Restauracion de suelos dridos basada en la combinacion de inoculacion de cianobacterias de biocostras...

Lisa Maggioli

RESUMEN

La degradacion del suelo, que abarca fendbmenos como la erosion, la pérdida de materia
organica, el desequilibrio de nutrientes y la contaminacion, constituye un desafio global significativo.
Este problema se ve agravado por el cambio climatico y las practicas agricolas insostenibles, siendo
especialmente pronunciado en las zonas 4ridas, que representan mas del 40% de la superficie
terrestre. Se estima que entre el 10% y el 20% de las zonas aridas se encuentran degradadas, lo que
hace necesario la aplicacion de estrategias de restauracion que permitan restablecer las funciones del
suelo, impulsando mecanismos para el secuestro de carbono, el aumento de la estabilidad superficial
que reduzca la susceptibilidad del suelo a la erosion hidrica y edlica, o la mejora de la retencion de
agua, todos ellos aspectos esenciales para sustentar el crecimiento y productividad de la vegetacion
y preservar la salud de los ecosistemas. Sin embargo, la mejora en estas propiedades a menudo se
ve limitada por las caracteristicas inherentes a los suelos de zonas aridas como su baja fertilidad y
disponibilidad de agua y alta susceptibilidad a la erosion.

Entierras agricolas, el uso de fertilizantes quimicos ha sido una soluciéon comun para enfrentar
dichas limitaciones, pero su uso excesivo ha generado problemas de contaminacion del suelo,
desequilibrio de nutrientes, aumento de la erosion o pérdida de biodiversidad. Enfoques como el uso
de enmiendas organicas o biofertilizantes, han ofrecido una alternativa mas ecoldgica y sostenible.
Las enmiendas organicas mejoran la estructura y fertilidad del suelo, aunque su implementacion
puede ser costosa y, si se aplican en exceso, pueden producir efectos adversos como un aumento de la
salinidad del suelo. Por otro lado, los biofertilizantes, que contienen microorganismos beneficiosos,
transforman nutrientes inorganicos en formas biodisponibles para las plantas, actuando directamente
sobre el ciclo de nutrientes. Sin embargo, su aporte mas lento de nutrientes puede no satisfacer las
demandas inmediatas de las plantas, especialmente en suelos muy degradados.

Entre los microorganismos mas prometedores usados como biofertilizantes y para la mejora
de las condiciones edaficas se encuentran las cianobacterias, gracias a su capacidad para fijar carbono
y nitrogeno y producir hormonas que promueven el crecimiento vegetal y su papel en la mejora de la
estabilidad del suelo. Mientras las especies de cianobacterias acuaticas se han usado extensamente con
este fin, las cianobacterias de suelo han sido escasamente utilizadas. En particular, las cianobacterias
formadoras de biocostra que destacan por su adaptacion a las condiciones extremas de zonas aridas
y su rol como colonizadoras pioneras de suelos degradados. Estos microorganismos, al establecerse,
mejoran la estructura y fertilidad del suelo y crean un entorno méas favorable para el desarrollo de otros
microorganismos, promoviendo la formacion de biocostras mas evolucionadas y el establecimiento

de la vegetacion. Gracias a su papel fundamental en el suelo, las cianobacterias podrian emplearse
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como inoculantes para la restauracion de suelos degradados tanto en zonas naturales como agricolas.
Su aplicacion, combinada con estrategias mas habituales, como el uso de enmiendas organicas,
podria tener efectos sinérgicos en la mejora del suelo. Sin embargo, hasta la fecha, el impacto de esta
combinacion no ha sido investigado a fondo. A pesar del potencial de esta estrategia en la restauracion,
persisten incertidumbres por resolver: 1) Determinar como el tipo y la dosis de la enmienda influyen en
el desarrollo del in6culo y en su efecto sobre el suelo; 2) Establecer métodos efectivos para almacenar,
transportar y facilitar la aplicacion y colonizacion del indculo en condiciones de campo; 3) Finalmente,
para su implementacion a gran escala, disefiar una planificacion adecuada de la distribucion espacial de
la vegetacion y la inoculacion de cianobacterias en los claros, con el objetivo de maximizar el éxito de
la restauracion. Con ello se pretende optimizar el uso de recursos limitados en zonas aridas replicando
los procesos ecohidrologicos propios de estos ecosistemas.

