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RESUMEN

La ceniza de madera, se puede utilizar para devolver los nutrientes al suelo y neutralizar
suelos acidos. Su aplicacion como enmienda agricola, puede afectar las emisiones de
oxido nitroso (N20), un gas de efecto invernadero con un potencial de calentamiento
global 300 veces mayor al dioxido de carbono (CO.). Aqui se investigo el efecto de la
ceniza de madera en las emisiones de 6xido nitroso en suelos con pasto cultivado
tratado con parches de orina y su relacion con los parametros fisicoquimicos del suelo
(nitrato, amonio, WFPS, pH), en la estacién experimental agraria Illpa-Puno. Se
utilizaron 12 caémaras estaticas distribuidas aleatoriamente en cuatro grupos
experimentales; con orina (U), orina mas ceniza 0.5 t/ha (U+Al), orina méas ceniza 1
t/ha (U+A2) y control (C). El muestreo de aire se realizé después del cierre de la camara
en tres tiempos 0, 20 y 40 minutos, durante 10 campafas a los 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 20,
27 y 34 dias. Las emisiones acumuladas de N.O (N-N.O mg/m?) por 34 dias, en los
tratamientos U+Al y U+A2, fueron superiores en comparacion al tratamiento U
(p<0.05), con 718.44 + 110.10, 685.31 £ 139.19, 489.98 + 96.79, respectivamente. Sin
embargo, estas emisiones fueron superiores al grupo control 170.37 + 26.57 (p<0.05).
Las diferencias presentadas obedecen a la deposicion de orina y el cambio de pH del
suelo. Se concluye que la ceniza de madera tuvo un efecto sinérgico significativo en la

emision de N2O y la orina es una fuente localizada de N2O.

Palabras clave: Ceniza de madera, camara estatica cerrada, gestion de pH, parches de

orina, 6xido nitroso.
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ABSTRACT

The wood ash can be utilized to return nutrients to the soil and neutralize acidic soils. Its
application as an agricultural amendment can affect emissions of Nitrous Oxide (N20),
which is a greenhouse gas with a global warming potential 300 times greater than
Carbon Dioxide (CO>). Here we investigated the effect of wood ash on Nitrous Oxide
emissions in soils with cultivated grass treated with urine patches and its relationship
with soil physicochemical parameters (nitrate, ammonium, WFPS, pH), at the lIllpa-
Puno agricultural experimental station. Twelve static chambers were randomly
distributed in four experimental groups; with urine (U), urine plus ash 0.5 t/ha (U+A1l),
urine plus ash 1 t/ha (U+A2) and control (C). Air sampling was performed after
chamber closure at three times 0, 20 and 40 minutes, during 10 campaigns at 1, 3, 5, 7,
7,9, 11, 11, 13, 13, 20, 27 and 34 days. The cumulative N2O emissions (N-N2.O mg/m?)
for 34 days, in treatments U+Al and U+A2, were higher compared to treatment U
(p<0.05), with 718.44 + 110.10, 685.31 + 139.19, 489.98 + 96.79, respectively.
However, these emissions were higher than the control group 170.37 £+ 26.57 (p<0.05).
The differences presented are due to urine deposition and soil pH change. We conclude
that wood ash had a significant synergistic effect on N>O emission and urine is a

localized source of N2O.

Keywords: Nitrous oxide, pH management, static chamber method, urine patches, and

wood.
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INTRODUCCION

El calentamiento global y el aumento de las emisiones de gases de efecto invernadero
(GEI) en la atmosfera, ha sido ampliamente abordado por cientificos de todo el mundo
en los ultimos afios (Barbera et al., 2018; Vallero, 2019), a consecuencia de los efectos

ambientales generados por las actividades antrdpicas (Bottner et al., 2020).

Es asi que actualmente existe un innegable interés por monitorear y cuantificar las
fuentes de emision y sumideros de los gases de efecto invernadero, con la perspectiva
de implementar estrategias de mitigacion que permitan reducir su concentracion
atmosférica o limitar su incremento por las actividades antropogénicas (IPCC, 2013,
2014; OMM, 2019).

El 6xido nitroso (N2O) es un potente gas de efecto invernadero con un potencial de
calentamiento global 300 veces mayor que el didxido de carbono (CO) con una larga
vida en la atmosfera y se estima que lleva alrededor de 120 afios eliminar el 63 % de sus
emisiones iniciales (IPCC, 2013; Luo et al., 2018; Pauleta et al., 2019). Por lo tanto,
tiene una gran contribucion al calentamiento global y juega un papel importante en el
agotamiento de la capa de ozono que ocurre en la estratosfera en un 6 % del forzamiento

radiactivo antropogénico (Pauleta et al., 2019; Yi et al., 2017).

La concentracion atmosféerica de 0xido nitroso es actualmente alrededor de 331 (ppb), y
se ha observado un aumento promedio de 0.25 % cada afio. De hecho, su concentracion
es 123 % mas alta que la estimada para la era preindustrial y antes de la introducciéon de

los fertilizantes inorganicos en la agricultura (OMM, 2019).

La intensificacion de los sistemas de produccion ganadera y sus efectos ambientales
estan asociadas con las emisiones de gases de efecto invernadero. Estudios anteriores
determinaron que el ganado al pastoreo superara el 10 % de las emisiones globales
anuales de N2O. Estas emisiones se atribuyen a la pérdida de nitrégeno que el ganado
elimina al ambiente en forma de estiércol y orina durante el pastoreo o su reposo en el
establo (van der Weerden et al., 2017). Entre el 70 % y el 95 % del N consumido por los
rumiantes se deposita en los pastos por excrecién (Oenema et al., 2005). Segun de Klein
y Eckard (2008), el N urinario se encuentra principalmente en forma de urea. En
consecuencia, el nitrégeno es depositado en los suelos de pastoreo a tasas superiores a la

demanda de las plantas y la capacidad de fijacion de los microorganismos del suelo,
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esto dard como resultado que el nitrégeno (N) se transforme a nitrogeno reactivo (Nr)
por medio de la nitrificacion y/o desnitrificacion y finalmente podria perderse del
sistema del suelo y la planta, por medio de la lixiviacién de nitratos (NO3™) o en forma
gaseosa particularmente como amoniaco (NHz) y Oxido nitroso (N20) (Bowatte et al.,
2018; Marsden et al., 2019).

La ceniza de madera es un material residual obtenido del proceso de combustion de
biomasa para la generacion de energia (Maresca et al., 2018; Song et al., 2020),
considerado como un residuo sélido (Silva et al., 2019). Puede devolver nutrientes y
oligoelementos importantes al suelo (Hannam et al., 2018; Schonegger et al., 2018), con
excepcion de nitrégeno y carbono debido a su oxidacion durante la combustion
(Ondrasek et al., 2021; Petrovsky et al., 2018), ademéas de amortiguar su acidificacion
debido a su pH alcalino de aproximadamente 11-13 en solucién acuosa (Bang-
Andreasen et al., 2017; Qin et al., 2017; Schonegger et al., 2018).

El uso de la ceniza de madera, como enmienda agricola, puede reducir las emisiones de
oxido nitroso (Borng et al., 2020; McMillan et al., 2016; Royer-Tardif et al., 2019),
mediante la manipulacién del pH del suelo y tener efectos sobre las propiedades
fisicoquimicas que afectan a los microorganismos edaficos durante la nitrificacion y
desnitrificacion (Holland et al., 2018; Liu et al., 2017). Es por esta razon que
presumimos que la ceniza de madera podria ser una estrategia potencial de mitigacion
para las emisiones de Oxido nitroso en suelos agricolas (Wang et al., 2018). Sin
embargo, hasta el momento, solo unos pocos estudios han investigado el efecto de la
aplicacion de ceniza de madera en las emisiones de o0xido nitroso (N2O) del suelo. Por
tanto, en esta investigacion buscamos estudiar los efectos de la ceniza de madera en las
emisiones de Oxido nitroso, a fin de contribuir y comprender mejor los procesos de
emision de este gas de interés mundial, para proponer con mayor precision el desarrollo
de opciones de mitigacion efectiva para los agroecosistemas ganaderos y agricolas
desde la perspectiva ambiental, calidad de suelo, aire y el uso responsable de los

recursos naturales.
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CAPITULO |

REVISION DE LITERATURA

1.1 Marco teérico

1.1.1 Cambio climatico y efecto invernadero

El cambio climatico es uno de los principales problemas ambientales que en los
ultimos afios ha sido ampliamente analizado y discutido (Skeiryté et al., 2022).
Segun el IPCC (Intergovernmental Panel of Climatic Change) este fendmeno se
define como “la afectacion en el estado del clima, que puede ser reconocido por
variaciones en la media o variabilidad de sus propiedades que llegan a formar un
patron constante por periodos largos, inclusive llegar a décadas o mas” (Garzon &
Cardenas, 2013).

El cambio climatico ya es una realidad y esta afectando a todos los paises de todo el
mundo; por lo tanto, se requiere una accion gubernamental urgente y efectiva para
sostener nuestra existencia en el planeta. A pesar de la clara evidencia cientifica,
todavia hay una cantidad significativa de poblaciones que niegan la realidad del
cambio climético (Mortoja & Yigitcanlar, 2022).

La mitigacion del cambio climatico y la mejora de la seguridad alimentaria se
consideran los principales desafios a nivel mundial. Se estima que la poblacion
mundial aumentard de 9 a 10 millones para el 2050 (Shakoor et al., 2021; Zhang et
al., 2018). El constante crecimiento poblacional, la mejora en el nivel de vida
mundial y una rapida urbanizacién, plantea un desafio sin precedentes para los
sistemas alimentarios y agricolas. Sin embargo, los recursos naturales necesarios

para la produccion mundial de alimentos y productos no alimentarios incluido la
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oferta de servicios agroalimentarios no seran suficientes para tal creciente poblacion
mundial (FAO, 2018).

El efecto invernadero histéricamente ha sido un proceso natural en la Tierra que
permite mantener la temperatura terrestre en valores Optimos, promoviendo
condiciones ambientales favorables relativamente estables para el progreso de la
vida. Sin embargo, la intervencion antropogénica ha incrementado las
concentraciones atmosféricas de los gases de efecto invernadero (GEI). Los
principales gases de efecto invernadero relacionados con el calentamiento global del
planeta es el dioxido de carbono (CO.), metano (CH4) 0xido nitroso (N20) y el vapor

de agua (Mortoja & Yigitcanlar, 2022; Skeiryté et al., 2022).

1.1.2 Intensificacion de la ganaderia lechera

Los pastizales forman parte de un importante ecosistema terrestre que ocupa
aproximadamente una cuarta parte de la superficie de la Tierra, por tanto la
instalacion de pastos cultivados en los ecosistemas del altiplano peruano se realizo, a
fin de incrementar la tasa de carga animal con el propésito de mejorar la produccion
de leche y carne del ganado al pastoreo, los pastizales juegan un rol esencial y
necesario haciendo de soporte nutricional del ganado rumiante en los sistemas
modernos de produccion lechera (Luo et al., 2019; Rojas-Downing et al., 2017,
Simon et al., 2018).

El sector ganadero aporta hasta el 50 % del producto bruto interno de la agricultura
mundial y apoya los medios de vida y la seguridad alimentaria a casi 1,300 millones
de personas a paises con vias en desarrollo (FAO, 2017; Herrero et al., 2016; Tullo et
al., 2019). Sin embargo, estos beneficios tienen consecuencia ambiental como la
contaminacion del aire, suelo y el agua, y en gran medida por la eliminacién de
grandes cantidades de nitrogeno reactivo (Nr) como urea, que el ganado excreta al
ambiente conjuntamente con las heces y orina, a estas deposiciones en el suelo
durante el pastoreo se denomina parche de orina o estiércol, respectivamente (Minet
et al., 2018; Selbie et al., 2015; Tullo et al., 2019).

La intensificacion de la ganaderia ha sido fuertemente desarrollada para cubrir la alta
demanda alimentaria mundial, a consecuencia de una emergente clase media global

con un requerimiento de dietas cada vez mas ricas y variadas, donde su atencion

4

repositorio.unap.edu.pe
{0 OIVI( (adl" adecuadd ! > eSla (e
I



x UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

estara centrada especialmente en alimentos de origen animal, por tanto, se estima que
la demanda de carne y productos lacteos incremente en un 73 % y 58 %
respectivamente, para el afio 2050, en relacién a 2010 (Gerber et al., 2013). Sin
embargo, esta intensificacion produce contaminantes indirectos como la emision de
GELI. Dentro de los GEI mas importantes que se le relacion a la ganaderia es el
dioxido de carbono (COz), metano (CHg4) y Oxido nitroso (N20), que se generan por
procesos de cambio de uso de suelo para la intensificacion de pastizales,
deforestacion (Bowatte et al., 2018), fertilizacién nitrogenada inadecuada, entre otros
que implican la crianza y produccion del ganado (Cardoso et al., 2019; Wattiaux et
al., 2019).

Las emisiones relacionadas con la produccién de pastos, incluida las emisiones
procedentes del manejo e instalacion de los pastizales (Albanito et al., 2017),
representa la segunda categoria mas grande en emision de GEI, aportando con
aproximadamente el 37 % de las emisiones procedentes de la produccion de lacteos y
carne. Esta categoria antropogénica tiene por dominio la emision de N2O, procedente

principalmente de la fertilizacién nitrogenada de los cultivos (Bai et al., 2019).

1.1.3 Balance de nitrogeno en el ganado bovino

El ganado vacuno es relativamente ineficiente en la utilizacién del nitrégeno (N)
disponible en la dieta, en parte debido a la rapida degradacién ruminal de la proteina
del alimento, que resulta en una mayor absorcion de amoniaco, que luego es
transformado en urea por el higado y finalmente excretado en la orina, del total de N
consumido por una vaca lechera, aproximadamente el 26 % se secreta en la leche,
mientras que el 33 y el 35 % es excretado en la orina y las heces, respectivamente
(Angelidis et al., 2019; Cardenas et al., 2019; Kennedy & Milligan, 1980; NRC,
2016). A menudo, mas del 80 % de la ingesta de N se excreta a través de la orina
(Nichols et al., 2016; Wachendorf et al., 2008; Wu et al., 2020), principalmente
como urea y la concentracion en parches de orina puede alcanzar de 200 a 2000 kg
de N/ha, dependiendo del contenido de proteina en la dieta, tipo de ganado, edad y
etapa de lactancia (Chadwick et al., 2018; Selbie et al., 2015). En promedio, las
vacas excretan aproximadamente 25 kg de estiércol y 21 L de orina sobre 12.8
parches de estiércol y 10.2 parches de orina, respectivamente, por dia (Barros et al.,
2019; Maire et al., 2020).
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Claramente, las tasas de carga de N en los parches de orina exceden la eficiencia
optima del uso de la planta, lo que aumenta el riesgo de que el exceso de N se pierda
en el medio ambiente a través de lixiviacion de nitrato (NO3™). Todas estas vias de
pérdida de N (excepto las pérdidas de N2O) tipicamente representan una pérdida
agronomica significativa, y todas estas pérdidas con excepcion del N tienen efectos
perjudiciales para el medioambiente, como la volatilizacion de amoniaco (NH3) la
lixiviaciobn de NOs™ a cuerpos acuaticos subterrdneos y las emisiones de N2O
(Cameira et al., 2020; Insausti et al., 2020; S4 et al., 2019; Saggar et al., 2015).

1.1.4 Ciclo del nitrégeno

El nitrdgeno (N) estd ampliamente distribuido en la naturaleza y es el cuarto
elemento més abundante de toda la biomasa viva CHON, después del hidrogeno,
carbono y oxigeno. Es uno de los nutrientes primarios y esenciales para muchas
moléculas como el acido desoxirribonucleico (ADN) y clorofila, incluyendo
proteinas o enzimas. El nitrdgeno (N) es un componente clave de la vida y un
nutriente fundamental (Aryal et al., 2022; Denk et al., 2017). Su mayor reservorio se
encuentra en la atmosfera, como molécula gaseosa dinitrogeno (N2) en estado de
valencia intermedia 0 (cero), por lo tanto, el nitrégeno es el elemento mas abundante
de la atmosfera terrestre y representa aproximadamente el 78 % de su composicion
gaseosa (Aryal et al., 2022). Sin embargo, bajo esta forma de N2 es demasiado inerte
e inaccesible para la mayoria de los organismos vivos, lo que convierte al N2 en un
recurso escaso limitante para la productividad biologica en diversos ecosistemas
marinos, terrestres y de agua dulce (Galloway, 2005; Marcarelli et al., 2022; Soler-
Jofraetal., 2021).

En la atmosfera y el suelo ocurren diferentes procesos biogeoquimicos, que
desencadenan la formacion de multiples estados de oxidacion y formas quimicas de
nitrégeno, lo que permite que sea mas accesible para otros organismos (Aryal et al.,
2022). En la naturaleza, el nitrogeno tiene una oxidacion-reduccion muy activa y esta
presente en diferentes formas de oxidacion que varian desde compuestos reducidos
con estado de valencia de -3 a +5 (Figura 1), por ejemplo, -3 en amoniaco (NHs3),

hasta totalmente oxidado, por ejemplo, +5 en nitrato (NO3~) (Philippot et al., 2007).
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Molecule Name Oxidation state
Reduced

NH,, NH,* Ammonia, Ammonium-3

N,H, Hydrazine -2 More

NH,OH Hydroxylamine -1 L Eeeal

N, Dinitrogen 0

N,O Nitrous oxide +1

NO Nitric oxide +2

HNO,, NO, Nitrous acid, Nitrite ~ +3 S

NO, Nitrogen dioxide +4

HNO,, NO," Nitric acid, Nitrate +5 ¥
Oxidized

Current Biology
Figura 1. Intermediarios del ciclo del nitrégeno, fuente (Stein & Klotz, 2016)

El ciclo global del nitrégeno, también conocido como Ciclo del Nitrogeno
Convencional (CNC), es fundamental para la biogeoquimica de la Tierra. El ciclo
implica la transferencia de grandes cantidades de nitrogeno de la atmosfera a los
ecosistemas terrestres y marinos, gracias a la accion de microorganismos que tienen
la capacidad de sintetizar un pool de enzimas que catalizan todas las conversiones de
nitrégeno en los diferentes procesos bioquimicos que conlleva el ciclo de nitrégeno,
por ejemplo la fijacién bioldgica de nitrégeno (BNF), nitrificacion, desnitrificacion y
amonificacion que son los principales procesos de transformacion donde el N2 no
reactivo es transformado y reducido en nitrogeno reactivo (Nr) como compuestos de
amonio, que posteriormente son convertidos en aminoécidos y otros compuestos
oxidados por los microorganismos, haciendo que el N esté mas biodisponible para las
plantas y otros microorganismos (Aryal et al., 2022; Fowler et al., 2013; Galloway,
2005). Por lo tanto, la conversion de N2 en nitrogeno reactivo (Nr) es esencial para la
biodiversidad, particularmente en los ensamblajes de microorganismos, incluyendo a
hongos, bacterias, algas, etc. (Gruber & Galloway, 2008; Stein & Klotz, 2016),
apoyando directa o indirectamente al crecimiento de la biomasa (Denk et al., 2017),

la agricultura y la existencia Humana (Aryal et al., 2022).

En un escenario ambiental, los compuestos de nitrogeno reactivo incluyen especies
de nitrégeno oxidado, como el 6xido nitrico (NO), el dioxido de nitrogeno (NO>), el
oxido nitroso (N20), nitrato (NOs3™), nitrito (NO2"), asi como las especies de
nitrégeno reducido, sales de amoniaco (NHs), amonio (NH4") y otros compuestos
orgénicos de N a través de los pasos iniciales de fijacion. asi como el N orgéanico

unido, por ejemplo, en su forma mas simple de urea, derivados de aminas 0 como N
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organico en proteinas u otras sustancias (Denk et al., 2017). Los principales procesos
naturales que crean Nr biologicamente disponible son los rayos (globalmente
aproximadamente 5 Tg N/afio) y la fijacion biolégica de N> (BNF) en ecosistemas
terrestres y acuaticos (globalmente aproximadamente 198 Tg N/afio) (Fowler et al.,
2013).

