UNIVERSIDAD DE CONCEPCION
FACULTAD DE AGRONOMIA

EVALUACION DE BIOCARBON CON BACTERIAS PROMOTORAS DEL
CRECIMIENTO (PGPR) SOBRE EL CULTIVO DE POROTO VERDE (Phaseolus

vulgaris L.) A NIVEL DE CAMPO

POR

SOFIA IGNACIA FUENTES RAMIREZ

MEMORIA PRESENTADA A LA
FACULTAD DE AGRONOMIA DE LA
UNIVERSIDAD DE CONCEPCION
PARA OPTAR AL TITULO DE
INGENIERO AGRONOMO.

CHILLAN-CHILE
2023



UNIVERSIDAD DE CONCEPCION
FACULTAD DE AGRONOMIA

EVALUACION DE BIOCARBON CON BACTERIAS PROMOTORAS DEL
CRECIMIENTO (PGPR) SOBRE EL CULTIVO DE POROTO VERDE (Phaseolus

vulgaris L.) A NIVEL DE CAMPO

POR

SOFIA IGNACIA FUENTES RAMIREZ

MEMORIA PRESENTADA A LA
FACULTAD DE AGRONOMIA DE LA
UNIVERSIDAD DE CONCEPCION
PARA OPTAR AL TITULO DE
INGENIERO AGRONOMO.

CHILLAN-CHILE
2023



Aprobada por:

Profesor Asociado, Cristina Mufioz V.
Ing. Agrénomo, Dr. Cs.

Kianyon Tay N.
Ing. Agrénomo
INIA Quilamapu.

Profesor Asociado, Arturo Calderén O.

Ing. Agrénomo, Ph. D.

Profesor Titular, Erick Zagal V.
Ing. Agrénomo, Dr. D.

Profesor Asociado, Guillermo Wells M.

Ing. Agronomo, Mg. Cs

Guia

Asesor externo

Asesor

Asesor

Decano



TABLA DE CONTENIDOS

Materiales y Metodos. .........coovieiiiiiiiii

Resultados y DiSCUSION. ........couiuiiiiiiii e

CONCIUSIONES. . ..,

R EIENCIAS. ...

Anexos

11

21

21

27



Figura 1

Figura 2

Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla 5

Tabla 6

Tabla 7

Tabla 8

Tabla 9

INDICE DE FIGURAS Y TABLAS

Rendimiento de poroto verde segun tratamiento aplicado
en 3 suelos de contrastante humedad aprovechable en 2
ensayos deriego,a) RTYb)RD........coiiiiiiiiiin,

Rendimiento segun tratamiento aplicado en dos suelos de
contrastante humedad aprovechable, Regular (a) y Pobre
(b), en dos dosis de biocarbon y bioproducto....................

Caracterizacion quimica biocarbon de aserrin de pino (BP)
y biocarbon de camade ave (BA).........cooiiiiiiiiiiii,

Descripcidn de biocarbon de aserrin de pino (BP) y cama
e AVE (BA). e

Descripcion general de sitios de estudio y sus ubicaciones..

Descripcion detallada de suelos de contrastante humedad
aprovechable..............o .

Andlisis quimico de los suelos y los principales parametros
a considerar en la fertilizacion..................coooiii

Peso fresco de la biomasa aérea por planta segun
tratamiento aplicado en 3 suelos de contrastante humedad
aprovechable.............o

Numero de vainas por planta segun tratamiento aplicado
en 3 suelos de contrastante humedad
aprovechable. ...,

Peso fresco por planta segun tratamiento aplicado en 2
suelos de contrastante humedad
aprovechable.............o i,

Numero de vainas segun tratamiento aplicado en 2 suelos
de contrastante humedad aprovechable..........................

Péagina

15

20

10

13

14

18

19



EVALUACION DE BIOCARBON CON BACTERIAS PROMOTORAS DEL
CRECIMIENTO (PGPR) SOBRE EL CULTIVO DE POROTO VERDE (Phaseolus
vulgaris L.) A NIVEL DE CAMPO

EVALUATION OF BIOCHAR WITH GROWTH-PROMOTING BACTERIA (PGPR)
ON THE GREEN BEAN (Phaseolus vulgaris L.) CULTIVATION AT THE FIELD
LEVEL

Palabras indice adicionales: Humedad aprovechable, restriccion de agua de
riego, biomasa aérea, rendimiento.

RESUMEN

El déficit hidrico es una problemética acelerada por el cambio climatico que afecta
gravemente la productividad agricola. Se buscan estrategias que permitan a los
cultivos adaptarse a estos nuevos escenarios. El objetivo del estudio fue evaluar el
efecto del biocarbén inoculado con bacterias promotoras del crecimiento sobre el
cultivo del poroto verde a nivel de campo. Se utilizaron 2 tipos de biocarbén, siendo
de cama de ave (BA) y de aserrin de pino (BP) en dos ensayos independientes. El
Ensayo 1 permiti6 la evaluacién de pardmetros productivos del poroto verde bajo
dos niveles de riego evaluados en forma independiente, con riego total (RT) y riego
deficitario (RD); y el Ensayo 2 permitié la evaluacion de parametros productivos del
poroto verde en condicibn RD bajo diferentes dosis. Sitios de estudio de
contrastante humedad aprovechable (HA) (regular, pobre y muy pobre) fueron
considerados. La aplicacion de biocarbén de cama de ave con inoculacion de
bacterias Bacillus sp. cepa T45 increment6 la productividad del poroto verde bajo
condicion de riego total, sin efecto cuando el riego esta restringido. Para riego
deficitario el biocarbdén con aserrin de pino con y sin inoculacion tuvo los mejores
resultados. Fue evidenciado el efecto de la dosis de aplicacion de biocarb6n con 'y
sin inoculacion sobre la productividad del cultivo y la humedad aprovechable del

suelo fue determinante sobre los efectos de los biocarbones con in6culo microbiano.

