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Martini Morales Sasi Elibeth. 2008. Biosoélidos y su efecto en la competencia
entre pastos y especies lefiosas nativos del sur del desierto Chihuahuense.
Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnolégica. México.

Resumen

El establecimiento de especies lefiosas en pastizales semiaridos se facilita por
las condiciones de disturbio, como el sobrepastoreo y la pérdida de nutrientes
en el suelo. Por lo tanto, existe competencia entre grupos funcionales (lefiosas
vs. pastos), siendo las especies lefiosas son los que ganan la competencia,
pues tienen mayor capacidad que los pastos para establecerse en areas
perturbadas. Una manera de contrarrestar la invasion de lefiosas en pastizales
nativos es fertilizando el suelo, con lo que se espera que los pastos tengan un
crecimiento mayor y se inhiba asi el crecimiento de plantulas de especies
lefosas. La aplicacion de biosélidos, que son materiales ricos en nutrientes que
provienen de las plantas de tratamiento de aguas residuales, puede ser una
alternativa para mejorar la fertilidad de los suelos y, posiblemente, el
establecimiento de plantulas de gramineas de pastizales semiaridos. Asi, en
esta investigacién se evalué si la aplicacién de biosélidos provenientes de la
planta de tratamiento de aguas residuales municipales Tangamanga ayuda al
mejor establecimiento de los pastos Bouteloua curtipendula y Bouteloua
gracilis cuando estas interactiian con la especie lefiosa Prosopis laevigata, y si
el efecto depende del tipo de suelo de la regién (igneo y calcareo). Una
evaluacion preliminar del contenido de metales pesados en los biosélidos
mostré que estos se encuentran dentro de los limites permitidos por la Norma
Oficial Mexicana. Se encontr6 que B. curtipendula fue mas competitiva que B.
gracilis, ya que la primera cuando estuvo asociada con P. laevigata presento
mayor area foliar que B. gracilis. Ademas, B. curtipendula afect6 el desarrollo
del area foliar de P. laevigata, ya que esta dltima mostré mayor area foliar
cuando creci6 junto con B. gracilis que cuando lo hizo con B. curtipendula.
También se encontr6 que el crecimiento de P. laevigata fue sensible a la
densidad de B. curtipendula, ya que la biomasa de P. laevigata disminuyd y la
proporcion Raiz/Vastago (R/V) aument6 con el incremento de la densidad de la
graminea B. curtipendula. Finalmente, el efecto de la aplicacién de los
biosolidos dependié del tipo de suelo y de la especie, ya que B. curtipendula y
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P. laevigata se beneficiaron mas cuando se agregd biosolido al suelo calcareo,

el suelo menos fértil.

Abstract

In semiarid grasslands the soil perturbation favors the establishment of woody
species. Thus, there is a competition between functional groups (woody vs.
grasses), and woody shrubs and trees wins this competition, since they have
higher ability than grasses for establishing in disturbed areas. Soil fertilization is
a way to avoid the woody species invasion in semiarid grasslands, since
grasses could have higher growth and therefore inhibit seedling growth of
woody species. Biosolid application could be an alternative to improve the
fertility in soils, and thus also improve the seedling establishment of semiarid
grasses. In this research, it was evaluated if biosolid (belonging to Tangamanga
municipal wastewater treatment plant) application improves the seedling
establishment of the grasses Bouteloua curtipendula and Bouteloua gracilis,
when they interact with the woody species Prosopis laevigata, and if the effect
depends on the soil type (igneous and calcareous). Before experiments, the
content of heavy metals on biosolids was evaluated. All of them comply with the
concentration limits defined by the Mexican Official Regulations. It was found
that B. curtipendula was more competitive than B. gracilis, since B. curtipendula
showed higher foliar area when was associated with P. laevigata. Moreover, B.
curtipendula affected the foliar area development of P. laevigata, since this
woody species had higher foliar area when growing joined to B. gracilis than
with B. curtipendula. In addition, the P. laevigata growth was sensitive to the B.
curtipendula density, since their biomass diminished and the root/shoot ratio
increased with the increase of B. curtipendula densitiy. Finally, the effect of
biosolid application depended of the soil type and of the species, since both the
grass B. curtipendula and the woody species P. laevigata showed higher growth
when biosolid was applicated to the less fertile soil, the calcareous.
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1. INTRODUCCION

Con una superficie total de 630,000 Km? el desierto chihuahuense se
extiende a lo largo de Arizona, Nuevo México y Texas, en Estados Unidos de
América; asi como en Chihuahua, Coahuila, Nuevo Lebn, Tamaulipas, Zacatecas,
Durango y San Luis Potosi, en México (Gonzélez y Sosa, 2003). En este desierto,
existen varios tipos de vegetacién: pastizal natural, matorral desértico rosetdfilo,
matorral crasicaule, matorral desértico micréfilo, matorral submontano, chaparral y
pastizal natural, los cuales son afectados por los disturbios realizados por el ser
humano (Hubber-Sannwald, 2002; entre otros).

El pastizal natural es uno de los méas afectados por el disturbio, ya que es
invadido por especies de arboles y arbustos lefiosos de los géneros Prosopis y
Acacia, principalmente (Buffington y Herbel, 1965; Bush y Van Auken, 1987;
1989a; Gibbens et al., 1998; Van Auken, 2000; Bestelmeyer et al., 2007). El
establecimiento de especies lefiosas en pastizales semiaridos se facilita por las
condiciones de disturbio, como el sobrepastoreo, y factores como el estrés hidrico
y la pérdida de nutrientes en el suelo (Bush y Van Auken, 1987; 1988; 1989a;
1989b; Gibbens et al., 1998; Bestelmeyer et al., 2007). Asi, existe competencia
entre grupos funcionales (especies lefiosas vs. pastos), siendo las especies
lefosas las que ganan la competencia, pues tienen mayor capacidad que los
pastos para establecerse en areas con disturbio. Ademas, cuando la especie
lefiosa esta ya establecida, funciona como nucleo para el establecimiento de otras

especies lefiosas, por lo que se van formando parches de vegetacién lefiosa y, por



lo tanto, disminuyen las areas con pastizal (Archer et al., 1988; Bush y Van Auken,
1989a; Scholes y Archer, 1997).

Se han realizado estudios en los que se evalua la competencia entre
especies lefosas y pastos. Por ejemplo, Van Auken y Bush (1987) encontraron
que el pasto Buchloe dactyloides es un mejor competidor por recursos del suelo
que las plantulas de Prosopis glandulosa var. glandulosa, especialmente en alta
densidad de pastos. Sugieren que es probable que P. glandulosa no sea un
invasor en pastizales altamente productivos con altas densidades de plantas,
siendo mas bien un colonizador de areas abiertas con baja densidad de plantas.
Por otra parte, Bush y Van Auken (1989a) encontraron que cuando se adicionan
nutrientes al suelo, las especies de pastos tienen mayor agresividad y ganan la
competencia a las plantulas de especies lefiosas. Esto permite especular que una
manera de contrarrestar la invasion de arboles y arbustos lefiosos en pastizales
nativos es fertilizando el suelo, con lo que se espera los pastos tengan un
crecimiento mayor en biomasa seca y mas asignacion de recursos al tallo, lo cual
inhibiria el crecimiento de plantulas de especies lefiosas.

La aplicacién de biosélidos (BS) puede ser una alternativa para mejorar la
fertilidad de los suelos, asi como sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas vy,
posiblemente, el establecimiento de plantulas de pastos de pastizales semiaridos.
Estos materiales que provienen de las plantas de tratamiento de aguas residuales,
son ricos en nutrientes (Benton y Wester, 1998; Walton et al, 2001; Mata-
Gonzalez et al., 2002a; 2002b; 2004; Martinez et al., 2003). La aplicaciéon de BS

es considerada benéfica, debido a que permite la utilizacién de sus constituyentes
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minerales y organicos por el suelo y las plantas. Al ser aplicados en pastizales
semiaridos se aumenta la fertilidad del suelo (Fresquez et al., 1990). Ademas, los
pastizales semiaridos ofrecen oportunidades ideales para reciclar biosélidos
debido a que estan limitados por recursos como el agua y nutrientes (Mata-
Gonzalez et al., 2002b).

La aplicacién superficial de biosélidos puede incrementar la produccion de
biomasa de los pastos en este tipo de ecosistemas (Jurado et al., 2004; Mata-
Gonzalez et al., 2002b). Por lo tanto, es importante conocer si al adicionar
recursos al suelo en este ecosistema, los pastos tendran una mejor capacidad de
establecimiento de forma que la entrada de especies lefiosas sea mas dificil. De
igual manera, es importante evaluar el efecto de los biosélidos en diferentes tipos
de suelo de pastizales semiaridos, ya que la aplicacién superficial de biosélidos
afecta propiedades fisicas del suelo, tales como materia organica, infiltracién,
densidad, dispersiéon de arcilla y escurrimiento, y que el efecto depende del tipo de
suelo (Rostagno y Sosebee, 2001; Moffet et al., 2005; Paschke et al., 2005).

Especificamente, en el estado de San Luis Potosi, la vegetacion de pastizal
natural disminuyé 60% entre 1961 y 2001 (Hubber-Sanwaldd, 2002), desplazada
principalmente por especies de arboles y arbustos lefiosos; por lo tanto, se
considera prioritario conservar los pastizales que persisten. Asi, es importante
investigar como la aplicacion de biosolidos afecta a la interaccion entre pastos
nativos (Bouteloua curtipendula y Bouteloua gracilis) y plantulas de especies
lenosas (Prosopis laevigata) en diferentes tipos de suelo (igneo y calcéareo)

caracteristicos de la region. La prediccion es que al aplicarse una concentracion
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de biosolidos con un nivel de nutrientes éptimo para el crecimiento de los pastos,
estas tengan mayor agresividad para competir con las especies lefiosas, y que
esto dependa del tipo de suelo, ya que los suelos calcareos son en general mas
limitados en nutrientes (sobre todo en fésforo) que los suelos igneos (Lagunes-
Espinoza, 1985), lo que a su vez restringe la capacidad competitiva de los pastos
contra la invasion de especies lefiosas. Ademads, se esperaria que la germinacion
de los pastos se beneficie con los biosélidos, debido a que los nutrientes que tiene
pueden ayudar a la germinacion de semillas (Baskin y Baskin, 1998). Sin
embargo, el posible efecto benéfico de los BS va a depender de que las
concentraciones de metales pesados presentes en los biosélidos sean bajas; es
decir, que estén dentro de los limites establecidos en la Norma Oficial Mexicana
NOM-004-SEMARNAT-2002, y asi evitar que se presenten posibles
consecuencias en la disponibilidad de elementos téxicos, manifestados en efectos
negativos en la germinacién y en el crecimiento de las plantulas por efecto de los

metales pesados.

Objetivo General
e Determinar si la adicién de biosdlidos en dos tipos de suelo promueve el
mejor crecimiento de los pastos y modifica la competencia con plantulas de

arboles.



Objetivos especificos

Determinar el efecto de los biosélidos y de los sustratos igneo y calcéareo,
en la germinacion de semillas de B. curtipendula, B. gracilis y P. laevigata.
Determinar el efecto de mezclas suelo-biosélido en el crecimiento (biomasa,
area foliar, proporcién raiz/vastago, altura y numero de vastagos) de
plantulas bajo distintas densidades de los pastos B. curtipendula y B.
gracilis asociadas con el arbol P. laevigata.

Evaluar el efecto de mezclas suelo-biosélido en el contenido de metales
pesados de raices y hojas de plantulas bajo distintas densidades de los

pastos B. curtipendulay B. gracilis asociadas con el arbol P. laevigata.

