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RESUMEN

El desarrollo agricola ha causado un gran impacto ambiental como la degradacién de los
suelos. Por ello se buscan estrategias que reduzcan el efecto adverso de las practicas
agricolas sobre el medio ambiente, como por ejemplo el uso de biofertilizantes y la
implementacion de practicas de manejo sostenibles que permitan mantener o aumentar la
productividad de los cultivos. El biocarbén (biochar, en inglés) tiene un gran potencial
como mitigador ambiental, capaz de rehabilitar suelos degradados y disminuir la
dependencia de fertilizantes quimicos en los cultivos.

En este proyecto evaluamos el efecto de la aplicacion de un biocarb6n derivado de
cascarilla de arroz sobre el crecimiento y productividad de las especies de cultivo Oryza
sativa (arroz) y Capsicum annuum (aji) y su relacion con cambios en las caracteristicas
guimicas del suelo, la abundancia y diversidad de las comunidades bacterianas del suelo.

Los experimentos siguieron un disefio factorial con dos factores y dos niveles: 1)
Biocarbén (+biocarb6n, -biocarbén); 2) Esterilizacion del suelo (+esterilizacion; -
esterilizacion). El crecimiento de las plantas se monitore6 semanalmente desde la
transferencia a los tratamientos hasta el final del experimento (120 dias) cuando se
cuantifico el rendimiento y la produccion de biomasa. La abundancia de las comunidades
bacterianas se evalu6 a través de tiempo (0, 30, 60, y 90 dias de tratamiento), mientras
gue las propiedades fisico-quimicas del suelo se caracterizaron al inicio y al final del
experimento (0 y 120 dias).

La adicion de biocarbén al suelo afecté positivamente el crecimiento de las plantas de
arroz y aji. Las plantas de arroz cultivadas en suelos con biocarbon mostraron un mayor
vigor en las etapas iniciales de crecimiento, con diferencias significativas en altura y
namero de tallos. El efecto del biocarbén fue mas marcado en las plantas cultivadas en
los suelos sometidos a esterilizacion. Aunque las diferencias entre los tratamientos
tendieron a reducirse a través del tiempo, al momento de la cosecha se observaron
diferencias significativas en la produccion de biomasa y el rendimiento, con mayor
crecimiento y productividad en las plantas cultivadas en presencia de biocarbon. El efecto
promotor del crecimiento ejercido por el biocarb6n estuvo asociado con un incremento del
pH -indicador correlacionado positivamente con la fertilidad del suelo- y con mayores
niveles de fosforo y magnesio. El efecto de la aplicacion de biocarbon sobre la
abundancia de microorganismos del suelo varié en respuesta a la condicién inicial del
suelo. En los suelos sometidos a esterilizacién, se observé un efecto positivo del
biocarbén sobre la abundancia de microorganismos edéficos, mientras que en los suelos
no esterilizados no se establecié un efecto claro. Los resultados obtenidos indican que el
biocarbdn derivado de la cascarilla de arroz representa una enmienda organica alternativa
para la recuperacion de suelos degradados, particularmente para suelos afectados por
practicas agricolas.

Palabras claves: Biocarbon, rendimiento, bacterias, propiedades fisicoquimicas, arroz.
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1.INTRODUCCION

La agricultura intensiva impulsada por la demanda creciente de alimentos ha
causado un gran deterioro en los suelos (Barrow, 2012), lo cual ha propuesto un
escenario en el que se valoran estrategias que permitan un desarrollo agricola y
proteja el medio ambiente (Carvajal & Mera, 2010). El biocarbén resulta ser una
de las estrategias que se propone como una enmienda organica de los suelos, ya
gue favorece la estrecha simbiosis existente entre bacterias y plantas que acelera
la recuperacion de los suelos.

El biocarbdén es un subproducto solido de la pirdlisis de materia organica, puede
obtenerse a partir de distintos materiales biol6gicos (Augustenborg, y otros, 2012).
Se ha utilizado como una enmienda del suelo para mejorar la fertilidad, a partir del
hallazgo de las tierras oscuras del Amazonas (Terra Preta), muy fértiles como
resultado de la acumulacion de biocarbén producto de la actividad antrépica
(Barrow, 2012). Existen numerosos reportes que afirman que la aplicacién de
biocarbén en los suelos aumenta la productividad y rendimiento de las plantas
(Lehmann, y otros, 2011), se relaciona positivamente con la abundancia y
diversidad bacteriana y afecta las propiedades fisicoquimicas del suelo como el
contenido de elementos y el pH (Fisher & Glaser, 2012).

El biocarbén podria ser una alternativa y un insumo clave para elevar y sostener la
produccion agricola, mejorar la retencion de humedad del suelo, y reducir la
dependencia de los fertilizantes industriales (Barrow, 2012). Sin embargo, son
necesarios mas estudios alrededor de este tema para poder implementar el uso
del biocarb6n como una estrategia de mitigacion ambiental en la agricultura
moderna debido a que tiene un gran periodo de residencia en el suelo y tiene
efectos sobre microbiota del suelo. Ademas, la materia prima y las caracteristicas
del proceso de pirolisis determinan las propiedades del biocarbon (Spokas, y
otros, 2012), por ello es necesario analizar los impactos en la respuesta de las
plantas al usar los distintos tipos de biocarbén, por ejemplo, el biocarb6n derivado
de cascarilla de arroz usado en este estudio.

En este trabajo se analiz6 el efecto de la aplicacién de biocarbon derivado de
cascarilla de arroz sobre la productividad de Oryza sativa (arroz), y Capsicum
annuum (aji). Adicionalmente se evalud el cambio en la abundancia de bacterias
del suelo al aplicar biocarbén. La abundancia se determind mediante la tincién
fluorescente con el fluorocromo 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI). También se
evalu6 la diversidad bacteriana usando la técnica de electroforesis en gel de
gradiente desnaturalizante (DGGE), empleando fragmentos amplificados de la
region V3 de gen 16S rARN. De manera complementaria se obtuvieron resultados
del analisis fisicoquimico del suelo al inicio y al final del experimento.
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO:
2.1 Planteamiento de la pregunta

¢.,Cudl es el efecto del biocarbén derivado de cascarilla de arroz sobre la
productividad de especies de cultivo como el arroz y el aji?

El creciente uso de fertilizantes quimicos alentado por la gran demanda de
alimentos, ha impactado negativamente la composicion y estructura de los suelo
debido a que afecta el pH y CIC, generando como resultado reduccion del
rendimiento de los cultivos (Liu, 2009), ademas son potenciales contaminates de
las masas de agua. De esta menera se busca alternativas que se beneficien de la
estrecha interaccion que existe entre las plantas y las bacterias para acelerar el
proceso de recuperacion de los suelos degradados. Es alli donde el biocarbon
resulta ser una alternativa muy prometedora, pues hay numerosos estudios que
muestran que hay un aumento en la biomasa microbiana al aplicar biocarbén al
suelo. Ademas, existen reportes que indican que el uso de biocarbén
adicionalmente a la acelerar el establecimiento de microorganismos también
mejora la estructura del suelo, su fertilidad y la retencién de agua y aumenta la
productividad de los cultivos (Elad, y otros, 2011).

Sin embargo, también se ha reportado que los beneficios agronémicos del
biocarbén varian segun el tipo de materia prima de origen y las condiciones del
proceso de pirdlisis (temperatura, duracion, etc.) asi como de las condiciones
climaticas regionales del lugar de siembra, del estado inicial del suelo y de sus
caracteristicas quimicas (Elad, y otros, 2011). Por esta razdén es necesario
continuar con estudios que permitan esclareser las propiedades y los efectos de
los distintos biocarbén sobre las plantas, la microbiota edafica y las propiedades
fisicoquimicas del suelo.

En este proyecto se evalué si el biocarbon derivado de cascarilla de arroz
obtenido mediante pirélisis a 500° C promueve el crecimiento y productividad de
dos especies de cultivo importantes en Colombia y si su efecto se relaciona con
una mejora de la fertilidad del suelo y con el aumento y diversidad de las
comunidades bacterianas.
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2.2 Marco teorico y estado del arte
2.2.1 Impacto ambientales de la agricultura

El crecimiento demogréfico de la poblacién humana en las ultimas décadas se ha
traducido en una mayor demanda de alimentos, lo que ha generado un inmenso
desarrollo del sector agricola (Carvajal & Mera, 2010). La agricultura convencional
causa la contaminacion y degradacion de los suelos (Barrow, 2012), el reto que
esto propone es un modelo de Agricultura Conservativa en el ambito global, que
incremente la productividad de los cultivos, a través de la adopcion de técnicas y
el uso de insumos sostenibles y sustentables (Carvajal & Mera, 2010).

La pérdida de fertilidad del suelo a causa de uso agricola ha sido compensada
con el uso de fertilizantes quimicos que aunque aumentan la productividad de los
cultivos tambien traen consigo la contaminacion de aguas superficiales y
profundas. Ademas, el uso de abonos quimicos hace que las plantas arvences se
desarrollen e impulsen la utilizacion de herbicidas que a su vez también
contaminan el ambiente. La adicion sistematica de fertilizantes, con el
consiguiente aumento de la productividad, ha tenido como consecuencia que
para obtener los mismos resultados conseguidos décadas atras sea necesario
incrementar la dosis de 20 unidades fertilizantes a 240 unidades (Proyecto Life
Sinergia, 2005). Todo esto propone un escenario en el que se buscan nuevas
alternativas para enfrentar el reto de cultivar y a la vez proteger el medio
ambiente.

Desde 1940 la agricultura empez6 a sustituir fertilizantes quimicos por estrategias
alternativas, como los compost y abonos (Barrow, 2012). Sin embargo, estos
Gltimos amenazan con contaminar las aguas subterraneas, pueden contener
patdgenos y metales pesados, debido a su rapida degradacion lo que conlleva a la
emisién de gases de efecto invernadero como el metano y el amonio (no actian
como sumideros sino como fuente de gases) (Godbout, y otros, 2010) y
representan un costo recurrente para el agricultor (Barrow, 2012). El biocarb6n
podria ser una alternativa para minimizar estos riesgos y puede ser un insumo
clave para elevar y sostener la produccién agricola, mejorar la retencién de
humedad del suelo, secuestrar carbono, reducir al mismo tiempo la contaminacion
y dependencia de los fertilizantes industriales que en muchos paises son
importados lo cual representa un alto costo grave para sus economias (Barrow,
2012), como en el caso de Colombia.

