UNIVERSIDAD DE LA FRONTERA
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS Y FORESTALES

EFECTO DE LA APLICACION DE BIOSOLIDOS SOBRE LOS
PROPAGULOS DE HONGOS MICORRICICOS Y LA
DISPONIBILIDAD DE Cu Y Zn EN UN ANDISOL

Tesis presentada a la Facultad de Ciencias
Agropecuarias 'y Forestales de la
Universidad de La Frontera. Como parte de
los requisitos para optar al titulo de
Ingeniero Agronomo.

LUIS EMILIO NAVARRETE COFRE

TEMUCO — CHILE
2010



UNIVERSIDAD DE LA FRONTERA
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS Y FORESTALES

EFECTO DE LA APLICACION DE BIOSOLIQOS SOBRE LOS
PROPAGULOS DE HONGOS MICORRICICOS Y LA
DISPONIBILIDAD DE Cu Y Zn EN UN ANDISOL

Tesis presentada a la Facultad de Ciencias
Agropecuarias y Forestales de la Universidad
de La Frontera. Como parte de los requisitos
para optar al titulo de Ingeniero Agronomo.

LUIS EMILIO NAVARRETE COFRE

PROFESOR GUIA: DR. PABLO CORNEJO RIVAS

TEMUCO — CHILE
2010



EFECTO DE LA APLICACION DE BIOSOLIDOS SOBRE LOS
PROPAGULOS DE HONGOS MICORRICICOS Y LA DISPONIBILID AD
DE Cu Y Zn EN UN ANDISOL

PROFESOR GUIA

PROFESORES CONSEJEROS

ACADEMICO

CALIFICACION PROMEDIO TESIS

Nota:

DR. PABLO CORNEJO RIVAS
Ingeniero Agrénomo

Doctor en Biologia Agraria y Acuicultura
Departamento de Ciencias Quimicas y
Recursos Naturales.

Facultad de Ingenieria, Ciencias y
Administracion

Universidad de La Frontera

Nota:

MSC. ITILIER SALAZAR QUINTANA
Profesor de Estado en Quimica
Magister en Ciencias Quimicas
Departamento de Ciencias Quimicas y
Recursos Naturales.

Facultad de Ingenieria, Ciencias y
Administraciéon

Universidad de La Frontera



Todo verdor

Todo verdor perecera
dijo la voz de la escritura
como siempre implacable

Pero también es cierto
gue cualquier verdor nuevo
no podria existir
si no hubiera cumplido su ciclo
el verdor perecido

De ahi que nuestro verdor
esa conjuncion un poco extrafia
de tu primavera... y de mi otofio
seguramente repercute en otros

ensefia a otros
ayuda a que otros
rescaten su verdor

Por eso
aungue las escrituras
no lo digan
todo verdor...renacera.

Mario Benedetti

A Erik von Jentschyk Vergarauien en sus pasos ensefid ese verdor, dejandandersede amor a la naturaleza,

al trabajo y a los pueblos...sendero que la memaizhenacer y que hoy seguimos.
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1. INTRODUCCION Y OBJETIVO

Chile ha experimentado un proceso de urbaidzgmrogresiva, aumentando el porcentaje de
su poblacién urbana desde un 68,2% en el afio #60,86,6% en el afio 2002. Lo anterior se
vincula a la Tasa de Crecimiento Anual Intercedsahl poblacion a nivel nacional de un 1.24 %.
Es asi como a través de los afos, algunas regem@srticular han evolucionado desde una
poblacion predominantemente rural, como es el daskas regiones VI de O’Higgins (54,5%),
VII Del Maule (59,6%), IX de La Araucania (59,4%)X de Los Lagos (59, 3%), a una

poblacion mayoritariamente urbana.

Este aumento de poblacion urbana genera ngo®rimpactos y efectos negativos en el
ambiente por causa de la acumulacion de matedal@aminantes en las zonas donde se forman
los grandes asentamientos urbanos, trayendo consigamento proporcional en la demanda de
utilizacion de recursos, en especial uno de logrses mas valiosos de la naturaleza, como es el
agua. Este recurso, una vez utilizado en las ceglad conducido a través de los sistemas de
alcantarillados, donde las aguas residuales o amggras son generalmente vertidas sobre rios,
lagos y mares, transfiriendo su contenido potemzate contaminante a los ecosistemas
acuaticos, provocando asi un deterioro sobre #&ta presente en estos ambientes o incluso de

las poblaciones humanas que viven de ellas.

Basados en esta problematica, las institesion organismos competentes, tanto publicos
como privados, intentan generar acciones mediahtea@miento de las aguas servidas o
residuales procedentes de zonas urbanas, cuyosimpgé centra en remediar y/o minimizar la
problematica ambiental provocada sobre los cuemmesirales de aguas superficiales. El
tratamiento de las aguas servidas se ha vistonma&r&ado en el pais sustancialmente en los
altimos afios, alcanzando un nivel de coberturaacer@l 83% respecto a la poblacion urbana
nacional y 90% a nivel regional, lo cual ha pogtnlo paulatinamente la descontaminacion de
los cursos de aguas superficiales y maritimas (SERB9). Sin embargo, producto de la

operacion de plantas de tratamiento de agua pptahlas servidas y residuos industriales liquidos,



se genera una alta cantidad de lodos, los que X@arimentado un progresivo aumento en los

ultimos afios, dificultando su disposicion final.

Los lodos residuales y/o biosélidos, son adaoiones de sélidos organicos sedimentables,
separados en los distintos procesos de tratampgtaguas (SISS, 2009). Estos pueden ser
utilizados con fines agrondmicos, siempre que se&tplos resguardos sanitarios y ambientales
necesarios en su manejo. El uso agricola de lass ledta respaldado por mas de diez afios de
experiencia en el mundo, y por estudios e invesbges de los aspectos ambientales, como son
el contenido de metales pesados, microorganisma¥e@s y nutrientes presentes en los
mismos, representando de esta manera una alternagdioambiental muy interesante que
ayudaria a resolver los riesgos eco-ambientalasndeinadecuada manipulacién o disposicion.
Sin embargo, en nuestro pais el estudio de esttitames escaso, asi como también lo es la
existencia de normativas que regulen su uso yntssecompetentes en la fiscalizacion de los

procesos de aplicaciéon al suelo como enmiendacgric

Para los efectos de la presente investigguéaba tesis de grado, se estudio la aplicacion de
biosolidos provenientes de la planta de tratamielgoaguas servidas (PTAS) ubicada en la
Comuna de Vilcun, en la Region de La Araucania,ladimalidad de establecer el efecto que su
aplicacion agronomica pudiera tener sobre la dadsik las poblaciones indigenas de hongos
micorricicos arbusculares (HMA) en un cultivo Teticum aestivumpara lo cual se aplico de

dos formas en distintas dosis, como se dara cderdgdio en el desarrollo de este documento.

La hipotesis que se planted para el presesitalie fue quéela aplicacion de cantidades
crecientes de biosélidos afectara la densidad plepagulos de HMA en el suelo, debido a
los fuertes cambios en sus caracteristicas quimiea$ como al alto nivel de nutrientes
incorporados por medio de los lodos residuales pnientes de una planta de tratamiento de
aguas servidas ubicada en la comuna de Vilcun, ficaddo de esta forma la actividad futura
gue estos organismos pudieran tener en una sucdsi@nltivos anuales”



Los objetivos que se propusieron para el ptesestudio fueron:

- Objetivo General.

Analizar el efecto de la aplicacion de Biadgd de forma acumulativa y residual, sobre el
aumento de las fracciones disponibles de Cu y Za&s yariaciones en la densidad de propagulos
de hongos micorricicos arbusculares presentes dénalisol (Serie Cunco, Region de La
Araucania), para utilizarlos como parametro deruiisoacion de las dosis y condiciones de
aplicacion de estos materiales al suelo.

- Objetivos especificos.

Establecer el efecto de las distintas dosisio&dlidos de forma acumulativa y residual sobre

las variaciones del pH de suelo y las fracciaxtsaibles de Cuy Zn.

Evaluar el efecto de la aplicacién de distint®sis de biosdlidos de forma acumulativa y
residual sobre la densidad de esporas de HMA, lenizacion micorricica y la longitud del

micelio fungico en la rizosfera de plantas de Trigo

Cuantificar la acumulacion de glomalina totdacionada a la proteina del suelo por efecto de
la aplicacion de dosis crecientes de biosolidofodea acumulativa y residual, y determinar su

rol en la inmovilizacién de Cu y Zn.

Sugerir, bajo las condiciones analizadas,desis de biosélido y frecuencias de tiempo
Optimas para minimizar el efecto negativo sobrepalslaciones naturales de HMA del suelo

agricola enmendado.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.- Lodos

El agua es el mas importante de los recurabsales de la Biosfera, sin el cual la vida seria
imposible. Los recursos hidricos estan permanemtsmgometidos a una constante presion
debido a diversas actividades antropogénicas. Aaiegte fendbmeno se presenta tanto por causas
humanas como por causas naturales, entre la hursanamnsideran la contaminacién causada
por las actividades industriales y la generaciéreftieentes urbanos (Sanchez-Moneredal.,
2004). Para remediar este Ultimo aspecto existemnativas de tratamiento, las que a su vez
generan grandes cantidades de residuos en el pratestratamiento de aguas servidas,
produciéndose ademas del agua depurada, una sepeoductos denominados genéricamente
“lodos”, “lodos bioldgicos” o “biosoélidos”. Estogonstituyen principalmente por los elementos
gue componen el efluente, los aditivos quimicoslos&n el proceso y la biomasa microbiana de
los microorganismos que participan, segun el treiato de depuracién de aguas a la que fue

sometida (Marambio y Ortega, 2003).

2.1.1.- Aguas residuales urbanas

a) Definicion y origen.

Se denominan aguas residuales a los liquidmegentes de la actividad humana, que llevan
en su composicion gran parte de agua, y que gememgd son vertidos a cursos o a masas de
aguas continentales o marinas. Las aguas residualegen materiales derivados de residuos
domésticos o de procesos industriales, los cuates rpzones de salud publica y por
consideraciones de tipo econdmica y estética ndgyu¢o al menos no debieran) desecharse

vertiéndolas sin tratamiento en lagos o corrientes/encionales (Baron, 2005). Desde el punto



de vista de las fuentes de generacion, se consadearesidual a la combinacion de los residuos
liquidos, o aguas portadoras de residuos, procesi¢amto de residencias como de instituciones
publicas y establecimientos industriales y comégsja a los que pueden agregarse,

eventualmente, aguas subterraneas, superficiglesiales (Rivas, 2005).

b) Composicion de las aguas residuales.

Las aguas residuales domésticas constituyen fuente de contaminacién de las aguas
naturales debido a su elevado contenido de sdéliglos suspension, materia organica,
microorganismos patdgenos (virus, bacterias, hétrsjrentre otros) y nutrientes, siendo éstos
altimos compuestos ricos en nitrégeno y fésfororé@o, 2002), y que por tanto pueden

promover la eutrofizacion de los cursos de aguarsigfales.

c) Sistema de conduccion a plantas depuradoras.

En Chile, la concesién de servicios publicasitarios autoriza al concesionario para el
establecimiento, construccién y explotacion desiewicios de produccion y de distribucion de
agua potable, asi como de la recoleccién y disjosite aguas servidas, todo de acuerdo a las

disposiciones legales y reglamentarias que regstas actividades (SISS, 2005).

