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Resumen

EVALUACION DEL BIOCARBON COMO ENMIENDA CORRECTORA DE LA CLOROSIS
FERRICA

Realizado por

Marta Cabello Bermudez

Master Cambio Global: Recursos Naturales y Sostenibilidad

Bajo la direccidon de Dr. José Antonio Alburquerque Méndez y Maria del Carmen del

Campillo Garcia.

El biocarbdn es un material que se obtiene mediante la descomposicién térmica de
biomasa residual a temperaturas relativamente bajas (<700°C) y bajo condiciones
limitantes de oxigeno (pirdlisis). En la actualidad, el biocarbén estd generando un
enorme interés debido a que puede contribuir a mitigar los efectos del cambio
climdtico y puede ejercer efectos beneficiosos sobre los cultivos agricolas y forestales,

incrementando la produccion y limitando el uso de fertilizantes.

El objetivo de nuestro estudio es evaluar el efecto del biocarbdn sobre la disponibilidad
de hierro en un suelo altamente inductor de clorosis férrica. Como cultivo se utilizo el
altramuz (Lupinus Albus L.), realizando un disefio factorial con 2 tipos de biocarbodn
(uno procedente de poda de olivo y otro elaborado a partir de astilla de pino) y 2

fuentes de hierro (sulfato ferroso y quelato de hierro).

Los resultados obtenidos indicaron que el biocarbén de poda de olivo produjo un
aumento en la produccién de altramuz en condiciones de deficiencia de Fe. Ademas, la
combinacion de éste con las fuentes de hierro presenté mejores resultados en algunas

de las variables estudiadas (peso seco parte aérea, hoja y SPAD) que la sola aplicacidn
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de Fe como fertilizante. Estos resultados implican que la enmienda de suelo con
biocarbén no sélo es beneficosa desde el punto de vista de fijacion de carbono y
mitigacidon del cambio climatico, sino que en condiciones de limitacién de nutrientes

puede ejercer un papel fundamental para aumentar la fertilidad del suelo.

Palabras clave: biocarbdn, fuentes de hierro, clorosis férrica
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Abstract

ASSESMENT OF BIOCHAR AS A CORRECTIVE FOR IRON CHLOROSIS

By

Marta Cabello Bermudez

Master Global Change: Nature Resources and Sustainability

Under the supervision of Dr. José Antonio Alburquerque Méndez and Maria del

Carmen del Campillo Garcia.

Biochar is a material obtained from thermal decomposition of residual biomass at
relatively low temperatures (<700 °C) and under oxygen-limited conditions (pyrolysis).
Nowadays, biochar is generating a great interest as tool to mitigate the effects of
climate change and exert beneficial effects on agricultural and forest crops, increasing

plant yield and limiting the use of fertilizers.

The aim of our study was to evaluate the effect of biochar on the availability of iron in a
calcareous soil showing iron chlorosis. Lupine (Lupinus Albus L.) was used as tested
crop, performing a factorial design with two biochar types (coming from olive-tree

pruning or pine woodchip) and 2 sources of iron (ferrous sulfate and iron chelate).

Our results indicated that the olive-tree pruning biochar led to an increase in the yield
of lupine under Fe-deficient conditions. In addition, biochar in combination with iron
sources presented better results in some of the studied variables (aerial part dry
weight, leaf dry weight and SPAD) compared to the single application of the Fe
fertilizer. These results imply that soil amending with biochar can led to beneficial
effects in terms of carbon sequestration and climate change mitigation, as also it can

play an important role on soil fertility under nutrient-deficient conditions.
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1. Introduccidn

1.1. Biocarbdn

El biocarbon ("biochar”, en inglés) es un material que se obtiene mediante la
descomposicidn térmica de biomasa residual a temperaturas relativamente bajas (<700
°C) y bajo condiciones limitantes de oxigeno (pirdlisis). De esta pirdlisis se obtienen
aceites, gas de sintesis (fuente de energia) y biocarbdn. Las fuentes principales para
generar biocarbén son residuos agroindustriales y forestales. Junto al aprovechamiento
energético de estos residuos, la produccion de biocarbén y su aplicacién al suelo
disminuye la cantidad de didxido de carbono (CO,), metano (CH,) y dxido nitroso (N,O)
gue pueden desprender por descomposicion, por lo que es considerado una buena
opcidn para mitigar el cambio climatico (Lehmann y Rondon 2006). Asi por ejemplo, en
experimentos de invernadero las emisiones de N,O se redujeron en un 80% vy las
emisiones de CH, eran completamente suprimidas con adiciones de biocarbén de 20 g
kg™ (Rondon et al. 2005). No se conoce con exactitud la razén de las reducciones de las
emisiones de CH; y N,O, aunque en este Ultimo caso pueden deberse a la baja
nitrificacion, como consecuencia de una menor mineralizacidon, resultante de una
mayor relacion C:N o de la naturaleza recalcitrante del carbono presente en el

biocarbon.

En general, el biocarbdn contiene carbono en una forma estable mas resistente a la
descomposicidn que el de la biomasa sin pirolizar. Esta estabilidad del carbono se debe
a las condiciones del proceso de pirdlisis (velocidad del proceso, presidon, temperatura,
etc.). Se estima que entre un 80 y 90% del carbono aplicado con la biomasa sin pirolizar
se descompone en un plazo de 5-10 afios, mientras que si se afade en forma de

biocarbdn es inferior al 60% (Lehmann y Rondon 2006).

Por otra parte, hay que valorar la reduccién de las emisiones de CO, que supondria la

sustitucion de combustibles fésiles por la produccién energética en base al



aprovechamiento de los aceites y el gas de sintesis que se produce durante la pirdlisis

de biomasa residual.

