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RESUMEN

La aplicacion de biosolidos digeridos anaerobicamente
como fuente de nutrientes para el nogal pecanero, Carya
illinoinensis (Wangeh.) K. Koch, cultivar Western, fue
evaluado por tres aflos. Las yemas crecieron un 16% mas
y laproduccion de nueces por arbol fue 11.3% mayoren el
tratamiento con bioso6lidos en un promedio de tres afios. La
acumulacion de As, Cd, Cr, Hg, Niy Pb en el suelo debido
alosbiosolidos fue muy bajay de acuerdo con lanormade
EE.UU., laconcentracion maxima permitida se alcanzara
en 34 afos. Las cantidades de Cd, Cr, Ni y Pb en la nuez
estaban debajo de los limites detectables. El1 As y Hg se
detectaron en cantidades muy pequefias y estuvieron por
debajo de los limites permitidos para nueces en el Reino
Unido. Durante la pre-cosecha, en suelos fertilizados
con bios6lidos y en las nueces que tuvieron contacto con
biosdlidos, no se detecto la presencia de Escherichia coli
y Salmonella sp.

Palabras clave: Carya illinoinensis, Escherichia colli,
Salmonella sp., metales pesados.

* Recibido: febrero de 2011
Aceptado: octubre de 2011

ABSTRACT

The application of anaerobically digested biosolids
as a nutrient source for the pecan Carya illinoinensis
(Wangeh.) K. Koch, cultivar Western, during three
years was evaluated. The bearing shoot grew
16% more and nut production per tree was 11.3%
higherin the biosolid treatment, on a three-year average.
The accumulation of As, Cd, Cr, Hg, Ni and Pb in
soil due to biosolids was very low and according to the
U.S. standard, the maximum allowable concentration
would be reached in 34 years. Quantities of Cd, Cr,
Ni and Pb in the kernel were below detection limits.
As and Hg were found in very small quantities, and
were below the limits allowed for nuts in the United
Kingdom. During the preharvest, in soil fertilized with
biosolids and in nuts which had contact with biosolids,
the presence of Escherichia coli and Salmonella sp. were
not detected.

Key words: Carya illinoinensis, Escherichia coli,
Salmonella sp., heavy metals.
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INTRODUCCION

El nogal pecanero, Carya illinoinensis (Wangeh.) K. Koch,
cultivar Western es el arbol frutal caducifolio mas importante
deMéxico, endonde se cultivan 84429 hectareas (SAGARPA,
2009). Durante el cultivo, el fertilizante es el insumo mas caro
de la produccion y constituye el 25% de los costos de cultivo
(Sparks, 1991; FIRA, 2009). Para que un nogal pueda crecer
yproduciradecuadamente, debe suministrarsele un conjunto
equilibrado de nutrientes: N, P,K, Ca, Mg, S, Zn, Cu, Fe, Mn,
B, Cl y Na (Sparks, 1989; Smith, 1991). En los huertos de
nuez, el fertilizante convencional NPK (CF) puede ser parcial
ototalmente remplazado por biosélidos (BS), un producto de
muy bajo costo, derivado de las plantas de tratamiento de aguas
residuales. Los BS sonuna valiosa fuente de N, P, Zn, Cu, Mn
ymateriaorganica. Laincorporacion de BS en el suelomejora
las propiedades fisicas, la actividad biologica y la fertilidad
del suelo (Tester, 1990; Sullivan, 1998).

En México, una vez que el reglamento de agua potable
(NOM-001-ECOL-96) se cumple anivel nacional, alrededor
de 650 000 t de BS secos se producen cada afo (Jurado et
al., 2004). En el estado de Chihuahua, cuatro plantas de
tratamiento de aguas residuales producen 2 930 t de BS
secos por mes (Flores, 2007). Si este subproducto no es
aprovechado o reciclado, al ser depositado en vertederos
ocuparan espacio, atraerd roedores e insectos vectores;
contaminara el suelo y mantos subterraneos con compuestos
orgéanicos, microbios patdgenos, metales pesados, nitratosy
salesyelaire conmetano. Laincineracion de BS contribuye
a la contaminacion atmosférica por la emision de CO,,
dioxinas y metales (USEPA, 1995; 1999).

Sinembargo, laaplicacion de BS asuelos agricolas tiene sus
riesgos, que incluyen la acumulacioén de metales pesados,
nitratos y sales y lacontaminacion por organismos patdgenos
y parasitos (Chaney et al., 1992; McBride, 1995). Todo esto
depende en gran medida de la calidad de los BS; los BS de
alta calidad no suelen causar problemas (USEPA, 1995). En
el presente estudio, los BS fueron evaluados como una fuente
alternativa de nutrientes a los fertilizantes inorgénicos para
nogales, que tiene como objetivo determinar el efecto de la
aplicacion de biosolidos en el contenido de metales pesados
y microrganismos en el suelo calcareo y en dos tejidos del
fruto del nogal.
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INTRODUCTION

The pecan Carya illinoinensis (Wangeh.) K. Koch,
cultivar Western, is the most important deciduous fruit
tree in México, where 84 429 ha plantations are cultivated
(SAGARPA, 2009). During cultivation, fertilizer is the
most expensive input to production and constitutes 25%
of cultivation costs (Sparks, 1991; FIRA, 2009). In order
for a pecan to grow and produce appropriately, it should
be supplied with a balanced set of N, P, K, Ca, Mg, S, Zn,
Cu, Fe, Mn, B, Cl and Na nutrients (Sparks, 1989; Smith,
1991). In pecan orchards, conventional NPK fertilizer
(CF) can be partially or completely replaced by biosolids
(BS), avery low-cost by-product of wastewater treatment
plants. BS is a valuable source of N, P, Zn, Cu, Mn, and
organic matter. Incorporation of BS in soil improves the
physical properties, biological activity, and fertility of the
soil (Tester, 1990; Sullivan, 1998).

