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RESUMEN

En este trabajo se estudio el efecto de la aplicacion de fungicidas y bagazo de
cafa sobre la actividad biolégica y bioquimica del suelo; tanto en condiciones
de laboratorio como de campo, donde se establecieron los mismos
tratamientos. La fase inicial se desarrolld en el laboratorio de microbiologia del
centro de investigacion Nataima-CORPOICA vy la fase de campo se desarrollo
en la finca “El Triunfo” del municipio de Mariquita-Tolima, en un cultivo de
aguacate (Persea americana) variedad Lorena, con 8 afios de establecido, en

fase de produccion y que presenta sintomas de pudricién radical.

Se evaluaron los siguientes tratamientos: 1) Mefenoxam 4g/litro; 2) Mefenoxam
8g/litro; 3) Fosetyl-Al 4gl/litro; 4) Fosetyl-Al 8g/litro; 5) Bagazo de cafia 15
kg/planta; 6) Bagazo de cafia 15 kg/planta + Trichoderma spp (5g/L) y 7)
Testigo (sin ningun producto). Las variables respuesta fueron la actividad
enzimatica (fosfatasa &acida, fosfatasa alcalina y deshidrogenasa) y como
parametro microbiano se determind la respiracion basal del suelo y el conteo

de unidades formadoras de colonias de hongos (UFC).

En condiciones experimentales de laboratorio, se presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos establecidos (P<0.05).
Los suelos tratados con Mefenoxam y Fosetyl-Al, presentaron la menor
actividad enzimatica de fosfatasas y deshidrogenasas, mientras que en los
suelos tratados con bagazo de cafia suplementado o no con Trichoderma, se

presentd una mayor actividad de las enzimas.

Bajo las mismas condiciones experimentales, se presentd un aumento de la
respiracion basal del suelo y en el conteo de hongos, en los suelos tratados
con el bagazo de cafa. Mientras que estas mismas variables, disminuyeron

con la aplicaciéon de los fungicidas.

En condiciones experimentales de campo, no se presentd un efecto claro de

los fungicidas y el bagazo de cafa sobre las actividades fosfatasas del suelo.
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Por otra parte la actividad deshidrogenasa se vié influenciada positivamente
por la enmienda organica, presentando un aumento durante el periodo

experimental.
En general, la aplicacion de coberturas vegetales como el bagazo de cafia,
estimula el desarrollo microbiano, llevando a un aumento en la respiracion

basal y de la actividad enziméatica del suelo.

Palabras clave: actividad enzimatica, biomasa microbiana, Mefenoxam,

Fosetyl-Al, bagazo de cafa. Trichoderma spp
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ABSTRACT

In this work was studied the effect of applying chemicals and organic
amendments on biological and biochemical activity of soil under laboratory and
field conditions, were established equal treatment for both conditions. The initial
phase was developed in the microbiology laboratory located at the research
center Nataima (CORPOICA) and the field phase on the farm "El Triunfo"
(Mariquita, Tolima), in an avocado (Persea americana) crop growing Lorena,
with 8 years old, in production stage and root rot symptoms.

The following treatments were evaluated: 1) Mefenoxam 4g/l, 2) Mefenoxam
8g/l, 3) Fosetyl-Al 4g/l, 4) Fosetyl-Al 8g/l, 5) cane bagasse 15 kg plant; 6) 15 kg
bagasse/plant + Trichoderma spp (5g/l) and 7) Control (no product). The
response variables were the enzymatic activity (acid phosphatase, alkaline
phosphatase and dehydrogenase), and as microbial parameter was determined
the basal soil respiration and counting colony forming units of fungus (CFU). In
experimental laboratory conditions, there were statistically significant
differences between the treatments (P < .05). Mefenoxam and fosetyl-Al treated
soils, had the lowest enzymatic activity of phosphatases and dehydrogenases,
while in soils treated with bagasse, supplemented or not with Trichoderma, it

had a higher activity of enzymes.

Under the same experimental conditions, there was an increase in basal soil
respiration and the CFU of fungi in soils treated with bagasse. While these
variables, decreased with the application of fungicides. In field experimental
conditions, did not show a clear effect of fungicides and organic amendments
on soil phosphatase activities. Moreover dehydrogenase activity was influenced
positively by the organic amendment, showing an increase during the

experimental period.
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In general, the application of organic amendments as bagasse, stimulates
microbial growth, leading to an increase in the basal respiration and soil

enzyme activities.

Keywords: enzyme activity, microbial biomass, Mefenoxam, fosetyl-Al,

bagasse, Trichoderma sp
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1. INTRODUCCION

El cultivo del aguacate (Persea americana Mill) tiene importancia a nivel
mundial. México es el principal productor seguido por Indonesia, Estados
Unidos, Chile y Colombia. En Colombia la produccion ha aumentado en los
altimos afios al pasar de 170.985 tm en el 2004 a 183.968 toneladas métricas
en el 2008 (SIIM, 2010), sin embargo, los rendimientos solo crecieron 2%
anual, debido principalmente a problemas fitosanitarios y de manejo del cultivo.

En el cultivo de aguacate (Perseaa mericana, Mill) la enfermedad mas
importante es la pudricion de raiz causada por el hongo Phytophthora sp.,
aunque se han identificado otros agentes causales de la enfermedad como:
Verticillium sp., Armillaria mellea, Rosellina sp., Cylindrocladium sp., Fusarium
sp., Rhizoctonia sp. (Tamayo, 2008). Son varias las especies de Phytophthora
(P. citricola, P. cactorum, P. parasitica, P. palmivora, P. heveae) que afectan el
aguacate en diferentes regiones del mundo, sin embargo, en Colombia solo la
especie P. cinnamomi ha sido claramente establecida como la causante de la
pudricion de raices (Tamayo, 2008). Los arboles afectados muestran
amarillamiento y caida de las hojas, marchitez y finalmente la muerte del arbol
en unas pocas semanas después de la aparicion de los primeros sintomas
foliares (Pliego et al., 2007).

Una de las dificultades en el manejo de P. cinnamomi es que puede sobrevivir
en el suelo como zoospora por muchos afios 0 como micelio en plantas en
descomposicién, adicional a esto, las zoosporas pueden ser dispersadas

facilmente por la lluvia o por sistemas de riego (Pliego et al., 2007).

El manejo de fitopatdgenos incluye practicas culturales (solarizacién del suelo),
uso de variedades resistentes y aplicacion de fungicidas. La aplicacion de
productos de sintesis quimica en el control de enfermedades ha sido una
practica comun en la produccion agricola en muchas partes del mundo. Para el
control de Phytophthora en cultivo de aguacate en Colombia se utilizan

frecuentemente fungicidas como Ridomil (D-Alanino, N - (2,6- dimetilfenil)-N-



(metoxi-acetil) metil éster y Mancozeb (Complejo de una sal de Zinc y etilén bis
polimero de Manganeso) y Rhodax (Fosetyl aluminio + Mancozeb), que tienen

accion tanto sistémica como de contacto (Ozturk 2008).

Los fungicidas han sido disefiados para suprimir el metabolismo bioquimico y
fisiologico de hongos fitopatdbgenos blanco, sin embargo, estos también tienen
el potencial para erradicar o influenciar el numero y funciones de un amplio
rango de organismos del suelo no blanco, reduciendo la diversidad microbiana
y posiblemente disminuyendo la fertilidad del suelo (NUfiez et al. 2011), dado a
gue los microorganismos son responsables de innumerables procesos
bioquimicos que ocurren a través de la sintesis enzimatica (intracelulares y
extracelulares) relacionados con el ciclado de nutrientes, la mineralizacion,
descomposicion de la materia organica y xenobioticos. Adicionalmente se ha
reportado que algun cambio en el manejo y uso del suelo se refleja en la
actividad enzimatica, la cual puede anticipar cambios en la calidad del suelo
antes de que sean detectados por otro tipo de analisis (Acosta et al. 2007).

Teniendo en cuenta la problematica ambiental generada por el uso excesivo de
productos quimicos, se han disefiado practicas de manejo integrado de plagas
y enfermedades con el uso de microorganismos antagonistas como
Trichoderma spp., inoculacion de micorrizas para la mejora de la nutricion
vegetal y el uso de enmiendas organicas (compost, mulch, entre otras). Estas
Ultimas  promueven la mayor densidad y actividad de las poblaciones
microbianas del suelo, debido a la liberacion prolongada de nitratos, nitritos,
sulfatos, fosfatos, vapor de agua, oxigeno y constituyentes organicos que son
rapidamente consumidos por la microflora edafica (Bolafios 2006). Una flora
microbiana enriquecida en la rizosfera puede afectar negativamente el
desarrollo de patégenos del suelo, debido a la competencia por alimento y los

sitios de colonizacion.

Por lo tanto el objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de la aplicaciéon de
fungicidas y bagazo de cafia empleados para el control de Phytophthora

cinnamomi, sobre la actividad biolégica y bioquimica del suelo cultivado con



aguacate, variedad Lorena, en una finca productora del municipio de Mariquita-
Tolima.



2. MARCO TEORICO

2.1 El suelo

El suelo es un sistema altamente complejo caracterizado por una variedad de
procesos bioldgicos, quimicos y fisicos, que estan fuertemente influenciados
por los factores ambientales (Ceron & Melgarejo, 2005). El suelo esta formado
por cinco componentes principales: la substancia mineral, la substancia
organica, el aire, el agua y los organismos vivos. La cantidad de cada uno de
estos constituyentes varia entre los suelos, dependiendo de las caracteristicas
del material parental, asi como de los procesos edaficos que hayan tenido lugar
en su formacion (Verdu, 1984). La fraccion mineral constituye, en general cerca
de la mitad del volumen del suelo y tiene su origen en la desintegracion y
descomposicion de las rocas y la mineralizacion de la materia organica. La
substancia organica representa de un 3-6% del volumen total y procede de la
actividad de los distintos organismos vivos. La porcion correspondiente a los
organismos vivos comprende alrededor del 1% del volumen total. El resto del
volumen del suelo esta practicamente constituido por los espacios porosos que
a su vez estan ocupados por agua y los gases que constituyen la atmosfera
edafica. La porosidad (cantidad y tamafio de los poros) depende de la textura,
determinada por la cantidad de arena, limo y arcilla; la estructura y el contenido

en materia organica (Nogales, 2005).

2.2 Actividad bioldgica del suelo

El suelo es un conjunto organico-mineral y como tal, su formacion vy
propiedades dependen en gran medida de los procesos biolégicos y de la
influencia de estos. Los principales roles del suelo en los ecosistemas se

agrupan en: soporte mecanico, provision de habitat, almacenamiento de la



materia organica, liberacion de elementos y almacenamiento del agua (Lavelle
& Spain, 2003).

La fraccion del suelo que presenta la mayor actividad microbiana es conocido
como “suelo rizosférico” y se define como el volumen de suelo afectado por la
presencia de las raices; en esta zona las concentraciones de microorganismos
pueden estar entre 10'° y 10'? por gramo de suelo, principalmente por la
deposicién de carbono (Pinto et al., 2007).

En el suelo se encuentran cinco grupos importantes de microorganismos:
bacterias, actinomicetos, hongos, algas y protozoos; que presentan un amplio
rango de funciones involucradas con el ciclado de nutrientes, descomposicion
de la materia organica y de xenobioticos (Acosta et al., 2008). Por tal razon los
microorganismos han sido empleados como indicadores de la calidad de los
suelos. Diferentes investigaciones han reportado el efecto de metales pesados,
practicas de manejo agricola, tasas de aplicacion de productos quimicos sobre
la actividad microbiana, afectando el ciclado de nutrientes y la actividad
bioquimica del suelo, ya que los microorganismos son la principal fuente de

enzimas (Acosta et al., 2007).

2.3 Las Enzimas

Las enzimas son moléculas de gran interés que determinan la pauta de las
transformaciones quimicas, también intervienen en la transformacién de un tipo
de energia a otro. Las caracteristicas mas sobresalientes de las enzimas son
su poder catalitico y especificidad tanto en la reaccion que catalizan, como en
la seleccion de las sustancias reaccionantes denominadas sustrato. La catalisis
tiene lugar en un centro especifico de la enzima llamada centro activo. La
actividad catalitica de muchas enzimas depende de la presencia de pequefias
moléculas llamadas cofactores, estos se dividen en dos grupos: metales y

moléculas organicas pequefias (coenzimas) (Stryer et al., 2008).



La mayor parte de las enzimas tienen nombres comunes que proporcionan
poca informacion acerca de las reacciones que catalizan, con base a esto la
IUB (International Union of Biochemistry) establecié un sistema de clasificacién
donde las reacciones se dividieron en seis clases principales numeradas del 1
al 6 (Stryer et al., 2008).

1. Oxidorreductasas: funciones de oxidacién-reduccion
Transferasas: Transferencia de grupo

3. Hidrolasas: Reacciones de hidrélisis (transferencia de grupos
funcionales al agua)
Liasas: Adicion o separacion de grupos para formar dobles enlaces
Isomerasas: Isomerizacion (transferencia intramolecular de grupo)

Ligasas: Union de dos sustratos a expensas de la hidrdlisis de ATP

2.4 Enzimas del suelo

Muchas de las transformaciones biolégicas que tienen lugar en el suelo, son
catalizadas por enzimas producidas por los microorganismos. Los organismos
y las plantas liberan enzimas al suelo por secrecion y por lisis celular después
de su muerte; un bajo porcentaje de estas proteinas quedan inmovilizadas y
estabilizadas en interaccion con los diferentes componentes de la fase sdlida
del suelo, como las arcillas, moléculas organicas y complejos drgano-minerales

(Joinville et al., 2004 citado por Ceron & Melgarejo, 2005).

Las enzimas del suelo mas estudiadas son las oxidorreductasas (en particular
deshidrogenasas, catalasas y peroxidasas) y las hidrolasas (fosfatasas,
proteasas y ureasa). Una parte de las enzimas del suelo son extracelulares,
siendo liberadas durante el metabolismo y muerte celular, aunque por lo
regular, su vida media como enzimas libres es muy corta; otras son

intracelulares, formando parte de la biomasa microbiana (Garcia & Gil, 2003).



Las enzimas del suelo ofrecen informacién sobre la capacidad potencial del
suelo para llevar a cabo reacciones especificas, las cuales son importantes en
el ciclo de nutrientes, principalmente las hidrolasas implicadas en los ciclos del
carbono (C), Nitrogeno (N), Fosforo (P) y Azufre (S) (Garcia & Gil, 2003). La
actividad enzimética oxidorreductasa, como la deshidrogenasa, se ha
empleado como indicador de calidad microbiana del suelo, ya que la sintesis de
ésta se da intracelularmente.

Las enzimas proceden de células proliferantes, latentes, o restos de ellas. La
mayor produccién de enzimas extracelulares se le atribuye a microorganismos
por su gran biomasa, su alta actividad metabdlica y su corto ciclo de vida, en
contraste con otros organismos que también las pueden liberar como las
plantas y los animales (Ceron & Melgarejo, 2005). Una gran parte de las
enzimas que se liberan en el suelo pueden ser rapidamente metabolizadas por
los microorganismos, mientras que la mayoria puede ser rapidamente
adsorbida por parte de la arcilla. Generalmente la adsorcion por parte de las
arcillas puede ocurrir en un amplio intervalo de pH (Verdu, 1984).

Las fuentes y estado de las enzimas en el suelo se resumen en la figura 1.
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Figura 1.Fuente y estado de las enzimas en el suelo. Tomado de Ochoa et al.,
2007.



2.4.1 Factores que afectan la actividad enzimética del suelo

Efecto de las practicas de manejo del suelo en la actividad enzimatica

Diferentes parametros como contenido de carbono, nitrégeno, fosforo, pH,
textura, biomasa, contenido de ATP, actividad enzimdtica, caracterizacion
fisiolégica y estructura de la comunidad microbiana, han sido monitoreados
para evaluar el efecto de las practicas de manejo en la calidad del suelo; de
todos estos, la actividad enzimatica ha resultado ser el indicador mas relevante,
ya que asocia dos componentes importantes, como son las propiedades fisicas
y quimicas del suelo y la actividad microbiana.

Practicas de manejo, como la rotacion de cultivos, aplicacion de coberturas,
labranza, aplicacion de fertilizantes, herbicidas y fungicidas pueden tener
diversos efectos en la actividad enzimatica y microbiana del suelo, alterando
procesos tan importantes como la mineralizacion del nitrogeno y por tanto, la

disponibilidad de nutrientes para las plantas (Salazar, 2011).