Se ha estimado a nivel mundial que dedicando un 1% de la biomasa vegetal residual a
la produccion de biocarbdn, se podria reducir hasta el 10% de las emisiones de
carbono producidas por el hombre (Lehmann y Rondon 2006; Lehmann y Joseph
2009). Ademas, el uso del biocarbdn como enmienda para suelos, presenta un gran
potencial para la mejora de la produccidn agricola. Algunas propiedades beneficiosas
para los suelos descritas hasta ahora son: mejora de la retencién hidrica, disminucion
de la pérdida de nutrientes por lixiviacién, aporte de nutrientes, mejora de la
capacidad de intercambio catiénico, y aumento de la actividad microbiana (Sohi et al.
2010). Ademds, la incorporacion de biocarbén puede modificar la estructura del suelo,
su porosidad, textura y densidad, provocando asi una mejora en las propiedades fisicas

del suelo (Amonette y Joseph 2009; Sohi et al. 2010).

Las propiedades del biocarbén pueden variar de forma considerable haciendo que
reaccionen de modo diferente en los suelos, por eso es necesaria una buena
descripcién de sus caracteristicas para entender y predecir su impacto en la agricultura

(Atkinson et al. 2010).

A modo de resumen (Figura 1), el biocarbén estd generando en la actualidad un

enorme interés debido a :

« Mitiga los efectos del cambio climatico al actuar como sumidero de
carbono.

- Ejerce efectos beneficiosos sobre cultivos, incrementando su produccion y
limitando el uso de fertilizantes.

« Reduce el impacto ambiental de los residuos tratados.
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Figura 1. Esquema de los beneficios en la atmdsfera y en el suelo de la aplicacion del biocarbén (© RED

Garner).

Se han realizado numerosos estudios que evalian los efectos de la adicién de
biocarbdn sobre la produccién y el rendimiento de distintos cultivos, aunque éstos no
son concluyentes, presentando respuestas negativas, nulas o positivas. La mayoria de
estudios atribuyen la respuesta positiva de los cultivos a aumentos en la disponibilidad
de nutrientes mds que a un aporte directo de nutrientes por parte del biocarbdén
(Iswaran et al. 1980; Wardle et al. 1998; Hoshi 2001; Chan et al. 2007; Zwieten et al.
2007), aumentando la eficiencia en el uso de fertilizantes (Sohi et al. 2010). Asi por
ejemplo, Chan et al. (2007) no encontraron incrementos en materia seca debido al
biocarbdn en un cultivo de rdbano. Sin embargo, se observaron incrementos superiores

al 250% en materia seca al combinar fertilizante nitrogenado y biocarbdn. Asai et al.



(2009) también observaron incrementos en produccion de arroz combinando
fertilizacidn nitrogenada y biocarbdn. Hossain et al. (2010) obtuvieron incrementos con
respecto al control en la produccién de tomate superiores al 60% al afadir biocarbon, y
cercanos al 100% al combinar biocarbdn y fertilizante mineral. Segun los autores, estos
resultados no se deben sélo al aporte de nutrientes efectuado con la fertilizacidn
mineral, sino a una mejora de las propiedades del suelo, asi como a su efecto encalante

gue se manifiesta en un aumento del pH del suelo.

La capacidad de los suelos para retener cationes en forma intercambiable y, por lo
tanto disponibles para la planta (capacidad de intercambio catidnico, CIC) aumenta en
proporcion a la cantidad de materia organica del suelo. Sin embargo, el biocarbdn tiene
una capacidad aun mayor que la materia organica de los suelos para adsorber cationes
por unidad de carbono (Sombroek et al. 1993) debido a su mayor area superficial,
mayor superficie de carga negativa, y una mayor densidad de carga (Liang et al. 2006).
Al tener esta alta CIC se favorece la retencién de nutrientes y se evitan pérdidas por
lixiviacién de iones como amonio (NH,") y nitrato (NOs), entre otros. Ademas, la
aplicacion de biocarbén al suelo incrementa el aporte directo de nutrientes como
potasio, fésforo, calcio, cinc y cobre (Lehmann y Rondon 2006). Por otra parte, la
capacidad de intercambio de cationes de la materia organica suele ser nula a pH muy
bajo y aumenta conforme se eleva el pH. Lo mismo ocurre con el biocarbén, su

potencial de CIC incrementa al ascender los valores de pH (Lehmann 2007).

También se han realizado estudios donde la adicién de fertilizante combinada con
biocarbén no ha incrementado la produccién. Asi, Zhang et al. (2010) obtuvieron
aumentos en la produccién de arroz con la adicion de biocarbdn, pero estos resultados
no mejoraron al combinar el biocarbdn con fertilizacion mineral. Gaskin et al. (2010)
tampoco obtuvieron incrementos en produccidn de maiz al combinar biocarbén y

fertilizacion mineral.

Por lo tanto, resulta del maximo interés evaluar la interaccién biocarbén-nutriente,



especialmente en los casos en los que las condiciones del suelo favorecen la deficiencia

de éstos, limitando la produccién agricola.

1.2. El hierro

1.2.1. El hierro en las plantas

El hierro (Fe) es un nutriente esencial para las plantas. Este elemento juega un papel
fundamental en la sintesis de la clorofila. Por su participacién en la formacién de
clorofila, una deficiencia de Fe en las plantas disminuye la concentracién de carotenos
y xantofilas en ellas, ocasionando una disminucién en la actividad de los
transportadores de electrones y en los fotosistemas (Romheld y Marschner 1991),
originando una merma significativa de la fotosintesis neta y, en consecuencia, una
disminucion del tamafio del follaje y una disminucién de la capacidad de fijacion y

reduccién de CO, (Terry y Abadia 1986).