In Mexico, once the clean water regulations (NOM-001-
ECOL-96) are fulfilled at a national level, around 650
000 t of dry BS will be produced each year (Jurado ez al.,
2004). In the Chihuahua State, four wastewater treatment
plants produce 2930t of dry BS per month (Flores, 2007).
If this by-product is not taken advantage of or recycled,
depositing it in landfills will occupy space, attract
rodents and vector insects; pollute the soil and subsurface
mantles with organic compounds, pathogenic microbes,
heavy metals, nitrates and salts, and the air with methane.
The incineration of BS contributes to atmospheric
pollution by emitting CO, dioxins, and metals (USEPA,
1995; 1999).

Nevertheless, applying BS to agricultural soils has risks
which include the accumulation of heavy metals, nitrates
and salts, and contamination by pathogenic organisms
and parasites (Chaney et al., 1992; McBride, 1995).
All of this depends to a great extent on the quality of
the BS; high-quality BS does not typically cause such
problems (USEPA, 1995). In the present study, BS were
evaluated as an alternative nutrient source to inorganic
fertilizer for pecans, which objective to determine the
effect of biosolid application on heavy metal content and
microorganisms in calcareous soil and in two tissues of
the pecan fruit.
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MATERIALES Y METODOS

Este estudio se llevo a cabo en Delicias, Chihuahua; en
2004, 2005 y 2006, en el huerto Rancho Trincheras. El
material vegetal fue la variedad Western, en produccion
y con ocho afios al inicio del estudio. Los arboles se
encuentran a una distancia de 12#12 m y cada uno cuenta
con 100 litros por hora para el riego con micro-aspersion.
El suelo es de una textura grumosa, arenosa, muy pobre
en materia organica (0.34%), pH= 8.4 y con baja salinidad
(CE=0.87dSm™).

Diseiio experimental. Se utilizo un disefio completamente
al azar con cuatro repeticiones por tratamiento. Cada
arbol de nuez fue una repeticion y a cada uno se le asignd
un tratamiento de acuerdo a la similitud del diametro de
su tronco. Los siguientes tratamientos fueron evaluados
cada afo: 1) la fertilizacion inorgénica convencional.
Fue utilizada la formula 45-15-15 g cm™! del diametro del
tronco; el 15 de marzo, se aplico el 50% del N y todo el P
y K, y el 15 de mayo el 50% restante de N. Se utilizaron
como fuente al nitrato de amonio, fosfato monoamonicoy
elnitrato de potasio; y 2) fertilizados con BS. Fue utilizado
material de biosolidos de la planta del norte de la ciudad
de Chihuahua.

Para calcular una dosis de biosélidos, igual a45 gN cm' de
diametro del tronco, se tomaron en cuenta el contenido de
nutrientes y la humedad y, se asumid una mineralizacion
del 50% de N para el primer afio. Los biosolidos fueron
esparcidos en lazona deriego poraspersiony se incorporaron
con un rastrillo. El analisis de metales pesados de los
biosolidos se presenta en el Cuadro 1. Durante los tres
afios, la dosis de fertilizante de biosolidos fue relativamente
baja. Los arboles de 8, 9 y 10 afios de edad recibieron una
dosis seca-base de 2.41,2.76 y 3.1 t ha'!, respectivamente.
Los BS se clasificaron como un “tipo excelente” por su
baja concentracion de metales pesados y de “clase C”
por su contenido de microrganismos el primer y segundo
afo; el tercer afio fueron clasificados como “clase A”,
(SEMARNAT, 2002).

Variables

Crecimiento y rendimiento. La longitud de los brotes se
evalu6 en junio (una yema por cuadrante de nogal a una
altura de 1.5 m). En octubre, el rendimiento fue pesado (kg
de nueces por arbol).

MATERIALS AND METHODS

This study was carried out in Delicias, Chihuahua; during
2004, 2005 and 2006, in the Rancho Trincheras orchard. The
plantmaterial was the cultivar Western of pecan, in production
and eight years old at the beginning of the study. The trees are
planted at a distance of 1212 m and with each one having a
100 liters per hour microsprinkler for watering. The soil is ofa
crumbly, sandy texture, very poor in organic matter (0.34%),
pH= 8.4 and with low salinity (CE=0.87 dS m™").

Experimental design. A completely random design
was used with four replicates per treatment. Each pecan
tree was a repetition and each tree was assigned to each
treatment according to the similarity of trunk diameter.
The following treatments were evaluated each year: 1)
conventional inorganic fertilizing. The formula45-15-15g
cm’! of trunk diameter was used. On March 15, 50% of the
N and the entire Py K, and on May 15 the remaining 50% of
the N were applied. Ammonium nitrate, monoammonium
phosphate, and potassium nitrate were used as the source;
2) fertilized with BS. Biosolid material from the Northern
plant of Chihuahua City was used.

In order to calculate a biosolid dose equal to 45 gN cm™! of
trunk diameter, the nutrient content and humidity were taken
into account and a mineralization of 50% N was assumed
the first year. The biosolid was spread in the sprinkling area
and incorporated with a rake. Heavy metal analysis of the
biosolids are given in Table 1. During the three years, the
biosolid fertilizer dose was comparatively low. Trees of
8,9, and 10 years of age received a dry-base dose of 2.41,
2.76 and 3.10 t ha'!, respectively. The BS were classified as
an “excellent type” for their low heavy metal concentration
and as “class C” for their microorganism content the first
and second years; they were classified as “class A” the third
year (SEMARNAT, 2002).

Variables

Growth and yield. The length of the bearing shoots was
evaluated in June (one shoot per quadrant of pecan at a
height of 1.5 m). In October, the yield was weighed (kg of
nuts for tree).