La Convencion de las Naciones Unidas de Lucha contra la Desertificacion
(UNCCD) apoya el uso del biocarbdbn como un medio para combatir la
degradacion de la tierra, mejorar las tierras agricolas y mitigar el cambio climatico
(Barrow, 2012). Gran parte de las tierras agricolas de Africa, América Latina, Asia
(austral y sudeste) son acidas y estériles, a menudo con altos niveles de hierro y
de aluminio. Aplicar biocarbon en estos suelos podrian facilitar el cultivo, reducir el
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impacto al hacerlo y disminuir la presion de deforestacion que acompafia la
bldsqueda de terrenos cultivables (Barrow, 2012). Asimismo, en la XV Conferencia
sobre el Cambio Climatico de la ONU 2009 se incluyé al biocarbon como una
propuesta para intensificar las medidas de mitigacion debido a que tiene un doble
papel porque combate tanto el cambio climético, a través de su efecto como
sumidero de carbono, como la degradaciéon de las tierras por su efecto sobre la
estructura y fertilidad edéfica (Barrow, 2012).

2.2.3 Biocarboén

El biocarbdén es un importante subproducto soélido poroso producido por la
degradacion térmica a altas temperaturas de biomasa animal o vegetal (Jahiru, y
otros, 2012) en ausencia de oxigeno durante un proceso conocido como pirélisis
lenta (Fisher & Glaser, 2012). La palabra pirdlisis deriva de las palabras griegas
"piro"”, que significa fuego y "lisis" que significa descomposicién o romper (Jahiru, y
otros, 2012). La pirdlisis lenta optimiza la produccién de biocarbén, a través de
una constante velocidad de calentamiento que va desde la temperatura ambiente
a altas temperaturas en cuestion de minutos a horas (Downie & Lukas Van, 2013).

El biocarb6n es similar al carbén y puede ser producido a partir de una variedad
de materias primas de origen biologico (Augustenborg, y otros, 2012) como por
ejemplo desechos de cultivo (cascarilla de arroz, mazorcas, paja, entre otros) y
materia organica en descomposicion de origen animal (estiercol de ganado, cerdo,
aves de corral, entre otros) (Barrow, 2012).

Por siglos, la biomasa pirolizada se ha utilizado como una enmienda del suelo
para aumentar su fertilidad, por ejemplo las tierras oscuras del Amazonas (Terra
Preta). Las tierras oscuras del Amazonas deben su color a altos contenidos de
biocarbén y generalmente exhiben un alto contenido de materia organica, pH
ligeramente basico y un mayor nivel de nutrientes (Barrow, 2012) como nitrégeno,
fésforo y calcio en comparacion con el suelo adyacente (Glaser, 2007). Existe
evidencia de que estas tierras se formaron por la actividad antrdpica de nativos
precolombinos que habitaron la cuenca del Amazonas, a causa de acumulacion
de los residuos quemados alrededor de las viviendas (Barrow, 2012) junto con
abonos, huesos y fragmentos de ceramica (Sombroek, 1966). Las tierras oscuras
del Amazonas pueden incrementar la biomasa de la microbiota benéfica
(bacterias y hongos micorricicos arbusculares) y la cantidad de organismos mas
grandes, especialmente las lombrices de tierra (Barrow, 2012).

14



2.2.3 Beneficios del Biocarbdén

Son numerosos los beneficios del biocarbdn, a continuacion se indican algunos de
ellos:
Beneficios del biocarbén

= Mejora el crecimiento de las plantas lo cual incrementa el rendimiento de
los cultivos.

= Aumenta la biomasa microbiana del suelo y aumenta la cantidad de la

macrofauna como las lombrices (Barrow, 2012).

Reduce la acidez del suelo (aumenta el pH).

Aumenta la capacidad de intercambio cationico.

Secuestra carbono (C) a escala milenaria (Fisher & Glaser, 2012),

debido a su estructura aromética y tiempo de residencia (>1000 afios)

(Augustenborg, y otros, 2012). El biocarbén es un compuesto estable

que se degrada lentamente. La agricultura intensiva generalmente

conduce una disminucién del C del suelo, reduciendo su capacidad de

secuestrar C (Sanderman & J, 2010).

= Mejora las condiciones de los suelos pobres en nutrientes, como es el
caso de los suelos acidos que se encuentran en América latina y otras
partes del mundo (Barrow, 2012).

= EIl biocarbén puede unirse a agroquimicos que contaminan arroyos y

aguas subterraneas, actuando como un descontaminante.

Permite la produccion de materiales utiles a partir de desechos.

Reduce la necesidad de fertilizantes, abonos y compost (Barrow, 2012).

Reduce las emisiones de metano y de oxido nitroso (gases de efecto

invernadero) procedentes del suelo (Augustenborg, y otro, 2012),

contribuyendo tambien de esta manera a la reducién del calentamiento

global.

= Mejora la retencion de humedad del suelo, lo cual puede reducir la

demanda de riego de los cultivos e incrementa la resiliencia de la cultivos

contra los efectos del calentamiento global (Barrow, 2012).

Mejora la fijacion de nitrogeno, a través de su efecto sobre la microbiota.

Reduce la toxicidad del aluminio (por debajo de un pH de 5,5 la

concentracion de iones de aluminio (AI3+) en el suelo solucién aumenta

de manera significativa y puede inhibir alargamiento la raiz (Kochian

1995)).

Reduce la concentracion de metales.

Aumenta la cantidad de hongos micorricicos arbusculares del suelo

(Warnock, y otros, 2007), los cuales promueven la disponibilidad de

nutrientes para las plantas especialemente el fosforo (P) (Harrison,

1999).

= Un nudmero de estudios han demostrado descensos significativos en la
traccion del suelo después de la adiciébn de biocarbén (Elad, y otros,
2011). Estas disminuciones en la tensién del suelo permiten una mejor

Uy

uul

Y

Y
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penetracion de las raices de los cultivos, y puede reducir los costos
asociados con la preparacion del suelo (Downie & Zweiten, 2013).

= EIl biocarb6n al enmendar suelos degradados por la actividad agricola
podria rehabilitar las tierra degradadas y ayudar a reducir la presion de
deforestacion de nuevos terrenos cultivables lo cual beneficia la
conservacion de la biodiversidad (Barrow, 2012).

El biocarbdn tiene un efecto sobre las propiedades fisicoquimicas del suelo,
Verheijen y otros en el 2010 hicieron un analisis de datos publicados y
encontraron un aumento del rendimiento de los cultivos en suelos que inicialmente
presentaban pH &cido o neutro al aplicar biocarbén, lo que sugeria que este
efecto en el rendimiento podria deberse a un efecto similar al encalado (consiste
en aplicar sales béasicas al suelo para neutralizar la acidez (Espinosa & Molina,
1999)) y a una mejor capacidad de retencion de agua del suelo, junto con una
mejora en la disponibilidad de nutrientes (Verheijen, y otros, 2010). Es relevante
resaltar que el pH de los suelos es muy importante pues afecta la disponibilidad
de nutrientes para las plantas (Fisher & Glaser, 2012). Rajkovich y colaboradores
en 2011 reportaron una correlacion entre en el aumento del rendimiento y un
mayor contenido de nutrientes (N, P, K, Mg) al aplicar biocarbén al 0,2 y 0,5%. En
conjunto, estos reportes indican que el biocarb6n no actia a través de un Unico
efecto, sino que influye sobre distintas propiedades fisicoquimicas del suelo
relacionadas entre si.

Otra de las propiedades fisicoquimicas del suelo asociadas a su fertilidad es la
capacidad de intercambio cationico (CIC), la cual es indicadora de su capacidad
de retencion de nutrientes (Fisher & Glaser, 2012). CIC se refiere a la capacidad
de los suelos para retener cationes en forma intercambiable y por lo tanto
disponible para las plantas (Lehmann, 2007). El biocarb6n pueden aumentar
potencialmente la CIC del suelo, especialmente en suelos arenosos altamente
erosionados y pobres en nutrientes (Kookana, 2010).

Ademas del efecto sobre las propiedades fisicoquimicas, el biocarbén tiene un
efecto sobre la microbiota del suelo. Existen numerosos reportes, por ejemplo,
Lehmann y colaboradores en el 2011 sefialaron que en sus estudios la biomasa
microbiana aumenté al aplicar biocarbo6n al suelo, y que se observé un cambio en
composicién de las comunidades microbianas y la actividad enzimatica tanto en el
suelo como en la rizésfera (Lehmann, y otros, 2011). Alun se desconocen los
detalles sobre el mecanismo por el cual el biocarbén afecta la abundancia y
composicion de las comunidades bacterianas (Lehmann, y otros, 2011), pero lo
gue si se conoce es el papel biofertilizante que cumplen las bacterias edaficas en
el crecimiento vegetal.

El efecto del biocarbon sobre la fertilidad del suelo esta relacionado con la gran
area de superficie de sus particulas, pues al tener numerosos poros proporcionan
un micro-habitat para el establecimiento de microorganismos beneficiosos del
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suelo (que degradan la materia organica proporcionando importantes nutrientes
para el crecimiento vegetal (Fisher & Glaser, 2012)) y permite la retencion de
humedad y nutrientes (Lehmann & Joseph, 2009). La retencion de humedad y
nutrientes estimula el crecimiento de la microbiota, dentro de ellas las bacterias
fijadoras de nitrogeno de vida libre la cuales aprovechan el N, atmosférico y lo
fijan en compuestos que pueden ser aprovechados directamente por las plantas
(Fisher & Glaser, 2012).

