (ng PNP/g h) (ng PNP/g-h) (ng PNP/g-h)
CVE  9456+3635a 1733+3429a 3423+802a 33,56+1048a
Tratamiento CVG ~ 9525%3560a  180,6+2885a 3475+374a  3509+1158a
F1) SDF  7296+1690a 162,0+4421a 2840+7,63a 2744+11,13a
SDO  72,14+2067a 1605+62,86a 2607+11,49a 3442+1028a
profundidad  0-10  10270£2895b  1572432,17a 29.61+1044a 3543410982
cm (F2)
10-25  6476+14,18a 181,0£50,02a 32,11+6,52a 29.82=10,17a
F1 0.018 0.700 0.067 0317
P-valor F2 0.000 0.099* 0344 0.089
F1 x F2 0.014 0.253 0217 0.056

Media+ desviacion tipica. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segtin la prueba HSD Tukey para
P <0.05 P-valorennegrita indicaunnivel de significacion>95%. CVE: cubiertavegetal enterrada, CVG: cubierta vegetal pastada,
SDF: suelo desnudo fertilizado, SDO: suelo desnudo sin fertilizacion; F1x F2: interaccion tratamiento x profundidad.
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Figura 3. Interaccion (A)
delos distintos tratamientos
con la profundidad del
suelo e intervalos de medias
en la profundidad 0-10 (B)
de la actividad enzimatica
B-glucosidasa, que mostrd
un nivel de interaccion
significativo.

CVE: cubierta vegetal enterrada,
CVG: cubierta vegetal pastada,
SDF: suelo desnudo fertilizado,

SDO: suelo desnudo sin
fertilizacion; GLU: B-glucosidasa.

En las actividades enzimaticas, (Tabla 5) la que mostrd6 mayor sensibilidad a fue la

actividad de la B-glucosidasa con una interaccion significativa entre los factores

tratamiento y profundidad. Las diferencias por tratamiento solo se observaron en la capa

superficial del suelo (0-10 cm), de forma que los tratamientos con cubierta incrementaron

algo mas de 30% la actividad de la B-glucosidasa en relacion con los de suelo desnudo

(Figura 3). Esta enzima cataliza la degradacion de celulosa a glucosa y es un bioindicador
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de la actividad microbiologica del suelo relacionada con el ciclo del C y la
descomposicion de los restos vegetales. Altos niveles indican tasas altas de
descomposicion, actividad microbiana y disponibilidad de substrato (celulosa) (Margenot
y Wade, 2023). Por lo tanto, los resultados muestran un patrén acorde con lo esperado, ya
que como se ha mencionado previamente, en los tratamientos con cubiertas vegetales hay
una entrada extra de residuos vegetales con respecto a los de suelo desnudo, que resulta

ademads en un incremento significativo del contenido en COT (Figura 1C).

En el resto de actividades enzimaticas solo se observaron tendencias con un nivel de
significacion del 90%. N-acetil-glucosaminidasa (NAG) mostro diferencias significativas
al 90% entre los distintos tratamientos, la tendencia fue la misma que en B-glucosidasa,
con valores mas altos en los tratamientos con cubiertas que en los de suelo desnudo; esta
actividad esta asociada al ciclo del nitrégeno, principalmente al reciclaje de N orgéanico y
efectos de micorrizacion y colonizacién fingica, valores mas altos en los tratamientos
con cubiertas podrian indicar una mayor actividad fingica en los mismos (Garcia-
Gonzalez et al., 2016). Este resultado coincide con Garcia-Gonzalez et al.(2016), que
refieren una mayor actividad de esta enzima cuando se sustituye el barbecho desnudo por

una cubierta en el cultivo del girasol en un sistema en regadio del centro peninsular.

Laureasa (URE), cuya actividad esté relacionada con la mineralizacion del N inorganico,
mostr6 interaccion significativa al 90%, los resultados mostraron mayores valores en
CGV seguidos de CVEy SDO, con los menores valores en SDF. La menor actividad en
SDF podria asociarse con una reduccion de la eficiencia de esta enzima al tener una

disponibilidad alta de N inorgénico de forma continuada gracias a la fertilizacion quimica.
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3.4. Analisis de lombrices

En el estudio de las poblaciones de lombrices se han evaluado dos parametros clave como
son la abundancia y la biomasa. Los resultados no mostraron diferencias estadisticamente
significativas, en ninguno de los pardmetros. Las bajas temperaturas y abundante lluvia
previas al muestreo, junto con el tiempo relativamente corto de aplicacion de los

tratamientos podrian explicar esta falta de diferencias.

Tabla 6. Resultados de abundancia y biomasa de lombrices segun el factor tratamiento.