Heavy metals (HM) concentration in soil. Each yearand at
the end of the vegetative cycle, soil samples were analyzed
in order to measure its HM concentration. Soil samples
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Cuadro 1. Salinidad, materia organica, nutrientes, metales
pesadosy concentracion de microorganismos de
biosodlidos* utilizados en este estudio, en tres afios.

Table 1. Salinity, organic matter, nutrients, heavy metals

and microorganisms concentration of biosolids
used in this study, in three years.

Element 2004 2005 2006
pH 7.3 7.2 7.4
EC (dS/m) 2.72 2.72 4.25
OM (%) 36.5 39.3 354
N 3.51 3.14 3.01
P 1.48 1.33 1.2
K 0.26 0.23 0.19
Ca 4.11 5.33 0.7
Mg 0.76 0.67 1.1
Zn (mgkg") 1706 2250 1170
Fe 6150 5900 6620
Cu 152 164 110
Mn 230 312 147
As (mgkg") 12 15.4 nd
Cd 0.79 22 1.99
Cr 69.4 129 32
Hg 1.17 0.67 1.51
Ni 16.9 16.7 14.9
Pb 109.1 67.4 42.7
FC (NMP g) 35200 150 000 580
Salmonella sp. 5.7 nd nd
HE (org g 0 0.7 0

*=from the northern treatment plant of Chihuahua City; FC=fecal coliform; HE=
helmilth egg; nd= not detected.

Concentracion en suelo de metales pesados (MP). Cadaafio
y al final del ciclo vegetativo, las muestras de suelo fueron
analizadas para medir su concentracion de MP. Las muestras
de suelo fueron tomadas a una profundidad de 0-30 cm en
el centro de la zona de goteo de cada arbol; se hicieron tres
muestras compuestas por tratamiento. Las muestras secas,
tamizadas y homogeneizadas a 100 mallas, se digirieron con
HNO:s. Enel casode Al, que esun elemento inerte en su forma
oxidada, se us6 la digestion asistida por microondas. Al, Cd,
Cr, Niy Pb se determinaron por espectrometria de absorcion
atomica (AAS). El As y Hg se determinaron con la misma
técnicayusando un generador de hidruros (AA-HG) comoun
método de introduccion de muestras (Briggs y Meier, 1999).

Concentracion de MP en los tejidos vegetales. Cada afio,
durante la cosecha fueron recogidas 10 nueces por arbol,
separando la cascara y semilla en cada nuez. Se realizaron
tres muestras compuestas de 40 semillas y 40 cascaras por
tratamiento. Las cascaras se secaronalasombray susuperficie
exterior se limpid conun cepillo de cerdas de plastico. Fueron

Socorro Héctor Tarango-Rivero et al.

were taken ata depth of 0-30 cm at the center of the dripping
zone of each tree; three compound samples were formed per
treatment. The dry samples, sieved and homogenized at 100
mesh, were digested with HNO;. In the case of Al, which is
an inert element in its oxidized form, microwave assisted
digestion was used. Al, Cd, Cr, Ni and Pb were determined
by atomic absorption spectrometry (AAS). As and Hg were
determined by the same technique and by using a hydride
generator (AA-HG) as asample introduction method (Briggs
and Meier, 1999).

HM concentration in plant tissues. Each year, during the
harvest, 10 nuts per tree were gathered, and the shuck and
its kernel were separated from each nut. Three samples
composed of 40 kernels and 40 shucks per treatment were
made. The shucks were dried in the shade and their outside
surfaces were cleaned with a plastic bristle brush. They were
ground with a Moulinex® grinder with stainless steel arms
and a plastic cup and stored in wax-paper bags. The kernels
were finely chopped with a stainless steel knife on a bond-
paper-lined board and stored in wax-paper bags. The shucks
and kernels were digested with HNO,. Detection limits were
estimated and Al, Cd, Pb, Hg, Cr, Ni, and As concentrations
were determined by AAS. For the As and Hg analysis, the
samples were introduced by the AA-HG method (Hageman
and Welsch, 1996).

Microorganism determination in nut and soil. Each
year, in October (before the harvest), two nuts from each
tree were placed in the soil for two days, and put into
sterilized glass jars (in an autoclave for 30 min at 120 °C)
and hermitically sealed. The presence of Escherichia coli
and Salmonella sp. affixed to the nut’s shell and in the
soil fertilized by BS was determined. The soil sample was
taken at a depth of 0-3 cm in the center of the dripping
zone of each tree. In both cases, three samples composed
by treatment, in an area of the orchard 60 m away from the
sites where biosolids were applied, were made. The analysis
was done in accordance to the Official Mexican Standard
NOM-114-SSA1-1994.

Statistical analysis. The data were analyzed by a t-test.
When the heavy metals analysis in plant tissue and soil
determined that an element was “not detected”, it was given
a value of zero for the variable analysis. Data of elements
with values less than 1 and those which included zeros were
transformed through the equation VX+0.5 before statistical
analysis (Steel y Torrie 1985). The statistical packet SAS
8.2 was used (SAS Institute, 2001).
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molidas con un molinillo de Moulinex® con aspas de acero
inoxidable y un vaso de plastico y, se almacenaron en bolsas
de papel de cera. Finamente, las semillas fueron picadas con
un cuchillo de acero inoxidable sobre una tabla forrada con
papel bond y se almacenaron en bolsas de papel de cera. Las
cascaras y los granos se digirieron con HNO;. Se estimaron
los limites de deteccion, se determinaron las concentraciones
de Al, Cd, Pb, Hg, Cr, Ni, y As como se determina por AAS.
Para el analisis de As y Hg, 1as muestras fueron introducidas
por el método de AA-HG (Hageman y Welsch, 1996).