El efecto del biocarbén sobre el crecimiento de las plantas se ha reportado en
numerosos estudios, en los cuales se han empleado biocarbones derivados de
diferentes materias primas y se ha evaluado el efecto sobre distintas especies de
cultivo. En el 2009 Asai H. y colaboradores, realizaron un estudio en el norte de
Laos en el que evaluaron el efecto de la biocarbén sobre las propiedades fisicas
del suelo y el rendimiento del arroz (Oryza sativa), obteniendo como resultado un
mayor rendimiento en suelos con baja disponibilidad de nutrientes tratados con
biocarbén (Asai, y otros, 2009). En 2012 Petter y colaboradores, realizaron un
experimento por dos afios evaluando los efectos en la fertilidad del suelo al aplicar
biocarbén derivado de Eucalyptus, usaron plantas de arroz plantadas en un suelo
franco arenoso del Cerrado (Brasil) que son generalmente acidos y de baja
fertilidad (baja disponibilidad de P, Ky CIC), y alto contenidos de aluminio. Este
grupo de estudio encontré un efecto positivo en la fertilidad del suelo [Total de
carbono organico (TOC), Ca, P, Al, H+Al, y pH] a 0-10 cm de profundidad del
suelo tras un afio de la aplicacion del biocarbon, lo cual tuvo un efecto
considerable en el rendimiento del cultivo. Luego de dos afios de la aplicacion se
evidenciéo una interaccion significativa entre el biocarbén y la fertilidad en el
crecimiento de la planta y acumulacion de biomasa, ademas TOC se movié hasta
una profuncidad de 20 cm afectando la disponibilidad de potasio (K). Este es otro
claro ejemplo de como la aplicacién del biocarbén mejora las propiedades del
suelo, reduce la acidez y el aumento P y K disponible (Petter, y otros, 2012).

2.2.4 Limitantes del biocarbdn

Dado que el biocarbén tiene una residencia de largo tiempo en el suelo y afecta a
los microorganismos beneficiosos del suelo, es necesario establecer si sus
cualidades son persistentes en el tiempo (Barrow, 2012), para poder
implementarlo como una estrategia de mitigacion ambiental en la agricultura
moderna. Es importante caracterizar cada tipo de biocarb6n antes de su
aplicacion al suelo, no solo en términos de las contribuciones favorables, sino
también en términos de los riesgos eco-toxicologicos (Kloss, y otros, 2012).
Diversas investigaciones reportan que el biocarbon tienden a reducir la
biodisponibilidad y la eficacia de pesticidas, en consecuencia, puede influir en la
sorcion — asociacion de compuestos quimicos con el suelo- de pesticidas
(disminuye la disponibilidad y eficiencia de los plaguicidas) y otros contaminantes
organicos del suelo generando un impacto ecotoxicolégico (Kookana, 2010). Sin
embargo, se requieren mas estudios para dilucidar mejor este tema.
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Otra limitante para la adopcion del biocarbon es la gran variabilidad en las
caracteristicas del biocarbon como funcidbn de materias primas y de las
condiciones de pirdlisis, lo que resulta en diferentes impactos en la respuesta de
la planta (como la concentracibn de elementos constituyentes, densidad,
porosidad y dureza) (Spokas, y otros, 2012; Elad, y otros, 2011). A esto se le
suma que las condiciones regionales incluidos el clima, y las caracteristicas fisicas
y quimicas del suelo influyen sobre los beneficios agronomicos del biocarbon. Por
estas razones es necesario continuar con estudios que aporten informacion sobre
las caracteristicas y efectos del biocarbén.

2.2.5 Microorganismos del suelo

La fitosfera es un habitat atractivo para los microorganismos debido a la
disponibilidad de muchos nutrientes y la estabilidad ambiental (Ikeda, y otros,
2009). Dentro de ella hay una zona llamada rizésfera que se define como la
estrecha zona del suelo que rodea las raices de las plantas (liberan C), en ella se
observa una gran actividad microbiana en comparacion al suelo que no hace parte
de esta area (Tarkka, y otros, 2008). Existe un grupo de bacterias que habitan la
rizosfera denominas rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR)
(Tarkka, y otros, 2008). Estas bacterias promueven el crecimiento de las plantas
mediante la movilizacién de nutrientes inorganicos, la fijacion de nitrégeno y la
produccion de fitohormonas incluyendo auxinas, citoquininas y sustancias
volatiles, tales como butanodiol (Tarkka, y otros, 2008). Ademas, los
microorganismos son fundamentales en varios procesos biogeoquimicos pues
juegan un papel crucial en el reciclaje de la materia organica o contribucién a la
transferencia de energia en las redes alimentarias (Duarte, Cassio, & Pascoal,
2012).

Se considera que la estructura porosa del biocarbon juega un papel muy
importante en el aumento de biomasa microbiana, puesto que genera
microhabitats que son aprovechados por estos microorganismos (Lehmann &
Joseph, 2009). Y muchos de estos microorganismos del suelo tienen alto impacto
en la productividad de las plantas. Es por esto que se dilucida una interaccion
planta-bacteria-biocarbén.

2.2.6 Metodologia para evaluar la abundancia y diversidad de bacterias en el
suelo

Los estudios sobre la diversidad bacteriana son escasos y limitados a los generos
cultivables o al numero de diferentes morfotipos. La incapacidad de generar
cultivos puros para la mayoria de bacterias limita el conocimiento sobre la
biodiversidad bacteriana, pues estas técnicas solo nos permiten conocer una
fraccion muy pequefia (<1%) de las bacterias del suelo (Martin & Colleen, 1998).
Asi que las tecnicas microbiolégicas tradicionales resultan ser insuficientes para
examinar la composicion de las comunidades microbianas, por lo tanto las
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técnicas moleculares en la actualidad resultan ser herramientas muy poderosa
para conocer un mayor porcentaje de las comunidades bacterianas, dentro de
ellas la tecnica DGGE de la cual se habla en la siguiente seccion (Duarte, Cassio,
& Pascoal, 2012).

El gen ribosomal 16S rARN se utiliza frecuentemente como marcador filogenético.
Este gen ha permitido conocer la gran diversidad genética de las bacterias que
ahora se suben a la base de datos ribosomal Proyecto-Il. Hasta el 2008 habian
aproximadamente 418 000 secuencias de genes (Muhling, Woolven-Allen,
Murrell, & Joint, 2008). Este gen presenta tanto regiones hipervariables que
permiten estimar la diversidad bacteriana, como regiones altamente conservadas
gue permiten discriminar a las bacterias de otro grupo de organismos (Vétrovsky &
Baldrian, 2013).

La metagenOmica consiste en generar librerias gendmicas con fragmentos de
ADN de todos los organismos de una muestra. Las librerias gendémicas han sido
exitosas en la deteccién de nuevos clados bacterianos o la comparacion de
diferentes ambientes marinos en términos de composicion de la comunidad
bacterianas. Sin embargo, a pesar de la disminuciébn de los costos para la
secuenciacion de nucledtidos, el éxito de este enfoque es aun limitado porque la
enorme escala de diversidad bacteriana, por lo tanto muchos estudios emplean
otras metodologias como DGGE antes de realizar andlisis metagendémicos
(Muhling, Woolven-Allen, Murrell, & Joint, 2008).

En cuanto al andlisis la abundancia bacteriana, existen distintas metodologias
directas o indirectas para estimar la biomasa microbiona. Algunos métodos
indirectos se basan en la respiracibn microbiana como por ejemplo midiendo el
nivel del dioxido de carbono presente en el suelo ya que es una medida de la
actividad de los organismos del suelo (FAO e IFA, 2002). Otro método es el
namero de bacterias cultivables determinado por un conteo en placa. No obstante,
en la actualidad se prefieren técnicas de tincion usando fluorocromos como el
DAPI, ya que resulta ser el método mas acertado para la enumeracion de
bacterias totales presentes en una muestra, esta técnica se detallara en la seccion
de DAPI.

2.2.7 DGGE

Para separar productos de PCR de una misma longitud pero con diferentes
composiciones de nucleétidos se usa una electroforesis en gel de acrilamida
empleando un gradiente de desnaturalizacion, DGGE. Este gel presenta unas
condiciones de denaturalizacién proporcionadas por los volumenes de urea y
formamida (Duarte, y otros, 2012). El numero de bandas en el gel representa la
diversidad genética de la muestra (Muyzer, y otro, 1993). Algunas investigaciones
simuladas aseguran que el 95% de cambios en una sola base de los fragmentos
pueden ser detectados por esta técnica (Myers, y otros, 1985).
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Durante la desnaturalizacion, las dos hélices de ADN se separan. Pero es
necesario que las moléculas no se desnaturen completamente, ya que de ser asi
el ADN monocatenario correra por el gel y no permitira obtener la banda
correspondiente. Para impedir esta perdida de muestra se le afiade una
abrazadera de GC (40-60 nucleétidos) en el extremo 5 ' de uno de las cebadores
de PCR, generando en un extremo del fragmento un alto punto de fusion, lo que
permite que la muestra se adhiera al gel (Duarte, y otros, 2012).

La tecnica de DGGE es répida y econdémica, puesto que en un lapso de pocas
horas permite obtener una imagen de la diversidad y la estructura de las
comunidades microbianas presentes en la muestra (Watanabe, y otros, 2004); en
comparacion con otras técnicas de huella genetica como T-RFLP que implica el
uso de un secuenciador de ADN que representaria mucho mas tiempo y costos
(Duarte, y otros, 2012). Otra ventaja de la técnica de DGGE es que se puede
determinar la bundancia de taxones especificos por medio de la intensidad de las
banda (Nikolcheva, y otros, 2003). Ademas, esta técnica permite obtener
informacién taxondmica luego de ser revelado del gel, puesto que permite recortar
una de las bandas del gel re-amplificarla y secuenciarla, para obtener mayor
informacioén de interés y especifica (Duarte, y otros, 2012).

Las principales desventajas de utilizar DGGE son las mismas que presentan todas
las técnicas basadas en el ADN gue son la poca eficiencia de extraccion de ADN,
los sesgos de PCR vy la introduccion de contaminantes durante la extraccion del
ADN y PCR (Muyzer, y otros, 2004). Ademas, distintas secuencias de ADN
pueden migrar a un mismo sitio en el gel debido a un contenido similar de GC, por
ello una banda no necesariamente puede representar una especie (Duarte, y
otros, 2012).

Aungue el andlisis de fragmentos por DGGE tiene sus limitaciones, es importante
mencionar que puede usarse como un acercamiento premetagendmico para
comparar dos o0 mas muestras. Si las muestras difieren en los patrones de
bandas, entonces las comunidades bacterianas (generalmente se usa el gen 16S
rARN para su estudio) se catalogarian como diferentes, pero si exhiben patrones
de bandas similares se puede corroborar al realizando analisis adicionales
(Jackson, y otros, 2000).

