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ACTIVIDAD ENZIMATICA DE UN SUELO DE ORIGEN VOLCANICO EN
PRESENCIA DE LOMBRICES Y BIOCARBON.

ENZYMATIC ACTIVITY OF A SOIL OF VOLCANIC ORIGIN IN THE PRESENCE
OF WORMS AND BIOCHAR.

Palabras clave: Aporrectodea caliginosa, carbono, nitrogeno, bioquimica de

suelos.

RESUMEN

Los suelos, esenciales para el bienestar humano y ecosistémico, enfrentan
amenazas como la compactacion y pérdida de diversidad. Las lombrices de tierra
desempefian un papel clave en el equilibrio del suelo, influyendo en la biodiversidad
y procesos biogeoquimicos. Este estudio analiza como la presencia de lombrices y
biocarbén afecta la actividad enzimatica del suelo. Utilizando un mesocosmo con
cuatro tratamientos (suelo control, suelo con biocarbén, suelo con lombrices, y suelo
con lombrices y biocarbon), se evaluaron diez enzimas importantes para la calidad
ambiental y agrondmica. Los resultados indicaron que la combinacion de biocarbén
y lombrices aumenté significativamente la actividad de las enzimas proteasa y
glucosidasa, mejorando la descomposicion de la materia organica y la disponibilidad
de nutrientes. Se destaca que el biocarbén con sus propiedades beneficiosas como
alta recalcitrancia y pH alcalino, puede complementar los efectos positivos de las
lombrices, aunque las interacciones bioldégicas aun son poco comprendidas. En
conclusion, este estudio demuestra que el uso combinado de lombrices y biocarbén

podria ser una estrategia efectiva para mejorar la calidad del suelo.

SUMMARY

Soils, essential for human and ecosystem well-being, face threats such as
compaction and loss of diversity. Earthworms play a key role in soil balance,
influencing biodiversity and biogeochemical processes. This study analyzes how the

presence of earthworms and biochar affects soil enzymatic activity. Using a



mesocosm with four treatments (control soil, soil with biochar, soil with earthworms,
and soil with both), ten enzymes important for environmental and agronomic quality
were evaluated. The results indicated that the combination of biochar and
earthworms significantly increased the activity of protease and glucosidase
enzymes, enhancing organic matter decomposition and nutrient availability. The
discussion highlights that biochar, with its beneficial properties such as high
recalcitrance and alkaline pH, can complement the positive effects of earthworms,
although the biological interactions are still poorly understood. This study shows that
the combined use of earthworms and biochar could be an effective strategy to

improve soil quality.

INTRODUCCION

Los suelos cumplen una funcion primordial para satisfacer las necesidades
humanas y ecosistémicas. Los servicios que proporciona estan directamente
relacionados con el bienestar humano, alcanzado dimensiones sociales, ecoldgicas,
econdmicas, culturales y espirituales (Li et al., 2023). Existen diversos factores
humanos y naturales que provocan diferentes procesos erosivos en el suelo.
Algunos de estos son la compactacion, acidificacion, salinizacidon, pérdida de
carbono organico y diversidad, generando la pérdida de su capacidad de proveer
servicios ecosistémicos, como alimentos y agua limpia, amenazando la estabilidad
de los precios y el acceso a alimentos, desencadenando un aumento de la
inseguridad alimentaria y la pobreza de millones de personas alrededor del mundo
(IPCC, 2019). Para que el suelo pueda cumplir sus funciones debe presentar un
correcto equilibrio entre las diversas especies de la cadena trofica que lo habitan,
permitiendo un adecuado funcionamiento del ciclo biogeoquimico (Lazarova et al.,
2021). Las lombrices son un gran promotor de la biodiversidad del suelo y su salud,
siendo los invertebrados mas importantes en el proceso de descomposiciéon vy
reciclaje de la materia organica (Edwards y Arancon, 2022; Wang et al., 2022),
poseen la capacidad de modificar caracteristicas fisicas (estructura de los
agregados y la porosidad), quimicas (ciclo de nutrientes) y bioldgicas del suelo
(Edwards, 2004; Wang et al., 2022). Respecto a los efectos que presentan las



lombrices sobre las caracteristicas bioldgicas del suelo, se ha demostrado que
impactan directamente en la distribucion, diversidad y cantidad de microorganismos,
dado que, las exudaciones de las lombrices quedan alojadas en las paredes de las
madrigueras, siendo un ambiente propicio para el desarrollo de microbios al igual
que las deposiciones, que son considerados “hotspot” debido a su alto contenido de
carbono y por lo general presentan mayor actividad enzimatica que el suelo
circundante. Esto aumenta la actividad enzimatica celular y extracelular en el suelo,
lo que en la mayoria de los casos provoca un aumento de los nutrientes disponibles
y mejor calidad del suelo (Blouin et al., 2013; Lemtiri et al., 2014; Jouni et al., 2023).

