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Resumen

Se desarroll6 y validdo una metodologia in vitro para estimar los efectos de la promocion del
crecimiento radicular de los suelos tratados con materia organica e inoculantes microbianos, en
cultivos, bajo manejo integrado de la nutricion (MIN), contra datos de experimentos previos. Se
preparé un suelo con dos tratamientos: a) Control con aplicacion de agua desionizada, y b) MIN, que
comprende la aplicaciéon de sustancias humicas e inoculantes microbianos. Los suelos tratados se
incubaron durante 72 horas y se extrajeron usando cinco proporciones de extracciéon de suelo a agua:
0; 0,05; 0,1; 0,2 y 0,5. Los extractos se analizaron para determinar el pH y la conductividad eléctrica
(CE). Las semillas de rabano y trigo se germinaron e irrigaron con cada solucién. Se realizaron analisis
de varianza, regresion y correlacion. La relacion de tratamiento y extraccion afecto significativamente
el pH y la CE de los extractos de suelo. La aplicacion de extractos de suelos bajo MIN afecto
significativamente el crecimiento de radiculas de rabano. El crecimiento de la radicula y el coleoptilo
de las semillas de trigo aument6 al aumentar la proporcion del suelo en el extracto. El crecimiento
maximo se obtuvo con relaciones entre 1: 5y 2: 5. En los experimentos de validacion, el crecimiento de
la semilla de trigo se correlacioné significativamente con el contenido de materia organica del suelo y
la actividad enzimatica, lo que confirma que este método es sensible para estimar los efectos
promotores del crecimiento.

Palabras clave: metodologia /in vitro; sustancias hamicas; crecimiento radicular; suelo; manejo
integrado.

Abstract

An /in vitro methodology to estimate the effects of root-growth promotion of soils treated with organic
matter and microbial inoculants, in crops, under integrated nutrient management (INM), was
developed and validated against data from previous experiments. A soil was prepared with two
treatments: a) Control with application of deionized water, and b) INM, comprising the application of
humic substances and microbial inoculant. Treated soils were incubated for 72 hours and extracted
using five soil to water extraction ratios: 0, 0.05, 0.1, 0.2, and 0.5. Extracts were analyzed for pH and
electrical conductivity (EC). Radish and wheat seeds were germinated and irrigated with each solution.
Analysis of Variance, Regression and Correlation analyses were performed. Treatment and extraction
ratio significantly affected pH and EC of the soil extracts. The application of extracts from soils under
INM significantly affected the growth of radish radicles. The growth of radicle and coleoptile of wheat
seeds increased when increasing soil proportion in the extract. Maximum growth was obtained with
ratios between 1:5 and 2:5. In validation experiments wheat seed growth significantly correlated with
soil organic matter content and enzymatic activity, confirming that this method is sensitive to estimate
growth- promoting effects.
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1. Introduccién

La aplicacion de materia organica al suelo
produce efectos favorables, tales como
incremento en la actividad y diversidad
biolégica, mayor descomposicion, minera-
lizacion y humificacion, incremento en la
agregacion de particulas (produciendo
mayor porosidad, aireaciéon y estructura);
formacion de humus y sustancias promoto-
ras de crecimiento vegetal; mayor disponi-
bilidad de nutrientes; incremento de pro-
cesos de detoxificaciéon del suelo (a través
de la eliminacion de sustancias peligrosas);
todo lo cual, aumenta la capacidad de re-
tencion de agua y la disminucion de enfer-
medades radiculares y nematodos (Ortega,
2015).

Por otra parte, al agregar materia organica
al suelo, se producen cambios en las pro-
piedades quimicas, como mejoramiento de
la capacidad de intercambio catidnico
(CIC), regulacion del pH, aumento de la
capacidad de almacenamiento de nutrien-
tes y capacidad tampén del suelo, o sobre
otras propiedades fisicas, quimicas y biol6-
gicas del suelo, estimulando la rizogénesis
y capacidad de absorcion de nutrientes,
que a su vez actian promoviendo la activi-
dad metabélica en la rizésfera (Martinez et
al., 2018; Scotti et al.,, 2015; Habai et al.,
2016) y aumentando la productividad
(Oktem etal., 2018; Khan et al., 2018).