Determinacion de microrganismos en la nuez y suelo.
Cada afo, en octubre (antes de la cosecha), dos nueces de
cada arbol se colocaron en el suelo durante dos dias y se
colocaron en frascos de vidrio esterilizados (en un autoclave
durante 30 minutos a 120 °C) y se sellaron herméticamente.
Se determiné la presencia de Escherichia coliy Salmonella
sp. en la cascara de lanuez y en el terreno abonado con BS.
Lamuestra de suelo fue tomada a 0-3 cm de profundidad en
el centro de la zona de goteo de cada arbol. En ambos casos
se tomaron tres muestras compuestas, por tratamiento, en
una zona de la huerta a 60 metros de donde se aplicaron
los biosolidos. El andlisis se realiz6 de acuerdo a la Norma
Oficial Mexicana NOM-114-SSA1-1994.

Analisis estadistico. Los datos fueron analizados poruntest-T.
Cuando el analisis de metales pesados en tejidos de laplantay
el suelo determinaba que un elemento “no eradetectado”, sele
asignabaunvalor de cero al analisis delas variables. Los datos
de los elementos con valores inferiores a 1 y los que incluian
ceros fueron transformados usando la ecuacion VX+0.5 antes
del analisis estadistico (Steel y Torrie 1985). Se utiliz6 el
paquete estadistico SAS 8.2 (SAS Institute, 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

Crecimiento y rendimiento

En dos de los tres afios y en el promedio final, los nogales
con BS tuvieron un tamafio de yema significativamente
mayor que los arboles fertilizados; en promedio, los brotes
de los nogales bajo el tratamiento orgénico crecieron 16%
mas (Cuadro 2). Debido que la fase de crecimiento de los
brotes es muy corto en los nogales, el suministro adecuado
de nutrientes tiene un efecto determinante sobre su vigor
(Marquard, 1990). Esto significa que la mineralizacion de
biosolidos es suficiente para proporcionar los nutrientes

RESULTS AND DISCUSSION

Growth and yield

In two out of three years and in the final average, pecans
amended with BS had a bearing shoot size significantly
higher than that of the fertilized trees; on the average, the
shoot of pecans under the organic amendment grew 16%
more (Table 2). Because the shoot growth phase is very
short on bearing pecans, adequate supply of nutrients has
a determinant effect on their vigor (Marquard, 1990). This
means that the biosolid mineralization is enough to provide
the nutrients demanded by the short but intense elongation
period of the bearing shoot. The organic amendment favored
shoot growth within the range for maximum productivity in
the Western variety, which is between 15 and 30 cm length
(Storey, 1990).

Cuadro 2. Largo delos brotes (LBS) de nogales fertilizados
con fertilizantes NPK y con biosélidos durante
tres aiios. Delicias, Chihuahua.

Table 2. Bearing shoot length (BSL) of pecans fertilized

with NPK fertilizers and with biosolids during
three years. Delicias, Chihuahua.

BSL (cm) =

Treatment =5/ 2005 2006 X
Fertilizers 16.7 193 127 162
Biosolids 227 234 119 193
Pr>F 0.006 0012 0519  0.016

Nut production was statistically alike between pecans
amended with BS and those receiving fertilizer (Table 3);
nonetheless, yield was always bigger in the first group, an
11.3% more on the annual average. In an important way,
annual productivity of a pecan tree depends on adequate
N supply during the phenological phases of shoot growth
and kernel filling (Wood, 2002). From the above it can be
deduced that BS incorporated into an orchard soil can provide
enough nutrients, particularly N, during the critical stages
of pecan development to sustain an adequate production of
pecan nuts every year.

Heavy metals in soil
Table 4 shows the degree of heavy metals accumulation with

the most potential for toxicity to plants and herbivores after
three years ofapplying BS. It was found that the accumulation
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exigidos por el periodo de elongacion-corto pero intenso del
brote. Elmejoramiento organico favorecio el crecimiento de
brotes en el rango de maxima productividad en la variedad
Western que se encuentra entre 15 y 30 cm de longitud
(Storey, 1990).

La produccion de nueces fue estadisticamente igual entre
los nogales modificados con BS y los que recibieron
fertilizantes (Cuadro 3); sin embargo, el rendimiento fue
siempre mayor en el primer grupo, 11.3% mas al afio, en
promedio. De manera importante, la produccion anual de
un arbol de nuez depende del aporte adecuado de N durante
las fases fenoldgicas de crecimiento de los brotes y llenado
de grano (Wood, 2002). De lo anterior se deduce que los BS
incorporados aun suelo del cultivo proporcionan suficientes
nutrientes, especialmente N durante las etapas criticas
del desarrollo de la nuez, para mantener una produccion
adecuada de nueces pecanas cada afio.

Cuadro 3. Rendimiento de nueces pecanas fertilizadas con
NPK y biosélidos durante tres afios. Delicias,
Chihuahua.

Table3. Nutyield of pecans fertilized with NPK fertilizers and

biosolids during three years. Delicias, Chihuahua.

Yield (kg tree™) =

Treatment X
2004 2005 2006
Fertilizers 4.39 11.15 9.56 8.37
Biosolids 4.99 1291 10.41 9.44
Pr>F 0.597 0.349 0.682 0.504

Metales pesados en el suelo

El Cuadro 4 muestra el grado de acumulacion de metales
pesados con mayor potencial de toxicidad, para plantas y
herbivoros alos tres afios de aplicar los BS. Se encontré que
la acumulacion de PM fue un proceso lento, debido que los
BS utilizados tenian un bajo contenido de PM (Cuadro 1)
y la dosis relativamente baja en la que se aplicaba. La tasa
mediana anual de acumulacion (mg kg de suelo), debido a
los fertilizantes biosélidos fue de As 1.75, Cd 0.04, Cr 8.1,
Hg 0.05,Ni10.06y Pb4.3.