El principal objetivo de esta tesis es evaluar estrategias efectivas y de bajo coste para la
restauracion de suelos degradados en zonas aridas. Este enfoque integra el uso de cianobacterias
formadoras de biocostras y enmiendas organicas junto con una planificacion espacial optimizada de
vegetacion y biocostra para maximizar la disponibilidad de agua y nutrientes para las plantas.

Para ello, en primer lugar, se evalud, a través de un experimento de microcosmos, el efecto
de diferentes dosis de enmienda organica consistente en lodos de depuradora compostados (SS),
junto con la inoculacion del suelo con un consorcio de cianobacterias nativas de biocostra, sobre el
crecimiento del indculo y sobre la fertilidad y estabilidad del suelo. Asi mismo, se evalu6 la capacidad
de las cianobacterias para inmovilizar un exceso de sales en los suelos enmendados con SS. Los
resultados mostraron que el crecimiento de las cianobacterias, reflejado en un aumento del contenido
en clorofila a del suelo, se vio favorecido por la presencia de SS pero a baja concentracion (5 t ha™!
a una profundidad de 2 cm). A medida que aument6 la dosis de SS, se observé una disminucion en
el crecimiento del inoculo, lo que se atribuy6 a la competencia entre las cianobacterias inoculadas
y la comunidad bacteriana nativa de la enmienda orgdnica. No obstante, el incremento en la
concentracion de SS promovio una mejora significativa de la fertilidad del suelo, reflejada en el
aumento del contenido de carbono organico y exopolisacaridos. La presencia de las cianobacterias
tuvo un impacto significativo en la mejora de la estabilidad del suelo, reduciendo su susceptibilidad
a la erosion hidrica y eolica. Ademas, la inoculacion provoco una disminucion de la conductividad
eléctrica en los lixiviados del suelo, lo que sugiere su potencial para la biorremediacion de suelos
salinos. Este resultado destaca la eficacia de utilizar esta estrategia para mitigar el aumento de la
salinidad asociado con la aplicacion de ciertos fertilizantes en los suelos agricolas (Capitulo I).

En segundo lugar, se utilizaron residuos de papel como enmienda orgéanica del suelo, los

cuales, ademas de aportar nutrientes, pueden mejorar la retencioén de agua y la estabilidad del suelo.
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Estos residuos se aplicaron sobre suelos degradados por diversas actividades antropogénicas en forma
de acolchado. Se evaluaron los efectos combinados de la enmienda y el consorcio de cianobacterias
nativas utilizado previamente, tanto en un experimento de microcosmos como en condiciones de
campo. El inoculo de cianobacterias pudo sobrevivir en los residuos de papel durante més de un
afno, con una transferencia parcial de algunas cepas al suelo subyacente. Ademas, la combinacion
de ambas estrategias condujo a un incremento significativo de los nutrientes, carbono y nitrégeno,
asi como a una mejora en la estabilidad superficial y la capacidad de retencion de agua del suelo. La
diversidad y la abundancia de microorganismos del suelo no se vieron alteradas ni por el indculo ni
por la adicion de papel en el corto plazo, lo que sugiere que este enfoque también ayuda a preservar
la biodiversidad natural del suelo (Capitulo II).

Considerando los desafios logisticos asociados con la restauracion de grandes superficies,
como el almacenamiento, transporte y €xito en el establecimiento de los inoculos, se evaluo la
viabilidad de incorporar las cianobacterias formadoras de biocostras combinadas con enmiendas
orgénicas en la formulacion de pellets. El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de
combinaciones especificas de composicion de pellets, tipo de aditivo, dosis y sus interacciones sobre
la estabilidad fisica de los pellets, la viabilidad de las cianobacterias durante el almacenamiento
y la capacidad de los pellets para facilitar la transferencia del indculo al suelo y promover su
colonizacion. La composicion de los pellets desempefid un papel crucial en su cohesion y en la
supervivencia y transferencia del indculo. Los pellets a base de papel demostraron una excelente
estabilidad durante el almacenamiento y transporte, manteniendo una alta viabilidad del inoculo
durante los cuatro meses ensayados. No obstante, su capacidad para promover la colonizacién
de cianobacterias en suelos degradados fue limitada, ya que la alta resistencia a la desintegracion
del papel, tras la hidratacion, dificulto la liberacion efectiva del indculo. En cambio, los pellets
de biochar y vermicompost ofrecieron un mejor equilibrio entre la conservacion de la viabilidad
de las cianobacterias y su liberacion al suelo, favoreciendo asi una colonizacion exitosa. Aunque
estos pellets fueron menos resistentes durante la manipulacion, la combinacion de nutrientes del
vermicompost y las propiedades disgregantes del biochar mejoraron la transferencia del in6culo,
especialmente en las concentraciones mas bajas utilizadas (Capitulo III).