De acuerdo a Acosta et al. (2008) la actividad de las fosfatasas estuvieron
significativamente correlacionadas (r) con el carbono organico de muestras de
suelo evaluadas, con valores de 0,71 para fosfodiesterasas a 0,92 para
fosfatasa acida, sugiriendo que la materia organica juega un rol importante en

la proteccion y mantenimiento de las enzimas del suelo en sus formas activas.

Las fosfatasas acidas y alcalinas estan relacionadas con el pH del suelo, se ha
demostrado que la fosfatasa acida es predominante en suelos acidos y que la

fosfatasa alcalina predomina en suelos alcalinos (Tejada et al., 2011).

Efecto de enmiendas organicas

La adicion de residuos organicos puede estimular la actividad enzimatica como
resultado de la proliferacion microbiana o induccién de las enzimas en
respuesta a la enmienda, si sustancias inhibitorias no estan presentes en los

residuos organicos, tales como metales pesados (Nannipieri & Greco, 1990).
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Las enmiendas organicas pueden ser aplicadas en el suelo en diferentes
formas, como la de mulch, que puede reducir la evaporacion del agua de la
superficie del suelo, suprimir el crecimiento de arvenses, mejorar el crecimiento
radical, favorecer el consumo de nutrientes por las plantas y actuar como
agente de biocontrol. Estas condiciones favorecen el desarrollo microbiano,

gue son la principal fuente de enzimas en el suelo.

Mulch aplicados a arboles de aguacate presentaron un efecto positivo para el
control del Phytophthora. Esto se atribuye a que la materia organica esta
compuesta principalmente de celulosa, el mismo componente de la pared
celular del fitopatégeno y que es una fuente importante de carbono para los
microorganismos del suelo, que lo obtienen a través de la sintesis de las

enzimas celulasas (Nannipieri & Greco, 1990).

Efecto de la labranza

Los cambios en las poblaciones microbianas, causados por las practicas de
manejo de los suelos, pueden ser reflejados en los diferentes comportamientos
de las actividades enzimaticas (Deng y Tabatabai 1997), teniendo en cuenta
gue los microorganismos son la principal fuente de enzimas en el suelo (Acosta
et al., 2007).

Se ha reportado efectos importantes de los métodos de labranza en la actividad
enzimatica y microbiana de los suelos. Deng y Tabatabai (1997), reportaron
gue suelos manejados con la labranza en vertedero presentaron menos
actividad enzimatica, comparado con sistemas sin labranza y los métodos de
labranza minima en cincel. Estos resultados concluyeron que la labranza
minima no solo reduce la erosion del suelo sino que también promueve el
almacenamiento del agua y nutrientes. De igual manera se incremento la
actividad fosfatasa y arilsulfatasa en sistemas sin labranza y con labranza

minima, incrementando de esta forma el ciclado de Py S.



Efecto de compuestos quimicos

La influencia de los productos residuales en la actividad enzimatica del suelo
depende de numerosos factores como: la naturaleza y la dosis del compuesto,
el tipo de suelo, el tipo de enzimas, entre otros y pueden observarse tres

condiciones:

1. La actividad enziméatica aumenta después del tratamiento: el fenbmeno
se puede dar cuando el producto sea utlizado por alguna clase de
microorganismos Yy la proliferacion microbiana conduzca a un aumento de la

actividad enzimatica extracelular (Verdu, 1984).

2. La actividad enzimatica permanece inalterada: Se trata generalmente de
actividades enzimaticas no implicadas en la transformacion, ni inhibidas por el
producto residual o bien no presentes en el suelo en estado extracelular
(Verdu, 1984)

3. La actividad enziméatica viene reducida o anulada por el tratamiento: se
trata de la situacion que puede conducir a consecuencias agronomicas

graves: el producto residual es un fuerte inhibidor enzimatico (Verdu, 1984)

Una de estas situaciones se puede presentar debido a los efectos directos o
indirectos que los productos quimicos pueden generar (figura 2). Efecto directo:
cada vez que una enzima es inhibida, se debe al hecho de que un sitio activo
de la misma se enlaza con el inhibidor y, esto se debe tanto a la estructura
molecular del inhibidor como a su capacidad de reaccionar con el sitio
especifico. Efecto indirecto: Son aquellos que inciden sobre los
microorganismos los cuales a su vez contribuyen al acumulo de la actividad
enzimatica. Los quimicos por tanto pueden explicar su accion sobre las
enzimas alterando las funciones vitales de los microorganismos, modificando la
permeabilidad de las membranas celulares o interfiriendo la regulacién

enzimatica de la biosintesis proteica (Figura 3).
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El impacto de los fungicidas en las poblaciones microbianas del suelo y la
actividad enzimética esta modulado por las propiedades fisicas y quimicas, que
a su vez son afectadas por la biodisponibilidad y transporte, la composicién de
poblaciones microbianas (presencia de especies que degradan 0 que son

tolerantes al fungicida) y la vegetacién presente.

Monkiedje y Spiteller (2001) citados por Tejada et al. (2011) observaron un
efecto estimulante en la actividad fosfatasa del suelo después de la aplicacion
de metalaxyl y prochloraz al suelo; esto puede deberse a que los fungicidas
son usados como fuente de energia por los microorganismos. Resultados
similares son reportados por Tejada et al. (2011), donde a través de técnicas
moleculares para evaluar la diversidad microbiana, se encontrg que el fungicida
Prochloraz no afecta negativamente la biodiversidad de bacterias del suelo,
analizada a diferentes dosis del producto.

Por el contrario, Monkiedje et al. (2002) expresan que la aplicacion de
mefenoxan y metalaxyl tiene un efecto inhibitorio en la actividad
deshidrogenasa del suelo, al comparar suelos tratados con diferentes
concentraciones de los productos y el control (suelo no tratado). Resultados
similares se encontraron para la actividad enzimatica $-glucosidasa y fosfatasa
alcalina. En cuanto a la diversidad microbiana, se observo un decrecimiento de

las bacterias fijadoras de nitrogeno.

Sistemas de cultivo

Los sistemas de cultivos, bien sea produccion de hortalizas, frutales y pasturas,
presentan un efecto en las poblaciones microbianas del suelo, alterando de
esta forma su funcidon ecosistémica. Diversas publicaciones han demostrado
gue los microorganismos de la rizésfera varian de acuerdo a los exudados

radicales producidos por las plantas.
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Acosta et al., (2008) reportaron altas cantidades de acidos grasos extraidos de
pasturas comparado con suelos bajo produccion de hortalizas, teniendo en
cuenta que los perfiles de &cidos grasos derivan de los componentes
fosfolipidicos de las membranas celulares de los microorganismos y son
empleados como indicadores de grupos microbianos del suelo (hongos,
bacterias, actinomicetos).

Adicionalmente, la actividad enzimatica de B-glucosaminidasa fue de 3 a 5
veces mayor en todos los suelos bajo pastura, comparados con suelo en
produccién de hortalizas; la actividad arilsulfatasa y fosfatasa tienen una

tendencia similar, siendo mayor la actividad en suelos con pasturas.

En cuanto a las propiedades quimicas y biolégicas del suelo, se encontré que
los sistemas de produccién de hortalizas presentaron bajo contenido de
carbono organico y baja biomasa microbiana, corroborando que esta ultima es

controlada en cierto grado por la entrada de C en el suelo (Acosta et al., 2008).

2.4.2 Criterios para la estimacion de actividad enzimatica en laboratorio

Para poder medir de manera correcta la actividad de una enzima del suelo, hay
gue tener en cuenta una serie de factores importantes tales como: sustrato y
concentracion, presencia 0 ausencia de tampon, la temperatura de incubacion,
la duracién del ensayo, entre otros. A continuacion se presentan algunos de los
criterios para estimar la actividad enzimatica en el laboratorio (Garcia & Gil,
2003):

Concentracion de sustrato: La cantidad de sustrato presente en el sistema de
reaccion es uno de los principales factores que determinan la actividad de la
reaccion enzimatica. Un primer punto a tener en cuenta es que tanto la

cantidad como la concentracién de sustrato sean las adecuadas.

Temperatura de Incubacién: En general, la velocidad de las reacciones

catalizadas por las enzimas del suelo se incrementa con la temperatura, hasta

13



llegar a una determinada temperatura a la que la actividad enzimética
disminuye debido a la desnaturalizacion de las proteinas enzimaticas, la cual
parece que ocurre a una temperatura superior, que en el caso de las enzimas
libres, se da a unos 10 a 15 °C por encima. En la mayoria de los métodos
publicados se propone como temperatura de incubacién de 37 °C, algunas de
las razones son que a esta temperatura suceden muchas reacciones biolégicas
y es una temperatura suficiente para que la actividad pueda ser medida

facilmente y con una buena precision.

Tiempo de Incubacion: Normalmente la reaccién enzimatica se incrementa de
manera lineal con el tiempo de incubacion, hasta un determinado momento en
el que se pierde la linealidad, lo que puede ocurrir tanto debido a que la
cantidad de sustrato comienza a ser limitante como debido a una inhibicion por
los productos de la reaccion enzimatica, por lo que el tiempo de incubacion que
se recomienda para la determinacion de la actividad de la mayoria de las
enzimas oscila entre 1 y 3 h 0 llegar hasta las 24 h como en el caso de la

deshidrogenasa.

Cantidad de suelo: El peso de suelo empleado determina otros factores de
gran relevancia para el ensayo de actividad como la disponibilidad de sustrato

por unidad de peso del suelo.

Incubaciéon con agitaciéon o estatica: Se ha comprobado para algunas
enzimas que al realizar la incubacién con agitacion, la actividad media era
mayor que al realizarla en condiciones estaticas, esto se debe a que las
enzimas suelen estar adsorbidas sobre la superficie del suelo, la agitacion
incrementa la dispersion del suelo, por lo que mejora el contacto entre enzima y

sustrato.

Conservacién de las muestras: es uno de los puntos clave, se suele

reconocer que para evitar que se produzcan variaciones en las actividades
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enzimaticas, estas deberian de determinarse utilizando suelo humedo y

realizando las medidas lo mas pronto posible después del muestreo.

2.4.3 Caracteristicas de algunas enzimas del suelo

Fosfatasas

Las monoesterfosfato hidrolasas, especialmente las fitasas y las
fosfomonoesterasas son las fosfatasas mas estudiadas. Esto es debido a que
un 60% del fésforo organico que ha sido identificado en el suelo corresponde a
fosfatos de inositol.

La fosfatasa alcalina en suelos, se cree, deriva totalmente de microorganismos
porque ésta no se ha encontrado en plantas superiores (Deng & Tabatabai
1997).

Basicamente, los métodos consisten en la incubacion del suelo con un fosfato
organico, estimando a continuacion: 1) el producto de la reaccién, esto es, la
cantidad de P inorganico liberado o 2) la molécula organica liberada por la
hidrolisis, este dltimo es mas usado, ya que se utilizan sustratos normalmente
artificiales, que liberan moléculas organicas coloreadas o que pueden ser
coloreados mediante alguna reaccidon simple (B-naftilfosfato, fenilfosfato, p-

nitrofenol fosfato), que se miden por espectrofotometria.

CacCl, es adicionado para detener la reaccion y evitar el color café causado por
la materia organica (Salazar et al. 2011). NaOH es utilizado para liberar el p-
nitrofenol (Garcia & Gil, 2003). Para la determinacion de fosfatasas se emplea
el Buffer universal modificado con pH 6.5 (para la &cida) y pH 11 (para la

alcalina).
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Deshidrogenasas

La oxidacién microbiana de sustancias organicas bajo condiciones aerdbicas
esta relacionada con la cadena de transferencia de electrones y el O, como
aceptor final. El sistema de transferencia de electrones esta acoplado con la
sintesis de ATP, también llamada fosforilacion oxidativa. NADH es la forma en
qgue los electrones se recogen a partir de diferentes sustratos a través de la
accion de deshidrogenasas vinculadas con el NAD (Alef & Nannipieri, 1995). En
la ruta principal del transporte electronico, desde los sustratos organicos hasta
el oxigeno molecular, participan cuatro enzimas de oxido-reduccion, entre las

gue se encuentran las deshidrogenasas.

El estudio de la actividad deshidrogenasa se considera un parametro clave
para determinar de una manera rapida los cambios que se producen en la
fertilidad del suelo, y se ha empleado como un indicador del sistema redox
microbiano, debido a que se suele considerar un buen exponente de las

actividades oxidativas del suelo (Miras et al., 2007).

La determinacion de la actividad deshidrogenasa del suelo se basa en el uso
de sales solubles de tetrazolio como aceptores artificiales de electrones. Este
receptor final de electrones se reduce por la accion de las enzimas
deshidrogenasas formando un precipitado insoluble en agua, rojo y soluble en

solventes organicos (acetona) que se mide colorimétricamente (Salazar, 2011).

Celulasas

Las celulasas son un grupo de enzimas que catalizan la degradacién de la
celulosa. Es ampliamente aceptado que el sistema celulasas agrupa tres
principales tipos de enzimas: 1) endo-1,4-B-glucanasa que ataca la cadena de
celulosa al azar; 2) exo-1,4-B-glucanasa, que remueve glucosa o celobiosa
desde el extremo no reductor de las cadenas de celulosa; y 3) B-D-glucosidasa,
gue hidroliza la celobiosa y otros celodextrinas solubles en agua a glucosa. Los

productos de la degradacién de la celulosa son glucosa, celobiosa y
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oligosacéridos de alto peso molecular. La celulosa en los suelos es derivada
principalmente de residuos vegetales incorporados dentro del suelo y una
cantidad limitada es derivada de hongos y bacterias del suelo (Deng &
Tabatabai, 1994).

2.5 MEFENOXAM (RIDOMIL ® GOLD MZ 68 WP)

El mefenoxam (también llamado R-metalaxyl) metil N-(2-6-dimetilfenil)-
N(Metoxiacetil)-D-alaninato es el enantidmero-R del metalaxyl y se ha
producido desde 1996 bajo diferentes formulaciones y nombres, como Ridomil
Gold, Fonganil gold, Apron XL y MAXX.

Ridomil es un fungicida fenilamida sistémico usado para el control de
patdogenos oomicetos (Paez et al. 2001). El principio activo, el mefenoxam,
tiene accion unisitio donde inhibe la sintesis de ARN ribosomal por la
incorporacion de Uridina por parte de la ARN polimerasa (Garcia et al. 2008).
Este fungicida reduce el crecimiento micelial de Phytophthora sin afectar la

germinacion de esporangios y zoosporas (Paez et al. 2001).

Estudios han reportado el efecto de mefenoxan o0 sus componentes
relacionados en la biologia del suelo. EI mefenoxam se ha demostrado que
produce toxicidad aguda a concentracién por encima de los 4500 ug g™ en
poblaciones de bacterias y reduce la actividad deshidrogenasa (Monkiedje et
al., 2002).

La aplicacion de metalaxyl, el cual pertenece a la misma clase de quimicos, se
ha encontrado que causa una ligera proliferacion de actinomicetos y hongos,
seguido de su desaparicion en el suelo (Dvornikova et al., 1988. tomado de:
Demanou et al., 2006)
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2.6 FOSETYL-Al (RHODAX © 70 WP)

El Rhodax 70 WP (Fosetyl — Al 35% + Mancozeb 35 %) es un fungicida
sistémico cuyo principio activo es el Fosetyl-Al, puede ser aplicado tanto foliar
como edéfica ya que posee propiedades quimicas que facilitan su movimiento
en el xilema y floema (Ozturk, 2008). La molécula se rompe rapidamente en el
suelo y en tejidos vegetales formando acido fosférico (H3PO3) y CO,, esto
permite que en la planta se mueva basipeta o acropetamente, generando una
rapida absorcién. El mecanismo de accién para el control de oomicetos como
Phytophthora se puede dar en dos vias: 1) Induce resistencia sistémica en la
planta, donde involucra la acumulacién de la fitoalexina Capsidol, que juega un
rol importante en los mecanismos de defensa del hospedante. 2) Inhibe el
crecimiento micelial y la esporulacion del patégeno, ya sea por el Fosetyl-Al
como por el acido fosférico producto del rompimiento de la molécula (Coffey &
Joseph, 1985).

El impacto de esta molécula quimica en los microorganismos del suelo ha sido
poco estudiado; Carrenho et al. (1998), encontraron que la aplicaciéon de
Fosetyl-Al reduce la diversidad y produccion de esporas de micorrizas en el
cultivo de citricos, afectando la colonizacion de la raiz debido a los
componentes de los exudados radicales que se producen; asociado a las
raices solo se encontré la especie Glomus ramisporophora la cual puede
presentar afinidad por los compuestos producidos radicalmente, mientras que
plantas tratadas con otras moléculas presentaron una mayor diversidad de

micorrizas.