Hipotesis

La aplicacion de biosélidos ayudara al mejor establecimiento (germinacién
de semillas y crecimiento de plantulas) de los pastos que interactian con
especies lefiosas, y el efecto sera mayor en el suelo calcareo que en el

suelo igneo.

Experimentos realizados

Se realizaron experimentos preliminares de germinacion de semillas de pastos

y de lefosas en distintos sustratos (suelo igneo, suelo calcareo, turba y biosélido).

En el caso de las lefiosas, se evalud el efecto de la escarificacion y en el caso de
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los pastos, el efecto de la apariencia de las semillas (sanas vs. no sanas). Para
corroborar la hipétesis planteada se realizaron dos experimentos de crecimiento
de plantulas; en el primero de ellos se evalué de manera preliminar el efecto de
dos tipos de suelo (igneo y calcareo) y tres niveles de biosolidos (0, 1.7 y 3.4 Kg.
m?), en el crecimiento bajo distintas densidades de dos especies de pastos (B.
gracilis y B. curtipendula) y una especie lefiosa (P. laevigata). Los resultados de
este primer experimento sirvieron de base para escoger las concentraciones de
biosélido, las densidades de plantas y las especies utilizadas en el segundo
experimento. En este experimento se evalué la densidad de las especies, el efecto
del tipo de suelo (igneo y calcareo) y de dos concentraciones de biosolido (0 y 3.4
Kg/m?), en el crecimiento del pasto Bouteloua curtipendula y de la especie lefiosa

Prosopis laevigata.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Especies de estudio

Especie lefiosa

Prosopis laevigata (Mezquite, abreviatura Prla)

El mezquite es un &rbol que tiene una amplia distribucion en México y se le
puede localizar desde cerca del nivel del mar hasta altitudes superiores a los 2000
m. Aunque prefiere lugares moderadamente secos, prospera desde climas BW
(desierto-arido) hasta CW (Templado con invierno seco), segun la clasificacion de
Kdppen (Chavez, 2002). Por lo que respecta a suelos se distribuye tanto en suelos
calizo como igneo. En San Luis Potosi se localiza en algunos municipios del
Altiplano y de la zona media del estado, y es utilizado como combustible, ya sea
en forma de lefia y carbdn o como madera para construir muebles (Villanueva,
1993).

Tiene una altura entre 3 y 13 m. Tronco de hasta 1 m de diametro, por lo
general de 30 a 60 cm. Corteza gruesa de color café negruzco, algo fisurada.
Copa mas ancha que alta, ramas glabras o pilosas, armadas de espinas
estipulares de 1 a 4 cm de largo. Hojas pecioladas con uno o tres pares de pinnas,

cada una con 10 a 20 foliolos sésiles, oblongos de 5 a 15 mm de largo por 1 a 2
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mm de ancho, dpice obtuso, margen entero, base obtusa, glabras o ligeramente
pubescentes. Flores hermafroditas, dispuestas en espigas densas de 5a 10 cm de
largo, son blanco amarillentas, sésiles o casi sésiles, cdliz de 1 mm, glabro o
puberulento, corola de 2.5 a 3 mm de largo, pétalos agudos, estambres de 4 a 5
mm de largo. Fruto linear de 7 a 20 cm de largo, de color café amarillento, a veces
rojizo, algo constrefiido entre las semillas, estas son oblongas, de 8 a 10 mm de

largo y color blanco amarillento (Villanueva, 1993).

Especies de pastos

Bouteloua curtipendula (Zacate banderita, abreviatura Bocu)

Forma culmos solitarios o en pequefios macollos, con rizomas rastreros
delgados o gruesos; laminas glabras o puberulentas, planas, variable en ancho y
color, generalmente con escasos cilios sobre papilas en los margenes hacia la
base.

Inflorescencia tipicamente larga, con 40 a 70 o mas ramificaciones reflexas
en un eje fuerte: cada rama con 3 6 4 espiguillas en promedio; glumas y lemas
tipicamente purpuras o con manchas purpura; anteras de color rojo o rojo-naranja
o raramente de color naranja amarillo o purpura.

Se distribuye desde el suroeste de Canada hacia las praderas del centro de

Estados Unidos, Colorado, sur de Utah, Texas, Nuevo México y Arizona hasta el



norte y centro de México; es un excelente pasto forrajero (Ackerman y Smith,

1987).

Bouteloua gracilis (Zacate navajita, abreviatura Bogr)

Presenta culmos de 15 a 50 cm de alto, con 2 a 3 nudos, amacollados o
formando césped bajo presion de pastoreo, erectos, simples, lisos o glabros;
vainas glabras, hispidas en el collar; laminas de 2 a 10 cm de largo por 2 mm de
ancho, involutas cuando menos cerca de la punta larga y delgada, los margenes
lisos 0 escabrosos o algunas veces dispersamente pilosos.

Inflorescencia con 1 a 3 espigas, de 2.5 a 5 cm de largo, generalmente
curvadas; caquis terminado en un punto; espiguillas casi de 6 mm de largo;
raquilla con un mechén de vellos largos bajo la espiguilla rudimentaria; primera
gluma angosta, acuminada, de 4 mm de largo, barbada en la base con pelos
largos en ambas caras de la nervadura media, los margenes con cilios cortos y el
apice ligeramente lobulado, con un arista central como de 1 mm de largo, las
laterales ligeramente mas largas; rudimento de 2 mm de largo, densamente
barbado en la base, con lébulos anchos en forma de capucha, aristas de casi 3
mm de largo, algunas veces se desarrolla un flésculo rudimentario sin arista.

Esta presente en praderas y lugares abiertos, desde Manitoba y Alberta, en
Canada, hacia el sur de Texas, sur de California y norte y centro de México;

excelente pasto forrajero (Ackerman y Smith, 1987).
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2.2 Suelos utilizados y sus caracteristicas e importancia en el altiplano potosino

En general, los suelos de las regiones aridas presentan propiedades
particulares que las distinguen de suelos de regiones humedas, tales como: bajo
contenido de materia organica, pH en la superficie del suelo ligeramente acido o
alcalino y de moderadamente a fuertemente alcalino en el subsuelo, acumulacion
de CaCOj3; en uno o mas horizontes, baja actividad biolégica y débil o moderado
desarrollo del perfil (Lagunes-Espinoza, 1985). Sin embargo, de manera particular,
las caracteristicas quimicas de suelos de zonas éaridas varian de acuerdo al tipo
de suelo. Por ejemplo, los suelos igneos (derivados de rocas igneas) del altiplano
potosino presentan reaccion &cida a neutra o ligeramente alcalina (pH 5.0-7.5),
porcentajes de materia organica de bajos a medianos, contenidos de CaCOs;
escaso o nulo (0-1.0 %), alto contenido de silice y baja conductividad eléctrica,
ademas de que son ricos en magnesio intercambiable y en fésforo. En cambio los
suelos calcareos presentan reaccidén ligeramente alcalina (pH 7.0-8.5) y alto
contenido de CaCO3;. Ademas, cuando existen sales del tipo de Na,COgs, el pH

tiende a ser elevado (>9.1) (Lagunes-Espinoza, 1985).
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2.3. Biosdlidos

Los biosélidos son lodos semisélidos oscuros con alto contenido de materia
organica y de nutrientes, los cuales son generados como subproducto del
tratamiento de aguas residuales. Los biosélidos pueden ser de tipo doméstico o
industrial, dependiendo de las aguas residuales, donde los primeros contienen
menos contaminantes. Este material contiene un alto porcentaje de humedad,
materia organica (MO) y nutrimentos para las plantas como N y P (Jurado et al.,
2004).

Se ha considerado que debido a las caracteristicas que poseen después de
un proceso de estabilizacion, estos biosélidos pueden ser aprovechados siempre y
cuando cumplan con los limites maximos permisibles de contaminantes
establecidos en la Norma Oficial Mexicana (SEMARNAT, 2002). Esta norma
también hace una clasificacién de los mismos como de tipo excelente y bueno, en
funcién de su contenido de metales pesados. Por su contenido de patégenos y
parasitos los clasifica como A, B y C, especificAndose los limites maximos
permisibles en las Tablas 1 y 2, respectivamente. En la misma norma se
especifica el uso que se puede dar a los biosélidos dependiendo de su tipo y

clase, como se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 1. Limites maximos permisibles para metales pesados en biosolidos

Contaminante

EXCELENTE BUENO
(determinados en forma

mg/ kg en base seca mg/ kg en base seca
total)

Arsénico 41 75
Cadmio 39 85
Cromo 1200 3000
Cobre 1500 4300
Plomo 300 840
Mercurio 17 57
Niquel 420 420
Zinc 2800 7500

Tabla 2. Limites maximos permisibles para patégenos y parasitos

Indicador bacteriol6gico
Patégenos Parasitos
de contaminacion

Salmonella spp. Huevos de
Coliformes fecales
CLASE NMP/g en base helminto/g en base
NMP/g en base seca

seca seca
A Menor de 1000 Menor de 3 Menor de 1
B Menor de 1000 Menor de 3 Menor de 10
C Menor de 2000000 Menor de 3 Menor de 35
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En esta investigacion, se utilizaron biosélidos domeésticos tipo excelente,

clase C provenientes de la planta de tratamiento de aguas residuales municipales

del Parque Tangamanga, de la Cd. de San Luis Potosi, S.L.P. De acuerdo a la

Tabla 3 los biosélidos empleados se pueden emplear en usos agricolas, forestales

0 de mejoramiento de suelos.

Tabla 3. Aprovechamiento de biosdlidos

TIPO CLASE APROVECHAMIENTO
Usos urbanos con contacto publico directo durante
EXCELENTE A su aplicacion.
Los establecidos para las clases By C.
Usos urbanos sin contacto publico directo durante
EXCELENTE
B su aplicacién.
O BUENO
Los establecidos para la clase C.
Usos forestales
EXCELENTE
C Mejoramiento de suelo
O BUENO

Usos agricolas
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2.4 Métodos analiticos

Los analisis realizados en las muestras de suelos fueron pH, conductividad
eléctrica (CE), materia organica (MO), amonio y fésforo. Los métodos utilizados
para la determinacion de estas variables en los suelos igneo y calcéreo, asi como
en los biosélidos utilizados en los experimentos, se presentan en el Anexo 1.

Los metales pesados se analizaron siguiendo el método descrito en el
anexo de la NOM-004-SEMARNAT-2002 Proteccion ambiental.- Lodos vy
biosélidos.- Especificaciones y limites maximos permisibles de contaminantes para
su aprovechamiento y disposicion final. Para el tratamiento previo que se les da a
los biosélidos se empled la digestidén por parrilla, realizando una modificacién para
la digestion de algunas muestras, ya que en lugar de anadir 10 ml de HNO;
concentrado (sefialados en la norma), se cambié este acido por el empleo de agua

regia inversa, segun lo recomendado por Cook et al. (1997).

2.4.1. Andlisis de metales pesados en partes aéreas y subterrdneas de plantas

Se realizd el andlisis de metales en biosélidos con el fin de saber si
cumplian con los limites maximos permisibles especificados en la norma oficial
mexicana NOM-004-SEMARNAT-2002, Proteccibn ambiental.- Lodos vy
biosélidos.- Especificaciones y limites maximos permisibles de contaminantes para
su aprovechamiento y disposicién final. Dicha norma establece la técnica para la

determinacion de arsénico, cadmio, cobre, plomo, cromo, mercurio, niquel y zinc,
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en muestras de biosdlido, por espectrofotometria de absorcion atémica, donde el
analisis de los elementos se efectua individualmente.

El principio sobre el cual se basa este método analitico es el de la
atomizacién de la muestra para liberar los atomos, a los que se les aplica una
energia de una longitud de onda especifica que es absorbida e induce al electrén
a pasar a un estado excitado. Esta energia absorbida es proporcional a la
concentracion del elemento en la muestra analizada.

