ENSAYOS BIOLOGICOS EN MACETAS CON TREBOL SUBTERRANEO
EN SUELOS DEL SECANO COSTERO, VI REGION DE CHILE.
I. METODOLOGIA!

Biological essays in pots with subterranean clover in coastal dryland soils,
VI Region of Chile. 1. Methodology
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ABSTRACT

The pastoral value of coastal dryland pastures in the central zone of Chile could be
improved by the sowing and establishment of subterranean clover (Trifolium subterraneum
L.). The disappearance of this species after one or two years could be partly related to soil
nutrient deficiencies. As an intermediate stage to achieve a short term survey about soil
nutrient availability, a biological essay in pots under greenhouse conditions was developed.
Two soils from Curanipe and Marchihue series were included and sampled at a 0-20 cm
depth as a preliminary stage. Physical and chemical properties and nutrient availability
were determined to be compared with data from the biological essays. The proposed
method allowed the normal growth of subterranean clover until the end of its vital cycle,
and the biological essays confirmed the low soil availability for P but not for S, B and Mo.
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INTRODUCCION

Lastécnicas de diagndstico para el estudio de la
fertilidad de los suelos en general son las de sin-
tomas visuales, analisis de tejido de las plantas
que crecen en un suelo, el analisis quimico de
suelos, el uso de pruebas isotdpicas y los ensayos
biologicos. Los ensayos de invernadero en mace-
tas estan dentro de las denominadas técnicas de
ensayos biolégicos. Sin embargo, todas las técni-
cas presentan algunas limitaciones, por esta
razén es comiin el empleo de mas de unatécnica
de diagndstico para evaluar la disponibilidad
de nutrientes en los suelos.
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Se han desarrollado métodos para las diferentes
técnicas que presentan variaciones pero con un
mismo objetivo, por ejemplo en el caso de los
ensayos en macetas, se hace referencia comin-
mente a los métodos propuestos por Mitscherlich
como también por Neubauer (Tisdale et al.,
1985), y por Chaminade (1964); esta ultima con
ciertas modificaciones se ha denominado méto-
do del elemento faltante.

Los métodos de ensayos en macetas implican ge-
neralmente el crecimiento de un alto nimero de
plantas en un pequefio volumen de suelo para pro-
duciren un corto periodo de tiempo el agotamiento
de los nutriente deficitarios, el que se corrobora o
complementa con el anélisis de los nutrientes en
la planta completa (Fried y Broeshart, 1967).

Chaminade (1964) propuso un método que esta-
blece un tratamiento con todos los nutrientes,

AGRICULTURA TECNICA (CHILE) 59 (3): 223 - 232 (JULIO - SEPTIEMBRE, 1999)



224

denominado fertilizacién completa, y se consi-
deran, ademas, tratamientos en los cuales a la
formulacién completa se le excluye un nutriente.
En Chile, Schenkel y Baherle (1971) basados
en el método de Chaminade implementaron un
método que lo denominaron método del elemen-
to faltante, para la exploracién de deficiencias
nutritivas en distintos suelos de la zona sur del
pais.

En Australia, Reddy et al. (1981a; 1981b) utili-
zaron ensayos biologicos en macetas para estu-
diar los efectos de fésforo, cobre, azufre y mo-
libdeno en trébol subterraneo complementando-
los con analisis quimico de la planta.

Las praderas del secano de la zona central pue-
den experimentar un mejoramiento significativo
en su calidad nutritiva mediante la siembra de
trébol subterraneo, sin embargo, se ha constata-
do que al establecer trébol subterraneo, éste
tiende a disminuir y en algunos casos practica-
mente desaparece de la pradera después del
tercer afio (Garcia, 1996, comunicacion perso-
nal®). A la fecha no se tiene una explicaciéon de
este problema; entre las causas que se han pos-
tulado esta la baja fertilidad de los suelos, ex-
presada en bajos contenidos de nitrégeno, fos-
foro, azufre y una probable carencia de elemen-
tos menores.

El objetivo de este estudio fue implementar un
método de ensayo en macetas, en condiciones
controladas de invernadero, empleando como
planta indicadora el trébol subterraneo (7rifo-
lium subterraneum L.) con el fin de evaluar la
disponibilidad de los elementos aniénicos fosfo-
ro (P), azufre (S), boro (B) y molibdeno (Mo),
en los suelos del secano costero de la VIRegion
de Chile.