Summary
The water deficit is a problem accelerated by climate change that seriously affects

agricultural productivity. Strategies are pursued that allow crops to adapt to these



new scenarios. The study aimed to evaluate the effect of biochar inoculated with
growth-promoting bacteria on the green bean crop at the field level. Two types of
biochar were used, bird litter (BB) and pine sawdust (BP) in two independent trials.
Trial 1 allowed the evaluation of the productive parameters of the green bean under
two levels of irrigation evaluated independently, with total irrigation (TI) and deficit
irrigation (DI), and Trial 2 allowed the evaluation of productive parameters of the
green bean in DI condition under different doses. Usable moisture (HA) contrast
study sites (regular, poor and very poor) were considered. The application of biochar
from poultry litter with inoculation of Bacillus sp. Strain T45 increased green bean
productivity under full irrigation conditions, with no effect when irrigation is restricted.
On behave of deficit irrigation, biochar with pine sawdust with and without inoculation
had the best results. The effects of the application dose of biochar with and without
inoculation on crop productivity were evidenced, and the moisture retention capacity
of the soil was determined on the effects of biochar with microbial inoculum.

INTRODUCCION

Una de las grandes problematicas que afectan actualmente a la agricultura es el
déficit hidrico. Cambios en la cantidad, intensidad y frecuencia de lluvias afectan el
medio ambiente y la sociedad. Lluvias moderadas constantes penetran en el suelo
y benefician a las plantas, mientras que las mismas cantidades de lluvia en un corto
periodo de tiempo puede causar inundaciones locales y escorrentia, generando
dafio a los cultivos y al suelo (Trenberth, 2011).

El reporte anual de la evolucion del clima en Chile para el afio 2018, establecié
reducciones en las precipitaciones en la zona central y sur de Chile entre los afios
1961 y 2017, con tendencias de disminucién de 23 mm década?® en promedio
(Anexo 1; Cortés, 2018). La sequia afecta el potencial hidrico y la turgencia de la
planta, lo suficiente como para interferir con sus funciones normales (Hsiao, 2000)
provocando negativos cambios fisioldgicos y morfolégicos en las plantas (Rahdari y
Hoseini, 2012).

Las rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR por su sigla
en inglés) podrian desempefiar un papel importante en el alivio del estrés por sequia

actuando de diversas maneras. Estos microorganismos beneficiosos colonizan la



rizosfera / endo-rizosfera de las plantas e imparten tolerancia a la sequia
produciendo distintas sustancias como exopolisacaridos (EPS) el cual contiene
complejos de carbohidratos de alto peso molecular (complejo lipopolisacarido-
proteina y complejo polisacarido-lipido) responsables de la proteccion en
condiciones extremas como la desecacion. Los EPS proporcionan un
microambiente que retiene el agua y se seca mas lentamente que el entorno
circundante, protegiendo asi las bacterias y las raices de las plantas contra la
desecacion (Hepper, 1975). Por otro lado, las rizobacterias pueden producir ACC
desaminasa que degrada las moléculas de 1-aminociclopropano-1-carboxilato
(ACC) el cuadl es precursor inmediato de la hormona etileno que en condiciones de
estrés regula endégenamente la homeostasis de la planta, lo que reduce el
crecimiento de raices y brotes (Glick, 2005). Ademas, al eliminar el ACC se reduce
el efecto nocivo del etileno, mejorando la condiciébn de escape al estrés y se
promueve el crecimiento de las plantas (Glick y Pasternak, 2003; Glick, 2005).

Otro beneficio de las bacterias PGPR es que pueden promover indirectamente
el crecimiento vegetal a través del control bioldgico de patdégenos y plagas por medio
de la sintesis de antibiéticos y toxinas, induciendo la resistencia sistémica en las
plantas y compitiendo por nutrientes con patdgenos presentes en la rizésfera
(Sarabia et al., 2010).

Las bacterias PGPR son efectivos s6lo cuando se le proporcionan condiciones
favorables para su crecimiento ya que son fuertemente afectados por factores
abioticos como la humedad del suelo, la temperatura, el pH, la textura, el oxigeno y
la disponibilidad de nutrientes (Knights et al, 2021). La eficiencia de bacterias PGPR
depende del establecimiento de una densidad de poblacién efectiva de células
activas en la rizosfera vegetal. Es por ello que suspensiones bacterianas se
preparan a densidades de 1 x 108 a 1 x 10° UFC mL para la inmersién de la raiz y
la inoculacion del suelo. Después de la inoculacion a estas altas densidades, los
nameros de células sufrirdn una disminucién rapida dependiendo de si el suelo ha
sido esterilizado o no. En suelos que han sido esterilizados por método de
autoclave, los inoculantes generalmente persistiran en densidades celulares de 1 x

107 a 1 x 108 UFC? suelo por muchas semanas. En suelos no estériles las



poblaciones bacterianas disminuiran rpidamente hasta que la poblacién alcance el
equilibrio con su entorno (Martinez-Viveros et al., 2010).

El estado fisiologico de las cepas bacterianas también influye en la
supervivencia. Es asi que cuando el indculo se produce con bacterias obtenidas en
aislamientos que se encuentren en la primera semana de crecimiento, éstas tienen
mayor oportunidad de establecerse y sobrevivir en la rizésfera, comparadas con
aguellas que se obtienen de aislamientos que tienen mas de cinco semanas
(Vandenhove et al., 1993).

Actualmente las poblaciones PGPR mas exitosas comercialmente han sido las
bacterias formadoras de esporas Gram (+) que pueden persistir en el
almacenamiento desde meses a afios, ya que pueden resistir mejor las altas
temperaturas, variaciones de la humedad y otras tensiones ambientales en
comparacion a las bacterias no formadoras de esporas (Martinez-Viveros et al,
2010).

En la basqueda de mejorar la adaptacion y el desarrollo de las bacterias PGPR
a nivel de campo, se ha investigado el uso del biocarb6n como un bioproducto
agricola basado en la unién de bacterias rizosféricas afiadidas a una matriz que
provea mejores condiciones en el suelo (Hale, 2014; ljaz et al., 2019).

