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Resumen

La degradacion de los suelos en zonas aridas y semiaridas se conoce como desertificacion,
en este proceso el suelo sufre cambios fisicos, pérdida de materia organica y agotamiento
de nutrientes. Dicho proceso es causado principalmente por actividades antropogénicas
como la agricultura intensiva y malas practicas agricolas de produccién. Debido a lo
anterior, es necesario implementar estrategias sostenibles en la agricultura con el fin de
mejorar los sistemas de produccién actuales. El aporte de material organico a través de
enmiendas ha sido ampliamente estudiado, sin embargo, los beneficios cambian en funcion
de las caracteristicas del suelo y de la enmienda, las condiciones climaticas y los sistemas
de produccion empleados en la zona.

Una de las enmiendas organicas es el biochar, un producto rico en carbono que se obtiene
a través del proceso de pirolisis de material organico. Se ha reportado que al ser aplicado
en el suelo modifica las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, ademéas de impactar
positivamente en las caracteristicas y el rendimiento de muchos cultivos. Otro tipo de
enmienda son los biofertilizantes que se obtienen a través de la digestion anaerobia de
material organico, y al igual que el biochar influyen en las propiedades del suelo y en las
caracteristicas de los cultivos.

Esta tesis doctoral tuvo como objetivos evaluar el impacto del uso de biochar y
biofertilizantes (producidos con residuos generados en la region) en las propiedades de dos
suelos de zonas semiaridas del estado de Hidalgo; comparar los efectos de la combinacion
de biochar y fertilizantes quimicos y biochar combinado con biofertilizante de Opuntia spp.
en las caracteristicas y el rendimiento del cultivo de tomate de cascara (bajo agricultura
protegida) y en el cultivo de cebada (en un sistema de temporal).

Nuestros resultados indicaron que la aplicacién de biochar y biofertilizante de Opuntia spp.
modificaron algunas de las propiedades fisicas (densidad aparente y capacidad de
retencion de agua), quimicas (contenido de materia organica, pH, conductividad eléctrica y
capacidad de intercambio catiénico) y la disponibilidad de nutrientes (nitrégeno, fésforo,
potasio, calcio, magnesio, manganeso, cobre, zinc y hierro).

En cuanto a los efectos en el cultivo, la combinacion de biochar y fertilizacién quimica
mejoro algunas caracteristicas y el rendimiento del tomate de cascara, y ademas, permitié
un ahorro de hasta el 80 % de fertilizante quimico. Por otra parte, en la cebada, con la

aplicacién de biochar y la aplicacion combinada de biochar y biofertilizante pudimos



identificar el incremento en algunos pardmetros que definen el rendimiento durante el primer

ciclo de cultivo.

En resumen, los resultados mostraron que el biochar y el bioferttilizante de Opuntia spp.
pueden ser empleados como acondicionadores de suelo para contrarrestar la
desertificacion, y que cuando se combina el biochar con fertilizantes quimicos la nutricién
de los cultivos es mas eficiente, por lo que es posible usar menos fertilizantes y obtener un

rendimiento mayor.



Abstract

Soil degradation in arid and semi-arid zones is known as desertification, in this process, the
soil undergoes physical changes, loss of organic matter and nutrient depletion. This process
is mainly caused by anthropogenic activities, such as intensive agriculture and poor
agricultural practices. Because of the above, it is necessary to implement sustainable
strategies in agriculture in order to improve current production systems. The contribution of
organic material through amendments has been widely studied, however, the benefits
change depending on the characteristics of the soil and the amendment, the climatic

conditions and the production systems used in the area.

Biochar is a kind of organic amendment; it is a carbon-rich product got through the pyrolysis
process of organic material. It has been reported that when applied to the soil; it changes
the physical, chemical and biological properties, besides having a positive impact on the
characteristics and yield of many crops. Another type of amendment is the biofertilizers that
are got through the anaerobic digestion of organic material, and like biochar, they influence

the properties of the soil and the characteristics of the crops.

This doctoral thesis aimed to evaluate the impact of the use of biochar and biofertilizers
(produced with waste generated in the region) on the properties of two soils in semi-arid
areas of the state of Hidalgo; compare the effects of the combination of biochar and chemical
fertilizers and biochar combined with biofertilizer from Opuntia spp. in the characteristics and
yield of the husk tomato crop (under protected agriculture) and in the barley crop (in a rainfed
system).

Our results showed that the application of biochar and biofertilizer from Opuntia spp.
modified some of the physical properties (bulk density and water holding capacity), chemical
properties (organic matter content, pH, electrical conductivity and cation exchange capacity)
and the availability of nutrients (nitrogen, phosphorus, potassium, calcium, magnesium,

manganese, copper, zinc and iron).

Regarding the effects on the crop, the combination of biochar and chemical fertilization
improved some characteristics and the yield of the husk tomato, and also allowed savings
of up to 80% of chemical fertilizer. In barley, with the application of biochar and the combined
application of biochar and biofertilizer, we could identify the increase in some parameters
that define yield during the first crop cycle.



In summary, the results showed that biochar and biofertilizer from Opuntia spp. they can be
used as soil conditioners to counteract desertification, and that when biochar is combined
with chemical fertilizers, crop nutrition is more efficient, so it is possible to use less fertilizer

and get a higher yield.



Capitulo 1. Introduccién general

La Organizacion Internacional de la Naciones Unidas, mediante la Convencién de las
Naciones Unidas para combatir la Desertificacion (UNCCD por sus siglas en inglés), ha
reconocido la importancia de combatir los efectos de la desertificacion de los suelos, ya que
se estima que los efectos de este proceso pueden afectar hasta un 38% de la poblacién
mundial (Saco y col., 2018). Decir que un suelo se encuentra degradado se refiere a que
ha disminuido o perdido la capacidad de brindar servicios ecosistémicos, y el grado de
degradacién se puede medir cualitativa y cuantitativamente (Brindaban y col., 2012; Hueso-
Gonzélez y col., 2018). La degradacion es causada principalmente por actividades
antropogénicas y el cambio climatico, afecta a todos los ecosistemas, pero se intensifica en
las zonas mas vulnerables como las tierras secas (Saco y col., 2018).

Se clasifican como tierras secas las zonas con un indice de aridez entre 0.5 y 0.65. Estas
tierras ocupan alrededor del 40% de la superficie terrestre mundial y se caracterizan por
precipitaciones impredecibles y radiacion solar muy alta (Hueso-Gonzéalez y col., 2018;
Sacoy col., 2018). Estas condiciones climaticas provocan que la cubierta del suelo presente
parches de vegetacion rodeados de suelo desnudo, estos parches sirven como sumidero
de agua y mantienen funcionales los suelos secos. Cuando estos sumideros sufren alguna
alteracion (causada por sequia, pastoreo o extraccion de material vegetal) la escorrentia
aumenta, el agua se infiltra con mayor velocidad y se pierde, por tanto, la erosion fluvial y
edlica se incrementa (Saco y col., 2018).

Las perturbaciones en los suelos estan asociadas a la necesidad de producir alimento para
una poblacién que supera los 8 mil millones y que para el afio 2050 ascendera a 9 mil
millones de habitantes, ademas del incremento en la necesidad de proveer fibras, energia
y soporte fisico para la urbanizacion (Brindaban y col., 2012; Kopittke y col., 2019). La
agricultura intensiva ha sido identificada como la actividad con mayor impacto en la
desertificacion de suelos, debido a las malas practicas agricolas que provocan acidificacion
o salinizacion, pérdida de materia organica (MO), contaminacion, compactacion, y que
aumentan la vulnerabilidad a la erosion (Stewart-Wade, 2019; Kopittke y col., 2019).

Para afianzar la seguridad alimentaria y frenar la desertificacién de los suelos se requiere
implementar acciones que permitan el uso sostenible de los recursos suelo y agua en la
agricultura. Algunas de las acciones que destacan son: a) Mejorar las practicas agricolas y
los sistemas de produccion, a través del uso adecuado de fertilizantes (sobre todo

nitrogenados), implementacion de sistemas como la agricultura de conservacion, hacer mas
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eficientes los sistemas de riego, evitar uso irracional de compuestos quimicos que provocan
contaminacion, restaurar suelos degradados o marginales y devolver compuestos
organicos al suelo; y b) Desarrollar politicas publicas, iniciativas y promover educacion
ambiental, a través de proyectos de desarrollo urbano sostenible, implementacion de
incentivos econdmicos que promuevan el mantenimiento y restauracion de suelos, y
fomentar la colaboracion entre academia, gobierno y productores (Kopittke y col., 2019).
Un suelo degradado se caracteriza por presentar muy bajos contenidos de MO, la cual es
una propiedad critica en la productividad de un suelo, tiene influencia en diferentes
propiedades y procesos fisicos, quimicos y biologicos (formacion y estabilizacién de nuevos
agregados, retencion de agua, amortiguacion del pH, ciclo de nutrientes, entre otros).
Ademdas de carbono (C), la MO contiene nitrégeno (N), fosforo (P) y azufre (S), nutrientes
indispensables para los cultivos (Celestinay col., 2019). Para recuperar un suelo degradado
se debe restaurar el contenido de MO de este, por lo que se recomienda el uso de
enmiendas organicas. Las enmiendas son cualquier material organico que se aplica al suelo
con el fin de mejorar el crecimiento de los cultivos, sin embargo, para su aplicacion se debe
tener en cuenta la estabilidad y madurez del material organico (relacién C/N) para evitar
problemas con la mineralizacién del carbono organico (CO) nativo del suelo, inmovilizacion
de N o alteraciones en el pH (Celestina y col., 2019; Hueso-Gonzélez y col., 2018).

Los beneficios reportados con la adicién de enmiendas son amplios, destacan el aporte de
nutrientes; disminucién de estrés bidtico y abidtico; estimulacion de procesos como el
crecimiento vegetativo, floracion y fructificacion; proteccion contra enfermedades, aumento
en el rendimiento y modificacion de algunas propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del
suelo. No obstante, el efecto potencial y la duracion de este dependeran de aspectos como
las caracteristicas de las enmiendas usadas, las condiciones del suelo y el clima del lugar
donde son aplicadas (Siedt y col., 2021; Celestinay col., 2019; Stewart-Wade y col., 2019).
Por ejemplo; la textura de un suelo puede influir en los beneficios hidrolégicos que aporta
el biochar, es decir, la aplicacion de un biochar en un suelo arcilloso puede llegar a
incrementar la conductividad del agua mientras que el mismo biochar aplicado en un suelo
arenoso puede aumentar la capacidad de retencion de agua (Siedt y col., 2021). En cuanto
al tiempo, existe estudios a largo plazo que verifican si los efectos de las enmiendas en los
suelos pueden tener efectos acumulativos que no son evidentes a corto y mediano plazo
(Celestinay col., 2019).

Debido a los diferentes efectos potenciales que tienen las enmiendas orgénicas, en este

estudio fueron utilizados dos suelos de diferentes zonas semiaridas y dos enmiendas



organicas (biochar y biofertilizante obtenidos a partir de residuos locales y regionales) con
el objetivo de: 1) evaluar los efectos iniciales de la adicién de biochar en la propiedades de
ambos suelos, 2) valorar la evolucién a corto plazo de los suelos enmendados con biochar
y biofertilizante en diferentes sistemas de produccién (agricultura de temporal y agricultura
protegida), 3) comparar el impacto de la aplicacion de biochar, biochar combinado con
biofertilizante y biochar combinado con diferentes niveles de fertilizacion quimica, en el
rendimiento de los cultivos con el fin de identificar si el uso de enmiendas organicas solas
o combinadas tienen el potencial de recuperar suelos con algun grado de desertificacion y

si mejoran la eficiencia del uso de nutrientes para reducir el uso de fertilizantes quimicos.
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Capitulo 2. Antecedentes



Suelos de zonas aridas y semiaridas

Diversos autores e instituciones (Heathcote, W. Koppen, G. T. Trewartha, P. Meigs, Grove,
UNESCO, UNEP) han definido y clasificado las zonas éaridas y semiéridas de acuerdo a
diferentes criterios para delimitar su distribucion en el mundo. Estas clasificaciones estan
basadas principalmente en caracteristicas hidroclimaticas como precipitacion, temperatura
y evapotranspiracion, aunque también existen algunas que toman en cuenta caracteristicas
del suelo, vegetacion, uso del suelo y geomorfologia. Por ejemplo, tomando en cuenta la
definicion de suelo, se denominan suelos aridos a los suelos que se encuentran en las
regiones donde la precipitacién es insuficiente y debido a la evaporacién los carbonatos
solubles se acumulan en ellos (Salas, 2000). Por otro lado, tomando en cuenta las
caracteristicas hidroclimaticas se consideran zonas aridas las regiones donde la
precipitacibn media anual es menor a 250 mm y semidridas las que presenta una
precipitacién media anual entre 250 y 550 mm (Arambula, 2005).

Actualmente, para clasificar las regiones secas y subhiimedas se utiliza el indice de aridez,
metodologia desarrollada por el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente
(UNEP, por sus siglas en inglés), la cual se basa en la relacion entre la precipitacion media
anual (P) y la evapotranspiracion potencial del cultivo de referencia (PET). Las zonas &ridas
y semiaridas son aquellas regiones cuyo cociente P/PET esta entre 0.5y 0.65 (Diaz-Padilla,
2011; Gélvez, 2010). De acuerdo con esta clasificacion podemos distinguir 4 tipos de
regiones secas (Tabla 1) que ocupan alrededor del 47% de la superficie mundial y se
encuentran distribuidas proximas a los tropicos y subtrépicos en ambos hemisferios. De
acuerdo con la UNEP, en las zonas secas se encuentra el 44% de las tierras dedicadas a
la agricultura, el 50% de la ganaderia mundial y cerca de 2000 millones de habitantes
(Salas, 2000; Galvez, 2010; UNCCD y Zoi, 2011; Cherlet y col., 2018).

Tabla 1. Clasificacién zonas secas definidas de acuerdo con el indice de aridez, porcentaje de
superficie ocupada y poblacién.

o . Porcentaj |
Indice de aridez orcentaje de la

L . . Porcentaje de
Zona Climética superficie terrestre Poblacién J

(Relacion P/PE) del mundo la poblacion
Hiperéarida P/PE < 0.05 7.1 - -
Arida 0.05 < P/PE < 0.20 12.1 242,780,000 4.1
Semiéarida 0.20 < P/PE < 0.50 17.9 855,333,000 14.4
Subhimeda seca  0.50 < P/PE < 0.65 9.9 909,972,000 15.3

Fuente: Modificada de: Salas (2000); UNCCD (2011).
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Caracteristicas ambientales, geomorfoldgicas y edaficas de las zonas secas

Una de las principales caracteristicas ambientales de estas zonas es la escasez de agua
provocada por una distribucién pluvial anual irregular, con lluvias intensas en un periodo
corto de tiempo y sequias prolongadas, ademas de una alta tasa de evapotranspiracion
ocasionada por altos niveles de radiacion solar, presion de vapor del aire y velocidad del
viento. Otras caracteristicas de estas zonas son temperaturas altamente variables durante
el dia y la noche, fuertes vientos, arrastre de sedimentos y pérdida de infiltracién de agua
(Galvez, 2010).

La geomorfologia de un area terrestre estd determinada por procesos geofisicos,
geoquimicos, biolégicos y antropogénicos, y en el caso las zonas aridas y semiaridas es
muy variada: desde llanuras cubiertas de arena y con poca o escasa vegetacion (desiertos),
llanuras con suelos arenosos y vegetacion propia del clima (llanos con pastizales o
matorrales) hasta zonas con terrenos accidentados o montafias (Salas, 2000; Arambula,
2005).

Edafolégicamente, estas zonas se caracterizan por tener suelos poco profundos, con
texturas y valores de pH variables, ademas de presentar acumulacion de sales solubles en
todo el perfil del suelo y presentar un horizonte calcico debido a depdsitos de carbonatos
qgue forman una capa poco permeable que impide la infiltracién de agua, también son suelos
con muy bajo contenido de materia organica y baja capacidad de retencion de agua,
factores que limitan la fertilidad (Salas, 2000; Galvez, 2010).

Zonas éaridas y semiaridas en México

En México las zonas secas se encuentran distribuidas principalmente en la zona Norte
(desiertos de Sonora y Chihuahua) y en la zona centro (Figura 1), ocupan aproximadamente
101.5 millones de hectareas (cerca del 61 % del territorio nacional). De esta superficie, las
zonas aridas representan el 15.7%, las semiaridas el 58% y las subhimedas secas el
26.3%. De acuerdo con el censo poblacional del afio 2010, en estas regiones habita el 30
% de la poblacién nacional y se concentra en las zonas semiaridas y subhiimedas. Algunos
de los principales usos del suelo en estas zonas son la agricultura (50 % del territorio
destinado a la agricultura se encuentra en estas zonas) y los pastizales (naturales e
inducidos) utilizados para la ganaderia (SEMARNAT, 2015).
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Figura 1. Mapa de zonas aridas, semiaridas y secas subhimedas en México y
en el estado de Hidalgo.

Fuente: SEMARNAT (2015)

Los suelos caracteristicos de las zonas secas en México son leptosoles, regosoles,
calcisoles y vertisoles. Los primeros tres ocupan el 52.4 % del territorio nacional, son suelos
someros y poco desarrollados, propensos a la erosién y con baja fertilidad, por lo que la
agricultura se dificulta. Los vertisoles son suelos con mayor fertilidad y ocupan el 8.6% del
territorio nacional, las caracteristicas completas de estos suelos podemos encontrarlas

descritas en la Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion de suelos caracteristicos de las zonas secas en México.

Porcentaje que

Tipo de o L L .,
sFl)JeIo ocupa en territorio Caracteristicas Distribucion
mexicano
Suelos mu delaados Sierra  Madre Oriental,
edreqosos y 9 oco, Sierra Madre Occidental,
P 9 y P Sierra Madre del Sur,
Leptosoles 28.3 desarrollados, pueden , ,
. peninsulas de Yucatan y
contener alto porcentaje de . N .
materia organica o de calcio Baja California y desierto
' de Chihuahua.
Suelos minerales muy jévenes . .
y) ) Sierra Madre Occidental,
desarrollados sobre material .
. Sierra Madre del Sur y
Regosoles 13.7 no consolidado, de colores . .
. Peninsula de Baja
claros, y pobres en materia . .
L . California
organica
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Calcisoles

Vertisoles

10.4

8.6

Suelos asociados a materiales
parentales ricos en bases.

Presentan enriquecimiento de

carbonatos secundarios
originados por  depdsitos
aluviales.

Suelos de méas de 25 cm de
profundidad, con alto
contenido de arcillas (30%), se
originan a partir de rocas
igneas 0  sedimentarias,
suelos muy fértiles

Desiertos de Chihuahua
Aguascalientes, Baja
California, Baja California
Sur, Coahuila, Durango,

Nuevo Lebén, San Luis
Potosi, Sonora y
Zacatecas

Sinaloa, Sonora,
Guanajuato, Jalisco,

Tamaulipas y Veracruz.

Fuente: realizado con datos de SEMARNAT (2015)

Biochar

Produccion de biochar por pirélisis

El proceso de pirdlisis consiste en la descomposicion fisicoquimica de materia organica por

el efecto de calor en ausencia de un medio oxidante. Mediante el proceso de pirélisis se

obtienen productos como biochar, cenizas, un liquido considerado bioaceite debido a sus

propiedades de combustible, y un gas con poder de calentamiento medio que puede ser

usado en el proceso o extraido para otros fines (Bridgwater, 2012). El rendimiento y las

caracteristicas de los productos estan en funcién principalmente de dos factores, las

caracteristicas de la biomasa que se utilice y el tipo de pirdlisis (Bridgwater, 2000). De

acuerdo con el tiempo de residencia y la velocidad de calentamiento, los tipos de pirdlisis

se clasifican en carbonizacién, pirdlisis lenta o convencional, pirélisis rapida y pirdlisis ultra

rapida o pirdlisis flash, los cuales se describen en la Tabla 3.

Tabla 3. Descripcion de los tipos de pirdlisis y los productos obtenidos en funcion del tipo de proceso.

Tipo de Tiempo VelOCIda.d de Temperatura Productos (%)
P de calentamiento .
perllSlS residencia (OC/S) ( C) Biochar Bioaceite Gas
Carbonizacion ~ 1072S 1 400 - 500 35 30 35
dias

Convencional 5 —30 min 1 500 - 600 25 50 25
Rapida 1-5s 1-1000 600 - 1000 12 75 13
Ultra rapida <1ls > 1000 1000 8 80 12

Modificada de Montoya y col. (2014); Urien (2013)
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Cualquier tipo de materia organica puede ser sometida a pirdlisis sin embargo se deben
tomar en cuenta los componentes de la biomasa (humedad, contenido de lignina, hemi-
celulosa y celulosa, ademas del contenido de carbono, oxigeno, hidrégeno, nitrégeno,
azufre elemental y minerales) para lograr estimar su capacidad energética, determinar
rendimientos y predecir la cantidad de contaminantes (CO, CO,, NOx, SOx) que seran
liberados (Verheijen y col., 2010; Brick & Wisconsin, 2010). Demirbas (2004) sugiere 3
etapas de formacién del biochar, en la primera etapa se elimina la humedad y se produce
la volatilizacion de CO, CO; y vapor de agua ligados a la hemicelulosa y lignina de la
biomasa. En la siguiente etapa se volatiliza la mayor cantidad de compuestos organicos
con alto contenido de oxigeno y se forma el biochar. En la tercera etapa se liberan CO, CO;
y compuestos aromaticos ligados a la lignina de la biomasa, lo que origina biochares ricos
en carbono fijo (Montoya y col., 2014; Demirbas, 2004).

El rendimiento en peso de biochar dependera de la temperatura de pirdlisis, la velocidad de
calentamiento y la composicion de la biomasa (porcentaje de celulosa, hemicelulosa y
lignina). Se ha reportado que el mayor rendimiento de biochar se obtiene a bajas
temperaturas (350-450 °C) mientras que la produccién de gases y liquidos incrementa con
temperaturas superiores a 550 °C. La velocidad de calentamiento de la biomasa, ademas
de influir en el rendimiento, también determina el grado de porosidad y de area superficial,
con tasas bajas de calentamiento (1 °C/min — 100° C/min) se obtienen biochares con alto
rendimiento en peso y con gran area superficial y porosidad. En cuanto a la composicién
de la biomasa, los materiales con mayor proporcién de lignina generan alrededor de 47%
biochar, mientras que materiales con mayor contenido de hemicelulosa y celulosa solo
generan 20 % y 7 % respectivamente (Montoya y col., 2014). Por lo tanto, para obtener
altos rendimientos en peso de biochar es recomendable realizar pirélisis con bajas tasas de
calentamiento, bajas temperaturas y utilizando materiales lignocelulésicos con mayor

contenido de lignina.

Caracteristicas del biochar

El proceso de pirdlisis le brinda al biochar la capacidad de alta persistencia en el suelo y
una baja susceptibilidad a ser biodegradado, razén por la cual puede usarse potencialmente
como una enmienda organica para incrementar la fertilidad y el estado nutrimental, asi
como para secuestrar carbono (Gaskin y col., 2008). Los cambios observados en suelo no
siempre son los mismos y dependeran principalmente de las caracteristicas fisicoquimicas

del biochar y las tasas de aplicacion. Como se mencioné anteriormente, las caracteristicas
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del biochar dependeran de la temperatura, tiempo de reaccién y composicién de la materia
prima como se observa en la Tabla 4. Aunque predomina la produccién de biochar a
temperaturas bajas, cuando se usan residuos de cosechas se obtienen biochares con
composiciones elementales y valores de pH sumamente variados. Incluso utilizando la
misma materia prima y solo modificando la temperatura las caracteristicas son diferentes.
Suthary col. (2018) evaluaron las caracteristicas de 3 biochares de bambu producidos con
diferentes temperaturas (300, 450 y 600 °C) y observaron diferencias en pH, el biochar
obtenido a 450°C era acido, a 600°C basico y a 300°C neutro. Otro parametro que mostro
cambios con el gradiente de temperatura fue el area superficial, el valor mas alto se

presento en el biochar de 600°C y el menor en el biochar de 300°C.

Tabla 4. Caracteristicas de biochares producidos con diferentes temperaturas y materiales.

Material Areg _ c N P K |
pH superficial Referencia
C) 2 g1 (%) (%) (%) %)
(m*“g™)
Paja de arroz
) 8.7 161.3 45 1.1 0.26 4.52 Wu'y col.,
(450-500°C) 2021
Mazorcas de .
maiz 9.2 - 79.8 0.70 0.03 i rimpong y
col., 2021
(450°C)
Céascara de eoyushy
arroz R
. >3 009 015 0.5 col., 2021
(500°C)
Acre blanco Farhang|-Abr|z
560°C 7.8 32.9 0.75 - 0.32 & Torabian,
( : 2017
e Wang y col
i y col.,
maiz ) )
8.8 13.3 65.7 15 2016
(450°C)

A pesar de la variacién en las caracteristicas la mayoria de los biochares presentan
propiedades que los hacern buenos candidatos para ser empleados como enmienda de
suelos.

El tamafio y distribucion de poros en el biochar determinara el potencial de retencion de
iones y moléculas sobre la superficie. Esta caracteristica esta determinada por la
temperatura de pirdlisis: a mayor temperatura la microporosidad aumenta, por lo tanto el
area superficial, la reactividad y la capacidad de adsorcion de iones es mayor debido a la
formacion de compuestos volatiles que producen estructuras mas porosas y nuevos sitios

de adsorcion (Tany col., 2021). Los microporos son eficientes en la adsorcion de particulas
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pequefias como gases y solventes. Por otra parte, el volumen de macroporos es importante
para evaluar el uso de biochar como enmienda de suelo, debido a que estos sitios sirven
como canales de transporte para los iones adsorbidos en los micro y mesoporos, ademas
de crear sitios para el intercambio de gases, crecimiento de raices y reproduccién de
microorganismos (Shariat y col., 2020).

El tamafio de los poros tambien influye en la densidad aparente (Da) del biochar, la
presencia de microporos ocasiona un incremento en la Da, contrario a lo que ocurre con la
presencia de mesoporos y macroporos. El biochar generalmente presenta valores bajos de
Da (0.3-0.5 g/cm?®) pero puede llegar a tener valores mas altos (>0.6 g/cm?®) en biochares
activados (Shariat y col., 2020). En la agricultura es importante el uso de productos con
bajas densidades, sobre todo en suelos muy compactados. Se recomiendan productos con
valores de Da menores a 0.7 g/cm® (InfoAgro, 2021) para incrementar la porosidad,
promover el flujo de aire y agua, y el desarrollo de raices.

La composicion quimica de la superficie del biochar (composicién elemental, relacion C:O,
relacion C:H y grupos funcionales) influye en las propiedades de adsorcion. Dicha
composicion se ve influenciada por el origen de la biomasa y principalmente por la
temperatura. A mayor temperatura la relacion C:H disminuye y los grupos funcionales son
degradados (Ding y col., 2017). Los grupos funcionales del biochar estan relacionados con
la composicion de la biomasa, generalmente contienen oxigeno (O), nitrégeno (N) y azufre
(S), los mas comunes son los grupos que contienen O (hidroxilo, carbonilo, fenolico,
carboxilo) (Tan y col., 2021). Fan y col. (2021) evaluaron la transformacién de los grupos
funcionales frente a la velocidad de calentamiento y la temperatura de pirdlisis. Observaron
gue la mayor concentracion de grupos funcionales (hidroxilo, carbonilo) se encuentran
dentro de los 410-450 °C, despues de los 500 °C se descomponen formando alquenos y
monoxido de carbono (CO). La presencia de grupos funcionales que contienen nitrégeno
es menor debido a las transformaciones que sufren los compuestos que contienen N
(amidas, nitrilos) con la aplicacion de calor. Generalmente, se presentan grupos con
estructuras en forma de anillos como N-piridina, N-pirrol, N-6xido piridinico y N-cuaternario
(Lengy col., 2019).

En cuanto al pH, el biochar generalmente presenta valores basicos (>8) y solo en algunos
casos puede ser neutro (7-7.5) (Zhang y col., 2021). La variacion depende, como se ha
mencionado, de la biomasa y la temperatura de pirélisis. Los biochares producidos con
residuos agricolas y/o forestales suelen tener pH entre 7.5 y 10.4, el pH aumenta cuando

se utilzan desechos de animales (7.5 a 11.4) y es mas basico aun con lodos residuales (8.4
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a 11.7) (Gul y col., 2015). El pH basico se debe a la separacion de las sales alcalinas
asociadas a la materia organica de la biomasa (Zhang y col., 2021; Gul y col., 2015), a la
descompocisién de grupos funcionales acidos presentes en la superficie (carboxilicos,
fendlicos) y a la volatilizacién de acidos organicos (Ding y col., 2017). En general, mientras
mas alta sea la temperatura de pirélisis mayor sera el pH del biochar.

La capacidad de intercambio cationico (CIC), al igual que el pH depende principalmente de
la temperatura de pir6lisis, a mayor temperatura (> 500 °C) la CIC disminuye (Gul y col.,
2015). Como se mencind en el parrafo anterior, las temperaturas altas descomponen los
grupos funcionales presentes en el biochar, por lo tanto, las cargas negativas disminuyen y
el valor de la CIC decrece (Zhang y col., 2021; Ding y col., 2017).

El biochar es un producto con un alto contenido de C, macro, micro y oligo nutrientes,
aungue su composicion depende de la materia prima y condiciones de pirélisis (Luz y col.,
2018; Ding y col., 2017; Gul y col., 2015). En general, la biomasa esta compuesta por C, H,
O y N, ademas de microelementos (Ca, P, K, Mg, Fe, Siy S) y oligoelementos (Mn, Zny
Cu). El porcentaje de C determina el rendimiento en peso del biochar, mientras que el
contenido de H y O influye en la capacidad adsorcién e interaccién con otros compuestos
(Hassan y col., 2020). Purakayastha y col. (2019) observaron que a mayor temperatura de
pirdlisis el porcentaje de C incrementa, mientras que el de H y O disminuye, aunque tambien
influye la velocidad de calentamiento y el tipo de pirdlisis. De igual manera observaron que
el contenido de N disminuia con altas temperaturas debido a la volatilizacion.

En cuanto a la fraccién mineral del biochar, el contenido generalmente es menor a5 g kg™.
Al igual que otras propiedades, esta relacionada con la temperatura del proceso, a mayor
temperatura el porcentaje en peso de los elementos minerales (excepto los volétiles)
incrementa debido a la reduccién de H y O en la biomasa (Hassan y col., 2020). Por
ejemplo, elementos como N, Ky Cl se volatilizan a bajas temperatruras, mientras que Cay
Si requieren temperaturas mas altas para volatilizarse, y elementos como Mn y Fe suelen
ser retenidos en el biochar. Sin embargo, en funcion de la temperatura y tipo de pirdlisis,
algunos de estos elementos estan presentes en forma de compuestos minerales (6xidos,
hidréxidos, nitratos, fosfatos) (Shariat y col., 2020) o sirven como catalizadores para la
descomposicién o bien participan en la adsorcion de diversos contaminantes (Hassan y col.,
2020).

17



Efectos del biochar en las propiedades fisicoquimicas del suelo

En los ultimos 10 afios se han realizado un gran niamero de investigaciones acerca del uso
de biochar como mejorador de suelo. Las principales aportaciones cientificas provienen de
la Republica de China, la Unién Europea, Estados Unidos de América, Australia, Brasil y la
India. Las investigaciones se han enfocado principalmente en dos vertientes: la calidad del
suelo y la produccion de cultivos, y la fijacion de carbono y la mitigacién de emisiones de
gases de efecto invernadero (GEI) (Zhang y col., 2016).

Existe evidencia del uso de biochar como enmienda de suelo para contrarrestar el deterioro
gue experimentan algunas propiedades fisicas y quimicas del suelo, asi como por el
impacto positivo en la fertilidad, en la retencion de nutrientes suministrados mediante
fertilizacién y en la retencion de agua. En la Figura 2 se resume el proceso de produccion
del biochar y las caracteristicas que impacta su aplicacién en el suelo y los cultivos.
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Figura 2. Produccién, aplicacién y beneficios de biochar en suelo y cultivos.
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Propiedades fisicas

Estructura del suelo (agregacion del suelo)
La estructura del suelo depende del acomodo de las particulas de arcilla, limo y arena que
lo componen. A la unién de estas particulas se le llama agregacion del suelo y determina la
compactacion y la forma en que circulan el agua y el aire por el suelo. La agregacion se ve
influenciada por el contenido de materia organicay la actividad microbiana del suelo (FAO,
2022).
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El incremento en la materia organica y en la biomasa microbiana, por adicion del biochar,
asi como el area superficial y la relaciéon C:O que este presenta, explican la formacién de
agregados en el suelo debido a las uniones que forma el biochar con los complejos
minerales del suelo (Hassan y col., 2020). Un metaanalisis realizado por Islamy col. (2021)
mostré que la aplicacion de biochar mejora en 16.4% la agregacion del suelo e incrementa
gradualmente conforme aumenta la tasa de aplicacion. Yang y Lu (2021) reportaron que la
aplicacion de 22.5 t ha* de diferentes tipos de biochar aumentaron el contenido y estabilidad
de macroagregados (> 5 mm). Sun y col. (2021) evaluaron el efecto de biochar en la
estabilidad de agregados en el suelo después de 6 afios de cultivo usando dosis de
aplicacion desde 0 hasta 45.25 t ha'. Todos los tratamientos con biochar incrementaron los
macroagregados (0.25-2 mm) y la estabilidad de estos, sin embargo, esta ultima se redujo

con la dosis mas alta.

