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Un creciente interés en el estudio del efecto de la
adicion de biochar al suelo ha sido suscitado debido
al impacto de la enmienda en el mejoramiento de la
calidad de diferentes tipos de suelo. En este trabajo se
analizé el efecto a corto plazo del biochar (10 t ha')
sobre las propiedades fisicoquimicas de un suelo de
extraccion carbonifera y su correlacion con la dindmica
de las comunidades bacterianas en la rizésfera de
Brachiaria decumbens. Adicionalmente, se evaluaron
los indicadores de productividad de la planta durante el
proceso de rehabilitacion.
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Los resultados evidencian que la enmienda de biochar aplicada, indujo
cambios significativos a corto plazo en algunas de las propiedades del suelo
antrapico, tales como la Conductividad Eléctrica (CE) y el pH. El analisis de
correlaciéncandnicaparaevaluarlos parametros fisicoquimicos que afectaron
significativamente a las comunidades rizobacterianas, representadas por
los 17 géneros mas abundantes (incluyendo los géneros no clasificados con
una abundancia relativa >1%), indicé que hubo un efecto significativo del
pH y la Capacidad de Intercambio Catidnico (CIC) sobre las comunidades
rizobacterianas representadas por los géneros Kaistobacter, Sphingomonas
y Sphingobium. En una forma similar, la CE afectdé a las comunidades de
la familia Sphingomonadaceae (excepto el género Sphingobium) y géneros
no clasificados de las familias Nocardioidaceae y Micrococcaceae. Por el
contrario, no se observo un efecto del biochar enladisponibilidad de nutrientes
para la planta; sin embargo, el tratamiento con el indculo de micorrizas
(MBF) parecio tener un efecto en la captacion de fésforo en solucion, debido
a gue este tratamiento registrd contenidos del nutriente a nivel foliar
significativamente mas altos en relacion al resto de tratamientos. En cuanto
a la biomasa aérea del pasto, el control registré una mayor productividad,
siendo significativamente diferente del resto de tratamientos, y a diferencia
de la tendencia del fésforo foliar, en el tratamiento MBF se anoté la menor
productividad alcanzada durante el tiempo de rehabilitacion, sugiriendo que la
asimilacion de fésforo no es el Unico mecanismo involucrado en la produccion
de biomasa y que es posible entonces que la pérdida de estructura del suelo,
junto con otros fendmenos asociados, afectara notablemente la produccion
de biomasa en los diferentes tratamientos con la mezcla de materiales
edaficos procedentes de la extraccion de carboén.

Palabras clave: biochar, propiedades fisicoguimicas
del suelo, comunidades bacterianas de la rizosfera,
rehabilitacion.
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La degradacion de los suelos es un problema causado principalmente por
cambios en el uso, por la adopcion de practicas de manejo inadecuadas o
por la implementacion de actividades antrdpicas que conllevan a la pérdida
de sus propiedades y/o funciones ecosistémicas (Shrestha & Lal 2006; Xiao
et al., 2014). Aunque el suelo es un recurso natural que permite sostener el
desarrollo de la vegetacion y brindar servicios ecosistémicos, ambos aspectos
pueden ser severamente afectados cuando su dinamica natural ha sido
interrumpida. Los suelos de extraccion carbonifera hacen parte de los mas
extensamente estudiados, y su rehabilitacion determinara las posibilidades
de su utilizacion futura y su capacidad productiva (Arranz-Gonzalez, 2011).

Se han denominado suelos “mineros” a los que se forman a partir de
residuos de la explotacion minera, siendo un ejemplo de suelo antropico, pues
resultan de una actividad humana donde la aplicacién de diversas técnicas
genera una transformacion del perfil y modificacion de las propiedades del
suelo natural (Ussiri et al., 2014). Los suelos antrépicos derivados de la
extraccion carbonifera son conformados sobre el terreno alterado una vez
se ha llevado a cabo el proceso de explotacion, siendo integrados por el
horizonte A preservado y los estériles derivados como residuos de la mineria
del carbdn. Esta matriz disturbada exhibe perfiles caracteristicos que
reflejan perturbaciones antrdpicas mas que procesos de formacion natural;
y comparados con los suelos nativos, este tipo de suelo es caracterizado por
una mezcla heterogénea de fragmentos de roca que puede alcanzar hasta un
67% del volumen total del suelo, y materiales sedimentados de las diferentes
capas de formacioén carbonifera (Ussiri et al., 2014).

La mineria de carbdn a cielo abierto causa perturbaciones drasticas al
perfil original del suelo que generalmente exceden su resiliencia natural
y conducen a una degradacién severa del terreno, declinando su calidad y
funcionalidad (Wang et al., 2014a; Wang et al.,, 2014b). Adicionalmente, la
explotacion de carbon a cielo abierto trae como consecuencia problemas
ambientales asociados con exceso de salinidad, acidez y muy bajo contenido
0 ausencia de materia organica endogena (Li et al., 2014; Diaz et al., 2017), lo
cual puede influir sobre la disponibilidad de nutrientes y restablecimiento de
la vegetacion a través de su dinamica natural.
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Larecuperacionde las areasintervenidas consiste enel procesode retornar
el terreno a un estado que involucra la rehabilitacion de su topografia a un
contorno similar al original; es asi que, un aspecto fundamental en el proceso
de rehabilitacion del terreno considera los aspectos relacionados con la
puesta en marcha del sistema suelo-vegetacién que parte de la reposicion de
materiales edaficos preservados y combinados con los estériles procedentes
de la extraccion carbonifera para iniciar el proceso de formacion del suelo
antrapico, con el fin de establecer una nueva cobertura vegetal. En este tipo
de fendmeno antrdpico, las variables quimicas y fisicas se convierten en
indicadores de utilidad para evaluar el grado de vulnerabilidad de los suelos
y las acciones correctivas de acuerdo con el sistema productivo; ademas,
permiten establecer un mecanismo para el monitoreo que ayuda a prevenir o
mitigar procesos de degradacion progresiva.

Recientemente, se hasuscitadoun crecienteinterés en el estudio del efecto
de la adicion de biochar al suelo, debido a suimpacto en el mejoramiento de la
calidad y propiedades de este ultimo (Sun et al., 2013; Chintala et al., 2014a;
Gul et al., 2015), como consecuencia del mejoramiento de la estructura y
porosidad que tienen unos efectos indirectos en el aprovisionamiento de un
habitat mejorado para los microorganismos, sobre la agregacion del suelo
y su asociacion favorable con la materia organica, y sobre el crecimiento de
las plantas y el incremento en las interacciones en la rizdsfera (Burrell et al.,
2016). Algunas otras investigaciones han estado dirigidas particularmente
a la evaluacion de su rol potencial en la biorremediacion, revegetacion y
restauracion de suelos contaminados (Beesley et al., 2011).

En este estudio se planted la hipdtesis de que el biochar induciria cambios
a corto plazo en algunas propiedades fisicoguimicas del suelo antrdpico
de extraccion carbonifera y, a su vez, en la productividad de la planta B.
decumbens; por tanto, se evaluaron dichos cambios a través del tiempo y la
correlacion entre las variables fisicoquimicas y las comunidades bacterianas,
posterior a la aplicacion de biochar.
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Materiales y Métodos

Area de estudio

En Colombia, los proyectos de mineria de carbdn a cielo abierto se
concentran en la region Caribe. EL historico de produccion de carbén en miles
de toneladas registro unincremento de aproximadamente 55% en el afio 2015,
con respecto al dato reportado en el 2005. Para el afio 2014, la produccion
total de carbdn en el pais fue de 88,6 millones de toneladas, las reservas
medidas en millones de toneladas fueron de 3.591,9 (57,5%) y 1.631,86
(26,13%) en los departamentos de la Guajira y Cesar, respectivamente; sin
embargo, la mayor produccion por miles de toneladas anuales se genero en
el Cesar (47.306) (Sistema de Informacién Minero Colombiano, s. f.).

La zona de estudio se localizd en un area de explotacion de carbon
a cielo abierto ubicada en el distrito minero de La Jagua de lbirico, en el
departamento del Cesar. En el area de explotacién se recolectaron los
materiales edaficos empleados para el disefio del experimento eninvernadero.
Inicialmente, se realizé la exploracion y muestreo en campo para caracterizar
fisicoguimicamente los materiales edaficos del objeto de estudio, los cuales
se encontraban distribuidos en zonas de acopio, segun la naturaleza del
material; excepto el suelo empleado para el control que correspondio al
horizonte A, recolectado en una zona no intervenida al interior de la mina.