El biocarbén es un material organico rico en carbono derivado de la pir6lisis de
biomasa en condiciones de alta temperatura y bajo contenido de oxigeno (Garcia et
al., 2016). Este se puede utilizar en una gran cantidad de aplicaciones, que van
desde la produccién de calor y energia hasta como enmienda en el suelo; siendo
gue sus propiedades dependeran del tipo de biomasa usada como materia prima y
las condiciones del proceso de pirdlisis (Weber y Quicker, 2018).

Se ha demostrado que algunas enmiendas basadas en biocarbon son efectivas
para el mejoramiento de las propiedades quimicas del suelo, aumentando la
retencion de nutrientes lo que conlleva a un incremento del crecimiento de las
plantas (Bonanomi et al, 2017). Diversos estudios se enfocan en determinar los
cambios en las propiedades de los suelos con el uso de las enmiendas de
biocarbén, indicando que generan un impacto en diversas propiedades quimicas y

bioldgicas del suelo, tales como un aumento en el pH del suelo y el carbono organico



(Muiioz et al., 2019). Se ha detectado también aumentos en la conductividad
eléctrica, nitrogeno total, fosforo disponible y en la capacidad de intercambio
catiénico (Mufioz et al., 2019; Ginebra, 2021; Dume et al., 2016); ademas se ha
descrito la disminucién en las emisiones de gases de efecto invernadero, como el
CO2, en suelos volcéanicos y no volcanicos de la region del Maule, Nuble y la
Araucania (Mufioz et al., 2019).

Las caracteristicas quimicas y fisicas de biocarbon, tales como alta porosidad,
capacidad de absorcion y su capacidad de retencion de agua, podrian crear habitats
adecuados para los microorganismos y la promocion de sus actividades (Thies y
Rillig, 2009). Existe evidencia de que el biocarbon en el suelo tiene efectos
significativos sobre las comunidades microbianas; segun lo revisado recientemente
por Lehmann et al. (2011) en la mayoria de los estudios evaluados, la biomasa
microbiana aumentd en los suelos modificados con biocarbéon. Cabe resaltar que
gracias a la estructura porosa del biocarbdn se sugiere una mayor retencion de agua
en el suelo, pudiendo mejorar asi la adaptacion de cultivos al cambio climatico
(Wang et al., 2019). Es por ello que se propuso realizar una investigacion cuyo
objetivo principal fue determinar el efecto del biocarb6n inoculado con bacterias
PGPR sobre un cultivo a nivel de campo, considerando los siguientes objetivos
especificos: i) determinar el efecto del biocarbon inoculado con PGPR sobre
pardmetros productivos en el poroto verde en suelos contrastantes respecto a su
nivel de humedad aprovechable bajo dos condiciones de disponibilidad hidrica vy ii)
evaluar el efecto de diferentes dosis de biocarbén y sus bioproductos sobre
pardmetros productivos del poroto verde bajo condiciones restrictivas de

disponibilidad de agua de riego.

MATERIALES Y METODOS

Obtencién de materias primas

Produccion de biocarbén. Los residuos de aves fueron colectados desde el plantel
avicola de la Universidad de Concepcion, en la estacion experimental El Alazan. Se
utilizé como materia prima los desechos acumulados en un pozo al aire libre, que

consistia en guano de ave, restos de huevos y aves muertas.



Los residuos de pino fueron recolectados de un aserradero local, donde se uso
como materia prima aserrin. El material fue deshidratado a temperatura ambiente y
en horno a 60 °C, hasta alcanzar un maximo de humedad de 20%, que corresponde
a la humedad maxima que permite el proceso de pirolisis. Este proceso, se realizo
en un horno de pirdlisis de elaboracién local, por medio de una pirdlisis lenta
obteniéndose biocarbon a 500 °C. El tiempo de permanencia a maxima temperatura
es de una hora con un rendimiento de 82% de produccién de biocarbon. El
biocarbén fue tamizado a 2 mm. La descripcion quimica de los biocarbones

utilizados en el estudio se encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracterizacién quimica biocarbén de aserrin de pino (BP) y biocarbon de
cama de ave (BA).

Propiedades de biocarbones
Parametros BP BA
pH 5,73 10,24
N total (g kg™) 2,8 8,4
C total (g kg™) 841,5 116,1
NOs (mg kg™) 0,38 9,4
NH4*(mg kg™) 0,55 5,79
K dis (g kg™?) 0,32 14,78
P dis (g kg™) 1,58 22,19

N total: Nitr6geno total; C total: Carbono total; NO3-: Nitrato; NH4+: Amonio; K dis: Potasio disponible;
P dis: Fosforo disponible.

Inoculacion de biocarbdn con bacterias PGPR. La cepa utilizada fue Bacillus sp.
cepa T45, la que fue seleccionada por los efectos positivos en el desarrollo de raices
y en la tasa de crecimiento de diversos cultivos aplicada en forma de suspension
microbiana (Sepulveda, 2015). La cepa bacteriana fue reactivada desde la coleccion
de microorganismos del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Agronomia,
Universidad de Concepcion la que se mantenia a -80 °C. La reactivacion se realizo
mediante cultivo en agar nutritivo estandar (Difco, France) mediante siembra en

estrias. Una vez desarrolladas las colonias, se inoculé un matraz con caldo nutritivo



estandar (Difco, France) en agitacibn constante a 25 °C por 33 h para la
multiplicacion de las bacterias.

Se inoculo6 biocarbén de aserrin de pino (BP) y de camas de aves (BA) con un
3 % de caldo nutritivo con bacterias a una concentracion de 1x108 UFC mL? y se
completd con solucion salina (NaCl 0,89 %) estéril (Glodowska, 2014) para obtener
una humedad del 40%, humedad a la cual se observé una mayor poblacion de la
cepa (Lagos, 2019). Se dejo6 reposar por 48 h a temperatura ambiente con el fin de
permitir una 6ptima colonizacion del sustrato.