Densidad aparente
La densidad aparente (Da) indica qué tan compacto o poroso es un suelo. Mientras mas
alto sea el valor de la Da el suelo sera mas compacto, lo que condicionara el movimiento
del agua y el aire, asi como el crecimiento de las raices de los cultivos. Se ha reportado
gue la aplicacién de biochar reduce los valores de Da. Los cambios se atribuyen al efecto
de dilucién por la diferencia de densidades entre el suelo y el biochar (Semiday col., 2019),
ademas el alto contenido de C organico del biochar promueve el crecimiento de hongos e
incrementa la actividad microbiana, lo que resulta en una mayor formaciéon de agregados y
un incremento en la porosidad. Los cambios en la Da dependeran del tipo de suelo, tipo de
biochar, tamafio de particulas y dosis de aplicacién (Zhang y col., 2021). Razzaghi y col.
(2019) realizaron un metaanalisis sobre los efectos de biochar en la Da del suelo v,
mostraron que se producen cambios mas significativos en suelos con textura gruesa y fina.
Omondi y col. (2016) realizaron un metaandlisis sobre los cambios observados en las
propiedades fisicas en suelos de textura gruesa con la adicion de biochar. En la mayoria
de los estudios se reportd una reduccion significativa en la Da. El cambio fue mayor a
medida que se incrementaban las tasas de adicion de biochar. Verheijen y col. (2019)
encontraron gque el tamafo de particula y dosis de aplicacién de biochar influyen de forma
distinta en la Da de suelos arenosos y franco- arenosos. En suelos arenosos, la Da cambio
con dosis bajas (1 % en volumen) y particulas grandes de biochar (2-4 mm), mientras que
en suelos franco-arenosos necesité dosis mas altas (> 5 % en volumen) y particulas

pequefias (0.05-1 mm) de biochar.
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Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencién de agua (CRA) es la cantidad de agua que el suelo puede
mantener disponible para ser absorbida por los cultivos. Se define como la diferencia que
existe entre la capacidad de campo (cantidad de agua retenida 0.1-0.33 bar) y el punto de
marchitez permanente (cantidad de agua adsorbida a 15 bar) (FAO, 2022).

La gran porosidad del biochar y su interaccion con los poros del suelo mejoran la infiltracion,
conductividad y capacidad de retencion de agua en el suelo. Las particulas pequefias del
biochar interactian con los poros del suelo, llenan los macroporos y forman mesoporos o
microporos donde el agua es retenida (Zhang y col., 2021; Semida y col., 2019). El &rea
superficial y la microporosidad del biochar también participan en la retencion de agua, las
superficies con grupos funcionales que contienen oxigeno son hidrofilas, por lo que
permiten mayor retencion de agua en los microporos. Los suelos con textura gruesa poseen
menor area superficial y mayor porosidad que el biochar, por tanto, el incremento en la CRA
es mayormente significativo en comparacion con suelos de textura media (Razzaghi y col.,
2019). Se ha reportado que la CRA aumenta en 1.5 % por cada 1 % en peso de biochar
afiadido a suelos areno-arcillosos (Rehman y col., 2020). Kim y col. (2021) evaluaron la
adicién de 4 % en peso de biochar a suelos arenosos y observaron que después de 60 dias
la CRA y la eficiencia en el uso de agua aumentd con respecto al suelo control, y que la

respuesta del suelo esté asociada a la formacion de mesoporos.

Temperatura del suelo
El biochar es un producto carbonoso de color negro, que cuando es afadido en altas
cantidades al suelo puede llegar a modificar el color, disminuir la reflectancia de la superficie
e incrementar la conductividad térmica del suelo. Con menor reflectancia y mayor

temperatura la capacidad de retencién de agua incrementa (Zhang y col., 2021).
Propiedades quimicas

Contenido de materia organica (MO)
La cantidad de materia organica (MO) en el suelo depende de las caracteristicas de este
(composicion mineral, topografia, microbiota, tipo de suelo), y del equilibrio entre las
entradas y salidas de carbono. Mantener un nivel adecuado de MO en el suelo es
importante debido a la relacién que tiene la MO con diferentes propiedades fisicas, quimicas
y biolégicas que influyen o determinan la fertilidad de un suelo.
Como se ha mencionado anteriormente, el biochar es un producto que posee un elevado

contenido de carbono orgéanico, el cual es altamente estable debido al proceso de pirdlisis.
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Por ello, el contenido de MO del suelo incrementa cuando se aplica biochar, sobre todo en
suelos con baja fertilidad (Semida y col., 2019; EI-Naggar y col., 2019). La forma de actuar
del biochar en el suelo para incrementar o mantener el contenido de MO aln no es muy
clara. Se ha reportado que al ser aplicado acelera la mineralizaciéon de la MO en los
primeros meses, posteriormente la mineralizacion se ralentiza y evita la rapida
descomposicién, comparado con otras enmiendas el biochar es mas estable (EI-Naggar y
col.,, 2019; Gong y col., 2021). Por otra parte, el biochar promueve la formaciéon de
agregados en los que queda retenido el carbono organico del suelo, también interactlia con
los minerales del suelo formando complejos, donde se adsorben moléculas organicas y
debido a la actividad catalitica de la superficie de biochar se forman nuevos compuestos

organicos (Zhang y col., 2021; Gong y col., 2021).

pH y capacidad de intercambio catiénico (CIC)

El pH del suelo determina la disponibilidad de nutrientes en la solucién del suelo, mientras
gue la capacidad de intercambio catiénico (CIC) establece la capacidad para retener e
intercambiar iones (nutrientes y toxicos) con las plantas.

La aplicacion de biochar puede modificar el pH del suelo, puede producir un efecto de
encalado, neutralizar la acidez y mejorar la disponibilidad de nutrientes en el suelo. Estos
efectos estan limitados por el tipo de suelo, el tipo de biochar y las dosis de aplicacién
(Purakayastha y col., 2019; EI-Naggar y col., 2019). Se han observado mayores cambios
en suelos acidos debido al pH alcalino que predomina en la mayoria de los biochares. Otra
razén para el cambio de pH en el suelo es la unién de grupos carboxilo e hidroxilo (con
cargas negativas) y sales béasicas (carbonatos, bicarbonatos silicatos) presentes en la
superficie de biochar con iones H* y Al" que se encuentran en la solucion del suelo, de esta
manera, la concentracion de estos iones disminuye y el pH aumenta (Zhang y col., 2021;
Guly col., 2015). En suelos alcalinos se reportan pocos casos donde el pH del suelo cambie
con la aplicacion de biochar. Algunos estudios (Abujabhah y col., 2016; Laghariy col., 2015)
atribuyen la disminucion en el pH, al incremento en el contenido de MO y a la presencia de
acidos orgéanicos liberados por los microorganismos durante la descompaosicién de la MO.
Debido al envejecimiento del biochar, algunos grupos funcionales disminuyen al igual que
el area superficial del biochar (hasta 2 veces menor que en el biochar fresco) lo que hace
gue el cambio de pH en el suelo dure poco tiempo (Gul y col., 2015; Sorrenti y col., 2016).
Por el contrario, con el envejecimiento del biochar incrementa su CIC, debido a la oxidacion
de la MO, formacién de mas sitios para la adsorcion de cationes y a la formaciéon de grupos

funcionales que contienen O (Gul y col., 2015; Purakayastha y col., 2019; El-Naggar y col.,
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2019). Estas caracteristicas son las responsables de que con la adicion de biochar la CIC
del suelo incremente en 20-40%, lo que permite que la retencidon de nutrientes y la
aplicacion de fertilizantes sea mas eficiente, sobre todo en suelos con bajo contenido de
MO (Zhang y col., 2021).

Nitrégeno en el suelo

La aplicacion de biochar en el suelo modifica el ciclo del N debido a que estimula la fijacion
bioldgica, aumenta las tasas de mineralizacion, reduce la desnitrificacion y las pérdidas de
N por lixiviacion de NOjz y por volatilizacion de amoniaco (NHs), y aumenta el
almacenamiento de NHs* en el suelo. La nodulacién y fijacion biolégica del N son
estimuladas por algunas propiedades del biochar como el potencial de intercambio de NH4*
con la solucion del suelo, el contenido de N inorganico del biochar (facilita la colonizacién
del biochar por diazotrofos) y el aumento en la alcalinidad del suelo (mayor disponibilidad
de nutrientes como K, P, Fe y Mn). Ademas, la microporosidad del biochar forma nichos
donde la concentracion de O se reduce y se promueve la actividad enzimatica para la
fijacién de N (Lone y col., 2015). La porosidad del biochar también incrementa la aireacion
del suelo, lo que estimula la poblacién de microorganismos aerdbicos que mineralizan la
MO del suelo, con la consecuente mineralizacion del N organico labil y recalcitrante, y la
oxidacion del NH4*.

Por otra parte, la capacidad de retener aniones y cationes, la inmovilizacién de N en la MO
y la adsorcidon de N organico y NHs" a los grupos funcionales que se encuentran en la
superficie o en los microporos del biochar, juegan un papel importante para evitar la
lixiviacion de nitratos. Una vez absorbido, el NHs*puede reaccionar con algunos grupos
funcionales del biochar y formar aminas y amidas (incluso puede llegar a formar
compuestos con mayor estabilidad como la piridina). Posteriormente, tanto el NH3; como las
aminas se pueden disolver en el agua retenida y formar iones NH.* que estaran disponibles
en la solucion del suelo (Purakayastha y col., 2019; EI-Naggar y col., 2019; Lone y col.,
Spokas y col., 2011).

Fosforo en el suelo
El P es un elemento con disponibilidad limitada para los cultivos, la adicién de fertilizantes
no resuelve el problema debido a que un gran porcentaje del P aplicado no queda
disponible. El P interacciona con elementos y minerales del suelo, lo que provoca su

sorcién, precipitacion e inmovilizacion.
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El biochar puede alterar la quimica del suelo y modificar los procesos de sorcion/desorcion
y precipitacion/disolucion del P, y asi aumentar la cantidad soluble de este nutriente. Debido
a la alta CIC, el biochar puede adsorber cationes como Ca*?, Al y Fe*> *3 que participan
en procesos de sorcion y precipitacion de P. Asi mismo la disponibilidad de estos cationes
se ve afectada por el cambio en el pH causado por la adicién de biochar (Ghodszad y col.,
2021; Yang y col., 2021). La disponibilidad de P también se encuentra ligada a la actividad
de bacterias solubilizadoras y hongos micorricicos arbusculares; la aplicacion de biochar
influye en el crecimiento de estas poblaciones (genera microestructuras donde se
reproducen los microorganismos) y aporta alimento y nutrientes que promueven la actividad
enzimética, por lo tanto, la mineralizacion y disponibilidad de P incrementa (Yang y col.,
2021).

Efecto en el rendimiento de los cultivos

Como se mencion6 en apartados anteriores, una de las lineas de investigacion con mayor
interés es el efecto de biochar en el rendimiento de los cultivos. Los resultados han sido
diversos y aunque la productividad depende del disefio y de las condiciones
experimentales, generalmente, se observa un aumento en el rendimiento en suelos &cidos,
degradados y pobres en nutrientes (EI-Naggar y col., 2019). La tasa de aplicacion de
biochar también influye en la productividad, a bajas dosis se pueden observar cambios en
las propiedades del suelo mientras que para incrementar el rendimiento se necesitan dosis
mas altas (> 15 t ha) (Cornelissen y col., 2018; Pandit y col., 2018; Li y col., 2018; Chany
col., 2008). El incremento en el rendimiento de los cultivos puede atribuirse a: cambios en
las propiedades fisicoquimicas del suelo, nutrientes aportados por el biochar y mayor
eficacia en la retencién, y efectos en la fisiologia y crecimiento de las plantas.

La aplicacién de biochar mejora las propiedades hidraulicas del suelo; ademas, como se ha
comentado, provoca un efecto de encalado en suelos 4cidos, reduce el Al* intercambiable
y el Fe* soluble, por tanto, incrementa la disponibilidad de nutrientes que interactian con
estos dos elementos; también incrementa la porosidad y reduce la Da y la compactacion,
(Lahgariy col., 2015; Ghodszad y col., 2021). Por otra parte, todos los biochares contienen
nutrientes minerales como N, P, K, Ca, Mg, S, Mn, Cu, Zn, Siy B, cuya cantidad dependera
del origen y de las condiciones de pirélisis, al ser aplicado en el suelo estos nutrientes sirven
como reservorio para las plantas. También, al aplicar el biochar la CIC del suelo y la
disponibilidad de nutrientes y agua se incrementan, por lo que habra menos perdida por

lixiviacion (Yuy col., 2019).
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También se han reportado que existen cambios significativos en la fisiologia de las plantas
(intercambios gaseoso, tasa fotosintética, tasa de transpiracion, tasa de asimilacion,
potencial hidrico de las hojas, uso eficiente del agua y concentracién de nutrientes en los
tejidos), sobre todo en suelos salinos, donde se han encontrado mejores relaciones K/Na
(menor cantidad de Na en los tejidos y mayor presencia de K en el xilema) que favorecen
diversos procesos fisiolégicos que incrementan el rendimiento (Semida y col., 2019; Yu y
col.,, 2019).
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Biofertilizantes

El término biofertilizante abarca el uso de microorganismos, abonos verdes, estiércoles,
digestados anaerobios y algunos extractos vegetales en la produccién de cultivos o en la
recuperacion de suelos. Aunque de manera general, los biofertilizantes se caracterizan por
contener microorganismos que al ser inoculados en el suelo generan una asociacién con
las plantas; estas excretan aminoacidos, proteinas, carbohidratos, vitaminas, y hormonas
gue facilitan la reproduccion de los microorganismos y estos, a su vez, proveen y mejoran
la disponibilidad de nutrientes, influyen en el metabolismo de las plantas, modifican los
exudados de las raices e incrementan la interaccion con otros microorganismos para
brindar proteccién contra organismos patégenos, mejorar la tolerancia a estrés salino e
inmovilizar metales téxicos (Grageda-Cabrera y col., 2012; Gomez-Godinez y col., 2021,
Kour y col., 2019). Los microorganismos que se pueden encontrar en los biofertilizantes se
dividen en dos grupos: en el primero se encuentran microorganismos que sintetizan
compuestos promotores del crecimiento; microorganismos fijadores de nitrégeno,
solubilizadores de fésforo, potasio y hierro; microorganismos que mejoran la tolerancia a
estrés hidrico, salinidad, metales toxicos y pesticidas; en el segundo grupo se encuentran
los microorganismos que son capaces de disminuir o prevenir el efecto de los organismos
patégenos (Armenta y col., 2010).

Existen diferentes presentaciones de biofertilizantes comerciales que han demostrado gran
efectividad en la productividad de los cultivos (liquidos, polvos, liofilizados, granulados y
turbas), su efectividad depende en gran medida de factores como las condiciones edéficas
(contenido de MO y pH), genotipo de las plantas (el sistema radicular influye en la estructura
y microhdbitat del suelo), microbiota autdctona (antagonismo o sinergismo entre especies
de microorganismos) y condiciones ambientales (temperatura, precipitacion y humedad)
(Gomez-Godinez y col., 2021). Las recomendaciones de uso de los biofertilizantes
dependen de las condiciones donde son aplicados, sin embargo, de manera general, todos
deben ser amigables con el medio ambiente, permitir ajustes de pH y adicién de nutrientes,
ademas de conservar la viabilidad durante un largo periodo de tiempo.

Se ha reportado el uso de diversos biofertilizantes con la presencia de diferentes géneros
de bacterias y hongos micorricicos, entre los que figuran Azospirillum, Azotobacter,
Trichoderma, Rhizobium entre otros. En la Tabla 5 se presentan algunos de los efectos

observados con la aplicacion de diferentes biofertilizantes.
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Tabla 5. Efectos reportados con la aplicacion de biofertilizantes en diferentes cultivos.

Tipo de Cepa/materia prima . Efectos sobre los pardmetros de .
. - - Cultivo L Referencia
Biofertilizante utilizada productividad
Maiz (Zea mays) Mayor altura de planta. (Khan, 2018)
Pastos (Cynodon . : WingChing-Jones
(Cy ) Porcentaje alto de materia fresca y seca. (Wing 9 y
nlemfuensis) col., 2016)
Azospirillum Precocidad 'y mayor porcentaje de
germinacion in vitro. Aumento en nimero de
L|S|anthu§ (Eustoma ho'Jas, area follgr, peso fr?sco y seco d(la las (Santos y col., 2022)
grandiflorum) plantulas, longitud y ndamero de raices,
didmetro del haz vascular, grosor de las
hojas y grosor de las raices.
Algodon (Gossypium Incremento de hasta 53 % en el tamafio de  (Romero-Perdomo y
hirsutum) la planta y la raiz. col., 2017)
Fijadores de Mayor altura de I.a} planta y area foliar .por
nitrégeno planta y floracion temprana inducida.
Fresa (Fragariax ananassa) Mayores contenidos de acido ascorbico, (Negiy col., 2021)
azlcares totales, compuestos fendlicos
Azotobacter . o
totales y capacidad antioxidante
Aumento en longitud y peso de la raiz, peso
_ N . dela p,arte aérea, altura de la p_lanta, peso de (Mahato y Kafle.,
Trigo (Triticum aestivum) la panicula, peso del grano, biomasa total y 2018)
aumento en el rendimiento del grano entre
16.5y 19.4 %.
Incremento (19 %) en longitud de raiz, mayor
Lentejas (Lens culinaris) nodulacién (42 %), mayor altura de plantay  (Paliyay col., 2019)
Rhizobium mayor rendimiento en semilla (53 %).

Frijol (Phaseolus vulgaris)

Mayor biomasa aérea, rendimiento vy
contenido de N total en semillas

(Mulas y col., 2011)
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Fresa (Fragaria x ananassa)

Aumento en el contenido de vitamina C,
acido citrico, antocianinas y epicateina.

(Flores-Félix y col.,
2018)

Bacillus

Maiz (Zea mays)

Pak choi o col china (Brassica

rapa chinensis)

Tomate (Solanum
lycopersicum)

Aumento del 5 % en rendimiento, aumento
en absorcion de N de hasta 11.2 % por la
planta.

Reduccion de 68 % en volatilizacién de
amonio, incremento de 19 % en rendimiento
y 19 % mayor recuperacion de N.

Aumento en el contenido de flavonoides,
licopeno y vitamina C en frutos.

(Suny col., 2020)

(Xue y col., 2021)

(Ochoa-Velasco y
col., 2016)

Hongos
micorrizicos
arbusculares

Glomus fasciculatum

Funneliformis mosseae

y Rhizophagus
irregularis

Trigo (Triticum aestivum)

Cacahuate (Arachis
hypogaea)

Garbanzo (Cicer arietinum)

Mayor altura de planta, rendimiento se
semilla y contenido de proteina.

Mayor porcentaje de aceite extraido y mayor
vida atil.

Incremento en biomasa y rendimiento por
planta, mejoré el valor nutricional de los
granos (mayor contenido de proteina, Fe y
Zn)

(Gaonker y
Sreenvinasa, 1994)

(Pawar y col., 2018)

(Pellegrino y Bedini,
2018

Scenedesmus sp.

Arroz (Oriza sativa)

Mayor altura de planta, nUmero de macollos,
biomasa y rendimiento de grano.

Incremento en longitud y diametro del fruto,

(Nayak y col., 2019)

Microalgas . o )
. Tomate (Solanum mayor contenido de solidos solubles totales, (Suchithra y col.,
Chlorella vulgaris . ; L L .
lycopersicum) azucar soluble, &cido ascoérbico, proteina 2022)
total y humedad.
Porcine Tomate (Solanum Aumento en follaje, en el nimero de floresy  (L6pez-Davilay col.,
lycopersicum) frutos, y en altura de la planta. 2017)
. Residuos sélidos ) i
Digestados Mayor contenido de clorofila total,

municipales, lodos de
depuradora,

residuos de flores

Berenjena (Solanum
melongena)

carotenoides y proteinas en frutos, asi como
incremento en el rendimiento.

(Vaishy col., 2022)
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Proceso de digestién anaerobia

La digestiéon anaerobia (DA) es un proceso bioldgico complejo en el cual la materia organica
es transformada por microorganismos anaerobios en compuestos mas simples. Esto ocurre
através de 4 etapas: hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis, las cuales se
describen en la Figura 3. Durante el proceso se produce biogas (mezcla de Hz, CH4, CO,
H.S, siloxanos y vapor de agua), ademas de un digestado liquido (que suele ser utilizado
en la fertilizacion debido a un alto contenido de N y P) y un digestado sélido (que es
aprovechado como enmienda de suelo). La eficacia y el rendimiento en la conversion de la
materia organica en metano esta en funcion de las interacciones entre los microorganismos
presentes y la estabilidad del proceso de DA, la cual a su vez esta relacionada con las
propiedades de la materia prima usada (tamafio de particula, relacion C/N) y las
condiciones operativas del sistema (pH, acidos grasos volatiles, temperatura, tiempo de

retencién, carga organica y aditivos (Wu y col., 2021; Pany col., 2021).

Tamario de particula
El tamafio de particula esta relacionado con la velocidad de reaccion y descomposicion del
sustrato, particulas grandes obstruyen el digestor y obstaculizan la funcién de los
microorganismos mientras que una reduccion en el tamafio de particula incrementa la
actividad metabdlica de las bacterias y beneficia la produccion de metano debido a una
mayor area de superficie especifica. Sin embargo, una sobre reduccion en el tamafo de
particula propicia una sobre acidificacion en el proceso de DA y por tanto inhibicion en la

produccién de metano (Pany col., 2021; Alavi-Borazjani y col., 2020).

Relacion C/N
Denota la cantidad de carbono sobre nitrdgeno que se encuentra presente en el sustrato
dentro del proceso de DA. El carbono se encuentra dentro de la fraccion organica y esta
relacionado directamente con la produccién de metano, mientras que el nitrégeno esta
presente en las proteinas y se usa en la formacién de células bacterianas que participan en
el proceso de DA (Pany col., 2021; Cremonez y col., 2021). Para la estabilidad del proceso
se recomienda tener una relacién C/N media (entre 20 y 35), una relacion alta provoca
limitaciones en la carga bacteriana debido a poca disponibilidad de N contenido en las
proteinas, una relacién baja conduce a la formacion de NHs* y NHs, que inhibe el
crecimiento de metandgenos y por tanto la producciéon de metano (Pawar y col., 2018;

Pramanik y col., 2019). Para lograr una relacion media se pueden combinar 2 o mas
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sustratos, usando sustratos ricos en C como deshechos urbanos y sustratos ricos en N

como estiércoles.

[Proteinas Carbohidratos Lipidos ]
Deshechos
organicos l Clostridium, Bacillus, Acetivibrio,
Hidrdlisis Proteus, Staphylococeus,
(pH 5.5-6.0)

Peptococcus, Vibrio, Bacteroides

@ Bacteroides,

Aminoacidos, acidos grasos, azlicares de
cadena corta

<

Acidogénesis
pH 6.0-7.0

g

[ Acidos organicos volatiles, alcoholes ]

=

Acetogénesis Clostridium,  Syntrophomonas

pH6.0-7.0  |syntrophobacter,

<

[ Acido acético, CO5, H, ]

Methanobacteriu Methanoregula,

Methanosarcina, Methanosaeta Metanogénesis Methanocalculds,  Methanococcus,

pH 6.5-7.5 Methanobrevipacter, Methanoculleus

Methanospirillu
l ‘ Methanoplanus,
Metano Metano
(acetotroficos) (hidrogenotroficos)

\

Figura 3. Etapas del proceso de DA, pH sugerido para las diferentes etapas y géneros de bacterias
relacionadas a cada una de ellas.
Realizada con informacion tomada de (Pan y col., 2021; Cremonez y col., 2021; Pramanik y col.,

2019)

pH y acidos grasos volatiles
El pH influye en el crecimiento y la actividad enzimatica de los microorganismas, la mayoria
de las bacterias anaerébicas se desarrollan mejor en rangos de pH entre 6.5y 7.6, sin

embargo, cada grupo de bacterias que participan en las diferentes tapas de la DA presenta
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un valor de pH ideal. Los valores y rangos que se han reportado para la hidrolisis,
acetogénesis y metanogénesis son 6.0, 6.0-7.0, 6.5 y 7.6, respectivamente, aunque valores
mayores a 5 y 6.2 son considerados como aceptables para las etapas de acetogénesis y
metanogénesis, respectivamente (Wu y col., 2021; Pramanik y col., 2019). Durante las
diferentes etapas del proceso de DA el pH se vuelve acido por lo que se debe ajustar
mediante el uso de productos alcalinos como KO para evitar la acumulacion de acidos
grasos volatiles o la formaciéon de amoniaco, productos que inhiben la produccién de
metano (Pan y col., 2021; Pramanik y col., 2019).

Los &cidos grasos voléatiles (AGV) son productos intermedios en el proceso de DA, se
producen en las etapas de acidogénesis y acetogénesis. Los principales AGV que se
producen son acetato, propionato, butirato, isobutirato, valerato e isovalerato, de los cuales,
el acetato es el principal precursor del metano. Los valores de AGV sirven para conocer el
estado metabdlico del biorreactor y tener en cuenta el grado de estabilidad del proceso. Se
ha reportado que una concentracién mayor a 8000 mg L de AGV inhibe el proceso de
metanogénesis (Wu y col., 2021; Pany col., 2021; Cremonez y col., 2021; Pramanik y col.,
2019).

Temperatura
Es uno de los principales pardmetros a controlar durante el proceso de DA, la temperatura
influye en el tiempo de retencién, en la tasa de crecimiento, el metabolismo y la dinAmica
de los microorganismos, y en el rendimiento de la produccién de metano. Los procesos se
pueden clasificar en funcion de la temperatura en psicroéfilos, mesdfilos y terméfilos, los
cuales se llevan a cabo a temperaturas de 25 °C, 35 °C y 55 °C respectivamente. Los
procesos mesofilos ofrecen mayor estabilidad en la DA con un costo muy bajo, mientras
que los termdfilos ofrecen mayor produccion de metano, menor tiempo de retencién, mayor
eliminacion de patégenos mayor digestibilidad y mejor separacion entre las proporciones
sélidas y liquidas, sin embargo, resultan mas costosos por el uso de energia para alcanzar

y mantener estable la temperatura (Pan y col., 2021; Pramanik y col., 2019).

Tiempo de retencion
Es uno de los principales parametros a controlar para la produccion de biogas, esta en
funcién del tipo de sustrato que alimenta el reactor y de condiciones como la temperatura
(Cremonez y col.,, 2021). Para su evaluacion se utilizan dos indicadores, tiempo de
retencion solido (tiempo que permanecen las bacterias en el biorreactor) y tiempo de

retencién hidraulico (tiempo que pasa el digestado en el biorreactor). Tiempos de retencion
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altos provocan mayor produccion de metano, reduccion en la cantidad de solidos volatiles
y mejor adaptacién de los microorganismos a las condiciones del reactor, mientras que
tiempos de retencion cortos pueden provocar acumulacion de AGV por pérdida de
microorganismos Yy, por consiguiente, inhibicibn en la produccion de metano. Se
recomiendan tiempos de retencion de 30 a 50 dias con temperaturas meséfilas y de 10 a

30 dias con condiciones terméfilas (Wu y col., 2021; Pramanik y col., 2019).

Carga organica
Esta definida como la cantidad de sélidos organicos que se alimenta por dia por unidad de
volumen de capacidad del digestor. Si la carga organica es mayor a la capacidad de trabajo
se puede producir inhibicién en la produccion de metano, por lo tanto, se ha recomendado
que la carga organica no sobrepase los valores de 1.5y 2.5 g L'*d? en condiciones

mesofilas y termofilas, respectivamente (Pramanik y col., 2019).

Caracteristicas del digestado liquido

Las caracteristicas quimicas y bioquimicas del digestado liquido dependen de las
caracteristicas de la materia prima (tamafo de particula, relacion C/N, composicién
qguimica), condiciones del proceso (pH, temperatura, tiempo de retencién hidraulico, tasa
de carga organica), configuracion del proceso (semicontinuo o por lote) entre otros (Chong
y col., 2022). En general, los digestados liquidos mantienen los niveles de macronutrientes
(K, Ca, Na, Mg y sobre todo N y P) y micronutrientes (Fe, Zn, Mn, Cu, Li, Sr, Ba) presentes
en la materia prima, salvo por alguna disminucién de los elementos que utilizan los
microorganismos para su crecimiento y metabolismo (Chong y col., 2022; Totrrisi y col.,
2021). Por ejemplo, el nitrdgeno organico presente en las proteinas de los sustratos es
transformado en nitrdgeno amoniacal, del cual solo una pequefia fraccion es consumida por
los microorganismos y el resto se encuentra disponible en el digestado liquido. La mayor
concentracién de N se ha observado en digestados provenientes de excretas de ganado
bovino y porcino, seguido de sustratos derivados de desechos alimentarios y al final
digestados de aguas residuales y residuos lacteos (Chong y col., 2022; Karl-Johan, 2022).
Se ha reportado una concentracién de N entre 11.2 'y 25.7 g kg* en forma de NHs*y NO3’
(Luy col., 2021).

Por otro lado, el alto contenido de P proviene de los acidos nucleicos y fosfolipidos
presentes en la materia prima, aunque la presencia de formas solubles de fosforo (fosfatos)

esta en relacion con el pH del digestado, un pH demasiado alcalino provoca precipitaciones
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de fosforo. Generalmente se reportan valores de pH entre 6.7 y 8.3 en los digestados

anaerobios (Chong y col., 2022; Lu y col., 2021).
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Capitulo 3. Planteamiento del problema

Actualmente, cerca del 23% de la superficie del planeta presenta algun nivel de
degradacién. El origen de esta problematica es diverso y tiene efectos ambientales,
productivos y sociales. Se reconocen cuatro tipos de degradacion edafica: erosion hidrica,
erosion edlica, degradacion fisica y degradacion quimica (Lépez, 2016). Los principales
mecanismos de degradacion quimica del suelo son el agotamiento de nutrientes, la
acidificacion, salinizacion y contaminacion del suelo (Lépez, 2002). En las zonas secas
algunos de estos mecanismos actian mas rapidamente y pueden conducir a la
desertificacion del suelo.

En México, la superficie total destinada para la agricultura es de 27,496,118 hectareas y se
estima que el 69.7% presenta algun tipo de degradacién, debido en primer lugar, a erosiéon
hidrica con 25.4%, seguida por degradacioén quimica y erosion edlica con 20.1% cada una,
y por ultimo degradacion fisica con el 4.1%. (SEMARNAT, 2015). Parte de la degradacion
guimica se origina por deficiencia de nutrientes y suele corregirse a través de la adicién de
fertilizantes, sin embargo, la eficacia de absorcién de estos por las plantas es menor al 50%
(Armenta-Bojérquez y col., 2010), el resto se pierde por diferentes mecanismos como
lixiviaciébn o volatilizacién, procesos que generan pérdidas econémicas y problemas
ambientales.

El uso de fertilizantes de origen sintético data de 1950 (Grageda-Cabrera y col., 2012). En
los Ultimos afios la demanda de estos productos ha ido en aumento, sobre todo de
fertilizantes que aportan nutrientes que limitan la produccién como Ny P. Por ejemplo, en
2018 se aplicaron 199.4 millones de toneladas de fertilizantes, de los cuales el 60 %
correspondié a fertilizantes nitrogenados y el 23 % a fosfatados, estas cifras representan
un incremento del 9 % con respecto a lo reportado en el afio 2013 (Statista, 2022). En
nuestro pais, el incremento en el uso de estos productos fue mayor en el mismo periodo
(2013-2018), el aumento fue de 40-50% en fertilizantes nitrogenados (amoniaco anhidro,
urea, sulfato de amonio) y el 100% en fertilizantes fosfatados (fosfatos de Ca, K, entre otros)
(FAOSTAT, 2022).

El uso excesivo de fertilizantes provoca pérdida de carbono en el suelo, menor capacidad
de retencion de agua, problemas en la estructura de suelo, mayor necesidad de labranza,
y pérdida de nutrientes por lixiviacion e inmovilizaciéon por formacion de compuestos
minerales insolubles y no asimilables por las plantas. Lo anterior, sumado a los cambios en

la precipitacion y en la temperatura ambiental provoca que la fertilidad de los suelos
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disminuya, y que para mantener el nivel de produccion de alimentos haya que hacer mayor

uso de productos quimicos comerciales.
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Capitulo 4. Justificacion

Es importante impulsar el uso de fertilizantes organicos o enmiendas de suelo que brinden
y mantengan niveles 6ptimos de carbono y nutrientes en el suelo para obtener el
rendimiento maximo del agroecosistema; asi como para lograr una estructura fisica 6ptima
para la retencién de agua y aire que sea capaz de soportar periodos de estrés hidrico y de
contrarrestar los efectos de la degradacion y la desertificacion en las zonas secas. Algunas
alternativas para lograr lo anterior se basan en el uso de bioproductos como el biochar y los
biofertilizantes.