Para lograr la extraccion de los metales se empled agua regia, segun lo
recomendado por Radojevic y Bashkin (1999). Como primer paso se pes6 un
gramo de la muestra y se le agregd el agua regia ya mencionada, se mezclé bien
y se dejé reposando durante toda la noche. Al siguiente dia se calenté la muestra
a 50 °C durante 30 minutos, para posteriormente incrementar la temperatura a 120
°C durante dos horas.

Se dejé enfriar la muestra y se agregaron 10 ml de HNO3; 0.25 M. Después
de esto se filtrd la mezcla con papel Whatman y se aforé la muestra hasta 50 ml
con el acido nitrico 0.25 M.

Para preparar el agua regia, se agregaron 130 ml de HCI concentrado a 120
ml de agua y se mezcl6. Posteriormente, se anadieron 50 ml de HNO;

concentrado y se hizo una mezcla.
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2.5 Experimentos de germinacién y de crecimiento de plantulas

2.5.1 Experimentos de germinacion

Se realizaron pruebas de germinacién con el fin de evaluar el efecto de la
escarificacion de semillas y el efecto del sustrato (turba y biosolidos) en la
germinacion de especies lefiosas (Acacia schaffneriy Prosopis laevigata).
En el caso de las especies de pastos (Bouteloua gracilis y B. curtipendula) el
objetivo fue conocer su capacidad de germinacion para de esa manera poder
efectuar el trabajo con plantulas en el invernadero. Asi mismo se evalud si su
condicion morfolégica afecta su germinacién (semillas sanas y no sanas). El
disefo experimental de estas pruebas se encuentra en el Anexo 2.

Con los datos obtenidos a partir de los experimentos de germinacién se
procedié a realizar experimentos de crecimiento con plantulas en invernadero. La

secuencia de los experimentos realizados se muestra en la Figura 1.
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Experimentos de Germinacion

Experimentos preliminares de

germinacion

Experimentos de germinacion
Gramineas: 2  especies;
efecto de semillas sanas y no

sanas

Crecimiento de plantulas es invernadero:

Competencia entre pastos y una especie lefiosa

1. Efecto de mezclas
biosolido - suelo en el
crecimiento de dos especies
de pastos (B. gracilis y B.
curtipendula) y una especie

lefiosa (P. laevigata)

2. Efecto de los biosélidos
y del tipo de suelo en el
crecimiento y la toma de
metales pesados en
distintas densidades de

plantas de B. curtipendula

Figura 1. Secuencia seguida para los experimentos de germinaciéon y crecimiento

de plantulas.
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2.5.2. Experimentos de crecimiento de plantulas en invernadero

2.5.2.1 Efecto de mezclas biosoélido - suelo en el crecimiento de dos especies de
pastos (B. gracilis y B. curtipendula) y una especie lefiosa (P. laevigata):

Competencia entre pastos y lefiosas.

En este experimento se evalu6 el efecto de dos tipos de suelo (igneo y
calcareo) y tres niveles de biosélidos (0, 1.7 y 3.4 Kg. m®), en el crecimiento de
dos especies de pastos (B. gracilis y B. curtipendula) y una especie lenosa (P.
laevigata) a distintas densidades de interaccién.

Se utilizaron macetas de plastico de 10.5 x 23.5 cm, que se llenaron con
una de las mezclas de tipo de suelo - concentraciones de biosélido. Las macetas
de suelo igneo contenian en promedio 1.220 Kg y las de suelo calcareo 1.16 Kg.
Se utilizaron tres concentraciones de biosélido: 0, 1.7 y 3.4 Kg/m?. Estas dosis se
seleccionaron con base en lo encontrado en la literatura (Rostagno y Sosebee,
2000; Moffet et al., 2005; Hahm y Wester, 2004; Mata-Gonzalez et al., 2002a;
2002b; 2004; Benton y Wester, 1998; Yan et al., 2000; Jurado y Wester, 2001). La
cantidad de biosélido en gramos se determiné tomando en cuenta la densidad, la
profundidad de los diferentes suelos, asi como el peso de las macetas (cantidad
de suelo). De acuerdo al tipo de suelo, las concentraciones en g/kg por maceta se

presentan en la Tabla 4.
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Tabla 4. Calculo de cantidad de biosdlido utilizado por maceta en cada

tratamiento.

Cantidad
Densidad Cantidad
Peso de la Profundidad de
del por maceta
maceta (KQ) (m) biosdlido
suelo(Kg/m?®) (Kg)
(Kg/ m?)
Suelo igneo
1.2 1520 0.193 3.4 0.0139078
1.7 0.0069539
Suelo
calcareo
1.16 1170 0.136 3.4 0.0247863
1.7 0.0123931

Para realizar la siembra en el invernadero, se utilizaron plantulas de dos
semanas de edad provenientes de semillas germinadas en el laboratorio. La
germinacion se realizd en una cadmara de germinacién a 25 °C, con fotoperiodo de
12 h luz/12 h oscuridad y 60% de humedad relativa. Se colocaron
aproximadamente 200 semillas por especie en charolas con una mezcla de tierra 'y
arena. Se hicieron cuatro repeticiones por lo que se tuvieron 800 semillas por
especie. Con el fin de favorecer la germinacién, las semillas de la especie de

mezquite (P. laevigata) fueron escarificadas y las de los pastos (B. gracilis y B.
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curtipendula) fueron desprovistas de sus cubiertas (aristas, lemas y glumas). Una
vez trasplantadas, las plantulas fueron mantenidas durante tres meses con riegos
y deshierbes, al final del cual se realizaron mediciones de altura, peso seco
(biomasa), éarea foliar especifica (area foliar/biomasa foliar) y cociente
raiz/vastago. Para el disefio experimental se utilizé el modelo Box-Behnken, con
27 combinaciones de dosis de biosolido-densidad de plantulas (ver Tabla 5). Este
modelo es un método de superficie de respuesta, el cual es un conjunto de
técnicas matematicas y estadisticas utilizadas para modelar y analizar problemas
en los que una variable de interés es influenciada por otras. El objetivo es
optimizar la variable de interés, lo cual se logra al determinar las condiciones
optimas de operacion del sistema (Draper y John, 1998). En el modelo Box-
Behnken, los puntos se generan seleccionando dos factores y perturbando en
forma completa sus niveles; esta estrategia se repite para todos los pares de
valores posibles (Draper y John, 1998). Desafortunadamente, la supervivencia de
plantulas de las tres especies fue baja en la mayoria de los tratamientos debido
probablemente a la intolerancia de las plantulas al trasplante. Asi, para realizar los
andlisis estadisticos se decidi6 evaluar el efecto de la interaccion entre P.

laevigata y cada una de las especies de pasto.
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Andlisis Estadisticos

Se realizaron ANOVAS multifactoriales, con el fin de determinar si la
aplicacion de biosélidos en cada tipo de suelo afectd el crecimiento (distintas
variables) de las especies por efecto de la interaccion entre especies; los factores
fueron:

La dosis de biosélidos (tres niveles: 0, 1.7 y 3.4 Kg/m?)
El tipo de suelo (dos niveles: igneo y calcareo)

La interaccion entre especies (cinco niveles):

Bocu x Prla (respuesta de Bocu cuando esté con Prla)
Bogr x Prla (respuesta de Bogr cuando esta con Prla)
Prla x Bocu (respuesta de Prla cuando esta con Bocu)
Prla x Bogr (respuesta de Prla cuando esta con Bogr)

Prla sin interaccién

Las variables de respuesta fueron peso seco (biomasa), area foliar y

cociente raiz/vastago.
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Tabla 5. Disenio Box-Behnken de experimento de crecimiento de plantulas

Biosolido (Kg/m?) Lenosa (densidad) Pasto (densidad)
1 0 1 2
2 1.7 3 2
3 3.4 2 3
4 0 3 1
5 3.4 1 1
6 1.7 3 1
7 0 2 1
8 3.4 1 3
9 1.7 1 2
10 1.7 2 1
11 0 2 3
12 3.4 3 1
13 1.7 3 3
14 0 3 3
15 3.4 2 1
16 0 2 2
17 1.7 1 3
18 0 3 2
19 3.4 3 2
20 1.7 2 3
21 0 1 3
22 3.4 2 2
23 0 1 1
24 3.4 1 2
25 1.7 2 2
26 1.7 1 1
27 3.4 3 3

Nota: La tabla presenta las densidades para cada pasto interactuando con el

mezquite.
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2.5.2.2. Competencia entre pastos y lefiosas: Efecto de los biosélidos y del tipo de
suelo en el crecimiento y la toma de metales pesados en distintas densidades de

plantas de B. curtipendulay P. laevigata.

Este experimento se realizé con base en los resultados del experimento anterior.
B. gracilis presentd baja germinacién y baja supervivencia de plantulas, asi que se
decidié no incluirla en el experimento descrito en esta seccion. El disefo
experimental consistié de 15 combinaciones de densidades de Prosopis laevigata
- Bouteloua curtipendula (Ver Tabla 6) X 2 tipos de suelo (igneo y calcéreo) X 2
dosis de biosdlido (0 y 3.4 Kg/m?) X 4 repeticiones, utilizando un total de 240

macetas.

Tabla 6.- Densidades de plantulas de Prosopis laevigata'y Bouteloua curtipendula

P. laevigata B. curtipendula
0 1
0 3
0 5
1 0
1 1
1 3
1 5
3 0
3 1
3 3
3 5
5 0
5 1
5 3
5 5
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Al igual que en el experimento anterior hubo mortalidad de plantulas, aunque en
menor cantidad, asi que las densidades de plantulas que se analizaron al final del

experimento se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7.- Densidades de plantulas de Prosopis laevigata'y Bouteloua curtipendula

Tratamiento P. laevigata B. curtipendula
A 1 0
B 1 1
C 1 2
D 1 3

m
[\
o

F 2 1
G 2 2
H 0 3

Para este experimento se utilizaron aproximadamente 576 semillas de cada
especie para tener las densidades requeridas en el total de macetas, segun el
disefio experimental planteado. Se utilizaron macetas del mismo tamafo que las
usadas en el primer experimento. Se realizé siembra directa de semillas en las
macetas, debido a que en el experimento anterior se observd alta mortalidad

debido a problemas en el trasplante. Después de germinadas, las plantulas de las
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distintos combinaciones de tratamientos se mantuvieron por un periodo de tres
meses, al final del cual se realizaron mediciones de peso seco (biomasa), area
foliar y cociente raiz/vastago.