1.1.5 Principales procesos del ciclo del nitrégeno.

Tradicionalmente, las conversiones del ciclo del nitrégeno se han dividido en:
fijacién de nitrogeno, nitrificacion, desnitrificacion y oxidacion anaerobica de
amonio (anammox). Sin embargo, se han descubierto nuevas conversiones
microbianas, ampliando los procesos tradicionales (Soler-Jofra et al., 2021),
Historicamente las conversiones microbianas son responsables de la mayor parte de
los flujos de nitrdgeno entre diferentes depdsitos de nitrégeno en la Tierra (Kuypers
et al., 2018), etiquetados por su participacion especifica en uno de estos procesos
como, fijadores de nitrégeno, nitrificadores, desnitrificantes. Esta asignacion de
microbios a grupos eco-fisiologicos especificos en funcion a su asociacion con un
solo proceso, fue motivo de investigacion cuando los ecologistas encontraron
evidencia de reduccion disimilatoria (es decir, no asimilatoria) de nitrito a 6xido
nitrico y oxido nitroso en ambientes oxicos (desnitrificacion con nitrificador), asi
como la reduccion disimilatoria de nitrito a amonio (amonificacion respiratoria) y la
oxidacion disimilatoria de amonio en ambientes andxicos (anammox). Nuestra
comprensién previa del ciclo del nitrégeno se vio complicada por los numerosos y
diversos enfoques cientificos, desde los compuestos que se transformaron hasta los
compuestos que se generaron y el estado ambiental de las reacciones que
constituyeron los procesos. La reducida comprension de estos enfoques, empleados
durante mas de 100 afios en la investigacion del ciclo del nitrégeno, se han superado
en la era posgendmica debido a una instrumentacion muy mejorada, una gran
cantidad de datos y una mayor colaboracion interdisciplinaria e internacional. Por lo
tanto, nuestra comprension del ciclo del nitrégeno ahora consta de cinco flujos de
transformacion de nitrégeno aceptados: amonificacién, incluida la fijacion de
nitrogeno, y reduccion asimilatoria y disimilatoria de nitrito; nitrificacion;
desnitrificacion, incluida la desnitrificacion canonica, dependiente de nitrificador y
dependiente de oxidacion de metano; anammox, como una forma de nitrificacion-

desnitrificacion acoplada; e interconversion nitrito-nitrato (Stein & Klotz, 2016).
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Los procesos generales de mineralizacién de la materia organica (frecuentemente
mal etiquetados como amonificacion) y asimilacion (a menudo se afirma
incorrectamente que incluyen procesos que regulan la generacién de amonio y su
absorcién) representa la descomposicién de moléculas complejas de materia organica
en compuestos monoméricos de nitrégeno organico (despolimerizacion) y NH4*
inorganico (Denk et al., 2017; Marcarelli et al., 2022).

1.1.6 Amonificacion

Uno de los procesos mas importantes del ciclo del nitrogeno, es la fijacion de
nitrégeno y corresponde a una de las dos versiones de la amonificacion, consiste en
la conversion del N2 atmosférico en una forma biodisponible como el amoniaco NHs.
Este proceso es realizado por microorganismos (bacterias y las arqueas) fijadoras de
nitrdbgeno que oxidan (queman) los carbohidratos para obtener energia (fijacion
bioldgica de nitrogeno, BNF), o mediante procesos abioticos como los rayos o el

proceso industrial Haber-Bosch (Lindstrom & Mousavi, 2020).

La fijacion bioldgica de nitrogeno sigue siendo una actividad realizada Unicamente
por bacterias y arqueas que codifican los complejos enzimaticos de nitrogenasa,
formadas por la proteina dinitrogenasa de molibdeno-hierro y la proteina
dinitrogenasa reductasa de vanadio o hierro, que cataliza la reduccion de N2 a NHs
biodisponible en todos los organismos diazotroficos fijadores de N2 conocidos,
ademas también cataliza la conversion de N fijo a NHs" (Lindstrom & Mousavi,
2020; Stein & Klotz, 2016).

En el proceso de BNF, el N2 se convierte en amoniaco por microorganismos que
muestran diferentes caracteristicas fisioldégicas que van desde aerobios obligados
hasta anaerobios obligados. La distribucion taxonémica de la nitrogenasa se limita a
bacterias y arqueas, con expresion de genes fijadores de nitrégeno (nif) codificados
dentro de los eucariotas. La nitrogenasa es extremadamente labil al oxigeno, por
tanto, los microorganismos aerobicos y anaerdbicos han desarrollado varios
mecanismos de proteccion, para permitir la fijacion de N2 en un ambiente Oxico,
como el desacoplamiento espacial (compartimentacion o formacién de células
especializadas), desacoplamiento temporal, respiracion rapida de O, 0 maximizacion
de la sintesis y el recambio de nitrogenasa. EI mecanismo ampliamente aceptado para

la fijacion de N2 en un ambiente Oxico probablemente esté asociado con la fijacion
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simbidtica de nitrogeno, donde las plantas hospederas producen una proteina
transportadora de oxigeno de alta afinidad Ilamada leghemoglobina y proporcionan
un nicho en el que las presiones de oxigeno se mantienen a un nivel bajo. Otra via
importante incluye la fijacion de nitr6geno inducida por bacterias heterétrofas en
suelos y sedimentos. Estas bacterias median la fijacion benténica bioldgica en la

mayoria de los lagos y estuarios mesotréficos y eutroficos (Aryal et al., 2022).

Entre todos los microorganismos, los fijadores mas dominantes son las plantas
leguminosas, y su mecanismo de fijacion de N también es el mas conocido. El uso de
cultivos de leguminosas como fuente de nitrégeno se ha previsto como una solucion
para disminuir las reducciones de N2O, ya que permite un menor uso de fertilizante
nitrogenado. Sin embargo, todavia hay debates sobre si los cultivos de leguminosas
pueden producir N2O por varias vias: i. durante el propio BNF, ii. Después de la
consiguiente entrada de N desde las raices al suelo debido a la rizodeposicion, iii.
Desde la descomposicion de los residuos después de la cosecha y posible
incorporacion al suelo (Galloway et al., 2003; Jeuffroy et al., 2013; Stein & Klotz,
2016).

La reduccion asimilatoria de nitrito (ANRA) y disimilatoria (DNRA) a amonio es la
segunda version de la amonificacion, y basicamente se trata de un proceso de
respiracion anaerdébica donde el nitrato (NO3™) se reduce a NO2™ y luego a NH.",
generando N2O como subproducto durante la etapa de reduccién de NO2~, aunque la
reaccion puede comenzar con el NO;™ directamente. El DNRA es principalmente un
proceso heterdtrofo, pero también puede ser un proceso autétrofo impulsado por
compuestos inorganicos como el sulfuro (S=), el azufre (S) o el oxido de hierro
(Fe*?). El acronimo DNRA se propuso originalmente para describir un proceso eco-
fisiologico en el cual el nitrégeno en forma de nitrato es eliminado del suelo sin
perderse en forma de gases nitrogenados (desnitrificacion) ni asimilarse a la biomasa
microbiana. Si bien la importancia de la ANRA y DNRA para el ciclo global del
nitrogeno facilitada por la fermentacion de hongos en los suelos todavia no se
comprende completamente, pero la amonificacion respiratoria por bacterias y
arqueas en diversos habitats andxicos esta bien establecida. EI DNRA puede generar
una fuerza motriz de protones, por lo tanto, conservar energia para mejorar el
crecimiento celular, aunque esta caracteristica depende de qué enzimas estén

acopladas. Un potencial redox negativo (es decir, condiciones reductoras) es el
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estimulante mas importante para el DNRA. Cabe sefialar que el proceso ANRA
emplea una quimica idéntica a la de DNRA, pero es facilitado por nitrito reductasas

que no estan relacionadas evolutivamente (Denk et al., 2017; Stein & Klotz, 2016).

1.1.7 Nitrificacion

El proceso de nitrificacion involucra tres grupos de microorganismos: grupo I,
oxidantes de amoniaco que oxidan el amoniaco a nitrito (nitritacion); grupo I,
oxidantes de nitrito que oxidan nitrito a nitrato (nitratacion); y el grupo Ill, oxidantes
de amoniaco completos que oxidan el amoniaco hasta nitrato (comammox). Aunque
los microorganismos comammox se descubrieron solo en 2015, su existencia se
predijo aproximadamente 10 afios antes. Los grupos Il y Il incluyen solo microbios
quimiolitotréficos que pueden usar nitrito y amoniaco, respectivamente (Denk et al.,
2017; Fowler et al., 2013). Estos microorganismos pueden utilizar NH4* para obtener
energia en un proceso de dos pasos Ilamado nitrificacion. En el primer paso, el
amoniaco o el amonio (NH4") se oxidan a nitrito NO2™ por microrganismos llamados
oxidantes de amoniaco. Estos oxidantes aerobicos de amoniaco convierten el
amoniaco en nitrito a través de hidroxilamina intermitente (NH2OH), a través de la
enzima amonio-monooxigenasa, etiquetada como ruta AMO (Kuypers et al., 2018;
Marcarelli et al., 2022; Stein & Klotz, 2016).

Hasta hace unas décadas, se suponia que ciertas Nitrosomonas, Nitrosospira y
Nitroso coccus, conocidas como bacterias oxidantes de amoniaco (AOB), realizaban
todos los procesos de oxidacion del amoniaco. Sin embargo, gracias al avance
tecnolégico de secuenciacién y aislamiento gendémica han permitido a los
investigadores identificar una variedad de microorganismos diversos en funcion y
filogenia, Por ejemplo, el descubrimiento de una arquea oxidante de amoniaco
(AOA) quimioautotréfica, Nitrosopumilus maritimus, en 2005 cambio el
pensamiento sobre la gama de microorganismos involucrados en la nitrificacion,
destacando la importancia de la AOA y entendiendo a los microbios como uno de los
actores potenciales del ciclo del N en la alteracién del medio ambiente global
(Monteiro et al., 2014; Sanjuan et al., 2020).

Desde entonces, varias arqueas oxidantes de amoniaco (AOA), incluida
Nitrososphaera, se han encontrado en muchos habitats, incluidos océanos, suelos y

marismas, aunque el proceso de oxidacion se lleva a cabo por vias metabdlicas
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diferentes en comparacion con AOB (Kozlowski et al., 2016; Norton & Ouyang,
2019). Sin embargo, se han reportado numerosos estudios que sugieren que AOB
emite m&s N>O que AOA, debido a un mayor rendimiento de N2O durante
condiciones Oxicas y desnitrificacion en respuesta al oxigeno limitado (O2) (Aryal et
al., 2022; Kozlowski et al., 2016; Sanjuan et al., 2020).

El segundo paso involucra la oxidacion de NO>™ a NOs™ que es facilitada por
diferentes procariotas, descritas como bacterias oxidantes de nitrito, incluyendo
Nitrobacter o Nitrospira correspondientes al grupo Il y Il que incluyen a oxidantes
quimiolitotroficos de amonio o nitrito, respectivamente. Sin embargo, también las
bacterias heterétrofas, los hongos y las arqueas son capaces de nitrificar, aunque sin
obtener energia del proceso, por lo que utilizan compuestos de nitrégeno organico
monomérico para su crecimiento. Mientras tanto, la suposicion en base a una larga
data de un proceso de nitrificacion convencional en dos pasos ha sido cuestionada
por un descubrimiento reciente de oxidantes de amoniaco completos (comammox) en
ecosistemas terrestres en 2015 (Stein & Klotz, 2016). EI comammox descubierto
dentro del género Nitrospira puede convertir el amoniaco en nitrato dentro de un solo
organismo. Si bien este descubrimiento ha planteado preguntas fundamentales sobre
la bioquimica, la fisiologia y los microorganismos asociados responsables de la
nitrificacion, esta claro que este proceso desencadena la produccién de N2O. La
hidroxilamina reductasa (HAO) oxida la NH2OH a NO, que se reduce aun mas a N2O
por una Oxido nitrico reductasa no descubierta; el citocromo C 554 es un posible
candidato (Aryal et al., 2022).

1.1.8 Desnitrificacion

La desnitrificacion es un proceso de respiracion anaerdbica, donde el NOs™ es
utilizado como aceptor alternativo de electrones en lugar del O, por tanto, el nitrato
(NO3™) es reducido paso a paso en nitrito (NO2™), 6xido nitrico (NO) y 6xido nitroso
(N20) a Na. Las reducciones intermedias incluyen la produccién de NO y N2O
(Pajares & Ramos, 2019). Dicho de otra manera, este proceso elimina las formas
biodisponibles de nitrégeno devolviéndolo a la atmdsfera como gas N2 (Aryal et al.,
2022).

Los microbios heterétrofos que pueden acoplar directamente estas tres reacciones

con la reduccion de nitrato a nitrito y realizar la desnitrificacion de NO3z™ a N2 se
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denominan desnitrificantes clasicos o candnicos. Sin embargo, se reconoce que
muchas bacterias y arqueas que expresan solo inventarios de desnitrificantes
parciales carecen de genes que codifican las enzimas involucradas en estas
reacciones bioquimicas. Las vias incompletas pueden conducir a la liberacion de
gases nitrogenados como NO y N2O al medio ambiente, o a una falla en el
agotamiento del NO3". Este grupo también incluye todas las bacterias
quimiolitotroficas oxidantes de amoniaco, que reducen el NO2” a N0
aerobicamente. Ademas, varios eucariotas, incluidos los hongos y los foraminiferos
(una clase de protistas), pueden reducir el NO2™ o0 el NO3* a N20 0 Ny,
respectivamente. En un giro inusual del proceso de desnitrificacion, una bacteria
metanotrofica, Candidatus Methylomirabilis oxyfera, consume metano como fuente
de energia, reduciéndolo a carbono, y reduciendo el NO2™ a N2 mediante la expresion
de una enzima 6xido nitrico dismutasa. Esta enzima dismuta dos moléculas de NO a
O2 y N2 sin producir el intermedio N2O; el O2 producido es luego utilizado por esta
bacteria para oxidar el metano a metanol mientras reside en un ambiente andxico, de
ahi el nombre de “metandtrofo intra-oxigenico desnitrificante” (Aryal et al., 2022;
Lindstrém & Mousavi, 2020; Marcarelli et al., 2022).

1.1.9 Oxidacién anaerdbica de amonio (Anammox)

Generalmente, se pensaba que el amonio (NH4") se oxidaba solo en condiciones
aerobicas. Aun asi, el descubrimiento de la oxidacion del amonio en condiciones
aerdbicas a principios de la década de 1990 condujo a la realizacion de otras rutas
para la conversion del amoniaco en N2 (Kumar et al., 2017). Este proceso de
oxidacion de NH4" a N2 se realiza en condiciones anaerébicas, donde el oxigeno se
agota casi por completo, incluyendo las zonas de oxigeno minimo (OMZ) y los
sedimentos profundos, a esta reduccion de nitrito, se denomina oxidacion anaerdbica
de amonio (anammox) (Pajares & Ramos, 2019). En el proceso anammox, el NO2™ es
catalizado a compuestos intermedios como NO por microrganismos que codifican el
gen NirS, y la generacion de hidracina (N2H4) a partir de NH4" y NO es catalizada
por la hidracina sintasa (HZS). Posteriormente, la N2Hs es oxidado a N por la
hidracina oxidasa (HZO) (Aryal et al., 2022; Marcarelli et al., 2022).

La literatura reciente también ha sugerido la existencia de una ruta anammox

modificada, en la que se usa hidroxilamina (NH2OH) en lugar de NO para la
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oxidacion de NH4", pero se requerira experimentacion adicional para validar esta
ruta. La quimiolitotrofia de Anammox es realizada Unicamente por la bacteria
Brocadiaceae en el orden Planctomycetales dentro de una organela especializada
I[lamada anammoxosoma. Anammox es ecolégicamente beneficioso para el
tratamiento de aguas residuales, ya que elimina simultaneamente nitrito y amonio sin
producir N2O, y se ha implementado industrialmente a gran escala. Anammox es
también un importante proceso de eliminacion de nitrégeno en el océano y en las
zonas con minima concentracion de oxigeno (Denk et al., 2017; Stein & Kilotz,
2016).

1.1.10  Oxido nitroso como gas de efecto invernadero

El 6xido nitroso es el segundo gas de efecto invernadero con los niveles de emision
mas bajos 6 %, en comparacion con el 16 % para el metano y el 76 % para el dioxido
de carbono, siendo sus emisiones solo méas altas que los gases fluorados que
comprenden el 2 % de los valores globales (IPCC, 2014). Sin embargo, el N2O es un
potente gas de efecto invernadero con un potencial de calentamiento global 300
veces mayor que el del dioxido de carbono en términos moleculares durante un
periodo de 100 afos. Por lo tanto, tiene una gran contribucion al calentamiento
global y también juega un papel importante en el agotamiento de la capa de ozono
que ocurre en la estratosfera en un 6 % del forzamiento radiactivo antropogénico
(Pauleta et al., 2019; Yietal., 2017).

La concentracion atmosférica de N2O es actualmente de alrededor de 331 ppb, y se
ha observado un aumento promedio de 0.25 % cada afio. De hecho, su concentracién
es 123 % mas alta que la estimada para la era preindustrial y antes de la introduccion
de fertilizantes inorganicos en la agricultura (OMM, 2019). Ademas, el N.O tiene
una larga vida en la atmosfera, y se estima que lleva alrededor de 120 afios eliminar
el 63 % de sus emisiones iniciales (IPCC, 2013; Luo et al., 2018; Pauleta et al.,
2019).

1.1.11 El pH del suelo y las emisiones de 6xido nitroso

Mucho antes de que las emisiones de 6xido nitroso (N2O) procedentes de los suelos,
lleguen a formar parte de la probleméatica ambiental (Nommik, 1956; Wijler &

Delwiche, 1954) observaron que la produccion de éxido nitroso (N20) en relacion
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con el dinitrogeno (N2) durante la desnitrificacion es mayor en un suelo &cido que en
uno neutro. Este fendmeno fue redescubierto varias veces durante las siguientes
cinco décadas (Simek & Cooper, 2002). Sin embargo, la razén de la mayor

proporcion de N2O/Nz en suelos acidos permanece incierta (Russenes et al., 2016).

Indistintamente, cuél sea el mecanismo que esté funcionando, podemos asumir que el
pH del suelo afecta las tasas de emisién de N2O, aumentando su emisién con la
disminucion del pH, manteniendo constantes todos los demés factores. Aunque
existe evidencia circunstancial de esto en los meta-estudios que resumen las
observaciones de flujo de campo (Hénault et al., 2019; Tierling & Kuhlmann, 2018),
no es sencillo probar esta hipoétesis, ya que las emisiones de N2O en condiciones de
campo varian enormemente en respuesta a la humedad del suelo, la temperatura, el

nitrégeno mineral y la disponibilidad de sustrato de carbono fluctuantes.

Es posible que la produccion de 6xido nitroso esté influenciada por los cambios en el
pH del suelo (Dai et al., 2017; Wang et al., 2018). Es mas probable que se produzca
N20O como producto de desnitrificacion terminal en suelos acidos, ya que la N2O-
reductasa generalmente no es funcional a pH bajo para la reduccion de N2O a N
(Shaaban et al., 2018). Por lo tanto, los suelos acidos pueden producir mas N2O por

desnitrificacion en comparacion con los suelos neutros y alcalinos.

Aunque estudios anteriores han revelado que las emisiones de N2O de las tierras
agricolas son muy sensibles al pH del suelo (Bakken et al., 2012; Samad et al.,
2016), también se han reportado puntos de vista contradictorios para aumentos (Qu et
al., 2014) o disminuciones (Shaaban et al., 2018), en las emisiones de N2O en

respuesta a la manipulacién del pH de suelo (Shaaban et al., 2019).

1.1.12 Enmiendas naturales del suelo en la agricultura

Las enmiendas del suelo son sustratos que se utilizan para mejorar las propiedades de
los suelos cultivados y afectan positivamente al rendimiento de los cultivos. Su
principal efecto es mejorar la fertilidad del suelo, aumentando la disponibilidad de
nutrientes, limitando la perdida de agua, manteniendo una alta actividad
microbioldgica en el suelo y aumentando la absorcion de nutrientes por las plantas
(Garbowski et al., 2023).
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Las enmiendas naturales del suelo organicas y minerales, que se conocen desde hace
siglos, pueden ser una opcién de solucion eficiente a los problemas del suelo. Su
aplicacion en el suelo estd asociada con algunas propiedades benéficas, como
mejorar la salud de otros ecosistemas aledafos al reducir la movilidad y toxicidad de
los metales pesados, reducir la migracion de nutrientes, fertilizantes y sustancias
toxicas del suelo al medio acuédtico y tejidos vegétales (Garbowski et al., 2023;
Manirakiza & Seker, 2020). Consecuentemente reduce la salinidad y especialmente
coadyuva a estabilizar el pH del suelo, permitiendo la fijacion de CO- en el suelo y
reduciendo las emisiones de GEI (Bossolani et al., 2020), no obstante, esta Gltima
propiedad mitigante de los GEI todavia no esta lo suficientemente establecida debido

a la alta variabilidad de los resultados encontrados (Shakoor et al., 2021).