Por tanto, cuando las plantas se encuentran sometidas a una deficiencia de Fe,
disminuye la actividad de algunos enzimas y el resultado es el fendmeno de clorosis
férrica. Este fendmeno puede definirse como una deficiencia de clorofila en hojas de
plantas producida por un desarreglo en la nutricidn de Fe. El efecto mas visible de esta
clorosis se observa en las hojas mas jovenes de plantas verdes en donde se produce
una disminuciéon del contenido de clorofila, lo que conlleva un amarilleamiento,
aunque las nerviaciones mantienen su color original. En casos extremos, si la carencia
persiste, pueden aparecer zonas necréticas en las hojas, en especial en los bordes

foliares.

Es un problema importante ya que se da generalmente en suelos calizos y en Espafia
aproximadamente el 50% de los suelos son calizos. En estos suelos se produce un
bloqueo del Fe para las plantas, aunque su contenido sea abundante, debido a que

predominan las formas oxidadas que son poco solubles a pH elevado. Por ésto, la



clorosis es frecuente en suelos calcareos y alcalinos con elevados niveles de

bicarbonato (Chen et al. 1982).

Las plantas tienen una serie de mecanismos para luchar contra la deficiencia de Fe

(Romheld y Marschner 1986):

-Mecanismos especificos:

« Dicotiledéneas y no gramineas: acidificacion de la rizosfera.

« Gramineas: liberacion de fitosideroforos que movilizan el Fe (lll)
inorganico y favorecen la disponibilidad de este nutriente para la planta
en condiciones de deficiencia (Takagi et al. 1984; Marschner et al. 1986;

Walker y Welch 1986).

-Mecanismos no especificos:

« Absorcién de cationes que producen una acidificacién de la rizosfera: asi
se provoca una reduccién de Fe(lll) a Fe(ll) que es la forma soluble en la

gue las plantas lo absorben.

+ Compuestos de bajo peso molecular: intervienen como agentes

guelantes del Fe.

Por tanto, la deficiencia de Fe en la planta, a pesar de ser un nutriente requerido en
pequefia cantidad por las especies vegetales, puede producir una dramatica diferencia
en el crecimiento vegetal, el desarrollo de raices y la produccién de semillas o frutos,

provocando bajos rendimientos y una menor calidad del cultivo y los frutos.

En Andalucia, las pérdidas econédmicas causadas por la clorosis férrica son importantes



especialmente en frutales como olivo, vid, citricos, etc.

1.2.2. El hierro en el suelo

La mayor parte del Fe en el suelo se encuentra en forma de silicatos ferromagnesianos.
La meteorizacién de estos silicatos libera Fe (1) que se oxida rapidamente a Fe (lll), el
cual precipita mas tarde como Odxidos e hidroxidos. Estas formas de Fe son muy
estables debido a su baja solubilidad. Asi, el contenido de Fe soluble en el suelo es

menor que el contenido de Fe total.

Hay una deficiencia de Fe en plantas cultivadas en suelos calizos debido a que los
niveles de Fe inorgadnico son muy bajos. En los suelos acidos hay una mayor

concentracion de este elemento.

Hay una serie de propiedades del suelo que inciden en la clorosis férrica y son:

- Propiedades de los carbonatos. La clorosis férrica se observa
fundamentalmente en suelos calizos, puesto que el pH esta tamponado
entre 7.5 y 8.5 (Lindsay y Schwab 1982), asi como el alto contenido de

bicarbonato (Romera el al. 1992).

« Propiedades de las formas de Fe. Se ha observado que la fuente de Fe para
las plantas en suelos calcareos son los dxidos de Fe no cristalinos extraibles
con oxalato amoénico acido (Loeppert et al. 1988; del Campillo y Torrent

1992; Sanchez-Alcald et al. 2013).

« Materia orgdnica. A veces, las aplicaciones de materia orgdnica al suelo
reducen la severidad de la clorosis (Chen et al. 1982; Matocha 1984). La
materia organica es un buen agente quelante del Fe (lll) (Schnitzer y Khan

1972; Bloom 1981) y puede estabilizar los compuestos de Fe mas solubles,



al reducir la transformacién a formas mas estables y, por tanto, menos

solubles (Loeppert y Hallmark 1985).

Arcilla. Por término medio, un 2% del peso de las arcillas lo constituye el Fe

estructural (Carson et al. 1976).

Volumen de raices y edad de la planta. A mayor volumen, mayor liberacién
de compuestos por exudacion vy, asi, se mejora la respuesta de la planta en
situaciones de deficiencia de Fe. Las cepas mas jévenes son mas sensibles a

la clorosis férrica.

Interacciones con otros elementos. El manganeso (Mn) puede competir con
el Fe en la absorcion, ya sea a nivel radicular o en la sintesis de clorofila
(Nason y McElroy 1963). El fosforo del suelo puede agravar la clorosis férrica
porgue se adsorbe facilmente sobre la superficie de los 6xidos de Fe y
reduce la solubilidad de los mismos; ademas, podria inhibir los mecanismos
de respuesta que la planta tiene para defenderse de la deficiencia de este

elemento (Chaney y Coulombe 1982; Inskeep y Bloom 1986).

Temperaturas extremas. Bajas temperaturas en la zona radicular pueden
producir clorosis férrica en algunas especies. La temperatura puede estar
relacionada con la deficiencia de Fe en las plantas, debido a que cuando la
temperatura es baja, el crecimiento de las raices y la actividad radicular son
mas lentas, pudiéndose provocar asi una disminucién en la absorcidn de Fe.
Por el contrario, cuando son bastante altas, el crecimiento de la planta es

relativamente mas rdpido y necesita mayor absorcién de Fe.