Se establecieron 5 tratamientos los cuales estan identificados en la Tabla 2.

Tabla 2. Descripcién de los tratamientos.

Tratamiento Identidicacion Dosis (g planta)
Control absoluto Control -
Biocarbdn de aserin de pino BP 2,5 (Ensayo 1)

2,5y 5 (Ensayo 2)

Biocarb6n de aserrin de pino 2,5 (Ensayo 1)

BP + T45

inoculado con Bacillus sp. cepa T45 2,5y 5 (Ensayo 2)
. . 2,5 (Ensayo 1)

Biocarb6n de cama de aves BA 2.5y 5 (Ensayo 2)

Biocarbon de cama de aves BA + T45 2,5 (Ensayo 1)

inoculado con Bacillus sp. cepa T45 2,5y 5 (Ensayo 2)

Desinfeccion de semillas. Para el estudio se seleccionaron semillas de poroto
verde (Phaseolus vulgaris L.) las que fueron desinfectadas mediante suspensién en
alcohol 70° durante 60 segundos, luego en hipoclorito de sodio al 1% durante 3
minutos y nuevamente en alcohol al 70° durante 60 segundos, para finalizar se

realizaron 3 lavados con agua destilada.

Ensayo 1. Este ensayo permitio evaluar los parametros productivos del poroto
verde bajo los tratamientos bajo 2 niveles de riego en forma independiente. El

ensayo se realizé en 3 campos de pequefios productores de hortalizas de los



sectores de Oro Verde, Pelehue y Quinchamali (Tabla 3), todos ubicados en la

comuna de Chillan, regiéon de Nuble.

Tabla 3. Descripcion general de sitios de estudio y sus ubicaciones.

Sitios de estudio

Descripcion Oro Verde Pelehue Quinchamali
Clasificacion Fine, halloysitic, Fine, mixed, active, Fine, kaolinitic,
taxondémica mesic, Aquic thermic Duric mesic, Ultic

Palexeralfs Argixerolls Palexeralfs
Serie de suelo Mirador Bulnes San Esteban
Pendiente Ligeramente Ligeramente Ligeramente

inclinada inclinada inclinada
Coordenadas 36°35'56.6"S 36°37'32.1"S 36°38'31.3"S

72°10'55.5 "W 72°17'48.7"W 72°24'19,6"W

De forma preliminar se realizd una caracterizacion quimica (Sadzawka et al., 2006)
y fisica de los suelos (Sandoval et al., 2012) de los sitios de estudio y se determiné
qgue los suelos tenian diferente humedad aprovechable, por ello se clasificaron
segun este criterio siendo los sitios Oro Verde, Pelehue y Quinchamali clasificado
como regular, pobre y muy pobre respectivamente segun lo descrito en SAG (2011)
(Tabla 4).

El cultivo horticola evaluado fue poroto verde (Phaseolus vulgaris L.) variedad
Magnum, el establecimiento fue al aire libre y con riego por surco. Se establecieron
8 hileras de 17,5 m de largo, con una separacion de 70 cm entre hileras y 10 cm
entre semillas, usando la densidad de siembra tradicional de los productores
considerados en el estudio.

Con el fin de evitar la interaccién entre tratamientos se dejé un espaciamiento
de 60 cm entre ellos; ademas se establecieron hileras de barrera en los extremos y
2 hileras internas, para separar tratamientos de riego.

Los suelos en este estudio poseen un pH de medio a bajo, un nivel medio a bajo de
nitrdgeno disponible, fosforo de medio a alto, materia organica media a baja y un

alto nivel de potasio (Tabla 5); por lo que la fertilizacion se realiz6 usando la mezcla



NPK 9- 41-12 de Soquimich y Urea de Copeval. En Oro Verde se fertilizé con 0,4
kg de mezclay 1,3 kg de urea, y en Pelehue y Quinchamali con 1,1y 1,8 kg de urea.
La superficie utilizada en el ensayo fue de 110 m? aprox. La dosis se calculé segln

analisis quimico de cada uno de los suelos (Tabla 5).

Tabla 4. Caracterizacion fisica de los suelos clasificados de acuerdo a su nivel de
humedad aprovechable.

Suelos
Tipo de anélisis Regular Pobre Muy pobre
Textura Franco Franco arcilloso Franco
Da (g/cc) 1,15 1,33 1,17
Dr (g/cc) 2,55 2,66 2,57
CC (%) 36,24 26,15 14,26
PMP (%) 19,93 14,38 7,65
Porosidad total (%) 54,90 50,00 54,47
HA (cm) 11,25 9,39 4,64

Da: Densidad aparente; Dr: Densidad real; CC: Capacidad de campo; PMP: Punto de marchites
permanente; HA: Humedad aprovechable.

Riego. En cada sitio de estudio se consideraron 2 ensayos independientes de riego,
uno de riego total (RT) y otro de riego deficitario (RD), que significé un ahorro
aproximado del 20% del agua suministrada. De los 6 riegos realizados (de pre
siembra hasta 5 dias antes de la madurez comercial), el cuarto riego no se realizé
en el ensayo RD, con el fin de simular la falta de agua en el periodo critico de inicio
de formacién de vaina. EI método de riego utilizado fue por surco de un ancho de
40 cm y un largo de 17,5 m.

La frecuencia de riego se ajusto de acuerdo a las condiciones edafoclimaticas
del sector y los estados fenoldgicos del cultivo, cambios en la vegetacion y su grado
de cobertura del suelo. Evapotranspiracion, precipitacibn acumulada y temperatura

del aire del periodo de establecimiento del cultivo pueden observarse en Anexo 5.
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La frecuencia de riego considerada para su etapa inicial fue de 25 dias, para la
etapa de desarrollo fue de 10 dias, y para la etapa final 11 dias.