Teniendo en cuenta los beneficios de las enmiendas organicas, la inoculacion de cianobacterias
nativas y sus estrategias combinadas, asi como la posibilidad de integrarlos en pellets faciles de
almacenar, transportar y aplicar en restauraciones a gran escala, el siguiente paso para restaurar
eficazmente las areas degradadas es desarrollar un enfoque integral. Este enfoque debe permitir
planificar acciones de restauracion que consideren las complejas interacciones de redistribucion de

agua y nutrientes en ambientes aridos. En estos sistemas complejos, los claros entre las plantas, a
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menudo cubiertos por biocostras, actian como fuentes de escorrentia y nutrientes para la vegetacion
adyacente, que a su vez actlia como sumidero de estos recursos. Para evaluar la idoneidad de la
introduccion de inoculantes de biocostras en claros sobre la redistribucion de agua y nutrientes a
escala de ladera, se realizé un estudio que model6 la restauracion activa de la biocostra mediante la
inoculacién de cianobacterias y diversas configuraciones espaciales de vegetacion en una ladera de
un sitio de estudio degradado. El objetivo de esta modelizacion fue identificar la combinacion dptima
de coberturas del suelo (biocostra y vegetacion) que maximice el suministro de agua y nutrientes a la
vegetacion, minimizando a la vez las pérdidas por erosion. Para ello, se utilizé el modelo de erosion
del suelo espacialmente distribuido Limburg (LISEM), simulando ademas diferentes intensidades
de lluvia y tamafios de vegetacion. Los resultados mostraron que la incorporacion de vegetacion en
la pendiente redujo tanto la escorrentia como la erosion, siendo la configuracion mas eficaz aquella
en la que las plantas se ubicaron en las dreas de mayor acumulacion de agua. Ademas, la restauracion
activa de la biocostra mediante la inoculacion del suelo con cianobacterias redujo significativamente
la erosion, especialmente durante las primeras etapas de desarrollo de las plantas, manteniendo al
mismo tiempo el suministro de agua a la vegetacion (Capitulo IV).

Los resultados de esta tesis permiten concluir que la aplicacion combinada de cianobacterias
formadoras de biocostras y enmiendas organicas, como lodos de depuradora (SS) y residuos de
papel, genera beneficios sinérgicos para la restauracion de suelos degradados. La incorporacion de
estos residuos mejora significativamente la fertilidad del suelo, aumentando el contenido de carbono
organico y exopolisacaridos, e incrementa su capacidad de retencion de agua y la estabilidad en el caso
del papel. Las cianobacterias, por su parte, desempeiian un papel crucial en la estabilizacion del suelo,
reduciendo su susceptibilidad a la erosion hidrica y edlica. Se obtuvieron resultados prometedores
tanto en microcosmos como en experimentos de campo, donde los residuos de papel crearon un
entorno ideal para el crecimiento de cianobacterias y la posterior colonizacion del suelo, sin alterar la
diversidad del microbiota. Ademas, el desarrollo de pellets con cianobacterias y enmiendas organicas
ha mostrado un gran potencial para la restauracion a gran escala, con la creacion de pellets resistentes
al almacenamiento y transporte, capaces de mantener la viabilidad del indculo en el tiempo y facilitar
la colonizacion del suelo una vez aplicados en campo. No obstante, los resultados dependen de la
formulacion del pellet, ya que su efectividad puede variar segtin los componentes y las dosis utilizadas.
Finalmente, considerando las interacciones ecohidrologicas caracteristicas de los ambientes aridos, la
modelizacion espacial de las diferentes cubiertas permitié identificar disposiciones espaciales dptimas
de la vegetacion que, junto con la restauracion de las biocostras en los claros entre plantas, contribuyen
areducir la escorrentia y la erosion en el sistema. Este enfoque minimiza la pérdida de recursos criticos,

como agua y nutrientes, y favorece el éxito de las iniciativas de restauracion a gran escala.
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ABSTRACT