El biocarbon podria ser utilizado como una estrategia complementaria a los
efectos que posee la lombriz sobre la biologia del habitat. Este
material muestra cualidades diferenciadoras con respecto a los
carbones minerales, ya que, presenta una menor relaciéon O/C dado que se produce
a través de procesos de pirdlisis de biomasa en condiciones anaerobias que
superan los 300 °C de temperatura y pueden alcanzar hasta 700°C. Es ademas
altamente recalcitrante (resiste oxidaciones quimicas y biolégicas) por lo que puede
permanecer durante muchos afos en el suelo sin movilizarse y presenta
pH normalmente alcalino (Lehmann et al., 2006). Se han demostrado numerosas
ventajas que este puede entregar al suelo dependiendo de la materia prima y el
procedimiento utilizado, como mejorar la fertilidad, la estructura de los poros,
la estabilizacion del pH, mejorar la capacidad de intercambio catidnico, entre otras
cualidades fisicoquimicas benéficas, pero poco se sabe sobre las interacciones o la
influencia que pueden presentar los factores biolégicos sobre las particulas
de biocarbon (Escalante et al., 2016; Sanchez-Hernandez et al., 2019).

Algunos biocarbones pueden adsorber diferentes tipos de compuestos dada
su gran superficie especifica, tales como compuestos toxicos o0 enzimas
extracelulares producidas por organismos o0 microorganismos. Cuando
el biocarbén se encuentra con alto contenido enzimatico y con una gran carga
bacteriana entonces se dice que es un carbon activado, pero para que esto ocurra
dependera de factores como el tipo de biomasa utilizado como materia prima,

duracion de la incubacion del biocarbén en el suelo, tipos de enzimas y el tipo de



suelo (Sharma et al., 2023)

Es por esto que el presente estudio busca comprender los efectos que tiene la
interaccion de las lombrices y biocarbdn sobre parametros biolégicos del suelo, en
particular sobre enzimas de importancia ambiental y agrondmica, contribuyendo a
la implementacion de estrategias que permitan remediar y/o mejorar la calidad de

los suelos.

MATERIALES Y METODOS

Diseino experimental

Consiste en un mesocosmos de 4 tratamientos incubados durante 4 semanas en
macetas ubicadas a campo abierto en la Estacion Experimental El Nogal de la
Universidad de Concepcion, campus Chillan, region de Nuble, Chile. Los
tratamientos estan individualizados en la Tabla 1, siendo todos los tratamientos
realizados con 3 repeticiones.

Tabla 1. Disefio experimental del ensayo.

Tratamiento Sigla Descripcion
Suelo control C Suelo
Suelo con biocarbon B Suelo + 1% biocarboén
Suelo con lombrices L Suelo + 30 lombrices
Suelo con biocarbén y lombrices B+L  Suelo + 1% biocarbén + 30 lombrices

Caracterizacion de suelo

Suelo correspondiente al orden Andisol de la serie Arrayan, derivado de cenizas
volcanicas modernas, de textura franco-arcillosa. Su clasificacion pertenece a
Medial, amorphic, thermic Humic Haploxerands (Stolpe, 2006). Suelo recolectado
en la Estacion Experimental El Nogal de la Universidad de Concepcion, campus
Chillan (36°35'52.6"S 72°04'55.0"W). Presenta un pH de 6,38, materia organica de
6,05%, suma de bases de 14,5 cmol Kg', el contenido de nitrégeno (N) disponible
es de 9,8 cmol Kg™, fosforo (P) intercambiable de 34,6 cmol Kg' y potasio (K)
intercambiable de 1,9 cmol Kg™'. Los analisis fueron realizados en el Laboratorio de

Andlisis de Suelos y Plantas de la Universidad de Concepcion de acuerdo con la



metodologia para suelos de Sadzawka et al. (2006).

Caracterizacion del biocarbén

Elaborado a partir de aciculas de pino recolectadas de predios forestales de la
regién de Nuble y Biobio, pirolizadas a 600 °C durante 90 minutos en una mufla
marca Nabertherm LE/11/R7 en el Laboratorio de Materiales Carbonosos,
Universidad de Concepcion, Campus Chillan.

pH

La medicion del pH se llevé a cabo siguiendo el protocolo TMECC04.111, basado
en meétodos de ensayo para compost. Este protocolo utiliza el método electrométrico
para determinar el pH en materiales solidos (Sadzawka R. A et al., 2005)
Conductividad eléctrica

La determinacion se llevo a cabo segun Sadzawka et al. (2005). En este método, la
muestra tamizada y humeda se mezcla con agua en una proporcion 1:5. La
suspension resultante se centrifuga y la conductividad eléctrica se mide en el
extracto.