En base a lo anterior, las empresas concessrson las responsables de prestar el servicio
para la recoleccién y conduccion de las aguasdas\jo aguas negras) a través del sistema de
alcantarillado subterraneo, desde las distintanitéise de aguas servidas, a las plantas de
disposicion para el tratamiento de éstas, dondeepasnente son re-conducidas y vertidas a

aguas continentales una vez tratadas.



d) La experiencia en el pais y la region.

En nuestro pais existen algunas cuencas cdgui, Bconcagua, Maipo—Mapocho, Rapel y
Bio-Bio, en donde se concentra la gran mayoriaadgoblacion nacional, motivo por el cual se
origina una fuerte contaminacion debido a la adtscdrga de aguas servidas de origen doméstico,
industrial, minero y agricola, lo cual ha contridbmial deterioro de la calidad del medio acuético
(Cabrera, 1994).

Debido a lo anterior, se deben adoptar pldeesaneamiento de las cuencas, con el propdsito
de desarrollar programas que consideren el sanemigegral de sus aguas, contemplando la
carga bacterial y la materia organica en ellasecodés, llevado a cabo a través de la operacion
de plantas de tratamiento de las aguas servidaS)P(Banhueza, 2003). El panorama actual en
Chile se caracteriza por la generacion de lodosstemayor parte a través del tratamiento
secundario de las aguas residuales, donde en #&armote del pais es comun encontrar plantas
que utilizan lagunas aireadas como tratamientorgkrio, mientras que en la zona sur la mayor
parte de las plantas utilizan el sistema de lodtigalos, siendo esta tecnologia la mas comun en
el pais y utilizada hasta el afio 2004 en el 61%slé°TAS (Lepe y Coronado, 2003; Callejas,
2005).

Del total de las comunas de la Region de laugania, el 95% cuenta con un sistema de
tratamientos de aguas servidas, presentando elusB®@tamiento primario mas desinfeccion;
39% cuenta con tratamientos secundarios o biolségman sistemas de lodos activados o laguna

aireada, y el 28% restante cuenta con el tratamataguna de estabilizacion (SISS, 2009)

La cantidad de lodos generados depende desds/éactores, tales como: volumen y calidad
del agua tratada, el disefio de la planta de tratg&gmiy el acondicionamiento final de los lodos.
Una buena aproximacién para nuestro pais es uaartadia de produccion de lodos de 25 g/hab

por dia, expresada en base a la materia secai¢Pgichamy, 1996; Callejas, 2005).



2.1.2.- Definicion y tipos de lodos residuales

Los lodos son compuestos organicos solidasjsgdéidos o liquidos producidos durante el
proceso de tratamiento mecanico, bioldgico y/o igonde purificacion de las aguas servidas
(Marambio y Ortega, 2003). Las PTAS producen bideél que corresponden a lodos que
contienen gran cantidad de materia organica, migesosmos, macro y micro nutrientes,
metales pesados y agua. Segun la Comisién Nadiehdledio Ambiente, los lodos residuales
se definen como acumulaciones de soélidos orgarsiedsnentables, separados en los distintos

procesos de tratamiento de aguas (CONAMA, 2001).

El lodo se produce mayoritariamente en loxgsos de tratamientos primarios, asi como
secundarios. Los lodos que resultan Unicament®sigrocesos de separacion sélido- liquido
(decantacién, flotacion) se conocen como lodosgmims y consisten principalmente en arenas y
particulas solidas de naturaleza organica e in@gafn cambio, los lodos provenientes de
procesos secundarios o biolégicos se denominars lsdoundarios o lodos bioldgicos, y son
fundamentalmente biomasa en exceso producida grdossos bioldgicos (Callejas, 2005). Un
mayor detalle de estas definiciones y las especifimes en cada caso se presentan a

continuacién, junto al detalle de las operacionmetatias del tratamiento de aguas residuales.

2.1.3.- Operaciones unitarias en el tratamiento das aguas residuales

Los tratamientos de las aguas servidas (Figlrase constituyen por medio de procesos
primarios, secundarios o terciarios, antes de ggsiefluentes liquidos sean descargados a los rios
o lagos (Concha, 1996). La eleccion del tratamiel@caguas residuales a utilizar depende de
varios factores, entre los cuales se pueden mearcitactibilidad técnico econémica, grado de

depuracién exigido por la descarga, segun la naongspondiente al tipo de cuerpo receptor



(alcantarillado publico, curso o masa de agua $iofy sistema de infiltracion en terreno),

caracteristicas del caudal y de carga contamirtitagua a tratar (Toro, 2005).
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Figura 1. Diferentes etapas u operaciones unitarias deltianto de las aguas residenciales.

Es asi como las PTAS a través de las opersianitarias tienen como funcién la
eliminacion de aquellos componentes de las agusaduades como son: sélidos suspendidos,
sélidos organicos disueltos, materia organica lgoatable, compuestos orgénicos volatiles,
metales pesados, nutrientes esenciales como ePNnyicroorganismos patdgenos, etc., con el
propésito de proteger la salud humana, junto certdamacteristicas fisico, quimicas y biolégicas

de los cuerpos receptores para el resguardo deb metbiente (Rodriguez, 2007).

El proceso de tratamiento de aguas residgalesiede subdividir en:

» Tratamiento Preliminar o Pretratamiento.

» Tratamiento Primario.



» Tratamiento Secundario o Bioldgico.

» Tratamiento Terciario.

A continuacion se describen las distintasastagm el tratamiento de aguas residuales:

a) Pretratamiento.

La primera operacion consiste en un procestanieo, donde se produce la eliminacién de
los sélidos gruesos de gran tamafio presentes aagless residuales, y cuya presencia pueda
provocar problemas de mantenimiento y funcionaroiel® los diferentes procesos posteriores,
operaciones y sistemas auxiliares (Alcota, 2002nt®» de los principales elementos que se
separan en esta etapa se encuentran arenas, pag@sss. (Villanueva, 2007). En Chile, el 64%
de las PTAS tienen algun tipo de tratamiento pielimmecanico, siendo el de las rejas el mas

comun.

b) Tratamiento primario.

El tratamiento primario de las aguas residuateun proceso mecanico que utiliza filtros para
separar los sélidos de mayor tamafio como palodrgsey trapos. Las aguas provenientes del
sistema de alcantarillado llegan a la cAmara dee8®n en donde se encuentran los filtros, de
donde pasan las aguas posteriormente al tanquedieentacion. Desde aqui, los sedimentos
circulan hacia un tanque digestor, y finalmente ra lecho secador (Rivas, 2005), para
posteriormente ser dispuesto en un monorellenotasemio destinado a otro uso, como
fertilizante o enmienda agricola. Desde el tangeiesetimentacion, el agua es conducida por
tuberias hacia un sistema de desinfeccion UV o sinfdecion con cloro (para eliminar las
bacterias), y una vez que cumple con los limitedegmiracion, es finalmente arrojada a un lago,

un rio o al mar. (Rivas, 2005). Esta operaciometipor objetivo reducir la concentracion de



sélidos en suspension presentes en el agua, efidonde esta manera entre un 50 y 65% de
soélidos en suspension y parte de la materia orgamintenida en el agua residual (Toro, 2005).
En el tratamiento primario se utilizan métodosctisi que eliminan los soélidos (materia en

suspension) y reducen la demanda bioquimica dewai(PBO) (Castillo, 2005).

En funcién del proceso de tratamiento primagiasten diversas técnicas disponibles, entre las

gue se cuenta (Toro, 2005):

» Centrifugacion: separa liquidos de diferentessitiamies y espesa lodos. El espesado por
centrifugacion supone la sedimentacion de las quéa bajo la influencia de las fuerzas

centrifugas. El proceso es aplicable a la deslidicat de lodos.

» Sedimentacion: separacion de las particulas sdgpss mas pesadas que el agua, mediante la

accion de gravedad.

* Flotacion: la separacion se consigue introdu@dndbujas finas de gas en la fase liquida.
Se usa principalmente en el tratamiento de agsdues que contienen grandes cantidades de

residuos con cargas de grasa y solidos suspendidothién espesa los lodos bioldgicos.

Entre las operaciones que se utilizan enrtarhientos primarios de aguas servidas en la
planta de Vilcun estan: la filtracion, la sedimeida, la flotacion, la separacion de aceites y la
neutralizacion (Rivas, 2005). La neutralizacionrealiza a través de un tratamiento alcalino
mediante acondicionamiento con cal, donde el pHiatl) es elevado a niveles por sobre 12,
durante un periodo no inferior a 72 horas (CONAMB01).



c) Tratamiento secundario.

El tratamiento secundario es un proceso erua&l, debido a la accion de microorganismos
como bacterias aerébicas, la materia organica mgedida en tejidos celulares y variedades de
gases, los cuales requieren de la presencia derax{gRivas, 2005). En algunos casos se trata de
eliminar nutrientes como el nitrégeno y fosforo gueeden causar eutrofizacion en los cursos de

aguas naturales receptores (Cortés, 2003).

Este proceso biologico tiene por objetivo tagulacion y la eliminacion de los solidos
coloidales no sedimentables y la estabilizaciotadeateria organica; es decir, la eliminacion de
sustancias organicas disueltas o de aquellos sotide no han sido separados en la etapa de

tratamiento primario (Rivas, 2005).

El tratamiento secundario mayoritariamentdizatio en Chile es el sistema de lodos
activados, proceso en el cual se generan desedlidessque requieren ser tratados para su
posterior eliminacion (Lepe y Coronado, 2003; Riv2305). El sistema de lodos activados es
utilizada en el 61% de las PTAS de Chile (Baraid@pia, 2004). Este proceso es realizado en
un reactor aireado, en donde las aguas servidas microorganismos permanecen en contacto
por varias horas. La mezcla luego fluye a un estartp sedimentaciéon, donde los floculos son
eliminados en forma de biosdlidos. Una parte seleeal tanque de aireacion para mantener el
proceso, es decir una recirculacion de lodos, masrgue el exceso de biosélidos producido por
el crecimiento microbiano es depuesto del sistefoao( 2005). Cabe sefalar que el proceso de
lodos activados es el mas utilizado método dertriatsto de aguas residuales, pero tiene un
grave inconveniente de gran exceso de lodo. Erriginto y la eliminacion del exceso de lodos

involucra alrededor del 25-60% del costo totalfdetionamiento las PTAS (Zhang et al., 2009)



d) Tratamiento terciario.

En general, son procesos fisico-quimicos deeeh como finalidad la eliminacién de
contaminantes que no han sido desechados en tamieatos primarios y secundarios de los
procesos convencionales (Bustamante, 1999). Empa ebnsiste en la eliminacion selectiva de
microorganismos, mediante diferentes formas denfiEsiion como: cloro, diéxido de cloro,

ozono, luz ultravioleta, entre otras (Rodriguef)720

La desinfeccion con cloro es la técnica masdas sin embargo, el cloro residual puede
generar problemas a la vida acuatica presenteseaglaas receptoras (Bustamante, 1999). Por
otra parte, el ozono es un desinfectante de amapli@gdn que no genera gases toxicos, y que
requiere de un tiempo relativamente corto de comtpara eliminar los patégenos, lo que la
convierte en una buena alternativa de tratamieBto.tanto la desinfeccion por Radiacion
Ultravioleta (UV) no requiere de almacenaje ni dangjo de residuos toxicos, y no genera
compuestos que sean dafinos al medio ambientegfestividad se encuentra en funcion de la
transparencia del agua (que afecta la transmitaleclas rayos U.V.), de la concentracion de los
sélidos suspendidos (que bloquean el paso de digys) y de la concentracion y tipo de

patdgeno que se quiera eliminar (Nannig, 2001).