Entre las enmiendas naturales del suelo méas frecuentemente utilizadas en la
agricultura, se encuentran clasificados en dos grupos: i) enmiendas organicas como
el estiércol de ganado, compost, residuos vegetales, desechos de camales, lodos de
depuradora, biocarbon, residuos de la industria de papel y ii) enmiendas minerales
como las rocas volcanicas, piedra caliza, cal, yeso agricola, minerales arcillosos,
limo, cascaras de huevo, desechos de conchas de ostras, cenizas volantes, cenizas de
fondo, cenizas de madera, zeolitas, caolinita (Bossolani et al., 2020; Garbowski et al.,
2023), este segundo grupo tiene un reconocido comportamiento que se le atribuye al
aumento del pH del suelo, lo que favorece la adsorcion de elementos traza en las
superficies constituyentes del suelo y su precipitacién como hidroxidos, carbonatos o
hidroxicarbonato, esta ultima caracteristica hace que se le llamen también como
enmiendas alcalinas o inorganicas (Alvarez-Ayuso & Abad-Valle, 2021; Huang et
al., 2022).

1.1.13 La ceniza de madera como enmienda agricola

La ceniza de madera es el producto residual de la generacion de bioenergia a partir
de la quema de residuos de madera u otro tipo de biomasa, la ceniza es la porcién
mineral no combustible presente en la materia prima. Las propiedades fisicas y
quimicas de la ceniza dependen en gran medida de varios factores, como la
composicion y forma de la materia prima (cortezas, hojas, astillas de madera,
astillas), el tipo de madera (madera dura o blanda), la temperatura de combustion y el
tipo de recoleccion (McTavish et al., 2020; Rehl et al., 2022).
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La incineracién de madera a escala industrial (plantas electrotérmicas y calderas)
producen dos tipos de cenizas de madera: cenizas volantes y cenizas de fondo. Las
cenizas volantes son los elementos volatiles mas finos (= 200 um) y de baja
densidad, incluyendo algunos elementos traza de preocupacion (metales pesados).
Este tipo de ceniza ingresa a la corriente de gases de combustion (chimeneas), donde
es secuestrado por los sistemas de control de emision (separadores de ciclones y
precipitadores electrostaticos) y tiende a tener mayor concentracion de nutrientes
(McTavish et al., 2020; Rehl et al., 2022). La ceniza de fondo es aquella que se
colecta por debajo de la parrilla del gasificador o del fondo de las calderas, son de
tamafio variable, generalmente méas grandes y mas densa (Pitman, 2006; Rehl et al.,
2021, 2022).

Las cenizas de madera suelen estar dominadas por 6xidos e hidroxidos de calcio y
otros elementos basicos que son de naturaleza alcalina, con un nivel de pH del rango
de 8 a 13 (McTavish et al., 2020). También contiene macronutrientes Ca, Mg, Ky P,
micronutrientes Fe, Mn, Zn, B, Cu y Mo y oligoelementos esenciales para las
plantas, con excepcion del nitrégeno que se elimina por volatilizacién durante la

combustion de la madera (Ondrasek et al., 2021; Petrovsky et al., 2018).

Se ha recomendado utilizar como enmienda agricola o fertilizante de bajo grado para
ayudar al crecimiento de las plantas y el retorno de los nutrientes a los ecosistemas
forestales y agricolas (Cairns et al., 2021). Si bien su poder de neutralizacion es casi
un 50 % menos que de la cal, varios estudios han demostrado en todo el mundo que
la ceniza de madera conduce a cambios sustanciales en el pH del suelo y los niveles
de cationes basicos tanto en el suelo como en el tejido foliar (Arseneau et al., 2021).
Por tanto, su principal accion de interés es compensar la acidificacion del suelo,

particularmente en suelos &cidos (Hannam et al., 2018; McTavish et al., 2020).

Por esta razon es que la ceniza de madera fue elegida como enmienda agricola
debido a su fraccién mineral (incluyendo Ca, K, Mg, S, P y Si) y su capacidad
amortiguadora del pH, pudiendo emplearse como un agente encalante del suelo
(Barton et al., 2013; Borng et al., 2020), para contrarrestar la su acidificacién del
suelo causada por los diferentes procesos antropicos (Borng et al., 2020; Cao et al.,
2019; Wang et al., 2018).
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1.1.14 Factores que intervienen en las emisiones de 6xido nitroso

Las emisiones de 0xido nitroso (N2O) se produce en gran medida como subproducto
de los procesos microbiano del suelo que pertenecen al ciclo bioldgico del nitrégeno,
nitrificacion y desnitrificacion (Thers et al., 2020; Xu et al., 2020). La nitrificacién es
un proceso aerobico que oxida el amonio (NHs) a nitrato (NOz") con la produccién de
N2O como subproducto, mientras que la desnitrificacion es un proceso anaerobico
que reduce el NO3™ en formas gaseosas de N2, incluido N2O (Luo et al., 2018; Pauleta
etal., 2019; Simon et al., 2019).

Este proceso del ciclo de vida del nitrdgeno en el que los precursores de las
emisiones de N2O son la urea y las enzimas microbianas del suelo y estas se ven
influenciadas por factores climaticos como la temperatura del suelo y la
precipitacion, tanto caracteristicas fisicas como quimicas (Bowatte et al., 2018; Ding
et al., 2019; Loick et al., 2016). Otros estudios anteriores también mencionan que la
produccion de N2O esta influenciada por multiples variables factores tales como la
temperatura, humedad, disponibilidad de oxigeno y el sustrato N, todos estos factores
estan regulados por el clima, vegetacion, propiedades fisicas y condiciones quimicas
del suelo (densidad aparente, carbono organico, pH y contenido en arcilla), espacio
poroso lleno de agua y las practicas de manejo agricola (Bottner et al., 2020;
Marsden et al., 2019; Simon et al., 2019).

1.1.15 Metodologias para medir las emisiones de 6xido nitroso del suelo

En la ultima década, se han aumentado los esfuerzos por mejorar y plantear
alternativas que permitan evaluar con mayor precision las emisiones procedentes de
los sistemas edaficos hacia la atmdésfera (Herron et al., 2019). La mayoria de las
metodologias para medir los GEI in situ se pueden diferenciar en las dos técnicas
mas usadas: a) técnicas basadas en camaras cilindricas instaladas en la superficie del
suelo por periodos o campafias cortas, b) técnicas basadas en herramientas micro
meteorolégicas o Eddy Covarianza y como complemento modelacion ambiental
(Hensen et al., 2013; Olfs et al., 2018).

Debido a las facilidades técnicas, operacionales, bajo costo, y su utilidad a la hora de

evaluar diversos tratamientos en areas remotas, las técnicas basadas en camaras son
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las mas utilizadas para las mediciones de gases de efecto invernadero que se emiten

en los ecosistemas terrestres (Pavelka et al., 2018).

En la actualidad se han reportado diferentes modelos y tipos de camaras, entre ellas
se destacan la camara dindmica y la camara estatica cerrada, la primera integra un
analizador de gases y un sofisticado sistema automatizado que minimiza los errores
de muestreo, ademas de reducir los errores de medicion este permite obtener una
gran cantidad de datos. Sin embargo, su costo de operacion la hace menos accesible,
mientras que la cdmara estatica cerrada posee un disefio de bajo costo, mas sencillo y
practico para trabajar en campo, pero con algunas limitaciones y sesgos asociados al
disefio (de Klein & Harvey, 2015; Hensen et al., 2013; Pavelka et al., 2018;
Rochette, 2011).

1.2 Antecedentes

El calentamiento global y el incremento de las concentraciones de gases de efecto
invernadero (GEI) en la atmdsfera, ha recibido mayor interés por todo el mundo durante
los ultimos afios (Barbera et al., 2018; Vallero, 2019), los impactos ambientales
atribuidos a las actividades antropicas, se encuentran ampliamente descritos y son
conocidos por la poblacion en general (Bottner et al., 2020). Tal es asi, que actualmente
existe un genuino interés por identificar y cuantificar las fuentes de emision y sumideros
de los gases de efecto invernadero (GEI), con el propdsito de implementar estrategias de
mitigacion que permitan reducir su concentracion atmosférica o impedir su incremento
por las actividades antropogénicas (IPCC, 2013, 2014; OMM, 2019).

La intensificacion de la agricultura y el consiguiente aumento en el uso de fertilizantes
nitrogenados (Van Eerd et al., 2017), junto con la industrializacién de la produccion
ganadera, en consecuencia, han generado grandes cantidades de estiércol y mezcla de
orina mas estiércol (lechada) rico en nitrogeno (N). Esto ha generado considerables
cantidades excedentes de N y su acumulacion en los suelos, lo que contribuye a
aumentar las pérdidas de nitrogeno a los diferentes compartimentos ambientales, como
la contaminacion de los cuerpos de agua con nitrato (NO3™) y las emisiones de N a la
atmosfera, incluida la volatilizacion de amoniaco (NHs) y emisiones directas e

indirectas de 6xido nitroso (Bowatte et al., 2018; Marsden et al., 2019).
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El sector ganadero representa el 46 % del producto interno bruto agricola de la region
de América Latina y el Caribe (ALC) y crece al 3.7 % anual (OECD, 2019). La
expansion de la produccién ganadera estd impulsada por un rapido aumento de la
demanda de carne de ganado (FAO, 2018). Esta mayor demanda de productos animales
junto con el desarrollo de opciones mejoradas para producir forraje y mantener los
niveles mas altos de productividad, aumenta la presion sobre los pastizales y los
sistemas dominantes de produccion ganadera en ALC, lo que resulta en el pastoreo

excesivo Y la degradacion de los pastos (Chirinda et al., 2019).

Segun la literatura disponible, existe un mayor interés para usar la ceniza de madera,
como enmienda agricola para mejorar tierras cultivables degradadas (Adriano et al.,
1980; Bera et al., 2016; da Costa et al., 2020; Jambhulkar et al., 2018; McTavish et al.,
2020), proporcionando alguna soluciones sostenibles en los sectores agricola, civil e
industrial (Khan & Umar, 2019; McTavish et al., 2020; Mercl et al., 2020).

La ceniza de madera es un material residual obtenido del proceso de combustion de
biomasa para la generacion de energia (Maresca et al., 2018; Song et al., 2020),
considerado como un residuo sélido (Silva et al., 2019). Puede devolver nutrientes y
oligoelementos importantes al suelo (Hannam et al., 2018; Schonegger et al., 2018), con
excepcion del nitrogeno y carbono debido a su oxidacién durante la combustion
(Ondrasek et al., 2021; Petrovsky et al., 2018), ademas de amortiguar su acidificacion
debido a su pH alcalino aproximadamente 11-13 en solucion acuosa (Bang-Andreasen
etal., 2017; Qin et al., 2017; Schonegger et al., 2018).

Sin embargo, el uso de la ceniza de madera como enmienda agricola, puede afectar las
emisiones de Oxido nitroso (Borng et al., 2020; McMillan et al., 2016; Royer-Tardif et
al., 2019), mediante la manipulacion del pH del suelo y tener efecto en los procesos
fisicoquimicos que desarrollan los microorganismos edéaficos durante la nitrificacion y
desnitrificacion (Holland et al., 2018; Liu et al., 2017), siendo asi una estrategia
potencial de mitigacion adecuada para las emisiones de N2O del suelo agricolas (Wang
etal., 2018).
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CAPITULO II

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 ldentificacion del problema

El calentamiento global es un fenémeno meteoroldgico de primera linea que se presenta
a nivel mundial, con cambios sin precedentes desde décadas, transformando los
ecosistemas de la tierra y amenazando el bienestar de la generacion actual y las futuras.
El IPCC plantea politicas ambientales para hacer frente al cambio climatico y mantener
la temperatura mundial por debajo de 2 °C con el proposito de evitar cambios climaticos
peligrosos, para alcanzar estos objetivos se requieren con urgencia reducir las emisiones

mundiales de gases de efecto invernadero (IPCC, 2014).

El incremento de la temperatura global es una consecuencia del aumento en las
concentraciones de gases de efecto invernadero (GEI) en la atmosfera, entre los
principales gases se destacan al dioxido de carbono (CO>), el metano (CHa), el 6xido
nitroso (N20), ozono troposférico (O3) y los clorofluorocarbonos (CFC). Las
concentraciones atmosféricas de estos gases han aumentado notablemente por efecto de
las actividades antrépicas desde 1750, con 407.8 ppm, 1869 ppb, 331.1 ppb y son
actualmente muy superiores a los valores preindustriales 208 ppm, 700 ppb, 270 ppb,
para dioxido de carbono, metano y éxido nitroso, respectivamente (Equihua et al., 2016;
IPCC, 2013).

Los sistemas de produccion ganadera, integran una de las fracciones que contribuyen al
calentamiento global, mediante el aporte de GEI como el metano de origen entérico, la
emision de amoniaco y consecuentemente las emisiones de 6xido nitroso que se produce

en el suelo, por accion enzimatica de los microorganismos que utilizan como sustrato el
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nitrogeno disponible en forma de urea, presente en las deposiciones fecales y urinarias

que el ganado rumiante excreta en los campos de pastoreo.

La falta de un adecuado manejo en los sistemas pastoriles y acompafiado de una
sobrecarga animal que consecuentemente produce el sobre pastoreo de las praderas
nativas y cultivadas, trae efectos negativos al rendimiento de praderas, como la
deforestacion, aparicion de suelo desnudo, extincion de especies nativas y reduccion de
la superficie de cobertura vegetal. Los pastos degradados por estos efectos negativos
presentan limitaciones para utilizar el nitrégeno excretado en las heces y orina de las
vacas, en consecuencia, los microorganismos tienen una mayor disponibilidad de
nitrogeno para utilizarlo en los procesos bioquimicos que intervienen en el ciclo del
nitrogeno a nivel del suelo, propiciando la liberacion de oxido nitroso (Chirinda et al.,
2019).

Sin embargo, las emisiones de Oxido nitroso pueden ser afectadas por las enmiendas
alcalinas como la ceniza de madera, que tienen gran importancia en la gestion de suelos
mediante la manipulacion del pH por medio de la adicidn de iones alcalinos altamente
solubles que se reciclan en la combustion. El uso de ceniza de madera como enmienda
alcalina a dosis adecuadas puede estabilizar los suelos &cidos, amortiguando su
acidificacion a corto y largo plazo, mejorando su fertilidad, maximizando su produccién
agricola y también puede intervenir en las emisiones de algunos GEI como el metano y
Oxido nitroso del suelo. Por tanto, se le ha atribuido poseer un efecto mitigante frente a
este gas de efecto invernadero (N2O). Sin embargo, esta capacidad mitigante de la
ceniza de madera sigue siendo altamente discutida, debido a la alta virilidad de los

resultados en diferentes paises (Garbowski et al., 2023; Huang et al., 2022).

Por ello la necesidad de cuantificar las emisiones de 6xido nitroso del suelo altiplanico
peruano, cubierto de pasto cultivado (alfalfa), realizando un experimento de simulacién
de la miccién de una vaca, donde primeramente al suelo se adiciond ceniza de madera
como agente encalante para incrementar el pH del suelo, seguidamente al suelo
modificado se le adiciono orina de vaca (parche de orina). Este experimento pretende
probar el efecto resultante de la ceniza de madera sobre las emisiones de 6xido nitroso,
para proporcionar informacion que permita mejorar las estrategias de mitigacion de los
GEIl y contribuir al inventario nacional de gases de efecto invernadero a nivel nacional,

y para lograr lo descrito anteriormente, se plantea las siguientes preguntas.
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2.2 Enunciados del problema

2.2.1 Problema general

a) ¢Cuadl es el efecto de la ceniza de madera en las emisiones de 6xido nitroso en
suelos con pasto cultivado tratado con parches de orina y qué pardmetros

fisicoquimicos del suelo intervienen en su emision?

2.2.2 Problemas especificos

a) ¢Cual es el efecto de la ceniza de madera en los flujos de emision diaria y
acumulada de 6xido nitroso en suelos con pasto cultivado tratado con parches

de orina?

b) ¢Qué parametros fisicogquimicos del suelo con pasto cultivado tratado con
ceniza de madera y parches de orina intervienen en las emisiones de éxido

nitroso?

2.3 Justificacion

El 6xido nitroso es un gas de efecto invernadero con un potencial de calentamiento
global 300 veces mayor que el diéxido de carbono (CO.), en un horizonte de 100 afios,
sus emisiones estan asociadas a la agricultura, ganaderia y demas actividades humanas,
estas emisiones se deben a procesos naturales y antropogénicos que han generado
grandes cambios en la naturaleza mediante el uso indiscriminado de los recursos

naturales desde la revolucién industrial hasta la actualidad.

El desarrollo de la ganaderia lechera altoandina es la actividad agropecuaria mas
importante en zonas donde no prospera la agricultura, se sustenta principalmente de las
praderas nativas y cultivadas. Sin embargo, un manejo inadecuado en su alimentacion
ocasiona desbalances nutricionales, generando grandes pérdidas de nitrégeno no
metabolizado por el animal, que son excretados en los campos de pastoreo,
contribuyendo de esta forma en las emisiones de los gases de efecto invernadero como

el 6xido nitroso.

El uso de la ceniza de madera en la agricultura se conoce desde hace siglos y algunos
cronistas lo describen como fertilizante e insecticida en los cultivos de los Incas. Se

considera que la gestién de suelos mediante la aplicacién de enmiendas de ceniza de
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madera modifica el pH y consecuentemente los parametros fisicoquimicos del suelo.
Interviniendo en los procesos de nitrificacion y desnitrificacion que se desarrollan en el
suelo por accién de los microorganismos edaficos que utilizan el nitrégeno inorgdnico
disponible como sustrato metabolico, donde la desnitrificacion es el principal proceso
bioldgico que devuelve nitrogeno a la atmdésfera como dinitrégeno o éxido nitroso,
siendo el éxido nitroso un producto intermediario obligatorio y bajo ciertas condiciones
también puede ser producto final. Por tanto, este estudio se realiz6 a fin de evaluar el
efecto resultante de la ceniza de madera en los procesos de emisidon de 6xido nitroso,
para poder comprender con precision el grado de intervencién de esta enmienda y asi
determinar si posee la capacidad de reducir las emisiones de oxido nitroso en los suelos

de pastoreo.

2.4 Objetivos

2.4.1 Objetivo general

a) Evaluar el efecto de la ceniza de madera en las emisiones de 6xido nitroso en
suelos con pasto cultivado tratado con parches de orina y su relacién con los

parametros fisicoquimicos del suelo que intervienen en su emision.

2.4.2 Objetivos especificos

a) Determinar los flujos de emision diaria y acumulada de 6xido nitroso en
suelos con pasto cultivado tratado con parches de orina y dosis de ceniza de

madera aplicado al suelo.

b) Determinar los parametros fisicoquimicos en suelos con pasto cultivado
tratado con parches de orina y ceniza de madera que tienen mayor

intervencion con las emisiones de éxido nitroso.

2.5 Hipdtesis

2.5.1 Hipotesis general

a) Las emisiones de Oxido nitroso en suelos con pasto cultivado tratado con
parches de orina dependeran de la dosis de ceniza de madera y la modificacion

de algunos parametros fisicoquimicos del suelo que intervienen en su emision.
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2.5.2 Hipotesis especificas

a) Los flujos de emision diaria y acumulada de 0xido nitroso en suelos con pasto
cultivado tratado con parches de orina dependeran de la dosis de ceniza de

madera aplicada al suelo.

b) La ceniza de madera en suelos con pasto cultivado tratado con parches de
orina tiene efecto directo sobre algunos parametros fisicoquimicos de mayor

intervencion con las emisiones de éxido nitroso.
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de estudio

El experimento se realizd en una parcela con un area de exclusion de 260 m? (20 x 13
m) con predominio de pastos cultivados como la alfalfa (Medicago sativa) en la
Estacion Experimental Agraria Illpa-Puno del Instituto Nacional de Innovacién Agraria
(INIA), ubicada en el km 22 de la carretera Puno - Juliaca, distrito de Paucarcolla,
provincia y departamento de Puno, a 3,815 m de altitud, en las coordenadas 70° 04 25”
de longitud oeste, y 15° 10’ 45” de latitud sur, correspondiente a la zona agroecologica
Suni, con una temperatura del aire que oscila entre 1.60 — 16.30 °C y una precipitacién
pluvial promedio anual de 616 mm/afo. Las muestras de gases se analizaron por
cromatografia de gases, en el laboratorio de Fisicoquimica Ambiental de la Facultad de
Ciencias Exactas, Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires
(UNICEN), Tandil, Argentina. Otros analisis quimicos se realizaron en el laboratorio de
Nutricién Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad

Nacional del Altiplano de Puno.

Tabla 1

Parametros fisicoquimicos de la superficie del suelo en el lugar de estudio

Perfil Composicién mecénica Clase
(cm) (%) Textural pH CE Da MO P K CIC
Arena Limo Arcilla H,O dS/m g/cm3 % ppm ppm meg/100g

0-10 24 42 34 Fr.Ar. 548 089 122 4.46 1950 526  35.84
Fr.Ar: Franco Arcilloso; CE: conductividad eléctrica; Da: densidad aparente; MO:

materia organica; P: fosforo; K: potasio.

26

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesi
I



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

3.2 Poblacién

La poblacion estuvo representada por 12 camaras estaticas de flujo cerrado para el
muestreo de aire y 12 sub parcelas de 1 m? para el muestreo de suelos, como unidad

experimental, distribuidos en cuatro grupos, con tres repeticiones por tratamiento.