Material volatil

La determinacion de material volatil se realizé mediante el protocolo UNE-EN ISO
18123 aplicable para biocombustibles sélidos, en el cual una muestra de 0,1 g del
tratamiento es sometida en un horno a una temperatura de 900° durante 7 minutos
y posteriormente mediante calculos entre la diferencia de su soporte frio y caliente,
mas la diferencia de peso de antes y después del golpe térmico, se calcula el
porcentaje (AENOR, 2016).

Contenido de cenizas

Se realiz6 utilizando el protocolo UNE-EN ISO 18122 de abril de 2016, aplicable a
pellets de biomasa forestal y madera. Este procedimiento implica realizar
determinaciones duplicadas en un corto periodo de tiempo en el mismo laboratorio.
Se coloca 1 g de muestra en un plato previamente tratado a 500°C durante 60
minutos, registrando sus pesos antes y después del tratamiento. La muestra y el
plato se colocan en un horno, donde la temperatura se incrementa de 250°C a
550°C y se mantiene a esta ultima temperatura durante 60 minutos. Luego, se

registran los pesos y se calcula el contenido de cenizas (AENOR, 2015).



Carbono, hidrégeno y nitrégeno

La determinacién elemental de carbono, hidrogeno y nitrégeno fue realizada en un
equipo analizador elemental marca Leco CHN 628, siguiendo protocolo del manual
del equipo para medicion en muestras solidas y utilizando método Leco para la
determinacion carbono, hidrogeno y nitrdgeno en biomasa y carbones. La curva de
calibracion fue realizada con un material de referencia certificado EDTA y COAL.

Cada muestra fue analizada por triplicado.

Lombrices

Las lombrices utilizadas en este experimento corresponden a individuos adultos con
clitelo desarrollado de la especie Aporrectodea caliginosa (Savigny), fueron
recolectadas 200 unidades a mano y almacenadas en una caja de 1 m? llena del
mismo suelo de donde se extrajeron dos semanas antes del establecimiento del
ensayo en las dependencias de la Universidad de Concepcién, Campus Chillan, y
fueron identificadas usando las claves taxondmicas descritas por Hendrix (1995).
Esta especie tiene una gran incidencia sobre la actividad microbiana y enzimatica
del suelo dado que es una lombriz enddgea y una de las mas habituales en suelos
agricolas (Lipiec et al., 2016). Los huevos fueron identificados usando las claves
taxondmicas descritas por Sims y Gerard (1985), donde se hace mencién al aspecto
blanco o amarillo opaco, con un tamafo de entre 2 y 4 mm fueron y formas semi
ovaladas.

Establecimiento de ensayo

Se realizé un ensayo experimental en mesocosmos para 4 tratamientos (Tabla 1;
C, B, L y B+L) con 3 repeticiones cada uno en macetas plasticas con capacidad de
6 L, previamente agujereadas (0,3 mm de diametro) en el fondo para evitar
anegamiento de agua. Cada maceta contenia 3 Kg de suelo previamente tamizado
a 2 mm. Se le depositd en la superficie una dosis de 1% (p/p) de biocarbdn para los
tratamientos B y B+L, 30 lombrices adultas de la especie Aporrectodea caliginosa
fueron adicionadas a los tratamientos L y B+L. Las lombrices habian sido
previamente colectadas a mano desde el mismo sitio experimental a 20 cm de
profundidad y fueron mantenidas en suelo humedo en oscuridad a 20 °C durante 2

semanas hasta su uso. En el sitio experimental, se dispusieron las macetas con sus



respectivos tratamientos en una superficie de 12 m?, enterrandolas de manera que
quedaran 20 cm de borde expuesto sobre la superficie. De la superficie contigua a
cada maceta, se extrajo una lamina de 1 cm de profundidad con vegetacién (pradera
natural) para cubrir el suelo superficial de cada maceta. Los tratamientos fueron
incubados en campo por 4 semanas. Durante este periodo de incubacion en Chillan,
se registraron 112 mm de precipitaciones, con temperaturas promedio de 14,2 °C
para las maximas y 5,4 °C para las minimas.

Numero de lombrices

Al finalizar el periodo de incubacidén se realizé el conteo de individuos adultos,
juveniles y huevos, vertiendo 100 g del contenido de la maceta en una bandeja y
manualmente se retiraron las lombrices y huevos encontrados depositandolos en
placas Petri.