2.1.4.- Disposicion final de lodos residuales.

A comienzos de la década de los 90, comenZihda de forma incipiente la construccion de
PTAS. Desde el afio 2000, con la publicacion dedard de Emisién de Residuos Liquidos a
Aguas Marinas y Continentales Superficiales, elcgso se aceleré significativamente. Sin
embargo, tras esta solucion al problema de lassagervidas, se generd un nuevo problema
ambiental, que es en este caso la generacién ds (dilanueva, 2007). Las metas de cobertura

de tratamiento en las aguas recolectadas son 8&®@ara el afio 2010, con lo que se espera que



la cantidad de lodos producidos aumente progresiatana medida que se incremente el

porcentaje de aguas tratadas (Marambio y Orte@@8)20

Segun el Reglamenpmara el manejo de lodos generados en plantasdeniento de aguas
servidas (Decreto Supremo n° 123, 2009), en siculms 12° y 13° se sefala que se permitira el
almacenamiento en la planta de tratamiento de aggrasdas de lodos estabilizaddase A,
aquellos aptos para uso agricola sin restriccipnesazones sanitariasn cantidades inferiores a
40 toneladas y por un plazo maximo de siete dias.|dtdos deberan ser eliminados de acuerdo a
lo aprobado por la Autoridad Sanitaria en el préyeen tanto los lodos clase Bjuellos aptos
para uso agricola con restricciones de aplicacemurs tipo y localizacién de los suelos o
cultivos, podran ser almacenados en cantidades de hasiae38das y por un plazo maximo de 7

dias sin restricciones adicionales.

El disefio y operacion del sitio de almacenatnigle lodos estabilizados debera garantizar
gue no existiran riesgos para la salud, el bienéstda poblacion y el medio ambiente, debiendo
considerar un sistema de impermeabilizacién y aérabde gases y olores. EL Decreto Supremo
n® 123 (2009), advierte que los lodosmpliran procesos de higienizacién que permitea un

reduccidn significativa de patdgenos, para lo seatonsideran los siguientes procesos:

Digestién Aerdbica.Los lodos se agitan con aire u oxigeno para mantameliciones aerobicas
durante un tiempo de residencia promedio a unadeatyra especifica. El tiempo de residencia

promedio y la temperatura deberéan ser de 40 di@8@G, o bien de 60 dias a 15°C.

Secado al aireProcesos de secado sobre una cama de arena wieagpe poca profundidad.
El proceso de secado debe comprender un tiempanmide tres meses, durante dos de los

cuales, la temperatura ambiente debe ser supebdit?.a



Digestion Anaerobica.Los lodos son tratados en ausencia de aire, c@ertiado de residencia
medio y una temperatura especifica. Los valoregiel®po de residencia medio y temperatura
seran de 15 dias entre 35°C a 55°C o de 60 did¥xa 2

Compostaje. Usando el método de compostaje no confinado, pilesadas estaticas o pilas
estaticas, la temperatura minima de los lodos d¢erd0°C por 5 dias. Durante 4 horas en el

periodo de cinco dias, la temperatura del compsrd exceder los 55° C.

Estabilizacién con cal.Procedimiento en el cual se agrega cal (Ca@ara mantener el pH de

los lodos a un valor de 12 unidades durante ugenmo inferior a dos horas.

Para la disposicion final en rellenos saroggo6lo se podra utilizar lodos de las clases Ay B
para lo cual se requerira de una autorizacion a#@itque permita disponer dichos lodos
conjuntamente con los residuos domiciliarios. Latidad de lodos a disponer diariamente en un
relleno sanitario no debera ser superior a un 62toted de los residuos dispuestos diariamente
segun el articulo 16° (Decreto Supremo n° 123900l articulo 17° deReglamentgara el
manejo de lodos generados en plantas de tratanderdguas servidas (Decreto Supremo n° 123,
2009) sefala que en la disposicion en mono-rellpaoa lodos solo se podran usar lodos que
cumplan con los criterios de estabilizacion, y podser proyectados como instalaciones anexas a

las plantas de tratamiento de aguas servidas.

a) Los lodos y su disposicion actual.

Dentro de la composicion de los lodos resemiaxiste una variada gama de compuestos,
donde es comun encontrar materia organica, agudemes, microorganismos, contaminantes
minerales y organicos y elementos bioldgicos. Estosnponentes tendran variaciones
dependiendo del origen del lodo, de la ubicaci@ygiica y de las caracteristicas de la planta de

tratamiento de aguas (Polo, 2007).



Segun la Comision Nacional del Medio Ambierihile), la operacion de plantas de
tratamiento de agua potable, aguas servidas yuasiddustriales liquidos genera gran cantidad
de lodos. Para prevenir los eventuales impactoativeg en el medio ambiente, es necesario
establecer las condiciones para su correcto tratdmiy disposicion. De ahi la importancia de
regular el uso y manejo de lodos no peligrososaeagticultura, cuando sus condiciones fisicas,
quimicas y bioldgicas lo permitan. Con esto, lakse transforman en un producto util para la
recuperacion de suelos degradados, asi como ealtenaativa para sustituir el uso de insumos
tradicionales en la agricultura (CONAMA, 2001).

Otra de las alternativas es la disposiciomenorrellenos o rellenos sanitarios exclusivos, en
los cuales sélo se dispone de un tipo de residumeq este caso se refiere exclusivamente a la
disposicion de lodos. El nuevo reglamento de lopias/enientes de PTAS precisa que los

monorrellenos sélo podran recibir lodos estabilimauezada, 2007).

b) Uso benéfico de la aplicacion de lodos.

Segun CONAMA (2001), los lodos pueden presemtapiedades agrondémicas, siempre que
se tomen los resguardos sanitarios y ambientat@Esagos en su manejo. El uso agricola de los
lodos esta respaldado por mas de diez afios deiexgaren el mundo, y por estudios e
investigaciones de otros aspectos ambientales, camoel contenido de metales pesados,

microorganismos patdgenos y nutrientes presentEsenismos.

Los lodos pueden ser utilizados como fertitea en suelos que presenten déficit de
nutrientes o en suelos degradados debido a unatagidn histérica, y que no son productivos
por disponer de una reducida cantidad de nutrigfi@®, 2005; Hernandez y Guerrero, 2008).
La aplicacion de este residuo al suelo tiende amadp, debido a que aumenta la estabilidad de

los agregados y la retencion de agua, optimizandibsorcion por parte de las plantas (N(gtez



al., 2007). Ademas, esto permite una disminucion deanable en los costos asociados a la
adquisicion de fertilizantes, junto a la contrikiutide materia organica y elementos nutritivos,
favoreciendo los procesos quimicos, fisicos, ydgialos generado por el aporte de nutrientes en
la materia organica, potenciando el crecimientolate plantas y la sustentabilidad de los
microorganismos del suelo (Coggral, 2000). Por otra parte el alto pH (alcalino) @eld hace
posible su uso en suelos &cidos (Polo, 2007), dambién contribuye al incremento de materia
orgénica en suelos pobres en nutrientes, elevargoiveles de carbono organico y la cantidad
de Ny P (Pascuat al, 2007).

¢) Normativas y aspectos limitantes para su aplicam.

En la actualidad, Chile cuenta con el Regldmesobreel manejo de lodos generados en
plantas de tratamiento de aguas servidastigne por objeto regular el manejo sanitario di®$o
no peligrosos provenientes de PTAS. Con ello stegeola salud de la poblacion y se previene el
deterioro de los recursos naturales, aire, agoi, ffauna y suelo (CONAMA, 2001). Un efecto
negativo de los lodos es el incremento de la skthien los suelos y el contenido de metales
pesados (Pascuat al, 2007), dentro de los que podemos destacar ZnA€y, Mn (Bricefio,
2007), entre otros potencialmente toxicos. Los lestpesados estan presentes en el suelo en
forma natural, y provienen de la meteorizacion deas y de la liberacion de los diferentes
elementos que ellas contienen. La actividad angépica genera la incorporaciéon de metales
pesados al suelo, a través de la depositacidonrdammantes producidos por la mineria, fabricas
de acero y trafico vehicular, donde este ultimodiarge el uso de combustibles fosiles, produce
primeramente una contaminacion del aire y secumch@mte una depositacion de trazas de

elementos pesados que se encuentran disponibketaparlantas (Steubirgg al, 2001).

Entre los riesgos mas directos, también searira el que este residuo posee gran cantidad de
organismos patdgenos como virus, protozoos y hasteue pueden ser perjudiciales para quienes

manipulen estos lodos. Si bien esta situacion ptaseesgos es posible minimizarlos casi en su



totalidad mediante un proceso de compostaje (Sala@a7; Polo, 2007). Debido a lo anterior, es
necesario contar con la caracterizacion quimicesigaf del suelo donde los lodos finalmente seran
aplicados (Bricefio, 2007; Nufiez al, 2007). En aquellos suelos que cumplan los requisitos
establecidos en la Cuadro 1, la tasa maxima deaapdn de lodos al suelo es 90 Ton/ha por afio
(base materia seca). En aquellos suelos que paseamayor concentracion de metales pesados
a las sefialadas en la Cuadro 1, sin haber sidptoges de lodo, se permitird solo una aplicacion

de una tasa maxima de 30 ton/ha.

Cuadro 1. Concentracion maxima de metales en suelos recspti@dodos provenientes de
plantas de tratamiento de aguas servidas (CONANA1R

Concentracion maxima en mg/kg suelo (en base materia
seca)'
Metal
Macrozona norte Macrozona Sur
pH >6,5 PH <6,5 pH>5
Arsénico 20 12,5 10
Cadmio 2 1,25 2
Cobre 150 100 75
Mercurio 1,5 1 1
Niquel 112 50 30
Plomo 75 50 50
Selenio 4 3 4
Zinc 175 120 175

! Concentraciones expresadas como contenidos totales

En la Regién de La Araucania el uso de lodopresenta mayores problemas, ya que se trata de
una zona poco industrializada, donde el residuopteincon los limites maximos (Cuadro 1)
establecidos por el “Reglamento para el manejoodesl no peligrosos generados en plantas de

tratamiento de aguas” (Salazar, 2007).

Finalmente, como informacién adicional, sea¢eique la fiscalizacién del cumplimiento de lo

dispuesto en el previamente citado reglamento sporedera a las Secretarias Regionales



Ministeriales de Salud y a las Direcciones Regesadel Servicio Agricola y Ganadero (Decreto
Supremo n° 123, 2009).

2.2.-Micorrizas

Una simbiosis vegetal especialmente importastel resultado de la convivencia conjunta de
raices de plantas y hongos en el ambito de lafeimada micorrizas (Strasburgeral, 2004). El
término micorriza, procedente del griego, significango de la raiz”, y fue utilizado por primera
vez en asociaciones de hongos con arboles, daspdtael fitopatélogo aleman A. B. Frank en
1885. Desde entonces se ha demostrado que la magerias plantas superiores forman
asociaciones simbidticas con hongos, estimanddsalaente que mas del 95% de las especies
vegetales forma micorrizas en forma natural (Aadaet al, 2007), lo que convierte a esta
simbiosis en una asociacion de caracter mutudieétual, y la mas extendida sobre el planeta
(Arriagada, 2002). Strasburgetral, (2004) indican que se trata de un consorcio i$itich entre
las raices de muchas plantas y los hongos del.dteltanto Brundretet al., (1996) definen las
micorrizas como la asociacion mutualista estabée@dtre las raices de plantas vasculares y

ciertos hongos del suelo, y que se caracterizasgrazltamente evolucionadas.