El cociente raiz/vastago se obtuvo de acuerdo a Evans (1972). Este valor
nos dice a qué estructura de la planta se asignan los recursos, ya sea alaraizo a
los vastagos. Se ha documentado ampliamente que las plantas son capaces de
ajustar el tamarno relativo y distribucién de su sistema de 6rganos (sistema de tallo
y raices) en respuesta a los cambios en el suministro externo de recursos, y que
este ajuste puede determinar la proporcién del crecimiento de la planta. Ademas,
se ha demostrado que la plasticidad en la asignacién de recursos es el resultado
de diferentes respuestas morfolégicas. Por ejemplo, las plantas que distribuyen
proporciones relativamente altas de biomasa a las hojas son las que se
encuentran en ambientes ricos en nutrientes. Por otro lado, las plantas que se
encuentran en ambientes pobres distribuyen altas proporciones de biomasa a su
sistema de raices, ya que en estos lugares la competencia por recursos es mayor
(Gedroc et al, 1996). Esto se atribuye a que, cuando no hay limitacion de
nutrientes y agua, las especies invierten mas en hojas para lograr un
establecimiento exitoso, capturando energia y produciendo glucosa para gastarla
en la sintesis de sus constituyentes bioquimicos (Bazzaz y Grace, 1997). Sin
embargo, en suelos con baja humedad y pobres en nutrientes, la asignacion de
recursos al crecimiento de hojas es menor, debido a la necesidad de desarrollar

mas raices para adquirir recursos del suelo.
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Analisis Estadisticos

Para determinar el efecto en pastos se realizaron ANOVAS multifactoriales,
con el fin de determinar si la aplicacién de biosélidos en cada tipo de suelo afecto
el crecimiento (distintas variables) de los pastos por efecto de la densidad; los
factores considerados fueron:
La aplicacién de biosélidos (dos niveles)
Tratamientos de densidad (ocho niveles)

El tipo de suelo (dos niveles)

Para evaluar la competencia intraespecifica, el nivel de BS en los dos tipos
de suelo en P. laevigata se realizaron ANOVAS multifactoriales. Los factores
fueron:

La aplicaciéon de biosélidos (dos niveles)
Tratamientos de densidad (ocho niveles)

El tipo de suelo (dos niveles)

Las variables de respuesta registradas fueron: peso seco (biomasa), area

foliar y cociente raiz/vastago.
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3. RESULTADOS

3.1. Resultados de germinacién

3.1.1 Pruebas preliminares de germinacién de pastos

La germinacién de B. curtipendula fue mayor que la de B. gracilis. La
primera especie mostré un porcentaje final de germinacién alto tanto en turba
como en biosélido, no habiendo diferencias significativas entre ambos tratamientos
(F = 3.11, P > 0.5; Figura 2). En el caso de B. gracilis, el porcentaje final de

germinacion fue mayor en turba que en biosélido (F = 13.24, P = 0.006; Figura 3).

B. curtipendula

100 -
S 80 -
® — — B. cuttipendula-turba
E 60 -
3 40 4 , —=— B. curtipendula -
=] . ‘e
® biosdlido
° 20
X

0 . T T T T T T T T 1

Figura 2. Porcentaje de germinacion de Bouteloua curtipendula en dos tipos de

sustrato.
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B. gracilis
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Figura 3. Porcentaje de germinacion de Bouteloua gracilis en dos tipos de sustrato

3.1.2. Pruebas preliminares de germinacion de lefiosas

En el caso de P. laevigata, se encontré6 mayor porcentaje final de

germinacion de semillas en el tratamiento de escarificacion, tanto en biosélido

como en turba, en comparacion con el tratamiento sin escarificacion en turba (F =

19.187, P = 0.0001; Figura 4).
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Prosopis laevigata
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Figura 4. Porcentaje de germinacion de Prosopis laevigata con tratamientos de

escarificacion en dos tipos de sustratos (turba o suelo comercial y biosolido)

En Acacia schaffneri, se encontr6 alto porcentaje final de germinacién de
semillas en turba y de semillas en biosolido como sustrato, ambas escarificadas;
no habiendo diferencias significativas entre ambos tratamientos (F = 0, P > 0.05).
Las semillas sin escarificar presentaron germinacion baja (F = 25.66, P < 0.0001;

Figura 5).
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Acacia schaffnerii
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Figura 5. Porcentaje de germinacion de Acacia schaffneri con tratamientos de

escarificacion en dos tipos de sustratos. (turba o suelo comercial y biosélido)

3.1.3 Pruebas de germinacién de P. laevigata en distintos sustratos
El porcentaje de germinacion fue alto en los tres sustratos, no habiendo

diferencias significativas entre ellos (F = 1.91, P=0.19; Figura 6).

Germinacion de Prosopis laevigata

5 100 ——h
‘G 80 - -
c —e— Calcareo
£ 60- .
£ —=&— lgneo
é‘;’ 401 —a— Biosélido
20 |
IS
0

1 2 3 4 5 6 7 8

dias

Figura 6. Porcentaje de germinacién de Prosopis laevigata (escarificada) en tres

tipos de sustratos
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3.1.4 Pruebas de germinacion de Bouteloua gracilis y Bouteloua curtipendula

En general, la germinacién de semillas fue mas alta para B. curtipendula
que para B. gracilis. Al hacer el andlisis de las especies, para B. curtipendula se
encontraron efectos significativos de la condicion de las semillas (sanas y no
sanas), asi como también del tipo de sustrato. Las semillas sanas tuvieron mayor
germinacion que las no sanas (F = 12.007, P = 0.002; Figuras 7 y 8). En el caso
de las sanas, hubo mayor germinacion en el suelo calcareo que en los otros dos
sustratos (F = 4.12, P = 0.04; Figura 7). Para las no sanas no hubo diferencias en

la germinacion entre sustratos (F = 0.03, P = 0.9698; Figura 8).

Germinacion de Bouteloua curtipendula (s)

100
5 80
2 -
S 60 | - - - . —o—palcareo
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- 40 a . Ly
S  — ———— —" " G e
2 20 1
0
1 2 3 4 5 6 7
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Figura 7. Porcentaje de germinacién de semillas sanas (s) de Bouteloua

curtipendula, en tres tipos de sustratos.
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Germinacion de Bouteloua cutipendula (ns)
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Figura 8. Porcentaje de germinacién de semillas no sanas (ns) de Bouteloua
curtipendula, en tres tipos de sustratos

En el caso de B. gracilis, se encontré un efecto significativo de la condicion
de las semillas. Las semillas sanas presentaron mayor germinacion que las no

sanas (F = 10.7370, P < 0.0032; Figuras 9 y 10).

Germinacion de Bouteloua gracilis (s)

100
;§ 80 -
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¥ 20

0
1 2 3 4 5 6 7
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Figura 9. Germinacién de semillas sanas (s) de B. gracilis en tres tipos de

sustratos
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Germinacion de Bouteloua gracilis (ns)
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Figura 10. Germinacion de semillas de B. gracilis con apariencia no sana (ns), en

tres tipos de sustratos

3.2 Resultados de los experimentos de crecimiento de plantulas

3.2.1 Efecto de mezclas biosoélido - suelo en el crecimiento de dos especies de
pastos (B. gracilis y B. curtipendula) y una especie lefiosa (P. laevigata):

Competencia entre pastos y lefiosas.

A continuacién se presentan los resultados para las variables de respuesta
area foliar, biosélido 6 peso seco y cociente raiz/vastago. Los datos obtenidos
para estas variables de respuesta fueron transformados por medio del logaritmo
natural, con el fin de normalizarlos y asi cumplir con los requisitos de

homogeneidad de varianzas (Sokal y Rohlf, 1994).

33



Area foliar
Esta variable fue afectada por los factores suelo e interaccién entre
especies, pero no por el factor dosis de biosélido ni por las interacciones entre los

factores (Tabla 8).

Tabla 8. Andlisis estadistico de la varianza del area foliar en la interacciéon de

Prosopis laevigata con las especies Bouteloua gracilis y Bouteloua curtipendula.

Fuente de variacion GL SC F P

Suelo 1 0.454 5.306 <0.05*
Interaccion entre especies 4 1.154 3.368 <0.05*
Biosélido 2 0.059 0.348 0.7066
Suelo X Interaccion entre especies 4 0.481 1.405 0.2365
Biosdlido X Interaccidn entre especies 8 0.403 0.589 0.7852
Suelo X Biosélido 2 0.008 0.050 0.9506
Suelo X Interaccion entre especies 8 1.054 1.538 0.1514

Nota: el asterisco indica que es un valor significativo

El area foliar promedio por planta de P. laevigata fue mayor en suelo igneo
(68.44 + 3.69 cm?) que en suelo calcareo (56.33 + 5.00 cm?). Con respecto a las
interacciones de las pastos con P. laevigata, esta variable fue mayor en Bouteloua
curtipendula (96.07 + 6.87 cm?) que en B. gracilis (48.95 + 7.92 cm?) (F = 5.007, P
< 0.0001), mientras que P. laevigata desarrollé mayor area foliar cuando crecié

con B. gracilis (62.31 + 7.92 cm?) que con B. curtipendula (38.10 + 6.87 cm?) (F =
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6.91, P < 0.009). No hubo diferencias estadistica significativas entre el area foliar
de P. laevigata asociada con B. gracilis (62.31 + 7.92 cm?) y el &rea foliar de P.

laevigata solitaria (66.49 + 4.70 cm?) (F = 0.09, P > 0.05).

Peso seco ¢ biomasa

El peso seco fue afectado por el factor suelo, asi como por la interaccion
suelo X biosélido (Tabla 9).
Tabla 9. Andlisis estadistico de la varianza del peso seco en la interaccién de

Prosopis laevigata con las especies Bouteloua gracilis y Bouteloua curtipendula.

Fuente de variacion GL SC F P
Suelo 1 4.845 7.896 <0.01*
Biosolido 2 2.594 2114 0.13
Interaccidn entre especies 4 1.410 0574 0.68
Suelo X Biosélido 2 6.943 5.658 <0.01*

Biosolido X Interaccidn entre especies 8 6.698 1.364 0.22
Suelo X Interaccién entre especies 4 5.778 2.354 0.06
Suelo X Biosolido X Interaccién entre

8 8.437 1.718 0.10
especies

El peso seco de P. laevigata fue mayor en suelo calcareo (1.35 + 0.12 @)
que en suelo igneo (1.04 £ 0.09 g) (F = 7.89; P = 0.006). La interaccion suelo x
biosdlido no fue significativa en el suelo calcareo (F = 0.48; P > 0.05). Sin

embargo, con respecto al control en el suelo igneo se obtuvo un peso seco mas
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alto de P. laevigata en las concentraciones de 1.7 (F= 17; P < 0.0001) y 3.4 Kg/m?

de biosélidos (F = 6.90; P = 0.009) (Tabla 10).

Tabla 10. Promedio de biomasa de plantulas de P. laevigata en suelos igneo y

calcareo con distintas concentraciones de biosdlido.

Cantidad de biosoélido Promedio
(Kg/m?) (+ Error estandar (E.E.))

Suelo calcareo

0 1.644 +0.23°
1.7 1.411 +0.22°
3.4 1.022+0.21°2
Suelo igneo

0 0.569 +0.18 2
1.7 1.376 £0.13°
3.4 1.190 £0.16 °

Cociente raiz/vastago
El cociente raiz/vastago fue significativo para el factor interaccion entre
especies solamente, los otros factores y las interacciones entre todos los factores

no fueron diferentes significativamente para esta variable de respuesta (Tabla 11).
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Tabla 11. Andlisis estadistico de la varianza del Cociente Raiz/Véstago para P.

leavigata
Fuente variacién GL SC F P
Suelo 1 0.058 0.265 0.6074
Interaccion entre

4 29.813 33.786 < 0.0001*
especies
Biosélido 2 0.907 2.057 0.1325
Suelo X Interaccién

4 0.256 0.291 0.8833
entre especies
Interaccion entre

8 2.129 1.206 0.3012
especies X Biosélido
Suelo X Biosolido 2 0.858 1.944 0.1477
Suelo X Interaccién
entre especies X 8 1.409 0.798 0.6048

Biosélido

Bouteloua gracilis y B. curtipendula asociados a P. laevigata tuvieron mayor
Cociente Raiz/Vastago que P. laevigata asociado a los pastos (F = 33.786, P <

0.0001; Ver Figura 11).
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Figura 11. Promedio + E.E. por especie del Cociente Raiz/Vastago. Letras

distintas significan diferencias estadisticas significativas (P < 0.0001).

3.2.2 Competencia entre pastos y lefiosas: Efecto de los biosélidos y del tipo de
suelo en el crecimiento y la toma de metales pesados en distintas densidades de

plantas de B. curtipendulay P. laevigata.

Se hicieron andlisis por separado para cada una de las especies. Los

resultados se presentan a continuacion.