Diversos estudios, tanto de laboratorio como de campo; a corto, mediano y largo plazo, han
arrojado resultados que justifican el uso del biochar como mejorador de las propiedades del
suelo (Oladele, 2019; Liang y col., 2014; Yao y col., 2017) tales como modificar el contenido
y mineralizacién del N en el suelo y mitigar las emisiones de CH4 (Nan y col., 2020; Nan y
col., 2022; Shen y col., 2021) provocar cambios en las comunidades microbianas y en la
actividad enzimatica de los microorganismos (Yao y col.,, 2017; Wang y col., 2021,
Amoakwah y col., 2022), participar en la inmovilizacién y adsorcién de metales pesados (Gu
y col., 2021; Wu y col., 2022) y provocar un cambio en el rendimiento de los cultivos Joseph
y col., 2020; Hu y col., 2021; Abbruzzini y col., 2019; Wang y col., 2021).

En México, el uso de biochar ha sido poco estudiado, la mayoria de los trabajos reportados
se concentran en la produccién, caracterizacion y evaluacién de la toxicidad del biochar
(Flesch y col., 2019; Chavez-Garcia y col., 2020; Pérez-Cabrera y col., 2021; Orozco-
Gutiérrez y Lira-Fuentes, 2020; Veldzquez-Maldonado y col., 2019; Veldzquez-Machuca y
col., 2019; Medina y col., 2018), solo algunos evaltan el efecto de este en las propiedades
del suelo o en el rendimiento de los cultivos (Concilco-Alberto y col., 2018; Mondragon-
Sanchez y col., 2021; Orozco-Gutiérrez y col., 2021).

Para establecer con claridad recomendaciones de dosis y formas de aplicacién del biochar
es necesario tener en cuenta diversos aspectos, como las condiciones climaticas,
caracteristicas del suelo y del cultivo, practicas agricolas y nivel tecnoldgico. Por ello, en
cada caso se debe adecuar la investigacion a las caracteristicas de la zona, para maximizar
los efectos del biochar bajo esas condiciones. Por ejemplo, el incremento en la capacidad
de retencidon de agua, propiedad fundamental en territorios que sufren escasez de agua la
mayor parte del afio como las zonas &ridas y semiaridas. En el estado de Hidalgo,
considerado uno de los estados mas aridos del pais, cerca del 40 % de su territorio

corresponde a zonas con clima &rido o semiarido con precipitaciones anuales menores a
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500 mm y vegetacion caracteristica de matorral xerofilo, bosque tropical caducifolio, bosque
espinoso y pastizal (Fernandez-Badillo y col., 2016).

Debido a la baja precipitaciéon en las zonas aridas y semiaridas de Hidalgo, el tipo de
agricultura predominante es de temporal, donde el maiz y la cebada son los principales
cultivos sembrados con 206,860 y 110,904 ha, respectivamente (SIACON, 2019). En varias
zonas del estado también se practica la agricultura protegida con instalacion de riego, para
producir calabaza, jitomate, chile y tomate verde, este Ultimo ocupa el segundo lugar en
superficie sembrada con 1385 ha (SIACON, 2019). Aunque tanto la cebada como el tomate
verde ocupan lugares importantes en cuanto a superficie sembrada, el rendimiento
promedio de ambos cultivos en Hidalgo (1.8 ton ha para cebada y 13.83 ton ha! para
tomate verde) se encuentra por debajo del rendimiento promedio nacional (2.1 ton ha* para
cebada y 22.9 ton ha! para tomate) (SIACON, 2019), debido probablemente a la falta de
agua en periodos criticos y fertilizacidn nitrogenada en el caso de la cebada, y a suelos
pobres o mala nutricion en el caso del tomate verde, por ello la investigacion de nuevas
alternativas para la fertilizacion y recuperacion de los suelos es fundamental en el estado.

Es importante resaltar que con la obtencién y uso de bioproductos como el biochar y los
biofertilizantes se valorizan residuos organicos endémicos de la regién, que de otra forma
podrian causar contaminacion ambiental durante su degradacidon. Ademas, con estas
acciones contribuimos en cinco de los 17 objetivos de desarrollo sostenible marcados en la
agenda 2030 de la FAO, ya que con el uso de estos productos se ayuda a combatir el
cambio climatico, a disminuir la degradacion de suelo por el uso excesivo de fertilizantes
guimicos y a promover técnicas de produccién sostenibles, con la finalidad de terminar con
el hambre y alcanzar la seguridad alimentaria (FAO, 2022). Ademés, ambos bioproductos
son inocuos tanto para quienes los aplican como para quienes consumen los cultivos en los

que se usan.
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Capitulo 5. Objetivos

General

Evaluar los efectos del uso de biochar y biofertilizantes en la calidad del suelo y en la
produccion de cultivos de riego y de temporal para determinar su viabilidad como

mejoradores de suelo en una zona semiarida.

Especificos

e Evaluar la influencia del biochar sobre las propiedades del suelo con monocultivo
de cebada de temporal.

e Evaluar la efectividad bioldgica del biofertilizante de nopal en tomate verde (Physalis
ixocarpa) y cebada (Hordeum vulgare) bajo condiciones de invernadero y a cielo
abierto, respectivamente.

e Comparar los efectos de la combinacién biochar-fertilizacién inorganica y biochar-

biofertilizacién en las propiedades del suelo y en la produccién de tomate verde.
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Capitulo 6. Disefio experimental

Para cumplir los objetivos del estudio se realizaron dos experimentos: 1) cultivo de tomate
verde (Physalis ixocarpa) en invernadero y 2) cultivo de cebada (Hordeum vulgare) de
temporal a cielo abierto.

En el primer experimento se evalud el efecto inicial de la adicién de biochar en el suelo y
después de cada ciclo de cultivo en el suelo y en las plantas. Debido a que el tomate verde
es un cultivo demandante en cuanto requerimientos nutrimentales, se probaron, durante
dos ciclos de cultivo, los siguientes tratamientos: biochar + 20 % fertilizaciébn quimica,
biochar + 50 % fertilizacion quimica, biochar + biofertilizante y 100 % fertilizacion quimica
sin adiciéon de biochar, este ultimo fue el tratamiento control. Los resultados de este
experimento estan publicados en Cruz-Méndez y col. (2021), cuyo documento se encuentra

en el Anexo 2.

En el segundo experimento se evalu6 el efecto de la aplicacion de biochar y biochar con
biofertilizante sobre el suelo y el cultivo de cebada. Este experimento se realizd a cielo
abierto, en parcelas de 24 m?, bajo condiciones de temporal y con el manejo agronémico
gue realizan los productores. Por ello, solo se probaron tres tratamientos: 3 ton ha? de
biochar (TB), 3 ton ha? biochar + biofertilizante (TBBf), y el tratamiento control (TC) sin
fertilizacién, tal como se cultiva la cebada de temporal en Hidalgo. Se caracterizd
inicialmente el suelo y después de cada ciclo de cultivo durante dos afios; también se

evaluaron las caracteristicas del cultivo relacionadas con el rendimiento.
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Capitulo 7. Experimento 2: Cultivo de cebada (Hordeum vulgare) de

temporal a cielo abierto
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Resumen

Se valoraron los efectos de la aplicacion de biochar solo y combinado con biofertilizante,
sobre las propiedades fisicas y quimicas del suelo, asi como en el cultivo de cebada maltera
de temporal. Durante dos afios consecutivos de cultivo se evaluaron 3 tratamientos: control
(TC) sin fertilizacion, 3 ton ha' de biochar (TB) y 3 ton ha? de biochar + biofertilizante
(TBBf), en parcelas de 24 m?. Los resultados mostraron que tanto el biochar como el
biofertilizante modificaron significativamente algunas de las propiedades fisicoquimicas del
suelo. En los dos ciclos de cultivo se observé un incremento significativo con TB y TBBf con
respecto a TC en la CIC y la CRA, asi como en el contenido de MO, Ninorg, P4, K, Ca, Mg,
Mny Fe. Los valores mas altos se presentaron con TBBf.

En cuanto a los efectos en el cultivo de cebada, se presentaron incrementos significativos
en la altura de la planta, nimero de espigas por metro cuadrado, peso de mil granos y
rendimiento de grano con TB y TBBf, sin embargo, los efectos solo se observaron durante
el primer ciclo de cultivo y al igual que en el suelo, los valores mas altos se presentaron con
TBBf. Durante el segundo afio de cultivo no existieron diferencias entre los tratamientos.
En conclusion, la aplicacion de dosis bajas de biochar solo y en combinacion con
biofertilizante mejord varias propiedades fisicas y quimicas del suelo, efecto que se
mantuvo durante los dos afios del estudio, y que fue mayor cuando se combiné el biochar
con el biofertilizante; mientras que el impacto positivo en el cultivo de cebada solo se

observé el primer afio de estudio.

Introduccion

La cebada maltera (Hordeum vulgare L.) es un cultivo de gran importancia econémica en
México. Aproximadamente el 70% de la produccién nacional se usa como materia prima
para la produccion de cerveza y el 30% restante para la alimentaciéon de ganado (De la
Rosa y col., 2017; Calderén-Garcia y col., 2015). Ademas, es un cultivo con un ciclo
vegetativo corto (100-110 dias hasta la cosecha), el rendimiento responde a bajas tasas de
fertilizacién y no demanda grandes cantidades de agua, por lo que se adapta facilmente a
diversas condiciones edaficas y ambientales (Calderon-Garcia y col., 2015; Aguilar-Avila &
Schwentesius-Rindermann, 2004), como las que se presentan en las zonas de temporal
donde se retrasan las lluvias y existen periodos cortos de heladas. Debido a su facil

adaptacion se cultiva en 16 estados de la Republica Mexicana, entre los que destacan
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Hidalgo, Puebla, Tlaxcala y Estado de México; estos cuatro estados abarcaron el 83% de
la superficie de temporal sembrada en 2019 y 2020 (SIACON, 2020).

Debido a que los costos de produccién en zonas de temporal son mas bajos que en zonas
de riego, la industria cervecera ha apostado por impulsar el cultivo de cebada de manera
extensiva en zonas de temporal del Altiplano Central (Hidalgo, Puebla, Tlaxcala y Estado
de Meéxico) (Aguilar-Avila & Schwentesius-Rindermann, 2004). Sin embargo, la
productividad en estas zonas se encuentra por debajo de las zonas de riego, el rendimiento
maximo obtenido en temporal es de 3.3 ton ha! (Puebla), mientras que con riego es de 6
ton ha* (Guanajuato) (SIACON, 2020). La baja productividad en zonas de temporal se debe
principalmente a tres factores: 1) escasez de agua en periodos criticos del cultivo, 2) uso
incorrecto de fertilizantes y 3) poco o nulo acceso a hueva informacion o nuevas tecnologias
por parte de los productores.

El acceso al agua en zonas de temporal es exclusivamente a través de las precipitaciones,
gue generalmente son escasas Yy erraticas, lo cual produce estrés hidrico en los cultivos. El
efecto que produce el estrés hidrico dependera de la intensidad de este y de la etapa
fisiologica del cultivo, si aparece durante la antesis en cebada, el nimero de granos
potenciales por espiga se vera reducido, si el déficit se presenta durante la formacién o
llenado del grano, el peso y la calidad de la malta estaran mermados (Savin y col., 2022;
Pardo y col., 2022)

La fertilizacién, sobre todo la fertilizaciéon nitrogenada es una practica comdn en zonas con
acceso al agua, mientras que en zonas con limitacién de agua la fertilizacion con N llega a
afectar el rendimiento de los cultivos en lugar de beneficiarlo. Por esta razon, los
productores en zonas de temporal optan por omitir la fertilizacion, sobre todo en cebada
debido a la idea de que es un cultivo que se adapta mejor a suelos poco fértiles (Savin y
col., 2022). Sin embargo, diversas simulaciones y estudios sugieren que el uso constante
de fertilizantes nitrogenados en zonas aridas aumentaria la productividad de los cultivos
(Monjardino y col., 2013; Savin y col., 2019; Meier y col., 2021; Zunfu y col., 2022).

Se han propuesto algunas actividades para disminuir el impacto del estrés hidrico o el mal
uso de fertilizantes nitrogenados, entre las que destacan implementar técnicas de
recoleccién de agua de lluvia, uso de residuos de cultivos como acolchados naturales,
disminuir el espacio entre hileras, uso de genotipos mejorados, uso de fertilizantes de
liberacion lenta, mejor control de malezas, entre otras. No obstante, la mayoria de estas

alternativas incrementa el costo de produccién y resulta incosteable para la mayoria de los
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productores de zonas de temporal, por lo que es importante ofrecer nuevas alternativas que
sean accesibles y costeables para los agricultores.

El uso de bioproductos como biofertilizantes, compostas u otras enmiendas organicas que
se generan con residuos locales han resultado ser efectivas para incrementar el rendimiento
de los cultivos. Por ejemplo, la aplicacion de lana ovina de desecho mejor6 el contenido de
C y N en el suelo, el uso del agua fue 30 % mas eficiente y el rendimiento en grano de
cebada incrementé 50 % (Lal y col., 2020). Jerbi y col., (2022) sugieren que el uso de
hongos micorricicos autéctonos mejora el rendimiento de grano de cebada entre 60 y 90
%. Por otra parte, Agegnehuy col., (2016a) encontraron que la aplicacion de combinaciones
de biochar, composta y biochar compostado con fertilizante nitrogenado incrementan el
rendimiento en grano de cebada entre 30 y 70 %.

Derivado de los reportes que existen en diversos paises del uso de biochar combinado con
otras enmiendas organicas, el objetivo del presente estudio fue evaluar el impacto a corto
y mediano plazo que tiene el uso de bichar y un biofertilizante sobre las propiedades
fisicoquimicas del suelo y en el cultivo de cebada maltera (Hordeum vulgare L.) en una zona
semiarida de temporal. Cabe mencionar que el biochar y el biofertilizante fueron producidos

aprovechando residuos generados localmente.

Materiales y métodos
Biochar

El biochar utilizado en este experimento fue producido por pirélisis lenta y a baja
temperatura (450-500 °C) a partir de residuos de madera. Se caracterizé de acuerdo con
los métodos propuestos por la Iniciativa Internacional de Biochar (IBI, por sus siglas en
inglés), la Sociedad Americana para Pruebas y Materiales (ASTM, por sus siglas en inglés)
y la normatividad mexicana (NOM-021-SEMARNAT-2000). Las metodologias estan
descritas en el Anexo 1. El pH y la CE se midieron en una dilucién 1:20 (p/v) de biochar:
agua destilada después de 90 min de agitacion (IBl, 2015). El porcentaje de humedad,
material volatil y contenido de cenizas se cuantificaron de acuerdo con el método ASTM
D1762-84. La distribucion del tamafio de particula se obtuvo mediante tamizado en seco
progresivo con tamices de 9,5 mm, 2 mm, 1 mmy 0,6 mm (IBI, 2015). EI N total se determin6
de acuerdo al método Kjeldahl (IBI, 2015); para las determinaciones de fésforo disponible
(Pq), capacidad de intercambio catiénico (CIC) y densidad aparente (Da) se aplicaron los
métodos AS-03, AS-10, AS- 11 y AS-12, respectivamente de la NOM-021-SEMARNAT-
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2000 (SEMARNAT, 2000). La capacidad de retencion de agua (CRA) se midio
gravimétricamente colocando 10 g de biochar en un embudo que contenia un papel filtro
doblado, luego se agregaron 50 mL de agua destilada para saturar el suelo y el embudo se

cubrié con papel aluminio durante 12 h para evitar la evaporacion

Biofertilizante

El biofertilizante se produjo en tres biorreactores discontinuos de 60 L (48 L de volumen de
trabajo), utilizando cladodios de nopal (Opuntia ficus-indica) como sustrato e inéculo de
estiércol de conejo fermentado. Para preparar el in6culo, se mezcl6 estiércol fresco de
conejo con agua (1:3 p/v) y se incubd a 30 °C durante 50 dias en condiciones anaerobias.
Los biorreactores se alimentaron con una tasa de carga organica (OLR, por sus siglas en
inglés) de 1.2 kg SV m2 d y se operaron con un tiempo de retencion hidraulica de 50 d y
a temperatura ambiente (alrededor de 22 °C). El biofertilizante se caracterizé evaluando su
contenido de carbono organico total (Boraste y col., 2009), nitrégeno total por el método
Kjeldahl, fésforo total y demanda quimica de oxigeno (DQO) (APHA AWWA WEF, 2012).
El contenido de Ca, K, Mg, Na, Cu, Fe y Zn se evalud por espectroscopia de absorcion
atomica (AAS) (Agilent, Santa Clara, CA, EE. UU.) en una muestra previamente digerida en
un horno de microondas (CEM, Matthews, NC, EE. UU.) aplicando el método EPA 3051
(EPA, 1995). Se investig6 la presencia de Salmonella, E. coli y coliformes fecales, los cuales
se cuantificaron vertiendo diluciones decimales seleccionadas (10°-107 en NaCl al 0,9%)
en placas con agar con eosin metileno (EMB, Dibico, Cuatitlan Izcalli, México), después, las
placas se incubaron a 37 ° C durante 24 h. Las metodologias anteriores estan descritas en
el Anexo 1.

Sitio del experimento

El campo experimental estd ubicado en el ejido de Santiago Tlapacoya, municipio de
Pachuca de Soto, Hidalgo, México, a 20° 04' 31.8" Ny 98° 49' 28.1" O, a una altitud de 2543
msnm. El clima es predominantemente semiseco templado con una temperatura promedio
anual de 12.6 °C y una precipitacion anual de 780 mm. Durante los Ultimos 15 afios se

cultivé cebada sin la adicion de fertilizantes quimicos o enmiendas orgénicas.

Preparacion del terreno y caracterizacion del suelo

Antes de la toma de muestras de suelo se realizé un subsoleo, se barbechd y niveld el

terreno mediante el uso de maquinaria agricola, posteriormente, se realizé el trazado de las
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parcelas experimentales. El area de cada parcela fue de 24 m? (4 * 6 m). El biochar se aplico
al voleo en una dosis de 3 ton ha?, una vez trazadas las parcelas el suelo se caracteriz6
segun los métodos establecidos por la NOM-021-SEMARNAT-2000 (el numero de método
esta entre paréntesis): pH (AS-02), densidad aparente (Da, AS-03), contenido de materia
organica (MO, AS-07), nitrégeno inorganico (Ninorg, AS-08), fésforo disponible (P4, AS-10,
AS- 11), capacidad de intercambio catiénico (CIC, AS-12), Zn, Fe, Cu, Ni, Pb y Cd extraibles
con DTPA (AS-14); Ca, Mg y K solubles (AS-19), conductividad eléctrica (CE, AS-18). Los
métodos anteriores se encuentran descritos en el Anexo 1. La capacidad de retencion de

agua (CRA) se midi6 de la misma forma que se hizo para el biochar.

Experimento en campo

Para evaluar los cambios producidos por la aplicacion de las enmiendas (biochar y
biofertilizante) en el suelo se realizé un experimento con cebada (H. vulgare) de temporal
durante dos ciclos de cultivo. Se comparé la aplicacibn de biochar y biochar con
biofertilizante en el rendimiento del cultivo y en el peso seco de las plantas. Para la siembra
se utilizé semilla de la variedad Dofia Josefa con una dosis de siembra de 120 kg ha?, la
cual se distribuy6 al voleo con ayuda de maquinaria agricola. Se probaron 3 tratamientos
que fueron distribuidos aleatoriamente en las parcelas experimentales: un tratamiento
control (TC: suelo sin fertilizacién), un tratamiento con biochar (TB: suelo + 3 ton hal
biochar) y un tratamiento con biochar y biofertilizante (TBBf: suelo + 3 ton ha? biochar +
biofertilizante). El biofertilizante se diluy6 para aplicar el 10% de la dosis recomendada de
fertilizante quimico de N para zonas de temporal en el estado de Hidalgo y se aplicé en una
sola dosis durante el inicio de la etapa de macollaje. Cada tratamiento se probd por
triplicado.
La cosecha se realizé cuando la semilla presentaba aproximadamente el 14% de humedad,
alrededor de 130 dias después de la siembra. Se recolectd una cantidad representativa de
plantas por cada tratamiento, se calcul6 el rendimiento por medio de la férmula 1 y se
determiné el peso seco de las plantas.

R (kg ha™') = NEM = NG * PMG (1D
Donde R es el rendimiento por hectarea, NEM es el nUmero de espigas por metro cuadrado,

NG es el nimero de granos por espiga y PMG es el peso de mil granos.
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Analisis estadistico

Para evaluar si la aplicacion de las enmiendas organicas (biochar y biofertilizante) impacté
las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo y el cultivo de cebada, se llevé a cabo un
ANOVA de una via. Posteriormente se realizd una prueba post hoc de Tukey para identificar
las caracteristicas que se maodificaron significativamente con los tratamientos. La
distribucion normal de los datos se verificd mediante las pruebas de Shapiro Wilk.

Para evaluar las interacciones entre las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo y los
tratamientos aplicados en los dos afios de cultivo, se realiz6 un analisis estadistico
multivariado (correlacion de Pearson y andlisis factorial, AF). La distribucién normal de los
datos se verific6 mediante las pruebas de Shapiro Wilk, cuando los datos no se ajustaron a
una distribucion normal se transformaron logaritmicamente o mediante una
estandarizacion. Los coeficientes de correlacién de Pearson nos permitieron identificar las
variables cuya relacién era estadisticamente significativa (con un nivel de significancia
0.05), las cuales seleccionamos para realizar el AF, al que le aplicamos una rotacion
Varimax. Para realizar los andlisis anteriores empleamos el paquete estadistico SPSS ver.
22.

Resultados y discusion

Caracterizacion de biochar y biofertilizante

Como se mencion6 en apartados anteriores, generalmente el pH de la mayoria de los
biochares es alcalino (7.1 a 10.5), debido a la separacion de sales alcalinas contenidas en
la materia prima y a la formacién de grupos funcionales basicos en la superficie del biochar
(Tomczyk y col. 2020; Wijitkosum 2022). De acuerdo con los resultados de la
caracterizacion fisicoquimica del biochar usado en este experimento (Tabla 6), se observa
que presentd un pH neutro (6.8). De acuerdo con Tomczyk y col. (2020) los biochares
producidos con residuos de madera presentan valores de pH de hasta 2 unidades menos
gue los biochares producidos con residuos agricolas o con desechos urbanos. Wijitkosum
(2022) report6 diferencias de hasta 3 unidades en el valor del pH entre biochares
producidos, bajo las mismas condiciones de pirdlisis (450-500 °C), con residuos agricolas
(de 7.48 a 10.40) y con residuos de madera (de 7.38 a 7.72).

Las diferencias de pH estan relacionadas con el contenido de cenizas en el biochar, a mayor
contenido de cenizas el pH del biochar es mas alcalino, esto se debe a las sales

(carbonatos, cloruros) y elementos minerales que se desprenden de la materia prima
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durante la pirdlisis (Montes-Moran, 2004). Mukome y col. (2013), encontraron valores de
pH de 7.3 y 3.1 % de cenizas de en un biochar producido con residuos de madera a 500
°C, mientras que la misma materia prima pirolizada a 450 °C presenté un pHde 7.1y 2.7%
de cenizas. Chen y col. (2018) encontraron cambios significativos en el pH de biochares
producidos a diferentes temperaturas después de la eliminacion de cenizas. El pH cambi6
de 9.59 a 5.48 con la eliminacion del 2.9% de cenizas.

Aligual que el pH, la CIC y la CE del biochar estan relacionadas con el contenido de cenizas,
la presencia de elementos minerales y metales alcalinos promueven la formacion de grupos
funcionales que contienen O, por lo tanto, a mayor contenido de cenizas la CIC y la CE
serdn mas altas (Tomczyk, 2020; Wijitkosum, 2022). El biochar usado en este estudio
present6é un contenido de cenizas dentro del rango reportado por Tomczyk y col. (2020)
para especies lefiosas (<7 %), ademas de valores de CIC y CE bajos (14.1 cmol*kgty 975
uS m?, respectivamente) (Tabla 6). Estos valores coinciden con los valores encontrados
por Hussain y col. (2021) en un biochar producido con residuos de mezquite a 500°C y
difieren de los reportados por Yuan y col (2011), quienes observaron que a mayor contenido
de cenizas (10.7-73.3 %) la CIC fue mas alta (179-304 cmol* kg?).

Tabla 6. Caracteristicas del biochar producido con residuos de madera a 500 °C

Parametro Valor Parametro Valor
pH 6.8 £ .05 (mg kg™?)
CE (uS m)? 975+6.2 Pqg 180+4.5
CIC (cmol* kgt)P 141+1.38 Nt 1680 + 180
Da (g cm®) 0.30+ .01 K 267 + 7
(%) Ca 133+1.4
Humedad 38x.1 Mg 129+1.1
CRAC 472+15 Mn 451+04
Carbono fijo 66.4 +2.8 Zn 15+.04
Material volatil 22.3 Cu 152+ 4
Cenizas 7.3+0.21 Pb >LD
Tamanfo de particula 55 % < 0.6 mm Ni >LD
Cd >LD

CE: conductividad eléctrica, CIC: capacidad de intercambio catiénico, Da: densidad aparente, CRA:
capacidad de retencion de agua, Py: fésforo disponible, N+: nitrégeno total

Ademas, el biochar mostré una Da baja (0.30 g cm), que ayuda a reducir la compactacion
del suelo y la necesidad de laboreo, y valores medios para la CRA (47%), que participa en

la retencién y disponibilidad de agua para los cultivos. Werdin y col. (2019) reportaron
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valores similares de Da (0.32 g cm™) en biochares con tamafio fino de particula (61.6 % <
0.6 mm), mientras que con particulas gruesas (> 2 mm) la Da disminuia (0.20-0.24 g cm™).
El biochar presentd valores bajos de N total (1680 mg kgl) y P4 (180 mg kg?) (Tabla 6) de
acuerdo con el intervalo reportado por Lehmann y Joseph (2009), 1700-17,000 mg kg? y
15-11,600 mg kg* para N y Pd, respectivamente, en biochares de quince origenes
diferentes. Ademas de la composicion de la materia prima, se ha encontrado que los
contenidos de N y P del biochar estan relacionados con la temperatura y el tiempo de
residencia durante la pir6lisis, conforme aumenta la temperatura el contenido de cationes
basicos y P es mayor, debido a la separacién de sales inorganicas de la materia prima,
mientras que la disponibilidad de N disminuye debido la volatilizacién de compuestos que
contienen N (Yuany col., 2011; Wang y col., 2020).

De acuerdo con los datos anteriores, la importancia del uso de biochar como
acondicionador de suelos radica principalmente en su estructura porosa, el tamafio de
particula, la baja densidad aparente y la capacidad de retencion de agua.

Como se observa en la Tabla 7, el biofertilizante present6 un pH moderadamente &cido,
coincide con el pH moderadamente acido que han reportado otros estudios con algunas
variedades de Opuntia (Quintanar Orozco y col., 2018; Garcia de Cortazar y Varnero, 1998;
Varnero y col., 1990). Generalmente los cladodios de nopal (Opuntia) presentan valores
acidos de pH (3.5-5.5) debido al acido malico que generan, producto del metabolismo &cido
de las crasulaceas (CAM, por sus siglas en inglés) propio de estas plantas. Sin embargo,
con la adicion de estiércoles el pH de los lodos de digestion se estabiliza y logra regular el
pH por arriba de 6.0 (Quiroz y col. 2021). Cabe resaltar que el pH acido aumenta la cantidad
de nutrientes disponibles en el biofertilizante.

Enla Tabla 7 también se muestra el contenido de nutrientes disponibles en el biofertilizante.
El contenido de P4 fue similar al reportado por Quintanar Orozco (2018), mientras que el de
Nt, Ky Mg fue mayory el de Ca, Fe, Zn y Cu menor. De igual manera, nuestro biofertilizante
presento valores mas altos de Py, K, Ca, Mg, pero un contenido mucho menor de Nt que lo
reportado por Alburquerque y col (2012). La cantidad de nutrientes disponibles en un
biofertilizante estd en funcién de la materia prima utilizada y de la tasa de retencion
hidraulica, generalmente el contenido de nutrientes sera mayor en biofertilizantes
producidos con desechos animales que con residuos agricolas (Lehmann y Joseph, 2009).
También es importante mencionar que los metales téxicos Pb, Cd y Ni, de encontrarse
presentes en el biochar, estan en cantidades menores a los limites de deteccion (0.015 mg
Pb kg, 0.008 mg Cd kg'y 0.0042 mg Ni kg™).
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Los biofertilizantes también pueden aportar algunas sustancias promotoras del crecimiento
vegetativo como giberelinas y auxinas, las cuales fueron cuantificadas por Cruz-Méndez y
col. (2021) en el biofertilizante obtenido con la misma variedad de Opuntia para el
experimento 1 de esta tesis. Scaglia y col. (2015), encontraron acidos fenilacéticos y acido
indolacético en la materia organica disuelta de un digestado anaerobio de purines de cerdo.
El analisis microbiol6gico mostré la ausencia de coliformes fecales, E. coli y Salmonella sp,
en el biofertilizante por lo que se consideré microbiolégicamente seguro para aplicarlo en

suelo y de manera foliar en los cultivos.

Tabla 7. Caracteristicas del biofertilizante producido a partir de residuos de Opuntia sp. y excretas

de conejo.
Parametro Valor
pH 5.7+0.15
(mg L?)
CoT 281 +32.1
Nt 1043 + 184.15
P+ 595 +94.87
Ca 155 + 25.3
K 6546 + 776.81
Mg 1167 + 273.76
Na 188 + 28.82
Cu 0.079 £0.02
Fe 3.21+£0.75
Zn 0.83+0.2
Coliformes .
totales Ausencia

COT: carbono organico total, Ny: nitrégeno total, P+: fésforo total

Efecto inicial de la aplicacion de biochar en el suelo

En la Tabla 8 se muestra la caracterizacion de suelo inicial y del suelo después de la
aplicacion de 3 ton ha* de biochar (TB). Inicialmente el suelo presentd un pH ligeramente
acido (6.5), textura arenosa-franca y Da baja (0.93 g cm?), tanto el pH como la densidad
contrastan con las caracteristicas de suelos de zonas aridas y semiaridas (Salas y col.,
2000). La baja Da puede estar relacionada con los procesos de secado-humectacion del
suelo, el tipo de arcillas y la presencia de polisacaridos, proteinas y péptidos en la MO.
Algunos minerales arcillosos como la esmectita y algunos de los polisacéaridos de la fraccion
labil de la MO se hinchan con la presencia de agua, por lo que al aumentar su volumen

incrementa afectan el tamafio de los poros del suelo (Mora & Lazaro, 2014).
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En cuanto a fertilidad, el suelo inicial present6 bajo contenido de MO (2.2%), niveles medios
de Pg, Mg y K; muy bajos de N y Ca; CIC media; concentraciones adecuadas de Mn, Zn y
Cu; muy altas de Fe, sin problemas por salinidad (152 pS m?) o toxicidad por metales
pesados y alta CRA (69 %), que se relaciona con la CIC que presenta. En general, el suelo
inicial mostré caracteristicas limitadas para la produccién agricola; la baja cantidad de MO,
macro y micronutrientes son resultado de afios de produccion de cebada sin la adicion de
enmiendas organicas o fertilizantes.

Con la adicién de 3 ton ha! de biochar al suelo algunas de las propiedades mostraron
cambios significativos (P<0.05) como se puede observar en la Tabla 8 y en las Figuras 4 -
8. La Da del suelo disminuy6 cerca de 2%, aunque el suelo inicial ya presentaba una Da
baja, mientras que la CRA aument6 33% Yy el pH pasé de ligeramente &cido a neutro (Tabla
8). Los cambios en el pH del suelo fueron beneficiosos para los requerimientos del cultivo,
ya que, aungue la cebada puede crecer en un intervalo de pH de 6.5 a 8.0, se desarrolla
mejor en suelos moderadamente alcalinos que en suelos &cidos, ademas el incremento en
la retencion de agua es un aspecto importante para un cultivo de temporal en una zona

donde generalmente la precipitacion no supera los 800 mm anuales.
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Tabla 8. Caracterizacion de suelo inicial, suelo inicial mas biochar y suelo de los diferentes tratamientos después de ciclos de cultivo de cebada.