La metodologia correspondid a un muestreo sistematico simple,
sectorizando las zonas previamente mencionadas en puntos “x" distantes (de
acuerdo al area); luego, se seleccionaron al azar para tomar un nimero impar
de submuestras, y finalmente obtener una muestra compuesta. En total, se
muestrearon cinco puntos por zona con su réplica. Cada punto muestreado se
recolectd considerando una profundidad de 20 cm. En la Figura 1 se ilustran

los puntos de muestreo en el area de explotacion minera.
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Distribucion de los puntos de muestreo en el drea de extraccion
carbonifera, departamento del Cesar

Nota. En la zona de acopio 2A se recolectaron las muestras de horizonte A del
suelo removido, previa extraccion del mineral; en el botadero gris se recolectaron
las muestras del material edéfico, correspondiente al estéril minero resultante de
la explotacién del mineral. En la zona no intervenida se recolectd el horizonte A del
suelo, empleado como control en el estudio. Imagen de cortesia, uso autorizado
por el Grupo de Biotecnologia de la Universidad Catélica de Oriente, integrante de
la Red para el Aprovechamiento de Recursos Naturales y Obtencién de Productos
Biotecnoldgicos para Suelos Disturbados (RPBSD).

Diseno experimental

El suelo antrdpico empleado en el experimento a escala invernadero
consistid de la mezcla de materiales edaficos procedentes de la extracciéon de
carbodn, a saber: suelo de horizonte A removido previamente a la explotacion,
y estéril obtenido como residuo posterior a la explotacion minera. El suelo
empleado para el control fue obtenido de un area no intervenida dentro
de la mina, con esto se asegurd que ambos tipos de material edafico
correspondientes al horizonte A fueran comparables.
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El biochar (1-2 mm de diametro) usado en este estudio se obtuvo del
cuesco de la fruta de la palma de aceite (Elaeis guineensis Jacq.), mediante
pirdlisis en atmosfera controlada de nitrégeno a 450 °C durante una hora
en un horno vertical piloto de la Universidad Popular del Cesar, disefiado
por el grupo de investigacion Energias Alternativas y Biomasa (GEAB). Su
caracterizacion fisicoquimica comprendié las siguientes variables: C total
(65,5%), N total (4,25%), P total (1,65 mg kg*), conductividad eléctrica
(0,492 dS m™), capacidad de intercambio cationico (29 cmol_kg™) y pH (1:1)
8.1. Los granulos de biochar fueron mezclados con el suelo antrépico a una
concentracion de 10 t ha*, de acuerdo a un estudio previo realizado en el
Grupo de Investigacion Diagndstico y Control de la Contaminacion de la
Universidad de Antioquia (Diaz, 2017).

El experimento conducido en invernadero se llevd a cabo en la sede
de investigacion de la Universidad de Antioquia y consisti6 de cinco
tratamientos con tres réplicas independientes para cada tiempo de muestreo,
correspondiendo a un disefio experimental de un factor completamente
aleatorizado con un bloque, en el cual el factor fue la combinacion de los
materiales edaficos con cinco niveles o tratamientos (Tabla 1), y el bloque
se asigno al factor tiempo para aislar en el analisis el efecto de este sobre
la respuesta de las variables analizadas en los tratamientos. Se emplearon
dos kilogramos de suelo no intervenido como control e igual cantidad de
la mezcla de materiales edaficos con y sin la enmienda de biochar. Los
tratamientos cuatro y cinco representaron modelos para evaluar el efecto
de microorganismos conocidos como promotores de crecimiento en plantas,
Azospirillum brasiliense (Sp. 7) ATCC 29145 y Rhizoglomus fasciculatum,
respectivamente.

La planta modelo para el disefio fue Brachiaria decumbens (variante
Super Elite Matsuda, categoria S2, 99% de pureza, de Agrosemillas S.A.). Un
numero equivalente de semillas (25) del pasto fue sembrado en cada unidad
experimental. Dos meses fueron el tiempo determinado como periodo de
establecimiento del pasto, y un periodo de siete meses posterior a la siembra
para la evaluacion del proceso de rehabilitacion.

Cada unidad experimental estuvo sujeta a la misma mezcla de materiales
edaficos del area de la mina, excepto para el control; por lo tanto, cada unidad
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consté de lamisma textura, composiciony propiedades del sustrato. A todos
los tratamientos, excepto el control, se les adiciond fésforo para llevar el
suelo aunrango optimo de suficiencia del nutriente (20 ppm) y proporcionar
el requerimiento para el establecimiento del pasto, considerando la
concentracion de fosforo inicial en el sustrato. Adicionalmente, se tuvo en
cuenta la capacidad de retencién de agua, manteniendo el suelo entre el
50-60% de su maxima capacidad de retencién de humedad.

Tabla 1
Disefio experimental de un factor completamente aleatorizado con un bloque

No. Tratamiento Descripcion
1 C Control: Snol + Brachiaria decumbens
2 MM Modelo mina: SHA + Estéril minero + Brachiaria decumbens
3 MB SHA + Estéril minero + Brachiaria decumbens + Biochar (10 t ha!)

SHA + Estéril minero + Brachiaria decumbens + Biochar (10 t ha!)
4 MBA +indculo Azospirillum brasilense (Sp. 7) ATCC 29145 (25 mL auna
concentracion de 3 * 108 ufc mL?)

SHA + Estéril minero + Brachiaria decumbens + Biochar (10 t ha™)
+ indculo HMA - Rhizoglomus fasciculatum 35 g kg™ suelo [89 es-
poras g] + hongo solubilizador de fésforo — Mortierella sp. (5,6 * 107
esporas mL™)

5 MBF

Nota. Convenciones: Snal (suelo no intervenido, drea no explotada al interior de la mina); SHA (suelo acopio
horizonte A); HMA (hongo formador de micorriza arbuscular). Tratamientos independientes con series de tres
réplicas para cada tiempo de muestreo.

Determinacion de las propiedades fisicoquimicas
del suelo antrépico de extraccion carbonifera

La caracterizacion preliminar de los materiales edaficos en las zonas de
acopio de horizonte A, de la zona de acopio denominada botadero de estéril, y
de la zona no intervenida del drea minera, asi como la caracterizacion de las
muestras obtenidas a partir del disefio experimental de esta investigacion, se
realizé por triplicado y fue llevada a cabo en las instalaciones del laboratorio
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del Grupo Diagnastico y Control de la Contaminacion de la Universidad de
Antioquia, que actualmente se encuentra acreditado por el IDEAM.

A partir del experimento en invernadero, se realizaron cuatro muestreos
durante siete meses del proceso de rehabilitacion evaluado a corto plazo. En
total se procesaron 60 unidades experimentales, de las cuales se recolecto
todo el volumen de suelo separando la muestra para analisis fisicoguimico
de la muestra de suelo rizosférico para analisis metataxondmico. Por cada
tiempo de muestreo, se obtuvieron 15 muestras provenientes de los cinco
tratamientos con tres réplicas de unidades experimentales independientes.

Todos los andlisis fueron realizados segun las indicaciones establecidas
en los métodos de las Normas Técnicas Colombianas Icontec (NTC) y de
la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estado Unidos (del inglés EPA);
asi: pH (NTC 5264), capacidad de intercambio cationico (CIC, NTC 5268),
conductividad eléctrica (CE, NTC 5596), nitrégeno total Kjeldahl (NTK, NTC
5889), nitratos (NO,", NTC 5595), fosforo disponible (Pdis, NTC 5350 por el
meétodo de Bray Il) y carbono organico y materia organica (CO/MO, NTC 5403
por el método de Walkley-Black). Los analisis de los metales totales en suelo
Fe, AL, Zn, Na y K, se llevaron a cabo de acuerdo a las indicaciones de los
meétodos 3050B y 3051A de la EPA, en un espectrémetro de emision atémica
de plasma por microondas Agilent 4200 MT (© Agilent Technologies, Inc.).