Materia organica

Se analizé de acuerdo con el protocolo descrito por Sadzawka et al. (2006). La
muestra se seco en una estufa a 105 °C durante 2 horas. Tras este secado, se
calent6 en una mufla a 550 °C manteniéndola durante 2 horas y luego se dejo enfriar
en un desecador hasta que alcanzé la temperatura ambiente y se pesé nuevamente.
Con los datos registrados se calculo utilizando la siguiente ecuacion (Ec. 1).
Materia organica (%) = 100 x (A-B/A-C) x Fhsuelo (EC. 1)

Donde A es la masa del suelo seco a 40 °C mas el recipiente, B es la masa del
residuo de calcinacién mas el recipiente, C es la masa del recipiente, y Fhsuelo €s €l
factor de correccion por humedad.

Carbono total

Se utilizé el protocolo descrito por Nelson y Sommers, (2018). Las muestras fueron
acondicionadas previo a la lectura en el equipo, secandolas a temperatura
ambiente, posteriormente, trituradas en mortero y tamizadas a 2 mm. Luego, se
introdujeron las muestras en tubos Eppendof a un equipo de analisis Dumas por
combustién seca marca Leco Truspec micro para obtener los datos de carbono total.
Respiraciéon microbiana del suelo

Después de la incubacion en campo, se introdujeron 25 g de muestra de suelo de

cada unidad experimental, se acondicionaron al 60 % del espacio poroso lleno de



agua (WFPS, por sus siglas en inglés) en tubos Falcon de 50 mL con tapones con
septo de goma para muestreo de gas. Las emisiones de CO:2 se analizaron mediante
espectroscopia infrarroja utilizando un analizador de gas CO2 (Li-820, LI-COR
Bioscience, Shelton, CT, EE. UU.) los dias 1, 3, 5y 7. Los datos obtenidos fueron
analizados mediante un modelo de interpolacion lineal definido por la ecuacién: y =
ax+B. En la ecuacion y representa las emisiones por dia, x representa a los dias, a
es la razon de cambio entre dos periodos de tiempo consecutivos y 3 corresponde
a la interseccién. La emision total de gas (flujo acumulado) se obtuvo a partir de la
suma de las emisiones de dos fechas consecutivas desde el dia 1 hasta el dia 7.
Actividad enzimatica

De las muestras de suelo sometidas a incubacion, se extrajeron al final del periodo
muestras de suelo que fueron almacenadas a 4 °C hasta su analisis,
determinandose las siguientes enzimas:

Carboxilesterasa. Se midio en suspensiones de agua-suelo mediante la incubacién
de alicuotas (200 uL) durante 15 minutos (a 20 °C y en la oscuridad) en tubos
Eppendorf® de 1,5 mL que contenian 375 uL de un buffer de Tris-HCI 0,1 M (pH >
8,0) y 20 uL de 4-nitrofenil butirato (2 mM, concentracién final). La reaccion se
detuvo agregando 250 uL de una solucidon que contenia 2 % (p/v) de laurilsulfato
sdédico y 2 % (p/v) de tris (hidroximetil) aminometano. Los tubos se centrifugaron a
10.000 rpm durante 1 minuto, y los sobrenadantes (250 uL) se vertieron en placas
microplates planas de 96 pozos La absorbancia se leyd a 405 nm utilizando un lector
de placas microplates BioTek® (BioTek Instruments, Inc., Highland Park, Winooski,
VT, EE. UU.). La actividad enzimatica se expres6 en umol de nitrofenolato formado
por hora y gramo de suelo seco. Para corregir la adsorcion del producto de reaccion
a las particulas de suelo se construyeron curvas de calibracion con concentraciones
en serie de 4-nitrofenol, que se anadieron a tubos Eppendorf® que contenian buffer
Tris y suelo. Por ultimo, se tomaron medidas enzimaticas de cada muestra en tres
repeticiones, y se ajusto la absorcion de la muestra teniendo en cuenta la absorcion
de fondo generada por el control que no contenia sustrato (Sanchez-Hernandez et
al., 2021).