Antes del cultivo

Caracteristica

Después del 1° ciclo de cultivo

Después del 2° ciclo de cultivo

del suelo Suelo Suelo + TC B TBBf TC B TBBf
biochar
pH 6.5+0.12 72+01°  7.23+0.15° 7.30+02®  7.0+0.1° 7.6 £0.1c 72+01°  7.0%0.1°
CE(Sm?Y)  152+23.2% 161+14.4%  176+7.2°  152+8.7°  170+55%  329+4.9°  449+3.2° 356+ 3.5
Da(gcm?® 0.93+0.01% 09240012 1.06+0.005° 1.04+0.01% 097 +0.005° 1.06+0.01% 1.03+0.01¢ 0.96 +0.01
CRA (%) 69 + 2.7° 92 + 5,025 113+£3.5° 1264159  123+4.19  117+£15¢ 125419  136+25°
(mg kg™)
Ca 13+0.15° 13 £ 3.06° 10 + 1.02 19+ 1.0° 25 £ 1.0° 13 + 3.02 24+153°  28+153°
Mg 126 £1.0%  118+4.93%  139+9.6>  201+126° 128+6.2%  136+4.9%°  203+479 147 +45°
Mn 38+0.25°  45+043°  38+0.25°  41+081°  44+035¢  40:032°  46:0.16°  46+0.21°
Zn 2+0.1° 15+£004  19%002° 26+002¢ 23+005¢ 15£0178 22+013° 2.4 +0.09%
Fe 110 + 112 192 + 42° 110 £11%  165+55®  172£55%  120+25%  172+£2.6% 178+ 1.0°
Cu 2.9 +0.1% 2+ 0.41° 1+0.22 25+£02%  26+038*°  34:+002¢ 33005  3.3+0.06
Pb LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL
cd LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL
Ni LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL

Letras diferentes indican diferencias significativas (prueba Tukey) P<0.05. LDL: Inferior al limite de deteccién: DL para Pb = 0,015 mg/kg, DL para Cd = 0,008 mg/kg, DL para Ni =
0,0042 mg/kg. TC: suelo control, TB: suelo + biochar, TBBf: suelo +biochar + biofertilizante. CE: conductividad eléctrica, Da: densidad aparente, CRA: capacidad de retencion de
agua
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La mejora en las propiedades fisicas del suelo se relaciona con las propiedades del biochar,
por ejemplo la reduccién en la Da se explica por la diferencia de densidades entre el biochar
(0.30) y el suelo (0.93) que provocan un efecto de dilucién en el suelo (Kimy col., 2021; Lim
& Spokas, 2018), mientras que el incremento en la CRA se asocia con la estructura porosa
y el tamafio de particula del biochar, las particulas finas de biochar, generan microporos
gue retienen agua en contra de la gravedad, lo que aumenta la capacidad de
almacenamiento de agua en el suelo (Werdin y col., 2021; Karhu y col., 2011).

Si bien la dosis de aplicacion de biochar es importante para observar cambios en las
propiedades fisicas del suelo, el tamafio de particula del biochar y la textura del suelo tienen
mayor influencia. Kurhu y col. (2011) observaron un incremento de 11% en la CRA de un
suelo franco-limoso con la adicién de 9 ton ha™* de un biochar con particulas gruesas (<10
mm) mientras que en este estudio el incremento de la CRA fue de 33% con solo 3 ton ha?
de biochar con particulas medias y finas (<6 mm). Omondi y col (2016) y Razzaghi y col.
(2019) mediante un metaanalisis reportaron una disminucion de 7-9% en la Da en suelos
de textura gruesa y un aumento en la CRA entre 14 y 45% dependiendo de la textura (fina
a gruesa) del suelo.

En el presente estudio, también se observd un incremento significativo en el contenido de
MO con la adicién del biochar, pas6 de un contenido bajo (2.2%) a uno alto (4.7%), la CIC
mejord de media (23 cmol* kg?) a alta (25 cmol* kg?), el Ninorg S€ mantuvo (contenido muy
bajo), mientras que el Pq4 se elevo significativamente (p<0.05) de 5.6 a 31 mg kg™. En cuanto
a los demés nutrientes, K, Fe y Mn incrementaron significativamente (p<0.05) y Ca, Mg, Cu
y Zn disminuyeron.

El incremento en la CIC, asi como el cambio de pH se deben a la alta CIC y la presencia
de grupos funcionales (carboxilo, éter, fenol, lactona, pirona, entre otros) en la superficie
del biochar (Tomczyk, 2020). El incremento en el contenido de nutrientes esta

estrechamente relacionado con el contenido de cenizas del biochar.

Efectos del biochar y del biofertilizante en las caracteristicas del suelo después de 2

anos de cultivo

Después del primer ciclo de cultivo el pH del suelo presenté variaciones significativas con
respecto al suelo inicial (Tabla 8). Como lo comentamos en el apartado anterior, con la
adicién de biochar el pH del suelo increment6. En los dos tratamientos con biochar el pH se
mantuvo estable durante los dos ciclos de cultivo (7.2-7.3 en TB y 7 en TBBf), sin embrago

con el tratamiento control se registré un incremento en el pH en ambos ciclos de cultivo,
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7.23 y 7.6, respectivamente. Los cambios de pH con la adicion de biochar se relacionan
con el pH del biochar, la interaccién entre los grupos funcionales presentes en la superficie
del biochar y grupos funcionales del suelo asi como la saturacion de la solucién del suelo
con las bases intercambiables (Ca*, Mg*, K* y Na*), (Xu y col.,2006; Tomczyk y col., 2020;
Zhang y col., 2021; Gul y col., 2015), mientras que el aumento de pH en el TC se puede
relacionar con el exceso de cationes provenientes de la descomposicion de los residuos de
paja de cebada después la cosecha y los procesos de secado-humectacion del suelo
después del periodo de lluvia (Xu y col., 2006; Ding y col., 2019). Yamashita y col., (2011)
reportaron que el pH de suelo es mayor en épocas humedas que en las secas y lo
relacionan con un incremento en el flujo de bases intercambiables disponibles en la solucién
del suelo, cabe mencionar al igual que Yamashita y col. (2011), en el presente estudio, para
cada ciclo de cultivo, el primer muestreo se realizé en la época seca y el segundo al final
de la época himeda.

Es importante resaltar que en los tratamientos TB y TBBf la variacién de pH entre ciclos de
cultivo fue muy pequenfa, esto puede deberse a que la adicion de biochar y biofertilizante
incrementé la MO y la CIC del suelo, propiedades responsables de la capacidad
amortiguadora del suelo (Lu y col., 2022).

Por otra parte, la CE solo present6 diferencias significativas (P<0.05) después del segundo
ciclo de cultivo (Tabla 8) en el orden de TB > TBBf > TC, sin embargo, los valores no
representan problemas de salinidad en el suelo.

Respecto a la MO (Figura 4), su contenido aumenté significativamente (P<0.05) con los
tratamientos TB y TBBf, después de los dos afios de cultivo pasé de un contenido medio
(en el suelo inicial y en TC) a un contenido alto con la aplicacién de las enmiendas. En el
primer afio se registrd un incremento de 64 % y 109 % en TB y TBBf respectivamente, con
respecto a TC, mientras que en el segundo afio el aumento fue de 146 % y 79 %,
respectivamente con respecto a TC. Greenberg y col. (2019), reportaron un aumento de
238% en la MO con la aplicacién de biochar mas digestado anaerdbico, sin embargo, su
tasa de aplicacion de biochar fue de 40 ton ha, mientras que con dosis pequefias (2 ton
ha') no encontraron diferencias con respecto al tratamiento sin biochar. Por otra parte, el
area y la carga superficial del biochar influyen en la formacion de complejos orgénico-
minerales que promueven la formacion de agregados estables y la formacién de nueva
materia organica, ademas, la estructura porosa permite retener materia organica, cationes
y diferentes compuestos. Al agregar biofertilizantes que contienen material vegetal

altamente descompuesto, microorganismos y grupos funcionales que contienen oxigeno, la
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reactividad y solubilidad de la MO incrementa, por lo tanto, el contenido de esta en el suelo

sera mayor (Greenberg, 2019y Cen y col., 2021).
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Figura 4. Contenido de materia organica (MO) del suelo inicial (S), suelo inicial + biochar (S+B), y
de los tratamientos, control (TC), suelo + biochar (TB) y suelo + biochar + biofertilizante (TBBf).
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05, ANOVAy prueba de
Tukey)

Después de los dos afios de cultivo, todos los tratamientos presentaron diferencias
significativas (P<0.05) en los valores de CIC comparados con los valores del suelo inicial y
el suelo mas biochar (Figura 5). Después del primer ciclo TB mostr6 la CIC mas alta y fue
significativamente diferente (P<0.05) a los demas tratamientos y ciclos de cultivo. Antes de
la aplicacién de biochar el suelo de estudio presentaba una CIC media, después de dos
afos de cultivo y de la adicion de enmiendas el suelo mantuvo una CIC alta. En TC también
aumenté la CIC de media a alta, lo cual puede explicarse por el incremento de MO y pH,
cuando aumenta el pH incrementa la carga negativa de las arcillas con carga variable y de

la materia organica, que también tiene carga variable (Yamashita y col., 2011).
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Figura 5. Capacidad de intercambio catiénico (CIC) del suelo inicial (S), suelo inicial + biochar
(S+B), y los tratamientos, control (TC), suelo + biochar (TB) y suelo + biochar + biofertilizante
(TBBf). Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05, ANOVA y
prueba de Tukey)

La disponibilidad de nutrientes en el suelo mejoré con la aplicacion del biochar y el
biofertilizante. La cantidad de Ninorg €xhibi6 diferencias significativas (P<0.05, Figura 6) entre
ciclos y entre tratamientos con respecto al suelo inicial y al suelo + biochar (S+B). En la
Figura 6 se observa gue inicialmente con la adicion del biochar (S+B) hay una disminucion
de Ninorg, debido probablemente a inmovilizacién bioldgica, como se ha documentado en
estudios previos (Yao y col., 2012). Durante el primer ciclo, el Ninorg €n TBBTf fue alto (33 mg
kg?) y significativamente mayor (P<0.05) que en TB (25 mg kg*) y TC (24.6 mg kg?), que
alcanzaron contenidos medios; mientras que en el segundo ciclo todos los tratamientos
fueron significativamente diferentes (p<0.05): TBBf > TB > TC (41>36>23 mg kg™), TBBfy
TB con contenidos altos y TC con contenido medio, ligeramente menor al del primer ciclo.
Los resultados anteriores también muestran que, en el suelo de estudio, los residuos de
cebada son una fuente de N, pese a que la paja de cebada es pobre en nitrégeno, cuya
mineralizacion permitié que TC alcanzara contenidos medios en los dos ciclos, aunque con
un ligero descenso en el segundo; mientras que el biochar favorecié dicha mineralizacién y
gue la cantidad Ninorg @aumentara en cada ciclo. Diversos investigadores han demostrado
gue el biochar tiene la capacidad de adsorber formas de N orgénico e inorganico debido a

su alta area superficial y su elevada CIC, asi evita la lixiviacién y volatilizacion de N, ademas
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de ralentizar las tasas de mineralizacion y mantener disponibles los nutrientes por mayor
tiempo. La adicion de fertilizantes organicos y minerales en conjunto con biochar evitan las
pérdidas por lixiviacion y mantienen el contenido de N en el suelo (Plaimart y col., 2021;
Bohara y col., 2019; Yao y col., 2012; Liao y col, 2018; & Zang y col., 2022).
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Figura 6. Contenido de nitrégeno inorganico (Ninorg) del suelo inicial (S), suelo inicial + biochar
(S+B), y los tratamientos, control (TC), suelo + biochar (TB) y suelo + biochar + biofertilizante
(TBBf). Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05, ANOVA y

prueba de Tukey)

La concentracién de Pq4 en el suelo se modifico significativamente (P<0.05) con la adicion
de las enmiendas. Como se observa en la Figura 7, el biochar (S+B) aporté una cantidad
significativa de Pq (25.6 mg kg™), la cual disminuyé a 12.6 mg kg™ en TB en el primer ciclo,
lo cual se explica porque el P es un macronutriente que las plantas asimilan cuando esta
disponible y dado que el biochar fue la Unica fuente de P en este tratamiento la
concentracién disminuyd. El ligero incremento que se observé en TB después del segundo
ciclo pudo deberse al efecto benéfico que tiene el biochar sobre algunos microorganismos
del suelo, como los solubilizadores de fosfatos. Sarfraz y col. (2020) encontraron que el Pqg
y la diversidad microbiana aumentan cuando se adicionan particulas finas (<0.5 mm) de
biochar al suelo; lo anterior pudo suceder en este estudio ya que el 55 % de las particulas
de biochar eran menores a 0.6 mm. Por el contrario, en TBBf, la concentracion de Py
después del primer ciclo se mantuvo muy similar (30.96 mg kg?) a la de S+B y al final del

segundo ciclo incrementd significativamente (37.5 mg kg?), lo anterior muestra que la
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aplicacion del biofertilizante en cada ciclo permitié inicialmente conservar y después
incrementar la reserva de P4 en el suelo. En la Figura 7 se puede observar que, a diferencia
de TC, TB y TBBf presentaron una tendencia incrementar en el contenido y disponibilidad
de P con cada ciclo, sin embargo, se necesitan de mas ciclos de cultivo para determinar
durante cuanto tiempo se mantiene esta tendencia. Los datos de la Figura 7 también se
muestran que el P es un nutriente limitante en estos suelos, ya que el contenido inicial
(15.82 kg hal) es suficiente para obtener solo un poco mas de una tonelada de grano por
hectarea, y no se aprecia que haya procesos de mineralizacion de MO o solubilizacion de
P que incrementen la disponibilidad de este elemento, ya que la concentracion de P4 en TC

se mantuvo practicamente igual a la inicial en los dos ciclos de cultivo.
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Figura 7. Contenido de fosforo disponible (Pd) del suelo inicial (S), suelo inicial + biochar (S+B), y
de diferentes tratamientos, control (TC), suelo + biochar (TB) y suelo + biochar + biofertilizante
(TBBf). Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05, ANOVA y

prueba de Tukey)

Se tiene documentado que el incremento en la concentracion de P disponible con la adicién
de biochar se debe al aporte de formas solubles e intercambiables presentes en él, como
pudimos comprobar en este estudio, ademas de mejorar la disponibilidad de P influyendo
en la actividad metabdlica de los microorganismos del suelo, y reduciendo las pérdidas por
lixiviacion al incrementar la capacidad de intercambio iénico del suelo (Yang y col., 2021;
Qiany col., 2018; Liy col., 2019; Ghodszad y col., 2021). Yao y col, (2012), observaron que
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la aplicacion de biochar mejoré la retencion y disponibilidad de fosforo al reducir en 20% la
lixiviacion de fosfatos en un experimento de columna de suelo.

Por otro lado, la aplicacién de fertilizantes organicos como digestados anaerébicos,
incrementan desde 28 % hasta 120 % la cantidad de P disponible desde el primer ciclo y
hasta cuatro ciclos consecutivos de cultivos horticolas, esto se debe a modificaciones en la
actividad enzimatica de los microorganismos (aumento en la fosfatasa alcalina)
(Alburquerque y col., 2012). Por lo tanto, la adicion de materiales organicos de facil y rapida
descomposicién (estiércoles, residuos de cultivos) o materiales organicos altamente
descompuestos (compostas, digestados anaerdbicos) brindardn una gran cantidad de
nutrientes altamente disponibles que podrian lixiviarse o volatilizarse, sin embargo, la
combinacion de estos materiales organicos con biochar permite la retencion de nutrientes
por tiempos mas prolongados (Dey & Mavi, 2022).

De la misma manera que el N y P, el K disponible también tuvo un incremento significativo
con la aplicacion de ambas enmiendas (Figura 8), con la adicion inicial de biochar (S+B) se
observo un incremento significativo. Tanto TB como TBBf presentaron valores mas altos
gue TC en ambos ciclos de cultivo, y en el segundo ciclo el incremento fue significativo
(P<0.05). Al igual que para otros nutrientes, TBBf fue el tratamiento con el valor mas alto
de K disponible en el suelo. llyas y col., (2021) reportaron valores mas altos de K disponible
con la aplicacion de diferentes biochares que con el tratamiento control y con fertilizantes
minerales después de dos afios de aplicacion a un suelo de una zona semiérida. Asimismo,
Yany col., (2021) observaron un incremento entre de 200 y 700% en la disponibilidad de K
en el suelo con la aplicacién de 2.5y 5 % (p/p) de biochar, respectivamente. La mayor
disponibilidad de K en el suelo se debe a las formas solubles de K que aportan el biochar y
el biofertilizante, ademas de incrementar la abundancia de bacterias solubilizadoras que

liberan el K de los minerales del suelo (Limwicran y col., 2018; llyas y col., 2021).
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Figura 8. Contenido de potasio extraible (K) del suelo inicial (S), suelo inicial + biochar (S+B), y de
diferentes tratamientos, control (TC), suelo + biochar (TB) y suelo + biochar + biofertilizante (TBBf).
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05, ANOVA y prueba
de Tukey)

La cantidad disponible de otros macro y micronutrientes también se vio afectada por la
adicién de las enmiendas. Por ejemplo, el contenido disponible de Ca, Mn, Fe y Cu
increment6 significativamente (P<0.05) en TB y TBBf desde el primer ciclo con respecto a
TC (Tabla 8). En el caso del Mg solo fue significativamente mayor (P<0.05) en TB con
respecto a TC, en TBBf los contenidos fueron muy similares al del suelo inicial y a TC, pese
a que el biofertilizante aport6 Mg. El incremento en la disponibilidad de macro y
micronutrientes puede deberse a varios factores, 1) mayor disponibilidad de algunos
elementos (i.e. Mo, K, S, P, B) debido al incremento de pH con la adicién del biochar, 2)
incremento en la capacidad de retencion e intercambio de cationes con la aplicacion del
biochar 3) aporte de formas solubles contenidas tanto en el biochar como en el
biofertilizante, y 4) cambios en la comunidades de microorganismos y en el metabolismo de
los mismos (Li y col. 2022; Rehman y col., 2020; Purakayastha y col., 2019; Alburquerque
y col., 2012).

En cuanto a los metales toxicos (Ni, Cd, y Pb) su contenido en el suelo fue menor al limite
de deteccion desde el inicio del experimento y continud asi después de la aplicacion de los

tratamientos. Por lo tanto, podemos decir que el biochar y biofertilizante empleados son
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enmiendas seguras, que no representan riesgo para la salud humana por contaminacion

con estos metales

Efectos del biochar y biofertilizante en el cultivo de cebada (Hordeum vulgare)

Una vez alcanzada la madurez fisiol6gica en cada ciclo de cultivo de cebada, se realiz6 la

cosecha y recoleccion de muestras de plantas para identificar si existieron cambios en los
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Figura 9. (a) Altura de planta y (b) Peso de biomasa de cebada con los diferentes
tratamientos: control (TC), suelo + biochar (TB) y suelo + biochar + biofertilizante (TBBf).

Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05, ANOVA vy
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pardmetros de importancia del cultivo: altura de las plantas, peso de la biomasa, peso y
namero de granos y nimero de espigas.

En cuanto a la altura de las plantas, en el primer ciclo de cultivo se observaron diferencias
significativas (P<0.05) entre tratamientos: TBBf presenté el valor mas alto (77.3 cm),
seguido de TB (70.7 cm) y por ultimo TC (54.9) (Figura 9a). Los valores de todos los
tratamientos del segundo ciclo de cultivo fueron significativamente menores que los del
primer ciclo y no existid diferencia entre ellos, aunque las plantas de TC fueron mas bajas
(36.4 cm) que las de TB y TBBf (41.3 cm en promedio).

Si bien en el primer ciclo la altura de la planta fue mayor en los tratamientos TBBfy TB que
en TC, este comportamiento no repitié en el peso de la biomasa seca, pues el mayor peso
se obtuvo en TC (50.3 g), sequido de TB (47.7 g) y TBBf (39 g), aun cuando las diferencias
no fueron significativas, si fueron evidentes. En el segundo ciclo los resultados fueron
diferentes, el mayor peso de biomasa se obtuvo con el tratamiento TBBf (50 g) y fue
significativamente (P<0.05) mayor que en TC (37 g) y TB (31 g) (Figura 9b).

En cuanto al rendimiento en grano (Figura 10), existieron diferencias muy marcadas entre
ambos ciclos, los rendimientos mas altos se observaron durante el primer ciclo, en el cual
el rendimiento mas bajo (TC) se acercé a 2.5 ton ha*, mientras que en el segundo ciclo el
rendimiento mas alto (TBBf) solo logré alcanzar 2 ton ha™. En cuanto a diferencias entre
tratamientos, durante el primer ciclo existieron incrementos significativos (P<0.05) en los
tratamientos TBBf (33% mayor rendimiento) y en TB (19% mayor rendimiento) en
comparacion con TC. En el segundo ciclo no se presentaron variaciones significativas
(P<0.05) entre tratamientos. La aplicacion de TB y TBBf durante el primer afio lograron
superar con 1y 1.4 ton "1, respectivamente, el rendimiento promedio nacional en zonas de
temporal, mientras que en el segundo afio todos los tratamientos estuvieron debajo del
rendimiento promedio nacional.

El rendimiento en cultivos como el trigo, el arroz y la cebada esté definido por factores como
el nimero de plantas o espigas por metro cuadrado (NEM), el nimero de granos por espiga
(NGE) y el peso de grano (peso referencia de mil granos, PMG), por lo tanto, si existen
cambios favorables en cualquiera de estos factores el rendimiento del cultivo sera mayor.
En este experimento se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en los factores NEM

y PMG en los tratamientos TB y TBBf del primer ciclo (Tabla 9).
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Tabla 9. Efecto de los tratamientos en los componentes que determinan el rendimiento

Componentes 1° ciclo 2° ciclo
del
rendimiento TC B TBBf TC B TBBf
PMG (g) 41.6+3.72 50.3+3.05° 55+3P 43+12  42.8+0.72 43+12

NG (granos 47+10.42 43+5.52 45%10.92 39+8.72 3972 38+2.32

NEM 1100+3? 12006 1200+3° 1375+5¢  1375+8° 1375x10°

PMG: Peso de mil granos, NG: numero de granos por espiga), NEM: Nimero de espigas (plantas)
por metro cuadrado
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Figura 10. Rendimiento de grano de cebada con los diferentes tratamientos: control
(TC), suelo + biochar (TB) y suelo + biochar + biofertilizante (TBBf). Letras diferentes

indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05, ANOVA y prueba de

Esta documentado que el incremento en el rendimiento de algunos cultivos esta relacionado
con la aplicaciéon de biochar en el suelo debido principalmente a los cambios que este
produce en las propiedades del suelo y en la fisiologia de la planta. Algunas de las
caracteristicas que se relacionan con la mejora en el rendimiento son una mejor relacioén
suelo-planta-agua, cambios en el pH, disminucion de la Da, aumento en la CRA, mayor tasa
fotosintética, mejor potencial hidrico en la planta, cambios en las comunidades microbianas
del suelo, buena absorcién y transporte de nutrientes a través de la planta, entre otros
(Semiday col., 2019; Farhangi-Abriz y col., 2021; Fox y col., 2016).
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Otros investigadores han encontrado que la aplicacién de biochar en conjunto con
enmiendas organicas y fertilizantes minerales, incrementan considerablemente el
rendimiento. Por ejemplo, Agegnehu y col., (2016a) reportaron un incremento entre 54 y
60% en el rendimiento de grano de cebada, asi como mayor contenido de proteinay de N
en diversas partes de la planta y en el grano con la aplicacién combinada de biochar +
compostas + fertilizacion nitrogenada con urea. De la misma manera, el uso de fertilizantes
de liberacion lenta en conjunto con biochar provocaron un incremento en el nimero de
plantas por metro cuadrado, mayor nimero de espigas y mejor tasa de llenado de grano
(peso de grano) en el cultivo de arroz (Cao y col., 2021).

Es importante mencionar que el N presente en las enmiendas organicas se mineraliza
facilmente, por lo tanto, el N disponible para las plantas dura poco tiempo. Sin embargo,
cuando se combinan estas enmiendas con productos que inhiben o retrasan la tasa de
nitrificacion, la demanda de N por las plantas se homologa con la disponibilidad de N en el
suelo y asi el suministro se cubre en todas las etapas fisioldgicas (Agegnehu y col., 2016b;
Cao y col., 2021) lo cual tiene un impacto en los diferentes factores que determinan el
rendimiento. En este experimento se demostrd que la biofertilizacion combinada con una
dosis pequefia de biochar (3 ton ha?) tiene mayor impacto positivo en el cultivo que el
biochar solo. En el primer ciclo el rendimiento mas alto se obtuvo en TBBf, lo que se puede
atribuir que el biofertilizante + biochar incrementaron el contenido de N asimilable (Ninorg), la
disponibilidad de P y de agua, no obstante, el efecto no se reflejé durante el segundo ciclo
de cultivo, lo cual puede estar relacionado con la cantidad de agua (precipitacion) disponible
en periodos criticos del cultivo, la dosis de aplicacidn y el envejecimiento del biochar. Hu y
col., (2021) informan que la aplicacién de 8 ton ha* y 16 ton ha* de biochar mas fertilizacion
mineral impactaron positivamente durante 3 afios y 4 afios de cultivo, respectivamente, en
el rendimiento de maiz y trigo, posteriormente no hubo diferencias con el tratamiento
control. Ellos sugieren aplicaciones de dosis bajas de biochar cada 2 o 3 afios o
aplicaciones de dosis altas cada 4 o 5 afios para mantener los impactos positivos del

biochar en el rendimiento de cultivos.
Andlisis factorial y correlacién de Pearson

Andlisis factorial
Se realiz6 un andlisis factorial (AF) para determinar las relaciones existentes entre los
tratamientos aplicados y el tiempo transcurrido después de la aplicacién (ciclos de cultivo)

con las propiedades fisicoquimicas del suelo (pH, CE, MO, CRA, Porosidad, Ninorg, P, K,
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Ca, Fe, Zn, Mn y Cu) y el rendimiento de cebada (H. vulgare) por hectérea. Los valores de
pH, CRA, Zn, Cu y rendimiento se transformaron logaritmicamente, lo cual se indica con el
subindice (log) mientras que porosidad, CE, MO, P, K, Ca y Mn se estandarizaron para
normalizarlos, lo cual se indica con el subindice (z). Los resultados del AF se muestran en
la Figura 11, donde se puede ver que el AF explico el 84.74% de la varianza total con dos
factores (F1ly F2), de los cuales F1 explicé el 52.93% por si solo. En la Figura 11 podemos
observar que F1 muestra el efecto de los tratamientos con respecto al tiempo: en el
cuadrante superior derecho estan las propiedades y nutrientes (CRAg, MOz, Ninorg, Pdz, Kz,
Ca, Fe, Zng, Mn; y Cuieg) que aumentaron con todos los tratamientos aplicados en ambos
ciclos de cultivo, mientras que en el cuadrante inferior derecho se encuentran porosidad,,
rendimientog Y ZNieg, l0S cuales aumentaron en el primer ciclo, pero disminuyeron en el
segundo. Por otra parte, F2 explicé el 31.81% de la varianza y mostrd la diferencia del
efecto de los tratamientos; en los cuadrantes de la derecha estdan asociadas las
propiedades y nutrientes que, si bien aumentaron con todos los tratamientos, dicho
aumento fue mayor con TB y TBBf que con TC, y en los cuadrantes de la izquierda podemos
ver que la Unica propiedad es el pH, cuya tendencia a aumentar solo se mantuvo en TC.
Como se observa en la Figura 5, el rendimiento también se relacion6 con los tratamientos
de TB y TBBf y aunque lo esperado era obtener un mayor rendimiento en el segundo ciclo,
debido a un mejor estado nutrimental del suelo, el rendimiento fue menor, esto,
probablemente fue ocasionado por una menor cantidad de precipitacion en los meses
criticos del cultivo. Consideramos que el envejecimiento del biochar aplicado no explica
esta disminucion, ya que, excepto la porosidad y el Zn, las propiedades y nutrientes

estudiados conservaron la tendencia a aumentar en el segundo ciclo.
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Figura 11. Grafico de componentes en espacio rotado del analisis multivariado de los
tratamientos aplicados, el tiempo trancurrido de la aplicacién y las propiedades fisico quimicas
del suelo

Andlisis de Correlacion de Pearson

Con el objetivo de analizar cuantitativamente y confirmar la relacién entre algunas de las
propiedades quimicas, los tratamientos aplicados y el tiempo transcurrido desde la
aplicacion, se realizé un analisis de correlacion de Pearson (Tabla 10). El analisis confirmé
una fuerte correlacion positiva (P < 0.01) entre las enmiendas aplicadas (TB y TBBf) y el
incremento en la CRAyg, la disponibilidad de Ninorg, K; y Caz, asimismo, mostré una
correlacion positiva menor (P <0.05) con el contenido de MO, Py;, asi como la disponibilidad
de Fe, Zniog y Mn..

La adicion de enmiendas orgénicas con alto contenido de carbono organico como el biochar
y los biofertilizantes tienen como principal finalidad mantener o incrementar el contenido de
MO en el suelo. La MO modifica la estructura del suelo debido a que favorece la formacion
y estabilidad de agregados, por tanto, reduce la densidad aparente e incrementa la macro
porosidad. La presencia de MO también incrementa la microporosidad (Martinez y col,
2008; Cuevas y col 2006), donde el agua es retenida y se encuentra disponible para las
plantas, de esta forma la capacidad de retencion y disponibilidad de agua en el suelo
aumenta [FAO, 2020].

Se ha reportado que la aplicacién de biochar incrementa la eficiencia de la fertilizacion
nitrogenada y mejora la disponibilidad de N para los cultivos. Ademas, modifica el ciclo del
nitrégeno en suelo, principalmente porque incrementa las tasas de mineralizacion,
nitrificacion e inmovilizacion provocadas por microorganismos (Ameloot y col., 2013; Griffin
y col., 2017). Con mayores tasas de mineralizacion se incrementa la sorcién de amoniaco

(NHs), el cual reacciona ante la presencia de grupos carbonilo e hidroxilo (encontrados en
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la superficie de biochar) y se forman aminas o amidas que se disuelven en el agua presente
en los poros formando NHs*. Lo anterior, sumado a la alta CIC que presenta el biochar
producen un incremento en la retencion de NH4*™ que se puede intercambiar con la solucién
del suelo y estar disponible para las plantas [Spokas y col., 2012]. Por lo tanto, el contenido
de Ny la presencia de bacterias nitrificantes en el biofertilizante justifican el aumento de N
en el suelo, principalmente en TBBf.

El andlisis de Pearson también mostré6 una correlacion entre algunos cambios en las
propiedades fisicas y quimicas del suelo y el tiempo que transcurrié después de la
aplicacion de los tratamientos. En la Tabla 10 se puede observar una fuerte correlaciéon (P
< 0.01) positiva entre el ciclo de cultivo y la CRAIg, CE; y el contenido de Ninorg ¥ Kz ¥ Una
menor correlacion (P < 0.05) positiva con pHieg Yy Ca. Lo anterior indica que el biochar y el

biofertilizante funcionaron como acondicionadores del suelo de estudio.
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Tabla 10. Correlacién entre los cambios en las propiedades fisicas y quimicas del suelo y el tiempo que transcurrié después de la aplicacion de los
tratamientos.

Tratamiento Ciclo CRAiog pHiog CE; MO, Ninorg Pz K; Ca; Fe ZN|og Mn;

CRAIg 911%* 794

PHlog 294 500% .576*

CE, 393 845%  502* 202

MO, 686 242 541% 090 .214

Ninorg 900%  .835% .842%* 218 .620** .455*

Pz 522% 044 336 -094 062 .893* 302

K. 888%  840% 971* 581 .602* 575 856* .408*

Ca, 807*  510% 606 -128 .455% 734** 771% BI7* 613+

Fe A472* 113 411 168  .181 .879%* 234 .760* .430% .577*

ZNiog 6225 238 432 -284 069 296 .619% 176 .326 .680** .186

Mn, 529 314 439 086 .496* .871* .435% .807* .529% 706* 843 187

* |la correlacion muestra un nivel de significancia de (P<0.05) ** la correlacion muestra un nivel de significancia de (P<0.01)
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Conclusiones

La aplicacion de una dosis baja de biochar (3 ton ha) y de biofertilizante tuvieron un efecto
positivo en las caracteristicas y fertilidad de un suelo de una zona semiarida donde se
practica agricultura de temporal. En general, la aplicacion de biochar solo y biochar
combinado con biofertilizante mejoraron varias propiedades fisicas y quimicas del suelo,
sin embargo, los mejores resultados se observaron con la combinacién de ambas
enmiendas organicas. El contenido de MO, Ninorg, P4, K, Ca, Mg, Mn, Fe, CIC y CRA fueron
significativamente mayores desde el primer ciclo y aumentaron en el segundo, sin embargo,
es necesario incrementar el periodo de investigacion para comprobar si los efectos en suelo
permanecen aun con el envejecimiento de biochar.