Con estos datos yusando lamas estrictanormade referencia,
que es de la Comunidad Europea (McGrath et al., 1995),
el nimero de afios que se necesitan para alcanzar la
concentracion maximaadmisible (CMA) ensuelos agricolas
de cada PM, seria: Cd 25-75, Cr 12.3-18.5, Hg 20-30, Ni
500-1250yPb 11.6-69.7. Sicomoreferenciase usalanorma
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of HM was a slow process, due to the fact that the BS used
had alow HM content (Table 1) and the relatively low dose
at which it was applied. The annual median accumulation
rate (mg kg of soil) due to the biosolid fertilizer was: as
1.75,Cd 0.04, Cr 8.1, Hg 0.05,Ni0.06 and Pb 4.3.

With this data and using the strictest standard as areference,
which is from the European Community (McGrath et al.,
1995), the number of years that it would take to reach the
maximum allowable concentration (MAC) in agricultural
soils foreach HM would be: Cd 25-75,Cr 12.3-18.5,Hg 20-
30,Ni500-1250and Pb 11.6-69.7. Ifthe reference were the
U. S. standard (CFR 40, Part 503), the time (years) needed
to get to the MAC is much longer: Cd 500, Cr 185, Hg 160,
Ni 3500 and Pb 34.8.

Cuadro 4. Concentracion de metales pesados en el suelo
(0-30 cm) de nogales fertilizados con NPK y
biosolidos durante tres afios.

Table 4. Heavy metals concentration in soil (0-30 cm)

of pecans fertilized with NPK fertilizers and
biosolids during three years.

Heavy metals (mg kg™)
Treatment  As Cd Cr Hg Ni Pb

2004!
245 039 6.8 22
256 023 72 239

Fertilizers 2.6 nd
Biosolids 2.7 nd

Pr>F 0.886 -- 0.87 0.096 0.662 0.627
2005
Fertilizers 0.74 044 6.9 0.01 6.6 10.6

Biosolids 0.8 0.56 8.1 0 8 16.6
Pr>F 0.013 0.105 0.057 0.237 0.0002 0.129
2006
Fertilizers 5.2 nd 394 nd nd 4.7
Biosolids  10.1 nd 614 nd nd 9.8
Pr>F 0.095 - 0.027 -- -- 0.332

'= at the end of each cultivation cycle; nd= not detected.

In accordance to the European standard, Cr and Pb are the
elements that would limit safe use of BS in the short-term
(12 years). However, in the alkaline soils of Chihuahua’s
pecanregion both metals would precipitate as barely-soluble
compounds and would be adsorbed by clay and organic
matter (Davies and Jones, 1992; Rostagno and Sosebee,
2001). Furthermore, Pb is practically immobile in the root
(Sommers and Barbarick, 1990). Since only a third of the
pecan’s feeding roots are localized in the cultivable layer in
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de EE.UU. (CFR 40, Parte 503), el tiempo (aflos) necesario
para llegar a la CMA es mucho mayor: Cd 500, Cr 185, Hg
160, Ni3 500y Pb 34.8.

De acuerdo alanorma europea, Cry Pb son los elementos
que limitan el uso seguro de los BS a corto plazo (12
afios). Sin embargo, en los suelos alcalinos de la region
nogalera de Chihuahua, ambos metales se precipitan como
compuestos solubles, siendo absorbidos por la arcilla y
la materia organica (Davies y Jones, 1992; Rostagno y
Sosebee, 2001). Ademas, el Pb es practicamente inmovil
en la raiz (Sommers y Barbarick, 1990). Dado que solo
una tercera parte de las raices de alimentacion de la nuez
se localiza en la capa cultivable del suelo verdaderamente
texturizado (Worley et al., 1974) y, menos aun en suelos
arenosos (Brison, 1976), estas condiciones reducirian la
absorcion y el efecto de los MP en los nogales.

Con base en los resultados de 2004, el Hg y Cd podrian
acumular la CMA a mediano plazo (20 a 25 afios); sin
embargo, ya que éstos se detectaron sélo en uno de los
tres afios y en un suelo calcareo, como el huerto en el
presente estudio, el Hg se precipitaria como hidréxido o
carbonato apenas soluble (Davies y Jones, 1992), lo que
reduciria su disponibilidad para las plantas; ademas, este
elemento practicamente no se mueve en laraiz (Sommers
y Barbarick, 1990). El Cd es muy movil en el suelo y es
facilmente absorbido por las plantas (Breckle, 1991;
Menzer, 1991), aunque este proceso es antagonizado por
Mn, Fe, materia organica y mas importante por el Zn y
contenido de fosfato (Mengel y Kirkby, 1979; Allaway,
1986).

Elniquel esun elemento comun en el suelo, incluso en los
tratamientos con CF. Los BS apenas contribuyeron este
MP. Es el metal que requerira mas tiempo para alcanzar
el limite de concentracion en el suelo. En cuanto al As,
los estandares de EE.UU. y Europa no establecen un
CMA aunque, en Argentina el limite es de 20 mg kg' de
suelo (Lavado y Taboada, 2002). Este metaloide también
fue comun en el suelo y debido a su contribucién por los
BS, el limite del elemento se alcanzara solo en 11.4 afios
segun la norma argentina. En suelos calcareos, el As se
precipitaen forma apenas soluble (Davies y Jones, 1992).
Lostratamientos con CF también muestran la presenciade
MP en el suelo, lo que ocurre debido a la contribucion de
los fertilizantes sintéticos (especialmente Cd, Ni, y Pb) y
sobre todo fosfatos (Colomer y Sanchez, 2000).

truly-textured soil (Worley et al., 1974), and even fewer in
sandy soil (Brison, 1976), such conditions would reduce the
absorption and effect of these HM in pecan trees.

Based on the results for 2004, Hg and Cd could accumulate
totheir MAC inthe medium-term (20 to 25 years); however,
since these metals were detected only in one out of the three
years and since in a calcareous soil, like the orchard in the
present study, Hg would precipitate as a barely-soluble
hydroxide or carbonate (Davies and Jones, 1992), which
would reduce its availability to plants; moreover, this
element practically does not move in the root (Sommers
and Barbarick, 1990). Cd is very mobile in soil and is easily
absorbed by plants (Breckle, 1991; Menzer, 1991), although
this process is antagonized by Mn, Fe, organic matter, and
most importantly Zn and phosphate content (Mengel and
Kirkby, 1979; Allaway, 1986).