Para analizar el gel resultante de la tecnica del DGGE se usan programas
especializados como GelCompar Il y Bionumerics (http://www.applied-maths.com/)
gue son los mas usados y permiten la caracterizacion de los patrones de bandas
(Rademaker & de Bruijn, 2004).
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2.2.8 DAPI

Es de gran relevancia conocer el numero de bacterias si se desea estudiar la
dinamica de las comunidades bacterianas. Una técnica que gana cada vez mas
acogida es el uso de fluorocromos que se unen al metrial genético y hacen visible
la presencia de microorganismos, un ejemplo de ellos es DAPI.

El DAPI es un marcador fluorescente de ADN Util para estudios del ciclo celular o
enumeracion de protistas unicelulares y bacterias. Este fluocromo tifie los
nucleodtidos y es permeable a la membrana celular, tifiendo tanto a celulas
muertas como viables (Kerrison & Steinke, 2010), lo cual le confiere cierta ventaja
de los métodos de fluorecencia frente a los demas métodos. El DAPI se une
preferiblemente a regiones ricas en A-T y no es un intercalante, emite un color
azul con un maximo de excitacién a una longitud de onda de 365nm (Yu, y otros,
1995).

Esta tincion no es especifica para bacterias sino que tifie indiscriminadamente el

material genético, por ello es necesaria la identificacion de grupo bacteriana de
acuerdo a su forma y tamafio (Kepner & Pratt, 1994).
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2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la aplicacion de biocarbédn al suelo sobre la productividad de
especies de cultivo seleccionadas (Oryza sativa, arroz y Capsicum annuum, aji) y
sobre la abundancia y diversidad de comunidades bacterianas.

2.3.2 Objetivos Especificos

1.

2.

Determinar el efecto de aplicar biocarbon al suelo sobre la productividad de
especies de cultivo.

Indicadores:

Biomasa (granos, tallos, hojas y paniculas), altura (planta y paniculas) y
namero de paniculas, tallos y hojas.

Calcular la abundancia y diversidad bacteriana en suelos en los cuales se
ha aplicado biocarbon.

Indicadores

Abundancia: Total de células contadas (células. g-1 suelo) y promedio de
células contadas utilizando la técnica de fluorescencia con marcador DAPI

Diversidad: Namero de bandas en perfil electroforético obtenido a partir de
ADN extraido del suelo, empleando la técnica de DGGE para la separacion
de fragmentos amplificados del gen 16S rARN. Célculo de indices de
diversidad a partir del patrén electroforético empleando el programa
GelCompare I

Evidenciar los cambios en fertilidad del suelo asociados a la aplicacién de
biocarbén.

Indicadores: Contenido de sodio, fésforo, potasio, calcio, magnesio,
aluminio, capacidad de intercambio cationico y pH.
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2.4 Metodologia
2.4.1 Obtencion Biocarboén

En este estudio se utilizd biocarb6n derivado de cascarilla de arroz, producido por
la arrocera La Esmeralda (Jamundi, Valle del Cauca, Colombia), el cual es
producido mediante pirdlisis controlada por 3 horas a 500 C.

2.4.2 Material vegetal

Se usaron semillas de arroz Oryza sativa spp. japonica cv. Azucena (Familia:
Poaceae) y semillas comerciales de Aji jalapefio Capsicum annuum (Familia:
Solanacea) de la marca Fercon.

Para esterilizar las semillas se agitaron en una solucién de hipoclorito al 2,5%
calentando a 37 ° C, por media hora. Luego se realizaron tres lavados con agua,
agitando 5 min por cada enjuague. Luego se incubaron las semillas a 37 ° C por
72 horas (para el aji se extendié el tiempo de incubaciéon ya que a las 72 horas las
semillas no habian germinado).

2.4.3 Disefio experimental y tratamientos
Con el fin de evaluar la interaccion planta-bacteria-biocarb6n y su efecto sobre la

productividad de dos especies de cultivo se implement6 un disefio factorial de dos
factores y dos niveles como se detalla a continuacion (Tabla 1).

Tabla 1. Detalles del disefio experimental y de los tratamientos establecidos para
realizar el experimento

Disefio experimental

Factor Nivel
L _ , + Biocarbon
Aplicacion de biocarbon Biocarbén (Control)
Estéril

Esterilizacion del suelo No estéril (Control)

Tratamientos
1.Suelo control (SC)
2.Suelo control + Biocarbon (SC+B)
3.Suelo esteéril (SE)
4.Suelo estéril + Biocarbon (SE+B)
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A cada uno de estos tratamientos se le asignaron 14 plantas (n=14) (excepto el
tratamiento (SE+B) que presentaba 15 plantas) en el caso del arroz y para el aji
fueron 9 plantas (n=9). En cada caso, se seleccionaron plantas con caracteristicas
homogéneas (altura, numero de hojas, vigor) y se distribuyeron al azar entre los
distintos tratamientos.

En el caso del arroz, cada unidad experimental consisti6 de un cilindro de
policroruro de vinilo (PVC) con un didmetro de 7,7 cm y una altura de 30cm.
Dependiendo del tratamiento, los cilindros fueron llenados con suelo, o con suelo
y una una mezcla de biocarbén y suelo (Proporcién 1/10) aplicada de forma
superficial hasta una profundidad de 5 cm. Se establecieron cinco tiempos de
muestreo para la recoleccion de suelo y la documentacion fotogréafica del
crecimiento de las plantas (0, 30, 60, 90 y 120 dias).

Para el aji se usaron semilleros de 7cm de profundidad y al igual que en el caso
del arroz, los recipientes fueron llenados con suelo, o con suelo y una mezcla de
biocarbén-suelo (Proporcion 1/10) aplicada de forma superficial hasta una
profundidad de 1,2cm. Las evaluaciones se limitaron al registro fotogréafico debido
a problemas con la germinacion y supervivencia de las plantas.

El experimento se realizé bajo condiciones semi-controladas en la casa de malla
de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Icesi.

2.4.4 Origen de suelo, esterilizacion del suelo y validacion de esterilidad

El suelo usado fue suelo de vivero, cuyas caracteristicas fisicoquimicas se
detallan en la Tabla 7. Para su esterilizacion, se separ6 el suelo en varias bolsas
resistentes al calor y se autoclavo cinco veces, a 121° C durante 1 hora (Figura 1).
Para validar la esterilidad del suelo, se extrajo un gramo de suelo de cada bolsa y
se mezcld con 10mL de una solucion de NaCl al 0.85% suplementada con
peptona al 1%, se agitdé por 1 hora. Luego se tomd una alicuota de 200 pL y se
inocul6 de manera superficial en agar nutritivo. Los cultivos se incubaron durante
24-48 horas hasta observar crecimiento de colonias bacterianas. La ausencia de
crecimiento se tomé como prueba de esterilidad (Figura 2).

Autoclave
121° C durante 1 hora
(5 ciclos)

Figura 1. Diagrama del proceso de esterilizacion del suelo
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1 hora 24-48 horas

Figura 2. Diagrama del proceso de validacion de esterilidad del suelo

2.4.5 Muestreo del suelo para analisis de abundancia y diversidad de
bacterias

Para realizar los analisis moleculares y microbiolégicos se tomaron muestras de
suelo a una profundidad de 10 cm de tres plantas distintas en cada tiempo de
muestreo (0, 30, 60, 90 y 120 dias). Las muestras se colectaron en bolsas
herméticas y se almacenaron a 4° C hasta ser analizadas.

2.4.6 Analisis de abundancia de bacterias

Se realiz6 un conteo directo de células usando la tincién fluorescente con el
colorante 4’,6-diamidino-2-fenilindole (DAPI), para determinar la abundancia
bacteriana.

En esta metodologia, se tomd una alicuota de la solucidon bacteriana obtenida
mediante centrifugacion diferencial con un gradiente de Nycondenz (a partir de
159 de suelo). Para el protocolo de centrifugacion diferencial utilizando Nycodenz
(1.3%), se homogeniz6 15g de suelo en 15mL de soluciébn NaCl 0.9% mediante
agitacion por 15 min, luego se centrifugé a 700 g por 15 min a 10°C y se colecto el
sobrenadante al filtrarse a través de una gasa -previamente saturada con NacCl
0.9%-, este proceso de agitacion se repitié tres veces (Poté, y otros, 2010).
Posteriormente, este sobrenadante colectado y filtrado se centrifugd a 7500 g por
20 min a 10 °C obteniéndose un pellet. Se descarto el sobrenadante y el pellet se
suspendi6 en 10mL de NaCl 0.9%. La resuspension fue transferida
cuidadosamente a un tubo falcon que contenia 5mL de Nycodenz (previamente
enfriado a 4°C) y se sometio a tres centrifugaciones secuenciales usando el rotor
pivotante a 1000 g, 2000 g y 4500 g por 40 min a 4°C, lo que permiti6 un
enriguecimiento de distintas fracciones bacterianas (Poté, y otros, 2010) y la
obtencion de un anillo a partir de estas fracciones. Finalmente se rescato el anillo
bacteriano y se resuspendié en 400uL de agua estéril, seguido por centrifugacion
a 10 000 g por 30 min para eliminar los residuos de Nycodenz. Se descarto en
sobrenadante y el pellet resultante se resuspendié en 250 pL de agua destilada.
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Para el conteo de bacteria, la resuspension del anillo bacteriano (250 pL) se
mezcldé con 800uL de formaldehido-PBS 20% (agente fijador) y las muestras se
incubaron a 37°C por 2 horas. Después, se agrego 20uL de una dilucion 1 mg/mL
de DAPI, y se dej6 tefiir por 15min. La solucion se filtr6 al vacio usando una
membrana de celulosa, que posteriormente se cortd y se colocé en un portaobjeto
cubierta con un cubreobjetos. Las membranas fueron observadas y fotografiadas
bajo el microscopio de fluorescencia (Figura 3). El conteo de microorganismo se
realiz6 de forma automética usando el programa ImageJ (http://imagej.nih.gov/).
La abundancia de bacterias presentes en el suelo se calculé empleando la
ecuacion

C= (MTCC)(CM)(FD)
= -

Donde,

TCC: Total de células contadas (células/ g de suelo)
MTCC: Promedio de células contadas

CM: Campos microscopicos

FD: Factor de dilucion

Vm: Volumen o gramos de muestra analizados

Formaldehido-PBS 20% Dilucién de DAPI

e 'y
PR NN ¥—
[ / [N ) = = ) — 1 Y/
) 250pL t = " ()
Incubadora Filtrado al
37°C por 2
horas

Microscopio

vacio de fluorescencia

Figura 3. Diagrama del proceso de tincion y visualizacion de bacterias usando
DAPI

2.4.7 Extraccion de ADN bacteriano

Para la extraccion de ADN bacteriano se usoé el Kit UltraClear Soil DNA Isolation
(MoBio Laboratories, Inc, USA). Sin embargo, para lograr una mejor purificacion
se realizaron lavados iniciales con tres soluciones tampon (buffers), cuya
composicion se muestra en la Tabla 2. De manera sucesiva, a la muestra de suelo
(400 mg) se afiadid6 1mL de solucién tampon, se mezclé con ayuda de un vortex
por 30 s, se invirti6 manualmente por 90s, se centrifugd a 3000g por 5min a 4°C y
finalmente se removié el sobrenadante (Whyte & Greer, 2005). Posteriormente se
procedi6 a la extraccion de ADN siguiendo las recomendaciones del kit.
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Tabla 2. Composicion de las soluciones tampon empleadas para el lavado de las
muestras de suelo, priori a la extraccion de ADN

Solucién Composicién
1 Tris-HCI (50mM), NaCl (200mM), EDTA (5mM), Triton X-100 (0,05%).
2 Tris-HCI (50mM), NaCl (200mM), EDTA (5mM).