*Guillermo Garcia Diaz, Ingeniero Agronomo, Profesor
Titular, Universidad de Chile, Facultad de Ciencias
Agrondémicas, Departamento de Produccién Animal,
Casilla 1004, Santiago, Chile.
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MATERIALES Y METODOS

Para implementar el método se consultaron
principalmente los trabajos realizados con trébol
subterraneo por Reddy et al. (1981a; 1981b) y
Gilbert y Robson (1984) ya que no se encontrd
informacién publicada en Chile de ensayos de
invernadero que utilizaran como planta indica-
dora el trébol subterraneo.

Se seleccionaron dos suelos de la Provincia
Cardenal Caro en la VI Regidn, y se tomaron
muestras compuestas a la profundidad (0-20
cm) de la capa arable en dos sitios de muestreo.
El1Sitio 1, ubicado en la localidad de Pichilemu
(34°16' Lat. S.y 71°56’ Long. O.), esta en una
posicion de terraza marina, secano costero y
corresponde al suelo Asociacion Curanipe, clasi-
ficado como Alfisol. El Sitio 2, ubicado en la
localidad de Marchihue (34°20' Lat. S.y 71°34’
Long. O.), enuna posicion de llano en el secano
interiory corresponde al suelo Serie Marchihue,
clasificado como Inceptisol.

Cada muestra compuesta por Sitio provenia de
16 muestras y se considerd la profundidad de 0-
20 cm debido a la alta densidad de raices de la
vegetacion herbacea observada hasta los 20 6
25 cm en los perfiles de los suelos estudiados.
Las muestras se tamizaron a la humedad de
campo con un tamiz de 6 mm. La humedad de
las muestras en el momento del ensayo era de
5,6 y 1,9%, para los suelos de los sitios 1y 2,
respectivamente.

Analisis fisicos y quimicos de los suelos

Para los andlisis fisicos y quimicos una parte de
las muestra tomada en cada Sitio, se tamizd
a2 mm.

Analisis fisicos: a) distribucién del tamaiio de
particulas (granulometria) por el método de
Boyoucos, y b) retencion de humedad a 33 y
1500 kPa, por los métodos del plato y olla a
presion, respectivamente. Los métodos estan
descritos en Hernandez et al. (1991).
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Analisis quimicos

- pHen agua: método potenciométrico en el so-
brenadante de una suspension de suelo: agua
en una relacion de 1:2,5 (Sadzawka,1990).

- Materia organica: método de oxidacién por
via himeda, de Walkley y Black (Nelson y
Sommers, 1982).

- Nitrégeno inorganico: método de Bremner y
Keeney (Keeney y Nelson,1982).

- Fosforo disponible: extraccion por el método
de Olseny determinacién colorimétrica segiin
Murphy y Riley (Olsen y Sommers, 1982).

- Potasio disponible: extraccion con acetato de
amonio 1 M a pH 7,0 y determinacidon por
foto-metria de llama (Dewis y Freitas, 1970).

- Azufredisponible: extraccion con Ca(H,PO,),
2H,0 0,01 M y determinacioén por espectro-
metria de emision atdmica de plasma por aco-
plamiento inductivo (Sadzawka, 1993).

- Boro disponible: método del agua caliente
(Bingham, 1982).

- Molibdeno soluble en agua: se usé el método
de Miller y McFee (1983) empleando una re-
lacidn suelo:agua de 1:5.

- Acidez intercambiable (H* + Al*®) por inter-
cambio con una solucién de KCI 1 M (Sad-
zawka, 1990).

- Aluminio de intercambio: extracciéon con KCI
1 M (Sadzawka,1990).

- Acidez extraible o total: método del BaCl, -
TEA tamponado a pH 8,2 (Peech,1965).

- Capacidad de intercambio cationico (CIC) y
cationes basicos intercambiables, Ca, Mg, Na
y K (Dewis y Freitas,1970).