Area foliar (AF)
La interaccidn suelo x biosdlido fue significativa para el AF de P. laevigata
(Ver Tabla 12). El AF fue mayor en el suelo calcareo sin BS (159.86 + 1.13 cm?)

que con BS (103.49 + 1.15 cm?). Para el suelo igneo no hubo diferencias
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estadisticas entre tratamientos (136.02 + 1.15 cm? en el control vs. 160.57 + 1.14

cm?con BS).

Tabla 12. Andlisis de Varianza de area foliar de Prosopis laevigata

Fuente de variacién GL SC F P

Suelo 1 0.345 1.084 0.3008
Biosolido 1 0.323 1.016 0.3164
Densidad 7 2.740 1.230 0.2961
Suelo X Biosélido 1 1.614 5.073 <0.05*
Biosolido X Densidad 7 1.843 0.827 0.5675
Suelo X Densidad 7 1.457 0.654 0.7097

Suelo X Biosélido X Densidad

~

1.669 0.749 0.6309

Para Bouteloua curtipendula, el area foliar fue afectada por la densidad, asi
como también por las interacciones suelo X densidad, biosélido X densidad y

suelo X biosélido X densidad (Tabla 13, Figuras 12, 13y 14).
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Tabla 13. Andlisis de varianza del area foliar de Bouteloua curtipendula

Fuente de variacion GL SC F P

Suelo 1 0.113 2.014 0.1592
Biosolido 1 0.006 0.123 0.7262
Densidad 7 1.852 4.692 <0.001*
Suelo X Biosdlido 1 0.007 0.127 0.7216
Suelo X Densidad 7 1.897 4.807 <<0.001*
Biosdlido X Densidad 7 2.576 6.526 <<0.001*
Suelo X Biosdlido X Densidad 7 1.937 4.906 <<0.001*

En general, los tratamientos con mayor densidad de plantulas de P.
laevigata compitiendo con B. curtipendula (tratamientos F y G) tuvieron menor

area foliar (Figura 12).
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Figura 12. Promedio de area foliar de B. curtipendula bajo distintas densidades de
P. laevigata. Letras minusculas distintas significan diferencias estadisticas

significativas (P < 0.0001).
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Nota: Las letras que indican los tratamientos, son las densidades de plantas por
maceta: A=1,0 (B. curtipendula, P. laevigata); B=1,1; C=1,2; D=1,3; E=2,0; F=2,1;

G=2,2; H=3,0.
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Figura 13. Promedios de area foliar para B. curtipendula en la interaccion Suelo

calcareo X biosélido X densidad.
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Figura 14. Promedios de area foliar para B. curtipendula en la interaccion Suelo
igneo X biosdlido X densidad. Nota: Los numeros indican los tramientos de
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biosélido: 0 = sin biosélido y 1 = con biosdlido. Las letras indican los tratamientos a

diferentes densidades de plantas por maceta: A=1,0 (B. curtipendula, P.

laevigata); B=1,1; C=1,2; D=1,3; E=2,0; F=2,1; G=2,2; H=3,0.

Peso seco o biomasa

En el caso de Bouteloua curtipendula, el peso seco fue afectado por los

factores suelo y biosélido solamente (Tabla 14). En suelo calcareo se registré un

peso seco menor (2.41 + 0.12 g) que en suelo igneo (5.74 g + 0.11 g). Con

respecto a la cantidad de biosdlido presente en el suelo, fue en las macetas en

donde se agregd el biosdlido en donde las plantulas de esta especie presentaron

mayor cantidad de peso seco (5.25 £ 0.11 g) en comparacién con suelo sin

biosdlido (2.64 + 0.12 g).

Tabla 14. Andlisis de varianza del Peso seco de Bouteloua curtipendula

Fuente de variacién GL SC F P
Suelo 1 13.46 29.167 <.0001*
Biosolido 1 8.507 18.432 <.0001*
Densidad 7 5.813 1.799 0.0967
Suelo X Biosélido 1 1.487 3.223 0.0759
Biosdlido X Densidad 7 3.544 1.097 0.3717
Suelo X Densidad 7 2.187 0.676 0.6911
Suelo X Biosolido X Densidad 7 3.642 1.127 0.3530
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Para Prosopis laevigata, el peso seco se vio afectado por el tipo de suelo en
el cual creci6 la plantula y la densidad de plantas, asi como por los factores suelo

X biosolido y biosolido X densidad (Tabla 15).

Tabla 15. Andlisis de Varianza de Biomasa de Prosopis laevigata

Fuente de variacion GL SC F P

Suelo 1 3.403 7.697 0.0069*
Biosolido 1 0.693 1.569 0.2139
Densidad 7 12.588 4.066 0.0007*
Suelo X Biosdlido 1 8.371 18.930 <0.0001*
Biosolido X Densidad 7 7.873 2.543 0.0203*
Densidad X Suelo 7 0.649 0.209 0.9823

Suelo X Biosélido X
7 2.154 0.695 0.6753
Densidad
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En suelo calcareo se registrd6 un peso seco menor (0.81 £ 0.12 g) que en
suelo igneo (1.25 + 0.11 g). Con respecto a la densidad, se encontr6 mayor peso
seco cuando se encontraba una plantula sola de P. laevigata sin interaccion con
plantulas de la misma especie o de B. curtipendula, asi como menor peso seco

cuando estuvieron juntas dos plantulas de cada especie (Figura 15).
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Figura 15. Promedios de biomasa (g) de P. laevigata para los tratamientos de
Densidad. Letras minusculas distintas significan diferencias estadisticas
significativas (P < 0.0001).
Nota: Las letras que indican los tratamientos, son las densidades de plantas por
maceta: A=1,0 (P. laevigata, B. curtipendula); B=1,1; C=1,2; D=1,3; E=2,0; F=2,1;
G=2,2; H=3,0.

Para la interaccion Suelo x Biosélido, en suelo calcareo el peso seco (1.25
*+ 0.17 g) mayor se presentd con la adicion de biosélidos respecto al control sin
biosélidos (0.51 £ 0.16 g). Lo contrario ocurrié en el suelo igneo, el tratamiento con
biosélido presenté un peso seco menor (0.98 £ 0.16 g) respecto al control sin

biosdlido (1.59 g £ 0.17: Figura 16).
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Figura 16. Promedios de biomasa de P. laevigata para la interaccion Suelo X
Biosélido. Letras minusculas distintas significan diferencias estadisticas

significativas (P < 0.0001).

Los resultados de la interaccién Biosolido X Densidad indican que con la
aplicacion de 3.4 Kg/m? de biosélidos P. laevigata se obtuvo un peso seco menor
cuando estuvo en competencia (P = 0.02). El peso seco mas alto se obtuvo en el
tratamiento de 3.4 Kg/m? de biosélidos con un individuo de P. laevigata sin

interaccion (sin competencia) (Ver Figura 17).

45



Figura 17. Promedios de biomasa para P. laevigata en la interaccidén biosélido X

densidad.

Nota: Los numeros indican los tratamientos de biosélido: 0 = sin biosélido y 1 =
con biosélido. A=1,0 (P. laevigata, B. curtipendula); B=1,1; C=1,2; D=1,3; E=2,0;
F=2,1; G=2,2; H=3,0. Letras mindsculas distintas significan diferencias estadisticas

significativas (P < 0.0001).

Cociente Raiz/ Vastago (C: R/V)

Para Bouteloua curtipendula, se encontraron efectos significativos de las

interacciones Biosélido X Densidad, Suelo X Densidad y Suelo X Biosélido X

Densidad (Tabla 16).
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Tabla 16. Andlisis de Varianza del cociente Raiz/Vastago de Bouteloua

curtipendula

Fuentes de variacién GL SC F P
Suelo 1 0.012 0.078 0.7805
Biosdlido 1 0.057 0.360 0.5499
Densidad 7 1.641 1.462 0.1904
Suelo X Bioso6lido 1 0.005 0.032 0.8584
Biosdlido X Densidad 7 2.550 2.272 <0.05*
Suelo X Densidad 7 3.145 2.802 0.01*

Suelo X Biosélido X
7 2.413 2.150 <0.05*
Densidad

El efecto del Biosdlido X Densidad se presenta en la Figura 18, en donde se
observa que sin adicion de biosélidos el cociente R/V de B. curtipendula es menor
cuando la densidad es 2:2 y mayor cuando la densidad es de 1:2. En cambio, con
biosdlidos el cociente R/V en la densidad 2:2 es mayor que en los demas

tratamientos.
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Figura 18. Promedios + error estandar del cociente R/V de B. curtipendula en la
interaccion Biosolido X Densidad. Letras mindsculas distintas significan diferencias
estadisticas significativas (P < 0.0001).

Nota: Las letras que indican los tratamientos, son las densidades de plantas por
maceta: A=1,0 (B. curtipendula, P. laevigata); B=1,1; C=1,2; D=1,3; E=2,0; F=2,1;

G=2,2; H=3,0.

En la Figura 19 se observa que en suelo calcareo el cociente R/V de B.
curtipendula es menor cuando hay mayor competencia (densidad 2:2). En cambio,
en suelo igneo bajo la misma densidad no se muestra tal competencia y el

cociente R/V es mayor que en los demas tratamientos.
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Figura 19. Promedios + error estandar del cociente R/V de B. curtipendula en la
interaccién Suelo X Densidad. Letras minusculas distintas significan diferencias
estadisticas significativas (P < 0.0001).
Nota: Las letras que indican los tratamientos, son las densidades de plantas por
maceta: A=1,0 (B. curtipendula, P. laevigata); B=1,1; C=1,2; D=1,3; E=2,0; F=2,1;
G=2,2; H=3,0.

En la Tabla 17 se muestran los efectos significativos de las variables Suelo,

Biosdlido y Densidad sobre el cociente Raiz/Vastago de P. laevigata.
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Tabla 17. Andlisis de varianza del cociente Raiz/Vastago de Prosopis laevigata

Fuente de variacion GL SC F P

Suelo 1 1.358 8.274 <0.01*
Biosolido 1 1.622 9.880 <0.01*
Densidad 7 2.996 2.607 <0.05*
Suelo X Biosolido 1 0.026 0.158 0.6915
Biosdlido X Densidad 7 1.193 1.038 0.4111
Suelo X Densidad 7 1.003 0.872 0.5316

Suelo X Biosodlido X
7 0.983 0.855 0.5454
Densidad

El cociente R/V para P. laevigata en el suelo calcareo fue mayor (0.99 +
0.07) que el del suelo igneo (0.75 = 0.07). En el caso del factor biosélido, se
obtuvo un promedio mas alto (1.00 + 0.06) para el control que para el tratamiento
con biosélidos (0.74 + 0.07).

Los resultados para el factor densidad se detallan en la Figura 20, la cual
muestra que la competencia con plantulas de B. curtipendula produjo aumento del
cociente R/V en P. laevigata. Es decir, que esta Ultima especie asigna mayor
cantidad de recursos a la raiz cuando se encuentra en competencia con el pasto,

independientemente si se aplican o no biosélidos.
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Figura 20. Promedios de cociente raiz/vastago de P. laevigata en distintos
tratamientos de densidad de plantulas. Letras minusculas distintas significan
diferencias estadisticas significativas (P < 0.0001).

Nota: Las letras que indican los tratamientos, son las densidades de plantas por
maceta: A=1,0 (P. laevigata, B. curtipendula); B=1,1; C=1,2; D=1,3; E=2,0; F=2,1;

G=2,2; H=3,0.