Niquel was acommon element in the soil, even in treatments
with CF. BS hardly contributed this HM. It is the metal that
would require the longest in order to reach a concentration
limitin soil. In regards to As, U. S. and European standards
donotestablisha MAC, although in Argentina the limitis 20
mg kg of soil (Lavado and Taboada, 2002). This metalloid
was also common in the soil, and because of its contribution
by BS, the element’s limit would be reached in just 11.4
years, according to the Argentinean standard. In calcareous
soils, As precipitates in barely-soluble forms (Davies and
Jones, 1992). Treatments with CF also show the presence
of HM in the soil, which occurs because of the contribution
of synthetic fertilizers (especially Cd, Ni, and Pb) and most
of all, phosphates (Colomer and Sanchez, 2000).

Heavy metals in plant

HM accumulation in edible parts of plants is important
because they are the entrance into the food chain (Chaney
and Giordano, 1986). HM content in pecan fruit kernel
fertilized with CF and BS is shown in Table 5. During the
first year of the study, it was found that CF and BS furnish
HM to the shuck and kernel. In general, BS tend to increase
HM concentration in both tissues, although a statistically
significant difference only occurred in the shuck for Ni and
Pb. Apparently, the shuck does not function as a tissue-filter,
which accumulates metals to reduce their passage into the
kernel. In fact, a high As content in the edible part of the nut
was determined. Cd was similar in both tissues and Cr and
Hg higher in the shuck.
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Metales pesados en las plantas

La acumulacioén de MP en las partes comestibles de plantas
esimportante, ya que son laentrada en la cadena alimentaria
(Chaney y Giordano, 1986). El contenido de MP en las
nueces pecanas fertilizadas con CF y BS se muestra en el
Cuadro 5. Durante el primer afio de estudio, se encontrd
que los CF y BS proporcionan MP a la cascara y al grano.
En general, los BS tienden a aumentar la concentracion de
MP en ambos tejidos, a pesar de esto, solo se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en lacascara para
Niy Pb. Al parecer, la cascara no funciona como un filtro
de tejido que acumule metales para reducir su paso hacia el
grano. De hecho, se determiné un alto contenido de As en
la parte comestible de la nuez. El Cd fue similar en ambos
tejidos, el Cry Hg fueron los mas altos en la cascara.

Cuadro 5. Concentracion de metales pesados en el grano
de la nuez fertilizados con NPK y biosdlidos
durante tres afios.

Table S. Heavy metals concentration in the kernel of pecan

fruit fertilized with NPK fertilizers and biosolids
during three years.

Heavy metals (mg kg™)
Treatment  As Cd Cr Hg Ni Pb

2004!

Fertilizers 1.02 0.01 021 0.01 3.6 8.4

Biosolids 1.07 0.23 0.34 0 5.3 12

Pr>F 0.956 0.202 0.706 0.373 0.521 0.609
2005

Fertilizers 0.04 Nd nd 075 nd nd

Biosolids 0.24  Nd nd 081 nd nd

Pr>F 0.107  -- - 0683 -- -
2006

Fertilizers 0.37 Nd 0 0.11 nd nd

Biosolids 0.18 Nd 0.22 0 nd nd

Pr>F 0.445 -- 0373 0.373

'=at the end of each cultivation cycle; nd=not detected.

Durante el primer afio, la concentracion de As se mantuvo sin
cambiosy Crcasisincambiosenel grano con CFy BS, mientras
que el Hg practicamente no se detectd en ambos tratamientos.
El Cd en tratamientos con BS fue de 0.23 mg kg'!, muy por
debajo del maximo de 5 mgkg! queunalimento vegetal puede
tener para ser considerado seguro (Chaney ez al.,2001). EINi
lleg6 a5.3 mgkg!, conlaaplicacion de los BS, 47% mas que
con CF. E1 Pb fue de 12 mg kg™! para los tratamientos con BS,
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Duringthe firstyear, As concentration was unchanged and Cr
almostunchanged in the kernel when fertilized with CF and
BS, while Hg was practically not detected in both treatments.
Cdintreatments with BS was 0.23 mg kg, much below the
maximum 5 mg kg that a plant food can have in order to be
considered safe (Chaney et al., 2001). Ni reached 5.3 mg
kg! when BS were applied, 47% more than with CF. Pb was
12 mg kg for treatments with BS, barely 3.6 mg kg™! more
than CF. In the United Kingdom (FSA, 2007), the MAC for
fruits, vegetables, and nuts is (inmgkg'): As 1,Cd 0.05, and
Pb 0.1-0.2. According to these levels, As concentration in
the kernel was within the U. K. limit with CF as well as BS.
Cd concentration was high with CF and very high with BS,
and with Pb it was very high with both fertilizers.

A significant accumulation of Cd in plant tissue has been
found to occur when high doses of BS are used (100 to 224 t
ha') (Allaway, 1986; Chaney and Giordano, 1986); which is
equivalent to 10-25 times more fertilizer than what is applied
to a orchard of pecan trees in production. In several studies
in the medium-term, addition of biosolids has not increased
Hg concentration in corn tissues Zea mays L. turnip Brassica
napus L.,and carrot Daucus carota L., butithasincreased itin
tomato fruit Lycopersicon esculentum Mill. (Allaway, 1986;
Chaney and Giordano, 1986). Applying BS at 10 t ha'! for 5
years (Oliveira et al., 2005) or incorporating BS at 30 and 60
tha'!' (Cuevas and Walter,2004) did not significantly increase
HM concentration in cornshoots and grains. This suggests that
the low dose of the “excellent type” of BS applied to pecans
in the first year, equivalent to 2.41 tha™', should not increase
HM concentration compared to treatments with CF.