En cuanto los efectos en el cultivo, durante el primer afio existié un incremento marcado en
el rendimiento y en la altura de la planta, mientras que en el segundo afio solo se observd
mayor peso del grano. No esté claro si las diferencias entre rendimientos en ambos afios
de cultivo son causadas por el uso de las enmiendas y durante el segundo afio disminuye
el efecto o no existen diferencias en el rendimiento debido a la diferencia de precipitaciéon
en periodos criticos del cultivo (como el macollaje o el llenado de grano) entre ambos ciclos.
Seria interesante también investigar el efecto de la adicién de dosis pequefias de biochar
cada afio o cada dos afios para comprobar si ocurre como en otros suelos, donde las

mejoras en el cultivo requieren de mas adiciones de biochar.
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Capitulo 8. Conclusiones generales y recomendaciones

El uso de bajas dosis de biochar impacta positivamente las propiedades fisicas y quimicas
de suelos semiaridos, sobre todo las propiedades hidrolégicas. Se pudo observar que los
efectos se mantienen a corto plazo y presentan una tendencia de crecimiento conforme
transcurre el tiempo.

El biochar junto con la aplicacion de biofertilizante mejora sustancialmente el contenido de
materia organica, asi como la retencion y disponibilidad de nutrientes. En el tomate de
céscara, la combinacion del biochar con fertilizacidbn quimica, ademas de mejorar el
rendimiento, permite disminuir la dosis de fertilizantes quimicos hasta en un 80 %. En el
cultivo de cebada, la aplicacion de biochar solo y combinado con biofertilizante también
mejoro el rendimiento del cultivo, pero solo durante primer afio, lo que hace pensar que tal
vez es necesario repetir la adicién de la dosis de biochar para que el efecto se mantenga
para el siguiente ciclo. Con base en los resultados, podemos concluir que el biochar y el
biofertilizante estudiados, son mejoradores recomendables para suelos con algin grado de
desertificacion, que presentan deficiencias de fertilidad y baja retencion de agua; ademas,
el biochar puede ser empleado en combinacién con fertilizantes quimicos para hacer méas
eficiente la nutricién y reducir el uso de estos productos.

Los efectos mencionados anteriormente se observaron a corto plazo (2 afios de cultivo),
por lo que se recomienda realizar estudios a mediano y largo plazo para comprobar cual es
el periodo de tiempo que perduran los efectos de biochar en el suelo y de esta manera
conocer el momento adecuado de una segunda aplicacion para mantener suelos
acondicionados y fértiles.

Otra recomendacion para tomar en cuenta es evaluar la combinacion de biochar,
biofertilizante y fertilizacion quimica en el cultivo de tomate de cascara (P. ixocarpa) para
comprobar si la nutricion es mas eficiente y el rendimiento es mayor. En el cultivo de cebada
(H. vulgare) se recomienda la combinacion de biochar y biofertilizante con fertilizantes

nitrogenados para incrementar el rendimiento del cultivo.
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Anexo 1. Metodologia para la caracterizacién del biochar, el suelo

y el biofertilizante

Biochar

e Determinaciéon de pHy CE (IBI, 2015)

Se debe preparar una suspension 1:20 (v:v 0 p:p) de biochar: agua desionizada para el
analisis de pH y EC del biochar. Se agita durante 1.5 horas, se deja reposar durante 10
minutos. Una vez completada la fase de agitacion y equilibrio, se pueden realizar analisis

de pHy EC en la misma suspension con un medidor de pH y CE calibrado.

¢ Determinacién de humedad, material volatil y cenizas (ASTM, 2013)
La muestra se tritura y homogeniza. La humedad se determina como la pérdida de peso a
105 °C. La materia volatil se determina como pérdida de peso a 950 °C: se usa una muestra
a la cual se le eliminé la humedad. La ceniza se determina como el residuo después de la

combustién hasta peso constante a 750°C.

Procedimiento

Humedad: calentar la mufla a 105 °C y colocar crisoles de porcelana y tapas por 10 min.
Enfriar los crisoles en un desecador durante 1 h. Pesar los crisoles y agregar a cada uno
aproximadamente 1 g, pesado con una precision de 0,1 mg, de la muestra triturada. Colocar
las muestras en el horno de secado a 105 °C durante 2 h. Colocar las muestras secas en

un desecador durante 1 h'y pesar.

Materia volatil: calentar el horno de mufla a 950 °C. Precaliente los crisoles utilizados para
la determinacion de la humedad, con las tapas colocadas y que contengan la muestra, de
la siguiente manera: con la puerta del horno abierta, durante 2 min en el borde exterior del
horno (300 °C) y luego durante 3 min en el borde del horno el horno (500°C). Luego mueva
las muestras a la parte trasera del horno durante 6 minutos con la puerta de la mufla
cerrada. Observe las muestras a través de una pequefia mirilla en la puerta de la mufla. Si
se producen chispas, los resultados seran erréneos. Enfriar las muestras en un desecador

durante 1 hora y pesar.

Cenizas: colocar las tapas y los crisoles abiertos (seran los utilizados para la determinacion

de materia volatil y que contiene la muestra) en la mufla a 750°C por 6 h. Enfrie los crisoles
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con las tapas colocadas en un desecador durante 1 hora y péselos. Repita la quema de la
muestra hasta que en un periodo de calentamiento de 1 h sucesiva dé como resultado una

pérdida menor de 0,0005 g.

e Determinacion de densidad aparente (Da) As-03 (SEMARNAT, 2000)

Principio y aplicacion

Método del terrén parafinado para la determinacién de la densidad aparente de los suelos.
La densidad aparente de una muestra de suelo es calculada a partir del conocimiento de
dos parametros: la masa del suelo y el volumen ocupado por el espacio poroso. En el caso
de la masa, esta se conoce pesando la muestra (terrén) y en el caso del volumen, este es
determinado de manera indirecta recubriendo el terron con una capa de parafina y
pesandolo sumergido en un liquido (agua).

Materiales y equipo

Terrones de suelo con un diametro maximo de 2 cm.

Hilo de algoddn para cocer ropa.

Parafina a punto de fusion (56-60 °C).

Vaso de precipitados de 500 mL.

Termometro.

Estufa.

N g bk~ w b

Balanza analitica.

Procedimiento

1. Secar dos o tres terrones de aproximadamente dos cm a la estufa a 105 °C hasta peso
constante.

2. A uno de estos terrones atarle un hilo procurando que quede bien sujeto y en el otro
extremo del hilo hacer una lazada para sujetarla al brazo del platillo de la balanza.

3. Pesar el terron sujetando la lazada al brazo del platillo de la balanza, éste sera el peso
del terrén al aire (Pt)a.

4. Sumergir el terrdn rapidamente en la parafina derretida a 60 °C cuidando que quede
totalmente cubierto por una capa delgada y uniforme.
Pesar el terron parafinado al aire que sera: (Ptp) a.
Pesar el terron parafinado sumergido en el agua adecuando el interior de la balanza
para que se registre Unicamente el peso del terron sumergido en el agua, que sera:
(Ptp) w.
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Calculos

1. Volumen de H.0 desplazada por el terrén
(Ptp) a — (Ptp) w = considerando una w= 1 g/cm? que es igual (Vt + Vp)
2. (Ptp) a— (Pt) a = Peso de la parafina (Pp)
3. Pp =Vp =Volumen de la parafina (Vp)
4. (Vt+Vp)—-Vp =Volumen del terrén (Vt)

Da= (Pt)a/ Vit
w = densidad de H,0O

p = Densidad de la parafina (0.90 g/cm?)

e Determinacion de nitrogeno total (NT) método Kjeldahl (APHA AWWA WEF, 2012)
La muestra se digiere en presencia de H.SO. concentrado, K;SO4 y CuSOs (1 g). Después
de que la muestra fue digerida, el residuo se enfria a temperatura ambiente y se lleva a

condiciones alcalinas (NaOH al 50%) para la determinacion del amonio.

Mezcla digestiva. La solucion digestora se prepara con 3 g de sulfato de cobre (CuSOQ.) (el
cual actlia como catalizador) en 20 mL de agua destilada, 50 mL de acido fosférico (HzPO4)

y 430 mL de &cido sulftrico concentrado (H2SO.).

Solucién indicadora. Se disuelven 200 mg de rojo de metilo en 100 mL de alcohol etilico al
95%; asi como también se disuelven 100 mg de azul de metileno en 50 mL de alcohol etilico

y se combinan las 2 soluciones.

Solucién de acido bérico (HzBOs). Se pesan 20 g de acido bérico (H3BOs), los cuales se
disuelven en agua destilada, posteriormente se agregan 10 mL de la solucién indicadora y

se afora a un litro.
Solucién de NaOH. Se disuelven 500 g de NaOH en un litro de agua destilada.

Procedimiento: En un matraz Kjeldahl se coloca 1 mL de las muestras y se adicionan 0.5 g
de sulfato de potasio (K-S0O.), 3 mL de perdxido de hidrogeno (H202) al 30% para aumentar
la ebullicion y 6 mL de mezcla digestiva. El matraz se coloca en un digestor y se aumenta
la temperatura gradualmente hasta llegar a 400 °C y hasta que la muestra vire de turbia a
transparente o una ligera coloracién amarillo palido, se deja enfriar a temperatura ambiente
y se coloca en un destilador, en el cual se conecta previamente un matraz Erlenmeyer en
la salida del refrigerante con 20 mL de solucion indicadora HsBOs. Finalmente se recolecta

el producto destilado y se titula con HCI 0.1 N hasta el vire de verde a morado. También se
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analizan blancos, los cuales contenian agua destilada con los mismos reactivos con los que

se prepararon las muestras.
NT (mg L") = (P — B) * N * 14 * 1000/V
Donde:

P: Volumen gastado en la titulacion de la muestra.
B: Volumen gastado en la titulacion del blanco.

N: Normalidad del H»SOa,.

V: mL de la muestra.

14: Peso molecular del nitrégeno.

e Determinacion de fésforo disponible (Pd) AS-10 (SEMARNAT, 2000)

Principio y aplicacion

Este método, es ampliamente utilizado en estudios de fertilidad de suelos para la
determinacion de fosforo disponible tanto en suelos neutros como alcalinos. El fésforo
determinado con este procedimiento ha mostrado una estrecha relacién con la respuesta
de los cultivos. El fosforo es extraido del suelo con una solucion de NaHCO3; 0.5 M ajustada
a un pH de 8.5. en suelos neutros, calcareos o alcalinos, conteniendo fosfatos de calcio,
este extractante disminuye la concentracion de Ca en solucion a través de una precipitacion
del CaCOs, por tanto, la concentracion de P en solucién, se incrementa conforme el pH se
eleva.

Este extractante evita que se presenten reacciones secundarias en suelos acidos y
calcareos debido a que el nivel de Al, Ca y Fe se mantiene muy bajo en dicha solucion.
Reactivos

1. Hidréxido de sodio 1M. Disolver 4 g de NaOH en 100 mL de agua.

2. Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 0.5 M. Disolver 42 g de NaHCO3 en aproximadamente
1 litro de agua. Ajustar el pH de esta solucion a 8.5 mediante la adicion de solucion de
NaOH 1 M. Llevar a volumen con agua destilada. Algunos autores recomiendan adicionar
aceite mineral para evitar la exposicion de la solucién al aire. Guardar la solucién en un
recipiente de polietileno y revisar el pH de la solucién antes de usarse, de requerirse, volver
a ajustar a 8.5.

3. Solucién de tartrato de antimonio y potasio al 0.5%. Pese 0.5 g de K(SbO) C4H406.1/2
H-O, transfiéralo a un matraz volumétrico de 100 mL disuélvalo y afore con agua destilada.
4. Solucién de molibdato de amonio [(NH4)sM07024. 4H-0]. Disolver 20 g de molibdato de

amonio [(NH4)eM07024. 4H2Q0]. en 300 mL de agua destilada. Agregue lentamente bajo
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constante agitacién y con cuidado, 450 mL de H2SO4 (14 N) (194.4 mL H2SO4 concentrado
diluido a 500 mL con agua da una concentracién de aproximadamente 14 N). Agregue 100
mL de una solucién al 0.5% (p/v) de tartrato de antimonio y potasio. Diluya las mezclas a 1
L con agua destilada. Este frasco se debe tapar y con papel aluminio, proteger de la luz.
5. Solucion reductora con acido ascorbico. Disolver 0.50 g de acido ascérbico con un poco
de solucién de molibdato de amonio y aforar a 100 mL con la misma solucion. Esta solucién
es preparada cada vez que se vaya a formar color.

6. Solucién patrén de fosforo (200 mg L?). Pesar exactamente 0.8786 g de fosfato de
potasio monobasico (KH2PO,) seco al horno a 105°C, disolver en agua y aforar a 1 litro.
Guardar en envase de plastico o vidrio y conservar en refrigeracion. Algunos autores
recomiendan adicionar 25 mL de H.SO. 7 N antes de aforar para conservar la solucion libre
de contaminantes biol6gicos.

7. Solucién patrén de 5 mg L-1 de P Diluir 5 mL de la solucién de 200 mg L de P a 200 mL

con agua destilada. Preparar fresca cada 5 dias.

Material y equipo

. Tubos de polietileno de 100 mL.

. Papel Whatman No. 42 o equivalente.

. Agitador mecénico reciproco, ajustado a 180 oscilaciones por minuto.
. Balanza analitica.

. Matraces volumétricos de 50 mL.

. Bureta de 10 mL.

N o o~ WOON P

. Espectrofotometro para leer a 880 nm y celdas de vidrio.

Procedimiento

1. Pesar 2.5 g de suelo previamente tamizado por malla de 2 mm y colocarlos en los tubos
de polietileno.

2. Adicionar 50 mL de la solucion extractora tapar y agitar la suspension en agitador de
accion reciproca durante 30 min. a 180 oscilaciones por minuto.

3. Filtrar inmediatamente a través de papel filtro Whatman No. 42 u otro de calidad similar.
4. Preparar blancos a partir de alicuotas de solucién extractora y adicionando todos los
reactivos como en las muestras.

5. Tomar una alicuota de 5 mL (o0 10 mL si la concentracion de P es muy baja) del filtrado y

colocarla en un matraz aforado de 50 mL.

92



6. Agregar 5.0 mL de la solucion reductora, agitar y aforar. Leer después de 30 min. pero
antes de una hora a una longitud de onda 882 nm (leer previamente la curva de calibracion)
7. Preparar una curva de calibracién con patrones de 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8y 1.0 mg L*
de P.
8. Pipetear 0, 1, 2, 4, 6 y 10 mL de una solucién de 5 mg L de P a matraces aforados de
50 mL.
9. Adicionar un volumen de solucién extractante de NaHCO3; 0.5 M igual a la alicuota
empleada para medir en las muestras desconocidas.
10. Llevar a aproximadamente 40 mL con agua y adicionar 5 mL de la solucién reductora
con &cido ascérbico, aforar.
11. Agitar nuevamente. Leer después de 30 minutos, pero antes de una hora a 882 nm, leer
las muestras y los patrones al mismo tiempo de reaccién, contando el tiempo desde que se
agrega el reactivo que genera el complejo hasta el momento de la lectura. Calculos

P (mg kg~! de suelo) = CC * % * VT{
Donde:
CC=mg L-1 de P en la solucion. Se obtiene graficando la curva de calibracion (absorbancia
contra mg L?) e interpolando en la misma los valores de absorbancia de las muestras
analizadas a las cuales previamente se les ha estado el valor promedio de los blancos o
por medio de una regresion simple.
Vi= volumen de la solucién extractora adicionada.
p= peso de la muestra de suelo seca al aire.
Vf=volumen final de la solucién colorimétrica a leer.

a= alicuota de la muestra empleada para la cuantificacion.

e Determinaciéon de capacidad de intercambio cationico (CIC) AS-12 (SEMARNAT,
2000)

Principio y aplicacion

Método para la determinacién de la capacidad de intercambio catiénico (CIC) y bases
intercambiables (Ca, Mg Na y K) de los suelos, empleando acetato de amonio 1N, pH 7.0,
como solucién saturante. EI método para la determinacion consiste en la saturacion de la
superficie de intercambio con un catién indice, el ion amonio; lavado del exceso de
saturante con alcohol; desplazamiento del catién indice con potasio y determinacién del

amonio mediante destilacion. EI amonio se emplea como catién indice debido a su facil
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determinacion, poca presencia en los suelos y porque no precipita al entrar en contacto con
el suelo. La concentracion normal que se usa asegura una completa saturacién de la
superficie de intercambio y como esta amortiguada a pH 7.0, se logra mantener un cierto
valor de pH. El lavado con alcohol pretende desplazar el exceso de saturante y minimizar

la pérdida del amonio adsorbido.

Reactivos

Los reactivos que a continuacidn se mencionan deben ser grado analitico a menos que se
indique otra cosa, cuando se hable de agua se debe entender agua desionizada o destilada.
Las soluciones para este andlisis deben almacenarse en recipientes de polietileno.

1. Solucién de acetato de amonio 1.0N, pH 7.0. Diluir 57 mL de &cido acético glacial (99.5%)
con agua a un volumen de aproximadamente 500 mL. Agregar 60 mL de hidréxido de
amonio concentrado, diluir con agua a un volumen de 990 mL, mezclar completamente,
ajustar a pH 7.0 y diluir a un volumen final de 1 litro con agua.

2. Una alternativa en el punto anterior consiste en pesar y disolver 77 g de acetato de
amonio (NH4C;Hs02) en 900 mL de agua y de ser necesario ajustar a pH 7.0 y entonces
completar a un litro con agua.

3. Alcohol etilico, usar CH3CH,OH grado industrial.

4. Solucién de cloruro de sodio al 10%. Pesar 100 g de cloruro de sodio grado analitico y
disolver en 1 L de agua empleando un matraz aforado.

5. Solucién de cloruro de amonio 1N. Pesar 53.50 g de NH4Cl y disolver en agua. Ajustar a
pH 7.0 con hidréxido de amonio y diluir a 1 litro empleando un matraz aforado.

6. Solucion de cloruro de amonio 0.25N. Pesar 13.38 g de NH.Cl y disolver en agua. Ajustar
a pH 7.0 con hidréxido de amonio y diluir a 1 litro empleando un matraz aforado.

7. Indicador mixto. Mezclar volumenes iguales de rojo de metilo al 0.66% y de verde de
bromocresol al 0.99%. Ambos disueltos en etanol al 95%.

8. Solucion de acido bérico. Usar HsBOs al 2% en agua destilada que contenga 10 mL del
indicador por litro.

9. Acido clorhidrico diluido valorado. Usar HCI 0.01 N.

10. Hidréxido de sodio al 40%. Disolver 400 g. de NaOH en agua destilada y llevar a 1000
mL.

11. Nitrato de plata 0.1 N. Disolver 16.98 g de AgNO3; en agua destilada y llevar a 1000 mL.
12. Soluciéon de lantano acidificada. Pesar 7.742 g de La(NO3)s3-6H,O en un matraz

volumétrico de 250 mL con agua destilada afadir 17.5 mL de HNOs concentrado y aforar.
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13. Solucién diluida de lantano acidificada. Tomar 50 mL de la soluciébn de lantano
acidificada en un matraz volumétrico de 500 mL y aforar con agua destilada.

14. Solucién de cloruro de cesio acidificada. Disolver 11.12 g de CsCl y 250 mL de
Al(NO3)3-9H,0 en 500 mL de agua en un matraz volumétrico de 1000 mL, afiadir 20 mL de
HNO:z 2 My aforar con agua.

15. Solucién de acido nitrico 2 M. Diluir 7 mL de HNOs; concentrado en agua, aforar a 100

mL en un matraz volumétrico.

Material

1. Tubos de centrifuga de 50 mL con fondo redondo.
2. Agitador mecénico.

3. Centrifuga con capacidad para 8 o 16 tubos.

4. Matraces volumétricos de 100 mL.

5. Matraces Erlenmeyer de 125 mL.

6. Aparato de destilacion.

Procedimiento

1. Pesar 5 g de suelo secado al aire y tamizado por malla de abertura de 2 mm vy transferirlo
a un tubo de centrifuga de 50 mL. Agregar 33 mL de solucién de acetato de amonio. Tapar
y agitar en posicion horizontal durante 10 minutos. Luego, centrifugar hasta que el liquido
sobrenadante esté claro. Esto se logra facilmente centrifugando a 2500 rpm. Decantar el
liquido en un matraz de 100 mL y repetir la extraccion otras dos veces, aforar con acetato
de amonio y guardarlo para la posterior determinacion de las bases intercambiables
(solucion A).

2. Agregar 30 mL de la solucion de cloruro de amonio 1N; agitar durante 10 minutos y luego
centrifugar hasta que el liquido sobrenadante esté claro y desecharlo. Adicionar 30 mL de
la solucién de cloruro de amonio 0.25N, agitar durante 10 minutos, centrifugar y desechar
el sobrenadante. Lavar la muestra con porciones de alcohol de 30 mL agitando durante 10
minutos, centrifugar y eliminar el sobrenadante cada vez. El lavado termina cuando la
prueba de cloruros en el decantado sea minima.

3. Prueba de cloruros. Pipetear 10 mL del sobrenadante alcohdlico en un tubo de ensaye y
agregar 4 o 5 gotas de nitrato de plata, si se observa un ligero precipitado blanco, la reaccion

es positiva y se debe continuar el lavado hasta que la prueba de cloruros sea negativa.
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4. Reemplazar el amonio adsorbido con tres porciones de 33 mL de cloruro de sodio al
10%, agitando durante 10 minutos y centrifugando cada vez. Decantar cada reemplazo en
un matraz volumétrico de 100 mL y completar al volumen. Determinar el amonio a partir de
una alicuota de 10 mL, la cual se transfiere a un matraz Kjeldahl de 300 mL, se le agregan
aproximadamente 8 mL de NaOH al 40% y se conecta al aparato de destilacion
microkjeldahl. Recoger el producto de la destilacion en un matraz Erlenmeyer que contenga
10 mL de mezcla de indicador y acido bérico. Determinar por titulacién con HCI 0.01N.
Célculos
Si se pesan 5 g de muestra entonces la capacidad de intercambio catiénico expresado en
cmol* kg™ de suelo (CIC) se calculara de la forma siguiente:

CIC = 200 * (V) * (N)
En donde:
V = volumen (mL) de HCIl empleado al titular lo destilado en la solucién borada.
N = normalidad del HCI.

100 100
200 = — *
alicuota peso de suelo

alicuota =10 mL y peso de suelo =5 g.

e Determinacion de cationes solubles (K, Ca, Mg) método AS-19 (SEMARNAT, 2000)
Principio y aplicacion

Método para determinar los cationes solubles (Ca, Mg, Na y K) en el extracto de saturacion
por medicién en un aparato de absorcion atdmica (Ca y Mg) y en un espectrofotbmetro de
flama (Na y K). El calcio y el magnesio solubles son medidos por espectrofotometria de
absorcion atdmica y el potasio y el sodio por espectrofotometria de emision atébmica en los
extractos diluidos. Las interferencias en las mediciones son eliminadas con lantano (La) y

cesio (Cs) respectivamente.

Reactivos

Los reactivos que a continuacién se mencionan deben ser grado analitico cuando se hable
de agua se debe entender agua desionizada o destilada. Las soluciones para este analisis
deben almacenarse en recipientes de polietileno.

1. Solucién de lantano acidificada. Pesar 7.742 g de La(NO3)s. 6 H,O en un matraz
volumétrico de 250 mL, afiadir algo de agua y 17.5 mL de HNO3 concentrado, aforar con

agua.
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2. Solucién estandar de 1000 mg L* de Ca. Pesar 2.497 g de CaCOs; en un vaso de
precipitado de 250 mL, afiadir aproximadamente 100 mL de agua, y 12.5 mL de HCI 4M
hervir para eliminar el CO; (si permanecen particulas de CaCO3; afiadir 2 mL mas de HCI
4M). Enfriar y transferir la solucién a un matraz volumétrico de un litro y aforar con agua.
3. Solucién estandar de 100 mg L™ de Mg. Pesar 1.013 g de MgSOa. 7 H20 en un matraz
volumétrico de un litro y aforar con agua.

4. Solucién estandar mezclada, 100 mg Lt de Cay 10 mg L de Mg tomar 10 mL de la
solucion estandar de 1000 mg L™ de Cay 10 mL de la solucién estandar de 100 mg L de
Mg en un matraz volumétrico de 100 mL y aforar con agua.

5. Solucién diluida de lantano acidificada. Tomar 50 mL de la solucion de lantano acidificada
en un matraz volumétrico de 500 mL y aforar con agua.

6. Solucion de cloruro de cesio acidificada. Disolver 11.12 y CsCly 250 g de AI(NO3)s. 9H,0
en aproximadamente 500 mL de agua en un matraz volumétrico de 1000 mL, afiadir 20 mL
de HNO3 2 M y aforar con agua.

7. Solucién estandar de 1000 m L-1 de K y 400 mg L! de Na. Disolver 1.9065 g de KCly
1.0168 g NaCl en agua en un matraz volumétrico de 1000 mL y aforar con agua.

8. Solucién estandar diluida de 100 mg Lt de Ky 40 mg L de Na. Pipetear 25 mL de la

solucion estandar en un matraz volumétrico de 250 mL, aforar con agua.

Material y equipo
1. Material comun de laboratorio.
2. Espectrofotdmetro de absorcion atdmica.

3. Espectrofotémetro de emisién atémica.

Determinacion de Cay Mg

1. Series estandar. Pipetear 0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 mL, respectivamente, de la solucion
estandar mezclada en seis matraces volumétricos de 100 mL y agregar 5.0 mL de tiourea
0.1 My 9.5 mL de la solucién diluida de lantano y aforar con agua. La concentracion de las
series estandar es de: 0,0.1,0.2,0.3,0.4y05mgL*deMgy0,1,2,3,4y5mL*deCa.
2. Pipetear 2 mL del extracto de saturacion en un tubo de ensaye, afiadir 2 mL de la solucién
de lantano y homogeneizar.

3. Medir el Ca'y Mg en el aparato de absorcidn atémica a una longitud de onda de 422.7 y

285.2 nm, respectivamente.
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Célculos

(a—b)+d
-1 = —
Ca soluble mmol L PE
(a—b)xd
M lubl I s ———
g soluble mmo PE

Donde:

a=mg L?! de Ca o Mg en el extracto diluido

b =mgL?en el blanco

d = Factor de dilucion

PE = Peso equivalente (Ca =20y Mg =12.15).

e Determinaciéon de Nay K

1. Serie estandar de Na y K. Pipetear 0, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 mL de la solucién estandar
diluida en seis matraces volumétricos de 100 mL, respectivamente, afiadir un poco de
agua, 10 mL de tiourea 0.1 My 9 mL de la solucién de CsCl aforar con agua y mezclar.
Esta serie estandar tiene concentraciones de: 0, 1, 2,3,4y5mgL*de Ky 0, 0.4, 0.8,
1.2,1.6 y 2 mg L* de Na.

2. Pipetear 2 mL del extracto de saturacion en un tubo de ensaye, afiadir 2 mL de la
solucion de Cs y homogeneizar.

3. Medir Na y K en el espectrofotometro de emisién atémica a una longitud de onda de

589 y 766.5 nm, respectivamente.
Calculos

Na solubl I =(a—b) x—
a soluble mmo (a )*PE

K solubl Il =(a—b) x—
soluble mmo (a )*PE

e Determinacién de micronutrientes y metales contaminantes (Fe, Mn, Zn, Cu, Pb,
Cd y Ni) método AS-14 (SEMARNAT, 2000)

Principios y aplicacion

Método para la determinaciébn de micronutrientes y metales contaminantes (hierro,

manganeso, zinc, cobre, plomo, cadmio y niquel) del suelo. Los procedimientos analiticos

tendientes a evaluar la disponibilidad de algun metal, tal como zinc, cobre, hierro,

manganeso, plomo, cadmio o niquel, fundamentalmente se asocian a su capacidad para
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disolver o extraer alguna forma quimica del metal presente en el suelo. La eficiencia de
extraccién dependerd de la capacidad de cada solucion para poder recuperar parte de
aquellas formas de metales presentes en el suelo, las cuales generalmente se asocian a la
cantidad de metal que es absorbido por los cultivos.

Entre las sustancias utilizadas para recuperar a los metales del suelo, destacan aquellas
gue emplean a compuestos organicos con la capacidad para formar complejos estables, tal
es el caso del DTPA (4cido dietilen-triamino-pentaacético) y del EDTA (acido etilen-diamino-
tetraacético). Las soluciones complejantes, como el DTPA y el EDTA, tienen como finalidad
el recuperar elementos metdlicos que se encuentran en forma intercambiable, ligados a la

materia organica y disolver formas precipitadas.

Reactivos

1. Los reactivos requeridos para cada una de las determinaciones deben ser de grado
analitico. El agua utilizada en la preparacion de las soluciones debe ser destilada y
desionizada. Las soluciones estandares se deben almacenar en botellas de polietileno y en
condiciones de refrigeracion.

2. DTPA (&cido del dietilen-triamino-pentaacético), acido clorhidrico HCI 1+1 (un volumen
de acido + un volumen de agua), trietanolamina, cloruro de calcio dihidratado (CaCl, 2H,0).
Acido nitrico (HNO3), 1:1 &cido clorhidrico (HCI) 1:1 (1 mL de &cido en 1 mililitro de agua).
Soluciones amortiguadas a pH 4.7 y 10.

3. Para la cuantificacién de metales. A partir de soluciones estandares de 1000 mg L, que
se pueden adquirir en forma comercial, se prepara la curva de calibraciéon de cada metal.
Es posible preparar las soluciones estandares empleando para ello la forma metalica,
oxidos, o sales solubles del metal.

4. Solucién patron de cobre. Disolver 1.0 g de cobre metélico en 50 mL de acido nitrico 1:1,
y diluir a un litro. Un mililitro de esta solucién contiene un mg de cobre.

5. Solucién estandar de zinc. Disolver 1.0 g de zinc metalico en 50 mL de &cido clorhidrico
1:1 y aforar a un litro con agua. La concentracion de la solucion es 1 mg de Zn por cada
mL.

6. Solucion estandar de cadmio. Disolver 1.0 g de metal cadmio en 50 mL de acido
clorhidrico 1:1 y diluir a un litro con agua. Un mililitro de esta solucién contiene un mg de
cadmio.

7. Solucién estandar de niquel. Disolver 1.0 g de metal niquel en 50 mL de &cido nitrico 1:1

y aforar a un litro con agua. Un mililitro de la solucion contiene un mg de niquel.
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8. Solucién estandar de plomo. Disolver 0.1 g plomo metélico en 10 mL de &cido nitrico 1:1
y aforar a un litro. Un mililitro de la solucién contiene 0.1 mg de plomo.

9. Solucién estandar de hierro. Disolver 1.0 g de alambre de hierro en acido nitrico 1:1y
aforar a un litro con agua. Un mililitro de solucién contiene un mg de hierro.

10. Solucién estandar de manganeso. Disolver 0.1 g de manganeso metalico en 10 mL de
acido clorhidrico concentrado, mezclar con 1 ml de acido nitrico concentrado y aforar a un
litro con agua. Un mililitro de la solucién contiene 0.1 mg de manganeso.

11. Acetileno (C2Hy) para absorcion atomica.

Material y equipo

. Diferente material de vidrio.

. Tamiz de 2 mm de diametro de apertura y malla de nylon.
. Agitador eléctrico de accion reciproca.

. Balanza analitica y granataria.

. Potenciémetro.

. Espectrofotometro de absorcién atémica.

~N O o~ WN P

. Ldmparas de catodo hueco para cada elemento a determinar.

Extraccion con DTPA

Reactivos

Solucion de DTPA 0.005 M. Para preparar un litro, disuelva 14.9 g de trietanolamina (TEA),
1.97 g de reactivo DTPA y 1.47 g de CaCl, 2H>0 en aproximadamente 300 mL de agua
desionizada, agitar hasta disolver los reactivos, llevar a un volumen de 900 mL y ajustar el

pH a 7.3 con acido clorhidrico 1:1. Finalmente completar a un volumen de un litro con agua.

Extraccion

1. Colocar 10.0 g de suelo seco y tamizado en malla de 2 mm de apertura, en un matraz
Erlenmeyer de 125 mL y adicionar 20 mL de solucion DTPA.

2. Tapar el matraz con papel parafiim o con plastico asegurandolo con una liga. Agitar
horizontalmente a 120 oscilaciones por minuto durante dos horas exactamente.

3. Terminado el agitado separar la solucién del suelo, mediante un filtrado con papel
Whatman No. 42, si existe paso de suelo se debe filtrar nuevamente la solucion.

4. De igual manera conduzca un blanco, para lo cual se procede en forma similar a la

muestra problema, pero sin suelo.
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5. En el extracto obtenido, es posible cuantificar a los micronutrientes; hierro, cobre, zinc, y

manganeso, asi como a los metales téxicos; plomo, cadmio y niquel.