Tabla 5. Analisis quimico de los suelos y los principales parametros a considerar en
la fertilizacion.

Suelos con contrastantes HA

Tipo de anédlisis Regular Pobre Muy Pobre
pH en agua 5,99 6,13 6,81
Materia Organica (%) 7,24 2,86 1
Nitrogeno

Disponible (mg kg™) 22,8 12,3 5.9
Fésforo Olsen (mg kg™) 16,6 25,8 43,0

K Intercambiable (cmol kgt) 0,98 1,21 0,61

El criterio o umbral de riego utilizado fue cuando el 50% del agua aplicada haya sido
evapotranspirada (datos de evapotranspiracion obtenidos de estacion
meteoroldgica Nueva Aldea INIA). Con el fin de corroborar la humedad de los
suelos, se midié ocupando sensores WATERMARK® Modelo 200SS ubicados a 15
cm y 45 cm de profundidad, que fueron comprobados un dia antes y 2 horas
después de cada riego. Las lecturas se pueden observar en el Anexo 2, 3y 4.
Para obtener el tiempo de riego se calcul6 la velocidad de infiltracion del agua
en el surco mediante el método de los 2 puntos, obteniendo en promedio, 50 mm
de altura de agua infiltrada estando en un punto del surco un tiempo de 1 hora

aproximadamente.

Ensayo 2. Este ensayo se establecido para determinar el efecto de la dosis de
aplicacion sobre los parametros productivos del cultivo en dos de los tres sitios
evaluados del Ensayo 1, siendo seleccionados los sitios Oro Verde y Pelehue que
representan a los suelos de HA regular y pobre solamente bajo la condicién
restrictiva de riego (RD). Para ello, se adicionaron parcelas experimentales en forma

paralela al Ensayo 1 con los mismos tratamientos, pero con la dosis adicional de 5
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g planta™l. Los manejos agronémicos del cultivo fueron iguales a los indicados para
el Ensayo 1.
Medicidén de parametros productivos. Tanto para los Ensayos 1y 2 se realizo la
cosecha cuando la vaina de poroto verde cuando alcanzé madurez comercial,
siendo el largo de vaina de 10-15 cm y semillas poco desarrolladas. Para la cosecha
se consider6 el 50% de las plantas por tratamiento (5 plantas por tratamiento en
cada repeticion) y para determinar la particion de biomasa se cosecharon 2 plantas
adicionales por repeticion. De las plantas cosechadas se determina:

1) Particién de biomasa aérea fresca. Se obtuvo el peso fresco total de la planta,
se midio la altura de la planta y se cont6 el nimero de vainas.

2) Rendimiento. Se cosecharon todas las vainas de las plantas, realizandose 3
cosechas en total, obteniéndose el peso fresco de vainas por planta y
extrapolandose a un metro cuadrado.

Disefio experimental. Se establecieron 2 ensayos, el primero se realiz6 en 3 sitios

de estudio (regular, pobre y muy pobre) estableciendo en cada uno de ellos 2

ensayos de riego independientes (RT y RD), los cuales fueron analizados por

separado. El Ensayo 2 se realiz6 en 2 sitios de estudio (regular y pobre) bajo
condiciones restrictivas de riego (RD). En ambos ensayos y en ambas condiciones
de riego se consideraron los 5 tratamientos con 4 repeticiones cada uno. En ambos
ensayos las unidades experimentales fueron distribuidas en un disefio de bloques
completos al azar. El analisis estadistico de datos se realiz6 a traves del andlisis de
varianza (ANOVA) para determinar la existencia de diferencias estadisticamente
significativas (P < 0,05) entre tratamientos, previa comprobacion de supuestos de
normalidad y homogeneidad de la varianza de datos. Los supuestos del analisis de

varianza se sometieron al test de Shapiro-Wilks modificado para la normalidad y

Levene para la homogeneidad de varianza, ambos con el 95% de significancia. La

comparacion de medias se efectud mediante la prueba de contraste LSD Fisher a

un nivel de 95%. Todas las pruebas estadisticas fueron realizadas con el software

estadistico Infostat version actualizada dia: 30-04-2020 (Balzarini et al., 2008).

RESULTADOS Y DISCUSION
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Ensayo 1. Para la evaluacion de parametros productivos del poroto verde se
determind la biomasa aérea fresca, nUmero de vainas y rendimiento. Los resultados

indican lo siguiente:

a) Peso fresco de planta. En la Tabla 6 se puede observar las diferencias
significativas en RT en suelos de HA pobre y muy pobre, siendo este ultimo el que
presentdé un mayor peso fresco por planta (promedio de 378,61 g). El tratamiento
BA+ T45 presenté el mayor peso en el suelo de HA pobre (44,4% mayor que
control), mientras que en el suelo de HA muy pobre se presentd un mayor peso en
el tratamiento BA (29,8% mayor que control).

En RD se observaron diferencias significativas en los suelos de HA pobre y muy

pobre, siendo este Ultimo el que presentd un mayor peso fresco por planta
(promedio de 319,9 g). Tanto en los suelos de HA pobre y muy pobre, el tratamiento
con mayor peso fresco fue BP, con 29,2% y 27,8% superior al control
respectivamente.
b) NUmero de vainas. En la Tabla 7 se puede observar que en RT hubo diferencias
significativas en los suelos de HA pobre y muy pobre, siendo este ultimo el que
presenté un mayor nimero de vainas por planta (22,73 unidades). Los suelos con
HA pobre y muy pobre presentaron mejores resultados con el tratamiento BA+ T45
(135,1% y 22,1% mayor que control, respectivamente).