2. 7 Enmiendas organicas

Las enmiendas organicas, tales como abonos verdes (incorporacion de
residuos de los cultivos en el suelo), residuos organicos y compost, ayudan a
reducir la perdida de agua en la superficie del suelo, suprimir el crecimiento de
herbaceas, mejorar el crecimiento de las raices y el consumo de nutrientes por

las plantas (Benitez et al. 2000)
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Las enmiendas organicas ayudan a disminuir la actividad de fitopatogenos del
suelo, ya que son una fuente rica en carbono, lo que puede modificar la
composicion microbiana y la actividad enzimética del suelo; como resultado
aumenta la competencia y/o antagonismo entre los microbios, (Baker and
Cook, 1994 citado por Bonanomi et al., 2013).

De acuerdo a Huang et al. (2006), al evaluar el efecto de las enmiendas
organicas sobre Verticillium spp en cultivo de algodén, se encontré que hubo
una disminucién significativa en la sintomatologia de la enfermedad; Esta
disminucién, se relacion6 estadisticamente con el aumento del tamafio

poblacional de hongos y actinomicetos.

Dentro del manejo integrado de plagas y enfermedades, la eficacia de las
enmiendas organicas se puede potencializar con el uso de microorganismos

benéficos como Trichoderma (Klein et al. 2011).

Trichoderma spp., es un hongo anaerobio facultativo que se encuentra de
manera natural en un numero importante de suelos agricolas y otros tipos de
medios. De este microorganismo existen mas de 30 especies, todas con
efectos benéficos para la agricultura y otras ramas. Se encuentra ampliamente
distribuido en el mundo, y se presenta en diferentes zonas y habitat,
especialmente en aquellos que contienen materia organica o desechos
vegetales en descomposicion, asi mismo en residuos de cultivos,

especialmente en aquellos que son atacados por otros hongos (Villegas, 1999).

Modo de Accion: El modo de accién de Trichoderma spp., esta asociado a la
descomposicién de la materia organica que hay en el suelo y por el
antagonismo con microorganismos patdégenos de plantas usando procesos de
amensalismo, depredacion, parasitismo, competicion e hiperparasitismo ( Tabla
1) (Paez, 2006). Trichoderma spp., participa en la biotransformacién de
celulosa (polimeros de glucosa de alto peso molecular), en la transformacion
de hemicelulosa (polisacéarido que por hidrdlisis libera hexosa y pentosa), en la
mineralizacién del nitrégeno (reacciones hidroliticas) y de algunas proteinas

presentes, en la degradacion y en la descomposicion de la lignina y el humus
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que al tener estructuras basadas en ndcleos aromaticos son degradados por
oxidacion de cadenas laterales. Estos procesos biologicos favorecen el
crecimiento de la planta, le ofrecen un mayor vigor germinativo a las semillas,

un mejor desarrollo de la raiz y una mejor expresion fenotipica (Cruz, 2007).

.Tabla 1. Diferentes especies de hongos fitopatégenos controlados por

Trichoderma spp.

Fitopatégenos Enfermedad Cultivo
controlados por
Trichoderma
Armillaria spp Pudricion de raices. Frutales
Colletotrichum Antracnosis Papa, tomate, frijol, fresa,
gloeosporioides flores, tomate.
Fusarium Pudricion Maiz
moniliforme
Phytophthora Gota Papa, pepino de agua
infestans
Phytophthora spp Pudricion Tabaco, flores, frutales, etc.
Pythium spp Pudricion algodonosa, Varios cultivos.
volcamiento
Fusanum Marchitamientos Papa, tomate, frijol, platano,
oXysporum vasculares maiz, clavel.
Rhizoctonia solana | Pudricidn algodonosa, | Zanahoria, tomate, lechuga,
volcamiento col, café, papa, cebolla, ajo,
pimenton.
Macrophomina Carbodn de las raices. Maiz, frijol, meldn, ajonjoli.
phaseolina
Sclerotinia Pudricion algodonosa, | Habichuela, tomate, lechuga,
sclerotiorum volcamiento col, café, papa, cebolla, ajo,
pimenton.
Rosellinia necatrix Pudricién blanca de Aguacate, manzano
raices
Botrytis cinérea Moho gris Papa, tomate, frijol, fresa,
flores, tomate.
Cylindrocladium Volcamiento Pino
scoparium

Fuente: Paez, 2006

Mecanismos de antagonismo: Se han descrito varios mecanismos de accion
de los antagonistas para controlar el desarrollo de patdégenos, ellos son:
antibiosis, competencia por espacio o por nutrientes, interacciones directas con

el patdgeno (micoparasitismo, lisis enzimatica), e induccion de resistencia.
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Antibiosis: Es el fendmeno mediante el cual un hongo antagonista inhibe o
destruye a un organismo a través de la produccién metabdlica de pequefas
moléculas toxicas, volatiles las cuales actian a concentraciones menores de
10 ppm (Vero, 2006; Porras, 2000) y de enzimas liticas las cuales disuelven o
dafian polimeros estructurales como quitina y b- glucanasas de la pared celular
de la mayoria de los hongos fitopatégenos, produciendo un efecto adverso
sobre su desarrollo y diferenciacion (Michel et al., 2006).

Competencia: Se puede definir competencia como el desigual comportamiento
de dos 0 mas organismos ante un mismo requerimiento, siempre y cuando la
utilizacion del mismo por uno de los organismos reduzca la cantidad disponible
para los demas, generalmente se produce por nutrientes, oxigeno o espacio.
(Porras, 2000).

Parasitismo: Consiste en la utilizacion del patbgeno como alimento por su
antagonista. Generalmente se ven implicadas enzimas extracelulares tales
como quitinasas, celulasas, b-1,3 glucanasas y proteasas que lisan las paredes
de las hifas, conidios o esclerotos (Porras, 2000).

Predacion: En el caso de la predacion el antagonista se alimenta de materia
organica entre la cual ocasionalmente se encuentra el patégeno. No ha sido un
mecanismo de accion muy importante en el desarrollo de agentes de biocontrol
(Vero, 2006).
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3. HIPOTESIS

Hipdtesis 1: La aplicacion continua de fungicidas afecta no solo los
microorganismos blanco, sino la poblacion microbiana en general. Afectando
procesos bioquimicos importantes como la actividad enzimatica del suelo
asociada al ciclaje de nutrientes. Por otra parte la aplicacion de coberturas
organicas vegetales como el bagazo de cafia, estimula el desarrollo microbiano
y los procesos bioquimicos asociados a ellos. Se espera que en suelos
tratados con el bagazo de cafa suplementado o no con Trichoderma spp,
presente una mayor actividad microbiana medida a través de la respiracion
basal del suelo, poblacion microbiana (UFC) y actividad enzimatica de

fosfatasas y deshidrogenasas.
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la aplicacion de fungicidas y bagazo de cafia sobre la
actividad biolégica y bioquimica del suelo cultivado con aguacate (Persea

americana) en el municipio de Mariquita-Tolima.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar la actividad de deshidrogenasa, fosfatasa acida y fosfatasa alcalina
en rizosfera de aguacate tratada con diferentes fungicidas y bagazo de cafa.

2. Determinar la actividad microbiologica a través de la respiracion basal del
suelo y poblacién microbiana (UFC) de hongos, en la rizosfera de plantas de

aguacate tratadas con diferentes fungicidas y bagazo de cafa.

3. Establecer la relacion existente entre la actividad enzimatica y las
caracteristicas microbianas del suelo, en la rizosfera de plantas de aguacate

tratadas con diferentes fungicidas y bagazo de cafia.
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5. METODOLOGIA

5.1EXPERIMENTO 1: PRUEBA In Vitro. Bajo Condiciones de

laboratorio

5.1.1 Suelo

Se colectaron cerca de 50 kg de suelo a una profundidad de 20 cm, en la finca
el Triunfo municipio de Mariquita-Tolima. El suelo fue trasladado al laboratorio
de microbiologia del centro de investigacion Nataima-CORPOICA, y tamizado a

traveés de un poro de 2 mm e inmediatamente usado para el experimento.

5.1.2 Aplicacién de productos quimicos y bagazo de cafa

Los productos quimicos y enmiendas organicas evaluadas en condiciones de

laboratorio fueron:

TO: Control (Sin ningun producto)

T1: Ridomil Gold MZ 68 WP (Mefenoxam 4% + Mancozeb 64%), dosis 4 g/litro
T2: Ridomil Gold MZ 68 WP (Mefenoxam 4% + Mancozeb 64%), dosis de
8gl/litro

T3: Rhodax 70 WP (Fosetil — Al 35% + Mancozeb 35 %) dosis de 4g/litro

T4: Rhodax 70 WP (Fosetil — Al 35% + Mancozeb 35 %) dosis de 8g/litro

T5: Cobertura vegetal de bagazo de cafa (picado) 100 g

T6: Cobertura vegetal de bagazo de cafia (picado) 100 g + Trichoderma spp
(5g/L)

Para esto se emplearon recipientes plasticos, donde se colocaron 500 g de
suelo previamente tamizado; fueron marcados de acuerdo a los productos
guimicos y/o enmienda organica a la que pertenecian. Se adicioné
periodicamente agua destilada estéril. Las tarrinas fueron cubiertas e
incubadas en la oscuridad a 27 °C durante 90 dias, para evitar la

fotodegradacién de los fungicidas y la pérdida de agua del suelo.
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5.1.3 Toma de muestras de suelo

Se tomaron muestras de suelos de cada una de las repeticiones
experimentales a los 8, 15, 45 y 90 dias después de aplicacién de los
tratamientos. El suelo fue conservado en bolsas plasticas y almacenadas en
frio a -20 °C y procesadas en el menor tiempo posible.

5.1.4 Diseio experimental

Se estableci6 un disefio experimental completamente al azar con 7

tratamientos y 5 repeticiones. A continuacion se plantea el modelo estadistico.

Yij= UHTitEj
i=1,2,3,4,5,6,7
=1,2,3,4,5

g~ NIND (0, 5 2 )

Doénde:

Yj: Variable respuesta (actividad enzimatica, respiracion del suelo y conteo de
unidades formadoras de colonias) debido al i-ésimo nivel del tipo productos

guimicos y enmiendas organicas, al j-ésimo nivel del tipo de repeticion
M: Media general sin considerar tratamientos

T . Efecto debido i-ésimo nivel del tipo de productos quimicos y enmiendas

organicas sobre las variables respuesta.

gk - Error experimental en el i-ésimo nivel del tipo producto quimico y

enmienda organica, al j-ésima repeticion
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Variables respuesta: se determind la actividad enzimética de: Fosfatasa acida,
fosfatasa alcalina y deshidrogenasa; respiracion del suelo y recuento de

poblacion microbiana (hongos).

5.1.5 Métodos de laboratorio

5.1.5.1 Determinacion enzimatica: Fosfatasa aciday alcalina

Principio del Método: El método esta basado en la determinacion de p-
nitrofenol liberado después de la incubacion del suelo con p-nitrofenil fosfato
sédico durante una hora a 37 °C (Figura 4). El p-nitrofenol (color amarillo)
liberado es extraido con CaCl,-NaOH ademas sirve para detener la actividad
enzimatica. Este cambio colorimétrico se estima mediante espectrofotometria a
400 nm (Alef & Nannipieri, 1995).

-
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p-nitrofenilfosfato disodico p-nitrofenol ||:!

Figura 4. Proceso quimico para la determinacion de Fosfatasas en suelo

Con base en los valores de absorbancia obtenidos para cada una de las
muestras y los respectivos controles y mediante la ecuacién de la recta
determinada previamente para la curva de calibracion, se calcularon los
ugPNP*ml™ (figura 5). Posteriormente estos se introducen en la ecuacién que
se presenta a continuacion, con el objetivo de calcular la actividad enzimatica

expresada como pgPNP*g*dm * h™*. Tomado de Avellaneda (2008).
ug PNP*gtdm* h''= ((S-C)*F*V*100) / (W*%dm?*t)
Donde,
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S= Valor promedio de las muestras (ug PNP*ml™)

C= Control (ug PNP*mL™)

V= Volumen del extracto en ml

W= peso inicial del suelo

100*% dm= Factor del peso seco del suelo= dwt o peso seco de 1g de suelo
t= Tiempo de incubacién en horas

F= Factor de dilucién

Este procedimiento se realizd con cuatro repeticiones. En la figura 6 se explica
la metodologia empleada para la estimacion de la actividad enzimética de
fosfatasas acidas y alcalinas.

5.1.5.2. Actividad deshidrogenasa

Principio del Método: La determinacion de la actividad deshidrogenasa del
suelo se basa en el uso de sales solubles de tetrazolio. En este caso se
empleara el 2, 3, 5- trifenil tetrazolium cloruro (TTC) como aceptor artificial de
electrones, el cual se reduce a Trifenil formazan (TPF) por la accidén de las
enzimas deshidrogenasas presentes en la muestra de suelo, después de la
incubacion a 30 °C por 24 horas (Figura 5). EI TPF formado es insoluble en
agua, rojo y soluble en solventes organicos, por la tanto para la extraccion se

empleara acetona (Alef & Nannipieri, 1995).

//N—N //N—NH

C\ +2H" + 2e = C\ +HCI
N=N*CI N=N
TTC TPF

Figura 5. Proceso quimico para la determinacion de deshidrogenasas en el
suelo.
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Para estimar la actividad de deshidrogenasa se pes6 un gramo de suelo con
humedad de campo en un tubo de ensayo con 1 mL de solucién de TTC
(0,89/200mL) en buffer tris 0.1 M (pH 7.8) se mezcl6 e incubé a 30 °C por 24
horas en la oscuridad. Por cada muestra se realizaron tres repeticiones. El
control (blanco) contenia solo 1 ml del tris buffer (sin TTC).

Después de la incubacion, el TPF (Trifenil formazan) formado se extrajo con 8
mL de acetona. Posteriormente, los tubos se agitaron e incubaron a
temperatura ambiente por dos horas en la oscuridad (agitando los tubos en
intervalos). Luego, las muestras se centrifugaron a 8000 r.p.m. a 4 °C por 10
minutos. La intensidad del color rojo o densidad Optica del sobrenadante (TPF)
se estim6 a 546 nm contra un blanco (sin sustrato) mediante el uso de
espectrofotémetro. La concentracion de TPF en pg.g™* de suelo seco fue
determinada mediante curva de calibracion. Posteriormente, estos datos se
introducen en la ecuacion que se presenta a continuacion, con el objetivo de
calcular la actividad enzimatica expresada en pgTPF*g*dm. Tomado de
Bolafios (2006).

HgTPF*g*dw= TPF (ug)/ml*9/dw*1
Donde,
dwt= peso seco de 1g de suelo humedo
1=suelo humedo (g)

9= es el volumen de reactivos adicionados a la muestra del suelo en el ensayo
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Ensayo Enzimético

Tomar 0.25 g de
suelo hiimedo

v

Muestra

!

Tomar 0.25 g de
suelo humedo

!

Curva de calibracion

v

Tomar 0,0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 mL
de p-nitrofenol sin estandar

Adicionar 0.8 mL de buffer de
trabajo (MUB pH 6.5 o pH 11)

Adicionar 0.8 mL de buffer de
trabajo (MUB pH 6.5 o pH 11)

Incubar 1 ha 37 °C

Adicionar 0.2 mL de sin
p-nitrofenol fosfato 15 mM

v

7

Completar a volumen de 1 mL,
con buffer de trabajo (MUB pH
6.50pH 11)

N

!

Adicionar 0.2 mL de sIn p-
nitrofenol fosfato 15 mM

Sobrenadante diluir 0.4: 2 mL
con agua destilada

Adicionar 0.2 mL de CaCl,0.5 M

Adicionar 0.2 mL de NaOHO0.5M

Configurar a 8500 rpm 5 minutos. 4°C
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Figura 6. Flujograma para la estimacion de actividad de la fosfatasa acida y alcalina

Medir absorbancia 400 nm




Control Muestra Curva

l l Calibracion
Tomar 1 g de suelo Tomar 1 g de suelo l
l l Tomar 0; 0,5; 1; 2; 3y 4 mL de
- : solucion estandar de TPF (50 mg/
Adicionar 1 mL de Tris Buffer pH 7.8 Adicionar 1 mL de solucion TTC (0,8 100 mL de acetona)
0/100 mL de buffer de trabajo pH 7.8)

| \ l

Incubar 24 h a 30 °C en la oscuridad

A

Anadir 8,3 mL de buffer de Tris (pH
7,8) y llevar a 50 mL con acetona

\4

Adicionar a todas las muestras 8 mL
de acetona

I Incubar en la oscuridad por 2 h'y
agitar esporadicamente

A

Centrifugar a 4000 r.p.m por 5 min

Medir absorbancia a 546 nm

Figura 7. Flujograma para la estimacion de actividad de deshidrogenasa.
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5.1.5.3 Actividad microbiana estimada como C-CO,-Respiracién

La respiracion microbiana se estimd mediante la metodologia citada por (Alef &
Nannipieri, 1995), con algunas modificaciones segun Bolafios (2006).