Célculos

Los resultados de absorbancia o concentracion en mg L de cada metal se deben expresar
en mg del metal en un kilogramo de suelo. Para el caso de la extraccién con DTPA la
férmula de célculo es:

(M —b)(L)(F.D.)
peso suelo

mgkg~t(metal) =

Donde:
M = concentracion del metal en el extracto del suelo (mg L?)
b = concentracion del metal en el blanco (mg L?)
Peso del suelo expresado en kg (0.01 kg)
F.D. = factor de dilucion (Vt/A)
Vt = volumen total de dilucion de alicuota
A = alicuota del extracto de suelo diluida
L = volumen del extracto expresado en litros
Si las lecturas obtenidas para cada metal se expresan en mg L-1 y no se realiza alguna
dilucion, la férmula de célculo se simplifica a:
mgkg~*(metal) = [ (2)(M — b)]o

Suelo

e Determinacion de pH, método AS-02 (SEMARNAT, 2000)

Principio y aplicacion

Método electromeétrico para la determinacién del pH en muestras de suelo en una solucion
de agua pura. La evaluacion electrométrica del pH se basa en la determinacién de la
actividad del ion H mediante el uso de un electrodo cuya membrana es sensitiva al H. En el
caso de los suelos el pH se mide potenciométricamente en la suspension sobrenadante de
una mezcla de relacion suelo: agua 1:2. El pH es una de las mediciones mas comunes e
importantes en los analisis quimicos rutinarios de suelo, ya que controla reacciones
guimicas y bioldgicas en el suelo. La determinacién del pH es afectada por varios factores
tales como: el tipo y cantidad de constituyentes organicos e inorganicos que contribuyen a

la acidez del suelo, la concentraciéon de sales en la solucién, la relacion suelo: solucion, la
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presién parcial de biéxido de carbono y el efecto de la suspensién asociado con el potencial
de union, etc.

Reactivos

Los reactivos utilizados en esta determinacién deben ser grado analitico y el agua utilizada
en la preparacion de las soluciones debe ser destilada o desionizada.

1. Agua destilada o desionizada.

2. Soluciones reguladoras de referencia, pH 4.00, 7.00 y 10.00, las cuales se adquieren
preparadas o concentradas para diluirse de acuerdo con la instruccion. Estas soluciones
deben estar a temperatura ambiente al momento de calibrar el medidor de pH.

Material y equipo

1. Potencibmetro o medidor de pH equipado con electrodo de vidrio en combinacién con
electrodo de referencia.

2. Balanza con 0.1 g de sensibilidad.

3. Frascos de vidrio o plastico transparente de boca ancha con capacidad de 50 a 100 mL.
4. Pipeta volumétrica de 20 mL.

5. Varilla de vidrio que sirva como agitador manual.

6. Piceta.

7. Cinta métrica.

Procedimiento

1. Pesar 10 g de suelo en un frasco de vidrio o plastico de boca ancha.

2. Adicionar 20 mL. de agua destilada al frasco conteniendo el suelo.

3. Con una varilla de vidrio, agitar manualmente la mezcla de suelo: agua a intervalos de 5
minutos, durante 30 minutos.

4. Dejar reposar durante 15 minutos.

5. Calibrar el medidor de pH con las soluciones reguladores pH 4.00y 7.00 0 7.00 y 10.00
segun el suelo, enjuagando con agua destilada los electrodos antes de iniciar las lecturas
de las muestras.

6. Agite nuevamente la suspension e introduzca el electrodo en la suspension.

7. Registre el pH al momento en que la lectura se haya estabilizado.

e Determinacion de la densidad aparente (Da), método As-03 (SEMARNAT, 2000)

Principio y aplicacion
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Método del terron parafinado para la determinacion de la densidad aparente de los suelos.
La densidad Parente de una muestra de suelo es calculada a partir del conocimiento de dos
parametros: la masa del suelo y el volumen ocupado por el espacio poroso. En el caso de
la masa, ésta se conoce pesando la muestra (terrén) y en el caso del volumen, éste es
determinado de manera indirecta recubriendo el terron con una capa de para fina y

pesandolo sumergido en un liquido (agua).

Materiales y equipo

1.Terrones de suelo con un didmetro méaximo de 2 cm.
2.Hilo de algodén para cocer ropa.

3.Parafina a punto de fusion (56-60 °C).

4.Vaso de precipitados de 500 mL.

5.Termémetro.

6.Estufa.

7.Balanza analitica.

Procedimiento

1. Secar dos o tres terrones de aproximadamente dos cm a la estufa a 105 °C hasta peso
constante.

2. A uno de estos terrones atarle un hilo procurando que quede bien sujeto y en el otro
extremo del hilo hacer una lazada para sujetarla al brazo del platillo de la balanza.

3. Pesar el terrén sujetando la lazada al brazo del platillo de la balanza, éste sera el peso
del terron al aire (Pt) a.

4. Sumergir el terrén rapidamente en la parafina derretida a 60 °C cuidando que quede
totalmente cubierto por una capa delgada y uniforme.
Pesar el terrén parafinado al aire que sera: (Ptp) a.
Pesar el terrén parafinado sumergido en el agua adecuando al interior de la balanza
para que se registre Unicamente el peso del terrébn sumergido en el agua, que sera:
(Ptp) w.

Célculos

Volumen de H»0 desplazada por el terrén
(Ptp) a — (Ptp) w = considerando una

w= 1 g/cm? que es igual (Vt + Vp)
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(Ptp) a — (Pt) a = Peso de la parafina (Pp)
Pp = Vp = Volumen de la parafina (Vp)
(Vt + Vp) — Vp = Volumen del terrén (Vt)
Da= (Pt)a / Vt

w = densidad de H,O

p = Densidad de la parafina (0.90 g/cm?)

e Determinaciéon de Materia organica (MO) método AS-07 (SEMARNAT, 2000)
Principio y aplicacion

La determinacion de materia organica del suelo se evalla a través del contenido de carbono
organico con el método de Walkley y Black. Este método se basa en la oxidacion del
carbono orgénico del suelo por medio de una disolucién de dicromato de potasio y el calor
de reaccion que se genera al mezclarla con acido sulfarico concentrado. Después de un
cierto tiempo de espera la mezcla se diluye, se adiciona acido fosférico para evitar
interferencias de Fe3+ y el dicromato de potasio residual es valorado con sulfato ferroso.
Con este procedimiento se detecta entre un 70 y 84% del carb6n organico total por lo que
es necesario introducir un factor de correccion, el cual puede variar entre suelo y suelo. En

los suelos de México se recomienda utilizar el factor 1.298 (1/0.77).

Reactivos

Los reactivos que a continuacién se mencionan deben ser grado analitico a menos que se
indique otra cosa.

1. Dicromato de potasio 0.166 M o 1N.- Disolver 48.82 g de K.Cr.O7 en agua destilada
aforar a 1000 mL en un matraz volumétrico.

2. Acido sulfarico concentrado (H2SOy).

3. Acido fosforico concentrado (HsPO.).

4. Indicador de difenilamina. Disolver 0.5 g de difenilamina en 20 mL de agua y afadir 100
mL de acido sulfurico concentrado.

5. Sulfato ferroso 1.0 M (aproximadamente). Disolver 278 g de FeS04.7H20 en agua a la
que previamente se le afiadieron 80 mL de H2SO4 concentrado, enfriar y diluir a un litro.

Esta solucién debe ser valorada con K2Cr207 1 N antes de realizar la determinacion.

Material

Matraces Erlenmeyer de 500 mL
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Bureta para K2Cr207 (50 mL)
Bureta para FeS04.7H20 (50 mL)
Pipeta volumétrica (10 mL). Probeta de vidrio (25 mL)

Procedimiento

1. Pesar 0.5 g de suelo seco y pasado por un tamiz de 0.5 mm y colocarlo en un matraz
Erlenmeyer de 500 mL. Procesar un blanco con reactivos por triplicado.

2. Adicionar exactamente 10 mL de dicromato de potasio 1 N girando el matraz
cuidadosamente para que entre en contacto con todo el suelo.

3. Agregar cuidadosamente con una bureta 20 mL de H2SO4 concentrado a la suspension,
girar nuevamente el matraz y agitar de esa forma durante un minuto.

4. Dejar reposar durante 30 minutos sobre una lamina de asbesto o sobre una mesa de
madera, evitando las mesas de acero o cemento.

5. Anadir 200 mL de agua destilada.

6. Afiadir 5 mL de H3PO4 concentrado.

7. Adicionar de 5 a 10 gotas del indicador de difenilamina.

8. Titular con la disolucion de sulfato ferroso gota a gota hasta un punto final verde claro.

Célculos
B—-T
% C organico = (T) (N)(0.39) * mcf

Donde:

B = Volumen de sulfato ferroso gastado para valorar el blanco de reactivos (mL).

T = Volumen de sulfato ferroso gastado para valorar la muestra (mL).

N = Normalidad exacta del sulfato ferroso (valorar por separado al momento de analizar las
muestras).

g = Peso de la muestra empleada (g).

mcf = factor de correccion de humedad.

% Materia organica = % C organico * 1.724

e Determinacion de nitrogeno inorganico (Ninorg), método AS-08 (SEMARNAT, 2000)

Principio y aplicaciéon
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Método para la determinacion de nitrdgeno inorganico extraible con el procedimiento micro-
Kjeldahl. Se utiliza como indice de disponibilidad de nitrégeno en el suelo. Se realizara su
evaluacion para generar recomendaciones de fertilizacion. El nitrégeno inorganico
determinado con este procedimiento ha mostrado una alta relacién con la respuesta de la
planta en estudios de correlacion de métodos quimicos. Se basa en la extraccion del amonio
intercambiable por equilibrio de la muestra de suelo con KCI 2 N y su determinacion por
destilacion mediante arrastre de vapor en presencia de MgO. La adicién de la aleacion de

Devarda permite incluir la determinaciéon de nitratos y nitritos.

Reactivos

1. Oxido de magnesio (MgO). Se calcina en una mufla a 600-700°C durante dos horas y se
almacena en frascos con tapa hermética, después de enfriarlo en desecador provisto de
granulos de KOH.

2. Solucién de acido bérico con indicador. Disolver 20 g de HzBOs puro en 700 mL de agua
caliente y transferir la solucién fria a un matraz volumétrico de 1 litro que contenga 200 mL
de etanol (96%) y 20 mL de la solucién indicadora descrita mas abajo. Ajustar a pH de 5.0
con NaOH 0.05 N. Complete el volumen de 1 litro.

3. Mezcla de indicadores. Disolver 0.300 g de verde de bromocresol y 0.165 g de rojo de
metilo en 500 mL de etanol (96%).

4. Aleacion de Devarda. En (Al:Zn:Cu 10:9:1). Moler si es necesario en un molino de bolas
0 mortero hasta que el 75% pase un tamiz de 300 mallas.

5. Acido sulfurico 0.005 N. Estandarizarlo con THAM (trihidroximetilaminometano).

6. Solucién patrén de 50 ppm de N-NHs y N-NOs. Pesar 0.236 g de (NH4).SO4y 0.361 g de
KNO; desecados y diluirlos a 1 litro con agua destilada. Guardar en refrigerador.

7. Solucion de cloruro de potasio 2 N. Disolver 1490.8 g de KCI grado reactivo en 8 litros de

agua Y diluir la solucién a 10 litros.

Material y equipo
. Balanza analitica.
. Matraces de destilacion.

. Destilador con arrastre de vapor.

1
2
3
4. Micro buretas de 5 mL, graduadas a intervalos de 0.01 mL.
5. Matraces Erlenmeyer de 125 mL.

6

. Agitador de vaivén regulado a 180 oscilaciones por minuto.
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Procedimiento

1. Pesar 5 g de suelo y colocar en un bote de polietileno de 100 mL de capacidad o en un
matraz Erlenmeyer de 125 mL.

2. Agregar 50 mL de solucién de KCI 2 N y agitar por 60 minutos en agitador de accién
reciproca regulado a 180 rpm y centrifugar 5 minutos. Decantar o filtrar si es necesario.

3. Colocar 10 mL de solucién H3BOs3 con indicador en un matraz Erlenmeyer de 125 mL y
conectarlo en un tubo de salida del refrigerante, de modo que éste quede en contacto con
el liquido.

4. Pipetear una alicuota de 10 a 20 mL del extracto de suelo y colocar en un matraz de
destilacion y agregar 0.2 g de MgO calcinado y 0.2 g de aleacion de Devarda.

5. Conectar el aparato de destilacién y destilar hasta completar aproximadamente 30 mL
en 3-4 minutos (6-7 ml min-1).

6. Titular la muestra y los blancos (se preparan de forma similar a las muestras) con acido

sulftrrico 0.005 N. En el punto final el color cambia de verde a rosa tenue.

Célculos

Calcular la cantidad de nitrégeno inorganico con la siguiente ecuacion:

Viy 1
N(ppm)=(M—B)*N*14*(Z>*;*1000

Donde:
My B= Son los mililitros de acido sulflrico usados en la titulacion de muestra y el blanco,

respectivamente.

N= La normalidad del acido.

Vi= Es el volumen del extractante.
a= La alicuota destilada.

p= El peso de la muestra en gramos

e Determinacion de fésforo disponible (P4) AS-10 (SEMARNAT, 2000)

Principio y aplicaciéon

Este método, es ampliamente utilizado en estudios de fertilidad de suelos para la
determinacion de fosforo disponible tanto en suelos neutros como alcalinos. El fosforo

determinado con este procedimiento ha mostrado una estrecha relacién con la respuesta
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de los cultivos. El fosforo es extraido del suelo con una soluciéon de NaHCO3 0.5 M ajustada
a un pH de 8.5. en suelos neutros, calcareos o alcalinos, conteniendo fosfatos de calcio,
este extractante disminuye la concentracién de Ca en solucion a través de una precipitacion
del CaCOs, por tanto, la concentracién de P en solucién, se incrementa conforme el pH se
eleva.

Este extractante evita que se presenten reacciones secundarias en suelos acidos y

calcareos debido a que el nivel de Al, Ca y Fe se mantiene muy bajo en dicha solucién.

Reactivos

1. Hidréxido de sodio 1M. Disolver 4 g de NaOH en 100 mL de agua.

2. Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 0.5 M. Disolver 42 g de NaHCO3; en aproximadamente
1 litro de agua. Ajustar el pH de esta solucién a 8.5 mediante la adicién de solucién de
NaOH 1 M. Llevar a volumen con agua destilada. Algunos autores recomiendan adicionar
aceite mineral para evitar la exposicion de la solucion al aire. Guardar la soluciéon en un
recipiente de polietileno y revisar el pH de la solucién antes de usarse, de requerirse, volver
a ajustar a 8.5.

3. Solucién de tartrato de antimonio y potasio al 0.5%. Pese 0.5 g de K(SbO) C4H40s.1/2
H.0, transfiéralo a un matraz volumétrico de 100 mL disuélvalo y afore con agua destilada.
4. Solucién de molibdato de amonio [(NH4)sM07024. 4H20]. Disolver 20 g de molibdato de
amonio [(NH4)sM07024. 4H>O]. en 300 mL de agua destilada. Agregue lentamente bajo
constante agitacién y con cuidado, 450 mL de H2SO4 (14 N) (194.4 mL H2SO4 concentrado
diluido a 500 mL con agua da una concentracién de aproximadamente 14 N). Agregue 100
mL de una solucion al 0.5% (p/v) de tartrato de antimonio y potasio. Diluya las mezclas a 1
L con agua destilada. Este frasco se debe tapar y con papel aluminio, proteger de la luz.

5. Solucién reductora con acido ascorbico. Disolver 0.50 g de &cido ascorbico con un poco
de solucién de molibdato de amonio y aforar a 100 mL con la misma solucidn. Esta solucién
es preparada cada vez que se vaya a formar color.

6. Soluciéon patrén de fésforo (200 mg L1). Pesar exactamente 0.8786 g de fosfato de
potasio monobasico (KH,PO.) seco al horno a 105°C, disolver en agua y aforar a 1 litro.
Guardar en envase de plastico o vidrio y conservar en refrigeracion. Algunos autores
recomiendan adicionar 25 mL de H.SO4 7 N antes de aforar para conservar la solucion libre
de contaminantes bioldgicos.

7. Solucién patrén de 5 mg L-1 de P Diluir 5 mL de la solucién de 200 mg L™ de P a 200 mL

con agua destilada. Preparar fresca cada 5 dias.
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Material y equipo

. Tubos de polietileno de 100 mL.

. Papel Whatman No. 42 o equivalente.

. Agitador mecanico reciproco, ajustado a 180 oscilaciones por minuto.
. Balanza analitica.

. Matraces volumétricos de 50 mL.

. Bureta de 10 mL.

N o o b~ WwON P

. Espectrofotometro para leer a 880 nm y celdas de vidrio.

Procedimiento

1. Pesar 2.5 g de suelo previamente tamizado por malla de 2 mm y colocarlos en los tubos
de polietileno.

2. Adicionar 50 mL de la solucién extractora tapar y agitar la suspension en agitador de
accion reciproca durante 30 min. a 180 oscilaciones por minuto.

3. Filtrar inmediatamente a través de papel filtro Whatman No. 42 u otro de calidad similar.
4. Preparar blancos a partir de alicuotas de solucién extractora y adicionando todos los
reactivos como en las muestras.

5. Tomar una alicuota de 5 mL (o0 10 mL si la concentracion de P es muy baja) del filtrado y
colocarla en un matraz aforado de 50 mL.

6. Agregar 5.0 mL de la solucion reductora, agitar y aforar. Leer después de 30 min. pero
antes de una hora a una longitud de onda 882 nm (leer previamente la curva de calibracién)
7. Preparar una curva de calibracion con patrones de 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mg L*
de P.

8. Pipetear 0, 1, 2, 4, 6 y 10 mL de una solucién de 5 mg L de P a matraces aforados de
50 mL.

9. Adicionar un volumen de solucion extractante de NaHCO3; 0.5 M igual a la alicuota
empleada para medir en las muestras desconocidas.

10. Llevar a aproximadamente 40 mL con agua y adicionar 5 mL de la solucién reductora
con acido ascorbico, aforar.

11. Agitar nuevamente. Leer después de 30 minutos, pero antes de una hora a 882 nm, leer
las muestras y los patrones al mismo tiempo de reaccién, contando el tiempo desde que se

agrega el reactivo que genera el complejo hasta el momento de la lectura.
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Célculos:

Vi Vf

P (mg kg~ de suelo) = CC * — * —

p a
Donde:
CC=mg L-1 de P en la solucién. Se obtiene graficando la curva de calibracion (absorbancia
contra mg L1) e interpolando en la misma los valores de absorbancia de las muestras
analizadas a las cuales previamente se les ha estado el valor promedio de los blancos o
por medio de una regresion simple.
Vi= volumen de la solucién extractora adicionada.
p= peso de la muestra de suelo seca al aire.
Vf= volumen final de la solucién colorimétrica a leer.

a= alicuota de la muestra empleada para la cuantificacion.

e Determinacion de capacidad de intercambio catiénico (CIC) AS-12 (SEMARNAT,
2000)

Principio y aplicacion

Método para la determinacion de la capacidad de intercambio catiénico (CIC) y bases
intercambiables (Ca, Mg Na y K) de los suelos, empleando acetato de amonio 1N, pH 7.0,
como solucién saturante. EI método para la determinacion consiste en la saturacién de la
superficie de intercambio con un catién indice, el ion amonio; lavado del exceso de
saturante con alcohol; desplazamiento del cation indice con potasio y determinacion del
amonio mediante destilacion. EI amonio se emplea como catién indice debido a su facil
determinacion, poca presencia en los suelos y porque no precipita al entrar en contacto con
el suelo. La concentracion normal que se usa asegura una completa saturacion de la
superficie de intercambio y como esta amortiguada a pH 7.0, se logra mantener un cierto
valor de pH. El lavado con alcohol pretende desplazar el exceso de saturante y minimizar

la pérdida del amonio adsorbido.

Reactivos

Los reactivos que a continuaciéon se mencionan deben ser grado analitico a menos que se
indique otra cosa, cuando se hable de agua se debe entender agua desionizada o destilada.
Las soluciones para este analisis deben almacenarse en recipientes de polietileno.

1. Solucién de acetato de amonio 1.0N, pH 7.0. Diluir 57 mL de &cido acético glacial (99.5%)

con agua a un volumen de aproximadamente 500 mL. Agregar 60 mL de hidréxido de
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amonio concentrado, diluir con agua a un volumen de 990 mL, mezclar completamente,
ajustar a pH 7.0 y diluir a un volumen final de 1 litro con agua.

2. Una alternativa en el punto anterior consiste en pesar y disolver 77 g de acetato de
amonio (NH4C2H302) en 900 mL de agua y de ser necesario ajustar a pH 7.0 y entonces
completar a un litro con agua.

3. Alcohol etilico, usar CH3CH>OH grado industrial.

4. Solucién de cloruro de sodio al 10%. Pesar 100 g de cloruro de sodio grado analitico y
disolver en 1 L de agua empleando un matraz aforado.

5. Solucion de cloruro de amonio 1N. Pesar 53.50 g de NH4Cl y disolver en agua. Ajustar a
pH 7.0 con hidréxido de amonio y diluir a 1 litro empleando un matraz aforado.

6. Solucion de cloruro de amonio 0.25N. Pesar 13.38 g de NH4Cl y disolver en agua. Ajustar
a pH 7.0 con hidréxido de amonio y diluir a 1 litro empleando un matraz aforado.

7. Indicador mixto. Mezclar volimenes iguales de rojo de metilo al 0.66% y de verde de
bromocresol al 0.99%. Ambos disueltos en etanol al 95%.

8. Solucion de acido borico. Usar H3BOs al 2% en agua destilada que contenga 10 mL del
indicador por litro.

9. Acido clorhidrico diluido valorado. Usar HCI 0.01 N.

10. Hidréxido de sodio al 40%. Disolver 400 g. de NaOH en agua destilada y llevar a 1000
mL.

11. Nitrato de plata 0.1 N. Disolver 16.98 g de AgNO3 en agua destilada y llevar a 1000 mL.
12. Soluciéon de lantano acidificada. Pesar 7.742 g de La(NOg3)3;-:6HO en un matraz
volumétrico de 250 mL con agua destilada afiadir 17.5 mL de HNO3; concentrado y aforar.
13. Solucién diluida de lantano acidificada. Tomar 50 mL de la solucién de lantano
acidificada en un matraz volumétrico de 500 mL y aforar con agua destilada.

14. Solucién de cloruro de cesio acidificada. Disolver 11.12 g de CsCl y 250 mL de
Al(NO3)3-9H20 en 500 mL de agua en un matraz volumétrico de 1000 mL, afiadir 20 mL de
HNO3; 2 My aforar con agua.

15. Solucién de acido nitrico 2 M. Diluir 7 mL de HNOs concentrado en agua, aforar a 100

mL en un matraz volumétrico.

Material
1. Tubos de centrifuga de 50 mL con fondo redondo.
2. Agitador mecénico.

3. Centrifuga con capacidad para 8 o 16 tubos.
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4. Matraces volumétricos de 100 mL.
5. Matraces Erlenmeyer de 125 mL.

6. Aparato de destilacion.

Procedimiento
1. Pesar 5 g de suelo secado al aire y tamizado por malla de abertura de 2 mm y transferirlo
a un tubo de centrifuga de 50 mL. Agregar 33 mL de solucién de acetato de amonio. Tapar
y agitar en posicién horizontal durante 10 minutos. Luego, centrifugar hasta que el liquido
sobrenadante esté claro. Esto se logra facilmente centrifugando a 2500 rpm. Decantar el
liquido en un matraz de 100 mL y repetir la extraccion otras dos veces, aforar con acetato
de amonio y guardarlo para la posterior determinacién de las bases intercambiables
(solucién A).
2. Agregar 30 mL de la solucién de cloruro de amonio 1N; agitar durante 10 minutos y luego
centrifugar hasta que el liquido sobrenadante esté claro y desecharlo. Adicionar 30 mL de
la solucién de cloruro de amonio 0.25N, agitar durante 10 minutos, centrifugar y desechar
el sobrenadante. Lavar la muestra con porciones de alcohol de 30 mL agitando durante 10
minutos, centrifugar y eliminar el sobrenadante cada vez. El lavado termina cuando la
prueba de cloruros en el decantado sea minima.
3. Prueba de cloruros. Pipetear 10 mL del sobrenadante alcohdlico en un tubo de ensaye y
agregar 4 o 5 gotas de nitrato de plata, si se observa un ligero precipitado blanco, la reaccion
es positiva y se debe continuar el lavado hasta que la prueba de cloruros sea negativa.
4. Reemplazar el amonio adsorbido con tres porciones de 33 mL de cloruro de sodio al
10%, agitando durante 10 minutos y centrifugando cada vez. Decantar cada reemplazo en
un matraz volumétrico de 100 mL y completar al volumen. Determinar el amonio a partir de
una alicuota de 10 mL, la cual se transfiere a un matraz Kjeldahl de 300 mL, se le agregan
aproximadamente 8 mL de NaOH al 40% y se conecta al aparato de destilacion
microkjeldahl. Recoger el producto de la destilacién en un matraz Erlenmeyer que contenga
10 mL de mezcla de indicador y &cido borico. Determinar por titulacion con HCI 0.01N.
Calculos
Si se pesan 5 g de muestra entonces la capacidad de intercambio cationico expresado en
cmol* kg? de suelo (CIC) se calculara de la forma siguiente:

CIC =200 = (V) = (N)
En donde:

V = volumen (mL) de HCIl empleado al titular lo destilado en la solucién borada.
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N = normalidad del HCI.

100 100
200 = — *
alicuota peso de suelo

alicuota =10 mL y peso de suelo=5g¢g

¢ Determinacioén de cationes solubles (K, Ca, Mg) método AS-19 (SEMARNAT, 2000)
Principio y aplicacién

Método para determinar los cationes solubles (Ca, Mg, Na y K) en el extracto de saturacion
por medicion en un aparato de absorcion atomica (Ca y Mg) y en un espectrofotdémetro de
flama (Na y K). El calcio y el magnesio solubles son medidos por espectrofotometria de
absorcion atomica y el potasio y el sodio por espectrofotometria de emisién atbmica en los
extractos diluidos. Las interferencias en las mediciones son eliminadas con lantano (La) y

cesio (Cs) respectivamente.

Reactivos

Los reactivos que a continuacién se mencionan deben ser grado analitico cuando se hable
de agua se debe entender agua desionizada o destilada. Las soluciones para este analisis
deben almacenarse en recipientes de polietileno.

1. Solucion de lantano acidificada. Pesar 7.742 g de La(NOs)s. 6 H.O en un matraz
volumétrico de 250 mL, afadir algo de agua y 17.5 mL de HNOj3 concentrado, aforar con
agua.

2. Solucién estandar de 1000 mg L de Ca. Pesar 2.497 g de CaCOs en un vaso de
precipitado de 250 mL, afiadir aproximadamente 100 mL de agua, y 12.5 mL de HCI 4M
hervir para eliminar el CO; (si permanecen particulas de CaCO3 afiadir 2 mL mas de HCI
4M). Enfriar y transferir la solucién a un matraz volumeétrico de un litro y aforar con agua.
3. Solucién estandar de 100 mg L de Mg. Pesar 1.013 g de MgSOQs. 7 H2O en un matraz
volumétrico de un litro y aforar con agua.

4. Solucién estandar mezclada, 100 mg L de Cay 10 mg L de Mg tomar 10 mL de la
solucién estandar de 1000 mg L* de Ca y 10 mL de la solucién estandar de 100 mg L de
Mg en un matraz volumétrico de 100 mL y aforar con agua.

5. Solucion diluida de lantano acidificada. Tomar 50 mL de la solucion de lantano acidificada

en un matraz volumétrico de 500 mL y aforar con agua.
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6. Solucion de cloruro de cesio acidificada. Disolver 11.12 y CsCly 250 g de AI(NO3)s. 9H,0
en aproximadamente 500 mL de agua en un matraz volumétrico de 1000 mL, afiadir 20 mL
de HNO3 2 M y aforar con agua.

7. Solucion estandar de 1000 m L-1 de Ky 400 mg L de Na. Disolver 1.9065 g de KCl y
1.0168 g NaCl en agua en un matraz volumeétrico de 1000 mL y aforar con agua.

8. Solucion estandar diluida de 100 mg L™* de Ky 40 mg L™ de Na. Pipetear 25 mL de la
solucién estandar en un matraz volumétrico de 250 mL, aforar con agua.

Material y equipo

1. Material comun de laboratorio.

2. Espectrofotometro de absorcion atomica.

3. Espectrofotometro de emision atémica (flamometro).

Determinacién de Cay Mg

1. Series estandar. Pipetear 0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 mL, respectivamente, de la solucion
estandar mezclada en seis matraces volumétricos de 100 mL y agregar 5.0 mL de tiourea
0.1 My 9.5 mL de la solucién diluida de lantano y aforar con agua. La concentracion de las
series estandar es de: 0,0.1,0.2,0.3,04y05mgL*deMgy0,1,2,3,4y5mL"*de Ca.
2. Pipetear 2 mL del extracto de saturacién en un tubo de ensaye, afiadir 2 mL de la solucién
de lantano y homogeneizar.

3. Medir el Ca y Mg en el aparato de absorcion atdmica a una longitud de onda de 422.7 y

285.2 nm, respectivamente.

Calculos
(a—b)+d
-1 _
Ca soluble mmol L™" = PE
(a—b)xd
M lubl I = ———
g soluble mmo PE
Donde:

a=mg L de Ca o Mg en el extracto diluido

b =mg L* en el blanco

d = Factor de dilucion

PE = Peso equivalente (Ca =20y Mg =12.15)

Determinacion de Nay K
1. Serie estandar de Nay K. Pipetear 0, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 mL de la solucion estandar

diluida en seis matraces volumétricos de 100 mL, respectivamente, afiadir un poco de
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agua, 10 mL de tiourea 0.1 My 9 mL de la solucion de CsCl aforar con agua y mezclar.
Esta serie estandar tiene concentraciones de: 0,1,2,3,4y5mgLtde KyO0, 0.4, 0.8,
1.2,1.6y2mgL?!de Na.

2. Pipetear 2 mL del extracto de saturacion en un tubo de ensaye, afadir 2 mL de la
solucién de Cs y homogeneizar.

3. Medir Na y K en el espectrofotometro de emision atémica a una longitud de onda de

589y 766.5 nm, respectivamente.
Célculos

Na solubl I =(a—b) x—
a soluble mmo (a )*PE

d
K solubl I =(a—b) x—
soluble mmo (a )*PE

e Determinacion de micronutrientes y metales contaminantes (Fe, Mn, Zn, Cu, Pb,
Cd y Ni) método AS-14 (SEMARNAT, 2000)

Principios y aplicacion

Método para la determinacién de micronutrientes y metales contaminantes (hierro,
manganeso, zinc, cobre, plomo, cadmio y niquel) del suelo. Los procedimientos analiticos
tendientes a evaluar la disponibilidad de algin metal, tal como zinc, cobre, hierro,
manganeso, plomo, cadmio o niquel, fundamentalmente se asocian a su capacidad para
disolver o extraer alguna forma quimica del metal presente en el suelo. La eficiencia de
extraccién dependera de la capacidad de cada solucion para poder recuperar parte de
aquellas formas de metales presentes en el suelo, las cuales generalmente se asocian a la
cantidad de metal que es absorbido por los cultivos.

Entre las sustancias utilizadas para recuperar a los metales del suelo, destacan aquellas
gue emplean a compuestos organicos con la capacidad para formar complejos estables, tal
es el caso del DTPA (acido del dietilen-triamino-pentaacético) y del EDTA (acido del etilen-
diamino-tetraacético). Las soluciones complejantes, como el DTPAy el EDTA, tienen como
finalidad el recuperar elementos metdlicos que se encuentran en forma intercambiable,

ligados a la materia organica y disolver formas precipitadas.
Reactivos

1. Los reactivos requeridos para cada una de las determinaciones deben ser de grado

analitico. El agua utilizada en la preparacion de las soluciones debe ser destilada y
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desionizada. Las soluciones estandares se deben almacenar en botellas de polietileno y en
condiciones de refrigeracion.

2. DTPA (&cido del dietilen-triamino-pentaacético), acido clorhidrico HCI 1+1 (un volumen
de acido + un volumen de agua), trietanolamina, cloruro de calcio dihidratado (CaCl, 2H,0).
Acido nitrico (HNO3), 1:1 &cido clorhidrico (HCI) 1:1 (1 mL de &cido en 1 mililitro de agua).
Soluciones amortiguadas a pH 4.7 y 10.

3. Para la cuantificacion de metales. A partir de soluciones estandares de 1000 mg L, que
se pueden adquirir en forma comercial, se prepara la curva de calibracién de cada metal.
Es posible preparar las soluciones estandares empleando para ello la forma metalica,
oxidos, o sales solubles del metal.

4. Solucién patron de cobre. Disolver 1.0 g de cobre metéalico en 50 mL de acido nitrico 1:1,
y diluir a un litro. Un mililitro de esta solucién contiene un mg de cobre.

5. Solucién estandar de zinc. Disolver 1.0 g de zinc metalico en 50 mL de acido clorhidrico
1:1 y aforar a un litro con agua. La concentracion de la solucion es 1 mg de Zn por cada
mL.