1.3. Clorosis férrica

1.3.1. Causas

La clorosis férrica raramente estd causada por una deficiencia “absoluta” de Fe, que no
es habitual en los suelos calcareos. El contenido total de Fe en el suelo se encuentra
generalmente en el intervalo de 10-50 g kg™?, concentraciéon mas que suficiente para
satisfacer las necesidades de la mayoria de cultivos agricolas (Lindsay 1974). Por tanto,
el problema no es de deficiencia de Fe en el suelo, sino de disponibilidad para la planta.
La baja disponibilidad de Fe en suelos calcareos ha sido atribuida a la disminucion de la

solubilidad del Fe en suelos con pH alcalino (Miller et al. 1984; Mengel 1994).

La composicion de la disolucion del suelo influye en la aparicién de la clorosis. Uno de
los componentes principales es el anién bicarbonato (HCOj3'). Diversos investigadores
han observado que el grado de clorosis aumenta con la concentracién de HCO; (Boxma
1972; Inskeep y Bloom 1984; Mengel et al. 1984; Clements 1990; Romera et al. 1992) y
cuando se riega con aguas que tienen altos contenidos de HCOs'. La concentracion en
el suelo de este ultimo componente esta controlada por el carbonato célcico (CaCOs)

del suelo y por la presidn parcial de CO,.

1.3.2. Correccidn

Los métodos actualmente utilizados para remediar la deficiencia de Fe se basan en

incrementar la cantidad de Fe soluble en el suelo o afiadir este elemento a la planta.

Los métodos encaminados para corregir la clorosis férrica consisten en la aplicacion de:

e Compuestos organicos:

O Quelatos de hierro: los mas utilizados son FeEDTA (acido



etildiamintetraacético), su forma hidratada (FeDTPA) vy acetato
etilendiamindihidroxifenilacético (FeEEDDHA). El problema de los quelatos de
Fe es que tienen un elevado coste y, aunque su accidn es rapida y eficaz, su

efecto es temporal, teniendo que realizarse varias aplicaciones al afio.

Sustancias humicas: existen evidencias del incremento en la disponibilidad
de Fe debido a la presencia de compuestos orgdnicos en el suelo (de

Santiago y Delgado 2007).

e Compuestos inorganicos:

O Sulfato ferroso: es uno de los tratamientos mas empleados para prevenir la

Objetivo

clorosis férrica gracias a su bajo coste aunque con escasa eficacia (Tagliavini

y Rombola 2001) cuando se aplica superficialmente.

Vivianita (fosfato ferroso) y Siderita (carbonato ferroso): desarrollado en la
Unidad de Edafologia de la Universidad de Cordoba (Grupo de Investigacion
AGR-165). Son productos alternativos de bajo coste y capaces de liberar el
Fe lentamente para satisfacer las necesidades de la planta. Se ha observado
qgue la vivianita ha sido eficaz y persistente durante 3-5 afios en olivar
(Rosado et al. 2002) y, al menos, 3 afios en viia. La siderita también ha

corregido la clorosis férrica en olivar durante 3 afos (Sanchez-Alcald 2012).

El objetivo de este estudio es evaluar el efecto del biocarbdn sobre la disponibilidad de

Fe en un suelo calcareo altamente inductor de clorosis férrica.
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2. Materiales y métodos

2.1. Suelo

El suelo que se utilizd en esta experiencia se tomd de la capa arable de una finca
dedicada al cultivo de la vid y situada en el término municipal de "La Palma del
Condado" (Huelva, Latitud 37°21°48" N y Longitud 6°31'29"" O). La textura de este
suelo es franco-arenosa (71,0% arena, 16,5% limo y 12,5% arcilla), una capacidad de
intercambio catidnica de 7,3 cmol™ kg y capacidad de campo del 22%. El contenido
en carbonato cdlcico es del 30%, el pH (1:2:5) de 8,7, el contenido en carbono organico
total del 0,3%, el contenido total de dxidos de Fe (Fey) es 2,5 g kg™ vy la conductividad
eléctrica (1:5) de 87 pS cm™. Este suelo fue seleccionado debido a que mostrd ser
inductor de deficiencia de Fe en garbanzo y cacahuete (Sdnchez-Alcald 2012), ya que el
contenido de éxidos de Fe no cristalinos era bajo (0,2 g Fe kg™ extraible con oxalato-
amonico, y 0,4 g Fe kg™ extraible con citrato/ascorbato). Ademds, el Fe extraible con
DTPA (1,8 mg kg*) también se encontraba por debajo del nivel critico (4,5 mg kg?)

establecido por Linsdsay y Norvell (1978).

2.2. Biocarbdn

Se evaluaron dos tipos de biocarbén: uno producido con poda de olivo (BPO) y otro
producido a partir de astilla de pino (BAP). Los dos tipos se prepararon industrialmente
a una temperatura de 450°C y un tiempo de residencia del material en el interior del
reactor de 15 minutos, en una planta de pirdlisis a escala piloto con una capacidad de
procesamiento de 10-15 kg h™. Los biocarbones producidos se molieron (<2mm),
homogeneizaron y posteriormente se mezclaron con el suelo para conseguir una dosis
de aplicacion del 2% (expresada en porcentaje sobre peso seco). Las caracteristicas de

ambos se incluyen en la Tabla 1.