Con el fin de obtener un panorama inicial del contenido de nutrientes
disponibles e intercambiables en los diferentes materiales edaficos que
se emplearon en el montaje de los ensayos, fue llevado a cabo un analisis
agronomico que comprendid el estudio de elementos esenciales. Los
meétodos reportados fueron: Ca, Mg y K solubles extraidos con agua en
proporcidon 1:10; Ca, Mg y K intercambiables extraidos en acetato amonio
1M; Al intercambiable extraido con KCL 1M; S extraido con fosfato de calcio
0,008M; Nitrato extraido con sulfato de aluminio 0,025M; Fe, Mn, Cu y Zn
disponibles Olsen & Sommers modificado; B extraido con agua caliente; P
soluble extraido con CaCl2 0,01M.
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Analisis metataxonémico de las comunidades
rizobacterianas asociadas a B. decumbens

ELADNdelsuelorizosférico fue extraidousandoel kit de extraccion E.Z.N.A®
Soil DNA (Omega Bio-tek, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. El
ADN obtenido fue usado como templado para amplificar la region V3 del gen
16S ARNr. La primera ronda de PCR fue llevada a cabo usando los cebadores
27f (GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y 1492r (CTACGGCTACCTTGTTACGA)
(Grifoni et al., 1995), sequida de una PCR anidada para amplificar la regién V3,
usando cebadores forward que contienen un adaptador A para secuenciacion
masiva (AV3F), junto con una etiqueta Golay de 10 pb, y un cebador reverse
(CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATATTACCGCGGCTGCTGGC) que contiene
un adaptador truncado P1 (TrP1) (Whiteley et al., 2012; Vital et al., 2017).
Posteriormente, la secuenciacion se llevé a cabo usando la plataforma de lon
Torrent PGM (Life Technologies™).

Las secuencias fueron filtradas con base en la etiqueta de las muestras.
Los adaptadores fueron removidos con la aplicacion lon Torrent Suite desde
el equipo. Todas las secuencias crudas fueron cortadas para eliminar las
etiquetas y los cebadores; y luego se realizé un filtrado de calidad, usando
Trimmomatic (Bolger et al., 2014) con una longitud de lectura de 150-200
pb. El software QIIME version 1.9.0 (Caporaso et al., 2010) fue usado para
analizar las secuencias al 97% de similitud con bases de referencia abierta
usando el algoritmo USEARCH (Edgar, 2010), y agruparlas en unidades
taxondmicas operacionales (OTU por su sigla en inglés). Adicionalmente,
se realizd un mapa de calor para evaluar la disimilitud de los OTU, usando
el paquete pheatmap de R (Kolde, 2015), que emplea el método de Bray
Curtis para generar la matriz de disimilitud, y el método hClust (UPGMA)
para generar los clusters y medir la distancia entre los grupos, obteniendo
una lista de los géneros mas representativos por su abundancia relativa,
asociados a cada tratamiento.

Los resultados correspondientes a esta seccidn no se profundizan en este
capitulo, pues hicieron parte de otro componente del estudio (Rios-Montes,
2019). En este capitulo se describen los marcadores de género relevantes en
el estudio, segun la abundancia de los OTUs.
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Determinacion de los parametros de productividad
de Brachiaria decumbens

De acuerdo con el alcance de la presente investigacion, se determinaron
como indicadores de productividad del pasto B. decumbens los parametros
de biomasa aérea (Segura, 1997); y fosforo foliar por el método de Olsen &
Sommers (1982), pero modificado, previa calcinacién del material vegetal.

Unbloguedetratamientoscompletamenteindependienteyenlasmismas
condiciones fue establecido de forma simultanea para evaluar la biomasa
producida durante el proceso de rehabilitacién; las muestras de biomasa
aérea se recolectaron a partir de réplicas de unidades experimentales
independientes, y en total se realizaron cuatro cortes durante los siete
meses que comprendié el estudio. Las muestras de material vegetal
para la determinacion de fdsforo foliar se obtuvieron al realizar el corte
de biomasa aérea de las unidades experimentales establecidas, para los
analisis de suelo antroépico.

Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los datos fue realizado en el software R version
3.5.1. con un modelo de efectos fijos. Se realizé un analisis de varianza
(ANOVA) con un factor blogueado, el tiempo (cuatro niveles), para aislar el
efecto que este pudiera tener sobre las variables-respuesta analizadas en los
tratamientos. Posteriormente, se realizo la prueba de rangos multiples Tukey
(P <0,05), para comparar la diferencia de medias de las variables analizadas
entre los tratamientos. Los supuestos de homogeneidad de varianzas, de
normalidad e independencia de residuos se evaluaron con las pruebas de
Levene y Shapiro Wilk, respectivamente. Para aquellas variables que no
cumplieron con una distribucién normal de los datos, se aplicd la prueba
no parameétrica de Kruskal Wallis y posteriormente la prueba de Dunn, para
comparacioén por rangos promedio entre los tratamientos.
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Adicionalmente, se evalud la correlacion entre las variables fisicoquimicas
del suelo antrépico mediante el coeficiente de correlacion de Spearman,
con el fin de establecer si una de estas variables afectada por la adicidn
de biochar, podria afectar alguna otra para la cual no se establecieron
diferencias significativas. También se llevd a cabo un Analisis de Correlacion
Candnica (CCA), para investigar cuales parametros fisicoquimicos afectaron
significativamente a las comunidades rizobacterianas representadas por
los 17 géneros mas abundantes (incluyendo los géneros no clasificados
con una abundancia relativa > 1%), determinados mediante los analisis de
secuenciacion; y el coeficiente de correlacion de Pearson fue usado para
analizar las asociaciones entre los parametros fisicoquimicos y la abundancia
de las comunidades rizobacterianas durante el tiempo de establecimiento
(t1) y ultimo tiempo de muestreo (t4).

Resultados

Antecedentes del drea de estudio

De acuerdo con la caracterizacion preliminar de los materiales edaficos
procedentes de la zona de explotacion y lainformacion adicional suministrada
por la empresa minera, en esta seccion se aborda, grosso modo, los
antecedentes de los diferentes materiales edéaficos del area de estudio como
estado previo al montaje de los ensayos experimentales.

Los suelos antrépicos desarrollados en las areas de rehabilitacién
de la mina corresponden a suelos de muy poca evolucion, que tienen en
promedio 30 cm de profundidad (horizonte A) sobre material estéril de la
produccién minera. Los materiales edaficos son depositados sobre laderas
con pendientes entre el 12 y 25% o mas, en comparacion con los suelos en su
estado natural, que estan dispuestos en areas planas con pendientes entre
el Oy 3%, lo cual hace que los primeros sean propensos a procesos erosivos
como carcavamiento y pérdida de suelo, sumado el efecto de las lluvias
intensas y a la subyacente pérdida de estructura causada por la remocion,
transporte y disposicion en los acopios.
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La clasificacion del suelo en el area minera correspondid a Aridic
Ustorthents, debido principalmente a su bajo desarrollo pedolégico y el factor
climatico que se tiene en el area de localizacion de la mina; caracterizados
principalmente por ser suelos superficiales, de texturas franco arcillosas,
drenaje imperfecto, y con erosién de leve a moderada en gran parte de sus
zonas (Informe de Monitoreo y Seguimiento para Determinar la Calidad del
Horizonte A en Términos de Parametros Fisicoquimicos en la Mina, 2013).

La caracterizacion de los materiales edaficos empleados para el montaje
experimental aparece en la Tabla 2; los datos representan la ponderacion de
los muestreos realizados en campo. De manera general, se podria resaltar
que tanto en los estériles como en el horizonte A de la zona de acopio y de la
zona no intervenida, el contenido de materia organica oscild entre muy bajo
a moderadamente bajo. EL contenido de NO* también fue bajo en el estéril
minero y en el acopio de horizonte A; mientras que las concentraciones de
NTKYy fosforo soluble fueron bajas en los tres tipos de sustratos analizados. El
valor de pH clasificé los materiales edaficos entre neutros y moderadamente
acidos, lo cual es importante para el analisis de la dinamica de los macro
y micronutrientes; siendo relevante en los procesos microbioldgicos vy
dinamicas asociadas a las interacciones a nivel de rizosfera.