Se introdujeron 50 g de suelo en un frasco con cierre hermético junto con un
matraz con 10 ml de hidroxido de sodio (NaOH 1 N), que reacciona con el CO,
producido por la respiracion microbiana formando carbonato de sodio. Las
muestras se incubaron a 29° C durante 4 dias en la oscuridad. Un frasco sin

suelo se utiliz6 como control.

Una vez finalizada la incubacion, al frasco que contenia el NaOH se le
adicionaron 10 mL de Cloruro de bario (BaCl,) para precipitar el carbonato de

sodio formado.

El exceso de NaOH tanto en muestras como en testigos, se titulé con acido
clorhidrico (HCI 0.5 N), empleando dos gotas de fenolftaleina como solucién
alcohdlica indicadora. El viraje de color violeta a incoloro indica cambio de pH
basico a acido por la neutralizacion de todo el NaOH. Se realizaron tres

repeticiones por muestra.

La estimacion de la cantidad de CO, producido se expresa en mg C-CO,y se

obtendra con la férmula siguiente:

—T X NHCIx0.006 -
avs =| €712 «106 = MIC—CO2
P gSueloSeco

Donde:

AMS: Actividad Microbiana del suelo

B: Titulacion en blanco o del testigo sin suelo
T: Titulacion muestra de suelo
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NHCI:

FD:

Normalidad del acido
Peso seco de la muestra
Factor gravimétrico (0.006)

5.1.5.4 Recuento de microorganismos del suelo

Principio del método: La técnica de recuento de microorganismos viables en

una muestra de suelos, consiste en contar el nUmero de colonias que crecen

en un

medio sdlido inoculado con diluciones de la muestra, cada colonia se

asume que se origina de un solo propagulo "unidad formadora de colonia

(UFC)", esto puede ser una célula bacteriana, endospora, fragmento de hifas o

esporas, puede emplearse medio de cultivos selectivos o no (Margesin y
Schinner, 2005).

Procedimiento:

>

Colocar 10 g de suelo en 90 ml de solucion salina (0,85%) estéril, esta
es la dilucién 10 . Para expresar la cantidad en peso seco del suelo, es
necesario secar una cantidad similar de suelo a 105°C durante 24 horas.
Agitar la diluciéon manual o mecanicamente, el tiempo puede variar.
Realizar 5 veces diluciones mediante la transferencia de una muestra de
10mL de la solucion en 90 ml de solucion salina estéril.

Tomar 1 ml de la solucién 10y sembrar en medio de cultivo PDA para
hongos totales; por dilucion, se emplearan 3 repeticiones. Cuando el
in6culo ha sido absorbido dentro del agar, se invierten los platos y se
colocan dentro de bolsas plasticas para mantener la humedad. Dejar
durante 24-48 horas de incubacion y contar las unidades formadoras de
colonias.

Realizar el factor de correccion para la dilucion para el peso secode 1 g

de suelo.
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5.1.6 Anédlisis estadisticos

Con el objetivo de evaluar el efecto de la aplicacién de productos (fungicidas y
enmiendas organicas) sobre la actividad bioquimica y bioldgica del suelo, se
realiz6 un andlisis de varianza, se comprobaron los supuestos de
homogeneidad y de normalidad mediante la prueba de Bartlett y la prueba de
Shapiro-Wilk. También se empled la prueba de comparaciones mdultiples de
Tukey con base en un 95% de confiabilidad para determinar diferencias o
agrupaciones estadisticamente significativas. Adicionalmente se realizaron
andlisis de regresion lineal y correlacion mediante el coeficiente de correlacion
de Pearson, para determinar las relaciones entre diferentes variables
evaluadas. Para todos los analisis se empled el paquete estadistico SAS

version 9.0.

33



5.2 EXPERIMENTO 2: CONDICIONES DE CAMPO

5.2.1 Localizacién

El experimento se realiz6 en el municipio de Mariquita (Tolima) (Figura 8),
finca El Triunfo situada en la latitud norte 5° 12 0" y longitud 75° 1’ 0" W altura
de 495 msnm, temperatura promedio de 27 °C y humedad relativa 70%. Se
empled un cultivo de aguacate variedad Lorena de 8 afios de edad en fase de
produccién. Las determinaciones enzimaticas y bioldgicas se realizaron en el
laboratorio de fitopatologia del Centro de Investigacion Nataima de CORPOICA
(Espinal-Tolima).

Mariquita

5
/
dan Andrés y Magdateriay 2 Gyfira
Providencia Alhnﬁm (=
Boliu‘\ { //cm;\
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\‘;x“/!cérde;\i}/\/ ' :: o

i/

Figura 8. Localizacion del experimento en campo, Mariquita. Tolima.

5.2.2 Analisis fisico y quimico del suelo

Se tomd una muestra de suelo, de aproximadamente 500 g compuesta de
cuatro submuestras. A dicha muestra se le realizé el analisis fisico y quimico:
textura, estructura, contenido de humedad, curvas de retencion de humedad,

densidad aparente, porosidad, contenido de materia organica, pH, CIC y
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concentracion de macro y micronutrientes siguiendo las metodologias del
IGAC, 1990.

5.2.3 Seleccion de los arboles para el experimento

Se seleccionaron arboles que presentaban sintomas de pudricion radical, para
esto se empled la escala de severidad de 0-9 propuesta por Castafio (1996).
Esto con el fin de seleccionar arboles que se encuentren en las mismas

condiciones fisiolégicas y sanitarias.

5.2.4 Aplicaciéon de productos quimicos y bagazo de cafa

El efecto de la aplicacion de productos fangicos y bagazo de cafia sobre la
actividad biolégica del suelo, se realizd6 en una parcela experimental
establecida previamente dentro del proyecto “Las Interacciones en la rizésfera
como base para el manejo eficiente de la nutricion y sanidad del aguacate en
Colombia”. Durante un afio se aplicaron productos fungicos y bagazo de cafa
empleados para el control de Phytophtora cinnamomi. Para la aplicacion de los
productos quimicos en cada arbol seleccionado se trazo un circulo alrededor a
1 m de distancia del tallo. Sobre esta linea se descargaron cinco litros de los
productos y tres litros se aplicaron en la base del arbol en forma de drench. Se
realizaron las aplicaciones cada dos meses tanto de los fungicidas como

bagazo de cana.

5.2.5 Disefio experimental

Se establecié un disefio experimental de bloques completos al azar con siete

tratamientos y 4 bloques. A continuacion se plante el modelo estadistico
Yi= P+Ti+0+Ej

i=1,2,3,4,5,6,7
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=1,2,3,4

£ij~ NIND (0, 02 |)

Donde:

Yik: Variable respuesta (actividad enzimatica, respiracion del suelo y conteo de
unidades formadoras de colonias) debido al i-ésimo nivel del tipo productos
guimicos y enmiendas organicas, al j-ésimo nivel del tipo de bloques

p: Media general sin considerar tratamientos

T;; Efecto debido i-ésimo nivel del tipo de productos quimicos y enmiendas

orgéanicas sobre la variable respuesta.

o; Efecto debido j-ésimo nivel del tipo de bloques sobre las variables

respuesta.

gk : Error experimental en el i-ésimo nivel del tipo producto quimico y enmienda

organica, al j-ésimo nivel del tipo de bloques.

Tratamientos:

TO: Control (Sin ningun producto)

T1: Ridomil Gold MZ 68 WP (Mefenoxam 4% + Mancozeb 64%), dosis 4 g/litro
T2: Ridomil Gold MZ 68 WP (Mefenoxam 4% + Mancozeb 64%), dosis de
8gl/litro

T3: Rhodax 70 WP (Fosetil — Al 35% + Mancozeb 35 %) dosis de 4g/litro

T4: Rhodax 70 WP (Fosetil — Al 35% + Mancozeb 35 %) dosis de 8g/litro

T5: Cobertura vegetal de bagazo de cafa (picado) 15 kg/planta

T6: Cobertura vegetal de bagazo de cafia (picado) 15 kg/planta + Trichoderma
spp (59/L);

Variables respuesta: se determiné la actividad enzimatica de: Fosfatasa acida,
fosfatasa alcalina y deshidrogenasa; respiracion del suelo y recuento de

poblacién microbiana (hongos, bacterias y solubilizadores de fosforo).
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5.2.6 Toma de muestras de suelo

Durante un afio de aplicacion de los productos quimicos y bagazo de cafia
como enmienda organica se tomaron las muestras de suelo para determinar el
posible efecto de los productos (tabla 2). Las muestras para analisis enzimatico
y microbiolégico se tomaron a una profundidad de 0 a 15 cm con un
muestreador y sobre la linea trazada a 1 m de distancia del tallo, donde hay
influencia de las raices. De cada arbol se tomaron 200 g aproximadamente, la
muestra estuvo compuesta de cuatro submuestras. Estas se colocaron en
bolsas plasticas y bolsas de papel previamente etiquetadas y se transportaron
en frio al laboratorio de fitopatologia del Centro de Investigacion Nataima,

donde se almacenaran a -20 °C, hasta su posterior uso.

Tabla 2. Periodo aplicacion de fungicidas y bagazo de cafia y muestreo de

suelo a realizar por cada tratamiento

Meses Actividad
Aplicacion

0 Muestreo del suelo y aplicacion de fungicidas y bagazo de cafa

0,5 (15 dias) | Muestreo de suelo

2,4,6,8,10 Aplicacion de fungicidas y bagazo de cafa

12 Muestreo de suelo

5.2.7 Métodos

Lo protocolos para determinar la actividad enzimatica de: Fosfatasa acida,
fosfatasa alcalina y deshidrogenasa; respiracion del suelo y recuento de

poblacién microbiana (hongos), se explicaron en el item 5.1.5
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5.2.8 Anélisis estadisticos

Con el objetivo de evaluar el efecto de la aplicacion de productos (fungicidas y
enmiendas orgénicas) sobre la actividad bioquimica y bioldgica del suelo, se
realiz6 un andlisis de varianza, se comprobaron los supuestos de
homogeneidad y de normalidad mediante la prueba de Bartlett y la prueba de
Shapiro-Wilk. También se empled la prueba de comparaciones mdultiples de
Tukey con base en un 95% de confiabilidad para determinar diferencias o
agrupaciones estadisticamente significativas. Adicionalmente se realizaron
pruebas de correlacion de Pearson, para determinar las relaciones entre
diferentes variables evaluadas. Para todos los andlisis se emple6 el paquete
estadistico SAS version 9.0.
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6. RESULTADOS

6.1EXPERIMENTO EN CONDICIONES DE LABORATORATORIO

6.1.1 Propiedades quimicas del suelo en estudio

En la tabla 3, se presentan las caracteristicas quimicas y fisicas del suelo
perteneciente a la finca el Triunfo del municipio de Mariquita. De acuerdo al
IGAC (1996), al realizar un estudio de taxonomia para suelos del departamento
del Tolima, se consideré que los suelos de esta zona se clasifican como
Inceptisoles Los suelos de este orden presentan un desarrollo pedogenético
moderado, ya que se aprecia la formacion de horizontes diagnosticos umbrico,
por acumulacion y humificacion de materia organica, y cambico por desarrollo
de estructura, alteracion de los minerales y liberacion de éxidos de hierro que
colorean y floculan los materiales edéaficos. Muestran un horizonte A de 18 cm
de espesor, color gris oliva, textura arenosa-arcillosa. De acuerdo con los
analisis quimicos son suelos acidos, de capacidad cationica de cambio baja,
saturacion total de bases alta, contenido de materia organica alta y contenido

de fésforo disponible para las plantas alto.

Tabla 3. Propiedades quimicas y fisicas del suelo en estudio, proveniente de la

finca El Triunfo, municipio de Mariquita.

Tipo de Propiedad
Analisis
pH 4,9
% MO 8
P (ppm) 2,8-15.9
Al (Cmol/kg) 0,63
8 K (Cmol/kg) 0,29
= Ca (Cmol/kg) 121
© Mg (Cmol/kg) 0,59
B (mg/kg) 0,18
Cu (mg/kg) 1,2
Fe (mg/kg) 214
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Mn (mg/kg) 4,7

S (mg/kg) 8,4
Zn (mg/kg) 0,6
Arena (%) 45.6-65.6
Arcilla (%) 30.4-40.4
0O Limo (%) 4-14
O
% Denominacion A-Ar

Den. Aparente (g/cm®) 0.93-0,95

Porosidad 62.58-63.23

6.1.2 ACTIVIDAD ENZIMATICA DEL SUELO EN ESTUDIO

El analisis de varianza mostré que la actividad de las enzimas deshidrogenasa,
fosfatasas acida y alcalina, se vio influenciada en forma diferente por los

tratamientos establecidos. (Anexo 2).

6.1.2.1 ACTIVIDAD FOSFATASA ACIDA

Con base en la figura 9 se puede observar que la actividad enzimatica
fosfatasa acida fue mayor en los suelos tratados con el bagazo de cafia, con

respecto al suelo control y los tratados con fungicidas.

La actividad enzimatica de la fosfatasa acida en los suelos tratados con el
bagazo de cafia + Trichoderma spp. presentd un valor maximo de 226,256
HgPNF.gss™ a los 90 dias de incubacion del suelo. En los cuatro momentos de
muestreo se encontraron diferencias estadisticamente significativas con
respecto al suelo control y demas tratamientos (Tabla 4). De acuerdo al analisis
de regresion para este tratamiento se presentd un ajuste al modelo lineal
(Anexo 1).
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Se evidenci6 una disminucion de la actividad enzimatica en los suelos tratados
con los fungicidas Fosetyl-Al y Mefenoxam, pero esta disminucion de la
actividad esta asociada no solo a la naturaleza quimica de los productos sino a
la dosis evaluadas. Para el caso del Fosetyl-Al en la dosis 2 (8 g/l), la actividad
enzimatica disminuyo los primeros 15 dias en suelos tratados, pero a los 45
dias se report6 un aumento en la actividad y a los 90 dias se hizo igual
estadisticamente al suelo control con una media de 153,368 ug PNF.gss™
(Tabla 4). En el caso de la dosis 1 (4 g/l) en todos los momentos de muestreo
se reportan valores por encima del suelo control, con un valor maximo de
205,616ug PNF.gss™ a los 90 dias de incubacion.

La menor actividad enzimatica fue reportada para los suelos tratados con el
Mefenoxam. Los suelos tratados con la dosis 1 (4g/litro) en los primeros
quince dias presentaron una actividad enzimatica menor comparado con el
suelo control 149,242ug PNF.gss™, pero luego presenta una recuperacion y al
cabo de 90 dias es igual estadisticamente al suelo control con un valor medio
de 154,691 pug PNF.gss™ (Tabla 4). Mientras que los suelos tratados a la dosis
2 (8 gllitro) de Mefenoxam en todos los momentos de muestreo fueron menores

con respecto al suelo control.

De acuerdo al analisis de regresion, los tratamientos con fungidas en general

presentaron un modelo de ajuste polinbmco (Anexo 1).
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(LgPNF/gss)

F_acida
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Dias de Incubacion
—Lineal (Bag+Tr) ----- Lineal (Bagazo) — Lineal (control) — Lineal (Fose_d1)
— Lineal (Fose_d2) — Lineal (Mefe_d1) — Logaritmica (Mefe_d2)

Figura 9. Actividad fosfatasa acida en suelo tratado con fungicidas y bagazo de
cafa durante 90 dias de incubacion.

Tabla 4. Analisis de medias segun Tukey p< 0,05 para la actividad fosfatasa
acida en diferentes momentos de muestreo en suelos tratados con productos

guimicos y enmiendas organicas.

Promedios pg PNP/gss

Tratamientos Dias de incubaciéon
8 15 45 90

Bagazo+Tr 174,639 a 193,127 a | 220,617 a 226,256 a

Fose-Al_D1 163,114 ab 174,062 ab | 154,449 c¢ | 205,616 b

Control 160,076 abc | 162,551 bc | 159,410 bc | 147,875 c
Bagazo 157,220 abcd | 159,666 cd | 183,604 b | 235284 a
Mefe_D2 151,304 bcd | 134,883 d | 121,504 d | 129,328 d
Mefe_D1 147,032 cd 149,242 cd | 153,646 c 154,691 c
Fose-Al_D2 140,651 d 148,591 cd | 154,432 c 153,368 ¢

*letras iguales no son significativamente diferentes (p<0,05)
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6.1.2.2 Actividad enziméatica de fosfatasa alcalina

En la Figura 10 se muestra el comportamiento de la actividad fosfatasa alcalina
en suelos tratados con fungicidas y enmienda orgénica durante 90 dias. Suelos
tratados con el bagazo de cafia suplementado o no con Trichoderma sp,
presentaron la mayor actividad de esta enzima a los 90 dias de incubacion
(Figura 10 y tabla 5), siendo estadisticamente diferentes al suelo control y

demas tratamientos.