6. Solucion estandar de cadmio. Disolver 1.0 g de metal cadmio en 50 mL de acido
clorhidrico 1:1 y diluir a un litro con agua. Un mililitro de esta solucién contiene un mg de
cadmio.

7. Solucién estandar de niquel. Disolver 1.0 g de metal niquel en 50 mL de acido nitrico 1:1
y aforar a un litro con agua. Un mililitro de la solucion contiene un mg de niquel.

8. Solucién estandar de plomo. Disolver 0.1 g plomo metéalico en 10 ml de &cido nitrico 1:1
y aforar a un litro. Un mililitro de la solucion contiene 0.1 mg de plomo.

9. Solucién estandar de hierro. Disolver 1.0 g de alambre de hierro en acido nitrico 1:1y
aforar a un litro con agua. Un mililitro de solucién contiene un mg de hierro.

10. Solucién estandar de manganeso. Disolver 0.1 g de manganeso metalico en 10 mL de
acido clorhidrico concentrado, mezclar con 1 mL de acido nitrico concentrado y aforar a un
litro con agua. Un mililitro de la solucién contiene 0.1 mg de manganeso.

11. Acetileno (C2H2) para absorcion atomica.

Material y equipo

1. Diferente material de vidrio.

2. Tamiz de 2 mm de didmetro de apertura y malla de nylon.
3. Agitador eléctrico de accidn reciproca.

4. Balanza analitica y granataria.
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5. Potenciémetro.
6. Espectrofotbmetro de absorcion atdmica.

7. Lamparas de catodo hueco para cada elemento a determinar.

Extraccion con DTPA

Reactivos

Solucién de DTPA 0.005 M. Para preparar un litro, disuelva 14.9 g de trietanolamina (TEA),
1.97 g de reactivo DTPA y 1.47 g de CaCl, 2H>O en aproximadamente 300 mL de agua
desionizada, agitar hasta disolver los reactivos, llevar a un volumen de 900 mL y ajustar el
pH a 7.3 con acido clorhidrico 1:1. Finalmente completar a un volumen de un litro con agua.
Extraccion

1. Colocar 10.0 g de suelo seco y tamizado en malla de 2 mm de apertura, en un matraz
Erlenmeyer de 125 mL y adicionar 20 mL de solucién DTPA.

2. Tapar el matraz con papel parafilm o con plastico asegurandolo con una liga. Agitar
horizontalmente a 120 oscilaciones por minuto durante dos horas exactamente.

3. Terminado el agitado separar la solucién del suelo, mediante un filtrado con papel
Whatman No. 42, si existe paso de suelo se debe filtrar nuevamente la solucion.

4. De igual manera conduzca un blanco, para lo cual se procede en forma similar a la
muestra problema, pero sin suelo.

5. En el extracto obtenido, es posible cuantificar a los micronutrientes; hierro, cobre, zinc, y

manganeso, asi como a los metales toxicos; plomo, cadmio y niquel.

Célculos

Los resultados de absorbancia o concentracion en mg L de cada metal se deben expresar
en mg del metal en un kilogramo de suelo. Para el caso de la extraccion con DTPA la
formula de célculo es:

(M —b)(L)(F.D.)
peso suelo

mgkg~t(metal) =

Donde: M = concentracion del metal en el extracto del suelo (mg L?)
b = concentracién del metal en el blanco (mg L)

Peso del suelo expresado en kg (0.01 kg)

F.D. = factor de dilucion (Vt/A)

Vt = volumen total de dilucién de alicuota

A = alicuota del extracto de suelo diluida

117



L = volumen del extracto expresado en litros
Si las lecturas obtenidas para cada metal se expresan en mg L-1 y no se realiza alguna
dilucion, la férmula de calculo se simplifica a:

mgkg~'(metal) = [ (2)(M — b)]o

Biofertilizante

e Determinacion de pHy conductividad eléctrica (APHA AWWA WEF, 2012)

La evaluacioén electrométrica del pH se basa en la determinacion de la actividad del ion H*
mediante el uso de un electrodo cuya membrana es sensitiva al H*. El pH se mide
potenciométricamente en la suspension acuosa de una mezcla de fertilizante: agua 1:5.
Reactivos

Los reactivos utilizados en esta determinacién deben ser grado analitico y el agua utilizada
debe de ser destilada o desionizada.

1. Agua destilada.

2. Soluciones reguladoras de referencia, pH 4,00, 7,00 y 10,00, estas soluciones deben de

estar a temperatura ambiente al momento de calibrar el medidor de pH.

Material y Equipo.

1. Potenciémetro o medidor de pH equipado con electrodo de vidrio en combinacién con
el electrodo de referencia.

Balanza con 0,01 g de sensibilidad.

Frascos de vidrio o plastico transparente de boca ancha con capacidad de 100 mL.
Probeta de 50 mL

Agitador, puede ser varilla de vidrio 0 un equipo de agitar.

o gk~ D

Piseta.

Procedimiento.
1. Pesar 10,0 g, de muestra de humus de lombriz en frasco.
Adicionar 50 mL de agua al frasco donde se encuentra el fertilizante.

Agitar durante 20 minutos en agitador mecanico.

N

Calibrar el potencibmetro con las soluciones reguladoras, pH 4,00 — 7,00 o 7,00 — 10,00,
4,00 — 10,00, enjuagando con agua destilada los electrodos antes de iniciar las lecturas
de las muestras.

5. Una vez transcurrido el tiempo de agitacion se introduce el electrodo en la suspensién.
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6. Registrar la lectura una vez estabilizada.

e Determinacion de Conductividad Eléctrica (SEMARNAT, 2000)
Materiales
1. Medidor de conductividad eléctrica.

2. Se utiliza la misma solucién que se utilizé para determinar el pH.

Procedimiento
1. Ala misma mezcla de fertilizante-agua utilizada para la determinacion de pH introducir
el electrodo en la suspension.

2. Registrar la lectura una vez estabilizada.

e Determinacion de nitrégeno total (NT) método Kjeldahl (Boraste y col., 2009)
La muestra fue digerida en presencia de H.SO4 concentrado, K2SO4 y CuSO4 (1g). Después
de que la muestra fue digerida, el residuo se enfri6 a temperatura ambiente y se llevo a

condiciones alcalinas (NaOH al 50%) para la determinacién del amonio.

Mezcla digestiva. La solucién digestora se preparé con 3g de sulfato de cobre (CuSO,) (el
cual actu6é como catalizador) en 20 mL de agua destilada, 50 mL de acido fosforico (HsPOs)

y 430 mL de &cido sulftrico concentrado (H2SO.).

Solucién indicadora. Se disolvieron 200 mg de rojo de metilo en 100 mL de alcohol etilico
al 95%; asi como también se disolvieron 100 mg de azul de metileno en 50 mL de alcohol
etilico y se combinaron las 2 soluciones.

Solucién de &cido boérico (HsBOs). Se pesaron 20 g de acido bdrico (HsBOs), los cuales se
disolvieron en agua destilada, posteriormente se agregaron 10 mL de la solucién indicadora
y se aforo a un litro.

Solucién de NaOH. Se disolvieron 500 g de NaOH en un litro de agua destilada.
Procedimiento: En un matraz Kjeldahl se colocé 1 mL de las muestras de los lixiviados y se
adicionaron 0.5 g de sulfato de potasio (K2S04), 3 mL de perdxido de hidrégeno (H202) al
30% para aumentar la ebulliciobn y 6 mL de mezcla digestiva. El matraz se coloc6 en un
digestor y se aumenté la temperatura gradualmente hasta llegar a 400 °C y hasta que la
muestra vir6 de turbia a transparente o una ligera coloracion amarillo palido, se dejo enfriar

a temperatura ambiente y se conecté en un destilador, en el cual se colocé previamente un
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matraz Erlenmeyer en la salida del refrigerante con 20 mL de solucion indicadora H3BO3.
Finalmente se recolecto el producto destilado y se titul6 con HCI 0.1 N hasta el vire de verde
a morado. También se corrieron blancos, los cuales contenian agua destilada con los
mismos reactivos con los que se prepararon las muestras.

NT (mg L) = (P — B) * N x 14 x 1000/V
Donde:
P: Volumen gastado en la titulacion de la muestra.
B: Volumen gastado en la titulacion del blanco.
N: Normalidad del H2SO4.
V: mL de la muestra.

14: Peso molecular del nitrégeno.

e Determinaciéon de carbono organico total (COT) (Boraste y col., 2009)

El carbono organico de los lixiviados se cuantifico por el método colorimétrico de
Walkley y Black (1979) descrito por Boraste (2009). Para determinar el contenido de
CO en los lixiviados, se colocaron 2 mL de muestra en un matraz Erlenmeyer de 250
mL y se adicionaron 10 mL de K2CrO7 0.17 M y 10 mL de H2SOa4 concentrado, se
agitaron por 1 min y se dejo reposar por 30 min, posteriormente se completaron a 150
mL con agua destilada. Luego se dejé decantar y enfriar durante dos horas. Finalmente,
el sobrenadante se transfirié a tubos de ensayo, se dejo reposar un dia y se determiné
la absorbancia a 585 nm en un espectrofotometro. Previamente se elaboré una curva
patrén a partir de una solucién de sacarosa al 5%, de la cual se tomaron alicuotas de
5, 10, 15, 20, 25 y 50 mL que se aforaron a 100 mL. De cada una de las soluciones
preparadas se tomaron 2 mL, y se siguié el mismo procedimiento descrito para las

muestras de lixiviado

-M
* 1000

B
COT (mgL™1) =

Donde:

B: absorbancia del blanco
M: absorbancia de la muestra

m: pendiente de la ecuacion de la curva de calibracion
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e Determinacion de fésforo total (Pt) (Boraste y col., 2009)

Las soluciones patrones fueron sometidas al mismo tratamiento que las muestras y se
realizé una curva patrén, en la cual se interpolaron los resultados obtenidos para
conocer la concentracion de fésforo total. EI P en la mayoria de las ocasiones se
encuentra en combinacion con materia organica y es necesaria una oxidacion.
Reactivos

Solucién estandar de fosfatos, 1000 mg L* de P. En un matraz aforado de 1000 mL, se
agregaron 4.390 g de fosfato de dihidrégeno de potasio (KH2PQO,) previamente secado a
105 °C durante 2 h, se disolvio y se aforo con agua desionizada.

Solucién estandar de fosfato, 100 mg L de P. Se diluyeron 10 mL de solucién estandar de
1000 mg L de P a 100 mL con agua desionizada. A partir de esta solucién se agregaron
0, 2,4, 6,8y 10 mL en seis matraces aforados de 1000 mL y se aforaron, para obtener
soluciones con concentraciones de: 0.0, 0.2, 0.4, 0.6,0.8 y 1.0 mg L* de P.

Solucién indicadora de fenolftaleina 0.1%. Se disolvieron 0.1 g de fenolftaleina en 100 mL
de etanol al 96 %

Acido sulfarico (H.SO.) 2.5 M. Se agregaron lentamente 70 mL de H2SO4 a 400 mL de
agua desionizada bajo agitacion, después de que la solucion se enfrio se aforé a un
volumen de 500 mL.

Solucién de tartrato de potasio antimonio (CsgH4K2012,Sbh2'3H20). Se disolvié 0.28 g de
tartrato de potasio antimonio (CsH4K2012Sb2-3H,0) en agua desionizada y se aforé en un
matraz de 100 mL.

Solucibn de molibdato de amonio. Se disolvieron 10 g de molibdato de amonio
((NH4)6M07024-4H20) en agua destilada en un matraz aforado de 250 mL.

Solucién de &cido ascérbico (CeHsOs) 0.1mol/L. Se disolvieron 1.76 g de CgHsOs €n agua
desionizada y se aforaron en un matraz de 100 mL.

Reactivo para desarrollo de color. En un frasco se colocaron 50 mL de H2SO4 2.5 M, 5mL
de solucién de tartrato de potasio antimonio (CsHsK>012Sb,'3H,0), 15 mL de solucién de
molibdato de amonio ((NH1)sM07024'4H20) y 30 mL de la solucién de &cido ascoérbico
(CeHsOs).

Procedimiento
La metodologia seguida para determinar fosforo total mediante el método del &cido
ascorbico (APHA, AWWA, WCF, 2005), consistio en una digestion previa, para la cual se

adicionaron en cada matraz 1 mL de muestra, estandares, y blancos, 1 mL de H2.SO,y 5
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mL de HNOs, posteriormente se calentaron y fueron digeridos a un volumen de 1 mL hasta
gue desaparecio el color amarillo en la solucion por el HNOs. Posteriormente se dejaron
enfriar y se afladieron aproximadamente 20 mL de agua destilada y se adicion6 1 gota de
fenolftaleina y gota a gota de una solucién de NaOH al 50% hasta llegar a un color rosado
y posteriormente se agregaron 4 mL del reactivo para el desarrollo de color, en esta técnica
el molibdato de amonio y el tartrato de potasio y el antimonio reaccionaron en un medio
acido para formar un complejo de color azul intenso esto fue debido a la adicién del acido
ascorbico, siendo el color desarrollado proporcional a la concentracion de fosforo. Los
resultados se obtuvieron a través de la lectura directa del espectrofotometro UV/VIS a una
densidad Optica de 880 nm, después de 10 minutos, pero antes de 30 minutos. Con un

blanco de reactivos como solucién de referencia.

100
v

Piotar (mg L) = (C - Cp) *

Donde:

C: concentracion, en mg L™ de P obtenidos en la muestra mediante la regresion lineal.

Cp: promedio de las concentraciones, en mg L* de P, calculados para los blancos en la
regresion lineal.

V: volumen en mL de alicuota digerida.

e Determinacion de bases, micronutrientes y metales (EPA, 1995)

La determinacion de la concentracion de los metales (K, Na, Ca, Fe, Mn, Mg, Cu y Zn) en
las muestras se llevo a cabo utilizando el método de espectrofotometria de absorcion
atdmica. Para la digestion de los lixiviados se utilizaron 45 mL de muestray 5 mL de HNOs
concentrado, se emple6 el método Tilla HP500 que consistié en dos etapas, donde la
primera etapa se llevd a cabo a una rampa de temperatura de 160°C y una presién 300 psi
por 10 min y la segunda etapa se llevd a cabo a una rampa de temperatura de 170 °C y una
presién 300 psi por 10 min. Al término de la digestidn todas las muestras se aforaron a un
volumen final de 100 mL con HNO al 3% (Método EPA 3015). Por otra parte, para la
determinacion de metales en suelo se utilizaron 0.2 g de muestras y 10 mL de HNOs
concentrado, se emple6 el método EPA 3051 que consistié en dos etapas, donde la primera
etapa se llevé a cabo a una rampa de temperatura de 175°C y una presion 300 psi por 10
min y la segunda etapa se llevé a cabo a una rampa de temperatura de 180°C y una presién
300 psi por 10 min. Al término de la digestion todas las muestras se aforaron a un volumen
final de 50 mL con HNO3 al 3%.

122



e Determinaciéon de DQO

Se entiende por demanda quimica de oxigeno (DQO) a la cantidad de materia organica e
inorganica susceptible de ser oxidada por un oxidante fuerte. La solucion digestora esta
compuesta por un acido fuerte como el acido sulfarico (H2SO.) y dicromato de potasio
(K2Cr20y), el cual oxida la materia organica. También contiene sulfato de plata (Ag2SO.)
gue actla como catalizador de la reaccion y el sulfato de mercurio (Hg.SO4) que ayuda a
reducir el efecto negativo de los cloruros. Para llevar a cabo la prueba de DQO, se colocaron
tubos de ensaye (16x100 mm) en un reactor a reflujo cerrado a 150 °C durante 2 h. En cada
uno de los tubos de ensaye se colocaron 2.5 mL de muestra, 1.5 mL de solucién digestora
y 3.5 mL de solucién acida. Después del proceso de digestién quimica se determiné en un
espectro UV/VIS a una densidad 6ptica de 600 nm la cantidad de K2Cr207 consumido en
la oxidacion y se calcul6 la materia oxidable en términos de oxigeno equivalente (mg O2 L-
1). Se realiz6 una curva de calibracién con valores de DQO conocidos (500, 400, 300, 250,
200, 100, 50 y 0 mg O L1), los cuales se les dio el mismo tratamiento que a la muestra y

se realiz6é un andlisis de regresion lineal de los resultados obtenidos.

e Determinacioén de coliformes totales (Cruz-Méndez y col., 2021)

Para la cuantificacién de coliformes totales se realizaron 5 diluciones en agua peptonada
por muestra, 1 mL de cada dilucién se inoculd en cajas Petri y se agregaron alrededor de
15 a 20 mL de agar —rojo-violeta-bilis-lactosa (RVBA) como medio de cultivo y se mezclé
cuidadosamente el in6culo con el medio realizando seis movimientos de derecha a
izquierda, seis movimientos en el sentido de las manecillas del reloj, seis movimientos en
el sentido contrario del reloj y seis de atras hacia adelante. Posteriormente se incubaron
por un periodo de 24 h a 35°C y se contaron las colonias de color rojo oscuro que se
encuentran rodeadas de un halo de color rojo claro o rosa para calcular las UFC mL-1 para
los lixiviados respectivamente (segun las especificaciones de la Norma Mexicana NOM-
113-SSA1-1994). Se realizaran por triplicado y se seleccionaron las cajas que contenian

entre 15y 150 colonias.
UFCmL ' =NC *V !
= * * ——
m FD

Donde:

NC: nimero de colonias en una caja.
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FD: factor de dilucion que corresponde a la dilucion de donde se tomé la muestra con la
gue se inocula la caja

V: volumen inoculado en la caja =1 mL.
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Anexo 2: Cultivo en invernadero, tomate verde o de cascara

(Physalis ixocarpa)
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Abstract: Alkaline soils with low buffering capacity are susceptible to amendments such as biochar
or biofertilizers, which could drastically alter their pH. For that, this study aimed to evaluate the
effectiveness of a low biochar and biofertilizer addition to improve soil characteristics and the use
of nutrients to reduce the doses of chemical fertilizer. For that, we measured the initial effect of
biochar addition on the soil characteristics. Then, to evaluate the changes produced by biochar
and biofertilizer on cultivated soil, we carried out a greenhouse experiment with Physalis ixocarpa
for two crop cycles. We also studied the nutrient use efficiency, comparing chemical fertilization
at 100% (without biochar) against 50% and 20% with biochar on crop yield, plant height, fruit
weight, and root length. Finally, we compared the combination of biochar and biofertilizer with the
treatments mentioned earlier. The results showed that after adding 0.2% of bamboo biochar, bulk
density (BD) decreased while CEC, as well as OM, Py, Fe, and Cu contents, increased in the soil. The
combination of biochar and biofertilizer improved WHC, P,y, and OM comparing to the soil added
with biochar. We found that the bamboo biochar and nopal-based fertilizer are suitable improvers for
the studied soil.

Keywords: soil conditioner; degraded soils; bioproducts; Physalis ixocarpa; Opuntia; desertification;
bamboo biochar; nopal biofertilizer; drylands; low buffering capacity

1. Introduction

Soils of arid and semi-arid areas are characterized by low contents of organic matter,
scarce water storage, imbalanced mineral nutrients, and coarse texture that make them low
fertile environments [1]. The progressive land degradation process of arid, semi-arid, and
dry sub-humid areas by human activities and climatic variations is known as desertification.
This phenomenon is responsible for the gradual loss of fertility, leading to non-fertile and
desertified lands [2]. According to the IPCC Fifth Assessment Report, 46.2% of the global
land area is occupied by drylands, also called arid lands (i.e., hyper-arid, arid, semi-arid,
and dry sub-humid areas) [3], and by the end of this century, a further 10% could be added
to the previous value if a high greenhouse emission scenario continues [4].

Some of the limiting conditions of arid zone soils could be reversed with the use of
bioproducts such as biofertilizers and biochar. The term biofertilizer is too broad, as it
comprises microorganisms, anaerobic digestates, green fertilizers, and manures, as well as
plant and algae extracts. Therefore, in general terms, biofertilizers are products of biological
origin that contain nutrients and beneficial microorganisms to grow plants [5]. In turn,
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biochar is a porous, rich-carbon material obtained from biomass pyrolysis with limited or
no oxygen [6,7].

Biofertilizers are characterized by providing nutrients to the soil in forms that are
either directly absorbed or rapidly transformed into assimilable forms by plants [5]. In
addition, microorganisms present in biofertilizers can perform the following functions:
(a) biofertilizers, increase the supply of nutrients by fixing atmospheric N, solubilizing
minerals, and mineralizing organic compounds [5]; (b) biostimulateprocesses in seeds and
plants by the production of phytohormones and vitamins, among others [8]; (c) improve
soil by forming stable aggregates [9]; (d) act as biocontrol agents against pathogens [10];
(e) perform bioremediation by degrading xenobiotic or toxic compounds [11]; (f) act
as eco-physiological improvers, by increasing the plant resistance to biotic and abiotic
stress [12]. According to the above functions, biofertilizers represent an attractive option to
improve soil quality, not only in drylands but also in humid ecosystems [13]. However,
it is important to keep in mind that there are various factors involved in the interaction
of microorganisms, plants, and soil. The crop, the nature of the biofertilizer, the type and
current state of the soil, and soil and crop management practices will influence the outcome
of biofertilizer application [14].

Currently, biofertilizers have gained importance due to different reasons. On the one
hand, for countries that import most chemical fertilizers, biofertilizers represent a more
accessible option and tailorable to local needs [14]. On the other hand, in the European
Union, the goal for 2030 is to replace 20% of chemical fertilizers with biofertilizers to recover
soils, to take care of the health of the population, and to reduce the environmental impact
caused by the production and use of chemical fertilizers [15].

Due to its porous carbonaceous structure, high surface area, functional groups, and
liming content, biochar is a multifunctional soil product [16]. It has fertilizer potential,
depending on the composition of the feedstock and pyrolysis conditions used for its produc-
tion [17-19]. Additionally, it can act as a soil conditioner, improving physical characteristics
such as bulk density (BD), porosity, and water-holding capacity (WHC) [7]. Besides, there
is evidence about biochar as an amendment to ameliorate chemical soil properties, such
as pH, CEC, and mineral nutrient content [16,20]. Likewise, some studies have found
positive effects of biochar on the composition and activity of soil microorganisms. [21-23].
Additionally, biochar has been proved to be an environmentally friendly and cost-effective
adsorbent to treat soils contaminated with heavy metals [24,25]. It is important to take into
account that the effects of biochar on soil vary widely. While most studies report positive
effects of biochar on soils and crops, there are also others where the effects have been null
or negative [26,27].

Several studies have confirmed that infertile, acidic, and coarse-textured soils are more
responsive to alkaline biochar addition [16,28,29]. Thanks to porous biochar structure, soil
physical characteristics improve (BD, porosity, aggregate stability, WHC, plant available
water, and infiltration rate) [7,16,30]. Due to the biochar liming effect, pH increases, which
favors alkaline nutrient retention (Na, K, Mg, and P) by increasing the negative charges in
the soil (i.e., cation exchange capacity, CEC) [16,20,28]. Consequently, crop productivity
raises between 10 and 13% with a median application rate of biochar of 15 Mg-ha~! [31,32].
Nevertheless, some studies have not found beneficial effects on physical properties related
to water retention and porosity by biochar addition to sandy soils [29,33]. Jeffery et al. [29]
attributed this to the hydrophobicity of biochar used in their study. This highlights the
importance of selecting or designing biochar characteristics according to soil needs.

There is also enough evidence that in temperate soils, biochar has not significantly
influenced soil quality [16,29,31]. It is important to take into account that, in general,
temperate soils are fertile with a pH close to neutrality [31]. Since pH is not a limiting
condition in these soils, the liming effect of biochar is not evident or even often is ignored in
the experimental design [16,31]. Besides, the abundance of nutrients in the soil could mask
both the addition and immobilization of nutrients by biochar. However, some researchers
have found beneficial effects of biochar on physical characteristics of temperate soils with
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significant impact. [31]. For example, a decrease in BD enhances seed germination, root
growth, and mycorrhizal nutrient mining and could reduce tillage costs [34,35]. The
median rate of biochar application on temperate soils is 30 Mg-ha~! [31], double that of
tropical soils.

Unlike tropical and temperate soils, the effect of biochar in arid and semi-arid soils has
hardly been studied [36]. Some researchers have reported amelioration in BD, WHC, or-
ganic matter content (OM), pH, CEC in these soils with biochar additions of 8 Mg-ha~! [36],
45 Mg-ha—! [37], >39.5 Mg-ha~! [38], and 135 Mg-ha~! [39]. Ippolito et al. [40] found that
adding 27 Mg-ha~! of biochar reduced the leaching of some nutrients (Ca, Mg, NO;-) and
increased the total carbon content in two aridisols. Ducey et al. [41] evaluated activated
biochar applications of 12, 24, and 120 Mg-ha~! on the abundance of genes involved in N
cycling. They found that with 120 Mg-ha~!, genes involved in nitrogen fixation and deni-
trification increased significantly. In the previous studies, the researchers agreed that the
acid and neutral biochars, obtained at lower temperatures (250—400 °C), presented better
performance, which is understandable due to the alkaline pH of soils studied [36,39,40].
Another characteristic shared by the soils of the previous studies is their calcareous nature,
which gives them a high buffering capacity that makes it difficult to correct their pH by
biochar addition; only small decreases with respect to unamended soils were observed in
some studies [36,39,41]. However, the high application rates used in most of the studies
earlier mentioned suggest the need to investigate with other biochars or with periodic
applications. The fact that biomass is scarce in drylands should betaken into account, so
the production and use of biochar must be sustainable.

Hidalgo (Mexico) is a mining state with a growing industry, where livestock and
agriculture are also important economic activities [42]. One of the most evident effects of
these activities on soil has been the decrease in its buffer capacity due to the dissolution
of carbonates as a consequence of the acid mine drainage, excessive nitrogen fertilization,
the use of large amounts of manure, agriculture irrigation with sewage water, and acid
depositions [43]. Additionally, at least 33% of Hidalgo’s territory is semi-arid, with poorly
fertile soils, where the loss of buffering capacity is combined with low organic matter and
clay contents, which make these soils fragile environments, in which a pH modification
could severely alter other soil properties. Given the absence of information about the
effect that biochar could exert on soils with these characteristics and the irreversible
nature of the addition of biochar, we consider it necessary to evaluate the effect of small
doses of biochar on a greenhouse scale. We also proposed to use the nopal pruning
residues, a locally abundant resource, to obtain a biofertilizer that provides nutrients and
beneficial microorganisms to the soil. Thus, the objectives of this study were as follows:
(i) evaluate the initial effects of biochar addition on soil characteristics, (ii) study the short
term evolution of soil added with biochar and nopal based-biofertilizer along with two crop
cycles, and (iii) evaluate the effectiveness of biochar to improve the nutrient-use efficiency,
reducing the chemical fertilizers application rates.

2. Materials and Methods
2.1. Biochar

The biochar used in this study was produced by slow pyrolysis at moderate tempera-
ture (450-550 °C) from residual bamboo biomass by the Biotecnologia Mexicana company.
Ghodake et al. [44] emphasize that feedstock selection is crucial to ensure the sustainability
of biochar production, namely, that it fulfills its agronomic function without neglecting the
socioeconomic and socio-environmental aspects involved. In this sense, residual bamboo
biomass is a feedstock with great potential for obtaining biochar. Bamboo is a fast-growing
plant, useful for controlling soil erosion and a windbreak barrier during its vegetative
development, and once harvested, all its parts are used for different purposes [45]. Bamboo
cultivation is currently being encouraged in several Mexican states by creating clusters ded-
icated to its production and commercialization, guaranteeing its availability as feedstock
for biochar.
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Biochar was characterized applying the methods proposed by the International
Biochar Initiative (IBI) [46]: pH and electrical conductivity (EC) were measured in a
dilution 1:20 (w/v) biochar:distilled water after 90 min of shaking using a pH/CON meter
(OAKTON, Vernon Hills, IL, USA). Available phosphorus (Pay) was extracted with 2% acid
formic and then quantified by spectrophotometry (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Total C, N, and H were determined using a dry combustion-elemental analyzer
(Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Organic carbon (Corg) was obtained subtracting inor-
ganic carbon from the total carbon. Particle size distribution was obtained by progressive
dry sieving with 9.5 mm, 2 mm, 1 mm, and 0.6 mm sieves. For CEC and BD determinations,
the AS-03 and AS-12 methods were applied [47]. WHC was determined in the same way it
was performed for soil. Each determination was made in triplicate.

2.2. Biofertilizer

The biofertilizer was produced from residual cladodes of nopal (Opuntia ficus-indica) by
anaerobic fermentation, using rabbit manure as inoculum. Opuntia ficus-indica is originally
from Mexico, currently present all over the world, whose abundance and high water content
(approximately 90%) make it an ideal substrate for anaerobic digestion [48]. Opuntias are
an important biomass source in arid and semi-arid areas where they thrive by efficiently
using scarce water, characteristic of these places, thanks to the crassulacean acid metabolism
(CAM) they possess. In Hidalgo, there are 560,160 hectares planted with Opuntias, which
generate an average of 6 Mg-ha~! annually as pruning residues, which are not used,
causing environmental and public health problems [49].

The biofertilizer was produced in three 60 L batch reactors, which were fed with an
organic load rate (OLR) of 1.5 ¢ VS-L.~1d !, and operated at a hydraulic retention time of 50
days at room temperature (about 20 °C). pH of the feed was adjusted (at 6.5) with KOH. The
inoculum was prepared mixing fresh rabbit manure and water (1:3 w/v). The mixture was
kept under anaerobic conditions for 50 days before being utilized for inoculating bioreactors.
For the biofertilizer characterization, the methods described by Boraste et al. [50] were
applied to quantify organic carbon by acidic oxidation with potassium dichromate, total
nitrogen by Kjeldahl method, and total phosphorus by Klett-Summerson method. The
chemical oxygen demand was determined by method 5220 of the Standard Methods [51].
The contents of Ca, K, Mg, Na, Cu, Fe, and Zn were quantified by atomic absorption
spectroscopy (AAS) (Agilent, Santa Clara, CA, USA) in a sample previously digested in a
microwave oven (CEM, Matthews, NC, USA) applying the EPA 3051 method [52]. Auxins
were analyzed according to Glickmann and Dessaux [53], and for gibberellins, Graham
and Henderson [54] methodology was applied. All the above determinations were made
in triplicate. To quantify N-fixing microorganisms, tenfold selected dilutions (1073~10~° in
0.9% NaCl) were poured by triplicate on plates containing Ashby-Sucrose agar, then plates
were incubated at 28 °C for 7 days. To evaluate the total microflora in the biofertilizer, the
mesophilic aerobes (MA) were quantified pouring tenfold selected dilutions (107°~10~7 in
0.9% NaCl) by triplicate on plates with standard count agar (BD Bioxon, Estado de Mexico,
Mexico), which were incubated at 37 °C for 48 h. The presence of Salmonella, E. coli, and
fecal coliforms was investigated as well. The same dilutions used for MA were poured on
plates with eosin methylene blue agar (EMB, Dibico, Cuatitlan Izcalli, Mexico) to quantify
fecal coliforms and on violet red bile agar MUG (VRB-MUG, Difco, Waltham, MA, USA)
for E. coli and total coliform bacteria counting. After, the plates were incubated at 37 °C for
24 h.

2.3. Sampling Site

The experimental soil was taken from a rainfed agricultural field located in the munic-
ipality of Zempoala, Hidalgo, Mexico, at 19°48'20°03" N and 98°31'98°50" W, at an altitude
between 2400 and 2900 m.a.s.l. Its climate is predominantly dry temperate, with 14.3 °C
as annual average temperature and 480 mm of annual precipitation [55]. According to De
Martonne’s aridity index (Ipy = 19.75), this zone is classified as semi-arid [56]. For almost
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20 years, barley had been grown in this soil, with periodical sheep droppings additions,
but it has remained uncultivated for the last 5 years.

Preparation and Characterization of Soil

Before taking soil samples, a hand weeding and a 0—40 cm subsoiling using a walking
tractor (Honda, Tokyo, Japan) were carried out. A part of the soil was added with biochar
at a rate of 8 t/ha (0.2%). Once prepared, the soil and soil with biochar were packed into
plastic bags (3 kg/bag), and characterized according to the methods established by the
NOM-021-SEMARNAT-2000 [47] (the method number is in parentheses): pH (AS-02), bulk
density (BD, AS-03), content of organic matter (OM, AS-07), inorganic nitrogen (Ninorg,
AS-08), available phosphorus (Pay, AS-10, AS-11), cation exchange capacity (CEC, AS-12),
DTPA-extractable Zn, Fe, Cu, Ni, Pb, Mn, and Cd (AS-14); exchangeable Ca, Mg, and
K (AS-13), electric conductivity (EC, AS-18). The water-holding capacity (WHC) was
measured gravimetrically placing 10 g of soil into a funnel containing a folded filter paper,
then 50 mL of distilled water was added to saturate the soil, and the funnel was covered
with an aluminum cap for 12 h to avoid evaporation.