3.3. Analisis fisicoquimicos para suelo y biosolidos

En la Tabla 18 se presentan los resultados obtenidos de los andlisis fisico-

quimicos de los dos tipos de suelo utilizados y del biosdélido.
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Tabla 18. Andlisis fisico-quimico de los dos tipos de suelo utilizados y del biosolido

pH CE (mmho/cm) | Fésforo (ppm) | Amonio MO %
Calcareo |7.83 |0.27103 155.7 12.15 1.14
Igneo 7.26 | 0.14933 161.05 212 2.5
Biosolido | 6.62 | 0.7755

3.4 Andlisis de metales pesados en plantas

A continuacién se presentan los resultados de metales pesados analizados
en plantas de acuerdo a la densidad en la cual se encontraban, y de acuerdo a la
aplicacion de biosoélido. En las Figuras 21 a la 26, el primer numeral de la
densidad corresponde a P. laevigata, mientras que el segundo corresponde a B.
curtipendula.

En la Figura 21a se observa que hubo mayor cantidad de cromo en las
hojas de Bouteloua curtipendula cuando se encuentra sin interaccién y sin
aplicacion de biosdlidos en el suelo calcareo. En la Figura 21b se destacan que en
la densidad de 1 P. laevigata - 3 B. curtipendula la concentracion de Zinc fue mas

alta que en las demds densidades.
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Figura 21. Metales encontrados en a) la parte aérea y b) la parte subterranea de

B. curtipendula para suelo calcareo sin agregar biosélido.

También en sustrato sin biosélido y en suelo calcareo, el cromo registré la

concentracion mas alta tanto en la parte aérea como en la parte subterranea de P.

laevigata (Figuras 22a,b).
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Figura 22. Metales presentes en a) la parte aérea y b) la parte subterranea de P.

laevigata para suelo calcareo sin agregar biosoélido.
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Con aplicacion de biosolido en suelo calcareo, el cromo fue el metal pesado
con mator concentracion en raices y hojas de las especies Bouteloua curtipendula

(Figuras 23a, b) y P. laevigata (Figuras 24a, b).
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Figura 23. Concentracion de metales presentes en a) la parte aérea y b) la parte

subterranea de B. curtipendula para suelo calcareo con biosélido.
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Figura 24. Concentracién de metales presentes en a) la parte aérea y b) la parte

subterranea de P. laevigata en suelo calcareo con biosoélido.
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De manera similar, en suelo igneo sin agregar biosélido, el cromo fue el
metal con la mayor concentracién en Bouteloua curtipendula (Figuras 25a, b) y

Prosopis laevigata (Figuras 26a, b).
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Figura 25. Metales encontrados en a) la parte aérea y b) la parte subterranea de
B. curtipendula sembrada en macetas con suelo igneo sin biosdlido.
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Figura 26. Concentracién de metales presentes en a) la parte aérea y b) la parte

subterranea de P. laevigata en suelo calcareo con biosélido.
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El comportamiento de la concentracion del cromo para B. curtipendula en

suelo igneo con biosdlido es similar que sin biosolido (Figuras 27a, b).
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Figura 27. Concentracién de metales presentes en a) la parte aérea y b) la parte

subterranea de B. curtipendula para suelo igneo sin biosélido.
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Para P. laevigata, la concentracién mas alta de cromo se registré en la raiz,

para la plantula sin competencia (Figuras 28a, b).

a)

P. laevigata-Hojas
G
o
E
c
Ne)
‘S
s
1
[
(3)
c
o
o

3,0
Densidad
|ECu OCr ENi @zn
b)

P. laevigata-Raiz
03
o
£
= 0.2
[ =
Ne)
'S
o
1]
[}]
[3)
c
o
o

Densidad
|mCu OCr @Ni @27n|

Figura 28. Concentracién de metales presentes en a) la parte aérea y b) la parte

subterranea de P. laevigata para suelo igneo con biosdlido.
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Los contenidos de metales en el suelo y en los biosélidos indicaron que el

metal en mayor concentracion en ambos casos es el Zinc (Figuras 29 y 30).
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Figura 29. Contenidos de metales en suelo igneo y calcareo con biosélido (se

indica con la letra B) y sin biosdlido.
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Figura 30. Contenidos de metales en el biosdélido usado.
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4. DISCUSION

4.1. Efecto de los biosdlidos en la germinacion

El efecto de los biosélidos en la germinacién de semillas y emergencia de
plantulas no es consistente. Algunos investigadores encuentran que el efecto es
positivo o neutro (Al-Jaloud 1999, Hahm y Wester 2004, Jurado et al. 2006), otros
senalan lo contrario (Varela et al. 2006, Walter et al. 2006). Los experimentos de
germinacion de esta investigacion, indicaron efectos negativos de los biosélidos en
semillas del huizache (A. schafneri) y en semillas sanas de B. curtipendula. En
cambio no se encontré efecto significativo del tipo de sustrato en semillas de P.
laevigata. En B. gracilis se observo un efecto significativo de la condicion de las
semillas (las semillas sanas mostraron mayor capacidad de germinacién que las

semillas en mala condicion).

Con los resultados anteriores, se puede afirmar que el efecto de los
biosélidos en la germinacién de semillas depende de la especie y la condicién de
la semilla, por lo que se debe tener cuidado al aplicar biosélido en la superficie del
suelo, pues se puede afectar la germinacion de algunas especies y con esto

afectar la comunidad vegetal en lugar de beneficiarla.
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4.2. Crecimiento de plantulas

4.2.1. Competencia entre pastos y especies lefiosas: efecto de biosolidos y del
tipo de suelo en el crecimiento bajo distintas densidades de dos especies de

gramineas (B. gracilis y B. curtipendula) y una especie de arbusto (P. laevigata).

Los pastos tuvieron mayor altura en las macetas a las cuales se les agreg6
biosélido, en el caso de B. curtipendula en los tratamientos de 1.7 Kg/m?y 3.4
Kg/m?y en el caso de B. gracilis en el de 1.7 Kg/m?. Estos resultados son similares
a los reportados por Jurado et al. (2006), quienes mencionan que con la aplicacién
de biosdlido se increment6 la altura de zacate navajita (Bouteloua gracilis). De
manera similar, Benton y Wester (1998), encontraron incrementos en la altura de
los zacates Hilaria mutica 'y Sporobolus airoides, en dosis de biosélido desde 7
hasta 9 toneladas por hectarea.

Por otra parte Bush y Van Auken (1988) encontraron que cuando se
agregan nutrimentos al suelo, el pasto B. curtipendula crece mejor que el arbusto
P. glandulosa, desarrollando gran numero de vastagos a expensas del crecimiento
del arbusto. Similar al estudio anterior, en esta investigacion se comprobd que la
aplicacion de biosdélidos promovié el crecimiento en biomasa de plantulas de las
especies de pasto B. curtipendula y B. gracilis cuando se encuentran en
interaccién con plantulas de P. laevigata. Tales incrementos en biomasa

producidos por la aplicacion de biosélidos coinciden con estudios previos en
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especies de ambientes semiaridos (Fresquez et al. 1990; Benton y Wester 1998;
Jurado y Wester 2001; Mata-Gonzaélez et al. 2002b; Jurado et al. 2004).

Para el cociente raiz/vastago no se encontr6 un efecto significativo de la
aplicacion de biosélidos, lo cual es contrario a lo reportado en estudios previos con
especies semidesérticas. Por ejemplo, Mata-Gonzélez et al. (2002a,b) encontraron
mayor asignacion de biomasa a tallos con biosélidos y nivel de riego alto.

Un resultado importante con respecto al cociente raiz/vastago es que se
detectaron diferencias entre especies. Brown y Archer (1999) sugieren que en P.
laevigata |la asignacion de recursos para el crecimiento de la raiz es una prioridad
en un amplio rango de recursos disponibles. Sin embargo, segun los resultados
obtenidos en este estudio, los pastos tienen un mayor cociente raiz/vastago que P.
laevigata y este cociente es mayor cuando se encuentran compitiendo. Por lo
tanto, este comportamiento agresivo de los pastos les podria permitir ganar la
competencia a los arbustos.

Con respecto al efecto de los biosélidos en distintos tipos de suelo, las
plantas de ambas especies de pasto fueron mas altas en suelo igneo que en suelo
calcareo en la concentracion de 3.4 Kg/m? Ademas, en el suelo igneo se obtuvo
un peso seco mas alto en las concentraciones de 1.7 y 3.4 Kg/m? de biosélidos
que sin biosdlidos, pero en el suelo calcareo no se encontraron diferencias entre
tratamientos. Estos resultados son contrarios a los esperados, ya que se tenia la
hipétesis de que el efecto de la aplicacion de biosélidos seria mayor en suelo
calcareo que en el igneo, al tener el primero menor cantidad de nutrimentos. Sin

embargo, reafirman la idea de que el efecto de los biosélidos en el crecimiento de
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plantas depende del tipo de suelo (Rostagno y Sosebee 2001, Moffet et al. 2005,

Paschke et al. 2005).

4.2.2. Competencia entre pastos y arbustos: Efecto de los biosélidos y del tipo de
suelo en el crecimiento y la toma de metales pesados en distintas densidades de

plantas de B. curtipendulay P. laevigata.

La biomasa del arbusto P. laevigata disminuy6 y la proporcién Raiz/Vastago
(R/V) aumentd con el incremento de la densidad del pasto B. curtipendula; es
decir, que el crecimiento de P. laevigata es sensible a la densidad de B.
curtipendula. Este resultado es similar al reportado por Bush y Van Auken (1987)
para el arbusto P. glandulosa en interaccidén con el pasto Blichloe dactyloides. Por
otra parte, el efecto de la aplicacién de los biosélidos dependi6 del tipo de suelo y
de la especie. Paschke et al. (2005) sugirieron que el efecto del biosélido sobre la
fertilidad del suelo y la composicién de la comunidad de plantas depende del
sustrato o suelo que se utilice. En esta investigaciéon, se encontré6 que tanto B.
curtipendula como P. laevigata se benefician cuando se agrega el biosdélido al
suelo calcareo, el suelo menos fértil, pero en suelo igneo no hubo efecto
significativo de la aplicacion del biosolido. Este resultado coincide con la hipétesis
propuesta en esta investigacion, pero es opuesto al encontrado en el experimento
anterior. Es probable que en ese experimento haya habido menor tolerancia al
trasplante en el suelo calcareo, y en este segundo experimento no se presento

ese problema debido a que se hizo siembra directa de semillas.
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4.3. Metales pesados en plantulas, suelo y biosélido

Los analisis de metales en suelo y en biosélido muestran niveles que se
encuentran dentro de la Norma Oficial Mexicana NOM 004 y es de resaltarse que
las concentraciones encontradas son menores a las que se encontraron en las
plantas analizadas. Ademas, no se encontrd relacion entre la concentracion de

metales y las densidades de las plantulas.

Los analisis de metales realizados en ambas especies (B. curtipendula'y P.
laevigata) muestran que el cromo es el metal que registra las concentraciones mas
altas, siendo dicha concentracion mayor en la parte aérea de plantas en suelo
calcareo. Este resultado es sorprendente, dado que estas concentraciones tan
altas no existian en los suelos utilizados. Sin embargo, se sabe que el exceso de
cromo en regiones semiaridas y con mucho viento representa un riesgo para la
salud debido al movimiento no controlado de este contaminante causado por la
erosion del viento (Gardea-Torresdey et al. 2004). Asi, es probable que estas

concentraciones de cromo se hayan obtenido de polvo del ambiente.

El alto contenido de cromo en P. laevigata coincide con investigaciones
anteriores que reportan que esta especie es hiperacumuladora de cromo (Gardea-
Torresdey et al. 2004, Aldrich et al. 2003, 2007). Ademas, esta especie absorbe Cr
(V) y lo convierte en Cr (lll), el cual es menos toxico (Aldrich et al. 2003). Sin
embargo, para B. curtipendula no se han encontrado reportes sobre su capacidad

para acumular cromo.
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5. CONCLUSIONES

1. El efecto de los biosélidos en la germinacion de semillas depende de la especie,
por lo que se debe tener cuidado al aplicar biosélido en el campo con el fin de
fertilizar el suelo, pues se puede afectar la germinacion de algunas especies y con

esto alterar el ecosistema en lugar de beneficiarlo.