En RD se presentaron diferencias significativas en los suelos de HA pobre y muy
pobre, siendo este ultimo el que presenté un mayor numero de vainas por planta
(12 unidades). En el suelo de HA pobre el tratamiento con mayor nimero de vainas
fue BP y BP + T45 (siendo 2 veces superior al control), mientras que en el suelo de
HA muy pobre fue el tratamiento BP (45,2% mayor a control).

c) Rendimiento. Se determinaron diferencias significativas en el rendimiento del
cultivo de poroto para la condicion de RT en los suelos de HA pobre y muy pobre
(Figura 1a), siendo este ultimo el que presentdo mejores rendimientos. En el suelo
de HA pobre se observd mayor rendimiento en BA+T45 (98,4% mayor a control) y
en suelo de HA muy pobre el tratamiento que obtuvo mayor rendimiento fue BA

(42,1% mayor a control).
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En RD se obtuvieron diferencias significativas en los 3 suelos contrastantes (Figura
1b), siendo el suelo de HA muy pobre el que presenté mayor rendimiento
comparado a los otros dos suelos. Los suelos catalogados como regular y muy
pobre obtuvieron mayores rendimientos en tratamiento BP (31,4% y 61,1 %
mayores al control, respectivamente) y suelo de HA pobre en BP + T45 (67,4%

mayor a control).

Tabla 6. Peso fresco de la biomasa aérea por planta segun tratamiento aplicado en

3 suelos de contrastante humedad aprovechable.

X 234,55

X 163,67

RT

Peso fresco por planta (g)
Tratamientos Regular Pobre Muy Pobre
Control 220,90+29,58a 180,32+24,37c 333,16+31,24c
BP 195,72 +5,58a 219,87 +10,89b 369,01 + 26,72 bc
BP + T45 195,26 £19,78a 199,63 + 14,63 bc 344,55 + 56,28 c
BA 206,67 £58,02a 195,27 +12,74bc 432,29 +22,24 a
BA+ T45 219,07+13,34a 260,43 +755a 414,04 +17,91ab

X 207,52 X 211,10 x 378,61
RD

Peso fresco por planta (g)
Tratamientos Regular Pobre Muy Pobre
Control 272,16 +£77,94a 148,41+7,60cd 301,81 + 20,38 bc
BP 228,85+79,12a 191,77 + 3,86 a 385,81 + 35,94 a
BP + T45 256,25+28,20a 161,68 +12,52bc 342 27 +17,22b
BA 195,36 £61,67a 133,26 +3,58d 27148 +21.22 ¢
BA + T45 220,13+56,07a 171,82+10,39b 208,14 + 27,15 C

X 319,90

Letras distintas entre columnas representa diferencias significativas segin prueba de DMS de Fisher

(P < 0,05).

En RT se observaron diferencias significativas en el rendimiento del cultivo, lo que

indicaria que los tratamientos de biocarbdn de residuos de cama de ave (BA) cony
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sin bacterias PGPR podrian incrementar la disponibilidad de nutrientes en los suelos
y/o incrementar el crecimiento de las raices de las plantas. lo que facilitaria su

capacidad de absorber nutrientes desde los suelos.

Tabla 7. Numero de vainas por planta segun tratamiento aplicado en 3 suelos de
contrastante humedad aprovechable.

RT

Namero de vainas (unidades planta 2)
Tratamientos Regular Pobre Muy Pobre
Control 7,33+1,53 a 14,25 +3,86 22,67 £ 0,58 b
BP 8,67 +252a 14,25 +2,06 ¢ 21,33+0,58 b
BP + T45 750x229a 14,75+ 2,22 c 20,33+1,53b
BA 10,00£2,00a 23,25+3,30b 21,67 £252b
BA + T45 8,83+0,29 a 33,50+5,92 a 27,67 £3,21a

X 8,47 X 20 X 22,73
RD

NUmero de vainas (unidades planta ?)
Tratamientos Regular Pobre Muy Pobre
Control 6,00+1,15ab 6,00+ 0,82 bc 10,33+2,52b
BP 7,25x150a 11,25+ 1,26 a 15,00+ 2,65a
BP + T45 500+£0,82b 12,75+2,22 a 13,67 +1,53 ab
BA 525+0,96 b 475+171c 10,33+1,15b
BA + T45 3,00+0,82¢c 7,75+ 050b 10,67 +1,15b

X 5,3 X 8,5 X 12

Letras distintas entre columnas representa diferencias significativas segin prueba de DMS de Fisher
(P <0,05).

Cabe mencionar que los suelos clasificados como pobre y muy pobre presentaban
menores contenidos de materia organica y nitrdgeno total que el suelo de HA regular
(Tabla 5); sin embargo, superaron el rendimiento obtenido por el suelo de HA regular
(Figura l1la). ElI BA presenta relevantes diferencias en su composicion quimica
comparada al biocarbén de pino (BP; Tablal), siendo los niveles de N total, amonio
y nitrato, P y K disponible considerablemente mayores en BA, lo cual aportaria
nutrientes al cultivo, incrementando su rendimiento tal como se observa en estos
resultados. Adicionalmente, el probable incremento de pH del suelo ocasionado por

la adicién de BA que posee un pH de 10,24 (Tabla 1) permitiria indirectamente la
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solubilizacion de fésforo y otros nutrientes del suelo (Puente et al, 2010; Mella y
Khine, 1985; Hashimoto et al., 2012).

Figura 1. Rendimiento de poroto verde segun tratamiento aplicado en 3 suelos de
contrastante humedad aprovechable en 2 ensayos de riego, a) RT y b) RD.
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Diferentes letras representan diferencias significativas entre tratamientos dentro de cada nivel de
humedad aprovechable segin prueba de DMS de Fisher (P < 0,05).