Additionally, to determine if the change in BD y WHC is due only to the dilution effect
by the biochar addition, theoretical bulk density and WHC were also evaluated applying
Formulas (1) y (2), respectively.

1
1 1
P8BS *AS) T (pBBC * Apc

PBT = ( ) )

WHCr = (WHC; * As) + (WHCpe * Agc) @)

where ppr is the theoretical bulk density, WHCr is theoretical water holding capacity,
subscript S stands for soil, subscript Bc stands for biochar, and A is the application rate by
weight (99.8% for soil and 0.2% for biochar).

2.4. Greenhouse Experiment

To evaluate the changes produced by biochar and biofertilizer on cultivated soil, we
carried out a greenhouse experiment with tomatillo, also known as husk tomato (Physalis
ixocarpa), for two crop cycles. We also studied the nutrient use efficiency, comparing
chemical fertilization at 100% (without biochar) against 50% and 20% with biochar on crop
yield, plant height, fruit weight, and root length. Finally, we compared the combination of
biochar and biofertilizer with the treatments mentioned earlier on the variables measured
in the plant.

Physalis ixocarpa is a Solanaceae native from Mexico and Central America, which
adapts to a variety of climates, and it is therefore produced throughout Mexico and from
United States to Nicaragua. Its fruits are widely used in Mexican cuisine and the whole
plant in traditional medicine [57]. In addition, it has recently been investigated due to its
content of vitamins, minerals, and compounds with antibacterial, antioxidant, antitumor,
and anti-inflammatory activity [58]. Since 1970 its demand has increased due to higher
domestic consumption and exports to the United States, Canada, Japan, Costa Rica, the
Netherlands, the United Kingdom, the United Arab Emirates, Spain, and Germany [59].

Seeds of Physalis ixocarpa (Vita™, V 954) were germinated, and when seedlings
reached 12 cm in height were transplanted in bags containing 3 kg of soil or soil with
biochar (0.2% w/w). To study the effect of biochar and biofertilizer as soil conditioners,
four treatments were tested: control treatment (CT: soil + 100% chemical fertilization), two
treatments with biochar and chemical fertilization (BT20: soil + biochar + 20% chemical
fertilization, and BT50: soil + biochar + 50% chemical fertilization), and one treatment
with biofertilization (BBfT: soil + biochar + biofertilizer). The biofertilizer was diluted
in each cycle to provide the same amount of N as 100% of chemical fertilization. Each
treatment was tested in triplicate in random blocks with six plants each. Figure 1 shows the
experimental design. The doses of fertilization were calculated according to Formula (3),
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considering the nutritional requirements of Physalis ixocarpa, for which 100% of chemical
fertilization dose corresponds to 200-100-200-80.

_ NR-NS

FD
FE

®)
where FD is the fertilization dose, NR is the kilograms of nutrients required by the crop, NS
is the content of nutrients in the soil, and FE is the efficiency of absorption of the fertilizer

by the crop in percentage.

Greenhouse experiment

Treatments
-
-
+20%
chemical
fertilizers
3kg 2l
- a
o z g +50%
Initial soil + 0.2% biochar -
o — chemical =
characterization fertilizers

biofertilizer ===

+100%

Initial soil —_— chemical _ - .
characterization fertilizers Final soil characterization

Figure 1. Experimental design for the greenhouse study. BT20 and BT50: soil + biochar + 20% or 50%
of chemical fertilization, BBfT: soil + biochar + biofertilization, CT: soil + 100% chemical fertilization.

For the chemical fertilization, the source of nitrogen was urea (46-00-00), that of
phosphorus: phosphate rock (00-32-00), that of potassium and nitrogen: potassium nitrate
(13.8-44-00), and for calcium and nitrogen: calcium nitrate (15-00-00-26). The fertilization
doses of each treatment were divided into 14 portions that were applied weekly during the
crop development, from August to November 2018 for the first crop cycle and from April
to July 2019 for the second crop cycle.

Once the fruits filled the calyx that covered them, the harvest was carried out. The
variables measured in the plant were height, root length, fruit weight, and yield per
treatment. After harvest, the soil of each treatment was mixed, and three samples were
taken to analyze and evaluate the effect of the treatments. For the second cycle, the soil
was mixed again and packed into the bags. Seeds of tomatillo were germinated and
transplanted as it was made for the first cycle.

2.5. Statistical Analysis

To determine if the biochar changed the initial soil characteristics significantly, a one-
way ANOVA was applied. Subsequently, a post hoc Duncan test was performed in order
to identify significant differences between treatments, initial soil, and soil + biochar in both
crop cycles. The statistical analyses were made using SPSS software ver. 22.

3. Results and Discussion
3.1. Biochar and Biofetilizer Characteristics

Except for pH, usually alkaline, biochar characteristics vary broadly because they
depend upon the origin of feedstock and the pyrolysis conditions. Bamboo biochar used
in this study showed a moderately alkaline pH (8.2); different from that strongly alkaline
(9.3) produced by Yang et al. [23] (9.3), and significantly different from that which was
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strongly acidic (5.2) of Suthar et al. [60], all of them produced from bamboo at 450 °C.
According to several researchers, pyrolysis temperature is a determining factor for biochar
pH: at a higher temperature, higher biochar pH [16,30-32,36,44]. Ghodake et al. [44]
reported several studies where different feedstocks were pyrolyzed at 500 °C, and the
pH of biochars varied from 8.82 to 10.5. According to the above, the differences in pH
of Yang’s and ours biochar could be due to biochar’s time and storage conditions. In the
case of Suthar et al. [60], it would be interesting to confirm if the great exposed surface
of the fine particles of biochar they used (smaller than 0.45 mm) increased the oxidation
to such an extent that the resulting pH was acid. Mostly vegetable materials produce
biochars richer in C, and with lower contents of N, P, and other nutrients than animal origin
materials. Table 1 shows that the biochar used in this study presented C and Nt contents
within the reported ranges for those of plant origin: 34-82% for C, 1700-17,000 mg-kg ~*
for N, but a higher P,, content than those reported (0.02-0.68 mg~kg’1) [28,44,61]. The
previous data confirm that the value of biochar as a soil conditioner is based mainly on
its porous structure, surface charge, and recalcitrant nature rather than on its ability to
provide nutrients directly. In addition, the biochar showed a low BD (0.2 g-cm’3), which is
beneficial to diminish soil compaction; low EC (1021 uS-m™~'), which is adequate to preserve
the non-saline current condition of the soil, and high values both for CEC (37 cmol+-kg ')
and WHC (61%) to improve the efficiency of fertilizer use, and to increase water availability
for plants, respectively. Our biochar presented lower BD than Suthar et al. (0.29 g-cm~3),
which we attributed to the particle size, since ours contained 66.5% of medium and large
particles (1-9.5 mm) while Suthar’s only had fine particles (<0.45 mm). The CEC value
coincides with those reported by Suthar (30 and 41 cmol+-kg~!) reported for biochars
obtained at 300 °C and 450 °C, respectively. Finally, the low H:Corg molar ratio of biochar
indicated high stability (Table 1). According to Man et al. [25], a low value of H:Coyg ratio
indicates high biochar aromaticity and, therefore, high stability of carbon in the biochar.
The characteristics observed in the bamboo biochar used in this study, such as low bulk
density and high porosity, surface area, and charge, are typical of biochars obtained at
400-600 °C, as Bagreev et al. [62] reported.

Table 1. Characteristics of biochar added to soil.

Characteristic Value
pH 8.2 4 0.09
EC (uS-m~1) 1021 £ 12
CEC (cmol*-kg™1) 37 +3.1
Pay (mg-kg™) 250 4 8.4
Nt (mg-kg™1) 3500 =+ 0.005
Corg (%) 67 £2.7
Cinorg (%) 1.24 + 0.003
H:Corg (molar ratio) 0.38 £ 0.001
C:N 191 + 10
WHC (%) 61+4.7
BD (g-cm—3) 0.20 # 0.003
Particle-size 33.5% < 0.6 mm

EC: electric conductivity, CEC: cation exchange capacity, Pay: available phosphorus, Corg: organic carbon, Cinorg:
inorganic carbon, Nrt: total nitrogen, WHC: water-holding capacity, BD: bulk density.

Our biofertilizer, prepared from O. ficus indica, presented a moderately acid pH
(Table 2) as well as that obtained by Quintanar-Orozco et al. [48] from O. heliabravoana.
Acidic pH helps to keep nutrients available in biofertilizers. The Pt content was similar in
both biofertilizers, ours and Quintanar- Orozco s et al. [48], but ours had higher Nt, K, and
Mg concentrations, and lower Cu and Fe contents (Table 2). Due to the high water content
of nopal, nopal-based biofertilizers’ nutrient content is lower than that of organic fertilizers
prepared from animal wastes [63] or other plants by composting [64]. Besides nutrients,
biofertilizer provides beneficial microorganisms that improve the use of nutrients. In this
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case, the biofertilizer presented 5 x 10* CFU-mL~! of N-fixing microorganisms, and a high
mesophilic aerobes population (10.2 x 107 CFU-mL~!), while no fecal coliforms, Salmonella,
E. coli, or total coliforms were found, which indicates the biofertilizer is microbiologically
safe for foliar or soil application.

Table 2. Characteristics of the nopal-based biofertilizer used in this study.

Characteristic Value
pH 59+ 0.11
EC (uS-m~1) 20,800 =+ 875
C:N 45+ 0.38
(mg-L~1)
COD 5723 + 125
Nt 1277 + 35
Pr 603 + 27
Ca 1241 + 142
K 5568 + 375
Mg 909 + 48
Na 74 + 8.9
Cu 0.091 + 0.004
Fe 2.58 4 0.002
7n 0.910 % 0.005
Auxins 1158 4+ 12.7
Gibberellins 225 +1.76

EC: electric conductivity, COD: chemical oxygen demand, Nt: total nitrogen, Pr: total phosphorus.

3.2. Initial Direct Effects of Biochar on Soil Characteristics

Table 3 shows the characteristics of the soil and the soil added with biochar (soil + biochar)
before crop development. Initially, the soil presented a pH that was slightly alkaline, with
a sandy texture consistent with its bulk density, and with those characteristics present in
arid and semi-arid soils [36,39,40]. Additionally, we found high Pav and exchangeable Ca,
Mg, and K contents; very low content of OM, medium CEC, low concentrations of Ninorg,
medium content of Mn, Zn, Fe, and Cu; and without problems of salinity or toxicity by
metals in this soil. The abundance of Ca and Mg is common in calcareous soils [36,41].
The high content of P and K, and the medium value of CEC could be due to the sheep
droppings addition that was added to this soil for 20 years. However, the low OM (2%)
content confirms that organic amendments are quickly mineralized in sandy soils [38]. In
light of the above, biochar, thanks to its stability, is a better option than organic manure to
increase the organic carbon content in this soil.
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Table 3. Changes in soil by the application of biochar and the treatments.

Soil before Crop Development after 1st Crop Cycle after 2nd Crop Cycle
Characteristic Soil Soil + Biochar CT BT20 BT50 BBfT CT BT20 BT50 BBfT
pH 7.6 +£0.15P 7.2 +0.05 ** 7140102 7 +0.022 7.7 +0.10b 85+ 0.04° 7.7 +015b 79+010¢ 7.7 +0.10P 81+0.104d
EC (uiSm™1) 933 +214d 923 4+ 44d 1313+ 64 997 + 23 ¢ 527 £2¢ 923 +£34d 523 4+ 40 °¢ 453 + 12b 330+ 72 517 +7°¢
BD (g cm ) 1.33+0.01f LO5 £ 00120y 15y g 1.10+£0.06%4  1.07+0.07P4  0.95+0.072 1.13£0.04¢ 10240012 10140022  1.00 4 0.01%
op1 (5 cm-3) ) ) 129+ 0.008 ) ) : ) ) ) ) ) ) ) : ) . : ) )
Texture Sand
(mgkg™")
K 257 +£9.82 302 + 6.0 **be 357 +£87¢ 289 +4.11P 312 + 7.8 12146 +£9.7h 415 + 781 291 +59Pb 317 + 274 9975 +7.18
Ca 176 £ 12° 180 £ 7b 437 £ 6.0° 493 +6.0f 144 4+ 224 295+ 854 297 + 7.64 3294+ 10b 506 +5f 262 +7°¢
Mg 8+ 064 7+07°¢ 5+01Pb 3+062 3+01° 5+01Pb 240.072 2+0062 94+ 14¢ 6+ 0.7bc
Mn 20 +1.19e 21+081¢° 17 £0.14 18 4 0.08 bc 16 +£0.142 16 +£0312 194+0.1°¢ 19+ 08¢ 19+02°¢ 21+0.1¢
Zn 1.3 £+ 0.0032 1.4 +0.0082 6+03P 6+03P 740.02¢ 11+024d 12 +0.05¢ 15+0.1f 13+ 058 20 £ 0.058
Fe 5+1.09 9+ 1.5 50+ 4°¢ 89+75¢ 61 +364 100+ 61 32+3P 55 4 3.1 <d 77 +25¢ 49 +6.4°¢
Cu 1.7+052 21+022 3.6+02b 36+02P 4 +0.08 bc 47 +0.02¢ 15+ 0.24 27+04f 144014 2 +07¢
Pb LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL
cd LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL
Ni LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL

* ** Significantly different at p < 0.05 and p < 0.01, respectively, from soil without biochar. Different letters indicate significant difference (Duncan) at p < 0.05. LDL: Lower than detection limit: DL for
Pb = 0.015 mg/kg, DL for Cd = 0.008 mg/kg, DL for Ni = 0.0042 mg/kg CT: soil + 100% chemical fertilization, BT20: soil + biochar + 20% chemical fertilization, BT50: soil + biochar + 50% chemical fertilization,
BB(T: soil + biochar + biofertilizer, EC: Electric conductivity, BD: Bulk density, pgy: Theoretical bulk density.
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Once biochar was added, some soil characteristics changed significantly (p < 0.05),
as shown in Table 3 and Figures 2—4. The bulk density diminished 21%, 1.16 times more
than theoretically expected according to Formula (1), while WHC increased 6%, and pH
decreased from slightly alkaline to neutral. The previous changes were beneficial for the
soil quality, and the modified characteristics were similar to those required by the study
crop, since Physalis ixocarpa growths better in sandy loam and well-drained soils, with pH
among 5.5 and 7.3. The improvement of the physical characteristics of the soil is explained
by the porous structure of the added biochar, which causes a mixing or dilution effect that
diminishes BD [7,28,30,33,37] and retains water in its pores [65,66]. In this case, the large
difference in density between soil (1.33 g-cm~2) and biochar (0.2 g-cm~3) increases the
dilution effect. However, since the amount of biochar applied was only 0.2%, the observed
changes are also due to aggregation ability. Notwithstanding, the increase in WHC (6%)
was not statistically significant; it was 12.4% higher than the theoretically expected value
(49%). Laghari et al. [37] obtained higher increases than us in WHC (11% and 14%) in
two arid soils using a much larger application rate of biochar (22 Mg-ha~!) of biochar
pyrolyzed at 700 °C. In contrast, Alotaibi et al. [36] achieved an initial increase in WHC of
10% with 8 Mg-ha~! (equal to that applied in this study) of biochar pyrolyzed at 300 °C.
The data from the previous studies demonstrate the importance of selecting the pyrolysis
conditions to obtain good outcomes while making efficient use of resources.

B 1stcycle M 2nd oycle 40 d' pistocle  m2ndoycle
?30
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o
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=
b
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Figure 2. (a) Water-holding capacity (WHC) and (b) cation exchange capacity (CEC) of studied soil (S), with biochar (S + B),
and with different treatments, CT: soil + 100% chemical fertilization, BT20 and BT50: soil + biochar + 20, or 50% of chemical
fertilization, respectively, and BBfT: soil + biochar + biofertilization. Different letters and * indicate significant difference
(p < 0.05, Duncan test and one-way ANOVA, respectively).
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Figure 3. (a) Organic matter (OM) and (b) inorganic nitrogen (Njnorg) of the studied soil (S), with biochar (S + B), and
with different treatments: CT: soil + 100% chemical fertilization, BT20 and BT50: soil + biochar +, 20, or 50% of chemical
fertilization, respectively, and BBfT: soil + biochar + biofertilization. Different letters and * indicate significant difference
(p < 0.05, Duncan test and one-way ANOVA, respectively).
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Figure 4. Available phosphorus (P,y) in studied soil (S), with biochar (S + B), and with different
treatments: CT: soil + 100% of chemical fertilization, BT20 and BT50: soil + biochar +, 20, or 50%
of chemical fertilization, respectively, and BBfT: soil + biochar + biofertilization. Different letters
indicate significant difference (p < 0.05, Duncan test and one-way ANOVA, respectively).

Other positive changes in the soil fertility were significant increases (p < 0.05) in the
content of OM from very low (2%) to low content (3%); CEC improved from medium
(16 cmol+~kg’1) to high content (33 Cmol+-kg’l) ; Ninorg Showed the greatest increase (from
0.5 to 7 mg-kg 1), although the content is still very low. Likewise, Py raised from 24 to
35 mg-kg~!, although the difference was not significant (p < 0.05). Regarding nutrients,
with the biochar addition, K and Fe contents increased significantly (p < 0.05) while Ca, Cu,
and Zn showed a small increment, and Mn decreased slightly. High CEC and functional
groups of biochar explain other changes detected in the soil. For example, diminution in pH
could be due to the oxidation of biochar surface, the process responsible for the formation
of acidic organic functional groups, such as carboxylic and phenolic groups [67,68]. The
mineral ash content in biochar depends on feedstock compositions as well as the pyrolysis
temperature. While Ca, Fe, Mg, Mn, and Si are usually retained in biochar because their
release requires high temperatures (>1000 °C), P and K start to vaporize at 700-800 °C and
N at 200 °C [69]. Our results indicate that bamboo biochar provides mainly N, P, K, Fe, and
modest quantities of Ca, Cu, and Zn, but not Mg or Mn.

It is important to remark that the aforementioned changes in soil quality were ob-
tained by adding 8 Mg-ha~! (0.2%) of biochar, a lower rate than ones commonly applied
(10-100 Mg-ha—! or >1%) [22,28,31,32]. We consider that the biochar used and the applica-
tion rate applied were correct because the study soil did not require pH correction since
its initial value was slightly alkaline. A higher biochar dose could have drastically altered
pH because the study soil had low contents of components responsible for buffer capacity
(OM and clay). To say that coarse-textured soils are more responsive to biochar addition is
a general assertion that is not entirely true. Although tropical soils and arid and semi-arid
soils have a coarse texture in common, they respond very differently to the addition of
biochar because they have characteristics that clearly differentiate them, such as pH. It is
also true that there may be particular cases within the soil groups, such as the study soil,
which, despite being a semi-arid soil, does not present the buffering capacity that confers a
high concentration of carbonates to this type of soil, so it responded to a small application
rate of biochar.

3.3. Short-Term Effects of Biochar and Biofertilizer on Soil Characteristics

After the first cultivation cycle, the soil pH presented important variations among
treatments relative to the initial value (Table 3). The low buffer capacity showed by the
studied soil was in accordance with its sandy nature and low contents of clay and organic
matter. The pH decrease in CT and BT20 could be due to urea oxidation. On the other hand,
the biochar saturation with alkaline ions (Ca and K) added by the biofertilizer could explain
the pH increase in BBfT. However, at the end of the second cultivation cycle, pH shows a
tendency to return to the initial value in all treatments. This could be due to the gradual
increase in OM observed with all treatments. Soil pH modification by biochar is an area
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requiring further investigation since the majority of studies only report the initial change,
or follow up for a very short time, or do not consider the effect that the development of a
crop in that soil, the addition of fertilizers or other products to the soil will have. In some
times, the effect is the opposite of the expected one. For example, Hailegnaw [6] studied
10 acidic and neutral soils to which they added alkaline biochar; in eight soils, pH increased
as expected; however, in two acidic soils, pH decreased.

EC varied significantly between cultivation cycles, as shown in Table 3. In the first
cycle, it increased with all treatments because of salts addition with fertilization (chemical
and biological). In contrast, in the second cycle, a significant diminution was observed due
to adjustment fertilization doses. It is important to mention that EC always remained less
than 2000 pS-m~1.

In general, the physical characteristics of the soil improved with treatments. On the
one hand, BD remained significantly lower than that of the initial soil. Even at the end of
the second cycle, all treatments except CT showed lower values than soil + biochar, and of
course, lower than calculated bulk density (Table 3). These results showed that in addition
to the dilution effect, biochar was acting as a soil conditioner [65]. A frequently asked ques-
tion is how long-lasting are the changes produced by biochar in the soil. Burrel et al. [30]
found that BD of three soils added with different biochars, after 3 years, diminished relative
to the initial soil mixed with biochar, except in the cambisol added with woodchip biochar,
where BD increased slightly. However, in all cases, biochars avoided soil consolidation
observed in control treatments. On the other hand, WHC increased significantly (p < 0.05)
with all treatments in each cultivation cycle relative to the initial soil and soil + biochar as
follows: BBfT > BT50 > BT20 > CT (Figure 2a).

In CT, the increase in WHC could be explained by the hydration of the added fertilizer
salts. In the rest of the treatments, once biochar is combined with soil, it undergoes
oxidation and tends to become more hydrophilic as a result of the formation of acidic
functional groups on its surface, which explains the gradual WHC increases in each cycle
(Figure 2a) [67,68]. Alotaibi et al. [36] observed this same behavior; the hydrophilicity of
biochar increases as it ages. They also found that WHC of biochar pyrolyzed at 300 °C
was significantly higher than those pyrolyzed at 500 °C and 600 °C. This is important
information for future research with this kind of soil.

Regarding exchangeable bases, K increased with biochar and all treatments relative
to initial concentration (Table 3). However, only with BBfT was the increment significant,
between 24 and 41 times higher than the rest of the treatments. The Opuntia-based biofer-
tilizer used is an important K source. In the case of Ca, it showed significant variations
(p < 0.05) between treatments and between cycles; however, the final concentrations were
significantly higher than the initial ones (Table 3). On the contrary, Mg tended to decrease
significantly (p < 0.05) with all treatments in both cycles, except for BT50 (Table 3). Even
with the decrease, the final Mg content is high, although it is necessary to add Mg to
reestablish the ratios between Ca, Mg, and K in soil (Ca/Mg: 2-5, Ca/K: 5-25, Mg/K:
2.5-15, (Ca+Mg)/K: 10-40) and thus to avoid possible deficiencies in plants due to the
antagonism between them. In this study, the increase in Ca and K caused a deficiency
of Mg, which was accentuated with each crop cycle, and to a greater extent with BBfT.
Sawdust and waste wood are two biochar feedstocks rich in Mg and locally available to
supply this element. Micronutrients Cu, Fe, and Zn increased significantly (p < 0.05) with
all treatments with respect to the initial content and soil + biochar (Table 3). Cu and Zn
augmented with each crop cycle, whereas Fe decreased between 36-51% in the second cycle
with respect to the first one, except BT50, which increased by 26%. These nutrients were
provided mainly by biofertilizer (in BBfT), biochar, and in small concentrations by chemical
fertilizers, where they are found in trace concentrations. On the contrary, Mn diminished
10-20% with all treatments in the first crop cycle and increased in the second one; however,
Mn concentrations for CT, BT20, and BT50 were 5% lower than the initial one.

Pb, Cd, and Ni concentrations remained lower than the detection limit in all treatments
(Table 3), which was beneficial in the case of Pb and Cd because of their toxicity for living
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organisms. The case of Ni is a bit more complex; on the one hand, although it is an essential
element for higher plants [69], it is considered a toxic one because its functional role in
humans has not been demonstrated, while in animals, it is not clear. On the other hand, the
Ni toxic effects on human health are well documented [70]. The Ni content in the soil used
in this study was too low (<0.0042 mg-kg~!), but it was not added because it is a common
trace element in fertilizers and biofertilizers. Practically any biomass is useful to produce
biochar whenever it does not contain toxic elements. In this case, residual bamboo biomass
used complies with this requirement.

Biochar had a positive effect on soil CEC; initially it changed from 16 to 33 cmol+~kg’1,
and although later this parameter diminished significantly with all treatments with respect
to the soil + biochar, after the second cycle, it remained 33, 56, 31, and 12.5% higher for CT,
BT20, BT50, and BBfT, respectively, relative to the initial value (Figure 2b). According to
Hailegnaw [6], when biochar had higher exchangeable Ca?* than the soil, CEC increases,
as was the case in this study, where biochar increased exchangeable Ca?* and CEC in soil
(Table 3, Figure 2b). Alotaibi et al. [36] confirmed the aforementioned; they found minimal
increases in CEC adding 8 Mg-ha~! of biochars produced at different temperatures to a
soil rich in CaCOj3. However, contrary to expectations, BBfT, the treatment with the highest
pH and OM values showed the lowest increase in CEC.

Despite its recalcitrant nature, biochar contributes organic C, P, and N to soil [7,22].
Figure 3a shows that biochar treatments significantly increased (p < 0.05) soil OM from
the first crop cycle compared to CT. After the second cycle, OM was significantly higher
in BBfT than in the rest of the treatments due to the OM addition from the biofertilizer.
Application of biochar and biofertilizer to the soil raised the OM content to a medium
level (4.1-6.0%), while in CT, its OM content continued to be low (>4). Ninorg presented
significant variations between cycles and treatments (Figure 3b), which is explained by
the multiple transformations that N undergoes in soil. However, with the initial addition
of biochar and all treatments, Ninorg increased significantly relative to the initial content,
although in CT and BBfT, it continued to be at a very low level (<10 mg-kg~!) while in
BT20 and BT50 it reached medium values (10-20 mg'kg_l). The Ninorg increases observed
in CT, BT20, and BT50 can be due to higher adsorption of inorganic forms of N (NH;" and
NO, ™), as opposed to BBfT, where the increase in pH could favor ammonia emission.

Figure 4 shows two important situations; on the one hand, comparing the treatments
that received 100% phosphorus fertilization, we observed that the soil with biochar and
biofertilizer (BBfT) retained between 40-87% more P,, than the chemically fertilized soil
without biochar (CT). On the other, we found that by adding biochar, it is possible to
reduce phosphorus fertilizer by 50-80% if we consider BT20 and BT50, with 80% and 50%
less phosphorus fertilization, respectively; they retained 22-76% and 35-87%, respectively,
more P,y than CT. Although CT was the only treatment in which P,y significantly (p < 0.05)
increased in the second cycle relative to the first one; its concentration was much lower
than that of the biochar treatments. Sarfraz et al. [22] found that fine particles (<0.5 mm) of
biochar significantly increased P,y in soils, but when 1% of mixed size particles of biochar
were added to the same soils, only in one of them, P,y increased. In our study, a mixture of
particles containing 33.5% of fines (<0.6 mm) from biochar significantly increased P,y in
soil. P retention in the soil is of utmost importance since approximately 85% of PP added
by chemical fertilization is lost, and reserves of this element are limited [14]. Additionally,
biochar could be a P source because if pyrolysis temperature is not higher than 700°C, P
from feedstock is retained in biochar [44]. Therefore, the recycling of nutrients through
biochar and biofertilizers are helpful strategies to support agricultural sustainability and
the circular economy.

3.4. Effect of Biochar and Biofertilizer on the Crop Physalis Ixocarpa

At the beginning of the fruiting stage of the first crop cycle, the greenhouse was
flooded due to heavy rains, which caused the plants to be infected by mildew, a fungal
foliar pathogen. For this reason, the fruit weight, yield, and height of plants were lower
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in the first crop cycle than in the second one (Figure 5a,b). CT was the treatment most
affected by the infection, which was evident in the weight of fruits and yield, which were
lower than those obtained in treatments with biochar (Figure 5a,b). Elad et al. [71] found
that biochar induced resistance against two foliar fungal pathogens: grey mold (Botrytis
cinerea) and powdery mildew (Leveillula taurica) on plants of pepper and tomato, and a
foliar mite pest (Polyphagotarsonemus latus) on pepper plants. They applied 1, 3, and 5% of
biochar to sandy soil. According to these authors, biochar induced a defensive systemic
response since the suppressive effect against pathogens and pests occurred in the aerial
part of the plant while biochar was in the soil. Zwart and Kim [72] observed that 5% of
biochar added to growth media reduced the progression and physiological stress caused
by Phytophthora canker in seedlings of Quercus rubra and Acer rubrum. Rasool et al. [73]
proved that in tomatoes affected by Alternaria solani, the response protection elicited was
dependant on the type of biochar, and it involves both induced systemic resistance and
acquired systemic resistance mechanisms. In our study, the addition of 0.2% of biochar
may have induced a similar systemic response in Physalis ixocarpa since the plants were
less affected by mildew infection in the biochar treatments.
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Figure 5. (a) Fruit weight and (b) Yield of Physalis ixocarpa with different treatments: CT: soil + 100% of chemi-
cal fertilization, BT20 and BT50: soil + biochar + 100, 20, or 50% of chemical fertilization, respectively, and BBfT:
soil + biochar + biofertilization. Different letters indicate significant difference (p < 0.05, Duncan test).

The weight of fruits in the second cycle varied from 8.6 to 10.2 g, where CT = BT20 < Bt50
< BBfT. The yields obtained in CT (378 g-plant ') and BBfT (328 g-plant—!) were lower than
that of BT50 (623 g-plant ') and significantly lower than that of BT20 (730 g-plant~1). A
possible explanation for this is that the higher addition of Ca and K in CT and BBfT caused a
more pronounced Mg deficiency that largely affected yield in these treatments. Cakmak and
Yazici [74] have extensively documented yield impairment due to Mg deficiency. As well,
Verbruggen and Hermans [75] commented that on alkaline soils, MgCO3 formation and
imbalanced concentration of Ca, K, and Na reduce Mg availability, affecting productivity
and quality in agriculture. These results pointed out that the importance of maintaining
adequate nutrient ratios, not just sufficient concentrations, and that by adding 0.2% of
bamboo biochar, it was possible to save between 50 and 80% of fertilizer.

In both crop cycles, fruit harvesting began in week 8 in all treatments, except in BBfT,
which started in week 7, due to the fact that that the phenological stages were advanced
approximately 6 days with respect to the plants of the other treatments. In addition, there
was also an increase of approximately 15% in flowering in BBfT. These previous effects
observed with BBfT could be due to the auxin and gibberellins content of the biofertilizer
(Table 2) because these phytohormones stimulate flowering and growing [54].

Cakmak et al. [76] found that root growth inhibition is an early symptom of Mg
deficiency; if there is not enough Mg, carbohydrates are not efficiently transported from
leaves to root, affecting root development. Mg deficiency could explain the significant
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diminution in root length in the second cycle, without apparent impairment of aerial
growth of plants (Figure 6a,b).
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Figure 6. (a) Plant height and (b) root length of Physalis ixocarpa with different treatments: CT: soil + 100% of
chemical fertilization, BT20 and BT50: soil + biochar +, 20, or 50% of chemical fertilization, respectively, and BBfT:
soil + biochar + biofertilization. Different letters indicate significant difference (p < 0.05, Duncan test).

In real practice, the cationic balance of the soil should be corrected by adding Mg
and other nutrients such as Mn before the next crop cycle. Additionally, it would be
advisable to combine biofertilizer with urea to reduce the amount of biofertilizer added
and compensate for its alkalinizing effect. The suitability of an extra addition of biochar
should be evaluated annually.

Although the biochar used produced good results, improving some soil character-
istics, it would be interesting to try pyrolyzed bamboo biochar at 300 °C to increase the
WHC and CEC of the soil and observe its effect on the pH. There are also other locally
available residual biomasses that would produce biochars with higher nutrient content and
higher CEC, such as cow manure, sawdust, and wood waste. A combination of bamboo,
cow manure, and sawdust could also be formulated as feedstock to obtain biochar with
characteristics suitable to the needs of the study soil.

Both the Opuntia cladodes for the biofertilizer as biomass proposed for biochar are
currently used very little in Hidalgo, so obtaining biofertilizer and biochar would not
compete with other uses. On the contrary, some environmental and health issues caused
by these wastes would be solved by obtaining bioproducts for soil improvement.

4. Conclusions

This study generated information that did not exist about the effect that biochar can
have on alkaline soils with low buffering capacity. We found that the addition of 0.2% of
bamboo biochar was effective in improving some physical and chemical soil characteristics,
such as reducing bulk density and increasing WHC and CEC as well as OM, P,y, Fe, and
Cu contents in the soil. Additionally, biochar induced resistance against a foliar fungal
pathogen. Likewise, the combination of bamboo biochar and the nopal-based biofertilizer
improved WHC, P,y, and OM significantly comparing to the soil with only biochar added.
However, we also observed that biochar and biofertilizer could accentuate nutritional
imbalances in the soil. To avoid the above situation and ensure that there is enough
quantity of each nutrient, it is necessary to supervise the ratios between them. According
to the results, the bamboo biochar and nopal-based fertilizer are suitable improvers for the
studied soil.

5. Patents

Patent in process: MX/a/2019/014243 Proceso para la produccion de biofertilizante a
partir de clododios de Opuntia spp.
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