La materia organica almacena y secuestra
el carbono (C) del suelo, fuente Unica y
fundamental de energia para los microor-
ganismos, contribuyendo al mantenimiento
o aumento de la actividad biologica, promo-
viendo los procesos de degradacion, mine-
ralizacion (transformacion de compuestos
organicos en inorganicos) y humificacion,
(Martinez, 2013). Los microorganismos,
que actian en la degradacion de la materia
organica del suelo, liberan diversas enzi-
mas, cuya actividad es un valioso indicador
para evaluar la calidad del suelo, debido a
que estan estrechamente relacionadas con
la materia organica presente, las carac-
teristicas fisicas, la actividad y biomasa
microbiana (Martinez et al, 2010). Las en-
zimas de suelo proveen de informacion
temprana acerca de cambios en la calidad
del suelo y su actividad puede ser cuanti-
ficada mediante el uso de técnicas relativa-
mente sencillas (Novo, 2011; Ortega y
Gutiérrez, 2013). Por otro lado, los microor-
ganismos del suelo pueden producir
hormonas, que estimulan el crecimiento de
raices debido al aumento de la absorcion
de nutrientes (Jindo et a/.,, 2012; Reardon y
Wuest, 2016), ademas, protegen las raices
y estimulan sus mecanismos de defensa
frente a organismos patégenos. La aplica-

cién de rizobacterias, incrementa el vigor,
la biomasa, el desarrollo radicular y hasta
en un 30% la produccién de algunos culti-
vos de interés comercial (Gonzalez et al,
2018). Son muchos los géneros micro-
bianos citados en la literatura como promo-
tores de crecimiento vegetal o PGPR (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria), recono-
ciéndose, por ejemplo, Pseudomonas sp.,
Brevundimonas sp., en la solubilizacion de
algunos nutrientes poco méviles del suelo,
como el fésforo, mejorando su absorcién
por la planta y otras especies como
Rhizobium  sp.  Bradyrhizobium  sp.,
Azotobacter sp., y Ochrobactrum anthropi,
que son capaces de fijar nitrégeno
atmosférico, dejandolo disponible para las
plantas, lo que contribuye al crecimiento,
desarrollo y rendimiento de las plantas
(Martinez et al., 2010).

La aplicacion de inoculantes microbianos,
junto a la materia organica, potencia mu-
chos de los efectos anteriormente men-
cionados, y es asi como nace el concepto
de “Manejo Integrado de la Nutricion”
(MIN), en que se involucra la adiciéon de
materia organica estabilizada, en conjunto
con la aplicacion de fertilizantes nitroge-
nados de alta eficiencia, en dosis adecua-
das, en conjunto con otros nutrientes de
manera balanceada (Ortega, 2015; Habai et
al.,, 2016). El manejo integrado de Ila
nutricion provoca importantes aumentos en
rendimiento y calidad de fruta, normalmen-
te explicados por una mayor masa ra-
dicular (Ortega y Fernandez, 2007; Ortega,
2015; Martinez et al., 2018). EI MIN se
traduce ademas en la proteccion del medio
ambiente y la preservacion o mejoramiento
de la calidad del suelo (Wu y Ma, 2015).

Los efectos de inoculantes, sustancias
humicas, o materia organica, son observa-
bles solo cuando se emplea la mejor com-
binacion de microorganismos en conjunto
con las mejores practicas de manejo en los
sistemas de produccion. Dichos efectos se
asocian normalmente a compuestos biol6-
gicamente activos, como enzimas y hormo-
nas, ademas de nutrientes liberados a la
solucion del suelo como producto de la
actividad microbiana. No existen metodolo-
gias disponibles que sean simples y rapidas
de utilizar, a nivel de productor, para eva-
luar el funcionamiento del suelo en sis-
temas productivos bajo manejo integrado,
en relacion con la capacidad de promocion
de crecimiento vegetal.

Este estudio tuvo como objetivo diseiar y
evaluar, una metodologia simple para
estimar los efectos de promocion de
crecimiento en suelos bajo manejo integra-
do de la nutricion (MIN).
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2. Materiales y métodos

El método se desarroll6 a partir de una
muestra de suelo de un huerto de palto
(Persea americana Mill.), localizado en la
comuna de Peumo, en la VI region de Chile,
que mostraba una elevada actividad micro-
biana a nivel de rizosfera, reflejada en una
gran cantidad de raices finas en superficie.
Se colecté una muestra compuesta de sue-
lo desde la hilera del cuartel seleccionado
La muestra fue refrigerada y mantenida con
humedad de campo. Previo a su utilizacion
el suelo fue tamizado a 5 mm, y homogeni-
zado.