La menor actividad enzimatica se presentd en los suelos tratados con los
fungicida Fosetyl-Al a la dosis 2 (8 g /), donde se estimd un minimo de 11,095
ug PNF.gss™a los 90 dias, estando por debajo del control 35,504 ug PNF.gss™.
Los suelos tratados con el Mefenoxan en las dosis 1 y 2, presentaron una baja
actividad de esta enzima durante los primeros 15 dias con valores de 23,647 y
18,310 ug PNF.gss™, respectivamente; después de este tiempo hay un
aumento de la actividad y al cabo de 90 dias no presentaron diferencias
estadisticamente significativas con los suelos control. En la tabla 5, se muestra
el andlisis de medias de Tukey p <0,05 realizado en cada momento de

muestreo.

El rango de la actividad de la fosfatasa alcalina a través de los 90 dias, de
duracién del experimento varié entre 17,087y 55,924ug PNF.gss™, el cual es
bajo si se compara con la actividad enzimatica de la fosfatasa acida cuyo rango
se encontré entre 121,504 y 235,284ug PNF.gss™. Esto se debe principalmente
a que la actividad fosfatasas en suelos esta fuertemente relacionada con el pH.

En este caso se trabajé con suelos &cidos, por lo que se esperaria una mayor

actividad para esa enzima.
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Figura 10. Actividad fosfatasa alcalina en suelo tratado con diferentes

fungicidas y bagazo de cafa durante 90 dias de incubacion

Tabla 5. Analisis de medias segun Tukey p< 0,05 para la actividad fosfatasa
alcalina en diferentes momentos de muestreo en suelos tratados con fungicidas

y bagazo de cafa.

Promedios pg PNP/gss

Tratamientos Dias de incubacion

8 15 45 90
Bagazo 42,276 a | 43,764 ab | 28,443 d | 55,924 a
Control 42,546 a | 37,834 b | 36,005 bc | 35504 d

Bagazo+Tr 37,326 ab | 48,068 a | 43,367 a | 49,669 ab

Fose-Al_D2 32,849 bc | 27,134 cd | 17,087 e | 11,095 e

Fose-Al_D1 29,255 cd | 29,512 bc | 42,076 ab | 44,677 bc

Mefe_D1 23,647 de | 21,056 d | 20,209 d | 37,178 d

Mefe_ D2 18,310 e | 26,179 cd | 32,026 cd | 37,856 cd

*letras iguales no son significativamente diferentes (p<0,05)
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6.1.2.3 Actividad enzimética de deshidrogenasa

La actividad enzimatica deshidrogenasa varié significativamente a traves del
periodo de incubacion del suelo en cada uno de los tratamientos establecidos
(Figura 11). Se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos evaluados para cada periodo de muestro; los suelos tratados con
bagazo de cafia suplementado o no con Trichoderma spp presentaron una
mayor actividad de esta enzima con valores de 40,475 y 31,323 pgTPF /gss,
respectivamente al cabo de 90 dias (Tabla 6).

Los suelos tratados con Mefenoxan en las dos dosis, presentaron la menor
actividad de esta enzima; el mefenoxan d1 (4 g/l) present6 un ligero aumento a
los 90 dias de incubacién con una actividad media de 18,083 pugTPF /gss,
mientras que la actividad deshidrogenasa estimada para el mefenoxan d2 (8
g/l) siguié disminuyendo para el mismo periodo 9,092 ugTPF /gss, comparado
al suelo control que presentd una actividad media de 29,359 ugTPF /gss (Tabla
6). El fosetyl —Al en la dosisl, presenta una actividad intermedia y no presenta
diferencias estadisticamente significas al suelo control. De acuerdo al analisis
de regresion, los tratamientos se ajustan mejor a un modelo polinébmico (Anexo
A).
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Figura 7. Actividad deshidrogenasa en suelos tratados con diferentes
fungicidas y bagazo cafia durante 90 dias de incubacién.
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Tabla 6. Andlisis de medias segun Tukey p< 0,05 para la actividad enzimatica
deshidrogenasas en diferentes momentos de muestreo en suelos tratados con

fungicidas y bagazo de cafa.

Promedios pg TPF/gss

Tratamientos Dias de incubacién

8 15 45 90

Bagazo+Tr 48,466 a | 38,462 b | 43,865 a| 40,475 a

Bagazo 43,049 a | 43,185 a|44,521 a| 31,323 b

Control 29,620 b | 26,434 c | 21,988 b | 29,359 bc

Fose-Al_D2 16,029 c¢ | 7,1428 e | 15,520 c | 21,965 de

Fose-Al_D1 15,099 ¢ |14,817 d | 24,576 b | 25,390 cd

Mefe_D1 13,112 cd | 7,947 e | 8,260 d| 18,083 e

Mefe_D2 8603 d |7,608 e|8727 d |9,092 f

*letras iguales no son significativamente diferentes (p<0,05)

6.1.3 PROPIEDADES BIOLOGICAS DEL SUELO

6.1.3.1 Actividad microbiana (C-COy)

Como se observa en la Tabla 7 la respiracion del suelo varid
considerablemente a través del periodo de incubacion. Ocho dias después de
la aplicacion de Mefenoxam, Fosetyl-Al y bagazo de cafia suplementado o no
con Trichoderma sp, se encontré que la respiraciéon del suelo en todos los
tratamientos fue estadisticamente mayor (P<0,05) con respecto a las muestras
de suelo no tratados (control). 90 dias después de la aplicacion de los
productos se encontrd, que los suelos tratados con el bagazo de cafa
suplementado o no con Trichoderma spp aumentaron la respiracion basal del

suelo con un valor medio de 7,984 y 75130 mg-C-CO,/50 gss,
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respectivamente; presentado diferencias estadisticamente significativas con el

suelo control y demas tratamientos.

Tabla 7. Andlisis de medias segun Tukey p< 0,05 para la respiracion del suelo
en diferentes momentos de muestreo en suelos tratados con fungicidas y

bagazo de cafa.

mg-C-CO,/50 gss

Tratamiento Dias de incubacién

8 90

Mefe_D1 6,4042 a | 6,3766 b

Fose-Al_D2 | 6,2062 a | 5,9666 b

Bagazo+Tr | 6,2052 a | 7,984 a

Fose-Al_D1 | 6,1770 a |5,8842 b

Bagazo 6,1182 a | 7,5130 a

Mefe_D2 5,9806 ab | 5,9826 b

Control 53806 b |6,4320 b

*letras iguales no son significativamente diferentes (p<0,05)

6.1.3.2 Recuento de microorganismos del suelo

La actividad microbiana del suelo, estimada a través del conteo de unidades
formadoras de colonias (UFC) en medios de cultivos especificos para hongos,
bacterias y solubilizadores de fésforo se vio influenciada por la aplicacion de
productos quimicos y enmiendas organicas a través del periodo de incubacion.
A los 8 dias siguientes a la aplicacion de los productos quimicos y el bagazo de
cafia se encontré que disminuyé la poblacion de hongos para todos los
tratamientos en un rango entre 185,80 a 473,20 UFC/gss en comparacion a la
lectura inicial (Tabla 8). Noventa dias después de la aplicacion de los
tratamientos se observé un aumento en la poblacion de hongos tanto en el
suelo control como en suelos tratados con bagazo de cafia suplementado 0 no
con Trichoderma sp, siendo este ultimo el que present6 la mayor poblacién de
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hongos con un valor medio de 648,40 UFC/gss. Caso contrario se observo en
los suelos tratados con los productos quimicos en las dos dosis evaluadas
donde hay una tendencia a disminuir la poblacion fangica presente en el suelo;
el Fosetyl-Al dosis 2 present6 el menor valor con una media de 205,20
UFC/gss (Tabla 8)

Tabla 8. Anadlisis de medias segun Tukey p< 0,05 para el conteo de unidades
formadoras de colonias (UFC) en diferentes momentos de muestreo en suelos
tratados con fungicidas y bagazo de cafa.

UFC/ gss

Tratamiento Dias de incubacién

8 90

Fose-Al_D1 | 473,20 a | 275,40 c

Bagazo+Tr | 394,60 ab | 648,40 a

Mefe_D1 365,80 ab | 213,80 c

Bagazo 331,00 b |443,80 b

Mefe_D2 303,20 b | 213,80 c

Fose-Al_D2 | 188,40 c¢ | 205,20 c

Control 185,80 ¢ | 447,40 b

Letras iguales no son significativamente diferentes (p<0,05)

6.1.4 CORRELACION ENTRE PARAMETROS EVALUADOS

Con base a la tabla 9, se evidencié que las actividades enzimaticas fosfatasa
acida, fosfatasa alcalina y deshidrogenasa y las variables microbianas
presentan algun tipo de correlacion. La correlacién, de acuerdo a lo observado
se debe al tipo de producto quimico o principio activo aplicado a los suelos. En
el caso de los suelos tratados con Mefenoxam, la fosfatasa é&cida se
correlacioné positivamente con la actividad deshidrogenasa (r*=0.488 p 0.028)

y la fosfatasa alcalina negativamente con las unidades formadoras de colonia
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de hongos (UFC) (r’=-0.665 p= 0.009). La respiracién microbiana no se
correlaciond estadisticamente con ninguna de las actividades enzimaticas

evaluadas en los suelos tratados con Mefenoxam.

En los suelos tratados con Fosetyl-Al se evidencié una correlacién positiva
entre las fosfatasas &acidas y alcalina (r?= 0.826 p<0.0001). Este resultado es
diferente a los reportados por otros autores donde las fosfatasas se relacionan

negativamente entre si.

Por otro lado, las actividades enzimaticas y parametros microbianos en los
suelos tratados con el bagazo de cafia, presentaron un comportamiento
diferente a los tratados con los fungicidas. La fosfatasa acida se correlacioné
positivamente con la fosfatasa alcalina (r’=0.789 p<0.0001) y negativamente
con la deshidrogenasa (r>= -0.716 p<0.0001), de igual forma la fosfatasa
alcalina se correlacioné negativamente con la actividad deshidrogenasa (r’= -
0.791 p<0.0001).

De resaltar esta la correlacion positiva y estadisticamente significativa que se
observo entre las actividades enzimaticas y la respiracion basal del suelo
(Tabla 9), que a su vez se correlaciond positivamente con las unidades
formadoras de colonias (UFC) (r*= 0.776 p<0.0001), en los suelos tratados con

el bagazo de cafia

En este sentido, las coberturas vegetales como el bagazo de cafia sirven como
fuente de nutrientes para los microorganismos del suelo, que se ve
representado en el aumento de la respiracion basal del suelo y las actividades

enzimaticas.
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Tabla 9. Correlacion entre actividades enzimaticas y actividad biologica en

suelos tratados con fungicidas y bagazo de cafia.

Principio | Parametros | Fac. Falc. Desh Respiracion | UFC
Activo
= Fac. 1 -0,357 0.488 0.25449 0.0260
§ Falc. - 1 0.364 0.1022 -0.665
9 Desh. - - 1 0.427 -0.351
E Respiracion | - - - 1 0.111
= UFC - - - - 1

Fac 1 0.826 0.525 -0.339 0.228
i Falc - 1 0.410 -0.140 0.664
E Desh . : 1 20.406 -0383
8 Respiracion | - - - 1 0.121
= UFC . . . : 1

Fac 1 0.789 -0.716 0.876 0.645
= Falc : 1 0791 | 0.657 0371
g I<ZE Desh - - 1 0.606 -0.279
> © Respiracion | - - - 1 0.776
- UFC . . . . 1

*Valores en negrita indican un nivel de significancia de p<0.05)
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6.2 EXPERIMENTO BAJO CONDICIONES DE CAMPO

6.2.1 Propiedades bioquimicas del suelo

El andlisis de varianza mostr6 que la actividad de las enzimas deshidrogenasa,
fosfatasa &cida y alcalina se vio influenciada en forma diferente por los
tratamientos establecidos. Las Tablas 10, 11, 12 y 13 resumen el andlisis de

varianza en cada uno de los periodos de su determinacion (Anexo 3).

6.2.1.1 Actividad enzimética de fosfatasa acida

Como se observa en la Figura 12, la actividad enzimatica de la fosfatasa acida
vario significativamente a través del periodo de incubacion del suelo, de
acuerdo a los diferentes tratamientos tanto quimicos como enmiendas
organicas. Suelos tratados con el bagazo de cafia y bagazo de cafa
suplementado con Trichoderma spp presentaron la mayor actividad de esta
enzima en todos los momentos de muestreo, alcanzando valores maximos de

275,50 y 309,75 ug PNF.gss™, respectivamente.

Caso contrario se presentd en los suelos tratados con el Mefenoxam, cuya
actividad enzimatica se encontré por debajo de los valores reportados para el
suelo control; La dosis 1 (4g/litro) de Mefenoxam en los primeros quince dias
presentd una actividad menor al suelo control con un valor medio de 206,418
ug PNF.gss™, pero se hace igual estadisticamente al suelo control al final del
experimento. La dosis 2 de Mefenoxam (8 g/litro) en todos los momentos de
muestreo se encontré por debajo de los valores reportados para la actividad
enzimatica del suelo control, al final del experimento presenté un valor medio
de 154,91 pyg PNF.gss™, mientras para el suelo control en ese momento de

analisis se reporta 244,65 pg PNF.gss™ (Tabla 10).

Los suelos tratados con Fosetyl-Al presentaron una disminucion de la actividad

enzimatica en los momentos de muestro, siendo diferentes estadisticamente
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(P=<0,05) al suelo control (Tabla 10). Al final del experimento se reportan
valores medios de 138,03 ug PNF.gss™ para suelos tratados con la dosis 1y
180,16 pg PNF.gss™ para la dosis 2.

(ng PNP/gss)

F_Acida

0 15 360
Dias despues de la aplicacion
M Bag+Tr ™ Bagazo M control M Fose d1 M Fose d2 M Mefe d1 ™ Mefe_d2

Figura 12. Actividad Fosfatasa acida en suelos tratados con diferentes

fungicidas y bagazo de cafia en condiciones de campo.

Tabla 10. Analisis de medias segun Tukey p< 0,05 para la actividad Fosfatasa
acida en diferentes momentos de muestreo en suelos tratados con fungicidas y

bagazo de cafa.

Promedios pg PNP/gss
Tratamiento Dias de incubacién

15 360

Bagazo+Tr | 293,998 a | 309,75 a

Bagazo 280,283 ab | 275,50 ab

Control 262,036 bc | 244,65 b

Fose-Al_D1 | 254,923 ¢ | 138,03 c

Fose-Al_D2 | 246,918 cd | 180,16 c

Mefe_D2 225,812 de | 154,91 c

Mefe_D1 206,418 e | 251,49 b

*Letras iguales no son significativamente diferentes (p<0,05)
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Las muestras de todos los tratamientos, incluyendo los suelos sin tratar
(control) presentaron un comportamiento similar; un aumento fuerte a los 15
dias después del establecimiento del experimento con un rango de la actividad
enzimatica de 80,594 (en suelo control) a 161,903 pg PNP/gss, en suelos
tratados con bagazo de cafa suplementado con Trichoderma, y donde todos
los tratamientos se hacen diferentes estadisticamente al suelo control (Tabla
11).

Un afio después de aplicar los productos quimicos y la enmienda organica se
presentd una disminucién fuerte de la actividad de esta enzima, cuyo rango fue
de 56,031 (suelo control) a 102,685 ug PNP/gss (suelos tratados con bagazo).
Todos los tratamientos presentaron diferencias estadisticamente significativas
con respecto al suelo control, salvo los suelos tratados con Fosetyl-Al a la dosis

dos que se hace igual estadisticamente con una media de 57,632 pg PNP/gss.

Tabla 11. Analisis de medias segun Tukey p< 0,05 para la actividad enzimética
fosfatasa alcalina en diferentes momentos de muestreo en suelos tratados con

fungicidas y bagazo de cafa.