El pH vy la conductividad eléctrica (CE) de las muestras de biocarbdn se determinaron

11



en el extracto acuoso 1:10 (p/v), después de agitar mecanicamente durante 2 horas la
mezcla. El pH se midié en el liquido sobrenadante en un pH-metro con electrodo de
vidrio y la CE con un puente de conductividad, después de centrifugar y filtrar. Los
resultados de CE se expresaron en puS cm™a 25°C. La basicidad o alcalinidad (capacidad
acido neutralizante), expresada en equivalentes de carbonato calcico, se determiné de
acuerdo con la técnica descrita por el TMECC (2002). Se consider6 como materia
organica la disminucidon de peso por calcinacion a 550°C durante 24 horas de la
muestra previamente secada (TMECC 2002). El carbono organico total y el nitrégeno
total se determinaron empleando un analizador elemental (EuroVector), previa
destruccién de los carbonatos con dacido clorhidrico (HCI) diluido. La capacidad de
campo (agua retenida en un suelo después de 48 horas de un riego o lluvia abundante)
se determind colocando el suelo en embudos de 10 cm de forma cilindrica, anadiendo
agua sin llegar al borde inferior y determinando el porcentaje de agua retenida a las 48
horas. Las muestras de biocarbdn fueron digeridas por via seca (calcinacién) y las
cenizas obtenidas disueltas con HCl 1:1 (TMECC 2002). Posteriormente, el potasio se
determind por fotometria de llama (JENWAY PFP7), mientras que el calcio, magnesio,
hierro, manganeso, cinc y cobre mediante espectrofotometria de absorcidon atémica
(Perkin ElImer AAnalyst 200 AAS) y el fosforo por colorimetria mediante la reduccion del
complejo fosfomolibdato de amonio con acido ascorbico (Watanabe y Olsen 1965). La
CIC se determind mediante una modificacion del método de acetato de amonio

(Gaskin et al. 2008).
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Tabla 1. Caracteristicas principales de los biocarbones utilizados.

BIOCARBON BIOCARBON
VARIABLE PODA DE OLIVO | ASTILLA DE PINO
Carbono organico total (%) 75,72 83,71
Materia orgdnica (%) 90,03 98,19
Capacidad de intercambio catidnico (cmol kg?) 36,6 12,6
Equivalente en carbonato (%) 8 0,7
pH 9,34 7,52
Conductividad eléctrica (uS cm™) 2430 256
Nitrégeno total (%) 1,10 0,36
P (mg kg™) 1464 148
K (mg kg 9159 1708
Ca (mg kg™) 28525 3316
Mg (mg kg?) 2088 574
Fe (mg kg?) 496 200
Mn (mg kg?) 50 153
Cu (mg kg™) 114 134
Zn (mg kg?) 24 107

Como se observa en la tabla, ambos biocarbones mostraron propiedades bien
contrastadas. Asi, BPO es mas alcalino que BAP; la CIC, CE y la concentracidon de

algunos nutrientes también es mas elevada en BPO en comparacion con BAP.

2.3. Experimento de crecimiento en camara de cultivo

El experimento de crecimiento en camara de cultivo se puso en marcha el dia 3 de Abril
de 2013, usando como especie a cultivar el altramuz (Lupinus albus L.) por su especial
sensibilidad a la deficiencia de Fe (del Campillo et al. 1994). A lo largo del experimento
las condiciones de la camara fueron: temperatura de 27,4 + 0,5°C y humedad relativa
del 60,8 + 2,8% (dia) y temperatura de 20,9 £+ 0,3°C y humedad relativa del 77,2 + 2,4%

(noche), fijando un periodo dia/noche de 16/8 horas.

Se emplearon macetas con una capacidad de 240 g de suelo (previamente tamizado a
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2mm) o mezcla suelo-biocarbén. Las semillas de altramuz se colocaron en placas de
petri con papel himedo en cdmara a 25°C y oscuridad durante 3 dias previos a la
plantacién, para estimular su germinacion. Posteriormente, se sembraron 2 semillas
por maceta y una vez germinadas se eliminé una de ellas. Las macetas se colocaron
sobre una mesa, distribuidas en cinco bandejas (Figura 2) y cada dos dias se procedia a

la rotacidn de estas bandejas para evitar la influencia de la variabilidad microclimatica.

Figura 2. Aspecto de las 5 bandejas de macetas en la cdmara de cultivo.

Se realizd un diseio factorial (Tabla 2) con 2 tipos de biocarbdn y dos fuentes de Fe,
con 5 repeticiones por tratamiento. Las fuentes de Fe ensayadas fueron: una inorgdnica
en forma de sulfato ferroso (SUL) y otra organica en forma de quelato (FE-EDDHA, ED),
ambas utilizadas en la practica agricola. Estas se combinaron con los dos tipos de

biocarbon ensayados: BPO y BAP, manteniendo tratamientos control (sin Fe).
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Tabla 2. Disefio factorial.

BIOCARBON SULFATO
TRATAMIENTO | SUELO QUELATO DE HIERRO
BPO BAP FERROSO
S X
S+ED X X
S+BPO X X
S+BAP X X
S+SUL X X
S+BPO+ED X X X
S+BAP+ED X X X
S+BPO+SUL X X X
S+BAP+SUL X X X

Inicialmente, la humedad del suelo se ajustd hasta alcanzar el 75% de la capacidad de
campo del suelo y ésta se mantuvo durante el ciclo de cultivo con riegos diarios,
registrando ademas el peso de cada maceta para obtener la evapotranspiracion total
del cultivo a lo largo del experimento. Esta variable se calculé como la suma de la
pérdida de agua por maceta (debidas a evaporacion y transpiracion de las plantas).
Ademds, a lo largo del ciclo de cultivo se realizaron estimaciones periddicas de clorofila

mediante SPAD (Minolta SPAD-502).