Catalasa. Se determin6 a partir del método de Trasar-Cepeda et al. (1999). Se



prepararon suspensiones de suelo-agua mezclando 0,5 g de suelo humedo con 8
mL de agua destilada por 30 minutos en un mezclador rotativo. Luego la reaccion
se inici6 agregando 1 mL de H202 al 0,3 % (p/v), y los tubos se incubaron por 15
minutos a una temperatura de 20 °C aproximadamente. La reacciéon se detuvo
agregando 1 mL de H2SOs4 al 3 M. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a
4500 x g durante 10 minutos a 10 °C, y el H202 residual se someti6 a
descomposicién con una solucion que contenia 110 mM de tampdn de fosfato de
sodio (pH = 7,4), 30 mM de 4-aminoantipirina, 5,3 % de fenol y 1,2 U mL" de
peroxidasa tipo-l de rabano picante (5 KU, Sigma-Aldrich, Madrid). El producto
coloreado se ley6 a 505 nm, y la actividad de la catalasa se expresé en pmoles
(Sanchez-Hernandez et al., 2017).

Deshidrogenasa. Se midio de acuerdo con el método desarrollado por von Mersi y
Schinner, (1991), utilizando cloruro de iodonitrotetrazolio como aceptor de
electrones. La formacion de formazan de iodonitrotetrazolio reducido (INTF) se
determiné espectrofotométricamente luego de una reaccion durante 60 minutos a
40 °C, y los resultados se expresaron como umoles de INTF por hora y gramo de
suelo seco (Sanchez-Hernandez et al., 2017).

Fosfatasa acida. Se realiz6 siguiendo el método de Popova y Deng, (2010) en un
medio de reaccién que contenia 100 yL de suspension suelo-agua, 100 yL de agua
destilada y 50 ul de los sustratos respectivos (fosfato de 4-nitrofenilo o 4-nitrofenil
B-D-glucanopiranésido; 5 mM de concentracion final) previamente fueron disueltos
en un tampodn universal modificado de 20 mM (pH = 6,5). Después de una agitacion
continua durante 4 horas a 20 °C aproximadamente, las microplacas se
centrifugaron (2.500 x g, 10 °C y 10 minutos), y se transfirieron 150 uyL de
sobrenadante a microplacas nuevas. El 4-nitrofenol formado se leyd
inmediatamente (< 1 min) a 405 nm después de la adicién de 75 yL de NaOH 0,5 M
a los pocillos. Se realizaron curvas de calibracién estandar con 4-nitrofenol (5 — 100
nmol mL — 1) para fines de referencia (Sanchez-Hernandez et al., 2017).
Fosfodiesterasa. Se utilizd6 el procedimiento descrito por Acosta-Martinez vy
Tabatabai (2011). Se verti6 1 g de suelo tamizado (£ 2 mm) en un matraz

Erlenmeyer de 25 mL y se anadié 2 mL de tolueno, 4 mL de tampon THAM a pH
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igual a 8,0 y 1 mL de solucién BPNP. Se agita para mezclar, posteriormente se tapo
y se incubo a 37 °C. Luego de 1 hora se retir6 el tampodn y se afadio a la soluciéon
1 mL CaCl20,5 M y 4 mL de solucion extractante THAM-NaOH (pH = 12). Se agito
nuevamente y se filtré la suspension a través de papel filtro Whatman No. 2. Se
midio la intensidad de color amarillo con espectrofotometria de 400 a 410 nm. Se
calculd el contenido de p-nitrofenol de acuerdo a su grafica de calibracion.
B-Glucosaminidasa. Fue determinado de acuerdo al método descrito por Deng y
Popova, (2011). Se Introdujo 1 mL de suelo tamizado (< 2 mm) en un matraz
Erlenmeyer de 50 mL y se aiadi6 0,2 mL de tolueno, se mezcld y se dejo reposar
15 min bajo una campana de extraccion. Posteriormente se agregé 4 mL de tampdn
MUB a pH igual a 6,0 y 1 mL de solucién PNG, luego se tapo el matraz para mezclar
y se incub6 a 37 °C. Pasada 1 hora se afadio 1 mL de CaCl20,5 My 4 mL de
tampon THAM 0,1 M (pH = 12) y se mezclo para luego filtrar la suspension de suelo
con papel filtro Whatman No. 2V. Se midié la intensidad de amarillo con
espectrofotometria a 405 nm y se calculd la cantidad de p-nitrofenol lilberado de
acuerdo a la curva de calibracion.