Soil degradation, which encompasses issues such as erosion, loss of organic matter, nutrient
imbalance, and pollution, is a significant global challenge. This problem is intensified by climate
change and unsustainable agricultural practices, particularly in drylands, which cover more than
40% of the Earth’s surface. It is estimated that 10-20% of drylands are degraded, underscoring the
need for restoration strategies aimed at reviving soil functions. These strategies should enhance
carbon sequestration, improve surface stability to reduce susceptibility to wind and water erosion,
and increase water retention—key factors for supporting vegetation growth and ecosystem health.
However, improvements in these properties are often limited by the inherent characteristics of

dryland soils, such as low fertility, scarce water availability, and high erosion susceptibility.

In agricultural lands, chemical fertilizers have traditionally been used to address these soil limitations.
However, excessive application has led to soil contamination, nutrient imbalances, increased erosion,
and biodiversity loss. Alternatives such as organic amendments and biofertilizers offer more eco-
friendly and sustainable solutions. Organic amendments improve soil structure and fertility, but
their implementation can be costly, and their excessive use may lead to negative consequences,
such as increased soil salinity. Biofertilizers, which contain beneficial microorganisms, convert
inorganic nutrients into bioavailable forms for plants, thereby directly influencing the nutrient cycle.
However, their slower nutrient release may not meet the immediate needs of plants, especially in

highly degraded soils.

One of the most promising groups of microorganisms used as biofertilizers and for soil improvement
is cyanobacteria. These microorganisms can fix carbon and nitrogen, produce plant growth-promoting
hormones, and enhance soil stability. While aquatic cyanobacterial species have been widely applied
for these purposes, soil-based cyanobacteria remain underutilized. In particular, biocrust-forming
cyanobacteria, which are adapted to extreme arid conditions and act as pioneer colonizers of degraded
soils, hold significant potential. These microorganisms, once established, improve soil structure and
fertility and create favourable conditions for the growth of other microorganisms, facilitating the
development of more developed biocrusts and the establishment of vegetation. Due to their critical
role in soil ecosystems, cyanobacteria could be used as inoculants for restoring degraded soils in
both natural and agricultural areas. Combined with conventional strategies like organic amendments,
they might have potential to create synergistic effects on soil improvement. However, the combined
impact of these methods has not been thoroughly studied yet. Despite the promising potential for

restoration, several uncertainties remain to be addressed: 1) Understanding how the type and dosage of
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amendments affect inoculum development and its impact on soil properties; 2) Developing effective
methods for storing, transporting, and applying inoculants to ensure successful field colonization;
3) For large-scale implementation, designing the best spatial distribution for vegetation together
with cyanobacteria inoculation in open areas to maximize restoration success. The aim would be to
optimize the use of limited resources in drylands by replicating the ecohydrological processes that

define these ecosystems.

The main objective of this thesis is to evaluate effective and low-cost strategies for restoring
degraded dryland soils. This approach integrates the use of biocrust-forming cyanobacteria and
organic amendments with optimized spatial configuration for vegetation and biocrusts to maximize

water and nutrients availability for plants.

To this end, a microcosm experiment was initially conducted to evaluate the effects of different
doses of an organic amendment made from composted sewage sludge (SS), combined with
the inoculation of soil with a consortium of native biocrust-forming cyanobacteria. This study
focused on the growth of the inoculum, as well as on soil fertility and stability. Additionally, the
ability of cyanobacteria to immobilize excess salts in soils amended with SS was assessed. Results
showed that cyanobacterial growth, as evidenced by increased chlorophyll a content in the soil,
was enhanced by the presence of SS, but only at low concentrations (5 t ha™' at a depth of 2 cm).
Higher SS doses reduced inoculum growth, likely due to competition between the inoculated
cyanobacteria and the native bacterial community in the organic amendment. However, higher
SS concentrations significantly improved soil fertility, as evidenced by increased organic carbon
and exopolysaccharide content. The presence of cyanobacteria notably improved soil stability,
reducing susceptibility to wind and water erosion. Furthermore, inoculation reduced the electrical
conductivity of soil lixiviates, suggesting its potential for bioremediation of saline soils. This
highlights the effectiveness of this strategy in mitigating the salinity increases associated with

certain fertilizers in agricultural soils (Chapter I).