3.3 Muestra

El tamafio muestral se determind en funcion al método deterministico (no
probabilistico), sujeto a los principios de independencia y aleatoriedad por unidad
experimental a fin de tener mayor variabilidad espacial en las emisiones de Oxido

nitroso.

3.4 Método de investigacion

El experimento se realizé en funcién a las recomendaciones de la Guia Metodoldgica de
camara de o6xido nitroso, publicada por (de Klein & Harvey, 2012, 2015) donde en su
capitulo 3 titulado “Protocolo de despliegue” se mencionan las acciones y opciones que
se toman en consideracidon al momento de usar las caAmaras para medir las emisiones de
oxido nitroso (N20) del suelo, asi mismo, también se tuvo la asesoria externa del grupo
de Fisicoquimica Ambiental del Instituto de Fisica Arroyo Seco (IFAS), Facultad de
Ciencias Exactas de la Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos
Aires (UNICEN), Argentina. Quien nos brindd el soporte teorico, practico y analitico en
las diferentes etapas de investigacién, ya que este equipo de investigadores cuenta con
una amplia experiencia en las mediciones de gases de efecto invernadero como CHa,
N20, CO. y SFe por el método de cdmara estatica y su determinacion analitica mediante

el método de cromatografia de fase gaseosa.

3.5 Descripcion detallada de métodos por objetivos especificos

3.5.1 Fase Pre —experimental
3.5.1.1 Disefio de la cdmara estatica

El disefio de la camara (Anexo 15), asi como la metodologia de muestreo de gases, se
realizaron siguiendo los protocolos sugeridos por (Rochette & Eriksen-Hamel, 2008).
La camara estatica cerrada estuvo integrada por dos partes, una llamada base de la

camara, que basicamente es una estructura cilindrica de 25 cm de diametro por 30 cm
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de altura, construida a partir de tuberia de cloruro de polivinilo (PVC) de un espesor
de 4.9 mm el mismo que en su porcidn inferior que va en contacto con el suelo, se le
sacé un filo o bisel para facilitar su insercién y evitar la resistencia del suelo a la hora
de la instalacion, paralelamente con ayuda de un marcador indeleble, se delimité los
5 cm de altura de la camara que fue insertado al suelo, ademas también se le instald
un par de ganchos laterales en forma de cerrojo a presion a fin de garantizar el cierre

hermético entre la base y la tapa de la cAmara (Figura 2 — A).

La tapa es la segunda parte desplegable de la camara, construida en material PVC
celtex de 20 mm de espesor y consta de dos caras, una externa al cual se le prepard
dos ranuras superficiales de 4x12x5 mm para que sirva como punto de agarre para
los ganchos laterales de la camara, consecuentemente también se le realizd tres
puertos de comunicacién: a) Puerto para interruptor: este es un ducto ciego al cual se
le instalé un interruptor pulsador, para controlar el encendido y apagado del
ventilador instalado en la cara interna de la tapa, b) Puerto de temperatura: es un
conducto libre para la insercion del vastago de un termdémetro con el objetivo de
monitorear la temperatura interna de la cAmara durante la toma de muestras, este
puerto fue acondicionado mediante la insercion de una prensaestopa PG-7 de uso
eléctrico, ¢) Puerto de muestreo: es un conducto para la extraccion de muestras de
aire acumulada en el espacio superior interno de la cadmara, fue acondicionada
mediante un accesorio de conexion rapida neumatica NPT 1/4 x M8, 8 mm g rosca

macho (Figura 2 — B).

Por otro lado, la cara interna de la tapa, fue equipada con un ventilador de
computadora de 80x80x25mm alimentado con una bateria de 9 voltios, para
homogeneizar los gases en el espacio superior interno de la camara. Asi mismo, para
garantizar un cierre hermético y evitar fugas, se realizo un canal circular de 7 mm de
ancho por 11 mm de profundidad mediante corte computarizado (CNC), al cual se le
rellend con silicona simulando un anillo que funcioné como empaque para asegurar
el correcto sellado de la camara, de tal modo que el diametro externo e interno de la

camara encajaba perfectamente en el canal circular de la tapa (Figura 2 — C).
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(A) (B)
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Figura 2. Disefio y configuracion de la cAmara estatica utilizada

Configuracion de la camara estatica utilizada: (A) vista general de la cAmara estatica:
(i) la tapa; (a) puerto para interruptor, (b) puerto de temperatura, (c) puerto de
muestreo, (d) termdémetro digital, (e) extractor de muestras, (f) punto de anclaje del
cerrojo. (ii) (g) cerrojo a presion tipo clips, (h) base de la cAmara; (B) cara externa de
la tapa, (a) interruptor, (b) puerto de temperatura, (c) puerto de muestreo y (d) ranura
para sujecion del cerrojo; (C) cara interna de la tapa, (a) canal recubierto con silicona
para cumplir la funcion de empaque, (b) ventilador, (c) bateria de 9 v para dar poder

al ventilador.

Para extraer las muestras de aire del espacio superior interno de la camara y
transferirlo a los viales de vidrio pre-evacuados, se requirié conectar al puerto de
muestreo un dispositivo que lo llamamos “extractor de muestras” que cumple la
funcion de bombear la muestra (extrae aire he inyecta aire), y consta del ensamble de
un conjunto de materiales del orden siguiente, una manguera neumaética de
poliuretano 6x8 mm por 5 cm de largo, dos llaves triple via de uso médico conectado
en serie, una jeringa de 60 mL con punta roscable y finalmente una aguja
hipodérmica 23 Gx1" (Figura 3).
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Figura 3. Ensamble del extractor de muestras de aire

(A — B); (a) Jeringa de 60 mL, (b) llave de triple via principal, (c) llave de triple via
segundaria, (d) manguera de poliuretano, (e) aguja hipodérmica 23 Gx1" (C) Detalle

del acople rosca entre las llaves de triple via, jeringa y aguja del extractor de muestra.

El disefio de la tapa de la cdmara estatica y la preparacion de sus respectivos puertos
obedece a un conjunto de funciones que el investigador estima conveniente, como el
acoplamiento del extractor de muestra y el termometro, cuando se requiere hacer uso
de la cAmara y desacoplamiento de los mismos, cuando se desea guardar la tapa. Esta
funcién fue alcanzada gracias al conector roscable de acople rapido NPT de 1/4xM8
y prensaestopa PG-7, instalada en el puerto de muestreo y puerto de temperatura de
la tapa (cara externa). Esta funcion permitié guardar las tapas de forma ordenada y en
espacios reducidos (cajas de carton), sin estar conectado al extractor de muestras de
aire o al termémetro, otra de las funciones que facilité este mecanismo fue el
mantenimiento, limpieza y remplazo de cualquiera de las piezas del extractor de
muestra de aire que sufriera algin desperfecto a consecuencia de su desgaste,
teniendo una considerable frecuencia de remplazo que generalmente se dio en las

piezas de mayor utilidad como las llaves de triple via, agujas y jeringas (Figura 4).
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Figura 4. Tapa con extractor de muestras y termémetro acoplado y desacoplado

A) Vista lateral de la tapa con los implementos conectados, B) Vista superior de la
tapa con el extractor de muestras y el termémetro acoplado, C — D) Tapa de la

camara con el extractor de muestras y el termometro desacoplado.

3.5.1.2 Disefio del sistema de vacio para viales

El sistema de vacio se instalo previo a la fase experimental y estd conformado por un
conjunto de accesorios roscables de cobre y PVC, ensamblados con sellante y cinta
teflon para garantizar un cierre hermético y libre de fugas entre las conexiones. Este
sistema fue diseflado con ocho puertos de conexidén que terminan en una aguja
hipodérmica nimero 23 Gx1" que se conecta al sistema mediante una llave triple via;
esta configuracion se realizé a fin de generar vacio a ocho viales en simultaneo. Para
su funcionamiento se necesité de una bomba de vacio de 1/2 HP (CPS) conectada
mediante una manguera de 1/4 por dos metros. Para poder monitorear el nivel de
presion negativa del circuito, se instalé en la parte inicial del sistema un vacuémetro
con escala de -1 bar, y este instrumento permitié identificar si el sistema presentaba
fallas, como pérdidas de vacio por fuga (Figura 5 — a).

Una vez comprobado el correcto funcionamiento del sistema de vacio, se dio inicio
la formacién de vacio de los viales, este proceso se dividié en dos etapas, una

primera para la preparacion de los viales, en esta etapa se realizo el cierre hermético
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de los viales agregando una vuelta completa a la tapa rosca de doble septo desde el
punto de fabrica, seguidamente se realiz6 el rotulado respectivo segun el siguiente
patrén; ndmero de camara — tiempo de muestreo — dia de muestreo o campafia,
ejemplo (C1-T1-D1).

Sucesivamente, se continud con la segunda etapa que es la extraccion de aire para la
formacién de vacio de los viales, para ello se conectd manualmente el septo de los
viales con las agujas hipodérmicas (23 Gx1") del sistema de vacio, luego se abrieron
las llaves de triple via para dejar el circuito abierto he inmediatamente se dio marcha
a la bomba de vacio. El tiempo necesario para la extraccion total de aire fue de un
minuto, la presion negativa que alcanzo el sistema de vacio a 3,820 m de altitud fue
de -0.7 bares (Figura 5 — a). Finalmente, los viales fueron desconectados rapidamente
de las agujas, luego se ordenaron en filas del C1 al C12 en gradillas con capacidad
para 24 tubos, dejando listo los viales para ser trasladados al campo. Ambas etapas se
realizaron un dia antes del muestreo programado, este patron se repiti6 para cada una

de las campafias de toda la experimentacion (Anexo 22).

Para evaluar el nivel adecuado de vacio en los viales, se eligieron aleatoriamente tres
viales evacuados para realizar la prueba en agua, esta prueba consiste primeramente
en incrustar ligeramente una aguja al septo del vial (fijacion de la aguja), luego se
sumerge el vial en forma invertida (tapa abajo) en un recipiente con agua, una vez
sumergido se aplicé fuerza en el vial para que la aguja 23 Gx1" perfore el septo
dejando en comunicacion el espacio interno del vial con el agua, de tal manera que el
agua ingresa al interior del vial, por la succién que ejerce la presion negativa hasta
ocupar su capacidad total, dejando una pequefia burbuja de aire (Anexo 23). Esto es
una buena sefial para indicar que nuestro vial tiene un nivel adecuado de vacio y se
espera que el resto de los viales tengan el mismo comportamiento de succionar y
garantizar los 12 mL de muestra de aire en cada camparia. Para ello se adquirieron
700 viales de vidrio con doble septo de PTFE/silicona de 12 mL con tapa rosca sin
evacuar (Labco, Exetainer®, Reino Unido), estos viales son de uso cromatografico y
cumplen las exigencias técnicas para garantizar el almacenamiento y transporte de
las muestras de aire por periodos mucho méas prolongados (Figura 5 — b), sobre todo
cuando el muestreo se realiza en zonas donde no se cuenta con el equipo necesario
para realizar el analisis inmediato de las muestras o en el caso de enviar las muestras

a un laboratorio especializado para medir gases (Liimatainen et al., 2014).
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a) Sistema de vacio de viales b) Viales Labco, Exetainer®

Figura 5. Sistema de vacio, sellado y rotulado de viales de vidrio de 12 mL tapa

rosca

3.5.1.3 Obtencion de ceniza de madera

La ceniza de madera fue obtenida a partir de la incineracion de madera de eucalipto
(Eucalyptus globulus) que se utiliz6 como lefia para calentar un horno de panaderia.
a fin de obtener una buena muestra de ceniza homogénea se selecciond
cuidadosamente la madera de eucalipto, luego se sometieron al proceso de
combustion por aproximadamente una hora, la ceniza caliente resultante fue retirada
del horno en un recipiente metalico, para su enfriamiento por unas 24 horas, al dia
siguiente se procedié a tamizar con una malla de 5 mm de diametro para separar los
fragmentos mas gruesos, como el carbon residual que no se llegd a incinerar
completamente (> a 5 mm @). La ceniza de madera presenté un pH de 11.2, con

caracteristicas de color blanco plomizo, polvo fino y sabor amargo (Anexo 16)

3.5.1.4 Coleccion de orina

La orina fue colectada 7 horas antes de ser aplicada en campo, de vacas lecheras
Brawm Swiss en produccion, con un rango de 3 a 5 afios de edad, antes del ordefio
matutino (05:30 h), a partir de la miccion espontanea o inducida por estimulacion
manual de la vulva, ambos procedimientos fueron consultados, argumentados y
aprobados formalmente por el Comité de Etica Animal de la Universidad Nacional
del Altiplano de Puno. La orina fue recolectada en un recipiente de plastico con 5

litros (L) de capacidad, fijado a una estructura metalica (Anexo 17), con mango de
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madera de 2.5 m de largo, para aproximar el recipiente a la parte posterior de la vaca
desde una distancia prudente, sin fatigar al animal y asi facilitar la coleccion.
Seguidamente, se registré el volumen de la orina colectada independientemente por

vaca, utilizando una probeta de 2 litros de capacidad.

Debido a la variabilidad del contenido de nitrégeno en las colectas de orina, estas se
depositaron y mezclaron en una cubeta de 20 litros para formar una muestra
compuesta o estandar, y de esta se recolectd dos submuestras de 100 mL en un frasco
estéril hermético para ponerlo en congelacion a -20 °C hasta su posterior analisis,
donde se determiné la concentracion de nitrogeno total (NT) por el método Kjeldahl
(AOAC, 1995). Finalmente, la muestra compuesta de orina fue almacenada hasta el
momento de su aplicacién al suelo, en contenedores con tapa de 20 litros y bajo
refrigeracion o en sombra a 5 °C para evitar la hidrdlisis de la urea. La orina se retir0
del almacenamiento en frio al menos 2 horas antes de la aplicacion al suelo, para

permitirle alcanzar la temperatura del aire ambiente.

La coleccidn de orina se realiz6 previa fase de acostumbramiento, a fin de minimizar
el estrés a las vacas y perfeccionar el método de coleccion, para esto se implemento
un experimento de coleccion puntual de orina, con cinco vacas seleccionadas al azar,
para monitorear el volumen real de orina excretada en un evento de miccién
independientemente por vaca durante un periodo de cuatro dias. Este reporte
permitié conocer y contrastar la tasa de excrecion de orina de las vacas durante el
experimento de coleccion puntual y la coleccion definitiva de orina es decir siete

horas antes de aplicar la orina al suelo (Anexo 18).

3.5.2 Disefio experimental
3.5.2.1 Tratamientos

El experimento se basa en un disefio completo al azar (DCA) con cuatro tratamientos
y tres repeticiones (n=3), separados por 2 metros (espacio de amortiguamiento). Los
tratamientos fueron: (i) control (C), (ii) orina (U), (iii) orina méas ceniza de madera
0.5 t/ha (U+A1l), (iv) orina mas ceniza de madera 1 t/ha (U+A2). Los tratamientos
difirieron en la dosis de ceniza de madera (t/ha) mientras que el contenido de
nitrégeno (N) en la orina fue igual para todos los tratamientos con excepcion del

control que no recibid orina ni ceniza (Figura 6).
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Suelo sin N (C)
(3 camaras)

Orina de vaca (U)
(3 camaras)

- . Adicion de ceniza de
Disefio experimental madera mas orina

Orina+ceniza 0.5 (U+A1l)
(3 camaras)

Orina+ceniza 1 (U+A2)
(3 camaras)

Figura 6. Configuracion del disefio de investigacién

3.5.2.2 Distribucion de parcelas e instalacion de cAmaras

Antes de iniciar el experimento, primeramente, se requiri0 identificar un area de
estudio, con caracteristicas de superficie plana, sin riesgo de inundacion, con
cobertura de pasto cultivado alfalfa (Medicago sativa) y que se encuentre exenta de
pastoreo Yy fertilizacion nitrogenada durante los ultimos 5 afios (Anexo 12). Una vez
identificada la parcela, el pasto cultivado de toda el area experimental fue cortado
mecanicamente con una sierra de disco rotatorio < a 0.05 m del nivel del suelo,
simulando el pastoreo de las vacas (Anexo 13). Esta tarea de corte fue realizada cada
mes, para mantener el pasto a la altura deseada (Anexo 25), y los pastos que
rebrotaron en el interior de la cAmara fueron cortados con una tijera para evitar

cambios de volumen en el espacio superior de la cAmara estatica.

Una vez preparada el suelo, se delimit6 un perimetro de 260 m? (20 x 13 metros)
tomando en cada vértice los datos georreferenciales con GPS, seguidamente se
instalé un cerco exclusor con alambre de puas para evitar el ingreso de animales, a
fin de minimizar cualquier efecto directo que pueda afectar los resultados, como la
deposicion de excretas al inicio de las mediciones o durante el desarrollo

experimental.

Con la ayuda de una cinta métrica, cordel y estacas, se realizo la distribucion del area
de estudio en tres filas y cuatro columnas, haciendo un total de 12 parcelas

experimentales de 2 m? (2 de largo y 1 de ancho), con un espacio de amortiguacion
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equidistante de dos metros entre filas y columnas, y tres metros en todo el perimetro
colindante al cerco exclusor, el propdsito de este espacio de amortiguacion entre las
parcelas experimentales es para evitar la contaminacion cruzada entre tratamientos y

facilitar el libre transito del investigador.

La distribucion de las parcelas para la instalacion de las camaras y la aplicacion de
tratamientos se asignoé de forma aleatoria y cada parcela experimental fue dividida en
dos subparcelas de un metro cuadrado, donde una fue designada para la instalacién
de la cdmara y la otra para el muestreo destructivo del suelo o también conocida
como camara espejo, ambas sub parcelas recibieron el mismo tratamiento. La
instalacion de las cdmaras se realiz6 de forma simétrica con la ayuda de un cordel
guia, para lograr su insercion a una profundidad de > 0.05 m del suelo se utilizé un
mazo de hierro, una madera y un nivel (Anexo 20). Una vez instaladas las camaras
permanecieron en el suelo durante toda la fase experimental, estas a su vez dieron
origen a una microparcela de 0.049 m? delimitada por el borde circular de la cAmara.
Finalmente, todas las cdmaras fueron rotuladas de la forma siguiente: nimero de
camara y tratamiento; ejemplos C1-U, C7-U+Al respectivamente segun

corresponda hasta la camara 12 (C12-U), (Figura 7).

20 m

Control (C)

OE

Con orina (U) 3m

2m
- 2m
®|1|—|QL@|

Orina+ceniza

(U+A1) E

3m

3m

2m

Glblzlm]l l@L@:‘;z

Orina+ ceniza

(U+A2) m O8]  [olm] [e]z] [S]N] .
3 6

'
o

Suelo control

3m

.(-]émaras estéticas[." S || @ " (ﬂ])l Suelo (cdmara espejo)l @" " % “ [|]]]|

Figura 7. Distribucion espacial de tratamientos en las sub parcelas experimentales

36

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
I —



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

3.5.3 Aplicacién de ceniza de madera

A partir de la ceniza de madera obtenida y tomando en consideracion que cada
parcela experimental cuenta con dos sub parcelas de un 1m?, las dosis de ceniza de
madera se calcularon por metro cuadrado, resultando en 50 y 100 gramos de ceniza
para los tratamientos U+Al y U+A2, estas dosis son equivalentes a una tasa de
aplicacion en campo de 0.1 y 0.2 % respectivamente, calculadas proporcionalmente
en base al peso de una hectarea (ha) para un suelo con densidad aparente de 1.0 t/m?®

y una profundidad de infiltracion de 0.05 m superficiales.

La aplicacion de la ceniza de madera a las parcelas experimentales, se realizo 48
horas antes de aplicar el parche de orina, de forma manual en zigzag, cubriendo toda
la superficie de cada subparcela (1m?), a fin de conservar el principio de
independencia de la unidad experimental y garantizar la distribucion de la dosis de
ceniza de madera en cada subparcela. Después de aplicar la ceniza en las
subparcelas, se agregd agua utilizando una regadera de chorro fino y evacuacion
lenta, sin lugar a formar escorrentia. La adicion de agua fue para evitar la pérdida de
ceniza por espolvored y facilitar la infiltracion de los nutrientes, oligoelementos y

iones alcalinos de la ceniza de madera en el suelo superficial (Anexo 19).