Promedios pg PNP/gss
Tratamiento | Dias de incubacion

15 360
Bagazo+Tr |161,903 a |76,348 b
Mefe_D1 134,474 b | 72,090 bc
Fose-Al_D1 | 123,647 bc | 84,060 b
Bagazo 111,820 cd | 102,685 a
Mefe_D2 110,746 cd| 79,676 b
Fose-Al_D2 | 100,66 de |57,632 c
Control 80,594 e 56,031 c

*Letras iguales no son significativamente diferentes (p<0,05).
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6.2.1.2 Actividad enzimatica de Deshidrogenasas

Como se observa en la Figura 13 la actividad enzimatica deshidrogenasa vario
significativamente a través del periodo de incubacion del suelo en cada uno de
los tratamientos establecidos. Quince dias después de establecido el
experimento se observé un aumento de esta enzima en la mayoria de suelos
tratados. Los suelos tratados con bagazo de cafia suplementado o no con
Trichoderma reportaron la mayor actividad con valores medios de 211,056 y
193,354  ugTPF /gss, respectivamente; seguido de suelos tratados con
Fosetyl-Al en las dos dosis y finalmente los suelos tratados con Mefenoxan
(Tabla 12). EIl suelo sin tratar (control) se mantiene constante a través de los

periodos de analisis.

Después de 12 meses de aplicacion de los productos se observo una
disminucién en la actividad de esta enzima, especialmente en los suelos
tratados con Mefenoxan en las dos dosis evaluadas. Los suelos tratados con
bagazo de cafia suplementado o no con Trichoderma reportan la mayor
actividad 136,611 y 108,083 ugTPF /gss, respectivamente; y los suelos con

aplicacion de Fosetyl-Al presentan una actividad intermedia.

250

200

150

100

Deshidrogenasa (1L TPF/gss)
3

0 15 360

Dias despues de la Incubacion

Il Bag+Tr &4 Bagazo M control B Fose d1 MFose d2 MW Mefe_dl & Mefe_d2

Figura 13. Actividad deshidrogenasa en suelos tratados con fungicidas vy

bagazo de cafia en condiciones de campo.
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Tabla 12. Prueba de comparacion de promedios para actividad de

deshidrogenasa en los momentos de muestreo

Promedios pgTPF /gss

Tratamiento Dias de incubacién

15 360

Bagazo+Tr 211,056 a | 136,611 a

Bagazo 193,354 a | 108,083 b

Fose-Al_D1 | 159,068 b | 44,136 d

Fose-Al_D2 | 146,953 bc | 72,840 c

Mefe_D2 136,767 bc | 49,479 d

Control 122,268 c¢ | 92,790 bc

Mefe_D1 45548 d | 48,506 d

*Letras iguales no son significativamente diferentes (p<0,05)

6.2.2 Propiedades biolégicas del suelo

6.2.2.1 Actividad microbiana (C-COy)

Como se observa en la figura 14 la respiracion del suelo varié a través del
periodo de incubacién. Quince dias después de la aplicacion de mefenoxam,
Fosetyl-Al y bagazo de cafia suplementado o no con Trichoderma, se encontro
gue la respiracion del suelo en todas las muestras fue significativamente menor
(P=<0,05) en comparacién a las muestras del suelo no tratados (control), tabla
13.

Doce meses después de aplicar los productos, los suelos tratados con bagazo
de cafia suplementado con Trichoderma y Fosetyl-Al D1 se hacen iguales
estadisticamente con el suelo control (P<0,05), con valores medios de 3,3257;
3,1312 vy 3,1642 mg C-CO,, respectivamente; En comparacion a los suelos
tratados con Mefenoxan (en dos dosis) y Fosetyl-Al D2 que presentaron menor

actividad con valores de 2,7342, 2,6257 y 2,717 mg C-CO,, respectivamente.
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Figura 14. Respiracion basal en suelos tratados con diferentes fungicidas y

bagazo de cafia en experimento en campo.

Segun reporta Bolafios (2005), la actividad enziméatica deshidrogenasa fue
significativamente mayor en la rizésfera de platano que recibieron un manejo
ecolégico, con un valor medio de 50.9 pug TPF.gss™, seguida por manejo

quimico 28.8 ug TTC/gss y tradicional 19 pg TTC/gss.

Tabla 13. Analisis de medias segun Tukey p< 0,05 para la respiracion basal del
suelo en diferentes momentos de muestreo en suelos tratados con fungicidas y

bagazo de cafa.

Promedios mg-C-CO,/gss

. Dias de incubacion
Tratamiento

15 360
Control 4,7435 a 3,1642 a
Fose-Al_D2 | 4,4657 ab 2,717 b
Bagazo 4,397 ab 2,662 b

Bagazo+Tr | 4,392 ab 3,3257 a
Fose-Al_D1 |4,1755 b 3,1312 a
Mefe_D1 3,5225 ¢ 2,7342 b
Mefe_D2 3,2155 ¢ 2,6257 b

*Letras iguales no son significativamente diferentes (p<0,05)

56




7. DISCUSION

7.1 Experimento en condiciones de laboratorio

Las actividades enziméticas de los suelos juegan un papel importante en los
procesos bioquimicos, incluyendo la mineralizacion y ciclado de nutrientes,
descomposicion y formacion de la materia organica y la degradacion de
contaminantes (Martinez et al., 2007). La principal fuente de enzimas en el
suelo esta dado por los exudados radicales y la actividad microbiana
(Tabatabai, 1994).

La actividad enziméatica ha sido propuesta como indicador temprano de la
calidad de los suelos, ya que involucra el componente biotico y abiotico del
mismo; en tanto que la actividad de las enzimas extracelulares como las
fosfatasas, ureasas, B-glucosidasas y arilsulfatasas han sido ampliamente
estudiadas por estar relacionadas con los ciclos del fosforo (P), nitrégeno (N),
carbono (C) y azufre (S) (Acosta & Tabatabai, 2000; Yang et al., 2008;
Schachtman et al., 1998); mientras que la actividad de enzimas intracelulares
como las deshidrogenasas estan asociadas con el componente microbiano del

suelo (Beyer et al., 1993).

Son diversos los autores que han reportado tanto los efectos positivos o
negativos causados sobre la actividad enzimatica de suelos al evaluar:
practicas de manejo (Salazar et al,, 2011), uso del suelo (Acosta, et al., 2007),
implementacion de coberturas vegetales (Deng & Tabatabai, 1997), adicion de
fertilizantes organicos e inorganicos, uso de quimicos para el manejo de plagas

y enfermedades (Liu et al., 2009), entre otros.

Este trabajo se centr6 en estudiar el posible efecto de la aplicacion de
fungicidas de amplio uso y enmiendas organicas sobre la actividad biologica,

tanto en condiciones de laboratorio como de campo.

En condiciones de laboratorio se encontré un efecto inhibitorio por parte de los
fungicidas Fosetyl-Al y Mefenoxam sobre la actividad biolégica y bioquimica del
suelo. Mientras que los suelos tratados con bagazo de cafia, en general,
presentaron un efecto estimulante sobre las mismas variables.
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Fosfatasa acida

La actividad fosfatasa acida fue estadisticamente mayor (P<0.05) en los suelos
tratados con bagazo de cafa suplementado o no con Trichoderma durante los
90 dias que durd el periodo experimental.

Los suelos tratados con el fungicida Fosetyl-Al en las dos dosis evaluadas
presentaron una actividad intermedia, donde los primeros 15 dias fue menor la
actividad de la enzima, comparada con el valor estimado en el suelo control;

luego del dia 45 presentd un aumento de la actividad.

En el caso de los suelos tratados con el fungicida Mefenoxam se encontré la
menor actividad de esta enzima; ademas se evidencié un efecto dependiente
de la concentracion, ya que los suelos tratados con la dosis 1 (4 g/l)
presentaron una disminucion de la actividad fosfatasa acida 8 dias después de
la aplicacion; pero en los muestreos siguientes se determind un aumento,
siendo igual estadisticamente al valor del suelo control después de 90 dias de
la aplicacion. Caso contrario sucede con la dosis 2 (8 g/l) que en todos los

momentos de muestreo fue inferior estadisticamente al suelo control (p<0.05).

Resultados similares son reportados por Sukul (2006) al evaluar el efecto del
fungicida  Metalaxyl, encontr6 que las actividades enzimaticas
deshidrogenasas, fosfatasas, arilsulfatasa, B-glucosidasa incrementaron los
primeros 30 dias y luego decrecieron; mientras que la actividad ureasa
presentd un decrecimiento gradual desde el dia 10 al 60 de incubacién. Cycon,
et al., (2010) evaluaron la mezcla de los fungicidas Mancozeb y Dimethomorph
encontraron que la mezcla de fungicidas afectd negativamente la actividad de

las fosfatasas acidas y alcalinas.

Caso contrario reportaron Monkiedje et al., (2002) en un estudio en el que el
Mefenoxan presenté un efecto estimulante en la actividad fosfatasa acida a
través de todo el experimento, excepto a los 90 dias, donde se observo un
efecto inhibitorio en la mayor dosis evaluada. Tejada et al., (2011) también
reportaron un aumento en las actividades enzimaticas deshidrogenasas y
fosfatasas al adicionar el fungicida Prochloraz. Esto se debe posiblemente a

gue las comunidades microbianas del suelo involucran una compleja relacion
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entre organismos de diferentes niveles troficos; algunos grupos microbianos
tienen la capacidad de usar los pesticidas aplicados como una fuente de
energia y nutrientes para multiplicarse, y para otros grupos los pesticidas

pueden ser téxicos.

Fosfatasa alcalina

La actividad fosfatasa alcalina en los suelos tratados con el bagazo de cafa
suplementado con Trichoderma presentaron la mayor actividad enzimética en
todos los momentos de muestro, siendo diferente estadisticamente a los demas
tratamientos; los suelos tratados con los fungicidas Mefenoxan presentaron una
disminuciéon de la actividad a los 8 dias después de aplicados los productos,
pero tiende a aumentar al final del experimento; mientras que en los suelos

tratados con el Fosetyl-Al a la dosis 2 tiende a disminuir.

Los suelos tratados con solo bagazo de cafia presentaron un comportamiento
poco claro, ya que a los 45 dias después de aplicado el producto se evidencio
una disminucion muy fuerte de la actividad, sin embargo, esta disminucidon no
solo se dio en estos suelos, sino que también se presentd en los suelos control,
por lo tanto podria atribuirse este comportamiento a las condiciones de

incubacion y no precisamente al efecto del tratamiento.

Monkiedje et al., (2002) reportaron que la fosfatasa alcalina fue la enzima

mas sensible al Mefenoxan en los periodos de incubacion de 14, 30 y 90 dias.

Suelos tratados con Tebuconazole presentaron baja actividad de la fosfatasa
alcalina a los 30, 60 y 90 dias después de la aplicacidon del fungicida (Borja et
al.,, 2011); mientras que suelos tratados con mefenoxam y la mezcla de
mefenoxan+ Cobre no revelaron ningin cambio en la actividad fosfatasa
alcalina, salvo algunos cambios sutiles que ocurrieron al dia 60 (Demanou et
al., 2006).
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Deshidrogenasas

La actividad enzimética deshidrogenasa, es la enzima que permiti6 ver
claramente el efecto inhibitorio generado por la aplicacion de los fungicidas y el
efecto estimulante generado por la adicion de enmiendas organicas. Los suelos
tratados con el bagazo de cafia presentaron la mayor actividad enzimatica en
todos los muestreos, mientras que los suelos tratados con el Fosetyl-Al y
Mefenoxan en las dos dosis, en todos los momentos de muestreo fueron

menores estadisticamente al suelo control.

Chen et al., (2001) reportaron que los suelos tratados con fungicidas Benomyl,
Chlorothalonil y Captan, presentaron una disminucion en la actividad

enzimatica deshidrogenasas durante las dos primeras semanas de incubacion.

Segun Cycon et al., (2010) al aplicar la mezcla de los fungicidas Mancozeb y
Dimethomorph la actividad deshidrogenasa fue inhibida entre un 29 a 91% en
todas las dosis evaluadas durante el periodo de incubacion con relacion al

suelo control.

Monkiedje et al., (2002) encontraron que 14 dias después de la aplicacion de
los fungicidas Mefenoxam y Metalaxyl la actividad deshidrogenasa fue
significativamente menor que en las muestras no tratadas (control), indicando
un severo efecto inhibitorio de estos fungicidas en la actividad deshidrogenasa,

donde altas dosis exhiben un mayor efecto.

De acuerdo a Demanou et al, (2004) el Ridomil Gold plus, afecto
significativamente la actividad deshidrogenasa presentando valores muy
inferiores comparado a los suelos control. Caso contrario fue reportado por
Borja et al., (2011) al aplicar Tebuconazole no se encontré un efecto claro en la

actividad deshidrogenasas.

De acuerdo a los autores antes mencionados, una de las principales razones
en la disminucion de la actividad de las enzimas tanto extracelulares
(fosfatasas) como intracelulares (deshidrogenasas), es debido a que las
aplicaciones de los fungicidas matan o inhiben la actividad de los
microorganismos, lo cual puede llevar a la inmediata reduccién de la

respiracion, la biomasay la sintesis de enzimas.
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Estos planteamientos concuerdan con los resultados obtenidos en este trabajo,
donde el conteo de unidades formadoras de colonias de hongos y la
respiracion basal fueron menores en los suelos tratados con los fungicidas
Mefenoxan y Fosetyl-Al, aun por debajo del suelo control. Esto podria explicar
el comportamiento de la fosfatasa alcalina en dichos suelos, ya que segun
Nannipieri & Greco (1990), la fuente principal de la fosfatasa alcalina son los

hongos.

Por otro lado, los suelos con el bagazo de cafia suplementado o no con
Trichoderma presentaron una mayor actividad microbiana, medida a través de
UFC de hongos y respiracion basal, ademas estas dos variables tuvieron un
coeficiente de correlacion de 0.776 (p<0.05). Esto pudo deberse a que el
bagazo de cafa es una fuente rica en carbono, que es rapidamente empleado
por los microorganismos del suelo aumentando la biomasa microbiana y por
ende, los procesos metabolicos como la respiracion basal y las actividades

enzimaticas.

Con respecto a lo anterior Benitez et al., (2000), reportaron un aumento de la
actividad enzimatica fosfatasa y deshidrogenasa en la rizosfera de pimiento
tratada con pasta de olivo seca. Esto se debe probablemente al hecho de que
estas coberturas vegetales son una fuente rica principalmente en C que es
empleado por los microorganismos nativos del suelo. Ademas de las virtudes
gue tiene el uso de coberturas como es la reduccion de la evaporacion del
agua de la superficie del suelo, mejora del crecimiento de las raices, favorece

el consumo de nutrientes por las plantas y actia como agente de biocontrol.

Resultados similares son planteados por Miura et al. (2013), donde la
aplicacion de bagazo de cafa al suelo, incrementd el contenido de materia

organica Yy la poblacién de hongos.
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7.2 Experimento en condiciones de campo

En cuanto al efecto de la aplicacion de fungicidas sobre la actividad biolégica y
bioquimica de suelos, son pocos los trabajos realizados en condiciones de
campo. La mayoria de trabajos se enfocan en condiciones controladas de
laboratorio, debido al gran numero de factores bibdticos y abibticos que

interactan en el suelo.

Generalmente el comportamiento de la actividad fosfatasa &cida, presenté un
comportamiento similar al reportado para las condiciones de laboratorio. Los
suelos tratados con el bagazo de cafia suplementado o no con Trichoderma
presentaron mayor actividad enzimatica, mientras que los suelos tratados con
el Fosetyl-Al y Mefenoxam reportaron actividades enzimaticas iguales o

inferiores al suelo control.

La actividad enzimatica fosfatasa alcalina no mostr6 un comportamiento claro,
presentando una disminucion de la actividad enzimatica incluso en los suelos
control. Por tanto la inhibicion enzimatica no puede ser considerada como un

efecto del tratamiento.

La actividad enzimatica deshidrogenasa disminuy6 en los suelos de todos los
tratamientos establecidos. Sin embargo, se pudo observar que los suelos

tratados con el bagazo de cafa presentaron una mayor actividad enzimatica.

La respiraciéon microbiana también disminuyé considerablemente en todos los
tratamientos incluyendo el suelo control. Sin embargo, los suelos tratados con
el bagazo de cafia suplementado con Trichoderma tuvo la mayor actividad para
esta variable. Esto se debe posiblemente a que se le adiciond el biocontrolador

Trichoderma.