Unidades experimentales. La unidad experi-
mental fue la maceta. Se emplearon macetas de
poliestireno expandido (plumavit) forradas inte-
riormente con una bolsa de polietileno perforada
en la parte inferior y colocadas sobre un platillo.
La cantidad de suelo por maceta fue de 2 kg
base suelo seco; se empled una cantidad algo
menor que la propuesta por Reddy et al. (1981a;
1981b), quienes utilizaron una cantidad de suelo
entre 2,5 a 3,0 kg. Se opt6 por un peso algo
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menor con el objeto de usar mas eficientemente
la superficie de los invernaderos al trabajar en
ensayos con un mayor niimero de muestras.

Tratamientos. Los tratamientos fueron seis:
testigo (T) sin fertilizar; fertilizacion completa
(FC); FC-P; FC-S; FC-B y FC-Mo. En la fer-
tilizacion completa se aplicaron los macronu-
trientes N, K, P, S, Mg, Ca, y los micronutrientes
Mn, Cu, Zn, Fe, B, Mo.

Las dosis y los compuestos quimicos usados para
estas formulaciones se determinaron en base a
referencias extranjeras para ensayos en maceta
que utilizaron como planta indicadora trébol sub-
terraneo. En el Cuadro 1 se indican las dosis usa-
das para los macro y micronutrientes.

Lassales solidasy las soluciones se aplicaron al
suelo de cada maceta extendido sobre un plas-
tico, se mezclaron bien con una espatula y se
devolvieron a la maceta.

Siembra. Se usé Trifolium subterraneumL. cv.
Trikkala. Se sembraron 20 semillas por maceta,
retirando una cantidad de suelo para obtener
una profundidad de siembra que correspondié a
un cm; se aplic6 agua antes de sembrar en la
cantidad suficiente para tener en el suelo una
humedad equivalente a capacidad de campo (33
kPa), se colocaron las semillas, se cubri6 con el
suelo que se habia retirado y se emparejoé con
una tablilla en forma suave.

Antes se sembrar, las semillas fueron tratadas
con el inoculante comercial, Rhizobium trifolii
C. 113-116 de PROBICAL, empleando 0,06 g
de inoculante por 10 g de semilla, dosis indicada
por el fabricante, y con el fungicida Metalaxil,
del grupo quimico de las acilaninas (APRON,
fabricado por CIBA-GEIGY S.A.) 0,03 g de
APRON por 10 g de semilla. Las semillas se
trataron con el inoculante y el fungicida en una
placa petri en una solucién con una pequeiia
cantidad de azicar, unos 60 minutos antes de la
siembra, después fueron tomadas de la placa



226 AGRICULTURA TECNICA - VOL. 59 - N2 3 - 1999

Cuadro 1. Dosis de macro y micronutrientes por maceta y compuestos quimicos usados
en ¢l ensayo de invernadero

Table 1. Macro and micronutrients rates per pot and chemicals used in greenhouse experiments

Elemento Dosis Compuesto quimico’

Macronutriente (mg maceta')

K 150,0 KNO, 0,196 M

N 54,3 Aportado por el KNO,

P 100,0 Ca(H,PO,), x H,0

S 35,0 CaSO,x2H,0

Mg 10,0 MgClL x 6 H,O 0,205 M
Micronutriente (mg L')?

Mn 585 MnCl, x 4 H,0

Cu 318 CuCl, x2 H,0

Zn 239 ZnCl,

Fe 210 Sequestrene 138Fe (6% Fe)

B 140 H,BO,

Mo 50 (NH,)6Mo,0,, x 4 H,0

'Para compensar el Ca en los tratamientos que no llevan Ca(H,PO,), x H,0 0 CaSO, x 2 H,O se utiliz6 CaCl, y no se opto
por el CaCO, para no modificar el pH del suelo.

*Para los macronutrientes el KNO, y MgCl, x 6 H,0 se aplicaron como soluciones. En los micronutrientes se prepararon
tres soluciones: una con todos los micronutrientes sefialados en el Cuadro 1 y otras dos que no contenian boro o molibdeno,
respectivamente. De estas soluciones de micronutrientes se aplicaron 20 mL por maceta de acuerdo al tratamiento
respectivo.