Proteasa. Se midio segun el método descrito por Schinner et al. (1996), pero en el
caso de este estudio las reacciones se realizaron utilizando tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL para reducir el consumo de reactivos. La mezcla de
reaccion consistia en 0,5 mL de suspensién suelo-agua y 0,5 mL de caseina al 2 %
en peso disuelta en un tampén Tris-HCI de 50 mM (pH = 8,1). Las muestras fueron
agitadas de manera continua durante 4 horas en un bafo de agua a 50 °C y
posteriormente el exceso de proteinas se precipitd mediante la adicion de acido
tricloroacético frio al 0,92 M, seguido de una centrifugacion (10.000 x g, 20 minutos,
4 °C). Se afadieron alicuotas (80 pL) de los sobrenadantes a pozos de placas
microplates y los aminoacidos aromaticos formados se detectaron mediante la
adicién de 120 pyL de una solucion alcalina (50:1:1, viv, 0,47 M de Na2COs que
contenia 6 mM de NaOH, 20 mM de CuSO4, 26 mM de tartrato sdédico potasico)
seguida de 80 uL de 10 % (v/v) de reactivo fenol Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich®,
Madrid). Las placas microplates se conservaron en oscuridad durante 90 minutos

hasta que se completd el desarrollo del color, y el complejo azul se leyé a 700 nm.
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La tirosina (Sigma-Aldrich®, Madrid) se utiliz6 como estandar, y la actividad de la
proteasa se expresd en pymoles de equivalentes de tirosina por hora y gramo de
suelo seco (Sanchez-Hernandez et al., 2017).

B-glucosidasa. Se preparo la suspension de suelo agregando 5 gr de sueloy 0,5
mL a un matraz Erlenmeyer de 50 mL, se dejo reposar 15 minutos bajo una
campana extractora de gases. Posteriormente se agregan 20 mL de una solucién
de quitina (1,5 gramos de quitina purificada en 100 mL de un tampon de fosfato
recién preparado). Se incubd a 37 °C y se filtré a través de una membrana de
acetato de celulosa con un tamafo de poro de 0,45 pm. Luego se transfirié 0,5 mL
del filtrado a un tubo de ensayo de 15 mL y se realizd ajuste a 2 mL con agua
destilada. Seguido a esto, se agreg6 0,4 mL de tampdn de borato (0,8 M, pH 9,1) y
se mezcld. El tubo se puso en un baio de agua hirviendo hasta el nivel del liquido
durante 3 minutos. Al retirarlo se enfrié con agua fria hasta que la solucion alcanzé
la temperatura ambiente (21 — 23 °C). Después, se agrego 5 mL de una solucién de
reactivo DMAB al tubo de ensayo y se agité. Se incub6 a 37 °C durante 30 minutos.
Luego se enfrid en agua helada inmediatamente finalizada la incubacion. Se tomé
una alicuota del sobrenadante y para medir la absorbancia a 590 nm en relacion

con agua destilada.

DESARROLLO Y DISCUSION

Caracteristicas fisicas y quimicas del biocarbén. La Tabla 2 muestra las
caracteristicas del biocarbén utilizado en este estudio. Destacando un pH cercano
a neutro y con un contenido de C total de 75,9%, lo cual concuerda con la
clasificacion de biocarbon basico/standard indicado por European Biochar
Certification (Lehmann y Joseph, 2015).

El numero inicial de lombrices de 30 adultas y sin individuos juveniles ni huevos; sin
embargo, al final de las 4 semanas se evidencia actividad reproductiva, ya que hay
presencia de huevos y lombrices juveniles. El tratamiento L tuvo una pérdida de 6
lombrices adultas y un aumento de 0,67 lombrices juveniles y 13 huevos resultantes
de la actividad reproductiva. En el tratamiento B+L se observé una pérdida de 3,7

lombrices adultas, un aumento de 1,7 lombrices juveniles y 24,3 huevos. La pérdida
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de lombrices adultas puede estar relacionada al ciclo de vida de las lombrices, ya
que la vida promedio de las lombrices es de 1 a 2 aflos (Edwards y Bohlen, 1996) y
las usadas en este experimento fueron recolectadas en estado adulto desde el

medio natural, desconociéndose su edad exacta.

Tabla 2. Caracteristicas fisicas y quimicas del biocarbén.

Indicadores Valor D.E
pH 6,53 0,11
Conductividad eléctrica (uS/cm) 184,1 6,36
Material volatil (%) 17,83 0,31
Contenido de cenizas (%) 14,94 0,06
Carbono (%) 75,9 0,30
Nitrogeno (%) 1,27 0,01
Hidrogeno (%) 2,61 0,02

Numero de lombrices. El nimero de individuos en diferentes estados de desarrollo

se indican en la Tabla 3.

Tabla 3. Numero de lombrices y huevos de Aporrectodea caliginosa.