El comportamiento variable observado en la actividad enzimatica en
condiciones de campo, puede deberse a que las fosfatasas son exoenzimas
gue pueden ser protegidas de la degradacion, al ser adsorbidas por las arcillas
0 sustancias humicas (Demanou et al., 2004). Este planteamiento concuerda
con el tipo de suelo empleado en este estudio, que es Arcilloso, lo que podria
generar un encapsulamiento de las enzimas y evitar de esa forma su

estimacion.
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De acuerdo a los resultados obtenidos y la revision de literatura se puede
observar que las actividades enzimaticas empleadas como indicadores de
calidad de suelo, pueden ser afectadas por una gran variedad de procesos
quimicos, fisicos y bioldgicos, como: el pH del suelo (Deng y Tabatabai 1997),
la profundidad de muestreo (Bolafios 2006), la especie vegetal cultivada
(Acosta et al., 2007), el tipo y uso del suelo (Acosta et al., 2008); que pueden
enmascarar el efecto directo o indirecto causado por los productos quimicos
evaluados; por tal razén, Trasar et al., (2008) consideran pertinente el uso de
una amplia gama de indicadores, para abarcar de una forma mas holistica las

interacciones que son llevadas a cabo en el suelo.

Marsden y Gray (1986) indican que las relaciones entre actividad enzimética,
suelo y parametros microbianos, no son con frecuencia claramente observados
en el campo, debido a la complejidad de las interacciones enzima-sustrato y las

funciones complementarias de algunas de esas enzimas.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el experimento en condiciones de
laboratorio y en condiciones de campo, se pudo observar la variabilidad en el
comportamiento de la actividad enzimatica del suelo. En la primera etapa en
condiciones de humedad y temperatura controladas se ve una tendencia clara
de las tres enzimas al ser afectadas por dos situaciones: 1) los suelos tratados
con la cobertura vegetal bagazo de cafia y Trichoderma sp., muestran un
efecto positivo de la actividad enzimatica de las tres enzimas evaluadas y 2)
suelos tratados con los productos quimicos tienden a afectar negativamente

dicha actividad enzimatica.

Al evaluar estos tratamientos en condiciones de campo, se observé que no hay
un comportamiento claro de las enzimas estudiadas, ni siquiera en el suelo
control (sin ningun tipo de tratamientos). Esta variabilidad puede estar
relacionada con la época del afo, tipo de suelo, contenido de arcillas,
aplicacion de fertilizantes, desarrollo fenologico de las plantas y no
precisamente con la aplicacion de fungicidas y coberturas vegetales en el
suelo. A esto se le puede sumar el hecho de que solo se realizaron dos
muestreos en el afio, lo que no permitid estimar la variabilidad temporal de las

actividades enziméaticas.
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CONCLUSIONES

En condiciones experimentales de laboratorio, la actividad enzimatica de
fosfatasas acidas y alcalina, vario significativamente entre los tratamientos
establecidos. Los suelos tratados con el bagazo de cafa suplementado o no

con Trichoderma, presentaron la mayor actividad enzimatica.

La actividad deshidrogenasa en condiciones de laboratorios, fue la enzima que
presentd mayor sensibilidad a los fungicidas Mefenoxam y Fosetyl-Al. Mientras
gue las coberturas vegetales como el bagazo de cafa, estimulan la produccion

de este tipo de enzimas.

El bagazo de cafia se correlacion0 estadisticamente con la respiracion basal
del suelo, y esta ultima con la poblacion de hongos en el suelo. Como es de
esperarse, esta enmienda organica es una fuente rica de Carbono, que
estimula el desarrollo de la poblaciéon microbiana del suelo, lo cual lleva a un

aumento de las actividades enzimaticas, especialmente deshidrogenasas.

En condiciones experimentales de campo, no se encontrd6 un efecto
significativo de la actividad enzimatica de las fosfatasas con los tratamientos
establecidos. Mientras que la actividad deshidrogenasa se vio influenciada
negativamente por los fungicidas Mefenoxam y Fosetyl-Al y positivamente, por

el bagazo de cafia suplementado o no con Trichoderma.

En condiciones de campo, la respiracion basal del suelo, aumenté con la
aplicacion de las enmiendas orgéanicas en el suelo, mientras que la poblacion

de hongos se mostré indiferente a la aplicacion de los diferentes tratamientos.
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ANEXOS

Anexo 1. Modelos de regresién para Fosfatasa &cida, Fosfatasa alcalina y

Deshidrogenasas en funcion del tiempo para cada uno de los tratamientos

evaluados, en condiciones de laboratorio.

Tratamiento Actividad enziméatica Ecuacion R
Bagazo+Tr Fosfatasa acida Hg PNP/gss =180.879+0.5767*DDA 0.594
Fosfatasa alcalina HgPNP/gss=16.292+3.285*DDA- 0.563
0.068*DDA’+0.0006*DDA’
Deshidrogenasa Mo TPF/gss=63.205-3.090*DDA+0.0823*DDA"- | 0.624
0.0005*DDA’
Bagazo Fosfatasa acida Hg PNP/gss = 141.484+1.015*DDA 0.878
Fosfatasa alcalina ng PNP/gss =52.989-1.064*DDA+0.012*DDA” | 0.817
Deshidrogenasa HOgTPF/gss =46.079-0.140*DDA 0.604
Fosetyl-Al Dosis 1 Fosfatasa acida ngPNP/gss =179.268-1.253*DDA+0.017*DDA” | 0.666
Fosfatasa alcalina png PNP/gss = 28.299+0.202*DDA" 0.727
Deshidrogenasa MgTPF/gss =14.492+0.138*DDA 0.607
Fosetyl-Al Dosis 2 Fosfatasa acida HgPNP/gss= 138.148+0.592*DDA-0.004*DDA? | 0.543
Fosfatasa alcalina Hg PNP/gss =31.935-0.250*DDA 0.789
Deshidrogenasa MgTPF/gss =10.295+0.123*DDA 0.498
Mefenoxam Dosis 1 | Fosfatasa acida Hg PNP/gss =145.467+0.118*DDA 0.473
Fosfatasa alcalina Hg PNP/gss =18.632+0.174*DDA 0.612
Deshidrogenasa ugTPF/gss =13.975-0.329*DDA+0.0041*DDA? | 0.836
Mefenoxam Dosis 2 | Fosfatasa acida ug PNP/gss =157.8-1.370*DDA+0.011*DDA? 0.563
Fosfatasa alcalina pg PNP/gss =20.360+0.208*DDA 0.807
Deshidrogenasa HOTPF/gss =7.763+0.0264*DDA 0.515
Control Fosfatasa acida pg PNP/gss =163.918-0.163*DDA 0.481
Fosfatasa alcalina ug PNP/gss =43.122-0.258*DDA+0.001*DDA® | 0.449
Deshidrogenasa HOTPF/gss =32.487-0.438*DDA+0.004*DDA 0.663

DDA= Dias después de la aplicacion es la variable independiente (x)
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Anexo 2. Andlisis de varianza, coeficiente de correlacion de Pearson y
diferencias de medias segun Tukey, para las actividades enzimaticas
deshidrogenasa, fosfatasa acida y alcalina a los 8,15, 45 Y 90 dias después de
aplicar los productos, en condiciones controladas.

Andlisis de correlacion de Pearson para fosfatasas 4&cida, alcalinas y
deshidrogenasas, en suelos tratados con fungicidas y bagazo de cafia 8 dias
después de establecido el experimento en condiciones de laboratorio

Procedimiento CORR
3 Variables: Fac Falc Desh

Desviacion
Variable N Media tipica Suma Minimo Maximo
Fac 35 158.32946  15.39597 5542 133.84900 194.63200
Falc 35 30.03509 8.49688 1051 17.00200 46.45600
Desh 35 24.93977 14.94310 872.89200 7.79200 53.37500

Coeficientes de correlaciéon Pearson, N = 35
Prob > |r| suponiendo HO: Rho=0

Fac Falc Desh

Fac 1.00000 0.26015 0.49542
0.1312 0.0025
Falc 0.26015 1.00000 0.73560
0.1312 <.0001
Desh 0.49542  0.73560 1.00000
0.0025 <.0001

Andlisis de varianza para fosfatasas acidas, en suelos tratados con fungicidas y
enmiendas organicas 8 dias después de establecido el experimento en
condiciones de laboratorio

Procedimiento GLM
Informacioén del nivel de clase

Clase Niveles Valores

TRAT 7 Bag+Tr Bagazo Fose_d1 Fose_d2 Mefe_d1 Mefe_d2 control

Numero de observaciones 35

Procedimiento GLM
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Variable dependiente: ACTIVIDAD FOSFATASA ACIDA

Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 6 5180.652577  863.442096 8.40 <.0001
Error 28  2878.572304 102.806154

Total correcto 4  8059.224881

R-cuadrado  Coef Var Raiz MSE Fac Media
0.642823 6.403949 10.13934  158.3295
Cuadrado de
Fuente DF Tipo | SS lamedia F-Valor Pr>F
TRAT 6 5180.652577 863.442096 8.40 <.0001
Cuadrado de
Fuente DF Tipo lll SS lamedia F-Valor Pr>F

TRAT 6 5180.652577  863.442096 8.40 <.0001

Diferencias de Medias segun Tukey para actividad fosfatasas acida en suelos tratados
con fungicidas y bagazo de cafia 8 dias después de la aplicacion de los productos en
condiciones de laboratorio

Procedimiento GLM
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Fac
NOTA: Este test controla el indice de error experimental de tipo |, pero normalmente tiene un

indice de error de tipo Il mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 28

Error de cuadrado medio 102.8062
Valor critico del rango estudentizado 4.48607
Diferencia significativa minima 20.342

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRAT
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174639 5 Bag+Tr
174.345 5 control

163.114 5 Fose dil

>>>>>>>

0000000

157.220 5 Bagazo

151.304 5 Mefe_d2

WWWWwWwWwW

147.032 5 Mefe_d1

140.651 5 Fose_d2

Analisis de varianza para fosfatasas alcalinas, en suelos tratados con

fungicidas y bagazo de cafa 8 dias después de establecido el experimento en
condiciones de laboratorio

Procedimiento GLM
Informacién del nivel de clase
Clase Niveles Valores

TRAT 7 Bag+Tr Bagazo Fose_d1 Fose_d2 Mefe_d1 Mefe_d2 control

Numero de observaciones 35

Procedimiento GLM

Variable dependiente: ACTIVIDAD FOSFATASA ALCALINA

Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 6 2008.624987 334.770831 21.01 <.0001
Error 28  446.070494 15.931089

Total correcto 34 2454.695481

R-cuadrado  Coef Var Raiz MSE Falc Media
0.818279  13.28905 3.991377 30.03509
Cuadrado de
Fuente DF Tipo | SS lamedia F-Valor Pr>F

TRAT 6 2008.624987  334.770831 21.01 <.0001
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Cuadrado de
Fuente DF Tipo lll SS la media F-Valor Pr>F

TRAT 6 2008.624987 334.770831 21.01 <.0001

Diferencias de Medias segun Tukey para Actividad fosfatasa alcalina en suelos
tratados con fungicidas y bagazo de cafia 8 dias después de la aplicacién de los
productos en condiciones de laboratorio

Procedimiento GLM
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Falc
NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene

un
indice de error de tipo Il mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 28

Error de cuadrado medio 15.93109
Valor critico del rango estudentizado 4.48607
Diferencia significativa minima 8.0076

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRAT

A 42,276 5 Bagazo

A
B A 37326 5 Bag+Tr
B
B C 32849 5 Fose d2
C
D C 29.255 5 Fose di
D C
D C 26.584 5 control
D
D E 23.647 5 Mefe_dil
E
E 18.310 5 Mefe_d2
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Andlisis de varianza para deshidrogenasas, en suelos tratados con fungicidas y
bagazo de cafia 8 dias después de establecido el experimento en condiciones
de laboratorio

Procedimiento GLM
Informacién del nivel de clase
Clase Niveles Valores

TRAT 7 Bag+Tr Bagazo Fose_d1 Fose_d2 Mefe_d1 Mefe_d2 control

Numero de observaciones 35

Procedimiento GLM
Informacién del nivel de clase
Clase Niveles Valores

TRAT 7 Bag+Tr Bagazo Fose_d1 Fose_d2 Mefe_d1 Mefe_d2 control

Numero de observaciones 35
Variable dependiente: ACTIVIDAD DESHIDROGENASA

Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 6 7335.493597 1222.582266 133.42 <.0001
Error 28  256.575009 9.163393

Total correcto 34 7592.068606

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Desh Media
0.966205 12.13768 3.027110 24.93977

Cuadrado de

Fuente DF Tipo | SS lamedia F-Valor Pr>F
TRAT 6 7335.493597 1222.582266 133.42 <.0001
Cuadrado de

Fuente DF Tipolll SS lamedia F-Valor Pr>F
TRAT 6 7335.493597 1222.582266 133.42 <.0001
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Diferencias de Medias segun Tukey para Actividad deshidrogenasa en suelos tratados
con fungicidas y bagazo de cafia 8 dias después de la aplicacion de los productos en
condiciones de laboratorio

Procedimiento GLM
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Desh

NOTA: Este test controla el indice de error experimental de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo Il mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 28

Error de cuadrado medio 9.163393
Valor critico del rango estudentizado 4.48607
Diferencia significativa minima 6.0731

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRAT

A 48.466 5 Bag+Tr
A
A 43.049 5 Bagazo

B 29.620 5 control

C 16.029 5 Fose d2
((3: 15.099 5 Fose d1
g 13.112 5 Mefe_d1

vAvEwRwAW)

9.203 5 Mefe d2
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Andlisis de correlacion de Pearson para fosfatasas 4&cida, alcalinas y
deshidrogenasas, en suelos tratados con fungicidas y bagazo de cafia 15 dias
después de establecido el experimento en condiciones de laboratorio

Procedimiento CORR

3 Variables: Fac Falc Desh
Estadisticos simples
Desviacion
Variable N Media tipica Suma Minimo Maximo
Fac 35 158.32946  15.39597 5542 133.84900 194.63200
Falc 35 30.03509 8.49688 1051  17.00200 46.45600
Desh 35 24.93977 14.94310 872.89200 7.79200 53.37500

Coeficientes de correlaciéon Pearson, N = 35
Prob > |r| suponiendo HO: Rho=0

Fac

Falc

Desh

Fac

1.00000

0.26015

0.1312

0.49542
0.0025

Falc Desh
0.26015 0.49542
0.1312 0.0025
1.00000 0.73560

<.0001
0.73560 1.00000
<.0001
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Andlisis de varianza para fosfatasas acidas, en suelos tratados con fungicidas y
bagazo de cafia 15 dias después de establecido el experimento en condiciones
de laboratorio

Procedimiento GLM
Informacién del nivel de clase
Clase Niveles Valores

TRAT 7 Bag+Tr Bagazo Fose_d1 Fose_d2 Mefe_d1 Mefe_d2 control

Numero de observaciones 35

Variable dependiente: FOSFATASA ACIDA

Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 6 5180.652577 863.442096 8.40 <.0001
Error 28 2878.572304 102.806154

Total correcto 34 8059.224881

R-cuadrado  Coef Var Raiz MSE Fac Media
0.642823 6.403949 10.13934  158.3295
Cuadrado de
Fuente DF Tipo | SS lamedia F-Valor Pr>F
TRAT 6 5180.652577 863.442096 8.40 <.0001
Cuadrado de
Fuente DF Tipo lll SS lamedia F-Valor Pr>F

TRAT 6 5180.652577  863.442096 8.40 <.0001
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Diferencias de Medias segun Tukey para actividad fosfatasas acida en suelos tratados
con fungicidas y bagazo de cafia 15 dias después de la aplicacion de los productos en
condiciones de laboratorio

Procedimiento GLM
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Fac
NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene

un indice de error de tipo Il mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 28

Error de cuadrado medio 102.8062
Valor critico del rango estudentizado 4.48607
Diferencia significativa minima 20.342

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRAT
174639 5 Bag+Tr
174.345 5 control

163.114 5 Fose d1

>>>>>>>

157.220 5 Bagazo

151.304 5 Mefe_d2

WWWWWwWwW

C
c
c
c
C  147.032 5 Mefe dl
c

c

140.651 5 Fose d2

Andlisis de varianza para fosfatasas alcalinas en suelos tratados con fungicidas
y bagazo de cafia 15 dias después de establecido el experimento en
condiciones de laboratorio

Procedimiento GLM
Informacioén del nivel de clase
Clase Niveles Valores

TRAT 7 Bag+Tr Bagazo Fose_d1 Fose_d2 Mefe_d1 Mefe_d2 control
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Numero de observaciones 35

Variable dependiente: FOSFATASA ALCALINA

Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 6 2008.624987  334.770831 21.01 <.0001
Error 28  446.070494 15.931089

Total correcto 34 2454.695481

R-cuadrado  Coef Var Raiz MSE Falc Media
0.818279  13.28905 3.991377  30.03509
Cuadrado de
Fuente DF Tipo | SS la media F-Valor Pr>F