La capacidad de intercambio catidnico se clasificd en un indice alto tanto
en los estériles como en el horizonte A de la zona de acopio y de la zona
no intervenida. La conductividad en el estéril fue relativamente alta, esto
podria ser explicado debido al contenido de sales procedentes del aporte
del Sy Ca. Los altos contenidos de hierro y aluminio total observados en
el analisis inicial permitieron plantear una posible causa de toxicidad para
la vegetacion; sin embargo, el analisis posterior de su contenido disponible
e intercambiable, respectivamente, indicaron, por el contrario, que en estos
elementos no se centraba la problematica de estudio. No obstante, para
evaluar su dinamica en el suelo, después de la aplicaciéon del biochar, se
continuaron monitoreando.
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Tabla 2
Caracterizacion de los materiales eddficos empleados en la investigacidn

Muestra
Parametro Unidad Estéril Acopio SHA  Suelo no
Sector A Sector A intervenido
pH 717 7,03 5,60
Materia orgdnica (%) 1,54 1,3 1,70
CIC (cmol_ kg?) 65,55 47,78 56,34
Conductividad (US cm) 1522 513 78
eléctrica
Nitrégeno total 0
Kieldahl (NTK) (%) 0,073 0,078 0,087
Hierro total (mg kg™ 37953 28212 -
Cobre total (mg kg™ 41,34 <40 -—--
Zinc total (mg kg™ 124,50 116,39 -—--
Potasio total (mg kg?) 2813,500 4500,22 -—--
Calcio total (mg kg™?) 5750,01 3814,24 -—--
Magnesio total (mg kg™ 6961,18 5096,86 ==ms
Sodio total (mg kg?) 332,07 642,24 -—--
Manganeso total (mg kg?) 256,80 631,07 -
Aluminio total (mg kg?) 19440 27045 ====
Ca soluble* (cmol_kg) 42,170 0,797 12,770
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Muestra
Parametro Unidad Estéril Acopio SHA  Suelo no
Sector A Sector A intervenido
Ca intercambiable* (cmol, kg™) 50,0 474 50,0
Mg soluble* (cmol, kg™) 3,31 0,009 0,223
Mg intercambiable* (cmol_kg™) 150 0,10 570
K soluble* (cmol_kg™) 0,070 0,029 0,085
K intercambiable* (cmol_kg™) 0,55 0,31 0,61
Al intercambiable* (cmol_kg™) 0,0 00 00
N-NO,* (ppm) 10,5 151 54,1
S (mg kg?) 780 40 22
Fe disponible* (mg kg?) 42 41 61
Mn disponible* (mg kg?) 9 13 14
Cu disponible* (mg kg™ 2 2 4
Zn disponible* (mg kg?) 4 4 7
B* (mg kg?) 0,10 0,60 1,40
P soluble* (ppm) 0,028 0,016 0,016
Densidad aparente (g/cm?®) 1,42 1,30 1,10

Nota. * Parametros realizados en laboratorio externo.
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Propiedades fisicoquimicas del suelo antrépico
durante el proceso de rehabilitacion

El analisis de la varianza permiti¢ establecer que las propiedades del
suelo antropico evaluadas durante el proceso de rehabilitacion a corto plazo,
se vieron afectadas significativamente por la categoria tiempo, excepto
la variable NTK; e igualmente por el tratamiento, excepto para la CIC, P
disponible, Fe y Na (Tablas 3y 4).

Tabla 3
Efecto del tiempo (t) y del tratamiento (T) en las propiedades fisicoquimicas del suelo.
ANOVA de dos vias con un factor bloqueado (tiempo), (P < 0,05)

Parametro t T
Suma de cuadrados 0,01651 0,14985
NTHK Valor F 1,766 12,017
(%)
Valor P 0,169 1,66e-06***
Suma de cuadrados 505103 993943
Conductividad
eléctrica Valor F 8,238 12,159
(S cm™)
Valor P 0,0002 *** 1,47e-06 ***
Suma de cuadrados 1,602 6,665
pH Valor F 13,56 42,30
Valor P 3,01e-06 *** 7,34e-14 ***
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Parametro

Materia Organica
(%)

Carbono organico
(%)

K total
(mg kg™)

Gestion del riesgo y medio ambiente

t
Suma de cuadrados 19,05
Valor F 8,705
Valor P 0,0001 ***
Suma de cuadrados 6,397
Valor F 8,691
Valor P 0,0001 ***
Suma de cuadrados 9400912
Valor F 36,29
Valor P 1,70e-11 ***

T

30,07

10,306

7,85e-06 ***

10118
10,309
7,83e-06 ***
10475130
30,33
124e-11 ***

Nota. O ***'; 0,001 **'; 0,01 ™ indican el nivel de diferencia significativa. P > 0,05 "'
indica que la diferencia no es significativa.

Tabla 4

Efecto del tiempo (t) y del tratamiento (T) en las propiedades fisicoquimicas del suelo.
Prueba no paramétrica para el andlisis de la varianza Kruskal Wallis, (P < 0,05)

Parametro

Nitratos
(mg kg™)

Fosforo disponible
(mg kg™)

CiC
(cmol, kg™)

Al total
(mg kg™)

Zn total
(mg kg)

Chi cuadrado
Valor P
Chi cuadrado
Valor P
Chi cuadrado
Valor P
Chi cuadrado
Valor P
Chi cuadrado
Valor P

t
8,03
0,045 *
22,39
5,412e-05 ***
40,33
9,058e-09 ***
29,67
1,619e-06 ***
14,44
0,002 **
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Parametro t T
Na total Chi cuadrado 45,472 3,82
(mg kg™) Valor P 753e-10 *** 0,429
Fe total Chi cuadrado 19,26 2,15
(mg kg”) Valor P 0,0002 *** 0,708

Nota. O ***'; 0,001 **'; 0,01 *' indican el nivel de diferencia significativa. P >0,05""
indica que la diferencia no es significativa.

Con el finde analizar el efecto de los tratamientos, y en particular el efecto
de la aplicacién de biochar al suelo, se realizd la prueba de comparacion
multiple Tukey (Tabla 6), en el caso de que los datos siguieran una
distribucién normal, mientras que, para el caso contrario, se aplicé la prueba
no paramétrica de comparacion multiple Dunn (Tabla 7). Para este analisis,
la variable NO* no fue considerada debido a que los datos presentaron un
coeficiente de variacion muy alto, y, por lo tanto, una conclusion acertada con
respecto al efecto de los tratamientos no podria ser considerada.

Los resultados evidencian que la enmienda de biochar, aplicada a una
concentracion de 10 t ha', indujo cambios significativos en algunas de las
propiedades del suelo durante el proceso de rehabilitacion, como el pHy la CE
(Figura 2 y Figura 3, respectivamente); observandose una mayor variacion de
la media en el tratamiento con la micorriza (MBF); mientras que en el control
los valores del pH no variaron significativamente, al comparar los tiempos
de muestreo. En cuanto a la CE, los tratamientos con biochar inoculados con
microorganismos (MBA y MBF) registraron un incremento en los valores en
comparacion con el resto de tratamientos, especificamente en tl y t4.

Inicialmente, se planted la hipdtesis de que algunas variables como el fésforo
disponible no variaran significativamente en ninguno de los tratamientos
durante el proceso de rehabilitacion, considerando que los materiales edaficos
empleados en la experimentacion contenian bajas concentraciones de este
nutriente; los resultados obtenidos permitieron validar la hipdtesis planteada.
No obstante, durante el tiempo de muestreo tres, se registraron diferencias
significativas al comparar los tratamientos MBF-Control (P = 0,0308). Algo
similar ocurrié con la materia organica y el NTK, registrandose valores mas
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altos en el control, y diferencias significativas al ser comparado con el resto de
tratamientos (Figura 4 y Figura 5, respectivamente).

Por otro lado, los valores de las medias registrados para las variables
Fe, Al y K fueron inferiores en los tratamientos con la enmienda de biochar
(MB, MBA, MBF) en comparacion con el tratamiento Modelo Mina (MM), aun
cuando no se observaran diferencias significativas entre estos tratamientos
(Tabla 5). En cuanto al contenido de potasio, diferencias significativas
fueron observadas entre el control y el resto de los tratamientos
(Tabla 6, Figura 7A). lgualmente, se establecieron diferencias significativas
en el contenido de Al total entre el control y los tratamientos MB y MBA
(Tabla 7, Figura 7B).