petri al momento de sembrar. A los 21 dias des- RESULTADOS Y DISCUSION
pués de la siembra, luego de formada la primera
hoja, se dejaron seis plantas por maceta, que fue Para establecer relaciones entre las propiedades
la densidad de planta definitiva. quimicas, fisicas y de fertilidad de los suelos
con losresultados del ensayo bioldgico se anali-
Control del ensayo. La frecuenciade los riegos zaron algunas de estas propiedades (Cuadro 2).
se determind pesando las macetas para mantener
la humedad a 33 kPa y no bajar de 2/3 del Elsuelo Marchihue se destaca por una capacidad
contenido de agua a 33 kPa. de retencion de agua y contenido de materia
organica bajos y un valor de CIC muy baja; ello
A los 70 dias después de la siembra y 63 dias se debe a su alto contenido de arena. El pH fue
después de la germinacién comenz6 la floracién. fuertemente acido en la Serie Curanipe y mode-
radamente acido en la Serie Marchihue, segtn
Al inicid de la formacion de canastillos (cabe- las categorias dadas por el Soil Survey Division
zuelas florales) se cortaron las plantas desde la Staff (1993). En relacion al pH el Instituto de
corona, incluyendo toda la parte aérea; el mate- Investigacion de Recursos Naturales (1982)
rial se secd en estufa con ventilacion forzada a sefiala que el pH 6ptimo para trébol subterraneo
65°C, por 48 h para determinar materia seca varia en el rango de 5,6 a 6,5. Por otra parte, el
(MS). Al intercambiable es menor de 1,0 cmol (+) kg,

contenido que no afectaria al trébol subterraneo,
segin Hodge y Lewis (1989).
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Cuadro 2. Algunas propiedades fisicas y quimicas de los suelos

Table 2. Some physical and chemical properties of soils studied

Retencién de agua Granulometria

Suelo 33kPa 1500kPa Arena Limo Arcilla pH MO! Alinter. CIC* Acidez total
% cmol(+) kg -~--e-----

Curanipe 24,6 11,9 494 28,7 21,9 5,1 3,8 0,09 173 18,8

Marchihue 10,8 4,3 73,1 17,4 9,5 5,6 1,1 0,04 4,2 4.9

MO = materia orgéanica.
XCIC = capacidad de intercambio catiénico.

La informacion de cationes y la acidez inter-
cambiable se presenta en el Cuadro 3. Se indica
que el Ca de intercambio dptimo para trébol
corresponde a un valor sobre 1,6 cmol(+) kg
(Burnett et al., 1994), por lo tanto, ambos suelos
tienen contenidos de Ca intercambiable ade-
cuados.

El contenido de potasio de intercambio corres-
ponde a una disponibilidad media en el suelo
Marchihue y alta en el suelo Curanipe, segin
los estandares indicados por Rodriguez (1993).
Por otra parte, Meissnery Clarke (1977) sefialan
para suelos del sureste de Australia una concen-
tracién critica para K de intercambio de 80 mg
kg', y por tanto los suelos tienen niveles ade-
cuados de K para el crecimiento del trébol
subterraneo.

Los resultados del anélisis de la disponibilidad
de nutrientes (Cuadro 4) indican que los suelos
presentaban bajos contenidos de nitrégeno, fos-
foro, azufre y molibdeno; el suelo Marchihue
presentd también bajo contenido de boro, por lo
que se esperaria tener una respuesta a la apli-
cacion de estos nutrientes. Los contenidos de
molibdeno determinados corresponden a un
valor muy bajo segln los antecedentes presen-
tados por Reddy et al. (1981a). No ha sido defi-
nido un nivel critico adecuado para Mo (Alston
1999, comunicacion personal*).

Enrelacion con los resultados de la disponibili-
dad de nutrientes, a partir del analisis quimico
de los suelos, estos indican, de acuerdo a lo in-
formado en CONICYT (1998) para la zona de
estudio, lo siguiente:

Cuadro 3. Cationes y acidez de intercambio

Table 3. Exchangeable cations and acidity

Cationes de intercambio

Acidez CIC
Suelo Ca Mg K Na Interc. efectiva
cmol(+) kg!
Curanipe 5,87 2,92 0,91 1,09 1,0 11,8
‘Marchihue 2,09 1,44 0,27 0,28 1,7 5,8

‘Dr. Angus M. Alston, Department of Soil and Water,
University of Adelaide, South Australia.
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Cuadro 4. Disponibilidad de nutrientes en los suelos

Table 4. Soil nutrients availability

Mo
Suelo N inorg. P -Olsen K disp. B disp. S disp. pg kg!
mg kg*!
Curanipe 17 7 0,64 4,43 2,4
Marchihue 10 1 0,04 0,69 3,1

Suelo Curanipe: B, K alta; N, P, S y Mo baja.
Suelo Marchihue: K media; N, P, S, B y Mo
baja.