Para aumentar la base de variabilidad, en
términos de actividad bioldgica del suelo, la
muestra colectada fue sometida a dos
tratamientos:

1. Manejo tradicional, en el cual el suelo fue
llevado a capacidad de campo (CDC) a través de
la adicion de agua desionizada.

2. Manejo integrado, en el cual se aplicaron
sustancias humicas e inoculante microbiano, y
luego el suelo fue llevado a capacidad de campo.
Los materiales organicos correspondieron
a una solucién al 10% de sustancias humi-
cas, extraidas desde compost maduro, pro-
ducido a partir de residuos de uva vinifera,
que contenia 0,54% de C, pH de 12,7 y CE
de 7,74 dS/m. El inoculante microbiano,
correspondi6 al producto AS071827, de la
empresa Agriservice, el cual se obtuvo a
partir de microorganismos provenientes de
suelos chilenos, compuesto principalmente
por grupos funcionales solubilizadores de P
y PGPRs (Martinez, 2013).

Los 2 tratamientos fueron aplicados, por
triplicado, en frascos que contenian 900 g
de suelo con humedad de campo. En
ambos casos, los suelos fueron llevados a
CDC. Para el tratamiento 2, se consideré
una concentracion minima de inoculante en
el suelo de 106 (UFC)/g (Tabla 1).

Tabla 1
Tratamientos aplicados al suelo para inducir
variabilidad en la actividad biologica

Trata- Suelo Agua Sustancias Inoculante
miento (9) (ml)  hdamicas (ml) (ml)

1 900 60 0 0

2 900 30 20 10

Los suelos tratados se incubaron por 72 h a
temperatura ambiente (22 °C), para
aumentar la concentracion de microorga-
nismos e inducir la produccion de
principios biolégicamente activos y la
mineralizacion de nutrientes, que podrian
promover el crecimiento radicular en los
tratamientos. Luego del periodo de
incubacion, los suelos tratados fueron
homogeneizados en recipientes limpios y
en forma independiente, para obtener las
muestras necesarias para la obtencion de

los extractos. Para cada uno de los suelos
se utilizaron las siguientes relaciones de
extraccion agua:suelo: 2:1, 5:1, 10:1, 20:1.
Ademas se adicion6 un tratamiento con
agua desionizada (Tabla 2).

Tabla 2
Relaciones de extraccion utilizadas para los dos
tratamientos evaluados

Relacion de extraccion Suelo (g) Agua (ml)

(agua:suelo)
2:1 50 100
5:1 20 100
10:1 10 100
20:1 5 100
Control (Agua desionizada) 0 100

Las suspensiones de suelo fueron agitadas
por 30 min en un agitador reciproco. Poste-
riormente, se centrifugaron por 5 minutos
para obtener los extractos de suelo, a los
cuales se les determin6 su pH y con-
ductividad eléctrica. Los extractos obte-
nidos podrian considerarse cercanas a una
soluciéon verdadera, en la cual los solutos
(nutrientes, sustancias biolégicamente acti-
vas, etc.) se encuentran disueltos en agua.
Para realizar las evaluaciones de promo-
cion de crecimiento, se utilizaron los
cultivos de rabanito (Raphanus sativus L.),
dicotiledénea, y trigo (7riticum aestivum
L.), monocotiledénea, los cuales, a pesar
de ser muy diferentes, se caracterizan por
poseer una rapida germinacion y desarrollo
radicular (Rodriguez, 2012; Shrotri et al,
2012), los tratamientos se evaluaron en
duplicado en placas petri. Se sembraron 7
semillas de rabanito o 10 semillas de trigo
sobre papel absorbente, las cuales fueron
regadas con 10 ml de los extractos de los
tratamientos indicados en la Tabla 2. Las
variables evaluadas después de 72 a 120
horas de germinacion, de acuerdo a cada
especie, se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3
Variables evaluadas luego de la germinacion en las
especies en studio

Rabanito (120 h) Trigo (72 h)

Longitud del crecimiento
de radicula, en cm

% de germinacion

Peso fresco de radicula
Peso seco de radicula*

Peso fresco de radiculas

Peso fresco de coleoptilo
Peso seco de radicula*
Peso seco de coleoptilo*
% de germinacion

* Muestras secadas al horno a 65 °C hasta peso constante
(Sadzawka et al., 2007).