3 Tris-HCI (10mM), EDTA (0,1mM).

La verificacion de la calidad del ADN extraido se comprobé mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%, corrido por 20 min a 82 voltios. La
cuantificacion de ADN se realiz6 mediante el uso del equipo Nanodrop 2000
(Thermo Fisher Scientific Inc).

2.4.8 Analisis de diversidad bacteriana

Para la determinacion de la diversidad bacteriana se amplificé un fragmento de la
region V3 del gen 16S rARN. Las condiciones para la PCR se muestran en la
Tabla 3. Se incluyeron dos controles positivos (Eschericia coli y Pantoea
agglomerans) y un control negativo. Se realiz6 una comprobacion de las
amplificaciones en geles de agarosa al 1%, corridos por 20 min a 82 voltios.

Tabla 3. Condiciones de PCR para la amplificaciéon del gen 16S rARN a partir
de ADN extraido de muestras de suelo

Paso Temperatura (°C) Tiempo (min) Actividad
1 95 5 Desnaturalizacion inicial
2 94 1 Desnaturalizacion
3 63 1 Alineamiento
4 72 45 seg Extension
5 72 10 Extension final

*Se realizaron 20 ciclos del paso 2 al 4.

La separacion de los fragmentos se realizd mediante electroforesis en gel de
acrilamida con un gradiente denaturante 45-55%. La electroforesis se corrié con
voltaje constante de 100 V y temperatura de 60°C por 18 horas. El revelado de los
geles de acrilamida se realiz6 usando Sybr Gold mezclado con buffer TAE 0,5X.
El andlisis de los patrones de bandas se realizé usando el software GelCompare Il
(Figura 4).
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PCR

Gen 16S rRNA Electroforesis en gel de
(Regidén V3) acrilamida con un gradiente
de desnaturalizacion (DGGE) Gel

GelCompare |l

Figura 4. Diagrama del analisis de diversidad bacteriana usando la técnica de
DGGE

2.4.9 Andlisis fisicoquimico del suelo

El analisis de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo se realiz6 en
colaboracion con el Laboratorio de Servicios Analiticos del CIAT. Se tomaron
muestras de los distintos tratamientos al inicio (dia 0) y final del experimento (dia
120).

2.4.10 Medidas de crecimiento y productividad

El crecimiento de las plantas de arroz y aji fue monitoreado semanalmente
durante el experimento y documentado mediante registro fotografico.

Para el arroz, al final del experimento (125 dias) se cuantifico el nimero de tallos,
namero de paniculas, nimero de hojas, numero de paniculas, nimero de granos,
altura de la planta, longitud de paniculas, biomasa de tallos, biomasa foliar,
biomasa de paniculas y biomasa de 100 granos, siguiendo los protocolos
establecidos en el Sistema Estandar de Evaluacion de arroz (SES) (Rice
Research Institute, 2002).

Para el aji, s6lo se realiz6 el registro fotografico debido a problemas de
supervivencia de las plantas que afectaron el numero de réplicas de los distintos
tratamientos.

2.4.11 Anélisis estadistico

El efecto de los tratamientos sobre las variables altura, biomasa foliar, peso de
paniculas, nimero de hojas, biomasa de tallos, peso total de granos, nUmero de
granos, peso de 100 granos, porcentaje de granos llenos y longitud de paniculas
se analizé empleando un ANOVA de una via, pues las variables cumplieron con
los supuestos de homogeneidad de varianza y distribucion normal. Para las
variables niamero de hojas, biomasa de tallos y longitud de paniculas, los datos
fueron ajustados a la distribucion normal, empleando la transformacion de
Johnson.
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Las variables de numero de tallos y numero de paniculas se analizaron
empleando estadistica no paramétrica, puesto que no satisfacian el supuesto de

normalidad.

Todos los analisis se realizaron empleando el software Minitab 17 (Minitab INC.).

Tabla 4. Matriz l6gica

Objetivo General

Evaluar el efecto de la aplicacién de biocarbén al suelo sobre la abundancia y diversidad de
comunidades bacterianas y sobre la productividad de especies de cultivo seleccionadas arroz
(Oryza sativa) y aji (Capsicum annuum).

Objetivos Especificos Actividades Indicadores Supuestos
Abundancia:
1. Tomar una alicuota de
solucién bacteriana obtenida Abundancia:

1. Determinar la
abundancia y diversidad
bacteriana en suelos en
los cuales se ha
aplicado biocarbon.

por el protocolo de
enriquecimiento con
Nycodenz

2. Teiiir con DAPI

3. Filtrar al vacio

4. Observar al microscopio
de fluorescencia

5. Analizar usando el
programa ImageJ

-NUmero total de
células contadas
(células. g-1
suelo)
-Promedio de
células contadas

Diversidad:

1. Extraer ADN del suelo

2. Amplificar un fragmento
del gen 16S rARN

3. Realizar electroforesis en
gel de acrilamida
empleando un gradiente de
desnaturalizacién (DGGE)
4. Tefir con Sybr Gold

5. Analizar usando el
programa GelCompare |Il.

Diversidad:
-NUmero de
bandas
-indices de
diversidad

-Equipos funciones
correctamente
-Reactivos
necesarios y que se
encuentren en buen
estado
-Exitosa extraccién
de ADN del suelo

2. Evaluar el efecto de
aplicar biocarbén al
suelo sobre la

1. Usar una balanza se
obtienen las distintas

-Biomasa de hojas
-Biomasa de tallos

-El equipo funcione

prod_uctlwdad d_e biomasas -Biomasa de correctamente
especies de cultivo. granos
-Contenido de
3. Evaluar los cambios iar | | materia organica, - La muestra
en fertilidad del suelo 1. Enviar la muestra a CIAT K, Ca, Na, Mg, Al permita obtener las
asociados a la (Centro Internacional de y ’P B distintas
aplicacion de biocarbén. Agricultura Tropical) -CIC mediciones
_pH
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Tabla 5. Cronograma de actividades

Actividad Noviembre | Diciembre | Enero | Febrero | Marzo | Abril | Mayo | Junio | Julio

Revision
bibliografica

Pedido de
reactivos

Periodo de
incubacion de
la muestra

Medidas de
abundancia

Medidas de
diversidad

Medida de
productividad

Caracterizacion
fisicoquimica
del sueloy el

biocarbén

Escritura del
informe

2.5 Resultados

2.5.1 Confirmacién de presencia de bacterias en el suelo y validacién del
proceso de esterilidad

En este estudio, se compararon cuatro tratamientos experimentales basados en
un modelo factorial con dos factores (suelo control y suelo estéril) y dos niveles
(+biocarbdn, -biocarbon). Antes de someter a las plantas a los tratamientos, se
procedio a: 1) Confirmar la presencia de bacterias en el suelos control y 2) Validar
que el proceso de esterilizacion del suelo, efectivamente eliminé a los
microorganismos del suelo.

Para comprobar la presencia de microorganismos en el suelo se procedio a aislar
la fraccion cultivable de bacterias del suelo control y se observé la presencia de
diferentes morfotipos bacterianos empleando diluciones seriadas del aislamiento
sembradas en medio nutritivo sélido (Figura 5).
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Figura 5. Bacterias cultivables presentes en el suelo control (no estéril),
observadas luego de diluciones seriadas de la fraccion bacteriana aislada del
suelo. (A) Dilucién 10-1, (B) 10-2, (C) 10-3, (D) 10-4 y (E) 10-5.

La esterilidad del suelo empleado en los tratamientos SE y SE + B, se verifico
empleando el mismo procedimiento. En este caso, no se observaron colonias
bacterianas (Figura 6) lo que indica que el proceso de esterilizacion fue efectivo.

Figura 6. Validacion de esterilidad para el suelo empleando en tratamientos
SE y SE + B. (A) Suelo estéril usado para el experimento del aji, (B) Suelo estéril
usado para el experimento de arroz.

2.5.2 Efecto de la aplicacion de biocarbdn derivado de cascarilla de arroz
sobre el crecimiento de Capsicum annuum (aji).

Las semillas de aji desde el proceso de germinacién presentaron algunas
limitaciones, por ejemplo, requirieron mas tiempo de incubacién para germinar y
su porcentaje de germinacion fue bajo en comparacion con las semillas de arroz.
Esto determiné diferencias en el desarrollo de las plantas desde el inicio hasta el
final del experimento, pues solo algunas pocas plantas llegaron a producir frutos.
Transcurridos 50 dias luego de la aplicacion de los distintos tratamientos (DDT)
las plantas de aji mostraban clorosis en sus hojas y tallos débiles. Por estas
razones sOlo se tomo registro fotografico de este experimento (Figura 7) y no se
realizaron mediciones cuantitativas del crecimiento ni los analisis microbiol6gicos
inicialmente previstos para esta especie.
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La heterogeneidad de desarrollo observada en las plantas desde el inicio del
experimento, no permite concluir sobre el efecto del biocarbdn derivado de la
cascarilla de arroz en esta especie (Figura 7).