Tabla 5
Media () y desviacidn estandar (DS) de las propiedades fisicoquimicas del suelo evaluadas

en cada tratamiento

Tratamiento

Parametro
Control MM MB MBA MBF
NTK 0,278 0177 0,14 0,146 0,145
(%) DS 0,056 0,074 0,035 0,035 0,037
Fésforo 35442 42010 44197 38777 42400
disponible
(mg kg?) DS 12301 17290 12963 16298 9,259
Conductividad 130,850 331527 425842 458273 489,083
f;;cf,r,:i) DS 108158 188756 196,026 144672 125236
cle 33650 30,616 40,481 33664 44,785
(emol, kg™) DS 18289 17310 20823 19461 25109
o 6,682 7,029 7,389 7,532 7.56
DS 0,194 0,305 0,298 0,275 0,332
Materia Orgénica 4,676 3,009 2,707 2,483 2,804
(%) DS 0,726 1,043 1312 1,014 0,84
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Tratamiento

Parametro
Control. MM MB MBA MBF
Carbono 2,713 1,747 1,569 1,475 1626

organico
(%) DS 0,42 0,6 0,762 0,551 0,486
Fe total 28283,70 26440,89 2556859 26043,62 26759,39
(mg kg™) DS 38174 214299 2552,88 325824 353229
Al total 1870114 15307.64 1319234 1322148 1490259
(mg kg DS 381608 441327 329678 3230,66 346283
165861 101,893 91,366  99.453 96,037

/n total

1
g b DS 27652 16,339 17197 20974 13,555
283284 291,481 293453 285902 350,121

Na total

-1
g ] DS 31,343 43557 26,17 67774 89,645
2813446 2186,443 1770426 1692,983 1412526

K total

-1
g b DS 980,771 1250498 760,679 772396 689,223

Si bien se observan desviaciones estandar altas, estas podrian explicarse
debido a la variabilidad bioldgica en las unidades experimentales dadas las
condiciones ambientales en los invernaderos; y adicionalmente, al hecho
de que fueron medidas realizadas en el tiempo (de dos a siete meses
postsiembra), a partir de réplicas independientes en las que se esperaba que
el tratamiento tuviera un efecto en la respuesta de la variable.
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Tratamiento

£ Control
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=N
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=

750
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Figura 2

Dinégmica del pH entre tratamientos durante el proceso de
rehabilitacion. El eje Y representa los rangos de medicidn de la
variable y el eje X los tiempos de muestreo

Tratamiento

£ control
=[]
3 mBA
=R
=R

Figura 3

Dindmica de la CE (uS cm™) entre tratamientos durante el proceso
de rehabilitacion. El eje Y representa los rangos de medicion de la
variable y el eje X los tiempos de muestreo
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I;l Tratamiento
lil = £5 Control
£ ue
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Figura 4

Dindmica de la materia orgdnica (%) entre tratamientos durante
el proceso de rehabilitacion. El eje Y representa los rangos de
medicion de la variable y el eje X los tiempos de muestreo

Tratamiento
EI Control
E3 B
0204 E MBA

R

=

Figura 5

Dindmica del NTK (%) entre tratamientos durante el proceso de
rehabilitacion. El eje Y representa los rangos de medicidn de la
variable y el eje X los tiempos de muestreo
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Es conveniente senalar que pese a que la evidencia indica que no existieron
diferencias significativas paralavariable CIC entre los tratamientos durante el
proceso de rehabilitacion, en el grafico de cajas y bigotes paratly t4, se puede
observar un ligero incremento en los valores de CIC en los tratamientos con
biochar en relacién al control y tratamiento MM; sin embargo, en t4, la media
mas alta se registro en el tratamiento MBF, en relacion a los tratamientos con
biochar, al control y al tratamiento MM (Figura 6). La variacion significativa
de los datos se atribuyd al tiempo de muestreo (P = 9,059e-09). La dinamica
de los elementos Ky Al, se muestra en la figura 7A y 7B, respectivamente;
las medias mas altas se observaron en el control.

Tratamiento
| B
e e |E
2 i é é
FE

1 2 3 4

e

Figura 6

Dindmica de la CIC (cmol, kg') entre tratamientos durante el
proceso de rehabilitacion. El eje Y representa los rangos de
medicion de la variable y el eje X los tiempos de muestreo
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Figura7

Dindmica de los elementos K (A) y Al (B) (mg Kg?) en el suelo
durante el proceso de rehabilitacidn. El eje Y representa los rangos
de medicion de la variable y el eje X los tiempos de muestreo

Con el fin de determinar posibles correlaciones entre las variables
evaluadas en el estudio, se aplico el coeficiente de correlaciéon de Spearman
(Tabla 8). Los resultados evidencian ausencia de correlaciones significativas
entre las variables, indicando que no hubo efecto de unas sobre otras. Empero,
(laman la atencidn las correlaciones observadas entre el pH y los elementos
Aly K, y entre la materia organica, el pH y la CE con la variable NTK. En el
analisis se incluyo el fésforo foliar para establecer una posible correlacion
con el fosforo disponible en suelo, pero esta no fue observada.
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Interaccién entre las propiedades del suelo
antropico y las comunidades rizobacterianas

En otro componente del presente estudio se realizd el andlisis de
conglomerados mediante mapas de calor, herramienta cominmente usada
para la visualizacion de los datos metagendmicos en términos de la abundancia
de los OTU detectados en cada muestra. Rios-Montes et al. (2019) reportaron
que la mayoria de las comunidades rizobacterianas fueron mas abundantes
en las muestras con biochar y el control. La clasificacion de género reveld
que Kaistobacter, Sphingobium, Sphingomonas, Devosia, Rhodoplanes,
y Streptomyces fueron los mas representativos durante el tiempo de
establecimiento. No obstante, un promedio del 68% de los géneros no pudo ser
clasificado; en este grupo, los géneros no clasificados derivados de las familias
Sphingomonadaceae y Rhodospirillaceae fueron los méas abundantes.

EL CCA para establecer la interaccién entre las propiedades del suelo y las
comunidades rizobacterianas sugiere que hubo un efecto significativo del pH
y la CIC sobre las comunidades representadas por los géneros Kaistobacter,
Sphingomonas, Sphingobium y los géneros no clasificados de la familia
Sphingomonadaceae; mientras que el efecto del fosforo disponible fue
significativo en Devosia (Figura 8A), observandose una correlacidon negativa
entre las dos variables (Pearson r=-0,758). En una forma similar, la CE afecto
las comunidades rizobacterianas de la familia Sphingomonadaceae, excepto
el género Sphingobium (Figura 8A); y a su vez, tuvo un efecto significativo en
géneros no clasificados de las familias Nocardioidaceae y Micrococcaceae
(Figura 8B).

También se observé como este parametro fue negativamente
correlacionado con la abundancia de Rhodoplanes y géneros no
clasificados de la familia Hyphomicrobiaceae (Pearson r = -0,809 vy
-0,715, respectivamente). La abundancia de algunos géneros de la familia
Sphingomonadaceae fue negativamente correlacionada con la variable
NTK; sin embargo, el efecto de este parametro fue significativamente
correlacionado con Rhodoplanes y miembros de géneros no clasificados de
la familia Hyphomicrobiaceae (Pearson r= 0,753y 0,786, respectivamente)
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(Figura 8B), pero también la abundancia de estas dos comunidades fue
negativamente correlacionada con el pH.

Por otro lado, los géneros Bacillus, Streptomyces y miembros de
géneros no clasificados del orden Rhizobiales y Solibacterales no fueron
significativamente afectados por las propiedades fisicoquimicas del suelo
antropico evaluadas en este estudio (Figura 8C). Adicionalmente, se muestra
la correlacion significativa entre algunas variables fisicoquimicas del suelo
antropico y la abundancia de las comunidades bacterianas, especificamente
por los géneros mas representativos determinados en el estudio (Tabla 9).
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Figura 8
Andlisis de correlacidn candnica (CCA) entre los pardmetros
fisicoquimicos del suelo y las comunidades rizobacterianas
representadas por 17 géneros (A, B, C). Los grdficos de la izquierda
representan la distribucidn de las unidades experimentales
Tabla 9

Correlaciones entre la abundancia de las comunidades bacterianas y las propiedades del suelo

CE cic NTK Pdis MO co pH
Kaistobacter 0619 0765 -0668* 0047 -0505 -0,504 0,807*
Sphingobium 0260 0,672 -0,636* -0014 -0479 -0478 0,741*
Sphingomonas 0,744 0599 -0,357 0525 0005 0,008 0,445
Un.Sphingomonadaceae  0,792* 0,773* -0618 0296 -0333 -0,331 0,778*
Un.Rhodospirillaceae -0153 -0,095 -0,322 -0,338 -0535 -0,535 0,133
Devosia -0,339 -0081 -0118 -0,758* -0,522 -0,520 0,180
Rhodoplanes -0,809* -0556 0,753* -0535 0,346 0,348 -0,711*
Un.Hyphomicrobiaceae  -0,715* -0,437 0,786* -0,318 0,485 0,487 -0,724"
Un.Nocardioidaceae 0437 0055 -0163 0,597 0114 0111 0,108
Un.Micromonosporaceae  -0,095 -0,324 0,489 0429 0,680 0678 -0,598
Un.Micrococcaceae 0564 0057 -0021 0628 0,255 0256 0,014
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CE cic NTK Pdis MO co pH
Un.Erythrobacteraceae 0,207 0432 -0636* -0,443 -0,720 -0,723* 0,750*

Streptomyces 0510 -0023 0012 0583 0274 0274 -0041
Bacillus -0267 -0254 0446 0257 0570 0570 -0,549
Un.Rhizobiales -0608 -0,351 -0,064 -0,788* -0,500 -0,500 -0,021
Un.Phyllobacteriaceae -0645* -0519 -0,080 -0,677* -0,429 -0,428 -0,092
Un.Solibacterales -0181 -0,091 -0,495 -0564 -0,760* -0,760* 0,325

Nota. Correlacion significativa a un nivel de 0,05.