El efecto de la asociacion biocarbén con PGPR se pudo observar en la condicion
de suelo de HA pobre, donde se obtuvo una mayor productividad en ambos tipos de
biocarbon (BA+ T45 y en BP + T45) comparado a los productos sin PGPR; lo que
indicaria que el efecto promotor del crecimiento radicular de las bacterias fue

manifestado en el incremento del rendimiento de cosecha (Figura 1a) cuando no
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hay restricciones de disponibilidad de agua de riego; lo que no fue evidente bajo la
condicion de riego deficitario (RD; Figura 1b). Probablemente esta diferencia ocurre
debido a que el suelo de HA pobre es de textura franco-arcilloso, mientras que los
otros dos suelos son de textura franca (Tabla 4); es en las arcillas que se ha descrito
la capacidad protectora a la deshidratacion de las bacterias, lo que aumenta su
supervivencia y colonizacion (Bashan et al., 2002; Wu et al., 2011) al modificar las
tasas de flujo de agua, permitiendo asi su proteccion frente al secado y rehidratacion
(Cassidy et al., 1996). Este proceso proporcionaria una liberacion gradual y
prolongada de humedad en el suelo, por lo que, en comparacion con los otros dos
suelos estudiados, tendria mejores condiciones para el desempefio de la cepa
bacteriana evaluada. La cepa T45 se destaca principalmente por su capacidad de
solubilizar fésforo y produccién de acido indol acético (AlA), ambos atributos
favorecen un mejor desarrollo del cultivo, tanto al hacer disponible el fosforo como
nutriente y promover el crecimiento vegetal (Sepulveda, 2015).

En RD se observaron diferencias significativas en numero de vainas y
rendimiento del cultivo del poroto verde en los 3 suelos de contrastante humedad
aprovechable (regular, pobre y muy pobre), lo que indicaria que los tratamientos de
biocarbon de aserrin de pino (BP) con y sin bacterias PGPR podrian estar
proporcionando al cultivo, una mayor tolerancia al estrés hidrico provocado por la
menor disponibilidad de agua de riego. Esta propiedad se atribuye a la elevada area
superficial y volumen de poros de los biocarbones provenientes de residuos
lignoceluldsicos en comparacion con otras materias primas (Ali et al., 2022; Zhang
y You, 2013).

En general, se ha comprobado que la asociacion de cultivos con bacterias del
género Bacillus permite aumentar la tolerancia al estrés hidrico por la actividad 1-
aminociclopropano-1-1carboxilico (ACC deaminasa) que permite la reduccion de los
niveles del etileno producidos por las plantas ante condiciones de estrés (Glick,
2014; Sepulveda-Caamario et al., 2018).

Ensayo 2. La evaluacion del efecto de la dosis de los tratamientos sobre los
pardmetros productivos del poroto verde en condiciones de déficit hidrico permitié

determinar lo siguiente:
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a) Peso fresco de planta. En la Tabla 8 se puede observar que aplicando los
tratamientos en dosis de 2,5 g planta® no hubo diferencias significativas para el
suelo de HA regular, mientras que en suelo de HA pobre si hubo diferencia
significativa. En tratamiento BP se obtuvo el mayor peso fresco de planta, siendo
29,2% mayor a control.

En la dosis de 5 g planta se vieron diferencias significativas solo en suelo de
HA pobre, donde BP obtuvo el mayor peso fresco de planta siendo 37,5% mayor a
control.

En los suelos de HA regular y pobre se obtuvieron diferencias significativas entre

las 2 dosis, Unicamente en el tratamiento BP, siendo 54,5% y 13,7 % mayor el peso
fresco de la planta con la dosis mayor.
b) NiOmero de vainas. En Tabla 9 se puede observar que en dosis de 2,5 g planta-
1 hubo diferencias significativas entre los tratamientos en los suelos de HA regular
y pobre, siendo este ultimo el que presenté un mayor numero de vainas (8,5
unidades plantal), especialmente los tratamientos BP y BP + T45 al ser 200%
mayor a control.

En la dosis de 5 g planta™ se observaron diferencias significativas tanto en los
suelos de HA regular y pobre, siendo el regular el que obtuvo mayor cantidad de
vainas por planta (16,5 unidades), principalmente en el tratamiento BP (69,8%
mayor a control). En suelo de HA regular se obtuvieron diferencias significativas
entre ambas dosis en todos los tratamientos, donde el promedio de los tratamientos
con biocarbon o biocarbén inoculado con PGPR significo un incremento del nimero
de vainas por planta superior a 3 veces al obtenido con la dosis menor (2,5 g planta
D). En el caso del suelo con HA pobre se obtuvieron diferencias significativas entre
las dosis en los tratamientos BP, BA y BA+T45, las cuales generaron 61% mas de
vainas por planta que la dosis menor.

c) Rendimiento. Como puede observarse en Figura 2, en la dosis de 2,5 g planta
hubo diferencias significativas entre los tratamientos tanto en suelo de HA regular
como en pobre, observandose que en ambos suelos el tratamiento con mayor
rendimiento fue BP con 31,4% y 11,4% en comparaciéon con sus respectivos

controles.
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Aplicando la dosis de 5 g planta’* se observaron diferencias significativas tanto en
el suelo de HA regular como en pobre, siendo el suelo de HA regular el que presenta
los mayores rendimientos, principalmente en el tratamiento BP siendo 60,9% mayor
al control.

En cuanto a la comparacion entre ambas dosis de aplicacién, se obtuvo que en
el suelo de HA regular hubo diferencias significativas entre ambas dosis en todos
los tratamientos, sobresaliendo el tratamiento BP +T45 al ser la dosis de 5 g planta
12,7 veces superior en rendimiento a la dosis 2,5 g planta. En suelo de HA pobre
se obtuvo diferencias significativas en el tratamiento BA+ T45 donde ladosisde 5 g
planta! fue un 55,5% mayor a la dosis menor.

Tabla 8. Peso fresco por planta (g) segun tratamiento aplicado en diferentes dosis
en suelos de contrastante humedad aprovechable.