Figura 7. Desarrollo de las plantas de aji, luego de estar sometidas a los distintos
tratamientos durante 108 dias.

2.5.3 Efecto de la aplicacién de biocarb6n derivado de cascarilla de arroz
sobre el crecimiento de Oryza sativa cv. Azucena

El crecimiento de las plantas de arroz fue monitoreado semanalmente durante el
experimento y documentado mediante registro fotografico a 56, 64, 71, 90 y 125
DDT (Figuras 8 y 9).

Al inicio del experimento, se seleccionaron plantas con caracteristicas
homogéneas en relacién a la altura, nUmero de hojas y vigor, las cuales se
distribuyeron aleatoriamente entre los distintos tratamientos. El efecto de los
tratamientos aplicados fue evidente a partir de 40 DDT. Si bien todas las plantas
mostraban un aspecto saludable, aquellas cultivadas sobre suelo estéril
(tratamiento SE) exhibian un menor desarrollo de biomasa aérea en comparacion
con las plantas cultivadas en el suelo control (SC). La aplicacién de biocarbén
promovié el crecimiento de las plantas tanto en SE (tratamiento SE + B) como SC
(SC + B), pero su efecto fue mayor en las plantas cultivadas en SE (Figuras 8 y 9).
Las diferencias observadas entre los tratamientos en relacion al desarrollo de la
biomasa aérea de las plantas disminuyeron a través del tiempo, aunque se

32



detectaron diferencias estadisticamente significativas para distintos parametros de
crecimiento al momento de la cosecha, como se describir4 posteriormente.

El impacto de los tratamientos sobre el desarrollo de las raices se evaluo
cualitativamente al final del experimento (Figura 10). Las plantas cultivadas en SE
mostraron un limitado desarrollo radicular en comparacion con las plantas
mantenidas en SC. En estas plantas, la adiciéon de biocarbén (SE+B) promovio el
desarrollo radicular. En contraposicion, las plantas en el tratamiento SC+B
exhibieron una menor produccion de raices, comparadas con su control (SC).

Las plantas sometidas a los tratamientos SC, SC+B y SE+B alcanzaron 50% de
floracion a los 87 DDT (Tabla 6). En el tratamiento SE se observé un ligero retraso
(2-3 dias) en la emergencia de las paniculas.

Tabla 6. Numero de dias para alcanzar el 50% de floracion en los distintos
tratamientos

PORCENTAJE DE FLORACION (%)

DDT SC SC+B SE SE+B
85 21,43 7,14 0,00 26,67
86 21,43 14,29 0,00 26,67
87 42,86 35,71 14,29 40,00
89 78,57 71,43 42,86 60,00
20 78,57 92,86 42,86 80,00
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Dia71 Dia 90 Dia 125

Figura 8. Diferencias de desarrollo exhibidas por las plantas de arroz bajo
los cuatro tratamientos experimentales.

Panel superior, de izquierda a derecha: SC+B, SC, SE+B y SE.

Panel inferior de izquierda a derecha: SC+B, SE+B, SCy SE.

Las fotografias fueron tomadas a los 56, 64, 71, 90y 125 DDT.
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Figura 9. Uniformidad de respuesta de crecimiento de las plantas de sometidas a
los distintos tratamientos. Se muestran la totalidad de plantas bajo cada
tratamiento luego de 56 DDT.

35



SC SC+B SE SE+B

Figura 10. Diferencias observadas en el desarrollo del sistema radicular en
respuesta a los distintos tratamientos al final del experimento (125 DDT).

Como se mencion6d anteriormente, al final del experimento se evaluaron
cuantitativamente diferentes parametros de crecimiento (altura, nimero de tallos,
namero de paniculas, nimero de hojas, y longitud de paniculas) y de rendimiento
(peso de granos, numero de granos, % granos vanos).

En relacion a la altura, se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los distintos tratamientos (Figura 11A). Las plantas cultivadas en SC
alcanzaron un mayor porte en comparacion con las plantas cultivadas en SE. La
adicion de biocarbon afect6 positiva y significativamente este parametro, tanto al
aplicarse en SC como en SE. La altura presentada por las plantas cultivadas en
SE+B fue mayor que las de SC.

Un patron similar se observé para la produccion de biomasa foliar y biomasa de
tallos, aunque para este parametro las diferencias entre los tratamientos SC y SE
fue mas marcada (Figura 11B-C), al igual que el impacto positivo de la adicion del
biocarbon. Es de resaltar que la adicion de biocarbén a SE (SE+B) promovio la
produccion de biomasa aérea a niveles similares a los observados en SC y SC+B.
Los patrones de acumulacion de biomasa aérea observados se asociaron con
diferencias en el nimero de tallos y numero de hojas entre los distintos
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tratamientos (Figura 11D-E). Se observé en el tratamiento SE+B se promovio el
namero de tallos y hojas con valores similares a los observados en SC+B.

Diferencias significativas también se observaron en relacion a los parametros
asociados al rendimiento (Figura 12), particularmente en respuesta a la adicion de
biocarbon. Las plantas cultivadas en suelos enmendados con biocarbon
mostraron un aumento significativo en el nimero y peso de las paniculas (Figura
12A-B). La longitud de las paniculas no varié en respuesta a los tratamientos, lo
cual es un resultado esperado pues es un caracter muy estable en arroz (Figura
12C).

Un mayor rendimiento agronémico, medido como peso total de los granos y
namero de granos, se observO en las plantas cultivadas en presencia de
biocarbon tanto sobre SC como sobre SE. Diferencias significativas también
fueron observadas entre las plantas cultivadas en SC y SE (Figura 13A-B). En el
porcentaje de granos llenos (Figura 14A), se observo diferencia significativa entre
los tratamientos SC vs SE y una diferencia mas marcada entres el tratamiento SE
vs SE+B. Es importante resaltar que no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el porcentaje de granos llenos (Figura 14B).
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Figura 11. Respuesta de crecimiento las plantas de arroz a los distintos
tratamientos. (A) Altura, (B) Biomasa foliar, (C) Biomasa de tallos, (D) Namero de tallos
y (E) Numero de hojas. Las mediciones se realizaron al final del experimento (125 DDT).
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Figura 12. Respuesta de crecimiento las plantas de arroz a los distintos
tratamientos. (A) Numero de paniculas, (B) Peso de paniculas y (C) Longitud de
panicula. Las mediciones se realizaron al final del experimento (125 DDT).
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Figura 13. Respuesta de rendimiento de las plantas de arroz a los distintos
tratamientos. (A) Nimero de granos y (B) Peso total de granos. Las mediciones se
realizaron al final del experimento (125 DDT).
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Porcentaje de granos llenos
SC vs SC+B p>0.05
0,00
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SC+B vs SE+B p>0.05

Figura 14. Respuesta del rendimiento de las plantas de arroz a los distintos
tratamientos. (A) Peso de 100 granos y (B) Porcentaje de granos llenos. Las mediciones
se realizaron al final del experimento (125 DDT).

2.5.4 Caracteristicas fisicoquimicas del suelo y biocarbén

El analisis de las propiedades fisicoquimicas realizado para el suelo de cada uno
de los tratamientos al inicio (dia 0) y final (120 dias) del experimento se muestra
en la Tabla 7.

La aplicacion de biocarbon generé un aumento inmediato en el contenido de
elementos minerales disponibles para el crecimiento y el desarrollo de las plantas
como lo son el fésforo disponible (P-Bray 1), calcio (Ca), magnesio (Mg) y potasio
(K). Es importante resaltar que el aluminio (Al) present6 una disminucion al aplicar
biocarbén, fenbmeno que es relevante debido a que este elemento es tdxico en
las plantas. EIl biocarbén aument6 el pH, lo cual pudo influir en el crecimiento de
la planta directa o indirectamente mediante su efecto sobre la disponibilidad de
nutrientes. Un aumento del pH también fue observado en los tratamientos SC y
SE al final del experimento, posiblemente asociado al efecto de la planta
(secrecion de compuesto) o la actividad microbiana.

Tabla 7. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo de los distintos tratamientos
determinadas al inicio (dia 0) y final del experimento (120 DDT).

Tratamiento pH P-Brayll MO Ca Mg K Al CICE
(mg/Kg) (g/Kg) (Cmol/Kg) (Cmol/Kg) (Cmol/Kg) (Cmol/Kg) (Cmol/
Kg)
Dia 0
SC 4,7 6,4 267,5 1,6 0,9 1,8 1,3 5,6
SC+B 51 30,6 220,5 2,3 1,8 3,5 0,4 8,0
SE 4,7 9,6 255,5 1,4 0,8 0,5 15 4,2
SE+B 5,0 26,4 231,5 15 11 1,7 0,9 52
Dia 120
SC 54 1,3 227,1 3,0 2,0 0,8 0,4 6,3
SC+B 52 2,2 255,5 1,6 0,7 0,3 0,9 3,6
SE 54 2,2 504,4 2,2 11 0,4 0,6 4,4
SE+B 55 1,9 244.6 1,8 1,0 0,33 0,7 3,9
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2.5.5 Abundancia de bacterias mediante técnica de fluorescencia (DAPI)

El enriquecimiento bacteriano mediante centrifugacion en gradiente de Nycodenz
permitié obtener un anillo bacteriano definido (Figura 15).

6 —
5 > Anillo
- bacteriano
4 ——
-
3 =
4 2
Células
2 '// eucariotas
' Zalrticu:as Figura 15. Anillo bacteriano obtenido por centrifugacion
e suelo diferencial con gradiente de Nycodenz.

Se usaron fotografias digitales de las muestras tefiidas con DAPI para realizar el
conteo del niumero de bacterias usando el programa ImageJ. En la Figura 16 Se
observa una mayor diversidad de bacterias en los tratamientos que poseen
biocarbon.

SC SC+B SE SE+B

Figura 16. Fotografias de bacterias tefiidas con DAPI, 120 DDT.

Tabla 8. Bacterias totales cuantificadas mediante tincion fluorescente con DAPI.