Durante el ciclo de cultivo, se aplicd una fertilizacion mineral a todos los tratamientos
con el objetivo de mantener el resto de nutrientes en el rango dptimo, suministrando
un total de 25 ml (fraccionados mediante aplicaciones semanales) de una solucion
nutritiva Hoagland completa (sin Fe). La aplicacién del Fe-EDDHA también se fracciond
durante el ciclo de cultivo, suministrando un total de 10 ml de una disolucién 25 mM.
La aplicacion del sulfato ferroso (FeS0O,.7H,0) se efectud sobre el suelo seco (con la
ayuda de un pulverizador para asegurar un reparto homogéneo hasta alcanzar una
dosis de aplicacién de 0,3 g Fe kg™ suelo). Las dosis aplicadas de las distintas formas de
Fe (ED y SUL), la fertilizacién mineral y los biocarbones se basaron en experiencias

previas realizadas con altramuz.
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Al final del experimento se determind el contenido de clorofila con el objetivo de
validar las medidas de SPAD en laboratorio. Para ello se colocd una porcién de hoja
(peso y area conocida) en etanol durante 24 h en oscuridad. En el extracto obtenido se
midieron la clorofila a y b a 663 y 645 nm, respectivamente, con un espectrofotometro
Perkin-Elmer Lambda 3. El contenido total de clorofila se expresé en pg cm™ segun el

método descrito por Wintermans y de Mots (1965).

La cosecha del cultivo se realizo el 24 de Abril de 2013. En la cosecha de la parte aérea,
las plantas se separaron en hojas y tallo, y se obtuvo el peso fresco por maceta. Se
escanearon todas las hojas para calcular el area foliar. Posteriormente, las muestras de
tallos y hojas se colocaron en sobres individuales y se llevaron a una estufa donde se
secaron a 70°C durante una semana, para asi obtener el peso seco y poder determinar

después el area foliar especifica (calculada como la relacion area/peso hoja).

Por ultimo, la determinacién del hierro disponible en el suelo se evalué mediante una
extraccién con DTPA (4cido dietilentriaminpentacético) segun el método de Lindsay y
Norvell (1978) mediante espectrofotometria de absorciéon atémica (Perkin Elmer

AAnalyst 200 AAS).

2.4. Analisis estadistico

Los resultados quedan expuestos como valores medios de las réplicas £ desviaciéon
estandar correspondientes a cada tratamiento. Mediante un analisis de la varianza de
dos factores (TIPO DE BIOCARBON Y FUENTE DE Fe) se analizaron los datos. Para la
realizacién de los andlisis estadisticos se utilizd el programa STATISTICA™ (versidn 8,

StatSoft™).
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3. Resultados y Discusion

El estudio estadistico de las variables evaluadas durante el experimento mostrd los

siguientes resultados (Tabla 3).

Tabla 3. Resumen de los resultados ANOVA para las distintas variables. SLA: area foliar especifica, CE:

conductividad eléctrica, +: aumento, -: disminucidn, *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, NS: no

significativo.
FUENTE DE
BLE B BON (B B
VARIA HIERRO (Fe) IOCARBON (B) Fex
EVAPOTRANSPIRACION +* NS NS
SLA Kk NS NS
VARIABLES CLOROFILA +**k $REK * %k
FOLIARES AREA FOLIAR +* L *x
N2 HOJAS NS NS NS
HOJA 4Kk % L NS
PESO SECO TALLO FRHK NS NS
PARTE AEREA R R NS
DH _kkok _k ok *
OTRAS . -
VARIABLES g + NS
Fe-DTPA L _x *

3.1. Efecto de la fertilizacion con hierro

La adicidn al suelo de fuentes de Fe, tanto en forma de quelato (ED) como de sulfato
(SUL), provocaron un aumento de la evapotranspiracion, de la biomasa de la parte
aérea (Figura 3.1), del peso seco de hoja (Figura 3.2) y tallo, del contenido de clorofila
en hoja (Figura 3.3) y del 4rea foliar (Figura 3.4). Por el contrario, disminuyd el area

foliar especifica (SLA, Figura 3.5).
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El aumento observado con la adicién de Fe del peso seco de la parte aérea (biomasa de
la planta, soélo se indica la parte aérea pero debemos suponer que en la raiz ocurre
igual) y de la evapotranspiracién, debe de relacionarse con un mejor desarrollo y
crecimiento de la planta al corregir la deficiencia de Fe del suelo sin enmendar. Cabe
recordar que el Fe participa en la sintesis de clorofila, por lo que la deficiencia de este
elemento en la planta se manifiesta con el sintoma conocido como clorosis férrica
(donde la planta presenta una amarillez, que comienza en las hojas nuevas), tal y como
se presenta en la Figura 4, limitando el desarrollo del cultivo. Ademas, se observé un
aumento del drea foliar y de la biomasa de la planta con la adicién de Fe, siendo

evidencias de que la productividad aumentd.

Figura 4. Clorosis férrica en altramuz.

La adicion de Fe provocd que las hojas tuvieran una menor area foliar especifica (SLA,
Figura 3.5), determinado principalmente por una mayor densidad de las hojas (mayor
contenido de materia seca) y mayor grosor de la hoja. Este incremento en el grosor y la
densidad del tejido foliar puede ser debido a un aumento en el parénquima en
empalizada (Hamilton et al. 1991), ya que este tejido se compone de células muy

empaquetadas y presenta una relacién positiva con la densidad y grosor de la hoja
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(Villar et al. 2013). Este incremento en parénquima en empalizada estaria asociado al
aumento en concentracion de clorofila observado en nuestro estudio, y con la tasa de

fotosintesis y el crecimiento de la planta.