2. Las especies de pasto B. curtipendula y B. gracilis desarrollan mayor altura y

numero de vastagos con la aplicacién de biosélidos.

3. Bouteloua gracilis y B. curtipendula asociados con P. laevigata, tienen mayor

Cociente Raiz/Vastago que P. laevigata asociado a los pastos.

4. La biomasa del arbusto P. laevigata disminuy6 y la proporcién Raiz/Vastago
(R/V) aumentd con el incremento de la densidad del pasto B. curtipendula; es
decir, que el crecimiento de P. laevigata es sensible a la densidad de B.

curtipendula.

5. La adicién de biosélidos disminuy6 la competencia que se presentd para B.

curtipendula en suelo sin biosoélidos.
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6. El efecto de la aplicacion de los biosélidos depende del tipo de suelo y de la
especie. B. curtipendula y P. laevigata se benefician mas cuando se agrega

biosélido al suelo calcareo, el suelo menos fértil.

7. El metal con las concentraciones mas altas en B. curtipendulay P. laevigata es

el cromo.
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Anexo 1

Métodos utilizados para la determinacién de pH, conductividad eléctrica (CE),
materia organica (MO), amonio y fésforo en los suelos y en los biosélidos

utilizados en los experimentos.

Determinacion de pH:

Importancia de la determinacion

Acerca del efecto del pH del suelo sobre el desarrollo de las plantas, se ha
encontrado que el pobre crecimiento de los cultivos en suelos acidos no se debe
significativamente a la alta concentracién de H" a menos que el valor sea inferior a
4.0, sino a los efectos negativos de la acidez del suelo, los cuales son de tipo
indirectos y se deben principalmente a: 1) alta concentracién de aluminio
intercambiable o en solucién, 2) retencion de fésforo, 3) exceso de manganeso en
solucion, 4) deficiencias de calcio, magnesio o molibdeno, 5) reducida actividad
microbiologica y 6) reducida capacidad de intercambio cationico. Cada uno de
estos factores varia en forma diferente con relacién al pH del suelo y a sus
componentes, por lo cual no es posible establecer un criterio general y aplicable a
todos los suelos, acerca del pH optimo con relacion al desarrollo vegetal (Aguilar
et al. 1987).

La medicion de pH da una indicacion de la acidez o alcalinidad de la

sustancia que se quiera analizar (en este caso suelo y biosélido) lo cual hace
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posible su caracterizacion. Muchas reacciones quimicas son dependientes de pH,
por lo que el conocimiento del mismo nos puede permitir hacer predicciones de la
velocidad de las reacciones quimicas. Ademas, la disponibilidad de diferentes
nutrientes depende fuertemente del pH. Por ejemplo, los suelos con un pH
alrededor de 7 tienen una alta disponibilidad de Mg, Ca, K, N y S; mientras que Fe,
Zn y Cu son menos disponibles a pH alto. Asi, el pH del suelo puede ser usado
como una herramienta de diagnostico rapida para informarnos acerca del estado

del suelo (Radojevic y Bashkin 1999).

Principio de la determinacién

Los métodos para determinar el pH se pueden dividir en dos grupos:
colorimétricos y electrométricos. EI método colorimétrico hace uso de tintes
convenientes o indicadores &cido-base, en donde el color cambia con la actividad
ion-hidrogeno. En el método electrométrico el potencial ién-hidrégeno es indicado

por un electrodo y es medido potenciométricamente. (Lagunes, 1985)

Procedimiento
A continuacién se describe el método electrométrico que fue el que se
empleo para realizara las mediciones de pH en el presente trabajo:
Procedimiento experimental en la medicion de pH
Se pesaron 20 gr.amos de suelo o biosélido
Se le agregaron 40 ml de agua desionizada y se agité manualmente.

Después de 30 minutos se centrifugd la muestra a 3400 rpm durante 10 min.
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Se extrajo el sobrenadante y se hizo la lectura correspondiente.

Conductividad eléctrica (CE):

Importancia de la determinacion

La conductividad del suelo puede ser usada como una medida de los iones
solubles. Ademas es usada en la evaluacién de la irrigacién y el drenaje que
necesita el suelo. Asi mismo, es una determinacion atil en suelos fuertemente
fertilizados como es el caso de suelos en invernaderos y jardines. La
conductividad del suelo ha sido relacionada con el crecimiento de las plantas,
como se muestra en la Tabla 1 en donde se muestran sus efectos (Radojevic y

Bashkin, 1999)

Tabla 1. Respuestas de las plantas a la conductividad eléctrica del suelo

Conductividad del

Respuestas de la planta
suelo (mmho/cm)

>1.00 Severo dafno en la mayoria de las plantas

Puede causar un dafo ligero en la mayoria de las
0.71-1.00

plantas

Puede causar un dafno de ligero a severo en plantas
0.46-0.70 . o

sensibles a la salinidad
0.96.0.46 Adecuado para la mayoria de las plantas si se usan

B cantidades recomendables de fertilizantes

0-0.96 Adecuado para la mayoria de las plantas si se usan

cantidades recomendables de fertilizantes
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Principio de la determinacion:

La medida de la conductividad eléctrica de un extracto, indica
satisfactoriamente la concentracion total de constituyentes ionizados. La
determinacion se hace midiendo la resistencia eléctrica entre electrodos paralelos

inmersos in la soluciéon o extracto de la sustancia de interés.

Procedimiento

Se pesaron 20 gramos de suelo o biosélido

Se le agregaron 40 ml de agua desionizada y se agité manualmente.

Después de un periodo de 30 minutos se centrifugd la muestra a 3400 rpm
durante 10 minutos.

Se extrajo el sobrenadante y se hizo la lectura correspondiente.

Determinacion de Materia Organica (MO):

Importancia de la determinacion

La Tabla 2 muestra el criterio para determinar la calidad de un suelo en

cuanto a su contenido de materia organica (NOM-021-RECNAT-2000)
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Tabla 2. Contenido de materia organica y su relacién con la calidad de los suelos.

Materia organica (%)
Clase Suelos no volcanicos
suelos volcanicos

Muy

<4.0 <0.5
bajo
Bajo 4.1-6.0 0.6-1.5
Medio  6.1-10.9 1.6-3.5
Alto 11.0-16.0 3.6-6.0
Muy

>16.1 >6.1
alto

Principio de la determinacion:

La cantidad de materia organica se determina indirectamente por medio de
combustién seca o humeda y es bdasicamente un estimado cuantitativo del
carbono organico. Para determinar la materia organica se utilizé6 el método de
Walkley y Black, el cual se basa en la oxidacion del carbono orgénico del suelo por
medio de una disolucidon de dicromato de potasio y el calor que se genera al

mezclarla con acido sulfurico concentrado

Procedimiento
Reactivos:
Solucién 1 N de dicromato de potasio: disuelva 49.04 g de dicromato de potasio

(grado reactivo) en 500 ml de agua destilada. Aforar a 1 litro.
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Solucién de sulfato ferroso 0.5 N: disuelva 140 g de sulfato ferroso en 250 ml de
agua destilada. Agregue 40 ml de acido sulfarico concentrado. Enfrie esta solucién
hasta llegar a la temperatura del medio ambiente y entonces afore a 1 litro. Esta
solucion deberd titularse diariamente usando 5 ml de la solucion calibrada de
dicromato de potasio.

Solucién indicadora: disuelva 0.5 g de difenilamina en 20 ml de agua destilada y
agregue 100 ml de acido sulfarico concentrado.

Acido sulfurico concentrado, este reactivo nunca debera tener una concentracion
menor del 96 % y preferiblemente de 98 a 99 %.

Acido fosférico de 85 %. Este reactivo debera ser de pureza Q. P. (grado reactivo).

Coloque exactamente 0.5 gramos de suelo pasado por un tamiz de 0.5 mm
(#35) en un matraz erlenmeyer de 250 ml y agregue 5 ml de la solucién 1 N de
dicromato de potasio, afiada inmediatamente 10 ml de acido sulfarico
concentrado, procurando que el chorro de acido caiga liboremente hasta el fondo
del matraz. Agite inmediatamente después de completada la adicion durante 1
minuto. Procure dar al contenido del matraz un rapido movimiento rotatorio. Deje
reposar el matraz, por exactamente 30 minutos, entonces agregue 100 ml de agua
destilada, 5 ml de acido fosforico y 5 gotas del indicador.

Proceda a titular el exceso de dicromato de potasio no reducido por la
materia organica del suelo con sulfato ferroso 0.5 N. Analice un blanco para cada

juego de muestras.
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ml K,Cr,0,usados

mlFeSO, usados enblanco

NFeSO, =

ml K,Cr,0, Noreducidos = ml FeSO, del problema x N FeSO,

ml K,Cr,0, reducidos = ml K,Cr,0, usados — ml K,Cr,O, no reducidos

ml K,Cr,0, reducidos x0.69
9% MO =

Peso de muestra en gr

Determinacion de amonio:

Importancia de la determinacion

Los microorganismos participan de forma importante en el ciclo del
nitrégeno en el suelo, debido a que realizan la fijacion del nitrégeno, nitrificacién y
desnitrificacion, asi como su inmovilizacion. Se reportan como fracciones
predominantes al amonio y nitratos. ComuUnmente se evalia al amonio por
representar la fuente de nitrogeno mas directamente disponible para su
incorporaciéon en aminoacidos, sin requerir ser oxidado o reducido.
Adicionalmente, se recomienda cuantificar nitratos para complementar la fraccion
de nitrégeno inorganico susceptible de ser empleado por los microorganismos.
Para cuantificar el amonio, se emplea una gran variedad de métodos: técnicas
colorimétricas manuales, microdifusién, destilacién con arrastre de vapor, analisis
de inyeccién de flujo y electrodo de i6n selectivo. En este estudio se empled en
método colorimétrico (Fernandez et al. 2006)
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Principio de la determinacién

Los métodos colorimétricos han sido usados en muchas ocasiones para
determinar las formas inorganicas de N en extractos de suelo. Sus principales
ventajas son la rapidez y la conveniencia (Mulvaney, 1996).

El amonio extraido del suelo con cloruro de potasio 2 M es determinado por
la medicidn de la intensidad de color verde que se forma por el tratamiento de una
alicuota de extracto con salicilato e hipoclorito de sodio a un pH alto. Un
catalizador (nitroprusiato de sodio) incrementa la velocidad e intensidad del color
desarrollado y un agente quelante (EDTA) previene la precipitacion de cationes di
y trivalentes como los hidréxidos.

En la Figura 1 se presentan las reacciones que ocurren en la determinacion

colorimétrica del NH, :
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(A) NH, + OClI" —— NH,Cl + OH~
()

(B) Q-O—O'+ NH,Cl —— HN = --O" + H" +CI
AN
COO COO

(I

©) Q--o- + HN=Q=O s -o-@--mQ:o
coo CcOO"  00C coo

(1)

Figura 1. Reacciones en el método de determinacion colorimétrica del NH, : (A)

monocloramina (/) formacién; (B) oxidacion del salicilato (ll); (C) reaccién para

formar indofenol

El método descrito es esencialmente una modificacion del método de azul
de indofenol descrito por Keeney y Nelson (1982), siendo la principal diferencia

que el salicilato de sodio es usado para desarrollar el color en lugar del fenol.