3.5.4 Adiccion del parche de orina

La orina se adiciond al interior de las cdmaras de N2O (microparcelas de 0.049 m?)
en una sola oportunidad durante la primera campafia, es decir, 7 horas antes del
primer muestreo de aire (28-01-22), en una tasa volumétrica de 1 L, simulando un
evento tipico de miccidn de orina al suelo de forma lenta y homogenea para facilitar
la infiltracion en lugar de la escorrentia usando una regadera. Al grupo control (C) se
le adiciono agua en igual volumen (1 L) para suministrar al suelo una humedad
equivalente a los otros tratamientos. Es posible que, al aplicar una fuente de
nitrogeno en toda el area de la cdmara, las emisiones de N2O se vean afectadas, pero
no hay evidencia que sugiera que esto resulte en una subestimacion o una
sobrestimacion de la emision verdadera (Marsden et al., 2016). Ademéas de los
parches de orina que se establecieron para las mediciones de N2O, paralelamente se
trataron areas mas grandes, subparcelas de 1 m? conocido como camara espejo, estas
recibieron el mismo volumen de orina y agua para el caso del grupo control, lo que
permiti6 en mudltiples oportunidades el muestreo destructivo del suelo para

37

repositorio.unap.edu.pe
I



UNIVERSIDAD
& NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

determinar pH, nitrato (NO3~), amonio (NH4"), densidad aparente, espacio poroso

Ileno de agua y humedad gravimétrica (Anexo 21).

3.5.5 Fase de muestreo
3.5.5.1 Determinacion del horario de muestreo

Previo a la fase experimental, se requirié determinar el horario 6ptimo para la toma
de muestras, para esto se instalo en el lugar de estudio, con anterioridad de tres dias
una estacion meteoroldgica (Anexo 14), equipada con dos sensores inalambricos de
temperatura con trasferencia de datos via Bluetooth mediante un aplicativo Android
SPARKvue de la marca Pasco (Wireless temperature) modelo PS-3201 y PS-3222,
respectivamente, ambos energizados con una pila tipo moneda de 3.0 v (codigo
CR2032).

El primer sensor con vastago metalico de 10 cm se utilizé para el monitoreo de la
temperatura del aire y el segundo sensor con sonda cableada de 100 cm equipada con
vastago de 15 se utilizd, para el monitoreo de la temperatura del suelo a 10 cm de
profundidad, los dos sensores se programaron para registrar los datos cada 15
minutos, (24/7) durante toda la fase experimental, los datos almacenados en la

memoria de los sensores fueron descargados cada 24 horas (Figura 8).

a) Termometros PS-3201 y PS-3222 b) Sonda a 10 cm del suelo

Figura 8. Estacion meteoroldgica instalada con sensores inalambricos de temperatura

A partir de los datos obtenidos de la estacion meteoroldgica qué monitored la

temperatura del aire por 72 horas previas al muestreo, se utiliz6 como indicador la
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temperatura promedio del aire en funcién a 24 horas, dando como resultado una
temperatura promedio del aire de 12 °C que normalmente se alcanzo entre el horario
de las 8:00 a 10:00 horas, esta informacion fue necesaria para determinar el horario

Optimo de muestreo que fue a las 09:00 + 00:30 horas (Figura 9).
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45 J Tiempo, 24 horas de monitoreo
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Figura 9. Monitoreo de la temperatura del aire en el area experimental
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3.5.5.2 Muestreo de aire

Las muestras de aire del espacio superior interno de la cAmara estatica se colectaron
alos 0 (T1), 20 (T2) y 40 (T3) minutos después del sellado de la cAmara o fase de
despliegue (de Klein & Harvey, 2015), con una jeringa de poliuretano de 60 mL
(NIPRO) conectado al puerto de muestreo mediante el extractor de muestras. Previo
al muestreo, primeramente, se homogeneizo la muestra prendiendo el ventilador y
bombeando el émbolo de la jeringa tres veces, reteniendo 50 mL de aire del tercer
bombed en el interior de la jeringa mediante el cierre de las dos llaves de triple via
del extractor de muestras. Seguidamente, se conectd el vial de vidrio con tapa rosca
de doble septo PTFE/silicona de 12 mL de volumen (Labco, Exetainer® Reino
Unido) a la aguja (23 Gx1") del extractor de muestras. Una vez conectada el vial, se
abrid la llave de triple via que va conectada a la jeringa, en donde se observo una
ligera retraccion del émbolo de la jeringa, lo que da a entender que el vial se
encontraba completamente pre-evacuado garantizando los 12 mL de muestra. Sin
embargo, por el comportamiento de los gases a diferente presion atmosférica se
requirié transferir el volumen restante de muestra de la jeringa al interior del vial,
empujando el émbolo de la jeringa con algo de resistencia, quedando el vial a sobre

presion hasta antes del analisis (Anexo 24).

El muestreo de aire se realiz6 a intervalos de tiempos secuenciales y equidistantes
con una diferencia de 20 minutos entre cada tiempo, a fin de encontrar diferencias en
las concentraciones lineales del gas de interés (N2O), durante 34 dias, desde el 28 de
enero al 02 de marzo de 2022, coincidiendo con la estacion de verano y la época de
[luvias. Para alcanzar este objetivo se programd realizar en total 10 campafias de
muestreo, en los dias 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 20, 27 y 34, en un horario establecido entre
las 09:00 y 11:00 horas, este periodo de tiempo permite la extrapolacion a un flujo
diario sin sesgo (Lombardi et al., 2021; Luo et al., 2013; van der Weerden et al.,
2017), utilizando la técnica de camara estatica cerrada (de Klein et al., 2020).
Finalmente, todos los viales con muestras gaseosas fueron almacenados en
refrigeracion a 5 °C hasta ser trasladados al Laboratorio de Fisicoquimica Ambiental
de la Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires, Tandil —

Argentina.
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3.5.6 Fase analitica
3.5.6.1 Analisis de la concentracion de N2O

Los viales con muestras de aire procedentes de las 10 campafias de muestreo se
trasladaron via aérea en el interior de la cabina para evitar cambios bruscos de
presion atmosférica del interior de los viales, y llegando al pais de destino fue
transportado hasta las instalaciones del Laboratorio de Fisicoquimica Ambiental,
Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional del Centro de la Provincia de
Buenos Aires (UNICEN), Tandil Argentina, para determinar la concentraciéon de
N2O (ppm) por cromatografia de gases (GC). Una vez con las muestras en el
laboratorio se organizaron en una gradilla, segun el orden siguiente, nimero de
camara, tiempo y dia de muestreo (C1-T1-D1, C1-T2-D1, C1-T3-D1) de tal forma
que por cada cdmara (unidad experimental) se tuvieron que analizar tres muestras.
Este mismo esquema de organizacién se replic6 en la ficha impresa para registro de

los resultados cromatograficos.

Para extraer la muestra del vial se utilizaron jeringas de 25 mL y una aguja
hipodérmica 25 Gx1/2" conectada mediante una llave triple via. Previamente, todas
las jeringas fueron sometidos a una doble limpieza con gas nitrégeno (N2) de alta
pureza (UHP), culminando con la limpieza las jeringas quedaron cargadas con N
UHP hasta su utilizaciéon, con la finalidad de evitar el ingreso de otros gases
contaminantes, y antes de extraer la muestra del vial se elimindé manualmente el N3

UHP del interior de la jeringa (Anexo 31).

Un detalle muy importante para el éxito de los analisis por cromatografia de gases es
que los viales conserven la muestra a sobrepresion, en este trabajo se ha observado
que los viales todavia contintan sobre presurizados, resultando en la extraccion total
de un volumen de muestra de unos 18 + 7 mL. Esto fue muy conveniente, porque nos
permitid conservar un estimado del 55 % de muestra en el interior del vial, para
utilizarlo como respaldo en caso de tener que volver a reinyectar la muestra en el
cromatdgrafo, a consecuencia de algun analisis dudoso o un error en la integracion

de los picos cromatograficos como producto de una mala inyeccion de la muestra.

Coémo los viales se encontraban a sobre presion no fue necesario ejercer fuerza en el

émbolo para extraer la muestra, mas por el contrario se requirié destreza y practica

41

repositorio.unap.edu.pe
{0 OIVI( (adl" adecuadd ! > eSla (e
I



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

en abrir y cerrar rapidamente la llave de triple via, para cargar la jeringa con muestra
en un rango volumétrico de 8 a 15 mL, el volumen de muestra que ingresa a la
jeringa estuvo en funcién a la rapidez con que cierras la llave de triple via apenas
atraviesa el septum del vial. Se debe precisar que el volumen minimo de muestra
para inyectar al cromatdgrafo es de 6 mL. Sin embargo, al tener viales con buena
cantidad de muestra y a sobrepresion se tomd la decision de inyectar en promedio 11
mL de muestra, en caso de inyectar mas muestra no afecta en los reportes
cromatograficos, debido a que el vial se encuentra cargado con una muestra de aire
de igual concentracion de N2O (ppm) en todo su volumen, por tanto, sea el volumen

que se inyecte la concentracién seguira siendo la misma.

Luego de extraer la muestra de aire, los viales fueron puestos tapa hacia abajo para
diferenciarse del resto de los viales de la gradilla. Para inyectar la muestra de aire al
inyector manual del cromatografo, primero se retird la aguja de la llave de triple via
que para entonces estaba cerrado y conectado al extremo roscable de la jeringa,
seguidamente la jeringa y su llave cerrada se conectd a una segunda llave de triple
via que estaba fijado al inyector manual del cromatdgrafo. Una vez conectada las dos
Ilaves, se abrieron una tras el otro, primero de la jeringa y luego del cromatdgrafo, he
inmediatamente se realizo la inyeccion de la muestra (Anexo 32, Anexo 33), este
procedimiento requiere algo de practica como si se tratara de administrar un
medicamento via intramuscular, en forma lenta, continua, sin hacer pausas. De hecho
gran parte de los resultados dependen del método de inyeccidn de las muestras (Jha
et al., 2020; Zurovec et al., 2021).

El analisis del gas N2O se realizd en un cromatdgrafo de gases (GC) Agilent 7890A
equipado con un detector de captura de electrones (ECD) con una columna Poropak
Q 1-8 (malla 80/100), y una temperatura del horno, inyector y detector de 60, 375y
280 °C, respectivamente. El gas portador (Ar/CHas, 5 %) se mantuvo a una presion
constante de 2 mL/min. La concentracion del GC (C) se determing a partir de curvas
de calibracion de 8 puntos (R= 0,99) que van desde 0,17 a 1,38 ppm de N.O. El
tiempo que requirid por analisis fue de 10 minutos, ademas nos permitio la
posibilidad de inyectar una nueva muestra a los 9.5 minutos, es decir 10 segundos
antes de que muestre el reporte del andlisis de la muestra anterior, el método de
analisis que se cargd al software, fue el método de metano y dioxido de carbono alto

(CHs y CO2 Alto), este método permite analizar muestras de aire con altas

42

repositorio.unap.edu.pe
I



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

concentraciones del gas de interées N2O (ppm) debido a que proceden de tratamientos
con niveles elevados de nitrogeno, como en el caso de las excretas de animales
estiércol, orina asi como también la fertilizacion nitrogenada de suelos (Lombardi et
al., 2021).

3.5.6.2 Calculo de los flujos de emision de 6xido nitroso

Los reportes del cromatografo de gases en unidades de ppm fueron transformado a
unidades de masa y extrapolados a un metro cuadrado para informar como N-N2O
mg/m?/h, como una forma estandar de expresar los resultados independientemente de
las dimensiones de la camara, lo que permitié la comparacion de los flujos dentro de
los parches de orina y el control. Los flujos de emision del gas NoO (Fn.0) se
calcularon a partir de los cambios en la concentracion del espacio superior de cabeza

durante el periodo de despliegue, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Donde:

AN20O: Es el aumento en la concentracion del gas N2O en el espacio superior de la

camara durante el periodo de cierre.

At: Es el periodo de cierre de la camara por 40 minutos

M: Masa molar del elemento gaseoso (28 g/mol para N /44,01 g/mol para N20).
Vm: Volumen molar del gas a temperatura de muestreo (L/mol)

H: Altura del espacio superior de la cAmara (Headspace).

e Ecuacion para calcular el volumen molar del gas.

_ RxT

™ nxP

Donde:
R: Constante del gas ideal (L.atm/mol.K) = 0,08206
T: Temperatura del aire en el momento de muestreo en grados kelvin
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P: Presion en atmosfera (presion del lugar del de estudio)
n: NUimero de moles

e Laaltura de la camara también se puede calcular con la siguiente ecuacion.

H =

SRS

V: Volumen del espacio superior de la cdmara, V= m.r2.h (m®).
A: Area cubierta por la camara (0.049 m?) A= m.r?

Los flujos de emision de N2O en ppm, para cada cdmara estatica, se verifico su
linealidad examinando el valor R?, donde las camaras que alcancen un coeficiente de
determinacion R?<0,8 no se consideran aptas para el analisis. Sin embargo, para este
experimento no se excluy6 a ninguna camara. Se asumié un flujo cero en las camaras
donde la tasa de cambio en la concentracion de gas estaba por debajo del limite de
precision analitica del dispositivo de GC. Este limite se determino analizando varias
muestras cercanas a la concentracién ambiental y luego calculando el coeficiente de
variacion (cambio minimo de 3 % para N20), como sugirieron (Parkin et al., 2012).
Las emisiones acumuladas de N2O (mg/m?) se estimaron integrando la interpolacion
lineal de los flujos de emision diaria para el dia 0 hasta el dia 34, punto en el que las
emisiones de los parches volvieron a niveles cercanos al control, utilizando el

Software OriginLab 2018 para estimar el &rea bajo la curva (Lombardi et al., 2021).

1.2E-07

y = 2E-09x + 2E-09 R2=10.9932
1.0E-07

——Lineal (Tendencia)

8.0E-08

6.0E-08

4.0E-08

Oxido nitroso (ppm)

2.0E-08

0.0E+00

Minutos

Figura 10. Variacion de la concentracion de N2O en funcion al tiempo de despliegue
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3.5.7 Mediciones de variables complementarias
3.5.7.1 Variables ambientales
a. Temperatura

La temperatura del interior de la cdmara fue monitoreada mediante un
termometro con vastago de 10 cm de longitud que se instalo en la tapa de la
camara, los datos de temperatura fueron registrados en la libreta de campo
durante los tres tiempos de muestreo de aire T1, T2, y T3. Para monitorear la
temperatura del aire y el suelo a 10 cm de profundidad, se utilizaron los equipos
que se instalaron en la estacion meteoroldgica (Figura 8), este monitoreo
permanecio activo 24/7 durante toda la fase experimental y los datos fueron

descargados cada 24 horas a fin de obtener el reporte climatolégico del dia.
b. Precipitacion

La precipitacion fue monitoreada mediante una estacion meteoroldgica equipada
con un pluviometro electronico, instalada en la misma Estacion Experimental
Agraria Illpa-Puno a unos 500 m del lugar de estudio. El registro de la descarga
de lluvia al suelo fue monitoreado antes, durante y después de la
experimentacion, a fin de poder relacionar esta variable climatoldgica con el

comportamiento del agua en la capa superficial del suelo.

3.5.7.2 Parametros fisicoquimicos del suelo
a. Humedad del suelo (Hw, %)

La humedad del suelo se calculé por el método gravimetrico a partir de las
muestras del suelo procedentes de la cdmara espejo, este método consistio en
colectar un volumen de suelo desde una profundidad de 0 a 10 cm mediante un
cilindro metélico de 6 cm de largo por 4.5 de diametro. Previamente, los
cilindros fueron rotulados, secados en horno a 60 °C y pesados, y para obtener la
muestra se utiliz6 un mazo metalico para golpear cuidadosamente al cilindro,
evitando compactar el suelo, seguidamente con ayuda de un barreno de mayor
diametro se extrajo el cilindro del suelo, cortando los excedentes se suelo con

una regla metélica (Anexo 26).
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Finalmente, los cilindros con muestra de suelo fueron empacados en bolsas de
polietileno, rescribiendo su rétulo. Una vez ya embolsados fueron guardados en
una caja de refrigeracion hasta llegar al laboratorio, esta forma de manejo se
realizé para evitar la pérdida de humedad del suelo, siguiendo las metodologias
estandarizadas para toma de muestras de suelo (USDA-NRCS, 2010). En cada
campafia de muestreo se obtuvieron 12 muestras de suelo y en 10 campafas se

tuvieron un total de 120 muestras de suelo por analizar.

En el laboratorio se registr6 el peso del suelo hdmedo (peso humedo),
seguidamente las muestras se pusieron a secar en una estufa a 105 °C por un
periodo de 24 horas, para obtener el peso del suelo seco. Ambos pesos se
registraron con una balanza electronica con sensibilidad de 0.01 g (Anexo 28). A
partir de la diferencia entre el peso himedo y el peso seco se logré determinar el
contenido de agua gravimétrica porcentual del suelo (Hw) mediante la siguiente
ecuacion:
Peso humedo — peso seco

Hw, % = x 100
peso seco

b. Densidad aparente (Da)

La densidad aparente en g/cm?® (Da), se determind a partir de la relacion entre el
volumen del cilindro metalico (95.43 cm?®) y el peso seco del suelo, estos datos
fueron tomados del anterior analisis para determinar la humedad del suelo. La
densidad aparente fue determinada para cada una de las parcelas experimentales

utilizando la siguiente ecuacion:

Peso seco

Da= Volumen del cilindro

c. Espacio poroso lleno de agua (WFPS, %)

El espacio poroso lleno de agua del suelo, por sus siglas en inglés WFPS (Water
filled pore space), se determing a partir de los dos pardmetros del suelo como
humedad del suelo y densidad aparente (Hw y Da) que ya fueron determinados
con anterioridad, por tanto, el espacio poroso lleno de agua fue calculado para

cada tratamiento utilizando las siguientes formulas:
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Contenido volumétrico de agua (g/cm?®)
H,=Hy x Da
Donde:

Hv: Humedad volumétrica
Hw: Humedad gravimétrica

Da: Densidad aparente

Determinacioén de la Porosidad del suelo

Donde:

P: Porosidad del suelo
Da: Densidad aparente
Dr: Densidad real (2.65)

Determinacion de WFPS
Hy
WEFPS, % = <?> x 100

Donde:

WEFPS: Espacio poroso lleno de agua en el suelo (%)
Hv: Humedad volumétrica

P: Porosidad del suelo

d. pH del suelo

TESIS EPG UNA - PUNO

El pH del suelo fue medido in situ, antes (pH inicial) y después de aplicar la

ceniza de madera y adicionar el parche de orina, tales medidas de pH de todas

las parcelas experimentales fueron tomadas con un sensor de pH de la marca
HANNA (HI81030), durante las 10 campafias de muestreo (Anexo 27).
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e. Nitrato y amonio

El nitrato (NO3™) y amonio (NH4") se determinaron a partir de las muestras de
suelo que se colectaron de cada tratamiento a 10 cm de profundidad, con ayuda
de un barreno o muestreador de suelo (Anexo 26). EI método de muestreo
consistio en tomar de cada parcela experimental tres porciones aleatorias de
suelo, hasta llegar a un peso de 600 gramos (g), luego la muestra se depositd en
una bolsa de polietileno, esta accion se repitid durante las 10 campafias de

muestreo.

Culminando las 10 camparias de muestreo, todas las muestras de suelo fueron
secadas al ambiente y a partir del suelo seco, se empezd a mezclar los suelos
procedentes de cada tratamiento (n=3) en una sola muestra, obteniendo asi para
cada campafia 4 muestras compuestas de 500 g correspondiente a los
tratamientos C, U, U+Al y U+A2, respectivamente. Por tanto, en 10 campafas
se obtuvo un total de 40 muestras compuestas de suelo, que finalmente fueron
enviados al Laboratorio de suelos de la Facultad de Agronomia de la

Universidad Nacional Agraria la Molina para realizar los analisis requeridos.

f. Caracterizacion del Suelo

Para la caracterizacion del suelo del lugar de estudio, previa a la fase
experimental se muestrearon 5 puntos aleatorios de toda la parcela (260 m2), en
una bolsa de polietileno llegando a obtener dos réplicas de 1 kg de suelo
(muestra compuesta), seguidamente las muestras fueron enviadas al Laboratorio
de suelos de la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional Agraria la

Molina para el analisis de caracterizacion agronémica.

3.5.8 Andlisis estadistico

La variabilidad en las concentraciones de los flujos de emision diaria (mg/m?/h) y
emision acumulada (mg/m?) del gas 6xido nitroso, en el espacio superior de la
camara, se analizaron mediante un disefio completamente al azar (DCA), con cuatro
tratamientos y tres repeticiones. Los datos resultantes se procesaron mediante el

programa estadistico Rstudio® version 4.0.0, sujeto al siguiente modelo aditivo lineal
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fijo, bajo los principios de aleatoriedad, repeticion, independencia de las unidades

experimentales y control local del error (Kuehl, 2001).

Yij=p+Tj+egj
Donde:

Y: Variable respuesta

w: Media general

T;: Efecto del tipo de tratamiento (C, U, U+Aly U+A2)
Eij: Error experimental

Los supuestos de normalidad y homocedasticidad se analizaron mediante la prueba
de Kolmogorov-Smirnov y Levene, respectivamente. Para comparar varios
tratamientos con un control, se utilizé la prueba Dunnett a un nivel de confianza del
95 % y para contrastar la comparacion de medias entre los tratamientos se utilizé la
prueba multiple de Duncan (o = 0.05).