Elbajo contenido de nitrogeno se asume por los
contenidos bajos a medios de MO y de N inor-
géanico. Estos indices asociados a la baja CIC
corroboran la baja fertilidad descrita para estos
suelos (Rodriguez, 1993).

Segun los estandares sefialados para la dispo-
nibilidad de fésforo (Jones et al.,1972; Rodri-
guez, 1993), los contenidos de P disponible (P )
en ambos suelos son bajos. Jones et al. (1972)
y Jones (1974) seilalan para el método de ex-
traccion con bicarbonato de sodio (P-Olsen) un
nivel critico de 10 mg kg!' para praderas y se
sefialan los siguientes estandares: bajo: <10 mg
kg'; medio: 10 a 20 mg kg! y alto: > 20 mg kg'.
Sobre 40 mg kg! de P-Olsen se recomienda no
aplicar fosforo. Conrespecto a ladisponibilidad
demolibdeno, no habria una certeza al respecto,
por lo indicado anteriormente en relacion al
analisis de suelos para este nutriente.

Ensayo biolégico

En el Cuadro 5 se presentan los resultados del
ensayo en invernadero. Los rendimientos de
MS en los tratamientos testigo y sin aplicacion
de fosforo fueron significativamente inferiores
alafertilizacién completa (FC) en ambos suelos:
Curanipe y Marchihue.

Cuadro 5. Materia seca (MS) parte aérea por
maceta (seis plantas)

Table 5. Aerial dry matter per pot (six plants)

Suelo Suelo
Tratamiento' Curanipe Marchihue
----------- g maceta’! -----------
FC 6,51ab? 6,05a
FC-P 3,01c 0,53b
FC-S 5,98b 6,02a
FC-B 6,94a 5,64a
FC-Mo 5,99b 5,71a
Testigo 2,62¢ 0,95b

IFC= fertilizacién completa; los otros corresponden a la
formulacién de FC sin el nutriente indicado y el testigo
corresponde al tratamiento sin fertilizacion.

2Letras iguales en una misma columna indica que los
valores no difieren estadisticamente (P < 0,05).

En el suelo Curanipe la no aplicacién de S o de
Mossignificod rendimientos de MS algo inferiores
alaFC, perodiferencias no significativas, resul-
tados que indicarian que los niveles de S y Mo
serian adecuados para el trébol subterraneo, o
bien estos elementos se encuentran en una forma
disponible de liberacion lenta que los métodos
respectivos no la miden. El tratamiento FC-B
no afectd el rendimiento de MS.

En el suelo Marchihue los tratamientos FC-By
FC-Mo implicaron rendimientos de MS inferio-
res a laFC, pero las diferencias tampoco fueron
significativas. Sin embargo, en el tratamiento
sin B, se observo en las plantas una coloracion
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rosada marginal en las hojas poco antes de la
cosecha, sintoma que corresponderia a una de-
ficiencia de B, corroborando el bajo contenido
de B disponible en el suelo, considerando un
nivel critico de 0,5 mg kg' para el método de
extraccion usado.

Segun los resultados de MS aérea (Cuadro 5),
ambos suelos son deficientes en fésforo. La no
aplicacion de azufre, boro y molibdeno en la
fertilizacion no afectaron significativamente
los rendimientos de MS. El rendimiento de MS
mas bajo correspondié al tratamiento sin P del
suelo Marchihue lo cual corrobora el contenido
muy bajo de P disponible (1 mg kg™).

En el suelo Curanipe el boro mostro una ligero
efecto detrimental, lo que indicaria que se
deberia bajar la dosis de boro en la fertilizacién
completa al aplicar este método en los suelos en
estudio.