Variables indicadoras de productividad evaluadas

en Brachiaria decumbens

El andlisis de varianza permitio establecer diferencias significativas en el
contenido fdsforo foliar en el pasto B. decumbens entre al menos una media
de los tratamientos (P = 0,0215); igualmente ocurrié al analizar los datos en
funcion del tiempo (P = 0,0017). Aun cuando no se determinara correlacion
alguna entre el fosforo disponible en el suelo y el fésforo foliar, es posible
que el tratamiento con la enmienda de biochar y la micorriza (MBF) ejerciera
un efecto en la captacion del fosforo en solucion, debido a que MBF fue el
tratamiento que registrd contenidos del nutriente mas altos en relacién con
el resto de tratamientos durante tl, t3 y t4, observandose un incremento
en relacion con los tiempos de muestreo con diferencias significativas entre
t1-t2 (P =0,0038) y t1-t3 (P = 0,0015); y pese a que los otros tratamientos
con biochar (MB y MBA) no fueron significativamente diferentes del control
y MM, las concentraciones de fésforo foliar incrementaron ligeramente en
estos tratamientos, sobre todo durante el tiempo de establecimiento del
pasto (Figura 9).

Durante el periodo en el cual se evalud la rehabilitacion, diferencias
significativas en el contenido de fésforo foliar fueron detectadas mediante
la prueba post hoc de Dunn, entre los grupos MBF-Control (P= 0,011) y
MBF-MM (P=0,031) (Material suplementario 1).
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Figura 9

Dindmica del fdsforo foliar (%) en Brachiaria decumbens
posterior a la adicion del biochar en suelos antrdpicos de
extraccidn carbonifera

En cuanto a la biomasa aérea, el control registré una mayor productividad,
siendo significativamente diferente del resto de tratamientos (P =1,13e-05), y
a diferencia de la tendencia del fosforo foliar, en el tratamiento MBF se anoto
la menor productividad alcanzada durante el tiempo de rehabilitacion (Figura
10A). Cabe sefalar que en todos los tratamientos se observé una tendencia a
la disminucidn significativa de la biomasa a través del tiempo (P = 1,20e-05),
notandose un incremento entre t3 y t4 con un lapso mas amplio al siguiente
corte, con el fin de reestablecer la viabilidad o regeneracion del pasto (datos
no graficados). En cuanto a la longitud aérea no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos; sin embargo, una menor longitud fue
observada en los tratamientos MM y MBF (Figura 10B).
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Figura 10

Comparacion de la biomasa (peso seco) (A) y longitud aérea (B)
entre tratamientos. El eje Y representa las unidades de medida
eng (A)y encm (B). Tratamientos: Control (T1), MM (T2), MB (T3),
MBA (T4), MBF (T5)

Respecto a la productividad, conviene decir que, a pesar del hecho de no
evaluar la biomasa subterranea, en los tratamientos con biochar se observo
una mayor biomasa y longitud de la raiz, como se ilustra en el siguiente
registro fotografico (RF) de ensayos de germinacion en los materiales
edaficos empleados en la experimentacion y de las unidades experimentales.
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Gestion del riesgo y medio ambiente

El recurso suelo ofrece unos bienes y servicios ambientales garantizados
por las dinamicas propias de los diversos ecosistemas y nichos que alli
subyacen. En la medida en que estas dinamicas se vean afectadas y los
niveles de resiliencia o capacidad de recuperacion del suelo sean bajos, el
suelo se orienta hacia un proceso de degradacion o insostenibilidad ambiental.
La degradacion del suelo es un fendmeno inevitable de la actividad minera,
y la revegetalizacidn de areas con frecuencia es dificil, dadas las amenazas
fisicas y quimicas a las que se ve sometido este recurso.

El establecimiento de una nueva vegetacion en estas areas provee
proteccion fisica y aporta materia organica que contribuye al mejoramiento
de la capacidad de retencion de agua y fertilidad del suelo (Sinha et al,,
2009; Qi et al., 2018). Ha de suponerse que la seleccidon e implementacion
de una estrategia para acondicionar el suelo generara en un lapso de tiempo
un cambio en la capa superficial para el establecimiento de la vegetacion;
por lo que al emplear un bioproducto como estrategia para la restauracion
o rehabilitacion de areas disturbadas, un aspecto significativo es lograr el
establecimiento de poblaciones microbianas potenciales en el suelo que
contribuyan a la recuperacion de los ecosistemas degradados. Cuando se
logre estabilizar el ambiente del suelo, entonces se podra hablar de un
proceso de rehabilitacion, el cual busque la autosostenibilidad del suelo en
el tiempo.

Laadicionde biochar provoca cambios en las propiedades fisicas y quimicas
del suelo, como el pH (Chintala et al., 2014b), la capacidad de intercambio
cationico (Joseph et al., 2010; Chintala et al,, 2014b) y agregaciéon (Major
et al., 2010). Los cambios en las propiedades del suelo estan mediados por
las propiedades inherentes del biochar; por ejemplo, la carga superficial,
la densidad y distribucion del tamafo de los poros, que dependen de la
naturaleza de la materia prima y las condiciones de pirdlisis. Por lo tanto,
el suelo que esta directamente influenciado por las propiedades quimicas y
fisicas del biochar puede, en Ultima instancia, afectar las interacciones suelo-
planta-microorganismos (Quilliam et al., 2013).
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Ameloot et al. (2013) y Sun et al. (2013) demostraron cambios a corto
plazo, inducidos por el biochar sobre diversas propiedades del suelo que
afectaron la mineralizacion del carbono. En esta investigacion, se observaron
cambios significativos inducidos por la adicion de biochar durante el tiempo
de rehabilitacion evaluado, en las variables de pH y conductividad eléctrica.

Estos hallazgos fueron comparables con los obtenidos por Fellet et al.
(2011), a partir de la aplicacion de biochar a relaves mineros. El rango del
pH en los tratamientos con biochar varié entre 6,91 y 7,98, a diferencia del
control que varid entre 6,43 y 7,09. El incremento en el pH en el material
edafico enmendado con biochar puede explicarse por la presencia de
grupos fendlicos, carboxilicos e hidroxilicos cargados negativamente en la
superficie del biochar (Chintala et al., 2014c) que enlazan hidrogeniones
(H+) de la solucidn del suelo, reduciendo la concentracion de estos en el
sueloy, consecuentemente aumentando el valor del pH durante las primeras
semanas hasta varios meses después (Gul et al., 2015).

La caracterizacion de las comunidades microbianas de la rizosfera provee
informacién importante relacionada con la planta estudiada y se convierte
también en un indicador del estado del suelo, permitiendo evaluar el éxito
del proceso de rehabilitacién después de la revegetalizacion (Izquierdo et al.,
2005). La biomasa microbiana del suelo y la estructura de las comunidades
bacterianas son susceptibles a las condiciones y cambios en las propiedades
del suelo (Dai et al., 2016; Liu et al., 2016). En adicion, Lehmann et al. (2011)
afirman que los cambios en los atributos del suelo después de la adicion
de biochar podrian alterar la actividad microbiana del suelo, asi como la
composicion de sus comunidades.

Joseph et al. (2010) plantearon que la composicion de las comunidades
microbianas en micro-sitios es altamente afectada por el pH y la conductividad
eléctrica, tratandose de suelos enmendados con biochar. En ese sentido, se ha
documentado que las modificaciones en las propiedades del suelo pueden afectar
la dindmica de las comunidades microbianas (Steinbeiss et al., 2009; Jones et al.,
2012; Xu et al., 2016). Diversos estudios han incrementado los reportes acerca
del mejoramiento de las propiedades del suelo tras la incorporacion de biochar
(Chintala et al., 2014a; Lone et al., 2015; Wang et al., 2017) y su correlacién con
la abundancia y composicion de las comunidades microbianas (Gul et al., 2015).
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En este trabajo se demostré que la adicion de biochar promovié cambios
en la abundancia relativa de las comunidades rizobacterianas, en especial de
algunos géneros de interés de la familia Sphingomonadaceae; y se observo
ademas como estos géneros en particular se vieron afectados por algunas
variables fisicoguimicas, tales como el pH, conductividad eléctrica, CIC y NTK,
demostrando que estas propiedades fueron importantes conductores en los
cambios en la abundancia bacteriana. Las observaciones anteriores fueron
consistentes con otras investigaciones que reportaron el pH como un fuerte
predictor de la composicion y cambios en las comunidades bacterianas de
suelos enmendados con biochar (Farrell et al., 2013; Zheng et al., 2016).