Para determinar la relacion existente entre los pardmetros fisicoquimicos del suelo
como, contenido de amonio, nitrato, pH, densidad aparente, humedad y espacio
poroso lleno de agua (variables X1, X2, Xs...Xs) y los flujos de emision diaria de
oxido nitroso (variable Y), se utilizo la prueba estadistica de coeficiente de

correlacion multiple de Pearson.

2
T = ( Tyxy ~ Tyxy- xlxz)
VX1.Xo (1 - szxz)(l - szlxz)

A partir de la siguiente hipotesis estadistica, cumpliendo los supuestos de

normalidad.
Ho: Las variables X1, X2, X3...Xs y variable Y del estudio no estan relacionadas

Hy: Las variables Xi, Xo, Xs..Xe y variable Y del estudio se encuentran

relacionadas

OSerSI
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Determinacion de los flujos de emision de 6xido nitroso (N20)

4.1.1 Flujos de emision diaria de 6xido nitroso

La adicion del parche de orina al suelo y al interior de la cdmara estéatica, tuvo por
efecto incrementar la emision del flujo diario de N>O en comparacion con el grupo
control que no recibié orina, de igual forma las emisiones procedentes de suelos
tratados con ceniza de madera en las dos dosis U+Al y U+A2 0.5 y 1 t/ha,
respectivamente. Mostraron un efecto estimulador en los flujos de emision diaria de
Oxido nitroso. Al andlisis estadistico los tratamientos U+Al y U+A2 no presentan
diferencia estadistica (p>0.05), pero son estadisticamente diferentes a los flujos del
tratamiento con orina U (p<0.05). Sin embargo, al compararlos con el grupo control,
los tratamientos U, U+Al y U+A2, revelaron diferencia estadistica significativa
(p<0.05). Se debe precisar que los flujos de emision diaria de éxido nitroso se han
expresado en unidades de N-N2O mg/m%h y antes de realizar el ANVA fueron
sometidos a la prueba de normalidad mediante el estadistico de Kolmogorov-

Smirnov (Anexo 1).

Los flujos diarios de 6xido nitroso se emitieron de diferente manera, segun el tipo de
tratamiento y tiempo de exposicion del parche de orina (dias de muestreo), donde los
picos mas altos de emision se presentaron en el primer dia de muestreo (campafia 1),
es decir 7 horas después de aplicar el parche de orina, teniendo como resultado la
emision de un flujo diario de N2O promedio de 6.7 + 1.8, 13.3 + 3.1y 12.1 + 2.4,

como N-N2O mg/m?h para los tratamientos U, U+Al, U+A2, respectivamente,
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donde los tratamientos U+Al y U+A2 presentaron los niveles de emision mas alto,
en comparacion con el tratamiento U (p<0.05). Sin embargo, al realizar la
comparaciéon de medias del flujo diario de N2O del grupo control 1.3 + 0.3 con los
tratamientos U, U+Al y U+A2 estas mostraron diferencia estadistica (p<0.05),
(Anexo 2). Este mismo patrén se pudo observar durante los 34 dias que requiri6 el

monitoreo de los flujos de emision diaria de N2O (Figura 11, Anexo 5).

13.2 4
10.8 4
9.6 -
84 - U+A1l
1.2 1 ——U+A2
6.0 -
48 A
3.6 -
2.4 A

1.2 - e
0.0 - — — ————— ——— —

123 456 7 8 910111213141516171819202122232425262728293031323334
Dias de muestreo

N-N,O mg/m?/h

Figura 11. Flujos de emision diaria de 6xido nitroso

Al margen de no existir diferencia estadistica entre los tratamientos, U+Al y U+A2,
las emisiones del tratamiento U+AL, fueron las que tuvieron mayor tendencia en la
emision diaria de oxido nitroso, dando a entender que la ceniza de madera aplicada al
suelo a una dosis de 0.5 t/ha tendria efecto sinérgico en los flujos de emision diaria
de este gas de interés mundial que es el 6xido nitroso. Sin embargo, el tratamiento
con U+A2, tuvo un comportamiento particular mostrando una ligera reduccion de los
flujos de emision diaria de 6xido nitroso en comparacion con el tratamiento U+Al, a
pesar de este sutil intento de reducir la emisién de N2O, estas emisiones fueron
superior a las emisiones del tratamiento con solo orina (U). Por tanto, los parches de
orina también presentaron flujos de emision diaria de 6xido nitroso a una escala
inferior que los tratamientos anteriores, pero no inferior al grupo control. A partir de
estos resultados podemos presumir que los parches de orina modifican ampliamente
la biologia y quimica del suelo lo que propicia a la formacion de un punto critico
para las emisiones de 6xido nitroso en suelos donde pastorea el ganado vacuno
(Odlare & Pell, 2009; Simon et al., 2018). En cuanto a los tratamientos con orina mas

ceniza de madera en las dosis planteadas (U+Al y U+A2), que presentaron mayor
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emision en los flujos de emision diaria de N2O, se puede indicar que este nivel de
emision estuvo mediado por el efecto de la ceniza de madera que al entrar en
contacto con el suelo ha generado la formacion de un medio alcalino, potenciando
este efecto de alcalinidad cuando la urea del parche de orina es depositado al suelo,
guedando inmediatamente en contacto con la enzima ureasa, quien hidroliza la urea
para formar iones de amonio (NH4") y carbonatos (CO3)~2 (Clough et al., 2020), mas
la hidrdlisis adicional del ion carbonato (COs)™ que pasa a formar bicarbonato
(HCOs37), tiene como resultado el aumento del pH del suelo a valores de 8 a 9 (Rex et
al., 2021). Por tanto, dentro de las primeras 24 a 48 horas posteriores al depdsito de
orina el entorno del suelo cambia radicalmente a nivel bioldgico, quimico y fisico
(Zurovec et al., 2021). En consecuencia, la urea tiene el potencial de inducir cambios
sustanciales en la quimica del suelo, donde el aumento rapido y relativamente alto
del pH del suelo que se produce después de la deposicion del parche de orina puede
influir en la dinamica del ciclo del nitrogeno, afectando la relacion de carbono
nitrégeno y dando origen al dominio del nitrito que es un precursor potencial para las

emisiones de 6xido nitroso (Borng et al., 2020).

La variabilidad de los flujos de emision de N2O a partir de parches de orina en suelos
con pasturas pueden diferir por la composicion de la orina, la cantidad de N
excretado, el volumen y la frecuencia de los eventos de miccion (Dijkstra et al.,
2013; Marsden et al., 2016). Ademas, los procesos de produccion y consumo de N2O
microbiano para reducirlo a N2 dependen de varios pardmetros ambientales que
interactian (Bouwman et al., 2013), como el suministro de N, la temperatura del
suelo (Klemedtsson et al., 2010), la humedad del suelo, el potencial de oxidacion-
reduccion (ORP), la disponibilidad de compuestos organicos labiles, tipo de suelo,
pH del suelo, WFPS, nitrato y amonio (Baily et al., 2012; Marsden et al., 2019;
Pauleta et al., 2019; Xu et al., 2020).

4.1.2 Flujos de emision acumulada de 6xido nitroso

A partir de los flujos de emision diaria de 6xido nitroso en N-N2O mg m?%h mediante
la funcidn integracion del area debajo de la curva a través del programa OrigimLab
2018 (Lombardi et al., 2021), se calcul6 los flujos de emisién acumulada de 6xido
nitroso en N-N,O mg/m? para 34 dias de monitoreo. Previamente los datos fueron

sometidos a la prueba de normalidad mediante el estadistico de Kolmogorov-
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Smirnov (Anexo 3). Dando como resultado un total de emision acumulada de 170.40
+ 26.60; 490.0 + 96.80; 718.40 + 110.10 y 689.30 + 139.20 de N-N2O mg/m? por 34
dias de monitoreo, para los tratamientos C, U, U+Al y U+A2 respectivamente
(Anexo 6). Al analisis estadistico de las emisiones acumuladas por 34 dias de
monitoreo (Anexo 4), no se evidencio diferencia estadistica entre los tratamientos
U+Al y U+A2 (p>0.05), Sin embargo, superaron las emisiones acumuladas del
tratamiento con orina (U) y el grupo control (p<0.05). Por tanto, la presentacion y
calculo de los resultados expresados en emisiones acumuladas de N>O permiten dar a
entender la tasa de emision tedrica para el gas 6xido nitroso, calculado a un volumen
de orina, dosis de ceniza de madera aplicado al suelo, area del suelo mojado y tiempo

de monitoreo que para este caso asciende a un total de 34 dias (Figura 12).
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Figura 12. Flujos de emision acumulada de 6xido nitroso en 34 dias

Este estudio indica que los flujos de emision diaria y acumulada de 6xido nitroso
dependen en gran medida del contenido de nitrogeno que se adiciona al suelo en
forma de parches de orina, que normalmente el ganado vacuno excreta al suelo
durante el pastoreo (Chadwick et al., 2018; Selbie et al., 2015). Por tanto, el lugar
donde se depositan los parches de orina son catalogados como puntos calientes de
nitrogeno elevado para la emision de oxido nitroso (Liu & Zhou, 2014; Wakelin et
al., 2013). Es asi que, la deposicion de orina del ganado vacuno afecta

considerablemente a las emisiones de gases de efecto invernadero especialmente en
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los flujos de emision de 6xido nitroso (Cardenas et al., 2019), debido a que el ganado
vacuno lechero excreta hasta el 80 % del nitrogeno consumido a través de la orina 'y
el estiércol principalmente en forma de urea (Nichols et al., 2016; Wachendorf et al.,
2008; Wu et al., 2020).

Una vez que la urea es depositada en el suelo entra en contacto con la ureasa
(Marsden et al., 2016), una enzima omnipresente del suelo que hidroliza la urea en
amoniaco, amonio y nitrato mediante el proceso de nitrificacion o desnitrificacion
(Clough et al., 2020; Rex et al., 2021), resultando en la produccion de los flujos de
oxido nitroso, como una via intermediaria de las pérdidas directas o indirectas del
nitrogeno depositado en el suelo a través de los parches de orina excretados por las
vacas en horas de pastoreo (Cardenas et al., 2019; Marsden et al., 2019; Saggar et al.,
2015).

Por otro lado, se determind que la ceniza de madera no tiene efecto mitigante sobre
las emisiones de Oxido nitroso, y al margen de no diferenciarse estadisticamente
entre los tratamientos U+Al y U+A2, se puede denotar que a mayor dosis de ceniza
de madera (U+A2) existe una ligera disminucion de las emisiones acumuladas de
oxido nitroso, pero aun sigue siendo superior a las emisiones acumuladas de N2O del
tratamiento con orina (p<0.05), lo que conduce a la presuncion que la ceniza de
madera estimuld las emisiones de éxido nitroso en lugar de mitigar, y debido a este
peculiar comportamiento de los flujos de emision acumulada de N2O procedentes del
tratamiento con la mayor dosis de ceniza de madera 1 t/ha (U+A2), decrementan
ligeramente en comparacion con las emisiones que recibieron ceniza de madera a una
dosis de 0.5 t/ha (U+Al). Aungue en este estudio los flujos de emision diaria y
acumulada de N.O mostraron una alta variabilidad entre cada tratamiento (C, U,
U+Aly U+A2), todavia se sostiene la idea que a mayor dosis de ceniza se tendria un
efecto distinto al reportado, y que probablemente la ceniza de madera como
enmienda agricola pueda reducir la emision de N2O (Garbowski et al., 2023; Huang
etal., 2022; Qin et al., 2017).

Sin embargo, hasta ahora solo hay pocos estudios que evaluaron el efecto de la
ceniza de madera en las emisiones de 6xido nitroso (Maljanen et al., 2006). Por
tanto, se requiere mayor comprension de los procesos involucrados en las emisiones

de &xido nitroso, como la nitrificacion y desnitrificacion de suelos tratados con
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enmiendas alcalinas y que dias después reciban una carga alta de nitrégeno en forma
de urea (parche de orina) o fertilizacion nitrogenada (Ernfors et al., 2010; Ritting et
al., 2014), evidentemente hay un cambio en la biologia microbiana del suelo y para
su comprension se requiere realizar estudios mas minuciosos para adentrarse a la
microbiologia del suelo a través de procesos de tipificacion e identificacion
molecular, que puedan dar mayores luces sobre el efecto de la ceniza de madera en
las emisiones de éxido nitroso a partir de parches de orina (Klemedtsson et al., 2010;
Moilanen et al., 2012).

4.2 Determinacion de los parametros fisicoquimicos del suelo

4.2.1 Parametros fisicoquimicos del suelo
4.2.1.1 Densidad aparente (Da)

La densidad aparente de las parcelas experimentales tuvo un comportamiento casi
lineal durante toda la experimentacion a nivel de todos los tratamientos, con un
promedio general por 34 dias de 1.24 + 0.03, 1.25 £ 0.04, 1.23 + 0.04 y 1.24 + 0.04
g/m? para los tratamientos C, U, U+A1l y U+A2, respectivamente (Anexo 9, Tabla
16). Este parametro permite comprender el grado de porosidad del suelo para tener
una comprension del grado de difusividad del gas de interés, ademéas también su
determinacion fue necesario para determinar el contenido de humedad volumétrica y
espacio poroso lleno de agua (WFPS). Por tanto, la linealidad de la Da se debe a que

el area experimental estuvo exenta de compactacion (Figura 13).
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——C ——U U+Al —=a—U+A2

Figura 13. Densidad aparente del suelo g/cm?®
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4.2.1.2 Humedad gravimétrica (Hw, %)

La humedad gravimétrica o contenido de agua del suelo, tuvo una tendencia similar
en todos los tratamientos experimentales, su variabilidad temporal estuvo
fuertemente marcada por la precipitacion pluvial. El calculo de este parametro en las
diferentes parcelas experimentales durante las 10 camparias, fueron realizadas a fin
de correlacionar esta variable de interés con los flujos de emision diaria de 6xido
nitroso. Teniendo como resultado un promedio general por 34 dias de 33.38 + 3.76,
33.55+4.21,33.97 £ 4.04 y 33.57 + 4.33 para los tratamientos C, U, U+Aly U+A2,
respectivamente (Anexo 9, Tabla 17) y (Figura 14). Estos valores son propios de la
época del afo, debido a una alta fluctuacion en la precipitacion de lluvias (Cardenas
etal., 2019).

415
39.0
36.5
34.0
315
29.0
26.5
24.0

Hw del suelo, %

1234567 8 91011121314151617 18192021 222324252627 2829 3031 3233 34

Dias de muestreo

Figura 14. Humedad gravimétrica del suelo (Hw, %)

4.2.1.3 Espacio poroso lleno de agua (WFPS, %)

El WFPS fue similar para todos los tratamientos, sin embargo, el experimento
comenzd con un WFPS promedio de 34 dias (campafia C1), que fluctda entre el
92.96 £ 4.53,92.18 £ 2.09, 94.16 + 2.47 y 94.25 + 3.02 % para los tratamientos C, U,
U+Al y U+A2, respectivamente (Anexo 9, Tabla 18) y (Figura 15). Estos valores
altos se asocian al nivel de precipitacién pluvial que se descargd en las parcelas

experimentales del lugar de estudio (Figura 20).
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El WFPS se ha utilizado en gran medida para predecir la potencia de las emisiones
de Oxido nitroso y la difusividad relativa de los gases que interactian en la
respiracion de los suelos, llegando a valores de hasta 95 % en suelos arcillosos
(Clough et al., 2020). El grado de WFPS rige el nivel de oxigeno (O.) del suelo y es
una de las variables mas importantes que determinan el alcance de los procesos de

nitrificacion y desnitrificacion (Rex et al., 2021; Wrage-Monnig et al., 2018).

110.0 A
95.0 ;
80.0

WEFPS, %

65.0

50.0

12345678 910111213141516171819202122232425262728293031323334

Dias después de aplicar los tratamientos
——C ——U U+Al ———U+A2

Figura 15. Espacio poroso lleno de agua (WFPS, %)

4.2.1.4 pH del suelo

El pH del suelo fue el parametro que tuvo una variacion directa con los tratamientos,
y para evaluar esta variacion se midié el pH de todas las parcelas experimentales
antes de aplicar los tratamientos, obteniendo un valor promedio de 5.97 + 0.12 que
viene a ser el pH inicial (pre tratamiento CO0), que posteriormente después de aplicar
la ceniza de madera y el parche de orina, dieron por resultado incrementar el pH del
suelo, a un valor promedio general por 34 dias de 6.80 + 0.18, 7.18 £ 0.13, 7.55 +
0.18 para los tratamientos U, U+A1l, U+A2 respectivamente, mientras que el grupo
control no sufri6 cambios abruptos, manteniendo un nivel de pH de 5.87 + 0.16
(Anexo 10, Tabla 19).

El incremento del pH después de la aplicacion de los tratamientos, en el caso de la
orina puede explicarse por el alto contenido de nitrégeno en forma de urea que es
hidrolizado rapidamente por la ureasa una enzima omnipresente en los suelos

(Clough et al., 2020), para formar amonio (NH4*) e iones de carbonato (COs3)>, e
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iones de hidroxilo (OH) propiciando el incremento del pH del suelo (Rex et al.,
2021). Sumado a este efecto la alcalinidad de la orina con 8.0 + 0.2 de pH, este valor
se debe al alto contenido de urea y otros metabolitos como amoniaco que dan el olor
caracteristico a la orina de la vaca y por lo general tiene caracteristicas alcalinas. Por
otro lado, la adicion de ceniza de madera por su alta carga de cationes
intercambiables de naturaleza alcalina (Hénault et al., 2019; Tierling & Kuhlmann,
2018) ayudo a incrementar sustancialmente el pH del suelo con valores superiores al
de la orina (Moilanen et al., 2012), teniendo una tendencia de incrementar el pH del

suelo a medida que la dosis de ceniza aumenta (Figura 16).

8.0 1
7.5
7.0
6.5
6.0
5.5

pH del suelo

012345678 910111213141516171819202122232425262728293031323334

Dias después de aplicar los tratamientos

—a—-C ——U U+Al1 ——U+A2

Figura 16. Monitoreo del pH de las parcelas experimentales segun tratamiento
4.2.1.5 Nitrato (NO3")

La concentracion inicial de NOs3™ en el suelo antes de la aplicacion de los
tratamientos fue de 8.10 + 0.19 ppm, este valor inicial permitié diferenciar los
cambios en la concentracion de NOz™ a partir de la aplicacion de los tratamientos,
resultando en una concentracion promedio general por 34 dias para NO3™ de 7.45 +
0.78, 14.12 + 5.60, 23.96 = 12.05 y 20.00 + 10.24 ppm, para los tratamientos C, U,
U+Al, y U+A2 respectivamente (Anexo 11, Tabla 20). Luego estos valores
modifican segun el metabolismo microbiano del suelo, pero claramente se puede
evidenciar que al adicionar los tratamientos de ceniza mas orina los niveles de nitrato
incrementan significativamente. Ademas, se puede denotar que la ceniza de madera
tuvo un efecto amplificador en la concentracion de NOs™ con mayor disponibilidad

de nitrato en los tratamientos con ceniza (Figura 17).
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Figura 17. Niveles de nitrato en las parcelas experimentales

4.2.1.6 Amonio (NH4")

La concentraciéon inicial de NH4" en el suelo antes de la aplicacion de los
tratamientos fue de 46.91 + 4.28 ppm, este valor inicial permitié diferenciar los
cambios en la concentracion de NH4" a partir de la aplicacion de los tratamientos,
resultando en una concentracion promedio general por 34 dias de 39.25 + 6.20, 42.76
+ 18.81, 47.07 + 30.54 y 35.27 = 17.64 ppm, para los tratamientos C, U, U+Al, y
U+A2 respectivamente (Anexo 11, Tabla 21). Progresivamente estos valores
modificaron en funcion a la reaccion microbiana del suelo, pero evidentemente se
puede demostrar que al adicionar la orina estos niveles incrementan. Ademas,
también se puede denotar que la ceniza de madera a una dosis de 0.5 t/ha dio lugar a

la mayor concentracion de amonio, lo que propicio la emision de N2O (Figura 18).
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Figura 18. Niveles de amonio en las parcelas experimentales
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4.2.2 Correlacion de parametros del suelo con el flujo de emision diaria de N.O

Los flujos de emision diaria de Oxido nitroso fueron correlacionados con los
pardmetros fisicoquimicos del suelo que se determinaron paralelamente en el
experimento a fin de evaluar el grado de correlacién con las emisiones de 6xido
nitroso expresados en unidades de N-N2O mg/m?%h (nitrégeno como gas Oxido
nitroso) e identificar a las variables que tienen mayor asociatividad o que mejor

explicacion tengan con los flujos de emision diaria de 6xido nitroso (Figura 19).