Bacterias totales (células. g'lsuelo)

Dias de incubacién SC SC+B SE SE+B
0 358,6 + 2285 66,6+ 40,9 229+217 57,1 +51,8
30 866,8 +195,8 399,8 +221,8 1085,1 + 315,2 718,3 +710,2
60 2660,8 £ 62,0 677,2+67,5 847,6 +298,2 1479,1 +1360,5
90 861,4+4431 9179+481,9 1223,4+570,7 1678,8+ 1053,9

Los resultados obtenidos muestran un aumento en la abundancia de las bacterias
a través del tiempo de incubacion del experimento (Tabla 8). Sin embargo, no se
observé un efecto claro de la adicién de biocarbdn.
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2.5.6 Extraccion del ADN bacteriano

La extraccibn de ADN bacteriano se realizé a partir de 0,25 g de suelo como lo
indica el fabricante del kit comercial “UltraClean Soil DNA Isolation”. La
electroforesis en gel de agarosa demostrd la obtencién de ADN de alta calidad
(Figura 17).

1482 53 455 6 /i S OR108 1181

M R —

Figura 17. ADN total extraido de distintas muestras de suelo antes de la
amplificacion V3 del gen 16S rARN . Carril 1-3; SC, 60 DDT. Carril 4-6; SC+B, 60 DDT.
Carril 7-9; SC, 90 DDT. Carril 10-12; SC+B, 90 DDT.

2.5.7 Amplificacién del gen 16S rARN mediante PCR
Se realiz6 una PCR anidada para amplificar el gen 16S rARN. A partir del ADN

extraido mediante el kit se corrié una primera reaccion de PCR utilizando los
iniciadores 518F y 800R que generan un fragmento de 282 pb (Figura 18).

8 9 10 11 12

Figura 18. Amplificacién del gen 16S con los iniciadores 518F y 800R. Carril 1-6
corresponden a tres réplicas del tratamiento SC y SC+B, 60 DDT, respectivamente. Los
carriles 7-12 corresponden a tres réplicas del tratamiento SC y SC+B, 90 DDT,
respectivamente. (+) E. coli y P. agglomerans, respectivamente; (-) Control negativo de la
reaccion; (MM) Marcador molecular.
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La segunda reaccion de PCR se corrio a partir del producto de la primera PCR. Se
usaron los iniciadores 518F con una cola de GC y 800R que generan un
fragmento de 322 pb (Figura 19). La amplificacion del fragmento fue exitosa en
todas las muestras.

Figura 19. PCR anidada con los iniciadores 518F-GC y 800R. Los carriles 1, 2y 3
corresponden a tres réplicas del tratamiento SC en el dia 60. Los carriles 4,5, 6, 7,8y 9
corresponden a tres réplicas del tratamiento SC y SC+B en el dia 90, respectivamente.
(+) E. coliy P. agglomerans, respectivamente; (-) Controles negativos de la reaccion; MM)
Marcador molecular.

2.5.8 Analisis de diversidad bacteriana mediante la técnica del DGGE

En este estudio, solo alcanzamos a realizar una corrida de DGGE para un
pequefio grupo de muestras, debido a retrasos en la llegada de los reactivos
necesarios para preparar los geles de acrilamida. Esperamos completar estos
andlisis una vez contemos con los reactivos.

La electroforesis en gradiente denaturante permite evaluar la diversidad

bacteriana presente en el suelo pues detecta multiples bandas, como puede
observarse en las muestras correspondientes a este estudio (Figura 20).
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Figura 20. DGGE para algunas muestras. Carril 2-4; SC+B, 0 DDT. Carril 5, 9y 10; SC, 0
DDT. Carril 11) E.coli, 12) P. agglomerans y 1) mezcla de controles. Carril 6-8; muestras
gue no conciernen al experimento.
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2.6 Discusioén

El biocarbén se ha propuesto como una enmienda organica de suelos
degradados, ya que sus efectos afectan tanto a las propiedades fisicoquimicas del
suelo como a la microbiota (Barrow, 2012). No obstante, debido a que el
biocarbén tiene una residencia a escala milenaria en el suelo y sus cualidades
varian de acuerdo a la materia biolégica de la cual se derivan y al proceso de
pirolisis, es necesario estudiar los distintos efectos y si estos persisten en el
tiempo (Spokas, y otros, 2012).

Para conocer las diferentes propiedades del biocarb6én sobre los diferentes
procesos del suelo se han realizado experimentos a corto plazo para acercarse al
conocimiento de la interaccion planta-bacteria-biocarbon. En este trabajo se
plante6é como objetivo estudiar la interaccion planta-bacteria-biocarbén y su efecto
promotor sobre la productividad de especies de cultivo. Para alcanzar este
objetivo, se midieron distintas variables fenotipicas de las plantas de arroz al final
del experimento para conocer los efectos sobre la productividad al aplicar
biocarbén derivado de cascarilla de arroz y para el analisis de las comunidades
bacterianas se determind la abundancia usando el conteo directo mediante la
tincion con DAPI. De manera complementaria se analizaron las propiedades
fisicoquimicas de suelo de los distintos tratamientos. Para observar solo los
efectos del biocarbén sobre las propiedades fisicoquimicas se establecid un
tratamiento con suelo estéril para eliminar los efectos asociados a las
modificaciones que generan los microorganismos.

La aplicacién de biocarbén promovié el crecimiento de las plantas, tanto a nivel de
la biomasa aérea como del desarrollo radicular. Aumentos similares en la biomasa
de la planta al aplicar biocarb6on han sido reportados en otros estudios como es el
caso de la investigacion liderada por Petter y colaboradores (2012) que
observaron aumento de la acumulacion de biomasa de un cultivo de arroz al
aplicarle biocarbon proveniente de Eucalyptusm usaron plantas de arroz y fueron
cultivadas en campo.

La aplicacion de biocarbon tanto a SC como SE promoviéo el aumento de
diferentes componentes del crecimiento y productividad de la planta. En relacién a
la altura (altamente significativa), biomasa foliar, biomasa de tallos (altamente
significativo), nimero de hojas, nimero de paniculas y peso de paniculas se ve un
efecto positivo y significativo de la aplicacion del biocarbdén. Estos resultados
coinciden con los encontrados en otras investigaciones donde la aplicacion de
biocarbén tuvo efectos importantes en el rendimiento y productividad de plantas
de arroz (Asai, y otros, 2009; Petter, y otros, 2012), datos que podrian se de
interes para los agricultores y empresas del sector agricola que busquen mejorar
el rendimiento de sus cultivos y recuperar suelos degradados -disminuye la
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deforestacion en busca de tierras cultivadas-. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que la respuesta produccidas por el biocarb6n pueden variar dependiendo
de la dosis, del tipo de suelo, de las condiciones climaticas de la zona del cultivo,
de la materia prima de la cual deriva el biocarbon y de las condiciones de proceso
de pirolisis (Spokas, y otros, 2012).

Las diferencias observadas en el crecimiento de las plantas entre los tratamientos
SE y SC indican que la esterilizacion de los suelos ejercid un efecto negativo. La
comparacion de pH, contenido nutricional, contenido de MO y CICE indican que
tal efecto no estd relacionado con la alteracidén de las propiedades fisicoquimicas
del suelo, sino con la ausencia de microorganismos. Es de resaltar que la adicion
de biocarbén a SE (SE+B) promovio el aumento del numero de tallos, biomasa
foliar, nUmero de paniculas y peso de paniculas a niveles observados en SC y
SC+B, lo cual indica que el biocarbon es un buen candidato para enmendar
suelos con baja abundancia de microorganismos. Y la baja densidad de
microorganismos en los suelos -puede ser consecuencia del abuso uso de
fertilizantes quimicos- se asocia con baja productividad de los cultivos, pero este
efecto positivo que se observa del biocarbdén sobre las plantas muestra el gran
potencial de este para recuperar suelos degradados.

El efecto promotor del crecimiento inducido por el biocarbén podria estar asociado
con una mayor disponibilidad de nutrientes pues los andlisis fisicoquimicos
demostraron un aumento de P y K, dos elementos que normalmente limitan el
crecimiento y la productividad de este cultivo. El aumento en la concentracion de
estos elementos esta directamente asociado a la adicion de biocarbon, pues
andlisis previos de la composicion quimica del biocarbon realizado en nuestro
laboratorio, mostro un alto contenido de estos elementos (Anexo 1).

Los suelos tratados con biocarbén mostraron un aumento del pH, lo cual pudo
favorecer el crecimiento directa e indirectamente a través de una mayor
disponibilidad de nutrientes como Ca, K, Mg y P. Estudios previos realizados en el
laboratorio de Fisiologia Vegetal de la Universidad Icesi, han mostrado efectos
similares de este biocarbén al aplicarse a otros suelos (Belalcazar, 2013).
Adicionalmente, trabajos realizados como por ejemplo el estudio liderado por
Rojkovich y colaboradores en 2011, mostraron un aumento en el contenido de P,
Ky otros elementos minerales en el suelo como el Mg al aplicar biocarbén al suelo
(Rajkovich, y otros, 2011).

El pH es un parametro muy importante porque ademas de ser determinante en la
disponibilidad de los nutrientes también es una de las variables relevantes
(valores entre 5y 6) a la hora de describir las condiciones éptimas que favorecer
el establecimiento de organismos del suelo junto con la humedad, temperatura
(valores entre15 y 35 °C) y cantidad de materia organica (FAO e IFA, 2002).
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En este experimento se observo que la aplicacion de biocarbdn a suelo estéril
promovié el aumento de la abundancia bacteriana. En los tratamientos SE y
SE+B, la abundancia de bacterias aument6 a través del tiempo y a partir del dia
60 se observdo una mayor abundancia en SE+B. Lehmann y colaboradores
también reportan al igual que los datos presentes en este estudio que al aplicar
biocarbon que la biomasa microbiana aumentos (Lehmann, y otros, 2011). No
obstante, es dificil atribuir el efecto del biocarbon exclusivamente al aumento de la
abundancia de bacterias, pues, como se menciond anteriormente, también se
observd que éste afectd la disponibilidad de nutrientes y el pH del suelo. Por otro
lado, un efecto positivo del biocarbon también fue observado en SC, y en este
caso, no se observo un aumento de la abundancia de bacterias luego de aplicar
biocarbon.