En este estudio, la evidencia sugiere que los cambios en la estructura
y composicion de las comunidades rizobacterianas se relacionaron con la
adicién de biochar al suelo antrdpico de extraccion carbonifera. No obstante,
los cambios significativos en las propiedades fisicoquimicas del suelo
antrdpico durante los siete meses del proceso de rehabilitacion, se registraron
solo para las variables de conductividad eléctrica y pH.

Esto indica que no fue posible establecer en una mayor magnitud a
corto plazo el efecto del biochar en el suelo de extraccidon carbonifera;
sugiriendo que la valoracion a largo plazo del impacto que causa el biochar
en diferentes atributos de suelos disturbados, relacionados a su vez con los
cambios en la estructura de las comunidades rizobacterianas, deberia ser
considerada, tal como ha sido establecido en otros estudios, en los cuales
se encontrd una fuerte correlacion después de dos o cuatro afios (Sun et al,,
2016; Yao et al., 2017; Zheng et al., 2016), incluyendo la evaluacion de otras
caracteristicas como indicadores de la estabilidad de suelos, tales como la
densidad aparente, estabilidad de los agregados y capacidad de retencion de
agua (Burrell et al,, 2016).

Aungue en el presente trabajo no se evalud la agregacion del suelo, se
planted la hipdtesis de que el incremento significativo del pH pudo influir
en el mejoramiento de la agregacion del suelo tal como ha sido establecido
en estudios previos que indican que un pH alto puede incrementar la
floculacion de particulas de arcilla, facilitando la formacién de agregados
estables (Wang et al., 2017).
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En esta investigacion se aplicé una dosis de biochar de 10 t ha, con el fin
de establecer los efectos de laenmienda en el suelo disturbado por extraccion
carbonifera. Los hallazgos encontrados sugieren que el efecto de la dosis
de biochar aplicada fue potenciado durante el tiempo de establecimiento, lo
cual es comparable tanto con los resultados de abundancia y composicion
de las comunidades bacterianas en las muestras de suelo con la enmienda
(datos no mostrados) como con los registros de pH y CE del suelo antrdpico,
y el contenido de fésforo foliar en el pasto, considerando que para este ultimo
no se pudo establecer un efecto significativo del tratamiento con biochar sin
microorganismos inoculados (MB).

Atendiendo al efecto de la dosis, Luo et al. (2017) investigaron cambios en
propiedades del suelo tras aplicar diferentes dosis de biochar (10, 30 y 50 t ha'l),
reportando cambios en algunas propiedades de suelo tras la adicién de biochar a
30tha’; mientras que laconcentracion de 10 t ha no generd un cambio apreciable.
Al comparar estos resultados con los del presente trabajo, se puede afirmar que
los cambios significativos observados en las propiedades del suelo antrépico
post adicion de biochar, particularmente durante el tiempo de establecimiento,
dependieron notablemente de la concentracion de la enmienda aplicada a una
dosis unica, planteando la posibilidad de que al incrementar la concentracion
de biochar, se podrian revelar cambios mas significativos en el suelo, evaluados
a corto plazo, pero con un efecto mas prolongado y de mayor espectro sobre
las propiedades fisicoquimicas de este suelo. En ese sentido, Chen et al. (2017),
indicaron que la adicién de bajas tasas de biochar usualmente inducen efectos
débiles en los parametros de diversos tipos de suelo.

Por otro lado, se observd una reduccion del contenido total de hierro,
aluminio y potasio. Es posible que la superficie porosa de la particula de
biochar tuviera algun tipo de interaccion con estos elementos, facilitando la
retenciony, por ende, unaligera disminucion en la concentracion de estos en el
suelo antrdpico. Al respecto cabe sefialar que Rees et al. (2014) investigaron
el efecto de una enmienda de biochar producida a 450°C en la movilidad
y absorcién de algunos metales en suelos contaminados, reportando una
inmovilizacion efectiva a corto plazo en suelos enmendados con biochar,
la cual atribuyeron a la distribucion y tamafno de particula del biochar, y
adicionalmente al incremento del pH.
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Otros estudios relacionados con el rol del biochar en la remediacion de
metales pesados proponen mecanismos electrostaticos y no electrostaticos
(Jiang et al,, 2012), indicando que la adicion del biochar al suelo causa un
incremento en la carga negativa de la superficie del suelo como consecuencia
del decrecimiento del potencial Z e incremento de la capacidad de intercambio
cationico; esto incrementa la atraccion entre los metales cargados
positivamente y la superficie del suelo (Chintala et al,, 2014c). Ademas, la
presencia de algunos grupos funcionales (carboxilicos e hidroxilicos) de la
superficie del biochar permiten la formacion de complejos con metales;
sin embargo, nutrientes esenciales para la planta también podrian ser
inmovilizados por este mecanismo (Beesley et al., 2011; Lone et al., 2015).

El limitado potencial para la rehabilitacion de areas de extraccion
carbonifera radica en la pérdida de funcionalidad del suelo, lo cual conlleva
a una reduccion de la disponibilidad de nutrientes y microorganismos
(Beesley et al. 2011); razon por la cual, en el presente estudio dos de los
tratamientos se inocularon con microorganismos cuyo efecto significativo
en la rizésfera de las plantas ha sido reportado. El uso de bacterias
promotoras de crecimiento vegetal y micorrizas ha sido propuesto como una
estrategia bioldgica en los procesos de fitorestauracion, debido a que estos
microorganismos asociados a la raiz contribuyen a la absorcidon y fijacion
de nutrientes, mejorando de manera consecuente el estado del suelo al
promover un enlace entre las raices de las plantas y esta matriz; también,
ha sido reportado su efecto en el restablecimiento y mantenimiento de la
vegetacion al generar una mayor tolerancia a condiciones de estrés biotico
y abidtico, contribuyendo al funcionamiento ecosistémico (Badri et al,,
2009; He et al,, 2010; Solis-Dominguez et al., 2011).

A diferencia de otros estudios que demostraron un efecto sobre el
crecimiento de la planta modelo via estimulacion de bacterias promotoras de
crecimiento después de la aplicacion de biochar (Graber et al., 2010; Kolton
et al., 2011), en la presente investigacion no pudo ser establecido tal efecto
sobre la productividad del pasto después de la aplicacion de la enmienda. No
obstante, otras investigaciones también han reportado no haber encontrado
diferencias significativas en la productividad de cultivos durante el primer
ano después de la aplicacion de biochar (Jones et al., 2012). Aun cuando
no se demostrara un efecto en la productividad del pasto inducido por el
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biochar, en este trabajo se planted la hipdtesis de que las propiedades de
la vegetacién también influyeron en las interacciones entre el biochar y los
microorganismos de la rizdsfera, donde la descomposicion del biochar puede
verse aumentada por la actividad microbiana debido a la adicién continua de
exudados de la raiz, tal como lo plantearon Kuzyakov et al. (2009).

Durante la fase inicial de un proceso de rehabilitacion, las plantas pueden
favorecer su establecimiento en el suelo a través de laregulaciony transporte
de nutrientes y otros elementos; no obstante, debido a que no es posible
que la vegetacion se mantenga a largo plazo en las condiciones de un suelo
después de ser disturbado por la actividad extractiva de carbdn (Sinha et al.,
2009), se debe dar preferencia a las plantas que puedan sostenerse después
del periodo de establecimiento inicial por un tiempo mas prolongado, y sobre
todo a aquellas que contribuyan de alguna manera a mejorar fisicamente la
agregacion del suelo. Debido a sus habitos de crecimiento ramificado, los
pastostienen lacapacidad de contribuir al sostenimiento de otras especies que
posteriormente lleguen a ser establecidas en estas areas, puesto que el suelo
puede llegar a mejorar su agregacion, y consecuentemente, su estructura
(Diaz, 2017). La rehabilitacion de areas degradadas con pastos ha ganado
una atencion creciente debido a su bajo costo y alta eco-sostenibilidad a largo
plazo (Zhang et al., 2010; Jiao et al., 2012), reportandose el mejoramiento
del ambiente ecoldgico en areas degradadas debido al aumento de la
cobertura vegetal (Shaoxuan et al., 2016), lo que facilita la infiltracion del
aguay evita la erosidn, disminuyendo la lixiviacidn de nutrientes solubles. En
este trabajo se selecciond B. decumbens como planta pionera en la primera
fase de establecimiento de la vegetacién, debido a su capacidad adaptativa,
alta productividad, rapido rebrote y resistencia a multiples factores de estrés
ambiental (Jarmay Maza, 2012; Arroyave et al., 2013).