Se utilizé un diseio completamente al azar
con tres repeticiones (en duplicado) en un
arreglo factorial de dos manejos de suelo
(Tradicional e Integrado) y 5 relaciones
suelo: agua (0, 0,05, 0,1, 0,2 y 0,5). Los
datos fueron analizados a través de analisis
de regresion y ANOVA utilizando GLM en
SAS (SAS Institute, 2008).
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Los promedios fueron separados utilizando
diferencia minima significativa (LSD) prote-
gida. Los efectos de la relacion de extrac-
cion fueron modelados a través de analisis
de regresion, debido a que se trata de
datos continuos.

Se consideré una relacion de extraccion
optima aquella que maximizara el cre-
cimiento ya sea de radicula y/o coleoptilo.
La relacion seleccionada (5:1), fue utilizada
posteriormente para el proceso de
validacioén.

Los datos para validacion provinieron de
dos experimentos previos que involucraban
el uso de materia organica:

a) Experimento de manejo integrado del
suelo para la recuperacion de perales ubi-
cados en la localidad de Peumo, VI Regién
(Poblete, 2015). Los datos disponibles eran:
crecimiento de brotes, densidad radicular,
actividad de la B-glucosidasa, lectura Spad,
(medidor de clorofila), NDVI, nutrientes
disponibles, pH, materia organica, y
conductividad eléctrica.

b) Experimento de macetas con maiz como
planta indicadora, en donde se aplicaron
diferentes fuentes y dosis de materia
organica para mitigar toxicidad de cobre
(Torres, 2013). En este caso, se disponia de
los siguientes datos: Produccion de materia
seca de maiz, contenido de materia
organica y contenido de cobre extractable.

Los suelos con humedad de campo fueron
extraidos utilizando una relacion agua:
suelo 5:1. Junto con ello, se utilizé un con-
trol con agua desionizada.

Se utilizaron 10 semillas de trigo por placa,
en duplicado, para evaluar los efectos de
los extractos obtenidos desde los suelos de
los experimentos.

Luego de 3 dias, desde la siembra de la se-
milla, se evaluaron los pesos fresco y seco

7,5
—
7 — —
6,5 ,é.
T 5
= w
6 Q
5,5
=+ Tradicional
=g- Integrado
5.

] 0,1 0,2 03 04 05 0,6
relacién (suelo:agua)

de los coleoptilos y las raices, de acuerdo
al procedimiento descrito anteriormente.
Los datos fueron analizados a través de
analisis de varianza (ANOVA) utilizando el
procedimiento GLM en SAS (SAS Institute,
2008).

Los promedios fueron separados utilizando
diferencia minima significativa (LSD)
protegida.

Se utilizoé analisis de correlaciéon y regre-
sion entre las variables de crecimiento
obtenidas /in vitro y aquellos datos pro-
venientes de los experimentos de campo.
Para ello, se utilizaron los procedimientos
PROC CORR y PROC REG en SAS (SAS
Institute, 2008).

3. Resultados y discusion

Los resultados se presentan en dos etapas
correspondientes al desarrollo del método
y a la optimizacion de éste.

Evaluacion y optimizacion del método

El pH y conductividad eléctrica (CE) de los
extractos evaluados fueron significativa-
mente afectadas (p < 0,05) por el trata-
miento aplicado al suelo de palto y la
relacion de extraccion (RE) utilizada, obser-
vandose una interaccion significativa (p <
0,05) tratamiento x RE, solo en el caso de
CE (Figura 1). Asi, el suelo tratado con
manejo integrado (sustancias himicas +
inoculante) presenté un pH mas elevado y
una CE mas alta que el tratamiento
tradicional, sin embargo, la diferencia en
CE entre ambos tratamientos aumento6 al
incrementarse la cantidad de suelo en el
extracto, lo que explica la interaccion.

Por otra parte, el aumento de la proporcion
de suelo en el extracto incrementé signifi-
cativamente el pH y la CE de la solucién. El
maximo de pH se alcanzé con una relaciéon
suelo: agua de 0,2 (relacion de extraccion
de 5:1).