Factor Nivel Abundancia (N°/m?) Biomasa (g/m?)
CVE 66,67 £39,73 a 23,49 £24,50 a
Tratamiento CVG 56,00 +48,27 a 25,47 £28,78 a
(FI) SDF 6933 55,12 a 60,69 + 51,95 a
SDO 42,67 £21,86 a 21,28 £28,89 a

P valor F1 0.703 0.481

Media + desviacion tipica. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segtn la prueba HSD
Tukey para P < 0.05 P-valor en negrita indica un nivel de significacion > 95%. CVE: cubierta vegetal enterrada,
CVG: cubierta vegetal pastada, SDF: suelo desnudo fertilizado, SDO: suelo desnudo sin fertilizacion.

Tanto en abundancia como en biomasa, los valores maximos se encuentran en el
tratamiento SDF, aunque en el caso de la abundancia también se encuentran valores
similares en CVE, mientras que los minimos se encuentran en ambos parametros para
SDO. Esta respuesta se puede atribuir a una fuente de alimento mas 1abil en el caso de
SDF gracias a la fertilizacion. En CVG seria esperable encontrar una repuesta similar ante
el contenido de nutrientes y labilidad de la materia organica proveniente de las
deyecciones, los resultados obtenidos se podrian atribuir a un efecto negativo sobre las

lombrices derivado del pisoteo del ganado o mayores contenidos de humedad del suelo.
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En todos los parametros donde se observd una interaccion significativa entre los factores
tratamiento y profundidad se puede apreciar el efecto de estratificacion, esto es,
diferenciacion de propiedades en funcion de la profundidad, en los tratamientos con
cubiertas frente a los tratamientos de suelo desnudo, en los cuales se homogeniza el suelo
mediante el uso de una vertedera. Las diferencias por tratamiento en todos estos casos se
dieron en la capa mas superficial del suelo (0-10 cm), que es normalmente la capa que

responde antes al manejo.

Los mayores valores de CVG frente a CVE en parametros de salud del suelo se pueden
asociar al hecho de que en CVG, el ganado ha pastoreado la parcela en 3 ocasiones: antes
del establecimiento del ensayo aprovechando los restos del cultivo previo de cebada,
después de las cubiertas y después de la cosecha de girasol aprovechando los restos del
cultivo, por lo que el efecto puede haberse visto incrementado respecto al tratamiento de

abono verde.
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4. CONCLUSIONES

La agricultura regenerativa se vislumbra como una posible solucion para enfrentar las
problematicas sobre la salud del suelo derivadas de practicas agricolas intensivas, como
el laboreo con volteo del suelo y barbecho a suelo desnudo. En el estudio se vieron efectos
significativos a corto plazo, derivados del uso de ganaderia integrada en rotacion con los
cultivos principales y el uso de cubiertas vegetales como abono verde, en sustitucion al

barbecho de suelo desnudo.

Las respuestas mostraron un efecto relevante, siendo el tratamiento de cubierta vegetal
con ganado integrado (CVG) el que presentd mayores diferencias respecto a los
tratamientos de suelo desnudo; mientras que el tratamiento con cubierta vegetal enterrada
(CVE) mostré en general una respuesta intermedia entre la cubierta pastada y los
tratamientos de suelo desnudo. Los principales parametros afectados mostrando un
impacto positivo fueron aquellos asociados a la entrada extra en el sistema de compuestos
organicos, tanto de naturaleza vegetal como animal, con incrementos en el carbono
organico total, nitrégeno total, respiracion basal y nitrégeno potencialmente
mineralizable, asi como una mayor capacidad de retencion de agua en el suelo. Nuestros
resultados confirman la relevancia del aumento en el contenido de materia organica y
carbono orgénico del suelo sobre la mejora de la salud del mismo, en linea con otros

estudios de agricultura regenerativa.

Estos resultados reflejan una mejora general en los procesos ecoldgicos y la salud del
suelo, con un mayor impacto en el caso de la integracion de agricultura y ganaderia. No
obstante, es necesario confirmar que estos patrones observados a los 18 meses se
mantienen en el tiempo, ya que es posible que varien a largo plazo, dada la escala temporal

en la que se desarrollan los efectos de regeneracion y evolucion del suelo.
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Pese a no haberse encontrado diferencias significativas en el analisis de biomasa y
abundancia de lombrices, se perciben tendencias que enfatizan el interés del uso de este
bioindicador como pardmetro complementario en el estudio de la salud del suelo, dada la
relevancia de las lombrices sobre la funcionalidad ecoldgica del suelo. Los resultados
obtenidos indican que, de cara a profundizar en el andlisis, en un futuro seria necesario
obtener un mayor nimero de muestras y evaluar otros parametros descriptores como el
ratio juvenil/adulto y la clasificacion en grupos ecologicos, con el fin de poder
correlacionar mas estrechamente este bioindicador con el resto de pardmetros fisicos,

quimicos y bioldgicos.

En este estudio se aporta evidencia inicial sobre el potencial beneficioso de la aplicacion
de practicas regenerativas en el contexto especifico de sistemas agricolas extensivos de
secano y clima semidrido. No obstante, serd necesario continuar con esta linea de

investigacion y obtener resultados en el largo plazo para determinar el impacto real sobre

la salud del suelo y la permanencia de estos efectos en el tiempo.
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