Al comparar los rendimientos de MS de la parte
aérea entre suelos (Cuadro 6), se observa que el
suelo Marchihue tuvo un rendimiento mas bajo
de MS en los tratamientos FC-P, FC-B y T.
Estos resultados se asocian a lo detectado porel
analisis quimico de disponibilidad de los
nutrientes.
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El ensayo en macetas es un método de prospec-
cién de deficiencias nutricionales, de acuerdo a
lo sefialado por Schenkel y Baherle (1971),
quienes ademas sefialan que es un excelente
método para estudiar las deficiencias nutricio-
nales de los suelos, esto es, establecer si la dis-
ponibilidad de nutrientes permite sostener un
crecimiento dptimo de la planta indicadora,
como se concibi6 desde los inicios de su uso.
Ademas, estos investigadores sefialan que el
ensayo en macetas tiene una menor variabilidad
en comparacion con los ensayos de campo, ya
que existe un mejor control y uniformidad de
los factores de crecimiento. No obstante, los
analisis quimicos y los resultados de estos en-
sayos en macetas dan una informacién que debe
ser validada en condiciones de campo.

El analisis de planta en trébol subterraneo ha
sido un método de diagnéstico de problemas
nutricionales muy comin en diferentes paises
(Jones et al.,, 1972; Drlica y Jackson, 1979;
Bouma y Dowling, 1982; Dowling y Bouma,
1985; Bolland et al., 1995) y lo relacionan con
ensayos bioldgicos en macetas o en campo.

Cuadro 6. Comparacién del rendimiento de materia seca parte aérea, entre suelos para los diferentes
tratamientos, correspondientes a seis plantas por maceta

Table 6. Comparison of aerial dry matter among soils for different treatments corresponding
to six plants per pot

Tratamiento'
Suelo FC FC-P FC-S FC-B FC-Mo Testigo
g maceta’!
Curanipe 6,51a? 3,01a 5,98a 6,94a 5,99a 2,62a
Marchihue 6,05a 0,53b 6,02a 5,64b 5,71a 0,95b

IFC = fertilizacion completa; los otros corresponden a la formulacion de FC sin el nutriente indicado y el testigo
corresponde al tratamiento sin fertilizacién.
?Letras iguales en una misma columna indica que los valores no difieren estadisticamente (P < 0,05).
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CONCLUSIONES

Elmétodo biol6gico propuesto permite alcanzar
un desarrollo normal de las plantas de trébol
subterraneoy por tanto observar las diferencias
producidas por las deficiencias nutricionales.

Ladeficiencia mas severa en los suelos estudia-
dos fue fésforo, observandose concordancia
entre los resultados del ensayo de invernadero
y el analisis quimico de la disponibilidad de
fosforo en los suelos.
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En el suelo granitico, Suelo Marchihue, no con-
cordé su baja disponibilidad de boro al analisis
quimico de suelosy el resultado del ensayo bio-
légico, no obstante el rendimiento de materia
seca fue menor en comparacion con el Suelo
Curanipe con una mayor disponibilidad de boro.

Los métodos usados paramedir la disponibilidad
de S y Mo en los suelos no son coincidentes con
los resultados de los ensayos bioldgicos, por
tanto deberian probarse otros métodos de diag-
néstico que permitieran un mayor marco de
discernimiento.

RESUMEN

Las praderas del secano costero de la zona cen-
tral presentarian un mejoramiento significativo
en sucalidad mediante la siembray permanencia
del trébol subterraneo (ITrifolium subterraneum
L.). La no permanencia del trébol subterraneo
luego de uno o dos afios, podria deberse, por
una parte, a las deficiencias de algunos nutrien-
tes en los suelos. Para realizar una prospeccion
rapida de la disponibilidad de nutrientes, como
una etapa intermedia, se implement6 una meto-
dologia para realizar ensayos en macetas con
esta especie en condiciones de invernadero. En
la etapa inicial se consideraron dos suelos, Cu-

ranipe y Marchihue, a la profundidad de 0-20
cm. Se determinaron en las muestras algunas
propiedades fisicas, quimicas, y disponibilidad
de nutrientes para relacionarlas con los resul-
tados del ensayo bioldgico. La metodologia
propuesta permitio el normal crecimiento del
trébol subterraneo hasta completar su ciclo vital.
El ensayo bioldgico corroboré la baja disponi-
bilidad de P, pero no asi la de S, B y Mo.

Palabras claves: fertilidad de suelos, inverna-
dero, suelos del secano.
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