En la asociacién micorricica, el hongo colarbiotréficamente la corteza de la raiz (Honrubia
et al, 1995; Roman, 2003), sin causar dafio a la pldetmndo a ser parte integrante de dicho
organo en perfecta interaccion fisiologica y mayfpta. Esta simbiosis mutualista ha sido
considerada como el funcionamiento natural y norohell sistema radical de las plantas (Smith y
Read, 1997), dejando claro que este fenémeno retitoe una excepcion, sino la regla dentro
de la naturaleza (Honrubiat al, 1995). Estas caracteristicas de la simbiosisomigca
presentan una especial relevancia en los sueldssigia que favorece la absorcion de las raices
de los elementos tipicamente limitada en este diposuelo, especialmente N, P y varios

microelementos (Cornejet al, 2008a). Es asi, como las especies o0 variedageprgsentan



mayor dificultad para captar fosfato de la solucgdéfica son las mas dependientes de la

simbiosis (Arriagadat al.,2001).

Smith y Read (1997), sefialan que las mic@ram encuentran practicamente en todos los
suelos y climas de la tierra, y sélo en unas ptaradias botanicas hay especies que no forman
esta simbiosis. Los ejemplos mas significativo$atielias con especies no micorrizables son las

cruciferas, quenopodiaceas y ciperaceas.

2.2.1.- Tipos de micorrizas

Segun su formacion y el tipo de hongo queektablecen, se distinguen diversos tipos de
micorrizas (Strasburget al, 2004), contdndose a o menos cinco tipos dadide asociaciones
micorricicas (ver Figura 2) (Honrubé al., 1995).

De acuerdo con el grado de penetracion del hongla eaiz del hospedero, Harley y Smith
(1983) dividieron a las micorrizas en tres grangegos: ectomicorriza, ectendomicorriza y

endomicorriza.

- Ectomicorrizas (o micorrizas formadoras de mar@@xacteristicas de especies arboreas.
El hongo se desarrolla en los espacios intercelsilde la corteza de la raiz, formando la
llamada "red de Hartig" pero no penetra dentroadecElulas. Se desarrolla un manto de
hifas que rodea la corteza y reemplaza funcionakenaios pelos radicales (ausentes), ya

que colonizan intensamente el suelo (Strasbwigalr, 1994; Coyne, 2000).

- Endomicorrizas. No forman manto ni red de Hartigropeel hongo coloniza
intracelularmente. Existen 3 tipos de endomicostizas arbusculares, son las micorrizas
mAas universales en la naturaleza (Strasbwegel, 1994), en las que el hongo forma

arbusculos (intracelulares) en la corteza de Iz tag de tipo "Orquidoide"”, propias y



exclusivas de la familia Orchidaceae; y las de tipocoide", caracteristicas de algunos

especies del orden Ericales.

- Ectendomicorrizas. Formadas en otras especiesdieh dcricales, ocurren penetraciones
intracelulares, desarrollo de red de Harting y dentm, tipo "Arbutoide” (Arriagada,
2002). Presentan caracteristicas comunes con Isstidos de micorrizas expuestos
anteriormente. Con las ectomicorrizas tienen entcogque pueden formar un “manto”
mas o menos desarrollados y red de Harting, y asrehdomicorrizas, que existe una
ligera penetracion de las hifas en las célulasadeotteza formando enrollamientos u
ovillos (Yuet al, 2001)

(Endomicorriza)

ARBUSCULARES

80-90% especi es vegetales
+
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Figura 2. Distintos tipos de micorrizas de acuerdo al tipoedpecie vegetal y hongo que establece la asiwiaci
simbidtica.



2.2.2.-Hongos formadores de Micorrizas Arbusculares

a) Generalidades. Entre los grupos microbianos del suelo, que jnaga papel clave en los
diferentes procesos rizosféricos, los hongos mimyenos arbusculares (HMA), son capaces de
establecer asociaciones simbidticas conocida coimorrnzas arbusculares (MA) con las raices
de las plantas (Cornegt al, 2008b). Ademas, desarrollan un papel fundamemtdé nutricion

de las plantas, ya que el micelio externo de lamizas, desarrollado en torno a las raices de las
plantas, es capaz de mejorar la adquisicion deralgs especialmente fésforo (P) y muchos
otros elementos de baja movilidad (Cornejoal., 2008b), cediendo la planta, hidratos de
carbono provenientes de la fotosintesis al hongurdio (Strasburgeret al, 1994). Las
micorrizas arbusculares constituyen el tipo de gisib mas extendido en la naturaleza, siendo
capaz de establecerlo mas del 85 % de las plargasgntrandose practicamente en la totalidad
de los ecosistemas terrestres (Smith y Read, I8®mhe, 2000; Serralde y Ramirez, 2004;).

Los hongos que forman micorrizas arbuscultnadicionalmente han sido incluidos dentro
del grupo de los Zigomicetos (Sylvia, 1998), agdgsadentro del orden Glomales, de los cuales
de los cuales existirian unas 150 especies (Moyt@denny, 1990). Estudios mas recientes,
considerando pruebas moleculares y filogenéticais, germitido agrupar a los HMA dentro de
un phylum exclusivo, denominado Glomeromycota (WailkSchubler, 2004), y cuyo niumero de
géneros y especies se incrementa gradualmentetrBgrarte, como asociados tienen especies de
casi todas las familias de angiospermas, en tagociperaceas, las quenopodiaceas y las

brasicaceas carecen de MA o las tienen muy poarrdéladas (Strasburget al, 1994).

b) Caracteristicas morfoldgicas, ciclo vital y funcioamiento. Los HMA poseen hifas
intercelulares e intracelulares en la raiz, y deflan unas estructuras caracteristicas llamadas
arbusculos, que es la estructura mas tipica deassteiacion simbiotica (Strasburget al,
1994). Para que se desarrollen los hongos que foas@ciaciones del tipo arbuscular se necesita
de una planta, debido a que el mismo no tiene @dghae sintesis propia de compuestos

carbonados para la obtencién de energia, y por eodpuede multiplicarse por si solo,



iniciandose el proceso a partir de una hifa de fpacién, que puede ser originada o emitida
desde una espora germinada (propagulo mas numemnosiosuelo). Esto también puede darse a
partir de una raicilla infectada o un propio segtoese hifa, que active su crecimiento bajo
determinadas condiciones fisico-quimicas del s(lEao, 2002). De esta forma, los propagulos
micorricicos pueden sobrevivir en el suelo compoess 0 pueden estar presentes como
colonizadores de restos radicales o como hifagmexticales (Castillet al., 2006), siendo estas
dos formas las mas caracteristicas para su mo#gén. En la siguiente Figura se presenta un

esquema con el ciclo de vida de los HMA, mostratatobién las estructuras tipicas de la

simbiosis.
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Figura 3. Ciclo vital de los HMA y estructuras caracteriatiale sus fases intra y extraradicales (tomadmdee®,
2006).



Las esporas de los HMA parecen ser las estaght largo plazo de diferentes edades, y en
distintos estados de latencia, y por lo que puesdewir como fuente de indculo, la que puede
persistir por muchos afios (Smith y Read, 1997).0Ra parte Boriet al (2000) sefiala que en
muchos habitats la principal y mas perdurable fieetinoculo de hongos MA en los suelos, son

las hifas extraradicales, en especial aquéllagpgreanecen activas desde un cultivo previo.

En detalle, el ciclo vital del HMA se iniciaartir de la activacion de los propagulos y
posterior germinacion de las esporas en el suaeartllando un conjunto de hifas que
colonizan el suelo. Cuando alguna de esas hifga bela rizosfera de una planta, susceptible de
ser micorrizada, cambia su morfologia, ramificaedds manera abundante en forma de abanico
y forma un engrosamiento de la hifa en la superfa® la raiz que da lugar a los puntos de

entrada del hongo hacia el interior de la raigjue se denomina “apresorio” (del Val, 1999).

Para iniciar el HMA la colonizacion del hospeml es necesario que las hifas fangicas
penetren la epidermis de la raiz, para que comntistedesarrollo por los espacios intercelulares,
donde las hifas fangicas penetran en las célulegales de la raiz, por dentro de las paredes
celulares. Estas hifas se ramifican formando asbpézjuenios llamados arbuUsculos al interior de
las células corticales (Strasburgdral, 1994), e incluso algunos HMA desarrollan vesisul
ricas en lipidos dentro de la raiz, que actian cérganos de reserva del hongo (Smith y Read,
2008). Los arbusculos son de gran importancia pafancionamiento de la simbiosis, y es la
estructura especifica donde se presupone que ligiae el flujo bidireccional de nutrientes
(Sampedro, 2005). Una vez desarrollado el proagfeativo o colonizador, el hongo desarrolla
un micelio externo donde las hifas exploradoras ptemun rol de raices complementarias,
aumentando el area de absorcion y permitiendo tuisidion de nutrientes con una baja
movilidad en el suelo, o que estan situados lepdadraiz (Cornejaet al, 2008b). El ciclo
culmina con el desarrollo de nuevos propagulosctiies, como esporas, hifas y raices
micorrizadas (micorrizas en sentido estricto) padaa paso a un nuevo ciclo del proceso de
micorrizacion de los hongos arbusculares. Cabdaedjiae los HMA son capaces de sobrevivir

en el suelo bajo diferentes y cambiantes condésicambientales, incluso en periodos cuando



las plantas no hospedantes estan presentes (€astill, 2006), asegurando su persistencia en
los suelos y posibilitando la colonizacion de pannhcluso después de un tiempo prolongado sin

presencia de éstas en un suelo determinado.

2.2.3.- Ecologia de la simbiosis

a) Distribucion ecolégica y aspectos taxondmicosJn componente principal de la
microbiota del suelo en condiciones naturales, @wsho también en la mayoria de los
agroecosistemas son los HMA (HMA) (Oettlal., 2004). Sin embargo, resulta paradéjico que
en la practica principalmente seis géneros de hofraulospora, Entrophospora, Gigaspora,
Glomus, Sclerocystis y Scutellospprgue incluyen aproximadamente unos pocos cietéos
especies, sean los responsables de la dependeicoimédfica de mas del 80 % de las plantas
terrestres del planeta (Honrubé al, 1995). Esto contrasta significativamente con fang
cantidad y diversidad de especies de plantas queafo micorrizas, ademas de la extension
territorial que son capaces de abarcar. Esta Ultamacteristica es igualmente importante, porque
es bien reconocido que los HMA poseen la cualigaged ubiquistas, cosmopolitas y ademas son

capaces de colonizar diferentes tipos de ecosistéBmandretiet al.,1996).