300

250

100

50 == Tradicional

-m- Integrado

0 01 0,2 0,3 04 0,5 0,6
relacion (suelo:agua)

Figura 1. Efecto de la relacion de extraccion (suelo: agua) y el tratamiento previo del suelo sobre el pH y la CE de la

solucion.
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El aumento de ambas propiedades se
deberia principalmente a la liberacion de
nutrientes, particularmente nitratos y otras
sales, y algunas bases del suelo. En el caso
del manejo integrado, el aumento de pHYy la
CE también podria deberse a la adicion de
sustancias humicas que tienen un pH alca-
lino y una elevada conductividad eléctrica
(Ortegay Fernandez, 2007).

Estas soluciones obtenidas no presentarian
limitaciones para el crecimiento vegetal,
tanto en términos de pH como de conduc-
tividad eléctrica (Islam et al., 1980).

Como se esperaba, los tratamientos apli-
cados al suelo proveniente del cultivo de
palto provocaron variabilidad en Ila
respuesta en términos de crecimiento de
radicula de rabanito. Asi, se observo un
efecto significativo (P<0,05) del tratamiento
sobre el largo y peso seco de radicula. Al
respecto, el tratamiento con MIN
(sustancias humicas e inoculante) provocé
un incremento en el largo promedio de
radicula, sin embargo, su produccion de
materia seca fue inferior (Figura 2).

Las raicillas finas poseen una alta pro-
porcion de agua, por lo que un mayor largo
de raicillas no necesariamente se traduce
en una mayor produccion de materia seca.
Ademas, pudieron existir diferencias en la
cantidad de raicillas secundarias que se
desarrollaron. (Canellas et al., 2008).

La relacion de extraccion no afecto
significativamente la respuesta en términos
de crecimiento de radicula en ninguna de
las variables evaluadas, lo que significa
que no habria efectos de promocion de
crecimiento en los tratamientos con suelo
en comparacion al del agua desionizada.
Por otra parte, puede ser que el rabanito no
sea una especie lo suficientemente sensi-

A
—_
£
R
g
F]
82
-]
S 4-
o
-
2 -
== Tradicional
1 @ Integrado
] - T - - -
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

relacion de extraccion

0,6

Peso Seco radicula (g)

ble para responder a diferencias en con-
centracion de nutrientes y otras posibles
sustancias estimulantes de crecimiento, sin
embargo, esta explicacion se contradice
con el hecho de que el rabanito se utiliza
para pruebas de toxicidad de materiales
organicos (Prieto et al., 2009).

Asi mismo, es posible que las diferencias
en composicion quimica entre las solucio-
nes obtenidas y las diferentes relaciones
de extraccion, no fueran significativas
como para provocar efectos sobre el cre-
cimiento inicial. Esta hipétesis se rechaza
al existir diferencias significativas entre los
manejos de suelo en términos de pH y CE
(Canellas et al., 2008).

Producto de estos resultados, se decidio
utilizar una segunda especie (T7riticum
aestivum L.) para determinar las relaciones
de extraccion 6ptimas.

Esta evaluacion se realiz6 a las 72 y 120
horas de germinacion, respectivamente, de
manera de determinar si el tiempo de
evaluacion influenciaba la respuesta a los
distintos tratamientos.

El analisis de regresion permitié determinar
efectos significativos de la relacion de
extraccion sobre el peso fresco y seco de
raices y coleoptilo (Figura 3). La relacion de
extraccion optima (aquella que maximiza
crecimiento) varié entre 0.21 y 0.36, es
decir, relaciones agua:suelo de 5:1 a 5:2.
Los efectos observados en términos de cre-
cimiento concuerdan con aquellos deter-
minados por otros autores (Martinez et al,
2010) y podrian ser atribuidos a nutrientes
y otras sustancias promotoras de creci-
miento, que aumentan su concentracion en
solucién con el incremento de la propor-
cion de suelo en la extraccion.