During the second year, when the dose applied was 2.76 t
ha’!, the Cd, Cr, Ni, and Pb concentration in the shuck and
kernel were below detection limits. As was only detected in
the kernel, in treatments with CF as well as BS, in a quantity
that was lower than the limit allowed by the FSA (2007).
Hg was found in both tissues, and in the kernel the median
concentration of treatments with BS barely was 0.06 mg
kg ! higher than with CF. In all cases there was no statistical
difference (Table 5).

During the third year, the amount of BS applied was equivalent
to 3.1 tha’!, and again Cd, Cr, Ni, and Pb were not detected
in the shuck or the kernel; As was found in the kernel, but in
higher concentrations intreatments with CF. The 0. 18 mg kg!
of As in treatments with BS are very much under the 1 mg
kg ! that is allowed by the FSA (2007) for nuts. Hg was not
detected in the kernel, and in the shuck it was almost equal
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apenas 3.6 mg kg! mas que con CF. En el Reino Unido (FSA,
2007), el CMA para las frutas, verduras y frutos secos es (mg
kg'):As1,Cd 0.05,yPb 0.1-0.2. De acuerdo a estos niveles,
la concentracion de As en la nuez estuvo dentro de los limites
delReino Unido con CF, asi como conlos BS.Laconcentracion
de Cd fue alta con CF y muy alta con los BS, y en cuanto al Pb,
fue muy alto con ambos fertilizantes.

Se ha observado una importante acumulacion de Cd en los
tejidos de la planta cuando se utilizan altas dosis de BS (100 a
224 tha') (Allaway, 1986; Chaney y Giordano, 1986); 1o que
equivalea 10-25 veces mas abono del que se aplicaaun huerto
denogales enproduccion. En varios estudios amediano plazo,
laafiadiduradebiosélidos nohaincrementado laconcentracion
de Hg en tejidos del maiz Zea mays L., el nabo Brassica
napus L.y lazanahoria Daucus carota L., pero ha aumentado
en tomate Lycopersicon esculentum Mill. (Allaway, 1986;
Chaney y Giordano, 1986). La aplicacion de 10 t ha! de
BS durante 5 afios (Oliveira et al., 2005) o la incorporacion
de BS a30y 60 t ha'! (Cuevas y Walter, 2004) no aumentd
significativamente la concentracion de MP en los brotes y
granos de maiz. Esto sugiere que, unadosis bajade BS del tipo
“excelente” aplicadaalasnueces en el primer afio, equivalente
a2.41 tha', no deberia incrementar la concentracion de MP
en comparacion a los tratamientos con CF.

Durante el segundo afio, cuando ladosis aplicada fue de 2.76
tha'!, la concentracion de Cd, Cr, Ni, Pb en la cascara y el
grano estaban por debajo de los limites de deteccion. E1 As
solo se detectd en el grano, en los tratamientos con CF, asi
como BS, en una cantidad inferior al limite permitido por la
FSA(2007). ElHgse encontré en ambostejidos y en el grano,
la concentracion media en los tratamientos con BS apenas
fue 0.06 mg kg! mayor que con CF. En todos los casos no
hubo diferencia estadisticamente significativa (Cuadro 5).

Durante el tercer afio, la cantidad aplicada de BS fue
equivalente a 3.1 t ha! y de nuevo Cd, Cr, Ni, Pb y no se
detectaron en la cascara o el grano; el As se encontro en el
grano, pero en concentraciones mas altas en los tratamientos
con CF. E10.18 mg kg! de As en tratamientos con BS estan
muy por debajo del 1 mg kg! permitido por la FSA (2007)
para nueces. El Hg no fue detectado en el grano y, en la
cascara fue casi igual en ambos tipos de fertilizantes. Los
resultados del segundo y tercer aflo, en una situacion de
efecto acumulativo debido a la aplicacion repetida de BS,
indican que las concentraciones de metales pesados que los
fertilizantes biosodlidos, aportan al grano no son mayores
que los que aportan los CF a corto plazo.

in both types of fertilizer. The results of the second and third
years, in an accumulative effect condition due to the repeated
application of BS, indicate that the heavy metal concentrations
that biosolid fertilizers contribute to the kernel are not higher
than what CF contribute; in the short-term.

Microorganisms in soil and nut

During the first two years, soil analysis before the nut
harvest did not detect the presence of Escherichia coli or
Salomonella sp. During the third year, with both treatments,
the presence of E. coli was found, but not Sa/monella sp. It
is considered that E. coli did not come from the BS, but that
itis due to an external contamination problem, given that it
was also detected in the CF treatment and in a separate point
60 m from the trees that were treated with BS (Table 6).

Cuadro 6. Presencia de bacterias en la superficie del suelo
(0-3 cm) y en las cascara de nuez de nogales
fertilizados NPKy biosélidos durante tres afios
y también durante la pre-cosecha, siete meses
después de la aplicacion de biosélidos.

Table 6. Presence of bacteria on the surface of soil (0-3 cm)
and in nut’s shell of pecans fertilized with NPK
fertilizers and biosolids during three years, and
also during the preharvest, seven months after
biosolid application.

DTB  Escherichia coli Salmonella sp.

Treatment " Soil  Shell  Soil _ Shell
2004
Biosolids 0 - na - na
Fertilizers 12 - na - na
Orchard 60 - na - na
2005
Biosolids 0 - - - -
Fertilizers 12 - - - -
Orchard 60 - - - -
2006
Biosolids 0 + - - -

Fertilizers 12 + - - -
Orchard 60 + - - -

DTB= distance of trees fertilized with biosolids; -= not detected; += detected;
Orchard=trees from another zone of the orchard, as areference; na=notavailable.