Tratamiento Estado Inicial Final + D.E

L Huevos 0 13,0+4,0
Juveniles 0 0,7+1,2
Adultas 30 24025

B+L Huevos 0 243 +3,5
Juveniles 0 1,7+0,6
Adultas 30 26,3+4,6

D.E.= desviacidon estandar de 3 repeticiones; andlisis estadistico mediante Prueba LSD Fisher (P <
0,05)

Otra posibilidad es la competencia por sustrato entre individuos adultos en
reproduccion, situacion que se ha observado en experimentos de mesocosmos

abiertos (Lubbers y Van Groenigen, 2013).
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El contenido de materia organica obtenido al final del experimento se aprecia en
la Tabla 4. El tratamiento control evidencio un contenido significativamente mayor
al de los tratamientos L y B+L, dado que, la presencia de lombrices endogeicas
degrada la materia organica en el suelo despolimerizando compuestos complejos y
convirtiéndolos en compuestos mas simples disponibles para los microorganismos

(Dominguez et al., 2021).

Tabla 4. Contenido de materia organica (MO) y carbono total (CT) del suelo

sometido a diferentes tratamientos.

Tratamiento MO (%) CT (%)
C 5,98 a 3,43b
B 5,44 ab 3,93 ab
L 531b 3,563 ab
B+L 4,89b 4,08 a

D.E.= desviacion estandar de 3 repeticiones; C.V.= coeficiente de variacion; Prueba LSD Fisher (P
<0.05).

La Figura 1 representa la cantidad de respiraciéon acumulada a los 7 dias. Los

valores de las medias obtenidas para cada tratamiento fueron; 2,95; 0,96; 1,22 y
1,54 mg CO:2 g' dia’ para C, B, L y B+L respectivamente. Se observa que el
tratamiento control es significativamente superior a los otros tres tratamientos. El
promedio obtenido entre las medias de los tratamientos B, L y B+L fue de 1,24 mg
CO2 g dia™, esto es 58% menor a la media obtenida en el tratamiento control.
En la mayoria de los casos previamente reportados (Edwards y Arancon, 2022;
Dominguez et al., 2021), las lombrices aumentan la respiracion de los
microorganismos del suelos, debido a que la actividad digestiva del tracto de las
lombrices estimula el proceso de mineralizacion aumentando la cantidad y actividad
de los microorganismos en el suelo desde el tracto digestivo de las lombrices y en
las deposiciones, pero en este estudio el efecto corresponde a una disminucion de
la respiracién en los tratamientos.

En L y B+L puede atribuirse a que son los tratamientos que presentaron el menor

contenido de materia organica al momento de las mediciones de respiracion tal
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como se presenta en la Tabla 4, por el consumo previo de la materia organica
durante la incubacion; siendo ratificado en que el tratamiento B+L se registré el

mayor aumento de lombrices (Tabla 3).

Figura 1. Respiracion acumulada de suelo sometido a diferentes tratamientos.
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Otro efecto, puede ser atribuido a que las particulas de biocarbones producidos en
base a materia lignocelulosa a una temperatura de 600 °C poseen un alto contenido
de microporosidad que le otorga al material la capacidad de capturar y fijar
moléculas de COz2 al interior de su red porosa o formando enlaces con los grupos
organicos que se encuentran en la superficie de contacto, disminuyendo el
contenido de gases emitidos por los microorganismos y aumentando la fijacion de

carbono en el suelo (Ghani et al., 2013; Dissanayake et al., 2020; Lin et al., 2023);
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siendo evidenciado en el tratamiento B que no contenia lombrices y la respiraciéon
de suelo obtenida fue la menor entre todos los tratamientos.

Respecto al contenido de C total (Tabla 4) de los suelos al final del periodo de
incubacion. Esto comprende desde carbono labil hasta el recalcitrante. El contenido
C total en el tratamiento control presenta una media de 3,43 % es estadisticamente
inferior al tratamiento B+L que presenta una media de 4,08 %. Esto tiene relacion
con la capacidad que tiene Aporrectodea caliginosa de aumentar el numero de
microorganismos a partir de su mucosa digestiva y las deposiciones (Lipiec et al.,
2016; Edwards y Arancon, 2022), por otro lado, el biocarbén funciona como un
habitat éptimo para estos microorganismos que descomponen el carbono organico
en formas de carbono mas estables, permitiendo de esta manera, aumentar el
contenido de carbono total en el (Lin et al., 2023). Ademas, en el caso de los
tratamientos B y B+L, existe una segunda fuente de carbono no proveniente de la
descomposicion de la materia organica, sino del biocarbon incorporado, que posee

un contenido aproximado de 75.9 % de carbono recalcitrante en su estructura.

Tabla 5. Contenido de N mineral en el suelo al finalizar el periodo de incubacion.