Procedimiento:

Reactivos:

Solucién de nitroprusiato-salicilato: se disolvieron 0.12 g de nitroprusiato de sodio
en 70 ml de agua destilada y posteriormente se agregaron 7.813 g de salicilato de

sodio. Se aforé en 100 ml de agua y se guardd en un frasco &mbar y se refrigerd.
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EDTA disddico: se disolvieron 0.6 g en 100 ml de agua destilada y se refrigero.
Buffer de hipoclorito de sodio: se disolvieron 2.96 g de NaOH en 80 ml de agua.
Una vez disuelto el NaOH. Se agreg6 9.96 g de fosfato de sodio dibasico y se
agité hasta su completa disolucion. Se agregaron 10 ml de hipoclorito de sodio, la
solucion se agité nuevamente y se afor6 a 100 ml. Después se ajustd el pH hasta
13.2 con NaOH.

Se prepard una solucién 2 M de KCl y se colocé en recipientes de plastico
con tapadera de rosca en los cuales se puso la muestra de suelo recién tomada
del campo (se llevé la solucién ya preparada para tomar la muestra de suelo en el
campo). Una vez que se tiene la muestra se llevoé al laboratorio y se filtr6 con
papel Whatman No. 42. Del filtrado se tomaron 3 ml de extracto de suelo, se
agreg6 1 ml de EDTA y se mezcldo por inversibn o mediante un agitador
magnético. Se agregaron 4 ml de la solucién de nitroprusiato-salicilato y se volvié
a mezclar. Posteriormente se agregaron 5 ml de agua destilada y se agito6.
Después de esto se agregaron 2 ml de buffer de hipoclorito y se mezclo
nuevamente, desarrolldndose un color verde. Se agregaron 3 ml de agua destilada
y agitar nuevamente.

Se calentd la solucién a bafo maria durante 30 a 40 min a 37-40°C. Una
vez transcurrido este tiempo se enfri6 a temperatura ambiente y se procedi6é a
hacer la lectura en el espectrofotdmetro a una absorbancia de 660 nm.

También se preparé un estandar de sulfato de amonio ((NH4)>SO4 para
realizar la curva estandar la cual se realizd siguiendo el procedimiento que a

continuacion se presenta en la Tabla 3.
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Tabla 3. Preparacion de curva estandar de sulfato de amonio

Reactivo

ml sulfato de amonio 05 10 15 25 35 50
ml EDTA 05 05 05 05 05 05
ml nitroprusiato 2 2 2 2 2 2
ml buffer 1 1 1 1 1 1
ml H>O 5 45 4 3 2 0.5

Determinacion de Fésforo (P):

Importancia de la determinacion

El fosforo es un elemento esencial para los seres vivos, ya que es un
constituyente estructural y funcional de todos los organismos, y se encuentra en
todas partes de la biosfera. Las concentraciones normales de P total en los suelos
minerales tienen en promedio 800 mg por kilo. En el suelo, el P se encuentra bajo
formas organicas y minerales. Las formas organicas representan del 15 al 80 %
del P total. En los suelos con pH alcalinos, el P con frecuencia se encuentra bajo
forma insoluble. Muchos de los microorganismos solubilizadores del P son
estimulados en su crecimiento cuando el pH del medio esta entre 7.8 a 7.9 (Valdés

y Medina, 2005).
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Principio de la determinacion

Existen dos métodos ampliamente utilizados para la extraccién total de
fésforo en suelos: 1) digestion con HCIO4 y 2) extraccion con NaHCOs;. El
procedimiento mas recomendado es la digestién con HCIO4 del suelo, seguido de
una determinacién colorimétrica de fosforo (Black et al., 1965).

La técnica que se utilizé fue la de Olsen y colaboradores: la solucién
extractora esta formada por NaHCO3; 0.5 M de pH 8.5. Bajo estas condiciones, la
solubilidad del fosfato de calcio existente en los suelos calcareos, alcalinos o
neutros aumenta debido a la precipitacién de Ca** como CaCOs. En suelos acidos
que contengan fosfatos ligados al Al y Fe, la concentracion de P en la solucion
incrementa conforme sube el pH. Las reacciones de precipitacién secundaria se
ven reducidas al minimo debido a que las concentraciones de Al, Ca y Fe se

mantiene a un bajo nivel en esta solucion extractora (Aguilar et al., 1987).

Fosforo disponible (Olsen et al., 1954)

Reactivos:

Solucion de bicarbonato de sodio 0.5 M (NaHCOs3). Una vez que se prepard la
solucién se ajusto el pH a 8.5 con NaOH 1M.

Se uso carbén negro como decolorante.

Solucién de molibdato de amonio ((NH4)sM07024.4H20). Se disolvieron 17.5 g de
molibdato de amonio en 150 ml de agua destilada tibia. Se afadieron 171 ml de

HCI concentrado lentamente con agitacién constante.
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Solucién concentrada de cloruro estafnoso (SnCl,.2H>0). Se disolvieron 10 g de
SnCl..2H,O en 25 ml de HCI concentrado, se calenté la soluciéon para que se
disolviera la sal y la solucién quedara clara. Se almacend la solucién en un frasco
ambar y se conservé en el refrigerador.

Solucién diluida de cloruro estafoso. Se agregaron 0.5 ml de solucién concentrada
de SnCl,.2H,0 a 66 ml de agua destilada. Se preparé la solucién diluida cada vez
que se hicieron las determinaciones.

Soluciéon estandar de fésforo. Se pesaron 0.4393 g de fosfato potasico
monobasico (KH2PO,) y se colocaron dentro de un matraz volumétrico de un litro.
Se agregaron 500 ml de agua destilada. Se agité hasta su completa disolucién y
se afor6 con agua destilada. Esta solucion contiene 0.1pg/ml de P (100 ppm).
Solucién diluida de fésforo. Se diluyeron 100 ml de la solucién estandar de fésforo

a 1 litro de agua destilada. Esta solucion contiene 10ug/ml de P (10 ppm).

Procedimiento:

Se pesaron 2 g de suelo en matraces Erlenmeyer de 250 ml. Se agregd una
cucharadita de carb6n y 40 ml de solucién extractora. Se agité el matraz durante
30 minutos en un agitador mecéanico. Se filtrd la suspension a través de un papel
filtro Whatman No. 42.

Se tomé una alicuota de 2.5 ml del extracto problema y se coloc6 en un
tubo de ensaye de 30 ml. Se anadieron 2. 5 ml de molibdato de amonio. Se agit6

para mezclar el contenido y se agregaron 7 ml de agua destilada y se agité
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nuevamente. Después se afadieron 0.5 ml de SnCl, y se agitd para
posteriormente agregar 12.5 ml de agua destilada para hacer un volumen total de
25 ml. Diez minutos después de hacer esta ultimo paso, se midié la trasmitancia
en el espectrofotometro. Se usé una longitud de onda de 660.

Para preparar el blanco se siguié el mismo procedimiento solo que se
sustituyeron los 2. 5 ml de extracto problema por 2.5 ml d solucién extractora.

La curva patrdn se realiz6 de la siguiente manera: de la solucion diluida de
fésforo se tomaron diferentes alicuotas que comprendian de 0 a 1 ppm de fésforo
y se colocaron en tubos de ensaye, se agregaron 5 ml de la solucién extractora de
NaHCO3; y se desarrollé el color de la misma manera como se hizo con las

muestras. Las ppm en el suelo se determinan con la siguiente formula:

ppm de P = ppm de P leido en la graficax ml sol. extractora y volumen final

muestra de suelo  alicuota para desarrollar el color

ppm de P = ppm de P leido en la grafica X 200
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Anexo 2

Experimentos de germinacién

1. Pruebas preliminares de germinacion

1.1. Gramineas

Las semillas se sembraron en cajas Petri en dos tipos de sustrato: biosélido
y turba (peat moss marca Premier). Se colocaron 20 semillas de cada especie en
cajas Petri, con cinco cajas como repeticiones. Se propuso comparar la
germinacion de semillas en estos sustratos, ya que la turba es un material
organico natural que regula la humedad y el aire alrededor de la raiz de la planta y
es ideal para la germinacion y el crecimiento de las plantas. Las cajas Petri fueron
colocadas en una camara de germinacién a 25 °C, con un porcentaje de 60% de
humedad relativa.
El disefio experimental fue el siguiente:
2 especies (Bouteloua curtipendula y Bouteloua gracilis), semillas sin cubierta.
2 tratamientos por especie: Sustrato comercial (turba) y biosélido.
Variable de respuesta: % final de germinacién.
El analisis estadistico consisti6 en un ANOVA de 2 vias, las cuales fueron:

Especie (dos niveles) y Tratamiento (dos niveles), realizando previamente una
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transformacién de los porcentajes de germinacién con el arcoseno de la raiz

cuadrada (Sokal y Rohlf, 1994).

1.2. Lenosas

Estas pruebas se realizaron con el fin de evaluar el efecto de la
escarificacion de semillas y el efecto del sustrato (turba y biosdlidos) en la
germinacion de especies lefiosas (Acacia schaffneriy Prosopis laevigata). En este
caso, también se colocaron las semillas en la camara de germinacién a 25°C, con
una humedad relativa del 60%. Se pusieron a germinar cinco repeticiones de 20
semillas cada una (una repeticién por caja de Petri) para cada tratamiento, con un

total de 100 semillas X especie X tratamiento.

El disefio experimental consisti6 en:

2 especies (Acacia schaffneriy Prosopis laevigata)

3 tratamientos X especie:
Sin escarificacion — sustrato comercial (turba)
Con escarificacion — sustrato comercial (turba)
Con escarificacién — biosélido

Variable de respuesta: % final de germinacién

El anélisis estadistico consistié en un ANOVA de dos factores, donde los factores

son la especie (dos niveles) y el tratamiento (tres niveles). A los datos obtenidos
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se le aplicd una transformacion con el arcoseno de la raiz cuadrada (Sokal y Rohlf

1994).

2. Pruebas de germinacion

2.1. P. laevigata en distintos sustratos

Debido a que en el experimento anterior se encontré que las semillas
escarificadas de esta especie germinan mejor que las semillas sin escarificar, en
esta fase Unicamente se usaron semillas escarificadas. El disefio experimental
utilizado fue similar al de los experimentos anteriores. El factor de tratamiento es el
tipo de sustrato (suelo igneo, suelo calcéareo y biosolido). La variable de respuesta
fue el % de germinacion.

El andlisis estadistico consisti6 en un ANOVA de una via, con tres niveles
(tres tratamientos), y transformando también los datos con la modalidad ya

indicada.

2.2 Bouteloua gracilis y Bouteloua curtipendula

Debido a que en las pruebas preliminares con pastos (2.5.1.1) se encontré bajo
porcentaje de germinacion, se evalud el efecto de la condicion de las semillas
(semillas “sanas” y semillas “no sanas”) en el porcentaje final de germinacion bajo

distintos sustratos (suelo igneo, suelo calcareo y biosélido). Se consider6 como

94



semillas “sanas” a las semillas con apariencia saludable y de mayor tamaro, y “no
sanas” a las de menor tamafo y aparentemente deshidratadas, que no
completaron su desarrollo por alguna razén. El experimento se realizd6 en una
camara de germinacién a 25 °C, con 60% de humedad relativa. En este caso se
hicieron cinco repeticiones de 10 semillas con apariencia sana por caja de Petri y
el mismo disefio para semillas con apariencia no sana, teniendo un total 100
semillas por especie (50 sanas y 50 no sanas). La variable de respuesta fue el %
final de germinacién. El analisis estadistico consisti6 en un ANOVA bifactorial,
siendo los factores la condicion de las semillas (dos niveles) y el sustrato (tres
niveles), realizando la transformacién ya indicada para los datos de germinacion

(Sokal y Rohlf, 1994).
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