Thisillustrates how other activities in pecan orchards, like the
defecation of workers among the trees or the presence of wild
fauna (Zaleski et al., 2005), can cause soil contamination
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Microrganismos en el suelo y la nuez

Durante los dos primeros afios, el analisis del suelo antes
de la cosecha no detectd la presencia de Escherichia
coli o Salomonella sp. Durante el tercer afio, con ambos
tratamientos, se encontr6 la presencia de E. coli, pero no
de Salmonella sp. Se considera que la E. coli no provino de
los BS, sino que se debid a un problema de contaminacion
externa ya que también se detecto en el tratamiento con CF
y, en un punto alejado 60 m de los arboles tratados con BS
(Cuadro 6).

Esto ilustra como otras actividades en los huertos de nuez,
como la defecacion de los trabajadores entre los arboles o
la presencia de fauna silvestre (Zaleski ez al., 2005) pueden
causar contaminacion del suelo con microrganismos
patogenos. Este hecho ha sido reportado por Montes et
al. (2004), quienes encontraron bacterias coliformes en el
orden de 300 NMP g en diferentes suelos agricolas sin la
contribucion de las aguas residuales o BS.

En gran medida, no detectar bacterias patogenas en la
pre-cosecha se puede explicar. Cuando se fertiliza con
biosolidos, lamayoria dela supervivencia de tales microbios
(primordialmente de Salmonellay coliformes fecales) en la
superficie del suelo es a corto plazo, dado que los microbios
son destruidos por el calor, la sequedad, la luz ultravioleta
y microrganismos antagonistas (Menzies, 1986; Sommers
y Barbarick, 1990; Epstein, 2001). El antagonismo entre
grupos microbianos es especialmente intenso.

Laspoblaciones de E. coli son considerablemente reducidas
por la micro-flora nativa del suelo (Jiang et al., 2002)
donde pueden ser eliminadas rapidamente por las bacterias
endoparasitos Bdellovibrio bacteriovorus (Martiny Focht,
1986). Tras la incorporacion de BS en el suelo, en las dos
primeras semanas, la densidad de bacterias heterotrofas
muestran un incremento vigoroso y Salmonella spp. y E.
coli se reducen significativamente (Zaleski et al., 2005).
Por simismos, los hongos nativos del suelo pueden eliminar
aquellos provenientes de los BS (Kinsbursky et al., 1989).

Lapresenciadebacterias enlacascarade lanuez, despuésde
dos dias en contacto con el suelo y residuos de BS, también
fueron analizadas (simulando el proceso de explotacion
comercial). Esta es una variable importante dado que, la
principal via de infeccion por patdgenos de biosolidos es
a través de la ingestion de frutas en contacto con el abono
(Epstein, 2001). Durante los dos afios de la muestra, no se
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with microbial pathogens. This fact has been reported by
Montes et al. (2004), who found coliform bacteria on the
order of 300 NMP g'! in different agricultural soils without
the contribution from wastewater or BS.

To a great extent, not detecting pathogenic bacteria
in the preharvest can be explained. When fertilizing
with biosolids, most survival of such microbes (most
importantly Salmonella and fecal coliform) on the surface
soil is short-term, given that the microbes are destroyed
by heat, drying, ultraviolet light, and antagonistic
microorganisms (Menzies, 1986; Sommers and Barbarick,
1990; Epstein, 2001). The antagonism between microbial
groups is especially intense.

An E. coli population is greatly reduced by the soil’s
native microflora (Jiang et al., 2002), were it can
be eliminated quickly by the endoparasitic bacteria
Bdellovibrio bacteriovorus (Martin and Focht, 1986).
Upon incorporating BS into the soil, in the first two weeks
the density of heterotrophic bacteria show a vigorous
increase and Salmonella spp. and E. coli are significantly
reduced (Zaleski et al.,2005). In their own right, the soil’s
native fungi can eliminate the fungi that come from BS
(Kinsbursky et al., 1989).

The presence of bacteria in the nut’s shell after two days
in contact with the soil and BS residues was also analyzed
(simulating the process of acommercial harvest). Thisis an
important variable given that the main infection pathway by
biosolid pathogens is through ingestion, upon consuming
fruits in contact with the fertilizer (Epstein, 2001). During
the two sample years, E. coli or Salmonella sp. associated
with the nut’s shell was not detected in any treatment (Table
6). A valid answer is the fact that, at least on the surface of
the soil, there is no evidence that pathogens that come from
BS survive after seven months of application. Through
this mechanism, in an orchard where BS is applied, the
nut should not have microbial contamination problems
from the fertilizer.

CONCLUSIONS

The application of biosolids in doses 0f2.41,2.76,and 3.1 t
ha'indry base, to pecan 8,9, and 10 years old, respectively,
allowed the trees to grow and produce as the fertilizer-treated
trees. The biosolids did not increase toxic heavy metals
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detectd E. coli o Salmonella sp. en la cascara de la nuez en
ningun tratamiento (Cuadro 6). Una respuesta valida es el
hecho de que al menos en la superficie de la tierra, no hubo
evidencia de que los agentes patdgenos provenientes de los
BS sobrevivieran después de siete meses de aplicacion. A
través de este mecanismo, en un huerto donde se aplican
los BS, la nuez no debe tener problemas de contaminacion
microbiana debido a fertilizantes.

CONCLUSIONES

La aplicacion de biosélidos en dosis de 2.41, 2.76 y 3.1
t ha! en base seca, en nogales de 8, 9 y 10 afos de edad,
respectivamente, permitio a los arboles crecer y producir
como los arboles tratados con fertilizantes. Los bios6lidos
no aumentaron el contenido de metales pesados toxicos del
suelo o de la fruta. No se detectaron coliformes tampoco
Salmonella sp. en el suelo o en la cascara al momento de
la cosecha en otofio, cuando la aplicacion de biosdlidos se
llevé a cabo en la primavera.
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