No existen muchos trabajos que evalien la influencia del Fe sobre SLA y sus
componentes. En la revision de Poorter et al. (2009) sobre los factores que afectan a
SLA, se concluye que una disminucién fuerte de nutrientes estd relacionada con una
disminuciéon de SLA, que seria lo contrario a lo que se ha encontrado en nuestro
estudio. Sin embargo, es de destacar que la mayoria de los estudios realizados se
centran en la limitacién de Ny P y, por tanto, los resultados del efecto de la limitacién
de nutrientes sobre SLA, puede diferir dependiendo del tipo de nutriente. Es
importante sefialar que en la revisién de Poorter et al. (2009) se comenta también que
el efecto de los nutrientes sobre SLA es principalmente a través de un cambio en la
densidad de los tejidos, como de hecho aparece en nuestro estudio. En los pocos
trabajos sobre este tema, destaca el estudio de Géransson (1993) sobre los efectos de
la limitacién de Fe sobre el crecimiento y sus componentes en plantulas de abedul
(Betula pendul, R.). En su trabajo, concluye que la limitacién de Fe, hace crecer a las
plantas a una menor velocidad y tiene el efecto de aumentar el SLA, por lo tanto, al

anadir Fe al suelo, el SLA disminuye tal y como hemos visto en nuestro estudio.

Respecto a las propiedades del suelo evaluadas, la adicién de SUL provocé un ligero
descenso del pH del suelo (Figura 3.6) y un aumento significativo de la CE (Figura 3.7)
debido a la naturaleza de dicho fertilizante; asi como un aumento del Fe disponible
para la planta (Figura 3.8). La acidificacidn del suelo es algo favorable debido a que las
formas oxidadas de Fe en suelos calcareos son poco solubles a pH elevado, causando

la no disponibilidad de este elemento.
El contenido de Fe, determinado mediante DTPA, sufrid un gran aumento cuando se

afiadié SUL al suelo, encontrandose valores préximos a 16 mg kg™, siendo éstos del

orden de unas ocho veces mayor con respecto al suelo control y al suelo con ED.
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3.2. Efecto de la adicion de biocarbon

Con la adicién de biocarbdn aumentd el peso de la parte aérea y de la hoja,
especialmente con BPO (Figuras 3.1 y 3.2). Por otro lado, la adicién de BPO también
provocdé un aumento significativo de la estimacién del contenido de clorofila en hoja
(unidades SPAD) respecto al control, aunque el BAP no lo hizo (Figura 3.3) y también
aumenté el area foliar (Figura 3.4). El aumento en estas dos ultimas variables se vio

reforzado cuando se combind biocarbdn con fuentes de Fe.
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Figura 3.1. Peso seco (valor medio + error estandar) de la parte aérea de las plantas cultivadas en los
suelos control (sin Fe), BPO y BAP; en el suelo fertilizado con Fe-EDDHA (ED), en su combinacién con los
biocarbones (BPO+ED, BAP+ED); y en el suelo con sulfato ferroso (SUL), en su combinacién con los

biocarbones (BPO+SUL, BAP+SUL).

El aumento observado con la adicion de BPO del peso seco total de la parte aérea
(Figura 3.1) y del peso seco de hoja (Figura 3.2) puede indicar que la planta invierte
mas energia en producir hojas, sin olvidar que la parte aérea del altramuz estd

compuesta en su mayoria por hojas (Figura 5).
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Figura 3.2. Peso seco (valor medio + error estandar) de las hojas de las plantas cultivadas en los suelos
control (sin Fe), BPO y BAP; en el suelo fertilizado con Fe-EDDHA (ED), en su combinacién con los

biocarbones (BPO+ED, BAP+ED); y en el suelo con sulfato ferroso (SUL), en su combinacién con los

biocarbones (BPO+SUL, BAP+SUL).

Figura 5. Plantas de altramuz con BPO Y SUL el dia de la cosecha del cultivo.
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Figura 3.3. Estimacion de la clorofila de las hojas (unidades SPAD) (valor medio * error estandar) de las
plantas cultivadas en lo suelos control (sin Fe), BPO y BAP; en el suelo fertilizado con Fe-EDDHA (ED), en
su combinacion con los biocarbones (BPO+ED, BAP+ED); y en el suelo con sulfato ferroso (SUL), en su

combinacidn con los biocarbones (BPO+SUL, BAP+SUL).

En cuanto a la estimacidon del contenido de clorofila en hoja, la Figura 3.3 muestra que
la enmienda del suelo con BPO produjo un aumento del valor del SPAD, que era
intermedio entre el control y los fertilizantes de Fe (ED o SUL). La combinacién de BPO
con cualquiera de las dos fuentes de Fe estudiadas incrementd ligeramente los valores

SPAD obtenidos en las plantas fertilizadas con Fe.
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Figura 3.4. Area foliar (valor medio * error estandar) de las plantas cultivadas en los suelos control (sin
Fe), BPO y BAP; en el suelo fertilizado con Fe-EDDHA (ED), en su combinacién con los biocarbones
(BPO+ED, BAP+ED); y en el suelo con sulfato ferroso (SUL), en su combinacion con los biocarbones

(BPO+SUL, BAP+SUL).

Con respecto al area foliar (Figura 3.4), se observo que con la aplicacion de BPO y BAP
al suelo aumentaron significativamente los valores de area foliar respecto al control, de
tal forma que se pueden ordenar (BO<BAP<BPO). La mezcla de BPO y las fuentes de Fe
(ED y SUL) aumentaron el drea foliar respecto a los sustratos que solamente recibieron
ED o SUL. Sin embargo, la mezcla de BAP sélo produjo mayor area foliar cuando se

mezcld con la fuente de hierro SUL.
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Figura 3.5. Area foliar especifica (SLA, valor medio * error estandar) de las plantas cultivadas en los
suelos control (sin Fe), BPO y BAP; en el suelo fertilizado con Fe-EDDHA (ED), en su combinacién con los
biocarbones (BPO+ED, BAP+ED); y en el suelo con sulfato ferroso (SUL), en su combinacién con los

biocarbones (BPO+SUL, BAP+SUL).