En particular, numerosos estudios han denuistehpapel beneficioso de los HMA en suelos
contaminados con metales pesados (MP), ya queosiaei®n con las plantas permite su mejor
establecimiento y, en ciertos casos, una mayaditmulacion de MP (Cornegd al.,2008c). En
ambientes adversos, la presencia de estos hongiitaféa instauracion de sus hospedantes
vegetales, a los que aseguran su nutricion miggrahgada, 2002).

b) Rol ecosistémicos de los HMANumerosos estudios locales han demostrado qumtéosis

MA desempefia un papel crucial en el ciclo del BPiyaereduccion de la toxicidad por Al en
suelos &cidos del sur de Chile (Rubio et al., 2@X#ie y Rubio, 1999; Borie et al. 2002;
Cornejoet al., 2007; 2008a). La simbiosis establecida, con fuaddad de incrementar el

sistema radical, logra un aprovechamiento eficielelesustrato, en particular de los minerales



poco solubles y escasamente difundidos (Betrial., 1998). Ademas poseen un rol estabilizador
de los suelos, de tipo fisico, debido a su abuedanitelio, el que es capaz de agregar particulas
de suelo. Ademas este rol tiene un componentepdegtiimico, por la produccion de proteinas
por parte de las hifas del hongo, las que sonddas al suelo y actian como material cementante
(Redelet al, 2005).

En base a lo anterior, queda demostrada larenimportancia ecologica de los HMA, a tenor
de las especies vegetales nutricionalmente deperdigle esta simbiosis, ya que el hongo se
nutre de las fuentes carbonadas que le provearapy esta logra aumentar la absorcion de agua
y nutrientes debido a la mayor superficie de exulidn que alcanza por el gran volumen de
suelo que ocupan las hifas de estos hongos (Bolkttal, 2002). Adicionalmente, la
importancia y rol en la estabilidad del suelo part® de los HMA, por ejemplo, durante el
proceso de recuperacion de un sistema perturbagtopestra la necesidad de implementar
estrategias que promuevan la formacion de agregado® lo es el uso de este tipo de hongos
(Ramos-Zapata y Guadarrama, 2004). Su presencibi@aninfluye en la dinamica de las
comunidades y en la composicion de especies erdifaentes etapas sucesionales de la
vegetacion natural (Cornejo, 2006), por lo quedinokn los programas de restauracion plantas
micorrizadas asegura el establecimiento y supeanziaade éstas, ya que de esta forma las plantas
optimizan el uso de los recursos disponibles yekgar la competencia entre ellas (Ramos-Zapata
y Guadarrama, 2004).

c) Glomalina. El reciente descubrimiento de la presencia enuelosde glomalina, una
glicoproteina insoluble en agua con algunas caiatites de hidrofobinas, muy estable y
producida en forma abundante por las hifas de M# }jha permitido sugerir que éstas proteinas
estarian involucradas en la estabilizacion de gwsgados de suelo (Bor al.,2000; Cuencat

al., 2007). Actualmente presenta gran interés el rol lguglomalina (estudiada normalmente
comoglomalin related soil proteinGRSP) desempefia en la inmovilizacion de MP, ezitos el

Cu (Cornejo et al.,, 2008c). Las hifas de HMA estd@my capacitadas para absorber

osmotroficamente las sustancias disueltas en lacidol edéafica, lo cual aprovechan muchas



plantas superiores, formando simbiosis con los d®nBor estos motivos los hongos acumulan
también iones de MP, lo cual debe ser tenido ealpeente en cuenta en lugares donde existan
contaminaciones por este tipo de elementos quin8wasburgeet al, 1994). En este aspecto
se ha comprobado que la micorrizacion favorecelsnalacion de algunos metales como Cd y
Zn a nivel radical (Oudeét al, 2002). Finalmente, en este sentido, resultdngerate importante
apreciar que el correcto desarrollo de la simbibbs por sus componentes ecoldgicas, puede
jugar un rol crucial evitando la generacion de folas laterales de la aplicacion de biosolidos,

como lo es el aumento de los MP en los suelosagsiclonde es dispuesto finalmente.

2.3.- Perspectiva de la aplicacion de los estudicsalizados

El presente estudio pretende entregar antetesisobre una alternativa para dar solucién a la
disposicion final de los lodos residuales, tomaoolmo modelo un suelo de origen volcanico de
la Araucania, a través de su aprovechamiento ocama enmienda organica en suelos
agricolas. Por esto, determinar el efecto de qdteaaion sobre los propagulos de los HMA
presentes en el suelo modelo, y evaluar etefde las dosis y la frecuencia de aplicacion
servirdn como una guia para la incorporacion futle@ste tipo de enmiendas de uso agricola.
De esta forma, la investigacion busca aportar ahejpade los biosolidos en aplicaciones
agricolas, optimizando el uso y aprovechamientoragnico, evitando asi un efecto negativo en
la actividad bioldgica del suelo por su mala agii@a, y asi contribuir con la investigacion de
forma responsable, tanto ambiental como socialmemeelacion a los destinos finales de los
desechos producidos en los centros urbanos. Agduede evitar que estos, potencialmente,
puedan ser fuente de contaminacion por los aliedes de MP presentes en los lodos residuales
entre otras problematicas, evitando los efectospgdéeran tener sobre la poblacion rural, donde
se instalarian las disposiciones finales o morierres, o por su aplicaciéon a suelos bajo
condiciones no controladas. De ahi la importanei@stos estudios que aportan conocimiento y

dan las pautas para procedimientos en la utilinag@biosolidos en el futuro.



3. MATERIALES Y METODOS

Las actividades desarrolladas para la reafimadel presente estudio se llevaron a cabo en
parcelas de 4 x 10 m, establecidas en un suelaigenovolcanico, ubicado en la comuna de
Cunco, en coordenadas 38° 58" 21" S; 72° 7' 21, 2hQGuelos con una pendiente inferior al 2%
y sin restricciones de profundidad ni drenaje. Ul de las parcelas corresponde a una de las
terrazas superiores del rio Allipén. Previo al lst@miento del estudio, los suelos estuvieron
dominados por pradera natural a lo menos duraragraccaios. La temperatura media anual
aproximada del area es de 10,5° C. El clima esatipénte de transicién, moderadamente calido y
lluvioso, con una precipitacion anual de 1.200 rRaor. su parte, las determinaciones contenidas
en este estudio se realizaron en el Laboratoridideobiologia de Suelo del Departamento de

Ciencias Quimicas y Recursos Naturales de la Usitled de La Frontera.

3.1.- Materiales

3.1.1.- Suelo

El suelo utilizado en el estudio corresporalion Andisol (Trumao) de la serie Los Prados,
siendo cultivado durante tres temporadas con labrasonvencional, al tiempo que se le
aplicaban los distintos tratamientos que mas atielage detallan. Las muestras de suelo
analizadas fueron obtenidas a una profundidad de20 cm, homogeneizadas en terreno, y
tamizadas a 2 mm previo a la realizacion de lasragbaciones. Este suelo presentd un pH
inicial de 5.76 (acido) y un porcentaje de materganica de 16%, indicando en su conjunto que

el suelo presenta una calidad éptima desde el plentista fisico.



3.1.2.- Lodo

El lodo o biosdlido utilizado en este estuflie aportado por la empresa Aguas Araucania
S.A., proveniente de la planta de tratamiento deaggervidas de la comuna de Vilcun. Esta
planta de tratamiento procesa las aguas residoed&nte el sistema de tratamiento secundario
o tratamiento bioldgico. El analisis quimico debdilido se realizé de acuerdo a las guias
chilenas para el suelo y analisis de los lodos (SA@7). Los resultados obtenidos para el

biosélido se presentan en la Cuadro 2.

Cuadro 2. Analisis quimico del biosélido utilizado, planta tlatamiento de aguas servidas de

Vilcun.

Parametro quimico [Biosolido
[Rango  |Media

COT (mg kg') 20-30 25
pH 6.3-8.0 7.2
pH (cal) 10.0-11.6 10.8
Cond. (mmho ci) 1.0-6.0 3.5
N total (%) 3.0-6.0 4.5
P total (%) 0.9-1.6 1.3
K (%) 0.2-0.8 0.5
Na (mg kg') 2.0-4.5 3.3
Ca (mg kg) 1.0-2.0 1.5
Mg (mg kg') 1.1-3.2 2.2
S (mg kg') 0.2-1.2 0.7
Cd (mg kg') 0.34
Cu (mg kg 316
Hg (mg kg") 21
Pb (mg kg) 20
Ni (mg kg?) 25.5
Zn (mg kg') 320
As (mg kg') 3.4
Se (mg kg) 20.7




3.1.3.- Material vegetal

El material vegetal utilizado en el preserstiei@iofue trigo (Triticum aestivuni.) cv. Quijote
de la empresa Semillas Baer (Cajon, Region de laaudamia). Por su parte, la pradera natural
(PN), que sirvio como referencia para un sistema im@rvenido, estaba compuesta
principalmente por plantas ddypochaeris radicatd. (Asteraceae)Agrostis capillaris L.

(Poaceae), yrifolium repend.. (Leguminosae) (Figura 4).

Figura 4. Material vegetal representativo del estudio. AanRds de trigo obtenido de suelos del estudio; B)
Hypochaeris radicatd.. (Asteraceae); CAgrostis capillarisL. (Poaceae); DJrifolium repend.. (Leguminosae). B,
C y D forman parte principal de la pradera natasshblecida en los suelos estudiados.



3.2.- Métodos

3.2.1.- Disefio experimental

Las plantas se cultivaron utilizando un disebmpletamente aleatorio para ambos tipos de
aplicacion de biosolidos, tanto acumulativa comasidwal. En el estudio se aplicd
superficialmente el equivalente a 30, 90 y 150 kait de biosélido en los tratamientos
enmendados. En el caso de la Aplicacion Residuasé¢Raplicéd la dosis sélo el primer afio del
estudio, de un total de tres afios, previo al estahlento de trigo. En tanto, para la Aplicacion
Acumulativa (A), se aplico anualmente durante tes &fios, antes del establecimiento del cultivo
de trigo. Estos tratamientos fueron comparados cpa fertilizacion quimica (aplicada
igualmente de forma R y A), un testigo no enmendadertilizado (T), y una pradera natural
(PN) presente en el mismo suelo, la que mostrabediadiciones normales de los propagulos de
HMA. En cada caso se utilizaron 3 repeticiones gh@alisis de cada uno de los tratamientos
establecidosn(= 30).