Con relacion a los resultados de este estudio, se reporta que los flujos de emisién
diaria de oxido nitroso N-N,O mg/m?h tienen una alta correlacion con las
concentraciones de amonio (NH4") del suelo r= 0.71 (p<0.05), que se desprenden de
los parches de orina una vez que entra en contacto con enzima ureasa que hidroliza la
urea para formar amonio. Secuencialmente la concentracion de nitrato (NOs") del
suelo, fue la segunda variable quimica del suelo que tuvo una correlacién de r = 0.69
(p<0.05), ambos pardmetros quimicos estuvieron fuertemente correlacionados con
los flujos de emision diaria de Oxido nitroso, este indice de correlacion se debe
principalmente al contenido de nitrdgeno depositado en el suelo en forma de parche
de orina que al margen de contribuir en la formacion de nitrato y amonio, también
produjo el incremento del pH mediante la formacion de carbonatos (COs)? y
bicarbonatos (HCOs™). Este ambiente de alcalinidad proporciond las condiciones
favorables para que los microorganismos estimulen la hidrolisis de la urea generando
la pérdida de nitrégeno del suelo como amoniaco (NHs), que se volatiliza al
ambiente si no es absorbido por las plantas y microorganismos (Clough et al., 2020),
el NH3 puede sufrir procesos de transformacion como la nitrificacion para formar
NO3™ y si no es aprovechado por las plantas o lixiviado, pasa a desnitrificarse para
formar el N2O o dinitrogeno (N2) (Rex et al., 2021; Wrage-Monnig et al., 2018). Los
parches de orina modifican drasticamente las condiciones quimicas y bioldgicas del
suelo, induciendo al incremento del metabolismo microbiano y un aumento hasta 25
veces la actividad de la enzima de desnitrificacion, lo que se traduce en una alta
emision de los flujos de dxido nitroso N-N2O (Bottner et al., 2020; Saggar et al.,
2013; Xu et al., 2020).

El espacio poroso lleno de agua presentd un nivel de correlacién de r = 0.55 con las

emisiones de éxido nitroso, la importancia de este parametro del suelo controla
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basicamente el estado del oxigeno en el suelo, Propiciando la formacion de la
nitrificacion que es la fuente mas importante para la produccion de N2O con un
WFPS < 60 % mientras que en suelo himedos con WFPS de 60 — 90 % se deriva
principalmente de la desnitrificacion anaerdbica (Borng et al., 2020; Garzon &
Cérdenas, 2013; Simon et al., 2018).

Estas emisiones estuvieron mediadas por otras variables intervinientes que segun el
andlisis realizado no muestran una alta correlacién, pero sin duda fueron importantes
para las emisiones de &xido nitroso, estas variables como densidad aparente,
humedad, pH y otros factores como la temperatura del suelo, del aire y lluvia fueron

condicionantes para la correlacion multiple.

Da -0.55 08

pH 0.61 0.6
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” ’ nHa | 08

-1

Figura 19. Correlacion de parametros méas importantes del suelo en la emisién de
N2O
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4.2.3 Mediciones complementarias
4.2.3.1 Temperaturay precipitacion

Las condiciones meteorolégicas del lugar de estudio, como temperatura del aire y
nivel de lluvia (precipitacién), se monitorearon por 38 dias, teniendo como resultado
una temperatura del aire promedio de 10.6 £ 0.71 con una maxima de 22.7 + 1.42 y
minima de 3.1 £ 2.09 °C acompafiada de algunas olas de calor y frio alcanzando
temperaturas inferiores a los 0 °C. Por lo tanto, a partir de estos resultados podemos
precisar que la temperatura del aire, que se registré en todo el experimento (Figura
20), se mantuvo dentro del rango de temperatura media que se utilizé como indicador
para determinar la hora adecuada para el muestreo del aire, en efecto se puede asumir
qué las mediciones de oOxido nitroso se realizaron en condiciones Optimas con la

temperatura media del dia para cada campafia de muestreo programado.
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Figura 20. Monitoreo de temperatura del aire (°C) y lluvia (mm)
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En cuanto a la precipitacién pluvial se logro registrar un total de 130.90 mm, con los
picos mas altos a finales del mes de enero (28.8 mm), con una tendencia de
disminucion para el mes de febrero acompafiado de una baja frecuencia de lluvias, y
con algunos niveles elevados de lluvia para mediados de febrero. A partir de esta
informacion podemos indicar que durante toda la experimentacion se presentd una
gran variabilidad climética y tuvo un efecto directo en el nivel de humedad del suelo

y consecuentemente con el espacio poroso lleno de agua (Figura 20).

A fin de comprender los cambios de temperatura que se dan a nivel de la capa arable
superficial del suelo, se registro por 36 dias los valores de la temperatura del suelo a
una profundidad de 10 cm durante cada 15 minutos, teniendo como resultado un
valor promedio de 14.2 + 0.56 (Figura 21).
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Figura 21. Monitoreo de temperatura del suelo a 10 cm de profundidad con relacién

a la superficie del suelo
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CONCLUSIONES

La adicion de orina sobre los suelos tratados con ceniza de madera tuvo un efecto
sinérgico significativo en los flujos de emision diaria y acumulada de 6xido nitroso en
suelos con pasto cultivado (alfalfa), en comparacion con las emisiones procedentes de
suelos que recibieron unicamente el parche de orina. Ademas, estas emisiones fueron
superiores al grupo control. Por tanto, la ceniza de madera estimuld la emisién de 6xido

nitroso.

La alta carga de nitrogeno en forma de urea que se excreta en la orina de las vacas
lecheras durante el pastoreo o su reposo en el establo, tiene un importante efecto en la
bioguimica del suelo, haciendo propicio la formacién de un ambiente idéneo para la
emision de los flujos de éxido nitroso, llegando a comprobar que el parche de orina

representa una fuente localizada para la emision de 6xido nitroso.

La determinacion de las emisiones de Oxido nitroso (N.O) en suelos con pasto
cultivado, tratado con ceniza de madera y parches de orina, es uno de los primeros
trabajos realizados en la region sur del Per(, como una de las mejores iniciativas para
brindar mayores luces a futuros trabajos de investigacion que requieran cuantificar la

emision de gases de efecto invernadero de diferentes fuentes de emision.

El trabajo de investigacidn contribuye a la comprensién de los procesos de emision de
este gas de interés mundial, para proponer con mayor precision el desarrollo de
opciones de mitigacion efectiva, para los agroecosistemas ganaderos y agricolas, desde
la perspectiva ambiental, calidad de suelo, aire y el uso responsable de los recursos

naturales.
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RECOMENDACIONES

Hasta el momento, solo unos pocos estudios han investigado el efecto de la aplicacion
de ceniza de madera en las emisiones de 6xido nitroso del suelo. Por tanto, se

recomienda realizar otros trabajos con dosis mas altas a nivel de campo o laboratorio.

Las instituciones involucradas en el sector agroalimentario deberian prestar mayor
interés en financiar proyectos que permitan realizar vigilancia de las emisiones de gases
de efecto invernadero, a fin de precisar el inventario nacional para los gases de efecto
invernadero de mayor interés como, el 6xido nitroso y metano e identificar sus fuentes

de emision y sumideros para establecer propuestas de mitigacion.

Invitamos a realizar trabajos similares a fin de determinar los flujos de emision de éxido
nitroso en los meses de junio y julio (época seca), donde la temperatura alcanza valores
de hasta los -15 °C y segun la bibliografia revisada esta caida térmica conlleva a un
aumento de nitrito (NO2") que es un precursor de las emisiones de N2O, como resultado
una mayor emision de N2O, por tanto, es una muy buena oportunidad para investigar el
efecto de las temperaturas bajas de nuestra region altiplanica en las emisiones de 6xido

nitroso.
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ANEXOS
Anexo 1. Prueba de normalidad para flujos de emision diaria de N>O mediante el
estadistico de Kolmogorov-Smirnov
e One-sample Kolmogorov-Smirnov test
data: datal$N20
D =0.14738, p-value = 0.9233
e alternative hypothesis: two-sided
Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: datal$N20
D = 0.14738, p-value = 0.6692
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Figura 22. Histograma y curva de distribucion normal de flujos de emision diaria de
N2O
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Figura 23. Distribucion de normalidad Q-Q Plot y distribucion de residuos estandar

para flujos de emisién diaria de N2O
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Anexo 2. Analisis estadistico para flujos de emision diaria de 6xido nitroso
Tabla 2

ANVA para flujos de emision diaria de 0xido nitroso

FdeV GL SC CM Fe Fto0s P Valor Sig.
Tratamientos 3 27598 91.993 19.394 4.066 0.0004993 **
Error experimental 8 3795 4.743

Total 11 313.93

“Existe diferencia estadistica entre los tratamientos del experimento planteado
(p<0.05).

Tabla 3

Estadisticos descriptivos para flujos de emision diaria de 6xido nitroso
Trat. Media std r Min Max

C 1.30 0.30 3 1.0 1.6

U 6.67 1.84 3 5.10 8.70

U+Al 13.35 3.07 3 10.24 16.39

U+A2 1215 2.46 3 10.32 14.94

“Mean Square Error: 4.743413

Tabla 4
Prueba Dunnett para flujos de emisién diaria de éxido nitroso
$C diff Iwr.ci upr.ci p valor
U-C 5.37 0.24 10.49 0.04058  *
U+Al1-C  12.05 6.93 17.17 0.00037  ***
U+A2-C  10.85 5.73 15.98 0.00076  ***

Signif. codigos: 0 *** 0.001**' 0.01 ' 0.05"' 0.1''1
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Figura 24. Prueba de comparacion Dunnett para flujos de emision diaria de N2O

Tabla 5
Prueba maltiple de Duncan para flujos de emision diaria de 6xido nitroso
Trat. N20 Grupos Critical Range
U+A1l 13.35 a 2 3 4
U+A2 12.15 a 4.10 4.27 4.37
U 6.67 b )
Alpha: 0.05; Grado de Libertad: 8
C 1.30 C

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Anexo 3. Prueba de normalidad para flujos de emision acumulada de N2O mediante el

estadistico de Kolmogorov-Smirnov

e One-sample Kolmogorov-Smirnov test
data: datal$N20
D =0.18626, p-value = 0.7341
e alternative hypothesis: two-sided
Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: datal$N20
D =0.18626, p-value = 0.2985

86

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
I —



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO

Repositorio Institucional

Histograma con curva normal tedrica

0.006 1
count

. 20
15

0.0044

density

0.002

0.000

200 400 600 800
N20

Density

0.0010

0.0000

TESIS EPG UNA - PUNO

Curva normal tedrica x=data1$N20

T T T
0 500 1000

Observaciones N=12

Figura 25. Histograma y curva de distribucion normal de flujos de emisién acumulada

de N2O
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Figura 26. Distribucion de normalidad Q-Q Plot y distribucidn de residuos estandar

para flujos de emision acumulada de N2O

Anexo 4. Analisis estadistico para flujos de emision acumulada de 6xido nitroso

Tabla 6

ANVA para flujos de emisién acumulada de 6xido nitroso

FdeV GL SC CM Fe Ft o005 P Valor Sig.
Tratamientos 3 569357 189786 18.26 4,066 0.000615  **

Error experimental 8

Total 11 652498

83141 10393

“Existe diferencia estadistica entre los tratamientos del experimento planteado

(p<0.05).
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Tabla 7

Estadisticos descriptivos para flujos de emision acumulada de 6xido nitroso
Trat. Media std r Min Max

C 170.37 26.57 3 139.91 188.74

U 489.98 96.79 3 379.95 562.01

U+Al 718.44 110.10 3 608.33 828.52

U+A2 685.31 139.19 3 544.00 822.28

“Mean Square Error: 10392.58

Tabla 8

Prueba Dunnett para flujos de emisién acumulada de éxido nitroso
$C diff Iwr.ci upr.ci p valor

U-C 319.62 79.79 559.44 0.01232  *

U+Al1-C  548.07 308.24 787.90 0.00044  ***
U+A2-C  514.94 275.11 754.77 0.00070  ***

Signif. codigos: 0 *** 0.001 **' 0.01 ' 0.05"' 0.1''1

95% family-wise confidence level
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Figura 27. Prueba de comparacion Dunnett para flujos de emisién acumulada de N.O
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Tabla 9

Prueba multiple de Duncan para flujos de emision acumulada de 6xido nitroso
Trat. N20 Grupos Critical Range

U+A1l 718.44 a 2 3 4
U+A2 685.31 a 191.94 200.02  204.54

U 489.98 b

Alpha: 0.05; Grado de Libertad: 8
C 170.37 C

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes

Tabla 10
Matriz correlacional de parametros fisicoquimicos del suelo con mayor influencia en

los flujos de emision diaria de éxido nitroso

Flujos-N2O  NOsz~  NH4' pH Hw Da  WFPS
Flujos-N2O 1 0.688 0.709 0.267 0449 0039 0.545
NOs~ 0.688 1 0746 0614 0331 -0.056 0.346
NH4* 0.709 0.746 1 0116 0464 0.015 0.544
pH 0.267 0.614  0.116 1 0206 -0.125 0.164
Hw 0.449 0.331 0464  0.206 1 -0.549  0.903
Da 0.039 -0.056 0.015 -0.125 -0.549 1 -0.142
WFPS 0.545 0.346 0544 0164 0903 -0.142 1

Anexo 5. Flujos de emision diaria de 6xido nitroso (N20)

Tabla 11

Flujos de emisién diaria de 6xido nitroso en N-N2O mg/m?/h

Campafas  C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10

Trat./dias 1 3 5 7 9 11 13 20 27 34
1C 1.6 0.6 0.5 0.2 0.2 0.1 0.1 0.1 0.0 0.0
2C 1.0 0.3 0.2 0.1 0.1 0.2 0.1 0.5 0.2 0.1
3C 1.3 1.0 0.7 0.2 0.4 0.1 0.1 0.1 0.0 0.0

Promedio 1.3 0.6 0.5 0.1 0.2 0.1 0.1 0.2 0.1 0.0
SD 0.3 0.4 0.2 0.0 0.1 0.0 0.0 0.2 0.1 0.0
1C 6.2 0 0.1 0.1 0.7 1 0.5 1.1 0.5 0.2
2C 5.1 0.2 0.2 0.2 0.5 0.4 0.3 0.6 0.2 0.1
3C 8.7 0.1 0.1 0 0.3 0.5 0.4 0.9 0.3 0.2

Promedio 6.7 0.1 0.1 0.1 0.5 0.6 0.4 0.9 0.3 0.2
SD 1.8 0.1 0.1 0.1 0.2 0.3 0.1 0.3 0.2 0.1
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1U+Al 134 0.3 0.1 0 0.5 0.5 0.3 1.5 0.2 0.1
2U+A1L 16.4 05 0.2 0.2 0.7 0.8 0.4 11 0.4 0.2
3U+Al 10.2 0.1 0.1 0.4 0.3 0.9 0.6 1 0.3 0.1
Promedio  13.3 0.3 0.1 0.2 0.5 0.7 0.4 1.2 0.3 0.1
SD 3.1 0.2 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2 0.3 0.1 0.1
1U+A2 11.2 0.1 0 0.2 0.5 0.5 0.7 0.6 0.2 0.1
2U+A2 149 0 0 0.5 0.3 0.7 1 0.9 0.8 0.3
3U+A2 10.3 0 0 0.1 0.4 1 0.6 1.5 0.3 0.1
Promedio  12.1 0.0 0.0 0.3 0.4 0.7 0.8 1.0 0.4 0.2
SD 2.4 0.1 0.0 0.2 0.1 0.3 0.2 0.5 0.3 0.1

Anexo 6. Flujos de emisién acumulada de éxido nitroso (N2O)

Tabla 12

Integracion de los flujos de emision acumulada de éxido nitroso en N-N>O mg/m? por
OriginLab 2018

Estimacion de emisién acumulada a partir del flujo de N-N.O mg/m?#/h Dia34*24 h
Trat/dias 1 3 5 7 9 11 13 20 27 34 mg/m?
1C 0 218 326 391 429 458 473 522 564 583 139.91
2C 0 128 180 212 230 256 279 464 6.81L 7.60 182.45
3C 0 232 397 515 6.06 657 6.77 726 7.68 7.86 188.74
Promedio 0 1.9 3.0 3.7 4.2 4.6 4.8 5.7 6.7 7.1 170.4
SD 0 0.6 11 15 1.9 2.0 2.0 14 1.0 1.1 26.6
1U 0 6.19 6.29 649 7.32 8.96 10.38 1577 21.19 2342 562.01
2U 0 529 572 612 6.78 7.63 8.38 11.74 1466 15.83 379.95
3U 0 880 9.00 9.16 9.53 10.28 11.13 1565 20.08 22.00 527.99
Promedio 0 6.8 7.0 7.3 7.9 9.0 100 144 186 204 490.0
SD 0 1.8 1.8 1.7 1.5 13 14 2.3 3.5 4.0 96.8
1U+A1 0 1373 1411 1438 15.08 16.11 16.93 23.23 29.07 29.94 718.47
2U+A1l 0 1691 17.66 18.27 19.30 20.75 21.94 27.14 32.46 34.52 828.52
3U+Al 0 10.39 10.65 1094 1145 12.68 14.15 19.73 24.19 2535 608.33
Promedio 0 137 141 145 153 165 177 234 286 299 718.4
SD 0 3.3 3.5 3.7 3.9 4.0 3.9 3.7 4.2 4.6 110.1
1U+A2 0 1125 1132 1145 12.05 13.08 14.32 19.00 21.81 22.67 544.00
2U+A2 0 1496 1498 15.02 1532 16.26 17.93 24.64 30.52 34.26 822.28
3U+A2 0 1033 10.35 10.39 10.81 12.23 13.88 21.27 27.46 28.74 689.64
Promedio 0 122 122 123 127 139 154 216 266 286 685.3
SD 0 2.4 24 2.4 2.3 21 2.2 2.8 44 58 139.2
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Anexo 7. Registro de temperatura en el suelo, del aire e interior de cAmara durante la

fase de muestred

Tabla 13
Registro de la temperatura del suelo a 10 cm de profundidad, temperatura del aire y

temperatura interna de la camara

T° SUELO (10 CM SUELO) T° DEL AIRE T° INTERNA DE LA CAMARA

Inicial Final Promedio Inicial Final Promedio Inicial Final  T° Promedio

°C °C °C °C °C °C °C °C °C °K
C1 13.9 13.9 13.9 122 79 10.0 125 8.4 104 283.58
C2 14.2 14.2 14.2 204 209 20.6 257 270 26.3 299.47
C3 11.8 12.2 12.0 16.2 17.1 16.6 150 181 165 289.65
C4 11.4 11.9 11.6 15.0 20.8 17.9 125 230 17.7 290.88
C5 105 12.1 11.3 179 210 19.4 174 218 196 292.70
C6 125 12.7 12.6 125 19.1 15.8 115 190 152 288.35
C7 125 13.4 12.9 17.3 180 17.7 193 225 209 294.03
C8 12.8 12.9 12.9 114 16.8 14.1 105 161 133 286.42
C9 114 114 114 106 114 11.0 103 109 10.6 283.73

Camp

c10 119 124 122 175 205 190 203 251 227 29820
Anexo 8. Determinacién de las medidas de altura del interior de la camara estatica
Tabla 14
Primera medicion de altura interna de la camara, registrado el 28-01-2022

,N Clave Tratamiento h h2 h3 ha Promedio
Camaras cm cm cm cm cm
1 C3 1C 255 25.0 26.2 25.0 25.4
2 C4 2C 25.2 25.0 24.8 255 25.1
3 C11 3C 24.0 24.5 24.0 25.0 24.4
4 C1 1U 24.0 24.5 24.2 24.4 24.3
5 C8 2U 25.0 25.0 25.0 24.6 24.9
6 C12 3U 255 26.0 24.0 26.0 25.4
7 C5 1U+Al1 255 25.0 25.0 275 25.8
8 C9 2U+A1l 25.0 255 26.8 26.0 25.8
9 C10 3U+A1 25.2 26.0 255 24.0 25.2
10 C2 1U+A2 25.0 25.2 25.0 245 24.9
11 C6 2U+A2 25.0 24.6 26.5 25.0 25.3
12 C7 3U+A2 25.0 255 255 25.0 25.3
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Tabla 15

Ultima medicion de altura interna de la cadmara, registrado el 04-03-2022
N° . hl h2 h3 h4  Promedio

, Clave Tratamiento
Céamaras cm cm cm cm cm

1 C3 1C 24.9 25.3 25.50 26.1 25.5
2 C4 2C 25.9 24.8 24.30 24.6 24.9
3 Cl1 3C 25.5 24.1 24.90 23.9 24.6
4 C1 1U 24.4 25.0 25.10 25.0 24.9
5 C8 2U 24.8 25.0 24.50 25.0 24.8
6 C12 3U 26.0 24.8 24.90 23.2 24.7
7 C5 1U+A1 26.0 24.8 24.90 24.9 25.2
8 C9 2U+A1l 26.0 25.2 25.50 26.4 25.8
9 C10 3U+A1 25.3 26.1 25.30 23.8 25.1
10 C2 1U+A2 25.4 25.9 24.50 25.3 25.3
11 C6 2U+A2 25.2 25.2 24.70 26.2 25.3
12 C7 3U+A2 24.3 25.0 25.20 25.5 25.0