Tratamientos NOs NHa4 N total
(mg Kg suelo™) (mg Kg suelo’)  (mg Kg suelo™)

C 1,80 c 7,97 ab 9,77 b

B 6,30 b 5,83 ab 12,23 b

L 20,33 a 9,13 a 2942 a

B+L 4,30 bc 497 b 9,25b

Prueba LSD Fisher (P < 0.05)

En la Tabla 5 se observan los contenidos de las fracciones minerales y total de N.
Todos los tratamientos tienen un contenido de N total significativamente inferior al
tratamiento L. El aumento significativo registrado en el tratamiento L es producto de
la actividad digestiva de las lombrices, que al estimular la actividad microbiana
provoca un aumento de la mineralizacion del N del suelo (Dominguez et al., 2021).

La Tabla 6 muestra los valores medios de las diferentes actividades enzimaticas

que no presentaron cambios significativos en respuesta a los tratamientos.
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Tabla 6. Actividad enzimatica carboxilesteresasa, catalasa, fosfatasa acida,

fosfodiesteresa, B-glucosaminidasa de los suelos sometidos a los tratamientos.

Enzimas Unidad C B L BL
Carboxilesterasa  pmol h'! g 1,88 2,13 1,62 1,85
Catalasa umol h' g1 8,15 7,92 8,91 7,23
Fosfatasa acida umol h' g 415 3,46 3,37 3,38
Fosfodiesterasa umol h-' g 0,96 1,17 1,18 1,28
B- » nmolh™ g 49907 20056 268,05 268,69
glucosaminidasa

Resultados sin diferencia estadistica segun LSD Fisher (p < 0,05); comparacion es realizada entre

tratamientos por cada enzima.

En la Figura 2 se observa que la deshidrogenasa disminuyé en todos los
tratamientos en comparacion al control, siendo en promedio inferior en un 23,6% en
el caso del tratamiento B en comparacion con el control. Esta disminucion da cuenta
de menor actividad de microorganismos a nivel general en ese suelo, esto es debido
a que el biocarbén es un material recalcitrante que no aporta C como fuente de
energia para el metabolismo microbiano, y a su vez, en este tratamiento tuvo una
menor disponibilidad de N mineral (Tabla 5) que es esencial para el metabolismo

energético de los microorganismos del suelo (Pati y Sahu, 2004; Liu et al., 2018).

Figura 2. Actividad deshidrogenasa en suelo sometido a diferentes tratamientos.
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Figura 3. Actividad proteasa en suelo sometido a diferentes tratamientos.
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Figura 4. Actividad B-Glucosidasa
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La Figura 3 muestra un aumento de un 59,68% de la actividad proteasa en el
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tratamiento L y de 91,94% en el tratamiento B+L en comparacién al control. Esto
ocurre porque dentro del tracto digestivo de las lombrices la enzima proteasa
permite romper los enlaces peptidicos de la materia organica de la cual se alimentan
y posteriormente en las deyecciones, existiendo asi un alto contenido de esta
enzima en los suelos con lombrices (Pati y Sahu, 2004; Aira et al., 2005). Por este
motivo es que en los tratamientos L y B+L se registr6 mayor degradacion del
contenido de materia organica como senala la Tabla 4.

En el caso de la B-glucosidasa (Figura 4) el tratamiento B+L es significativamente
mayor a los tratamientos C y B (77,14% 53,72% respectivamente). Esta enzima es
responsable de la degradacién de los carbohidratos complejos de la materia
organica ingerida por las lombrices transformandolos en carbohidratos mas simples
que sirve de sustrato para los microorganismos del suelo y de la flora intestinal de
las lombrices. Es por ello, que se registran aumentos en B+L, o que permitié mayor
degradacion de la materia organica y estimulacion de la actividad B-glucosidasa
(Dominguez et al., 2021). Ademas, esto se podria atribuir a que la accion digestiva
de A. caliginosa, en presencia de biocarbon, puede propiciar un ambiente éptimo de
contacto sobre la superficie y la red porosa del biocarbén, lo cual podria potenciar
el desarrollo de microorganismos y almacenamiento de compuestos organicos que
pueden mantenerse en constante interaccion, permitiendo que la actividad
enzimatica aumente o se mantenga en el tiempo (Sanchez-Hernandez et al., 2019;
Sharma et al., 2023).

CONCLUSIONES
1. El efecto simultaneo de Aporrectodea caliginosa y el biocarbon de acicula de
pino benefician la actividad de las enzimas proteasa y glucosidasa en suelo
Arrayan; sin presentar efecto en las otras enzimas evaluadas.
2. Aporrectodea caliginosa promueve un mayor contenido de N mineral y C total
en los suelos.
3. Aporrectodea caliginosa y biocarbén de pino disminuyen las emisiones de

dioxido de carbono del suelo.
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