3.2.2.- Determinaciones

a) pH. El pH del suelo, se determind con un pH-metro ea mezcla de suelof® en

proporcion 2/5 p/v. Para esto, 4 gr. de suelo selaen con 10 mL de agua en cada muestra.

b) Cu y Zn extraible. ElI Cu y Zn extraible de las muestras de suelo smtific6 por
espectrofotometria de absorcion atémica, luegoudexsraccion con una soluciéon de DTPA

tamponada a pH 7,3 (Bradfield y Spencer, 1965).

c) Colonizacion. El porcentaje de colonizaciéon por HMA en las raide trigo y las plantas de

la pradera naturale determino a través de una lupa estereoscopictabilizando en una placa



cuadriculada el numero de intersecciones horizesitde acuerdo al método del intercepto de
lineas (Giovannetti & Mosse, 1980; McGonigle et 4P90). Para su observacion, la raices
fueron cortadas en segmentos de 1 cm y aclaradasalicion al 10% de KOH, siendo

posteriormente tefiidas con azul de tripano (PkillijpHayman, 1970). Para calcular el % de

colonizacién de HMA, se aplico la siguiente formula

o Interceptos (+) x 100
% Colonizacion

Total de Interceptos

d) Micelio Total.- Las hifas micorricicas extrarradicales totales sterthinaron por la
métodologia alternativa para suelos derivados déza® volcanicas descrito por Rubio et al.
(2003). La cuantificacion de la densidad total diashse realizO mediante el método de
interseccion en linea de Newman (1966) luego desion con azul de tripano y su recoleccion
en filtro de membrana de 0.45 um de tamafio de iote Gridded HAWG, Millipore Corp.,
Bedford-Madison, USA).

e) Esporas.Las esporas de HMA se separaron del suelo por éaalmibimedo (425 um, 250
um, 100 um y 53 um). El contenido del tamiz fueat@do en solucion de sacarosa al 70% p/v
(Gerdemann y Nicholson, 1963), centrifugado a 3/@dd por 5 min, y las esporas cuantificadas

en una placa Doncaster bajo una lupa estereosa@@i@eb0 aumentos.

f) Glomalina relacionada a la proteina de suelo (GRSP)a extracciéon de GRSP total (GT)

desde el suelo se realizdé segun el siguiente piro@to: Se pesé 1 g de suelo en tubo de
centrifuga (resistente al calor) y se afiadierorL&mcitrato de sodio 50 mM tamponado a pH
8,0, luego de lo cual se extrae en autoclave a°C2for 60 minutos. Se enfri el tubo y se
centrifugd a 5.000g durante 20 minutos. Como ebekt presentd su color caracteristico pardo-

rojizo, se transfirio el sobrenadante a un matmalnaétrico (que se mantiene a 4 °C) y se



continud extrayendo la GT por ciclos de 60 minudesautoclavado hasta la desaparicion de la
coloracion tipica. Se combinan todos los extragtes llevaron a un volumen exacto con citrato
de sodio (Wright y Upadhyaya, 1996). Posteriormesgecuantific6 mediante el método de

Bradford.

Determinacion de glomalina por el método Bradfddha pequefia fraccion de extracto se

centrifugd en viales Eppendorf a 10.000 x g y aalf@miota del sobrenadante se le agregaron 200
uL de reactivo Bradford (Bio- Rad Protein Assay @ajab00-0006) para proteinas, mas una
solucion buffer PBS (fosfato salino) a pH 7,4 hastampletar un volumen de 1 mL.
Simultaneamente, se realizé una curva de calibmamé albamina sérica bovina, que comprende
concentraciones en el rango de 2,5 g hasta@®inL? (Wright y Upadhyaya, 1996). Las

concentraciones de glomalina se expresaron er’nig guelo para cada muestra.

Extraccion de la glomalina facilmente extraible ExFpara esta determinacion, se pes6 1 g de
suelo en tubo de centrifuga (resistente al cal@® wafadieron 8 mL de citrato de sodio 20 mM
pH 7,0 y se realiz6 una sola extraccion autoclawand@21°C por 30 minutos. Posteriormente, se
cuantificé la glomalina mediante el método Bradfprdviamente descrito. La GFE representa la
fraccion de mas reciente deposicion, e incluscaskal mencionado como proveniente de una
descomposiciéon parcial de la glomalina mas estairlessentando buenas correlaciones con la
estabilidad de los agregados en agua (Wright y bymad, 1998).

g) Cuy Zn secuestrada en GRPS.Para la cuantificacién del Cu y Zn secuestradoGh se
utilizé espectrofotometria de absorcion atdmicaaflBeld y Spencer, 1965), luego de la

calcinacién y digestion acida de las muestras.

3.2.3.- Analisis estadistico.Para cada parametro medido, se probaron los soguestadisticos
de homogeneidad de varianzas y normalidad, y postente se realizé ANOVA de una via. En

estos casos, para comparar las medias se utilisstetle rango multiple de Tukey. La totalidad



de los datos obtenidos fue sometido a andlisisoriatt con extraccion de componentes
principales (CP), y posteriormente sometidos (iidds los CP) a analisis de correlacion lineal
utilizando el coeficiente de correlacién de PeargpnFinalmente, las unidades experimentales
fueron clasificadas mediante analisis cluster né@rggiico, utilizando el método de Ward para la
formacion de grupos similares. En todos los casogtitizé el programa SPSS v. 10.0 (SPSS,
Inc., Chicago, Il.). Para todos los analisis, sesaero la existencia de diferencias significativas
cuando P<0,05.



4. PRESENTACION DE RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- Variacion del pH del suelo

En la Figura 5 se presentan los resultadanatis para pHw del suelo para cada tratamiento
del estudio: testigo (T), pradera natural (PN)tilieacion quimica (FQ) residual (R) y
acumulativa (A), y las distintas dosis de bios@id80, 60 y 90 ton ha de los tratamientos

residual y acumulativo.

8,

TC PN FQR FQA 30R 30A 9R 90A 150R 150 A

Figura 5. Valores de pHw de suelos cultivados cbriticum aestivumy sometidos a distintos sistemas de fertilizagion
aplicacion de biosélidos sobre un Andisol del suCthile. Convenciones para los tratamientos: ®fi¢), pradera natural (PN,
representado por las especies naturales sin cdkiitago), fertilizacion quimica (FQ), dosis ddiegcion de biosoélidos de 30, 90
y 150 ton h&. Los tratamientos fueron aplicados de forma resi@R) sélo al principio del estudio, o bien denfiaracumulativa
(A), durante los tres afios del estudio. Letrasrdést indican diferencias significativas de las iaeTukey P<0,05).

Los valores de pH registraron un aumento Baaivo en sus magnitudes, en general,
asociado a una mayor dosis de aplicacion de baus@iendo mayor adn en los casos en que esta
aplicacion se realizé de forma acumulativa. En eas®, el mayor incremento se produjo en los
tratamientos 90 A, 150 Ry 150 A, con valores cangidos entre 7,2 y 7,3. De acuerdo a esto,
la aplicacion creciente de biosodlidos seria elgypial factor que actia modificando el pH del
suelo, sobre todo considerando la parte superfigatste, donde son fisicamente vertidos. Este
efecto se basaria en la aplicacion conjunta tamfosibiosélidos, como de la cal que acomparia a

estos residuos, y que es adicionada en su procesestdbilizacion, determinando que la



enmienda aplicada no solo presente un pH muy etefreet Cuadro 2), sino que eventualmente
se encuentre acompafada de una proporcién de ealaghaya reaccionado en la neutralizacion
del biosodlido. Por otra parte, los tratamientos guesentaron un valor de pH similar y no
significativamente distinto a PN (representandesthdo no intervenido en el agro-ecosistema),
fueron los tratamientos R a las dosis de 30 y Bh&. Este aumento en los niveles de pH en los
suelos con adicion de abonos organicos adicionalngsiamente descrito en la literatura (eg.
Castillo et al, 2004; Buttler y Muir, 2006), y podria ser a consgwia de un aumento de las
bases intercambiables que acompafan estos regMalasini et al.,2009). En particular, en un
estudio similar, analizando el efecto de la apl@acle residuos organicos (compost) sobre los
propagulos de HMA, Valariret al. (2009) demostraron que la adicion de compost Ge@son

un aumento en los niveles de pH. En ese estudipadrcular, los cultivos que mostraron un
mayor aumento de pH fueron trigo y pastizales<(®,05), mientras que no hubo diferencias

significativas en el frijol.

En otro sentido, Cornejet al., (2009), estudiando distintas fuentes de N aplicautaso
fertilizantes a una sucesion de cultivos trigo-ayeencontraron una fuerte influencia de las
micorrizas arbusculares establecidas en la modifioadel pH rizosférico; no obstante, en este
caso todos los tratamientos estuvieron inicialmestpuestos a una comunidad de HMA
semejantes, y probablemente también a una dendilguliopagulos similar. Por lo tanto, cabe
esperar que el efecto en el sentido contrariodsiéas MA establecidas las que modifiquen la
reaccion del suelo, sean menos notables que lagrqdaciriaper sela aplicacion de biosolidos

a niveles crecientes en el suelo.

4.2.- Variacion de los contenidos de Cu y Zn extralies

En la Figura 6 se presentan los contenidoSwlg Zn extraibles (DTPA) en los tratamientos
analizados. Se present6 un aumento significatidogoontenidos de Cu, asociado al incremento
de las dosis de biosélidos, en especial cuandpls® ale forma acumulativa, alcanzando los 12

mg kg’ en el tratamiento 150 A, que representa unas @svéw registrado en PN. Un



comportamiento casi idéntico se presento en eldalsdn. En general, el aumento, tanto para Cu
como para Zn, se observé en los tratamientos quilgigeon aplicacion de biosoélidos, lo que no
se registrd ni en TC, ni en PN, ni en los tratamoigrcon fertilizacion quimica. Esto indica
claramente que el aumento de los contenidos de Zugs debido a la aplicacion de biosodlido,
que tal cual se puede apreciar en la Cuadro 2emi@sa concentraciones relativamente altas de
estos MP. Adicionalmente, estos resultados ponenmdeifiesto una de las principales
probleméaticas de la aplicacion de este tipo deluesi, y que se corresponde con el aumento de
sustancias potencialmente contaminantes en sugplie®las. Por otra parte, es bien sabido que la
alcalinizacion del suelo se asocia a una dismimudila disponibilidad de MP, como el Cu y el
Zn (Cornejoet al, 2008a); sin embargo, en este estudio incluscucanfuerte alcalinizacion en
los tratamientos con aplicacion de biosoélidos (d&sgos unidades en algunos casos), el aumento
de los contenidos de Cu y Zn extractable es asoémdemedida que se incrementa la dosis de

enmienda, en particular aplicados de forma acumalat
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Figura 6. Niveles de Cu y Zn extraible con DTPA de suelosivados corilriticum aestivumy sometidos a distintos sistemas
de fertilizacion y aplicacion de biosélidos sobreAndisol del sur de Chile. Convenciones para latamientos: testigo (TC),
pradera natural (PN, representado por las espeatesales sin cultivo de trigo), fertilizacién quéa (FQ), dosis de aplicacion
de biosélidos de 30, 90 y 150 toni'h&os tratamientos fueron aplicados de forma resi@i) sélo al principio del estudio, o
bien de forma acumulativa (A), durante los tressafi@l estudio. Letras distintas indican diferensigsificativas de las medias
(Tukey P<0,05).



4.3.- Variacion de los parametros micorricicos.

4.3.1.- Colonizacién

En la Figura 7 se presenta el porcentaje tmizacion por HMA en las raices deiticum
aestivumasi como la colonizacion de las raices de platgda pradera natural. Se observo que
existe colonizacion de magnitud importante en tddasmuestras estudiadas, con valores que
bordean el 50%, y hasta el 60%. No obstante, nensentraron diferencias significativas en
ninguno de los tratamientos testeados.
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Figura 7. Colonizacién micorricico arbuscular de raices ab&nde suelos cultivados c@miticum aestivumy sometidos a
distintos sistemas de fertilizacion y aplicacion liesélidos sobre un Andisol del sur de Chile. Gariones para los
tratamientos: testigo (TC), pradera natural (Presentado por las especies naturales sin culéwogb), fertilizacién quimica
(FQ), dosis de aplicacion de biosélidos de 30, 4B ton hd. Los tratamientos fueron aplicados de forma redi@R) sélo al
principio del estudio, o bien de forma acumulat{¥d, durante los tres afios del estudio. Letrasirdést indican diferencias
significativas de las medias (Tukey P<0,05).