0,005 -

u,tm4-\/v
0,003 v‘_/'

0,002
0,001 == Tradicional
-@- Integrado
[1] T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 04 05 06

relacién de extraccion

Figura 2. Efecto de las diferentes relaciones de extraccion sobre el crecimiento de radicula. (A) Largo de radicula. (B)

Peso seco de radiculas.
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Figura 3. Efecto de la relacion de extraccion y el manejo del suelo en el crecimiento de trigo durante el proceso de
germinacion, medido a los 3 dias después de establecimiento (DDE). A) peso fresco coleoptilo; B) peso fresco

radicula; C) peso seco coleoptilo; D) peso seco radicula.

La tendencia a mayores crecimientos con
la adicion de sustancias himicas (SH) e
inoculante, podria deberse a efectos de las
SH per se (hormone like), como también al
efecto de inoculante, que podria aumentar
el ciclaje de materia organica liberando
nutrientes y otras sustancias promotoras
de crecimiento (Martinez, 2013; Ortega,
2015; Canellas et al., 2019).

Por otra parte, todas las cepas microbianas
presentes en el inoculante AS071827 han
sido descritas como PGPR, rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal.
Ademas, es reconocido por su alta capaci-
dad de solubilizar fosforo (Martinez, 2013).
Este efecto promotor de crecimiento de las
rizobacterias también fue observado por
Alori (2019) en maiz y Gutiérrez-Maiero et
al. (2008), con aislamientos de B. pumillusy
B. licheniformis obtenidos a partir de
rizosfera de Alnus glutinosa [L.] Gaertn., en
que indicaron la produccion de giberelinas.
Igualmente, Prashanthy Mathivanan (2009),
aislaron una cepa de B. licheniformis a
partir de rizosfera de carozos que mostro
un incremento en la colonizacion de ésta
por poblaciones microbianas y un aumento
significativo de los parametros de germina-

cion y crecimiento de radicula en la misma
planta. Si bien no mostro importante efecto
sobre la solubilizacion de P, se demostro
que produce acido indol acetico (AlA), con
un maximo de 23 pg/ml en condiciones de
cultivo ideales.

En relacion con Pseudomonas sp., existe
numerosa literatura respecto a la accion de
este género bacteriano como PGPR, debido
a la produccion de sideroforos (moléculas
activas en la solubilizacion de compuestos
de Fe), pero también por la produccion
directa de fitohormonas. Mohamed vy
Gomaa (2012), trabajando con cepas de
Pseudomonas sp., en semillas de rabano
(Raphanus sativus L.), demostraron no solo
la produccion de AIA y GAs, sino el incre-
mento en el peso fresco y seco de raices y
hojas, pigmentos fotosintéticos, contenido
de prolina y contenido total de aminoacidos
y proteina cruda, comparado con plantas
no inoculadas, bajo condiciones de stress
salino. La inoculacion, también incremento
los contenidos de N, P, K, Ca, and Mg y
disminuy6 los de Na y Cl, contribuyendo en
parte a la activacion de procesos involucra-
dos con la reduccion del efecto por sales.
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Figura 4. Efecto del manejo de suelo sobre crecimiento de radicula y coleoptilo de trigo evaluados con una relacion
suelo:agua de 0.2. A) peso fresco radicula, B) peso fresco coleoptilo, C) peso seco radicula, D) peso seco coleéptilo.

El analisis de varianza revel6 efectos
significativos (P<0,05) solo del manejo del
suelo sobre el peso fresco de radicula, no
observandose efectos de la relacion de
extraccion (RE) ni de la interaccion manejo
x RE, en ninguna otra variable medida. Sin
embargo, al realizar un analisis visual de
los datos se observaron claras tendencias:
Por ejemplo, en los casos de peso fresco
de radiculas y coleoptilos, los mayores
crecimientos se obtuvieron con relaciones
suelo:agua, de entre 0,05 y 0,1. Por otra
parte, en el caso de peso seco de coleop-
tilos, los mayores valores se obtuvieron con
una relacion suelo:agua de 0,2.

Dados los resultados obtenidos a las 72 y
120 h de evaluacion y el hecho de que nor-
malmente para medir pH y CE en materia-
les organicos se utiliza una relacion sue-
lo:agua de 0,2 (relacion 5:1), se determiné
utilizar dicha relacion para la validacion del
método desarrollado.