El area foliar especifica disminuyd al aumentar la disponibilidad de Fe en suelo (ED y
SUL) o su combinacidon con los biocarbones (Figura 3.5). Sin embargo, el efecto de los
biocarbones sobre SLA no fue tan significativo como el observado sobre el area foliar.
Unicamente cuando los biocarbones se combinaron con SUL, el SLA aumentd respecto

a las plantas cultivadas en el suelo fertilizado solamente con SUL.

Los aumentos observados en el drea foliar y en los pesos secos de hoja y biomasa
aérea indican un efecto beneficioso de la adicién de biocarbén sobre el cultivo de
altramuz. En las condiciones ensayadas de deficiencia de Fe, los biocarbones
(especialmente BPO) aumentaron el contenido de clorofila en hoja. Sin embargo, este

aumento fue por lo general inferior al producido por la adicién de Fe (ED y SUL).
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Figura 3.6. Valores de pH (valor medio * error estandar) en los suelos control (sin Fe), BPO y BAP; en el
suelo fertilizado con Fe-EDDHA (ED), en su combinacién con los biocarbones (BPO+ED, BAP+ED); y en el

suelo con sulfato ferroso (SUL), en su combinacion con los biocarbones (BPO+SUL, BAP+SUL).

La sola adicién de BAP disminuyé ligeramente el pH del suelo, aunque no se
observaron diferencias significativas entre el suelo con la adicion de BPO y el suelo
control (Figura 3.6). Cuando se combiné BAP con SUL la disminucién del pH fue mas
pronunciada. Cabe recordar que la adicion al suelo de SUL, por si misma, disminuye el

pH.
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Figura 3.7. Conductividad eléctrica (valor medio * error estandar) en las muestras de suelo control (sin
Fe), BPO y BAP; en el suelo fertilizado con Fe-EDDHA (ED), en su combinacién con los biocarbones
(BPO+ED, BAP+ED); y en el suelo con sulfato ferroso (SUL), en su combinacién con los biocarbones

(BPO+SUL, BAP+SUL).

La aplicacién de biocarboén al suelo no influyé de forma significativa en la CE (Figura
3.7). Asi, la combinacién de BAP con ED produjo una disminucién de la CE, mientras

qgue BAP con SUL la aumenté (en ambos casos de forma ligera).
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Figura 3.8. Cantidad de Fe disponible (valor medio * error estandar) en los suelos control (sin Fe), BPO,
BAP; en el suelo fertilizado con Fe-EDDHA (ED), en su combinaciéon con los biocarbones (BPO+ED,
BAP+ED); y en el suelo con sulfato ferroso (SUL), en su combinacidn con los biocarbones (BPO+SUL,

BAP+SUL).

Al igual que se expuso anteriormente, los valores mas altos de Fe disponible del suelo
se observaron con la adicion de SUL. La sola adicion de biocarbdn o su combinacion
con fuentes de Fe no ejercié efectos significativos sobre el contenido de Fe asimilable

por la planta, medido como Fe extraible en DTPA (Figura 3.8).

Es bien conocido que la adicién de biocarbén disminuye la densidad aparente del suelo
y aumenta la capacidad de retenciéon de agua, aspectos que pueden mejorar la
produccion (Shackley y Sohi 2010; Sohi et al. 2010; Karhu et al. 2011). Con caracter
general, no se debe olvidar que el aumento en producciéon no tiene porqué ser

consecuencia directa de un aumento en el contenido de nutrientes en el suelo, sino de
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un aumento en la disponibilidad de estos para la planta (Lehmann et al. 2003; Sohi et

al. 2009; Hossain et al. 2010).

Comparando los biocarbones entre si, el biocarbdon que proporcioné un aumento en la
produccion del cultivo fue BPO, que ocasioné aumentos en variables de crecimiento y
en el area foliar. Es importante recordar que BPO presenta un contenido mas alto en
macronutrientes que BAP (ver tabla 1 del apartado 2.2). Ademds, BPO tiene mayor CIC

gue BAP, lo que favorece la retencién de nutrientes.

La adicidn de las fuentes de Fe ensayadas tiene ciertos inconvenientes. En el caso de
ED, el efecto es temporal, tiene un alto coste de aplicacion y la necesidad de ser
aplicado varias veces a lo largo del cultivo. En el caso de SUL el coste no es tan alto

pero la eficacia disminuye al ser aplicado en superficie.

En condiciones de deficiencia de Fe en el suelo, la adicidon de biocarbdn puede aportar
beneficios extra al uso de fertilizantes de Fe e incluso reducir la cantidad empleada. El
biocarbdn sélo requiere de una aplicacion, ya que tiene una extraordinaria persistencia
en el suelo. Adema3s, otra ventaja es la mejora de la fertilidad del suelo, asi como la
mitigacion de efectos del cambio climatico y reduccion de emisiones de gases de efecto

invernadero.

4. Conclusion

La adicién de BPO al suelo aumentd algunas de las variables medidas de produccién en

altramuz (peso seco parte aérea, hoja y SPAD) con respecto al control o la aplicacion de

BAP.

Las fuentes de Fe (ED y SUL) también mejoraron estas variables, proporcionando Fe

asimilable para la planta y corrigiendo la deficiencia de este micronutriente.
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El biocarbdn por si solo no fue capaz de corregir por completo la severa deficiencia de
Fe mostrada en el suelo ensayado. Sin embargo, la adicion de BPO logré paliar en gran
medida su efecto depresor sobre el crecimiento de altramuz. Ademas, la combinacion
de este biocarbén con ED o SUL provocé un rendimiento superior (evaluado en peso

seco de biomasa aérea) a la sola aplicacion de Fe.
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