El mayor porcentaje de colonizacion se enéositr PN, con un 60,4% de micorrizacion, y que
en el momento de la toma de muestras corresporglaritariamente a raices thypochoeris
radicataL. Por su parte, en los tratamientos con cultivotidgo el mayor porcentaje de
micorrizacion se registro en el tratamiento 90 én cn 56,8%, y la micorrizacion mas baja fue
en el testigo (T), con un 48,6%, observandose gnegeneral, los tratamientos A presentaron
mayores valores de colonizacion. Estos resultadosuerdan con los encontrados por Valagtni

al., (2009), quienes encontraron una mayor colonizae@dntratamientos con aplicacion de



compost, asociandose igualmente de forma positvalas dosis de compost aplicadas en este
caso. Adicionalmente, cabe sefalar que se obsex&lara diferencia visual en el crecimiento
radical alcanzado por las plantas de trigo en ilstintbs tratamientos. En este sentido, el tamafio
de las raices fue claramente menor en los tratamsiecon aplicacion de biosoélidos, y en
particular cuando fueron aplicados de forma acutivalaPor ende, el que existan mayores
colonizaciones justamente en este tipo de tratdosecon biosdlidos no se asociaria con un
mayor potencial de in6culo micorricico por un autoese la densidad de raiz colonizada total.
Existen algunos estudios que sefalan que las plasstdmetidas a regimenes elevados de
fertilizacion inhiben el desarrollo radical, debigwincipalmente que los altos niveles de
nutrientes inhiben el establecimiento de la simbi@ise Tacoret al. 1997, Smith y Read 1997),
gue en este caso podria ser un efecto de un magoteade nutrientes a elevadas dosis de
biosolido (ver Cuadro 2). No obstante, también f@otasarse en el hecho de que los biosoélidos
posean una elevada cantidad de compuestos poteanial toxicos para la planta o que pudieran
inhibir el crecimiento radical de forma directaedando demostrado por Cedisal., (2006) al
aumentar la dosis de Biosélidos Urbanos a 150 M§(B&/150), quienes observaron que
semillas delactuca sativd.. presentaron radiculas pequefias y no llegarogesarrollar

hipocotilo.

4.3.2.- Micelio

En la Figura 8 se presenta la densidad delimiceicorricico total en suelo para cada
tratamiento analizado. Se observo una clara yfggtiva disminucion de la densidad de micelio
a medida que aumenta la concentracion de lodouaséh relacion a TC. Esta disminucion es de
una magnitud considerable, bajando de 10"nem TC hasta cerca de 1 i gn el tratamiento
150 A. Adicionalmente, los tratamientos con apliéacde biosdlidos A presentaron valores
inferiores respecto a los tratamientos R, e iguatenéueron inferiores que en los tratamientos
con fertilizacién quimica. En este sentido, la Ggaién de biosdlidos provenientes de PTAS
presenta un comportamiento, sobre las poblacioaedMA, distinto a lo que se observa con

otras enmiendas organicas. Por ejemplo, Valainal., (2009) observaron que la adicion de



compost no afecto a la longitud de micelio extemanteniéndose las densidades a traves de los
progresivos aumentos de dosis. En este sentidaambio observado en este importante
propagulo fungico estaria justificando mayores adas, y la necesidad de un estudio mas

acabado respecto de las dosis y formas de aplicdei®iosolidos en suelos agricolas.
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Figura 8. Densidad de micelio de HMA de suelos cultivados @oiticum aestivumy sometidos a distintos sistemas de
fertilizacion y aplicacién de biosoélidos sobre undisol del sur de Chile. Convenciones para losatn&ntos: testigo (TC),
pradera natural (PN, representado por las espeatesales sin cultivo de trigo), fertilizacién quéa (FQ), dosis de aplicacion
de biosélidos de 30, 90 y 150 toni'h&os tratamientos fueron aplicados de forma resi¢i) sélo al principio del estudio, o
bien de forma acumulativa (A), durante los tressafiel estudio. Letras distintas indican diferensigsificativas de las medias

(Tukey P<0,05).

4.3.3.- Esporas

La densidad de esporas de HMA registrada sndlterentes tratamientos analizados se
presenta en la Figura 9. El comportamiento obseresmdeste caso es similar al registrado en el
caso del micelio micorricico, previamente desciiin.este caso, la densidad de esporas también
disminuye a medida que aumenta la concentracidodie en particular cuando es aplicado de
forma acumulativa. La mayor densidad se presentid®itratamientos TC y 30 R, con mas de
1100 esporas por cada 100 g de suelo, en contastéas menos de 500 encontradas en el
tratamiento 150 A. En este caso, la presenciafdesdcias significativas es mas limitada, lo que
puede deberse al amplio rango de variaciones queatmente se encuentra en este parametro, y

que ha sido también vista en otros estudios emswelcanicos del sur de Chile (Cornejoal.,

2007; 2008a; 2009).



Esporas HMA en 100

TC PN FQR FQA 30R 30A 90R 90A 150R 150 A

Figura 9. Densidad de esporas de HMA en suelos cultivadosTeiicum aestivumy sometidos a distintos sistemas de
fertilizacion y aplicacién de biosoélidos sobre undisol del sur de Chile. Convenciones para lostné&ntos: testigo (TC),
pradera natural (PN, representado por las espeatasates sin cultivo de trigo), fertilizacion quéai(FQ), dosis de aplicacion
de biosélidos de 30, 90 y 150 ton'hd.os tratamientos fueron aplicados de forma resi@®) sélo al principio del estudio, o
bien de forma acumulativa (A), durante los tressadiel estudio. Letras distintas indican diferensigsificativas de las medias
(Tukey P<0,05).

Estos resultados refuerzan la apreciacioniggmente vertida, en el sentido que la aplicacion,
en particular, de este tipo de enmiendas/fertitemrrequieren mayores consideraciones y
estudios, respecto de dosis y frecuencias de aplitapara minimizar los efectos deletéreos

sobre las poblaciones indigenas de microorganismosficiosos del suelo.

4.4.- GRSP en suelos con distintas dosis de Lodos

En la Figura 10 se presentan las concentresioie GRSP (total), las cuales no mostraron
diferencias significativas entre los distintos dmatentos aplicados, salvo los existentes entre el
tratamiento 150 A y algunos otros tratamientosagalicacion de biosélidos (30 R, 90 Ry 90 A).
En este caso en particular, se observo un aumeogoesivo de GRSP so6lo en los tratamientos
con aplicacién de biosdlido, tendiendo a ser mayorelacion con el aumento de las dosis, en
particular en los tratamientos con aplicacion adativa. Estudios previos realizados en suelos
agricolas del sur de Chile han encontrado cantglameilares de GRSP. Morales al., (2005)
determinaron la presencia de esta glicoproteinaneAndisol de la X Region, con valores que

fluctuaban entre 65 mg'gen pradera hasta 114 mg gn bosque con manejo, lo que representa



entre 19.3 y 26.1% del C total del suelo. Segiedl, (2008) determinaron un C asociado a

glomalina que comprende un 8,9 a 10,4% del carbmtabdel horizonte superficial.
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Figura 10. Concentracion de Glomalina Relacionada a la Pratééh Suelo (GRSP) de suelos cultivadosEdticum aestivum

y sometidos a distintos sistemas de fertilizaci@pljcacion de biosolidos sobre un Andisol deldiChile. Convenciones para
los tratamientos: testigo (TC), pradera natural,(RMresentado por las especies naturales sivaug trigo), fertilizacion
quimica (FQ), dosis de aplicacién de bios6lido8@e90 y 150 ton h& Los tratamientos fueron aplicados de forma resi@R)
sélo al principio del estudio, o bien de forma aalativa (A), durante los tres afios del estudio.rasetdistintas indican
diferencias significativas de las medias (Tukey,BSpD

Considerando que la GRSP se asocia principaére las proteinas originadas por HMA y
liberadas por éstos al suelo, resulta contradatelrihecho que se hayan encontrado los valores
mayores de GRSP en los tratamientos con menorddehsie propagulos de HMA. En este
sentido, surgen dos alternativas que podrian expdiste fendmeno. Por una parte, que los HMA
presentes en los suelos con aplicaciéon de biosdidtinen una mayor parte de compuestos y de
su metabolismo a generar glomalina, como un meglia podificar el medio ambiente alterado
por la aplicaciéon (Rillig y Steinberg, 2002). O patra parte, que lo que se esté cuantificando
mediante el método Bradford sea inespecifico dprdéeina obtenida del suelo (Jareisal
2008), en cuyo caso es conocido que este métodloyenen sus mediciones sustancias como

polifenoles, que probablemente formen parte déilmsdlidos afiadidos.



4.5.- Rol de GRSP en la inmovilizacién de Cu y Zmesuelos con distintas dosis de lodos

En la Figura 11 se presentan las concentraside Cu secuestradas en GRSP. En general,
son valores bajos de contenido de Cu a los repmstpdeviamente en otros estudios, en los
cuales la GRSP se observé podia secuestrar hastg Z81 §' (Gonzalez-Chaveet al, 2004;
Cornejoet al, 2008c). No obstante estos estudios previos akzaeon en sistemas con Cu
adicionado, o bien con GRSP obtenida desde sukdosemte contaminados con metales. En este
estudio, los valores obtenidos (entre 0,3 y 0,8 @g g' GRSP) extrapolados a suelos,
representan entre 7 y 20 ppm de Cu secuestradaeda por esta proteina, y que da una
indicacion de lo que podria representar su acunduaen suelos con adicion de biosolidos, y
conjuntamente de los MP incluidos en esta enmie8ttaconocer los valores de MP total del
suelo, pero considerando valores normalmente hmjogeriores a 50 ppm de Cu total, el Cu
inmovilizado en GRSP podria representar probablémarfraccion mas importante de Cu en el

suelo.
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Figura 11. Cu asociado a GRSP en suelos cultivadosTegitum aestivumy sometidos a distintos sistemas de fertilizagion
aplicacion de biosélidos sobre un Andisol del suCdhile. Convenciones para los tratamientos: ®$#€), pradera natural (PN,
representado por las especies naturales sin cdkiwdgo), fertilizacion quimica (FQ), dosis ddiegcion de biosoélidos de 30, 90
y 150 ton h&. Los tratamientos fueron aplicados de forma resi¢R) sélo al principio del estudio, o bien denfiaracumulativa
(A), durante los tres afios del estudio. Letrasrdést indican diferencias significativas de las meTukey P<0,05).

Cabe sefialar que este efecto de inmovilizagion parte de la GRSP de elementos
potencialmente toxicos, como los MP, no es restactlel Cu, sino que igualmente ha sido
descrita para Zn y otros MP (Gonzalez-Chaeeal., 2004; Cherret al.,2007; Cornejcet al.,



2008c; Vodniket al., 2008). En este estudio, también se encontro eemdt similares a los
encontrados anteriormente en el caso del Cu paradotenidos de Zn en GRSP, los que se
muestran en Figura 12. En este caso, las diferesoia mas acusadas en algunos casos, pero los
contenidos de Zn asociados a GRSP se encuentrahrango de 6 a 20 ppm, que igualmente

pueden representar una alta proporcién de toda ecdmulado en el suelo.
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Figura 12. Zn asociado a GRSP en suelos cultivadosTadticum aestivumy sometidos a distintos sistemas de fertilizagion
aplicacion de biosélidos sobre un Andisol del suCdhile. Convenciones para los tratamientos: ®$H€), pradera natural (PN,
representado por las especies naturales sin cdéitdgo), fertilizacion quimica (FQ), dosis ddiegcion de biosélidos de 30, 90
y 150 ton h&. Los tratamientos fueron aplicados de forma resi@R) sélo al principio del estudio, o bien denfiaracumulativa
(A), durante los tres afios del estudio. Letrasrdést indican diferencias significativas de las meTukey P<0,05).