La asociacion de la mayoria de las plantas con hongos formadores
de micorrizas arbusculares se caracteriza por una alta interdependencia
fisioldgica y ecoldgica. Esta simbiosis es fundamental para el ciclo de
nutrientes en las primeras etapas de la sucesion de plantas, y juega un
papel importante en la proteccion de los ecosistemas, donde actula
directamente sobre la reabsorcion de nutrientes, manteniendo el balance
del sistema (Van Der Heijden & Horton, 2009). EL fésforo es un elemento
esencial para el metabolismo energético en las plantas y una deficiencia
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de este se traduce en una reduccion del tamafo y crecimiento de la planta
(Jiao et al., 2007; Sharma et al., 2013). Los HMA han sido bien estudiados
por su capacidad de aumentar la absorcion de fosforo por las plantas. Al
comparar los diferentes tratamientos con biochar (MB, MBA, MBF) se pudo
observar que el tratamiento con la micorriza Rhizoglomus fasciculatum'y
el hongo Mortierella sp. (MBF) tuvo un efecto en la captacion de fésforo,
lo cual se vio reflejado en el contenido de este elemento en el pasto,
destacando por lo tanto, que la aplicacion de la enmienda de biochar
junto con la micorriza podria cobrar relevancia en el establecimiento de
B. decumbens como vegetacion pionera en procesos de rehabilitacion de
suelos disturbados, considerando que durante el proceso de extraccion
de carbén este recurso pierde su estructura, propiedad necesaria para el
establecimiento y sucesion vegetal; y que una correlacion positiva entre
los HMAy la agregacion del suelo ha sido reportada debido a la produccidn
de glomalina, exopolisacarido que mejora la estabilidad de los agregados
del suelo (Franzluebbers et al., 2000; He et al., 2010; Zhang et al., 2014).
Adicionalmente, en areas degradadas, donde el potencial micorrizico en
general es bajo, la siembra de plantulas inoculadas con HMA es uno de
los métodos de introduccion de HMA en el sistema y una estrategia a ser
considerada en los programas de rehabilitacion (Souza et al., 2012).

En este trabajo se observé un incremento en la abundancia relativa de las
comunidades rizobacterianas en el tratamiento MBF (datos no mostrados),
lo cual es significativo en procesos de restauracion o revegetalizacién de
zonas degradadas, donde se espera que un incremento en la actividad y en
las poblaciones microbianas esté correlacionado con el establecimiento de la
vegetacion (Hu et al., 2016). No obstante, a diferencia de otras investigaciones
que demostraron un incremento en la biomasa de plantas inoculadas con
micorrizas (Solis-Dominguez et al.,, 2011), en el presente estudio el efecto
de la micorriza en la biomasa aérea seca no pudo ser establecido, sugiriendo
que la asimilacidon de fdsforo no es el Unico mecanismo involucrado en la
produccién de biomasa.

Un analisis de colonizacion micorrizal fue llevado a cabo para establecer
la sobrevivencia de la micorriza inoculada al inicio de la experimentacion,
encontrando una colonizacidn promedio del 41% en el tratamiento MBF,
comparado con la colonizacion en el control que fue del 17%, indicando
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no solo una colonizacion efectiva de la micorriza al finalizar el proceso de
rehabilitacion en MBF, sino la presencia de un inéculo nativo en el suelo
control. Pese a esto, la biomasa en el control fue significativamente mayor
gue en el tratamiento MBF; es posible entonces que la perdida de estructura
del suelo junto con otros fendmenos asociados a esta pérdida, afectara
notablemente la produccion de biomasa en los diferentes tratamientos con
los materiales edaficos procedentes de la extraccion de carbon.

El efecto negativo del tiempo sobre esta variable posiblemente se debid
a que el grado de compactacion que reflejaba el suelo fue aumentando y
pudo influir en el estrangulamiento de las raices, fenédmeno que influye de
manera indirecta en la distribucidn de nutrientes para la generacion de nueva
biomasa, y que fue observado en los Ultimos dos muestreos.

En cuanto al tratamiento con biochar inoculado con A. brasilense (MBA), no
se observaron diferencias significativas en las variables determinadas entre
este y el tratamiento con biochar (MB). Es posible que el efecto de la cepa de A.
brasilense inoculada fuera dependiente del contenido de nutrientes, razén por
la cual no se observasen diferencias significativas entre estos dos tratamientos
con biochar, y su sobrevivencia en la rizosfera se viera limitada como se pudo
establecer mediante el andlisis de la abundancia relativa de esta poblacion,
cuya frecuencia fue menor al 1% dos meses después de la siembra.

Un estudio conducido por Bashan et al. (1995), demostré que el pH,
porcentaje de fosforo y potasio, conductividad eléctrica y relacion C/N no
tuvieron un efecto aparente sobre la viabilidad bacteriana de A. brasilense
en el suelo, sino que la planta es un factor clave en el establecimiento y
sobrevivencia de la poblacion, observando ademas que en relacion al tiempo
la poblacion bacteriana disminuy6 drasticamente, alcanzando niveles
indetectables 90 dias después de su inoculacién en diferentes tipos de suelo;
la disminucion de la abundancia de A. brasilense se debié a factores como la
filtracion en los suelos ocasionada por el agua o la eliminacion de la planta.

Ilgualmente, los autores evaluaron la viabilidad de A. brasilense en dos
suelos artificiales que contenian los mismos componentes principales de los
suelos naturales de la zona de estudio, y concluyeron que A. brasilense es
un colonizador de la rizésfera que sobrevive pobremente en la mayoria de
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los suelos por periodos prolongados. Lo anteriormente descrito hace pensar
que el indculo de A. brasilense en el tratamiento con biochar, establecido
en la experimentacion de este estudio, fue afectado por las condiciones
fisicoquimicas de los materiales edaficos con los cuales se conformé el suelo
antrdpico empleado en la presente investigacion.

Conclusiones

A corto plazo, se pudo establecer el efecto del biochar en algunas
propiedades del suelo antrépico como el pH y la conductividad eléctrica.
Estas variables se correlacionaron significativamente con la abundancia
de las comunidades rizobacterianas, representadas por los géneros de las
familias Sphingomonadaceae, Nocardioidaceae y Micrococcaceae. Este
hallazgo sugirio que los cambios observados en estas dos propiedades del
suelo dependieron notablemente de la concentracion de biochar aplicada a
una dosis Unica al suelo antropico de extraccion carbonifera y, asi mismo, que
el incremento en la abundancia de algunas comunidades bacterianas estuvo
influenciado por estas dos variables.

Con el andlisis de correlacion candnica fue posible demostrar una
interaccion entre las propiedades del suelo antrépico y las comunidades
rizobacterianas, indicando un efecto significativo del pH y la CIC sobre las
comunidades representadas por los géneros Kaistobacter, Sphingomonas,
Sphingobium y los géneros no clasificados de la familia Sphingomonadaceae;
por el contrario, los géneros Bacillus, Streptomyces y miembros de
géneros no clasificados del orden Rhizobiales y Solibacterales no fueron
significativamente afectados por las propiedades fisicoquimicas del suelo
antrdpico evaluadas en este estudio.

Con la dosis de biochar aplicada no se establecieron cambios significativos
en la capacidad de intercambio catidnico, que se asocia de manera directa con
el mejoramiento de la agregacién del suelo. Con base en este hallazgo se puede
sugerir un incremento en la tasa de biochar aplicada a los suelos de extraccion
carbonifera de la regidn, con el fin de establecer cambios significativos en otras
propiedades de esta matriz, y con un efecto a largo plazo.
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En cuanto a la respuesta de la planta modelo, no se pudo establecer que
los cambios en la produccion de biomasa estuvieran asociados a la enmienda
de biochar; sin embargo, el tratamiento con la micorriza tuvo un efecto
significativo en la captacion de fosforo, lo cual se vio reflejado en el contenido
de este elemento en el pasto, destacando, por lo tanto, que la aplicacién de
la enmienda de biochar junto con la micorriza se podria sugerir como una
estrategia en el establecimiento de B. decumbens como vegetacion pionera
en procesos de revegetalizacion y/o rehabilitacion de suelos disturbados.
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