La relacion suelo:agua de 0,2 (relacion 5:1)
seleccionada mostré una apropiada sensi-
bilidad para detectar diferencias entre los
manejos aplicados a nivel de campo. Asi,
por ejemplo, el peso fresco de coleoptilos y
radiculas tendié a ser superior en el trata-
miento con MIN, en comparacion al tra-
dicional. Similares resultados se obtuvieron
para el peso seco de ambos tejidos, aunque
en este caso el manejo integrado mostré
crecimientos estadisticamente superiores

al tratamiento con agua desionizada
(Figura 4).

Validacion del método con datos de
experimentos de campo

Experimento de MIN en Perales (Poblete,
2015)

Al realizar un analisis de correlacion entre
las variables medidas en campo (Poblete,
2015) y el crecimiento de radiculas y colep-
tilos obtenidas con los extractos de suelo
de dichos tratamientos, se encontraron re-
laciones altamente significativas (Tabla 4).
El crecimiento temprano de semillas de
trigo regadas con extractos de suelo
correlacion6 positivamente con la actividad
de B-glucosidasa, con la densidad radicular
de los perales en terreno y el verdor de los
tejidos medidos con cloréfilometro, entre
otros, demostrando que el método desa-
rrollado posee una buena sensibilidad para
predecir diferencias entre tratamientos de
suelo a nivel de campo (Figura 5).

La actividad de la enzima (-glucosidasa, a
nivel de campo, deterninada en el estudio
de Poblete (2015) se utiliza como indicador
para evaluar la calidad del suelo, ya que
relaciona directamente con el contenido de
la fraccion organica de carbono del suelo, y
el contenido de C labil que sera utilizado
como fuente de energia y C activando la
biomasa microbiana presente en el suelo
(Scotti et al., 2015).
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Figura 5. Relacion entre actividad de (- glucosidasa en
el experimento de campo de Poblete (2015), y peso seco
de radicula y coleoptilo en la evaluacion in vitro.

La actividad se ve inhibida por la presencia
de metales pesados como Cuy Cd y se
emplea como un indicador temprano en los
cambios de las propiedades del suelo
debido a las diferentes practicas de manejo
(Martinez et al., 2018).

Tabla 4

Correlacion entre mediciones en campo y crecimiento
de radiculas y coleoptilos in vitro, empleando extracto
de suelo de peral (Poblete, 2015)

Coleoptilo Radicula

Peso Peso

Peso Peso
fresco (g) seco fresco seco (g)
(9) (9)

Peso ) fresco 1,00 R
coleoptilo
Pesp fresco 0,43 1,00
radicula
Peso ~ seco 33 1,00 052
coleoptilo
Peso S€Co 49 0,77 025 1,00
radicula
Crecimiento de
brote 1% 0,22 0,69 0,19 0,67
Crecimiento de
brote 2* 0,30 0,68 0,24 0,74
Peso de poda* -0,10 0,65 0,14 0,57
sl 0,71 0,46 0,40 0,58
radicular 1
Spad* 0,56 0,35 0,20 0,72
NDVI 1* 0,55 0,50 0,16 0,71
N foliar* -0,71 0,08 -0,18 -0,06
P foliar* -0,08 -0,30 0,10 -0,71
E’;g'”c”'dasa 0,13 0,68 0,21 0,72
Sl 0,74 044 042  -0,59
aparente
A B3z 0,70 0,54 0,43 0,74
electrica
e 0,81 043 037 0,69
organica
B-glucosidasa * 0,80 0,43 0,34 0,70

GEEUERE G g 0,58 0,09 0,74

levaduras*
Z'a'iL%i?Eﬁe* 0,69 0,62 0,39 0,80
P-Olsen* 0,70 0,43 0,33 0,62

*variables medidas en condiciones de campo 'NDVI: normalized
difference vegetation index.

La actividad de la enzima B-glucosidasa, a
nivel de campo, deterninada en el estudio
de Poblete (2015) se utiliza como indicador

para evaluar la calidad del suelo, ya que
relaciona directamente con el contenido de
la fraccion organica de carbono del suelo, y
el contenido de C labil que sera utilizado
como fuente de energia y C activando la
biomasa microbiana presente en el suelo
(Scotti et al., 2015). La actividad se ve inhi-
bida por la presencia de metales pesados
como Cu y Cd y se emplea como un indi-
cador temprano en los cambios de las pro-
piedades del suelo debido a las diferentes
practicas de manejo (Martinez et al., 2018).