Tratamientos Regular
2,5 g planta? 5 g planta?
Control 272,16 £7794a A 268,64 + 55,72 a A
BP 228,85+79,12 a B 353,62 + 50,36 a A
BP + T45 256,25 +28,20a A 282,86 + 38,50 a A
BA 195,36 +61,67a A 301,42 + 95,95 a A
BA + T45 220,13 +56,07a A 304,77 £ 86,71 a A
X 234,55 x 302,26
. Pobre
Tratamientos 2,5 g planta® 5 g planta?
Control 148,41 + 7,60 cd A 158,64 + 23,06 b A
BP 191,77 + 3,86 a B 218,13+11,48 a A
BP + T45 161,68 +12,52bc A 170,50 +£29,29 b A
BA 133,26 + 3,58 d A 158,29 £+ 21,07 b A
BA + T45 171,82 +10,39b A 182,61 £ 16,07 b A
X 163,67 X 177,63

Letras distintas en mindscula indican diferencias estadisticas entre tratamientos segln la dosis
aplicada y letras distintas en mayuscula indica diferencia estadistica entre dosis aplicada por
tratamiento. Prueba de DMS de Fisher (P < 0,05).

Al realizar la comparacion entre ambas dosis, se destaca la productividad del suelo
de HA regular por sobre el suelo de HA pobre en dosis de 5 g planta . Se observan

diferencias significativas especialmente en nimero de vaina (3 veces superior a
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dosis de 2,5 g planta 1) y rendimiento (2 veces superior a dosis de 2,5 g planta 1),
principalmente en el tratamiento BP + T45.

El aumento de la dosis al doble incrementé la productividad del cultivo en
condiciones restrictivas de disponibilidad de agua de riego, evitando mermas en la
productividad de la planta (Zaheer et al, 2020; Ali et al, 2017; Yildirim et al, 2021). A
su vez, el suelo de HA regular poseia mayor contenido de materia organica y
nutrientes, lo que pudo favorecer una mayor productividad que el resto de los suelos
(FAO, 2005).

Tabla 9. Nimero de vainas (unidades plantal) segin tratamiento aplicado en
diferentes dosis en suelos de contrastante humedad aprovechable.

Tratamientos Regular

2,5 g planta? 5 g planta?
Control 567+1,15a A 13,25+491b A
BP 725+150a B 2250+ 3,51 a A
BP + T45 500+100ab B 17,13+ 1,44ab A
BA 500+1,00ab B 13,50+2,48b A
BA + T45 3,33+£0,58b B 16,13+3,22b A

X 5,38 X 16,50
Tratamientos Pobre

2,5 g planta® 5 g planta?
Control 6,00+£0,82bc A 7,25+0,96 c A
BP 11,25+1,26a B 19,50+1,73 a A
BP + T45 12,75+2,22a A 12,25+4,72b A
BA 475+1,71c B 8,50 + 2,08 bc A
BA + T45 7,75+0,50b B 10,63+1,38bc A

X 8,5 x 11,63

Letras distintas en minudscula indican diferencias estadisticas entre tratamientos segun la dosis
aplicada y letras distintas en mayuscula indica diferencia estadistica entre dosis aplicada por
tratamiento. Prueba de DMS de Fisher (P < 0,05).

Se ha estudiado el potencial del biocarb6n como un medio adecuado para las
bacterias, Glodowska (2014) evidencia que debido a las propiedades quimicas y
fisicas del biocarbon, este puede aumentar la supervivencia de las PGPR. Glaser
et al. (2002) recopild informacion de diversos ensayos donde se realizaron
enmiendas con biocarbén en diferentes cultivos, obteniéndose mayores

rendimientos con mayor dosis de biocarbén. Galazka et al. (2019) evalué el impacto
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de las dosis de biocarbon en la calidad del suelo y la diversidad funcional
microbiana, donde se evidencié un aumento significativo en la actividad biologica.

Figura 2. Rendimiento de poroto verde segun tratamiento aplicado en diferentes
dosis en suelos de contrastante humedad aprovechable, regular (a) y pobre (b).
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Asterisco (*) representa diferencias significativas entre dosis. Letras distintas representan diferencias
significativas entre tratamientos seguin prueba de DMS de Fisher (P < 0,05).

En éste estudio, el tratamiento BP + T45 destaco por sobre los otros tratamientos,
incrementando la diferencia en productividad entre ambas dosis. No hay una dosis
optima definida, ya que este dependera del objetivo que tenga su adiccién y de
diversos factores, pero se ha demostrado, en diferentes dosis y formas de

incorporacion, que su uso es beneficioso, tanto para la planta como para el suelo
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(Gale et al., 2019; Pandit et al., 2018; Curaqueo et al., 2014). Por otro lado, la
incorporacion excesiva de biocarbon al suelo puede generar un aumento en el pH
de este, pudiendo provocar disminuciones en el rendimiento de un cultivo al generar
deficiencia de micronutrientes (Kishimoto y Sugiura, 1985), situacion que no fue

evidenciado en este estudio.

CONCLUSIONES

1. Parala condicién de riego total, la aplicacién de biocarbén de cama de ave con
inoculacion de bacterias Bacillus sp. cepa T45 incrementd la productividad del
cultivo de poroto verde para los suelos con pobre y muy pobre humedad
aprovechable; sin embargo, bajo condicidn de riego deficitario no hubo efecto de la
inoculacién microbiana.

2. Para la condicién de riego deficitario, la aplicacion de biocarbén de aserrin de
pino con y sin inoculacion microbiana permitieron un mayor rendimiento del cultivo
de poroto verde.

3. La dosis de 5 g planta® de los biocarbones con y sin inoculacién de bacterias
aumentaron la productividad del cultivo de poroto verde en condiciones de
restriccion de agua de riego.

4. El efecto de la dosis de los productos vari6 dependiendo del tipo de suelo
evaluado; destacando la productividad del cultivo en el suelo con regular humedad

aprovechable a la mayor dosis de aplicacion.
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ANEXOS

Anomalia de la precipitacion anual - Chile
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Anexo 2. Lecturas obtenidas de sensores WATERMARK® Modelo 200SS ubicados

a 15 cm y 45 cm de profundidad, monitoreados un dia antes y 2 horas después de
cada riego para los ensayos 1y 2; y curvas de calibracion de humedad del suelo de

HA Regular.
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