Un aspecto importante para establecer si el efecto del biocarbdn esta relacionado
con la actividad bacteriana es evaluar cambios en la riqueza y diversidad de las
comunidades de bacterias. Un objetivo de este estudio fue evaluar estos
pardmetros empleando la técnica de DGGE, la cual permite la separacion de
fragmentos de ADN con base en su secuencia (Muyzer, de Waal, & Uitterlinden,
1993). En este estudio usé la regién V3 del gen 16S rARN ya que es la secuencia
mas usada para determinar diversidad bacteriana pues posee suficiente
variabilidad. Sin embargo, no alcanzamos a obtener los resultados completos
debido a retrasos en la entrega de reactivos.

En relacion al uso de DGGE, es importante resaltar, que en este trabajo se
estandarizé la metodologia de extraccion de ADN para el suelo de vivero que se
utilizé en el experimento realizando unos lavados previos a las muestras de suelo
segun el protocolo de extraccion de ADN de Whyte & Greer (2005). Esto se
realizé con el de limpiar la muestra de sustancias que pudieran interferir con la
extraccion de ADN y posterior PCR, limitantes de la técnica de DGGE (Muyzer, y
otros, 2004). También se logré estandarizar el método de enriquecimiento con
Nycodenz para las muestras de suelo de vivero que se usé en este estudio, al
realizar tres agitaciones iniciales con NaCl 0.9% vy realizar tres centrifugaciones
secuenciales de 1000, 2000 y 4500g de la muestra con Nycodenz, estas
modificaciones se tomaron del protocolo de Poté, y colaboradores (2010) lo que
permité obtener un mejor anillo con distintas fracciones bacteriana.

De acuerdo a analisis anterior se observa que el efecto del biocarbén no solo se
debe a un solo factor, sino que este influye sobre distintas propiedades del suelo
gue se relacionadas entre si. Si se analiza la raiz de la planta puede absorber los
nutrientes solo en forma disuelta -es decir lo presente en la solucion del suelo
(FAO e IFA, 2002)- y como el biocarbén afecta la retencién de humedad (Barrow,
2012) podria estar afectando esta disponibilidad de nutrientes. La humedad
incrementada por la retencién de agua junto con los microhabitas proporcionados
por la porosidad del biocarb6én proporcionan un ambiente que favorecer la
proliferacion de bacterias (Lehmann & Joseph, 2009), y las bacterias exhiben una
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estrecha relacion con las plantas y la presencia de estos microorganismos afectan
el crecimiento y productividad de los cultivos al proporcionar nutrientes a las
plantas (Tarkka, y otros, 2008). Ademas, el biocarbon tiene efectos sobre
propiedades fisicoquimicas del suelo como el pH que determina a disponibilidad
de nutrientes y valores determinados favorecen el establecimiento de bacterias.
Todo esto proporciona un escenario en el que se ven involucradas propiedades
del suelo, microbiota del suelo y caracteristicas del biocarbén, interactuando entre
si dilucidando una relacion planta-bacteria-biocarbon.

El presente trabajo establecid diferencias cualitativas y cuantitativas de las plantas
de arroz tratadas con biocarbon y sin biocarbén. Ademas, evidencio un aumento
en la abundancia de bacterias al aplicar biocarbén al suelo. Y asevero el efecto
encalador que exhibe el biocarbon en los suelos.
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2.7 Potenciales beneficiarios

Este proyecto aporté informacion relevante sobre la relacion planta-bacteria-
biocarbon y su efecto promotor sobre la productividad de dos especies de cultivo,
usando como indicadores medidas del crecimiento y productividad, y de
abundancia de bacterias del suelo.

Los resultados de este proyecto generan informacion relevante tanto para
empresas relacionadas con el sector agricola que busquen estrategias que les
permitan aumentar la productividad de sus cultivos y busquen recuperar suelos
degradados que ya no pueden utilizar; y a futuras investigaciones sobre el
biocarbon, tanto en la generacion de nuevo conocimiento como a nivel aplicado.
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2.8 Impacto ambiental

El us6 de biocarbdn es una estrategia que permite recuperar suelos degradados
por la actividad agricola y aumentar la productividad de cultivos, gracias a sus
efectos sobre las propiedades fisicoquimicas del suelo y su microbiota. Ademas,
su uso puede disminuir los fertilizantes quimicos que causan gran contaminacion y
degradan los suelos.

En este proyecto se utilizaron reactivos toxicos, que luego se desecharon de
acuerdo a las reglas utilizadas para el tratamiento de residuos de la Universidad
Icesi y lograr de esta manera reducir al maximo el riesgo de contaminar el
ambiente.
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2.9 Conclusiones

1. La adicion de biocarbén derivado de cascarilla de arroz al suelo promovio el
crecimiento y productividad de las plantas de arroz, afirmacion basada
medidas de la altura; numero de tallos, paniculas, granos y hojas; y peso
de tallos, hojas, paniculas y granos.

2. La adicion de biocarbon proveniente de cascarilla de arroz al suelo origind
un aumento en la abundancia de bacterias segun el conteo directo usando
la técnica de tincién con DAPI.

3. Las caracteristicas fisicoquimicas que se vieron favorecidas por la
aplicacion de biocarbén derivado de cascarilla de arroz al suelo fueron el
fésforo disponible (P-Bray 1), calcio (Ca), magnesio (Mg) y Potasio (K), y
también se evidencié un aumento en el pH.

4. La porosidad del biocarbén junto con la retencion de agua y nutrientes
puede estar relacionada con el establecimiento de la microbiota que a su
vez favorecen el crecimiento vegetal. Ademas, el biocarbon también tiene
efectos sobre el pH que determina a disponibilidad de nutrientes y valores
determinados favorecen el establecimiento de bacterias. Mostrando de esta
manera un escenario donde el biocarbon afecta distintas propiedades del
suelo, la microbiota y el crecimiento de las plantas que se ven relacionadas
entre si.
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2.10 Recomendaciones

1.

Para realizar el conteo de bacterias mediante la tincion con DAPI se
recomienda modificar la metodologia para obtener mejores imagenes,
puesto que algunas zonas de las membranas que se humedecieron de
manera accidental con aceite de inmersion -usado para la visualizacién en
el objetivo 100X del microscopio- mostraron una mejor definicion. Indicando
que es posible obtener una mejor definicion de la imagen y para ello se
requiere modificar la metodologia.

Se recomienda usar las modificaciones del uso de ImageJ aprovechando el
uso de las herramientas que permiten binarizar la imagen y hacer un
conteo automatico, rapido y preciso, del numero de bacterias tefiidas con
DAPI.

Para obtener mejores resultados en la extraccion de ADN se recomienda
usar los tres lavados iniciales con los distintos buffers para limpiar la
muestra antes de usar el kit de extraccion, indicados en la estandarizacion
de la extraccion.

Se recomienda la realizaciéon de tres agitaciones iniciales con NaCl 0.9% en
el proceso del enriquecimiento con Nycodenz para obtener una mejor
coleccion de la muestra como lo recomienda Poté, y otros.

Para conseguir un anillo con distintas fracciones bacterianas en el proceso
de enriquecimiento con Nycodenz se recomienda realizar tres
centrifugaciones 1000 g, 2000 g y 4500 g por 40 min a 4°C al centrifugar la
muestra con Nycodenz como lo recomienda Poté, y otros.
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2.12 Anexos

Tabla 9. Caracteristicas fisicoquimicas del biocarbon derivado de cascarilla
de arroz

International BioChar Initiative (1BI) Nivell
Himedo  Seco

Humedad 3.3 0 Porcentaje
Cenizastotales 69.7 72 Porcentaje
Cenizasno acidas solubles 0.48 0.5 % de cenizatotal
Cenizas dcidas solubles 96.2 99.5 % de cenizatotal
Carbén orgénico 17 17.6 Porcentaje
Carbéninorgénico 0.31 0.32 Porcentaje
Hidrégeno/carbono 111 1.11 Tasa molar
Hidrégeno 1.6 16 Porcentaje
Nitrégeno total 0.41 0.43 Porcentaje
Oxigeno total 7.8 8 Porcentaje
pH 8.72 NA Unidades
Abono con cal(valorneutro) 0.64 0.66 %CaC0o3
Abono con cal (valor carbonato) 2.6 2.7 %CaC0o4
Calcio(Ca) 0.053 0.055 Porcentaje
Magnesio (Mg) 0.019 0.01% Porcentaje
Actividad (Butano) 11 11 g/100g
Areasuperficial (correlacién con butana) 168 169 m2/g
Densidad de masa 11.28 10.9 Ibfcuft
Azufre (5) 1.7 1.7 Porcentaje
Hierro(Fe) 0.035 0.036 Porcentaje
Manganeso (Mn) 0.019 0.019 Porcentaie

International BioChar Initiative (1BI} Nivelll

Hamedo Seco Maximo permitido Unidades
Arsénico (As) 0.16 0.16 13 mg/Kg
Cadmio(Cd) 0.034  0.035 1.4 mg/Kg
Cobalto(Co) 0.34 0.35 93 mg/Kg
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Cromo (Cr) 0.19 0.2 34 mg/Kg

Cobre (Cu) 6.3 6.6 143 mg/Kg
Plomo (Pb) 0.42 0.4 121 mg/Kg
Molibdeno (Mo) 0.01 0.01 5 mg/Kg
Mercurio (Hg) 0.01 0.01 1 mg/Kg
Niguel (Ni) 0.36 0.38 47 mg/Kg
Selenio (Se) 0.048 0.05 2 mg/Kg
Zinc(Zn) 6.8 7.1 416 mg/Kg
Boro (B) 3.9 4 Declaracién mg/Kg
Cloro(Cl) 491 508 Declaracién mg/Kg
Sodio (Na) 1327 1372 Declaracion mg/Kg

Propiedades bdsicasde
mejora del suelo

Potasio (K) 0.56 0.58 Declaracion Porcentaje
Fosforo(P) 0.2 0.2 Declaracidn Porcentaje
Amonio (NH4-N) 0.1 0.1 Declaracion mg/Kg
Nitrato (NO3-N) 25 2.6 Declaracion mg/Kg
Fosforo (P) disponible 1387 1434 Declaracidn mg/Kg
Conductividad eléctrica 0.75 MNA Declaracion ds/m
Humedad 3.3 0 Declaracion Porcentaje
pH 8.72 NA Declaracidn Unidades

(Belalcazar, 2013)
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