4.6.-Analisis de las relaciones establecidas entos parametros estudiados

El andlisis factorial y de correlaciones biadas (Cuadro 3) permitié establecer la existencia
de relaciones altamente significativas entre lambkes estudiadas, asi como la conformacion de
grupos altamente homogéneos entre los distintosantrantos analizados. Entre otras
asociaciones establecidas, destacan las direceasqjablece el pH con las disponibilidades de
Cu y Zn, y la inversa que establece con la denstiiadnicelio. En condiciones normales la
relacion entre estos parametros seria inversa, gado el elevado efecto alcalinizante del
biosélido considerado, y los contenidos significadi de estos elementos en el mismo, la relacién
llega a ser fuertemente significativa y directar Bwa parte, la disponibilidad de Cu y Zn en

suelo se asocia inversamente, y de forma muy &gtiifa, con las densidades de propagulos de



HMA en suelo (micelio y esporas), y que daria caele un probable efecto deletéreo directo del
aumento de estos contenidos sobre los propagulddMi® indigenas de estos suelos, y no
adaptados a contenidos relativamente elevadostdg elementos en la fraccion disponible del

suelo.

Cuadro 3. Matriz de correlaciones (de Pearson) de las principales variables estusligdas
componentes principales obtenidas.
Variables Coloniz | Micelio | Esporas | Ext.Cu ExtZzn | GRSP Cu- Zn- CP1 CP2

. GRSP GRSP
pHWl 0.09 -0.79** -0.45* 0.89** 0.83** 0.26 0.19 o 0.93** -0.06
Coloniz? | - -0.19 -0.58 -0.04 -0.05 0.12 0.15 -0.23 0.10 | 0.42*
Micelio® - 0.37* -0.78** -0.81** -0.24 -0.35 0.14 -0.90** | -0.04
Esporas4 - -0.46** -0.42* -0.28 -0.13 0.14 -0.58** -0.07
Ext. Cu® - 0.96** 0.15 0.06 0.00 0.94** -0.27
Ext. Zn® - 0.08 0.11 -0.02 0.92** -0.29
GRSP - 0.40* 0.09 0.33 0.70**
Cu-GRSP - 0.18 0.29 0.76*
Zn-GRSP’ - -0.02 0.20
CP1 - 0.00
Convenciones para significancig<0.05; **p<0.01.
pH en agua relacién 2:8Colonizacion micorricico arbuscular (%8Densidad de micelio de HMA (m%y “Esporas
de HMA (esporas 1007%; °Cu extraible del suelo con DTPAJ gG%); ®Zn extraible del suelo con DTPAd g);
'Glomalina total (mg Q); °Cu secuestrado en la GRSP (mg)kdZn secuestrado en la GRSP (mg'kg

Fuente.Creada por autor

Las componentes principales (CP, ver Cuadrob8nidas igualmente representan de forma
altamente significativa relaciones con los paraosetmalizados. Es asi como CP1 se asocia de
forma directa con el pH y las fracciones disporslde Cu y Zn, e inversa con la densidad de
micelio y esporas. Por su parte, CP2 se asociardefdirecta con los contenidos de GRSP y de
Cu ligado a la GRSP. La disposicion gréfica dectamponentes se muestra en la Figura 13, para
las distintas muestras analizadas. Se puede obsprgda suma de la varianza experimental por
parte de ambas componentes es practicamente 60%,lop@ue el agrupamiento de
conglomerados realizado por el método de Ward pugglesentar muy bien el comportamiento
global de los distintos tratamientos. En este dentse puede observar claramente que los
tratamientos con altas dosis de biosolidos y agiicaacumulativa se disponen hacia los valores

mas positivos de CP1 (asociados con mayores auseiet@H y Cu y Zn disponible). Sin



embargo, se establecié un grupo muy homogéneo atigplen el sentido contrario en CP1,
asociado a mayores densidades de propagulos de HBgt&. grupo incluye la totalidad de
muestras de PN, TC, FQR, 30 R, y dos muestras &e 90

Tatamientos
+1C
Aa ° * PN
A FQR
A FQA

0 90R

B 90A
O 30R
® 30A

VvV 150R

Componente Principal 2 (16,1%)

vV 150 A

Componente Principal 1 (43,7%)
Figura 13. Diagrama de dispersion de las unidades experitesngegin los componentes principales obtenidosapalisis

factorial para las variables estudiadas. Los adscuigrupan unidades con alto grado de similituchaleerdo al andlisis de
conglomerados (método de Ward), y deben entendemse una ayuda visual para la discriminacion deagsu

Estos resultados demostrarian que la aplica@dbiosolidos en dosis de 30, y probablemente
hasta 90 ton K4 no generan un impacto significativamente deleté&ebre los propagulos de
HMA naturales del suelo estudiado, cuando son agbtis de forma residual con un periodo de
carencia de al menos 3 afios, como en este casau8a) el poder contar con informacion
referente al efecto que la practica agrondmica d#izacion de biosélidos como
enmienda/fertilizante tiene sobre uno de los coraptes bioticos mas importantes de los
agroecosistemas facilitara la correcta gestiénepastsobre el destino final de estos residuos. No
obstante, se requiere mayor informacién, en edpegial largo plazo, que ayuden a corroborar
gue los efectos observados en este estudio a Jp&rmsson persistentes en el tiempo, y puedan
permitir la re-incorporacion de biosolidos de forafielica sobre un mismo suelo.



5. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos, pase a la discusion desarrollada, es posible

concluir que:

. La aplicacion de cantidades crecientes de Obdms, en especial de forma
acumulativa, genera un significativo aumento digdecion de Cu y Zn disponibles en el

suelo debido a los contenidos de éstos metalesemhienda utilizada.

. La densidad de propagulos de HMA en akleses altamente afectada por la
aplicacion de altas dosis de biosélido, produciéadon fuerte descenso de esporas y

micelio, en especial cuando la enmienda es aplidadarma acumulativa.

. La determinacion de glomalina en suelos enmgosl con biosdlidos resulta
dificultosa probablemente por la inespecificidadlaléécnica utilizada; no obstante, su
presencia resulta una importante via de inmovikizade Cu y Zn en el suelo, evitando
gue los aportes de éstos metales realizados emntongon el biosolido resulten
fitotdxicos.

. Finalmente, es posible afirmar que en el suglizado la aplicacion de biosélidos en
dosis comprendidas entre 30 y 90 toft,liacorporados con una frecuencia de tiempo de
al menos 3 afos, no producen un efecto signifieatente perjudicial sobre las

poblaciones de HMA ni sobre el aumento de elemeatencialmnete fitotdxicos.



6. RESUMEN

La utilizacion de biosélidos obtenidos deltdmiento de aguas residuales como enmienda
organica surge como alternativa de disposicionl fitealas ingentes cantidades de biosélidos
generados. Por esto, el objetivo de este estudioahalizar el efecto de la aplicacion de
biosélidos de forma acumulativa (A) y residual (Rpbre el aumento de las fracciones
disponibles de Cu y Zn, y las variaciones en lsuka de propagulos de HMA presentes de un
Andisol para establecer las dosis y condicioneaplieacion de estos materiales al suelo. Para
esto, se aplicé en superficie en un suelo SerieGuel equivalente a 30, 90 y 150 ton'tde
biosélido al comienzo de un cultivo de trigo, denfa R al comienzo del estudio, o bien de forma
A, durante los 3 afos de estudio. Estos tratansefuteron comparados con una fertilizacion
quimica (R y A), un testigo no enmendado ni feaditio (T), y una pradera (PN) establecida en el
mismo suelo, mostrando las condiciones normale®si@ropagulos de HMA. Los resultados
mostraron una fuerte alcalinizacion (hasta 2 uredate pH) y una mayor disponibilidad de Cu y
Zn en el suelo a medida que aumentaban las dosipldacion de biosolidos, en particular en
los tratamientos A (hasta 10 veces mas en 150 Aacado con T o PN). Igualmente, se registrd
un significativo efecto de la aplicacion de biodd sobre la densidad de propagulos de HMA,
observandose un descenso de 91 % en las densatadsgselio fungico y un 58 % en el nimero
de esporas de HMA entre los tratamientos T y 15@gpectivamente. Por su parte, la glomalina
presentd mayores acumulaciones en los tratamiefosn especial a las mayores dosis
utilizadas, representando una importante via deowlisacion de Cu y Zn en suelo. Estos
resultados sugieren que la aplicacion de biosoligesera importantes cambios en las
condiciones naturales de un suelo, incluso si gapaca con suelos sometidos a métodos
tradicionales de cultivo, particularmente sobre ensidades de propagulos de HMA,
disminuyendo los efectos beneficiosos de la sinmiosicorricica. Por tanto, su aplicacion
debiera ser controlada en cuanto a las dosis ydrexas, de forma de minimizar el efecto
deletéreo sobre este importante resorte agro-décolégomo en el caso de este estudio, que
demuestra que en ese suelo no se deben agregaten®iston ha de biosélidos, y con una

frecuencia no menor a 3 afnos.



7. SUMMARY

The use of biosolids derived from sewage treatrasrdrganic amendment is an alternative for
final disposal for the high amounts of biosolids ngeted. Therefore, the aim
of this study was to analyze the effect of applyenghulatively (A) and residual (R) biosolids, on
increasing available fractions of Cu and Zn, andiati@ns in the density of arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) propagules present in a Aad, to establish the doses and conditions
of application of these materials to the soil. Baeivalent to 30, 90 and 150 tori*haf biosolid
amendment was surface applied on a Cunco seriéswden a wheat crap was beginning,
applied in the R starting this study, and in thefokm during the 3 years of study. These
treatments were compared with chemical fertilizat{® and A), and a control not amended nor
fertilized (T), and a natural prairie (PN) estaldid in the same soil, showing autochthonous
conditions for AMF propagules. The results showetiang alkalinization (up to 2 pH units) and
a higher Cu and Zn availability in the soil wheongwnlid application doses increased, particularly
in A treatments (up to 10 times in 150 A compareithw or PN). Similarly, there was a
significant effect of biosolids application on ttensity of AMF propagules, showing a decrease
of 91% in the densities of fungal mycelium and 5B%he number of AMF spores between T
and 150 A treatments, respectively. Meanwhile, gllimshowed higher accumulation in the A
treatments, especially where higher doses wereieahptepresenting an important way for
immobilization of Cu and Zn in soil. These resdtgygest that application of biosolids generates
significant changes in natural soil conditions, revehen compared with soils under traditional
farming methods, particularly on AMF propagulessiges, reducing the beneficial effects of the
mycorrhizal symbiosis. Therefore, the doses andjuieacies of its application should be
controlled, to minimize the deleterious effect bis important agro-ecological resource, as in the
case of this study, which shows that more thano®0hi&' of biosolids should not be added on

this soil and with a frequency not lower than 3rgea
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