Anexo 9. Determinacion de parametros fisicoquimicos de las parcelas experimentales a

partir de muestras de suelo

Tabla 16
Densidad aparente del suelo de 0-10 cm de profundidad segun tratamiento y dias de
muestreo (10 campafias)

Campanias Cl1 C2 C3 C4 C5 Co C7r C8 C9 C10 Promedio
Dias 1 3 5 7 9 11 13 20 27 34 general
Tratamiento g/m®* g/m® g/m®* g/m® g/m® g/m® g/m* g/m®* g/m®* g/m® g/md
1C 125 126 125 123 121 122 134 122 127 1.20
2C 126 123 127 130 123 121 125 121 130 121
3C 123 127 130 117 125 116 127 124 128 121
Promedio 124 126 127 123 123 120 129 122 129 1.20 1.24
SD 0.01 0.02 0.03 0.07 0.02 003 0.05 0.01 0.02 o0.01 0.03
CV, % 094 168 201 536 145 266 391 1.09 122 0.65 2.56
1U 127 126 124 121 127 125 135 124 130 1.22
2U 124 120 124 120 126 114 135 129 123 1.26
3U 122 124 121 121 125 123 134 120 125 1.22
Promedio 124 123 123 121 126 121 135 124 126 1.23 1.25
SD 0.02 003 0.02 0.00 0.01 006 0.01 0.05 0.03 0.02 0.04
CV, % 189 233 168 031 085 481 059 368 263 1.78 3.26
1U+Al 124 120 128 116 132 113 124 116 130 121
2U+A1 122 124 120 120 114 120 140 124 130 124
3U+A1 125 127 118 126 126 118 131 123 116 1.20
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Promedio 1.24 124 122 121 124 117 132 121 125 1.22 1.23
SD 0.02 0.03 0.05 0.05 0.09 0.04 0.08 0.04 0.08 0.02 0.04
CV, % 1.39 253 418 417 7.13 325 585 342 6.66 1.64 3.09
1U+A2 128 128 125 126 131 124 137 123 131 121
2U+A2 121 117 121 111 120 115 140 126 115 1.18
3U+A2 125 123 121 125 123 122 128 127 120 125
Promedio 125 122 122 121 125 120 135 125 122 1.22 1.24
SD 0.04 0.05 0.02 0.08 006 0.05 006 0.02 0.08 0.03 0.04
CV, % 304 436 196 6.81 488 423 471 152 6.60 285 3.35
Tabla 17
Humedad gravimétrica del suelo segun tratamiento y dias de muestreo (10 campafas)
Campafias C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 Cl10 Promedio
Dias 1 3 5 7 9 11 13 20 27 34  general
Tratamiento % % % % % % % % % % %
1C 40.68 38.31 37.54 33.28 30.78 35.53 24.50 31.52 31.83 34.24
2C 39.99 37.20 36.01 30.59 26.77 36.62 29.15 31.32 29.80 34.26
3C 38.10 35.42 32.74 36.48 26.58 32.43 29.86 33.33 30.96 35.61
Promedio 39.59 36.98 35.43 33.45 28.04 34.86 27.84 32.06 30.86 34.70 33.38
SD 134 146 245 295 237 217 291 111 1.02 0.79 3.76
CV, % 338 394 692 881 846 6.24 1045 3.46 330 226 11.25
1U 38.90 37.46 37.62 33.62 28.93 31.77 24.35 30.80 30.83 34.51
2U 39.12 37.11 36.69 33.39 29.41 34.68 24.94 31.22 30.98 32.67
3U 40.34 39.28 39.83 34.40 29.89 35.01 27.94 35.43 31.82 33.62
Promedio 39.45 37.95 38.05 33.81 29.41 33.82 25.74 32.48 31.21 33.60 33.55
SD 077 117 161 053 048 178 193 256 054 0.92 4.21
CV, % 196 3.08 423 157 164 527 749 7.89 172 274 12.54
1U+Al  39.46 36.86 35.87 35.32 28.16 36.56 30.31 35.17 31.13 34.46
2U+Al1  41.48 37.84 38.19 34.29 29.24 34.88 23.70 33.31 31.75 33.47
3U+A1  40.87 38.72 38.18 29.43 28.92 34.37 28.13 31.11 33.97 34.06
Promedio 40.60 37.81 37.41 33.01 28.77 35.27 27.38 33.19 32.28 34.00 33.97
SD 1.04 093 133 315 055 115 337 203 149 0.49 4.04
CV, % 256 246 356 954 192 325 1231 6.12 462 145 11.90
1U+A2  39.05 36.63 35.80 34.83 28.05 35.08 23.45 33.33 32.40 34.63
2U+A2  41.07 38.86 38.26 35.59 29.77 33.82 26.17 30.60 33.67 34.13
3U+A2 39.74 37.49 36.84 32.94 27.07 35.73 26.96 31.93 30.29 32.91
Promedio 39.96 37.66 36.97 34.46 28.30 34.88 25.53 31.95 32.12 33.89 33.57
SD 1.02 113 124 136 137 097 184 137 171 0.88 4.33
CV, % 256 3.00 334 396 483 279 721 428 532 260 1290
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Tabla 18
Espacio poroso lleno de agua (WFPS) del suelo segun tratamiento y dias de muestreo
Campaiias Cl1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 Ci10 Promedio
Dias 1 3 5 7 9 11 13 20 27 34  general
Tratamiento % % % % % % % % % % %
1C 95.77 91.97 89.28 76.90 68.58 80.82 66.87 70.91 78.12 74.72
2C 95.37 85.69 87.28 77.87 61.37 81.60 68.99 70.23 76.58 75.73
3C 87.73 86.87 83.88 75.99 62.51 67.24 72.48 77.53 76.97 79.59
Promedio 92.96 88.18 86.81 76.92 64.16 76.55 69.44 72.89 77.23 76.68 78.18
SD 453 334 273 094 383 807 283 403 080 257 8.83
CV, % 487 378 314 122 6.04 1055 408 553 103 335 1129
1U 94.54 90.07 88.19 74.43 70.33 75.56 67.29 71.62 78.10 77.75
2U 90.55 81.82 85.07 73.45 71.17 69.62 69.15 78.35 71.25 78.18
3U 91.46 91.21 88.03 76.52 70.52 80.02 75.78 77.45 75.08 76.23
Promedio 92.18 87.70 87.10 74.80 70.67 75.07 70.74 75.81 74.81 77.38 78.63
SD 209 513 175 157 044 522 446 365 343 1.03 7.56
CV, % 227 584 201 210 0.63 695 6.31 4.82 459 132 9.62
1U+Al1 92.10 81.29 88.75 72.88 73.76 71.64 71.17 72.79 79.76 77.13
2U+Al1 93.46 88.02 84.00 75.67 58.80 76.35 70.11 77.58 81.08 77.61
3U+A1  96.90 93.85 81.59 70.76 69.20 73.45 72.39 70.99 69.75 74.33
Promedio 94.16 87.72 84.78 73.10 67.25 73.82 71.23 73.79 76.86 76.36  77.91
SD 247 629 364 246 7.67 238 114 341 6.20 1.77 8.34
CV, % 263 7.17 430 337 1141 322 160 4.62 8.06 232 10.70
1U+A2  97.14 90.40 84.32 83.36 72.99 82.10 66.27 76.79 83.93 77.52
2U+A2  91.11 81.55 84.57 68.29 64.86 68.34 77.31 73.92 68.58 72.83
3U+A2  94.49 85.41 81.55 78.34 61.87 81.15 66.28 77.51 66.84 78.02
Promedio 94.25 85.79 83.48 76.66 66.57 77.19 69.95 76.07 73.11 76.13  77.92
SD 3.02 444 168 767 576 7.68 6.37 190 941 286 8.05
CV, % 3.20 5.17 201 10.01 865 9.96 9.11 249 1286 3.76  10.33
94

repo

sitorio.unap.edu.pe
ydamente esta tesi



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

g Repositorio Institucional

Anexo 10. Determinacion de pH del suelo in situ

Tabla 19
Determinacion de pH del suelo in situ mediante pH metro HANNA (H181030), segun
tratamiento y dias de muestreo (10 campafias)

Campafias CO Cl1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 Promedio

. Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia gfeneral
Tratamiento 0 1 3 5 7 9 11 13 20 27 34 Dia 1-34
1C 5.80 5.90 5.98 6.07 6.07 6.23 5.88 5.64 5.99 595 5.97
2C 5.70 5.94 596 5.98 6.01 5.81 595 5.72 5.32 5.84 5.58
3C 6.08 6.15 6.17 6.20 5.89 5.79 5.77 5.75 5.50 5.62 5.56
Promedio 5.86 6.00 6.04 6.08 5.99 594 586 570 5.60 5.80 570 5.87
SD 0.20 0.13 0.12 0.11 0.09 0.24 0.09 0.05 0.35 0.17 0.23 0.16
CV, % 3.36 2.19 192 1.82 152 4.12 159 0.95 6.19 2.90 405 2.77
1U 6.26 6.65 6.85 7.05 6.83 6.71 6.47 6.69 6.97 7.12 7.04
2U 6.00 7.21 7.03 6.85 6.68 6.74 6.66 6.46 6.88 6.96 6.92
3U 580 7.35 7.19 7.04 6.59 6.51 6.76 6.43 6.35 6.58 6.46
Promedio 6.02 7.07 7.02 6.98 6.70 6.65 6.63 6.52 6.73 6.89 6.81  6.80
SD 0.23 0.37 0.17 0.11 0.12 0.13 0.15 0.14 0.33 0.28 0.31  0.18
CV, % 3.83 5.23 246 157 1.82 1.88 2.26 2.15 4.94 4.07 448 2.70
1U+Al1 6.08 7.64 756 7.48 7.36 7.28 7.13 7.27 7.15 7.17 7.16
2U+A1 592 7.81 7.64 7.46 7.05 7.07 7.07 6.92 7.06 7.17 7.12
3U+Al 6.33 6.60 6.87 7.14 7.12 7.11 7.08 6.80 6.95 7.19 7.07
Promedio 6.11 7.35 7.36 7.36 7.18 7.15 7.09 6.99 7.05 7.18 7.11 7.18
SD 0.21 0.66 0.42 0.19 0.16 0.11 0.03 0.24 0.10 0.01 0.04 0.13
CV, % 3.39 8.91 573 259 2.28 1.53 0.48 3.46 1.42 0.18 0.62 1.83
1U+A2 6.21 7.78 7.76 7.74 756 753 7.51 754 7.22 7.47 7.34
2U+A2 591 8.18 7.88 7.59 7.79 7.57 7.46 7.15 7.30 7.48 7.39
3U+A2 555 751 761 7.71 7.75 7.74 7.32 7.24 7.45 758 7.51
Promedio 5.89 7.82 7.75 7.68 7.70 7.61 743 7.31 732 751 7.41 755
SD 0.33 0.34 0.14 0.08 0.12 0.11 0.10 0.20 0.12 0.06 0.09 0.18
CV,% 561 431 1.78 1.03 1.60 1.41 1.30 2.78 1.59 0.81 1.19 2.43

Anexo 11. Determinacion de nitrato y amonio de las parcelas experimentales a partir de
muestras de suelo
Tabla 20

Concentracion de nitrato (NO3 ") en ppm del suelo segun tratamiento y dias de muestreo

Tratamientos

Camparias Dias

C U U+Al U+A2
Concentracion de nitrato inicial (ppm)
Pre. Exp. 0 8.16 7.84 8.31 8.10
Promedio 8.10 SD 0.19
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Tratamientos

Campafias  Dias

C U U+Al U+A2
Concentracién de nitrato después de la orina (ppm)
C1 1 9.32 26.40 49.23 41.45
Cc2 3 7.84 15.62 34.24 28.50
C3 5 6.37 7.84 19.25 15.55
C4 7 7.67 15.70 30.02 25.08
C5 9 7.52 15.07 27.84 22.86
C6 11 7.38 14.44 22.94 19.28
Cc7 13 7.23 16.83 19.51 15.17
C8 20 7.09 13.51 17.98 17.72
C9 27 6.94 8.53 10.45 8.02
C10 34 7.13 7.24 8.18 6.36
Promedio 7.45 14.12 23.96 20.00
SD 0.78 5.60 12.05 10.24
Cv,% 1042 39.66 50.28 51.22
Tabla 21

Concentracion de amonio (NH4*) en ppm del suelo segun tratamiento y dias de muestreo

~ . Tratamientos
Campanas Dias

C U U+Al U+A2
Concentracion de amonio inicial (ppm)
Pre. Exp. 0 53.20 43.71 45.85 44.90
Promedio 46.91 SD 4.28
Campafias  Dias Tratamientos
C U U+A1l U+A2
Concentracidn de amonio después de la orina (ppm)
C1l 1 49.00 82.13 118.27 70.93
Cc2 3 44.80 46.61 68.08 50.76
C3 5 44.80 52.27 41.07 29.87
C4 7 42.67 46.81 58.29 45.02
C5 9 40.53 45.21 51.95 42.04
C6 11 38.40 43.60 41.68 35.37
Cc7 13 36.27 48.53 37.33 29.87
C8 20 34.14 18.67 22.40 18.67
C9 27 32.00 18.67 18.67 14.93
C10 34 29.87 25.10 13.00 15.29
Promedio 39.25 42.76 47.07 35.27
SD 6.20 18.81 30.54 17.64
CV, % 15.80 43.99 64.89 50.00
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Panel fotografico para cada procedimiento

Anexo 12. Determinacion del area de estudio en las instalaciones del INIA — Illpa, Puno

)
g

Figura 28. Delimitacion del area de estudio Figura 29. Muestreo de suelo para
mediante cinta métrica caracterizacion del &rea de estudio

Anexo 13. Preparacion del area de estudio INIA — Illpa, Puno

Figura 30. Corte de la alfalfa<a 5 cm de Figura 31. Recoleccion de la alfalfa cortada
altura con sierra de disco rotatorio para retirarlo del area de estudio

Anexo 14. Instalacion de la estacion meteoroldgica para medir temperatura

Figura 32. Designacién del lugar para Figura 33. Instalacion de dispositivos para
instalar la estacion meteoroldgica control de temperatura y humedad
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Figura 34. Instalacion de la sonda de Figura 35. Estacién meteorologica
temperatura a 10 cm del suelo instalada con sensores de temperatura

Anexo 15. Disefio y construccion de la cAmara estatica cerrada

Figura 36. Corte de tuberia PVC en Figura 37. Formacion de bisel con fresa de
cilindros de 30 cm corte con inclinacién de 11.25°

Figura 38. Construccion de cerrojos a Figura 39. Formacion de empaque de
presion tipo clips silicona en el canal de la tapa (cara interna)
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Figura 40. Formacion de ranuras para Figura 41. Perforacion de la tapa mediante
fijacion de cerrojos a presién (cara externa) taladro de mesa

Figura 42. Piezas de sujecion para el Figura 43. Vista de perfil de la tapa con
ventilador (tornillos de 8x1/4) todos sus componentes instalados

Anexo 16. Obtencién de la ceniza de madera

—— A S GO

Figura 44. Seleccion de la madera para la Figura 45. Ceniza de madera con residuos
obtencion de ceniza de carbon no combustionado
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Figura 46. Tamizado de la ceniza de Figura 47. Obtencién final de la ceniza de
madera madera (pH: 11.2)

Anexo 17. Construccién del colector de orina

Figura 48. Soporte metalico para colectar Figura 49. Valde de PVC de 5 L sujetado
orina al soporte metalico

Anexo 18. Coleccién de orina de vacas lecheras Brown Swiss

Figura 50. Coleccion de orina de vaca en Figura 51. Medicion del volumen de orina
horas de la mafiana excretado
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Figura 52. Muestreo de orina de vacas Figura 53. Muestras de orina para analisis
lecheras en alicuotas de 100 mL laboratorial

Anexo 19. Aplicacion de ceniza de madera antes de la instalacion de las cAmaras

estaticas

Figura 54. Aplicacion de ceniza de madera Figura 55. Parcela experimental con ceniza
en las parcelas experimentales de madera esparcida en la superficie

Anexo 20. Instalacion de las camaras estaticas en las parcelas experimentales

Figura 56. Insercion de la cdmara estatica a Figura 57. Nivelacion de la camara estética
>a 5 cm del suelo con ayuda de un combo
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Figura 58. Cdmara estética instalada en el Figura 59. Distribucion e instalacion de las
centro de la parcela experimental camaras estaticas

Anexo 21. Aplicacion de los parches de orina (1L) segun el tratamiento correspondiente

Figura 60. Medicion del volumen de orina Figura 61. Distribucién de los parches de
de vacas lecheras en probetas orina en probetas (1L) segun tratamientos

—

Figura 62. Adicion del parche de orina en Figura 63. Adicion del parche de orina en
la cAmara espejo la cAmara estatica
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Figura 65. Bomba de vacio CPS 1/4 HP

Figura 66. Monitoreo de la presion Figura 67. Rotulado de los viales
negativa del circuito mediante manémetro

Anexo 23. Demostracion de vacio de los viales mediante prueba de agua

Figura 68. Demostracion de vacio Figura 69. Absorcion de agua del vial hasta
mediante la prueba de agua formar una pequefia burbuja de aire
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Figura 70. Extractor de muestra de aire Figura 71. Inyeccién de la muestra de aire
conectado al vial en el interior del vial

Figura 72. Muestreo de aire para inyectar Figura 73. Georreferenciacion del lugar de
en el interior de los viales estudio

Anexo 25. Manteamiento del crecimiento de la alfalfa <a 5 cm de la superficie del suelo

Figura 74. Mantenimiento del area Figura 75. Parcela experimental luego del

experimental <a 5 cm de altura (alfalfa) corte de alfalfa <a 5 cm del nivel del suelo
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Anexo 26. Muestreo de suelo para determinar los parametros fisicoguimicos de las
parcelas experimentales

a4 Se

Figura 76. Materiales y herramientas para Figura 77. Muestreo de suelo para analisis
la toma de muestras de suelo fisicoquimico

Anexo 27. Medicion de pH, conductividad eléctrica (CE) y temperatura del suelo.

Figura 78. Medicion de pH y CE del suelo Figura 79. Medicion de pH del suelo con
(Pre experimental) pH metro HANNA (H181030)

Figura 80. Calibracion de pH metro antes Figura 81. Monitoreo de pH de las parcelas
del monitoreo en campo experimentales post tratamiento
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Anexo 28. Analisis y procesamiento de muestras de suelo para determinar los
parametros fisicoquimicos

Figura 82. Laboratorio de Nutricion Figura 83. Conservacion de muestras de
Animal, FMVZ — UNA Puno suelo en refrigeracion

= = ; \
Figura 84. Pesado de muestras de suelo Figura 85. Preparacion de bolsas de papel
para determinar humedad gravimétrica para determinar la humedad del suelo

Anexo 29. Determinacion de nitrégeno total de la orina por el método micro Kjeldahl

-

Figura 86. Alicuota de 5 mL de orina para Figura 87. Adicion de la solucion digestora
determinar nitrogeno total por el método 3.5 mL (Acido sulfurico)
micro Kjeldahl
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Figura 88. Digestor Kjeldahl para digestion Figura 89. Destilacion y titulacion de
de muestras de orina muestras con el equipo Kjeldahl

Anexo 30. Determinacion de materia organica (MO) a partir de muestras de suelo

Figura 91. Crisoles con muestras de suelo
en el interior de la mufla para incineracién
a 650 °C por 3 horas

Figura 92. Crisoles con suelo incinerado Figura 93. Suelo incinerado a 650 °C
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Figura 94. Organizacion de los viales con
muestras de aire para transporte aéreo

g

Figura 96. Vista frontal del cromatdgrafo
de gases de la marca (Agilent 7890 A)

TESIS EPG UNA - PUNO

Figura 95. Traslado aéreo de las muestras
hasta el Laboratorio

Figura 97. Vista interna del cromatografo
de gases (Agilent 7890 A)

Anexo 32. Inyeccién manual de muestras de aire al cromatografo de gases

Figura 98. Extraccion de 11 mL de muestra
de aire para analisis

Figura 99. Conexion de la jeringa para
inyectar la muestra al cromatografo
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Figura 100. Inyeccion de muestra en el Figura 101. Pulsando el botdn star del
cromatografo de gases cromatografo, para iniciar el anlisis

Anexo 33. Supervision de los picos cromatograficos y registro de resultados
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Figura 102. Reporte de los picos Figura 103. Supervision de picos

cromatograficos cromatograficos para validar el andlisis

57 H 3 v,

Figura 104. Registro de resultados del Figura 105. Grupo de Fisicoquimica
cromatdgrafo de gases (N2O ppm) Ambiental IFAS, EXA, UNICEN - Tandil,

Argentina
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