In a second study, paper waste was used as an organic soil amendment, which, in addition to providing
nutrients, has the potential to enhance water retention and improve soil stability. This waste was
applied as a mulch on degraded soils affected by various anthropogenic activities. The combined
effects of the amendment and the previously used native cyanobacteria consortium were evaluated
in both microcosm experiments and field conditions. Cyanobacteria inoculum survived in the paper
waste for over a year, with partial transfer of some strains to the underlying soil. Moreover, the
combination of both strategies significantly increased nutrient, carbon, and nitrogen content, as well

as soil surface stability and water retention capacity. Neither the inoculum nor the paper addition
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affected soil microbial diversity or abundance in the short term, suggesting that this approach also

preserves natural soil biodiversity (Chapter II).

Given the logistical challenges of large-scale restoration, such as inoculum storage, transport, and
establishment success, the feasibility of incorporating biocrust-forming cyanobacteria with organic
amendments into pellet formulations was evaluated. This experiment assessed the effects of specific
pellet compositions, types of additives, doses, and their interactions on pellet physical stability,
cyanobacteria viability during storage, and the ability of pellets to transfer inoculum to soil and
promote colonization. Pellet composition played a crucial role in cohesion, as well as in inoculum
survival and transfer. Paper-based pellets demonstrated excellent stability during storage and transport,
maintaining high inoculum viability for four months. However, their ability to promote cyanobacteria
colonization in degraded soils was limited, as the high resistance of paper to disintegration after
hydration hindered effective inoculum release. In contrast, biochar and vermicompost pellets
achieved a better balance between cyanobacteria viability preservation and soil release, favouring
successful colonization. Although these pellets were less durable during handling, the combination
of vermicompost nutrients and the dispersive properties of biochar improved inoculum transfer,

particularly at lower concentrations (Chapter III).

Considering the benefits of organic amendments, native cyanobacteria inoculation, and their
combined strategies, as well as the potential to integrate them into pellets for easy storage, transport,
and large-scale application, the next step for effectively restoring degraded areas is to develop a
comprehensive approach for their implementation. This approach should enable the planning of
restoration actions that consider the complex interactions of water and nutrient redistribution in arid
environments. In these complex systems, interplant soil, often covered by biocrusts, acts as runoff
and nutrient sources for adjacent vegetation, which in turn serves as a sink for these resources. To
assess the suitability of introducing biocrust inoculants into open spaces for water and nutrient
redistribution at the slope scale, the active restoration of biocrusts through cyanobacteria inoculation
and various spatial vegetation configurations on a degraded slope were modelled. The goal of this
modelling was to identify the optimal combination of soil covers (biocrust and vegetation) to
maximize water and nutrient supply to vegetation while minimizing erosion losses. For this purpose,
the Limburg Soil Erosion Model (LISEM) was used, also simulating different rainfall intensities and
vegetation sizes. Results showed that including vegetation reduced both runoff and erosion, with the
most effective configuration placing plants in areas of highest water accumulation. Active biocrust
restoration through cyanobacteria inoculation significantly reduced erosion, especially during early

plant development stages, while maintaining water supply to vegetation (Chapter V).
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The results of this thesis lead to the conclusion that the combined application of biocrust-forming
cyanobacteria and organic amendments, such as sewage sludge and paper waste, results in synergistic
benefits for restoring degraded soils. These amendments significantly improve soil fertility, by
increasing organic carbon and exopolysaccharide content, and enhance water retention capacity
and stability, especially with paper. Cyanobacteria play a crucial role in soil stabilization, reducing
susceptibility to wind and water erosion. Promising results were obtained in both microcosm
and field experiments, where paper waste created an ideal environment for cyanobacteria growth
and subsequent soil colonization, without shifting microbial diversity. Furthermore, developing
pellets containing cyanobacteria and organic amendments showed great potential for large-scale
restoration. These pellets were resistant to storage and transport, maintaining inoculum viability
over time and facilitating soil colonization once applied in the field. However, pellet effectiveness
depended on their formulation, as results varied with composition and doses. Finally, considering the
ecohydrological interactions characteristic of dryland environments, spatial modelling of different
soil covers identified optimal vegetation arrangements that, combined with biocrust restoration in
interplant areas, reduce runoff and erosion. This approach minimizes the loss of essential resources

like water and nutrients, supporting the success of large-scale restoration efforts.
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“We do not inherit the earth from our ancestors, we borrow it from our children.’

Native American proverb
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