Experimento de secuestro de Cu con
adiciones de materia organica en
maceteros (Torres, 2013)

Se observaron diferencias significativas (p
< 0,05), en crecimiento de coleoptilo y
radicula entre los extractos de suelo pro-
ducidos por la adicion de distintas fuentes
de materia organica evaluadas por Torres
(2013) en su estudio de enmiendas orga-
nicas (Figura 6). Estos resultados indican
que el crecimiento inicial de radicula y
coleoptilo son suficientemente sensibles
como variables respuesta para detectar
diferencias entre tratamientos que han re-
cibido enmiendas organicas. Esto coincide
con lo sehalado por Martinez et al. (2010)
en el sentido que las enmiendas organicas
producen un incremento del desarrollo

radicular.
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Figura 6. Efecto de extractos de suelo de los
tratamientos en maiz (Torres, 2013), sobre el
crecimiento de radicula de trigo (A) Peso fresco de
radicula. (B) Peso seco de radicula.

El analisis de correlacion realizado entre
las variables medidas por Torres (2013) y el
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crecimiento de radicula y coleoptilo a las
120 h de germinacion de semillas regadas
con extractos de suelo obtenidos en re-
lacion suelo:agua de 1:5, revel6 que el peso
fresco y seco de radicula correlacionaron
positiva y significativamente (p < 0,05) con
el contenido de materia organicay la activi-
dad de la enzima deshidrogenasa. Por otra
parte, el peso seco de radicula corre-
lacion6 inversamente con la conductividad
eléctrica del suelo, lo que es esperable,
aunque los niveles de CE de los extractos, a
la relacion de extraccion utilizada (5:1),
fueron en general bajos.

La actividad de la enzima deshidrogenasa,
es un excelente indicador biolégico, ya que
se encuentra estrechamente relacionado
con la actividad microorganismos viables.
Es considerada un indicador de la calidad
del suelo ya que forma parte del sistema de
transporte de electrones del metabolismo
aerobio y se expresa en ambientes intra-
celulares activos (Martinez et al., 2010).

4. Conclusiones

En el estudio inicial para desarrollar el
método propuesto, las propiedades quimi-
cas de los extractos de suelo fueron afec-
tadas significativamente por la aplicacion
de sustancias humicas e inoculantes y la
relacion de extraccion.

La aplicacion de sustancias humicas e
inoculante afecté significativamente el
crecimiento de radiculas de rabanito,
independiente de la relacion de extraccion
utilizada.

Los maximos crecimientos se obtuvieron
con relaciones de extraccion entre 5:1 y
5:2, dependiendo de la variable utilizada.
En los experimentos de validacion, el
crecimiento temprano de semillas de trigo,
regadas con extractos de suelo en relacion
5:1, fue afectado significativamente por los
tratamientos de materia organica aplica-
dos, lo que indica una buena sensibilidad
del método para detectar cambios deri-
vados del manejo del suelo.

El crecimiento de radicula y coleoptilo
correlacionaron significativamente con los
contenidos de materia organica del suelo y
la actividad enzimatica del mismo, confir-
mando que el método desarrollado permite
estimar efectos de promocion de creci-
miento de manera simple y con bajo costo.
La metodologia in vitro desarrollada es una
herramienta atil para estimar los efectos de
promocion de crecimiento vegetal, en sue-
los bajo manejo integrado, a nivel de cam-
po. Se recomienda continuar evaluando la
metodologia a nivel de campo, como
también aplicarla en otras especies como

cultivos de prueba (maiz, alfalfa, lechuga,

etc.).

La metodologia desarrollada se resume de

la siguiente manera:

e Tomar una muestra de suelo compuesta,
representativa de los tratamientos que se
desean evaluar

e Preparar un extracto en una relacion
suelo:agua de 1:5 viv o p/p. Utilizar 20
gramos de suelo por 100 ml de agua
desionizada

e Germinar 10 semillas de trigo (7riticum
aestivum L.) o rabanitos ((Raphanus
sativus L.) en papel absorbente, por cada
tratamiento evaludado mas un control con
agua desionizada.

¢ Regar con 10 ml de extracto de suelo

e Incubar en oscuridad por 72 horas a
temperaturas entre 18y 22 °C

o Medir el largo de radicula y coleéptilo de
cada semilla.

Comparar estadisticamente los

tratamientos.
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