TRAT 6 2008.624987 334.770831 21.01 <.0001

Cuadrado de
Fuente DF Tipo lll SS la media F-Valor Pr>F

TRAT 6 2008.624987 334.770831 21.01 <.0001

Diferencias de Medias segun Tukey para actividad fosfatasas alcalina en suelos
tratados con fungicidas y enmiendas organicas 15 dias después de la aplicacion de los
productos en condiciones de laboratorio

Procedimiento GLM
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Falc

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene
un
indice de error de tipo Il mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 28

Error de cuadrado medio 15.93109
Valor critico del rango estudentizado 4.48607
Diferencia significativa minima 8.0076

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Tukey Agrupamiento Media N TRAT

A 42.276 5 Bagazo

A
B A 37326 5 Bag+Tr
B
B C 32.849 5 Fose d2
C
D C 29.255 5 Fose d1
D C
D C 26.584 5 control
D
D E 23.647 5 Mefe dil
E

E 18310 5 Mefe d2

Andlisis de varianza para deshidrogenasas en suelos tratados con fungicidas y
bagazo de cafa 15 dias después de establecido el experimento en condiciones
de laboratorio

Procedimiento GLM
Informacioén del nivel de clase

Clase Niveles Valores

TRAT 7 Bag+Tr Bagazo Fose_d1 Fose_d2 Mefe_d1 Mefe_d2 control

Numero de observaciones 35

Variable dependiente: ACTIVIDAD DESHIDROGENASA

Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 6 7335.493597 1222582266 133.42 <.0001
Error 28  256.575009 9.163393

Total correcto 34 7592.068606

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Desh Media

0.966205 12.13768  3.027110  24.93977

Cuadrado de
Fuente DF Tipo | SS lamedia F-Valor Pr>F
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TRAT 6 7335.493597 1222.582266 133.42 <.0001

Cuadrado de
Fuente DF Tipolll SS lamedia F-Valor Pr>F

TRAT 6 7335.493597 1222.582266 133.42 <.0001

Diferencias de Medias segun Tukey para actividad deshidrogenasas en suelos
tratados con fungicidas y bagazo de cafia 15 dias después de la aplicacién de los
productos en condiciones de laboratorio

Procedimiento GLM
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Desh
NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene

un
indice de error de tipo Il mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 28

Error de cuadrado medio 9.163393
Valor critico del rango estudentizado 4.48607
Diferencia significativa minima 6.0731

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRAT
A 48.466 5 Bag+Tr
2 43.049 5 Bagazo
B 29.620 5 control
C 16.029 5 Fose d2

C 15.099 5 Fose d1

ON@)

13.112 5 Mefe_d1

VAVAwAvAw/

9.203 5 Mefe d2
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Andlisis de correlacion de Pearson para fosfatasas 4&cida, alcalinas y
deshidrogenasas, en suelos tratados con fungicidas y bagazo de cafia 45 dias
después de establecido el experimento en condiciones de laboratorio

Procedimiento CORR

3 Variables: Fac Falc Desh

Estadisticos simples

Desviacion
Variable N Media tipica Suma Minimo Méaximo
Fac 35 162.18691  32.21337 5677 103.19700 246.29800
Falc 35 29.02386 10.44076 1016  14.29300 47.22200
Desh 35 24.03743 14.22489 841.31000 7.30100  48.49300

Coeficientes de correlaciéon Pearson, N = 35
Prob > |r| suponiendo HO: Rho=0

Fac Falc Desh

Fac 1.00000 0.38776 0.83631
0.0214 <.0001

Falc 0.38776 1.00000 0.50417
0.0214 0.0020

Desh 0.83631 0.50417 1.00000
<.0001 0.0020

Andlisis de varianza para fosfatasas acidas, en suelos tratados con fungicidas y

bagazo de cafa 45 dias después de establecido el experimento en condiciones
de laboratorio

Procedimiento GLM
Informacioén del nivel de clase

Clase Niveles Valores

TRAT 7 Bag+Tr Bagazo Fose_d1 Fose_d2 Mefe_d1 Mefe_d2 control

Numero de observaciones 35

Procedimiento GLM
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Variable dependiente: ACTIVIDAD FOSFATASA ACIDA

Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 6 30460.81819 5076.80303 29.49 <.0001
Error 28  4821.02337 172.17941

Total correcto 34 35281.84156

R-cuadrado  Coef Var Raiz MSE Fac Media
0.863357 8.090489 13.12172 162.1869
Cuadrado de
Fuente DF Tipo | SS lamedia F-Valor Pr>F
TRAT 6 30460.81819 5076.80303 29.49 <.0001
Cuadrado de
Fuente DF Tipo lll SS lamedia F-Valor Pr>F

TRAT 6 30460.81819 5076.80303 29.49 <.0001

Diferencias de Medias segun Tukey para actividad fosfatasa acida en suelos tratados
con fungicidas y bagazo de cafa 45 dias después de la aplicacién de los productos en
condiciones de laboratorio

Procedimiento GLM
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Fac
NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene

un
indice de error de tipo Il mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 28

Error de cuadrado medio 172.1794
Valor critico del rango estudentizado 4.48607
Diferencia significativa minima 26.325

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRAT
A 220.617 5 Bag+Tr

B 183.604 5 Bagazo
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B 159.410 5 control
154.449 5 Fose dl

154,432 5 Fose d2

O000000

O0Qg

141.293 5 Mefe_d1

121.504 5 Mefe_d2

Analisis de varianza para fosfatasas alcalina, en suelos tratados con fungicidas
y bagazo de cafia 45 dias después de establecido el experimento en
condiciones de laboratorio

Procedimiento GLM
Informacién del nivel de clase
Clase Niveles Valores

TRAT 7 Bag+Tr Bagazo Fose_d1 Fose_d2 Mefe_d1 Mefe_d2 control

Numero de observaciones 35

Procedimiento GLM

Variable dependiente: FOSFATASA ALCALINA

Suma de Cuadrado de

Fuente DF cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 6 3439.160091 573.193349 60.07 <.0001
Error 28  267.164707 9.541597

Total correcto 34 3706.324798

R-cuadrado  Coef Var Raiz MSE Falc Media
0.927917 10.64279 3.088948 29.02386
Cuadrado de
Fuente DF Tipo | SS lamedia F-Valor Pr>F

TRAT 6 3439.160091 573.193349 60.07 <.0001

Cuadrado de
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Fuente DF Tipo lll SS lamedia F-Valor Pr>F

TRAT 6 3439.160091 573.193349 60.07 <.0001

Diferencias de Medias segun Tukey para actividad fosfatasa alcalina en suelos
tratados con fungicidas y bagazo de cafia 45 dias después de la aplicacién de los
productos en condiciones de laboratorio

Procedimiento GLM
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Falc
NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene

un
indice de error de tipo Il mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 28

Error de cuadrado medio 9.541597
Valor critico del rango estudentizado 4.48607
Diferencia significativa minima 6.1972

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRAT
A 43.367 5 Bag+Tr

A 42.076 5 Fose _dl

B 32.026 5 Mefe_d2
E 28.443 5 Bagazo
C 20.210 5 Mefe d1
g 19.957 5 control
g 17.087 5 Fose d2
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Analisis de varianza para actividad deshidrogenasa, en suelos tratados con
fungicidas y bagazo de cafa 45 dias después de establecido el experimento en
condiciones de laboratorio

Procedimiento GLM
Informacién del nivel de clase
Clase Niveles Valores

TRAT 7 Bag+Tr Bagazo Fose_d1 Fose_d2 Mefe_d1 Mefe_d2 control

Numero de observaciones 35

Procedimiento GLM
Variable dependiente: ACTIVIDAD DESHIDROGENASA

Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 6 6745.283095 1124.213849 233.99 <.0001
Error 28  134.529836 4.804637

Total correcto 34 6879.812931

R-cuadrado  Coef Var Raiz MSE Desh Media
0.980446  9.118896  2.191948 24.03743
Cuadrado de
Fuente DF Tipo |1 SS lamedia F-Valor Pr>F
TRAT 6 6745.283095 1124.213849 233.99 <.0001
Cuadrado de
Fuente DF Tipo lll SS lamedia F-Valor Pr>F

TRAT 6 6745.283095 1124.213849 233.99 <.0001
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Diferencias de Medias segun Tukey para actividad deshidrogenasa en suelos tratados
con fungicidas y bagazo de cafia 45 dias después de la aplicacion de los productos en
condiciones de laboratorio

Procedimiento GLM
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Desh
NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene

un indice de error de tipo Il mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 28

Error de cuadrado medio 4.804637
Valor critico del rango estudentizado 4.48607
Diferencia significativa minima 4.3976

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRAT
A 44521 5 Bagazo
A 43.865 5 Bag+Tr
B 24576 5 Fose dil
B 21988 5 control
15,520 5 Fose d2

9.533 5 Mefe d2

0o O

8.260 5 Mefe dil
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Andlisis de correlacion de Pearson para fosfatasas 4&cida, alcalinas y
deshidrogenasas, en suelos tratados con fungicidas y bagazo de cafia 90 dias
después de establecido el experimento en condiciones de laboratorio

Procedimiento CORR

3 Variables: Fac Falc Desh

Estadisticos simples

Desviacion
Variable N Media tipica Suma Minimo Méaximo
Fac 35 179.91223  40.03602 6297 121.85500 244.59500
Falc 35 42.68483 17.66311 1494  10.53500 75.52100
Desh 35 25.09829 9.69665 878.44000 8.35800  46.55300

Coeficientes de correlaciéon Pearson, N = 35
Prob > |r| suponiendo HO: Rho=0

Fac Falc Desh

Fac 1.00000 0.67147 0.77118
<.0001 <.0001

Falc 0.67147 1.00000 0.32149
<.0001 0.0597

Desh 0.77118 0.32149 1.00000
<.0001 0.0597

Andlisis de varianza para fosfatasas acidas, en suelos tratados con fungicidas y

bagazo de cafa 90 dias después de establecido el experimento en condiciones
de laboratorio

Procedimiento GLM
Informacioén del nivel de clase

Clase Niveles Valores

TRAT 7 Bag+Tr Bagazo Fose_d1 Fose_d2 Mefe_d1 Mefe_d2 control

Numero de observaciones 35

Procedimiento GLM

Variable dependiente: FOSFATASA ACIDA
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Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 6 52195.36509  8699.22752 105.78 <.0001
Error 28  2302.64260 82.23724

Total correcto 34 54498.00769

R-cuadrado  Coef Var Raiz MSE Fac Media
0.957748 5.040499 9.068475 179.9122
Cuadrado de
Fuente DF Tipo | SS lamedia F-Valor Pr>F
TRAT 6 52195.36509 8699.22752 105.78 <.0001
Cuadrado de
Fuente DF Tipo lll SS lamedia F-Valor Pr>F

TRAT 6 52195.36509 8699.22752 105.78 <.0001

Diferencias de Medias segun Tukey para actividad fosfatasa acida en suelos tratados
con fungicidas y bagazo de cafia 90 dias después de la aplicacion de los productos en
condiciones de laboratorio

Procedimiento GLM
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Fac
NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene

un
indice de error de tipo Il mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 28

Error de cuadrado medio 82.23724
Valor critico del rango estudentizado 4.48607
Diferencia significativa minima 18.193

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRAT
A 235.284 5 Bagazo
A 226.256 5 Bag+Tr

B 205.616 5 Fose d1
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C 158.904 5 control

C
C 153.752 5 Mefe_d1
C
C 150.245 5 Fose_d2
D 129.328 5 Mefe_d2

Analisis de varianza para fosfatasas alcalinas, en suelos tratados con
fungicidas y bagazo de cafa 90 dias después de establecido el experimento en
condiciones de laboratorio

Procedimiento GLM
Informacién del nivel de clase

Clase Niveles Valores

TRAT 7 Bag+Tr Bagazo Fose_d1 Fose_d2 Mefe_d1 Mefe_d2 control

Numero de observaciones 35

Procedimiento GLM
Variable dependiente: FOSFATASA ALCALINA

Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 6 10213.79979 1702.29997 121.07 <.0001
Error 28  393.70308 14.06082

Total correcto 34 10607.50287

R-cuadrado  Coef Var Raiz MSE Falc Media
0.962884  8.784799  3.749777 42.68483
Cuadrado de
Fuente DF Tipo | SS lamedia F-Valor Pr>F
TRAT 6 10213.79979  1702.29997 121.07 <.0001
Cuadrado de
Fuente DF Tipolll SS lamedia F-Valor Pr>F

TRAT 6 10213.79979  1702.29997 121.07 <.0001
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Diferencias de Medias segun Tukey para actividad fosfatasa alcalina en suelos
tratados con fungicidas y bagazo de cafia 90 dias después de la aplicacién de los
productos en condiciones de laboratorio

Procedimiento GLM
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Falc
NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene

un
indice de error de tipo Il mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 28

Error de cuadrado medio 14.06082
Valor critico del rango estudentizado 4.48607
Diferencia significativa minima 7.5229

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRAT
A 69.840 5 Fose d1
B 55.924 5 Bagazo
E 49.669 5 Bag+Tr
C 37856 5 Mefe d2
37.233 5 control

37.178 5 Mefe_d1

g 0000

11.095 5 Fose d2
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Analisis de varianza para actividad deshidrogenasa, en suelos tratados con
fungicidas y bagazo de cafa 90 dias después de establecido el experimento en
condiciones de laboratorio

Procedimiento GLM
Informacién del nivel de clase
Clase Niveles Valores

TRAT 7 Bag+Tr Bagazo Fose_d1 Fose_d2 Mefe_d1 Mefe_d2 control

Numero de observaciones 35

Procedimiento GLM

Variable dependiente: ACTIVIDAD DESHIDROGENASA

Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 6 3043.278280 507.213047 92.48 <.0001
Error 28  153.570297 5.484653

Total correcto 34 3196.848577

R-cuadrado  Coef Var Raiz MSE Desh Media
0.951962  9.331050 2.341934  25.09829
Cuadrado de
Fuente DF Tipo | SS lamedia F-Valor Pr>F
TRAT 6 3043.278280 507.213047 92.48 <.0001
Cuadrado de
Fuente DF Tipo lll SS lamedia F-Valor Pr>F

TRAT 6 3043.278280 507.213047 92.48 <.0001
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Diferencias de Medias segun Tukey para actividad fosfatasa alcalina en suelos
tratados con fungicidas y bagazo de cafia 90 dias después de la aplicacién de los
productos en condiciones de laboratorio

Procedimiento GLM
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Desh
NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene

un indice de error de tipo Il mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 28

Error de cuadrado medio 5.484653
Valor critico del rango estudentizado 4.48607
Diferencia significativa minima 4.6985

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRAT

A 40475 5 Bag+Tr

B 31.323 5 Bagazo
C S 29.359 5 control
g D 25390 5 Fose di
E Ig) 21965 5 Fose d2
E 18.083 5 Mefe _di

F 9.092 5 Mefe d2
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ANEXO 3. Analisis de varianza para Fosfatasa Acida, Alcalina vy
deshidrogenasa, en suelos tratados con fungicidas y bagazo de cafa.
Experimento en condiciones de campo

Andlisis de correlacion de Pearson para fosfatasas (acida y alcalina) y
deshidrogenasa en suelos tratados con fungicidas y bagazo de cafa, en
condiciones experimentales de campo.

Procedimiento CORR

3 Variables: Fac Falc Desh

Estadisticos simples

Desviacion
Variable N Media tipica Suma Minimo Méaximo
Fac 28 25291236  30.69161 7082 194.90100 308.58400
Falc 28 117.70032  25.89762 3296  76.43600 175.98900
Desh 28 145.07921 52.01331 4062  40.58800 223.60000

Coeficientes de correlaciéon Pearson, N = 28
Prob > |r| suponiendo HO: Rho=0

Fac Falc Desh

Fac 1.00000 0.22278 0.81938
0.2545 <.0001

Falc 0.22278 1.00000 0.19043
0.2545 0.3317

Desh 0.81938 0.19043 1.00000
<.0001 0.3317
EXPERIMENTO BLOQUES COMPLETAMENTE AL AZAR

ANAVA para fosfatasa acida fosfatasa alcalina y deshidrogensa en suelo
lectura a los 15 dias despues de aplicados los tratamientos
14:16 Friday, April 23, 2013
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Analisis de varianza y diferencia de medias para fosfatasa acida 15 dias
después de la aplicaciéon de fungicidas y bagazo de cafia, en condiciones de
campo.

Procedimiento GLM

Informacién del nivel de clase

Clase Niveles Valores
TRAT 7 Bag+Tr Bagazo Fose_d1 Fose_d2 Mefe_d1 Mefe_d2 control
BLOQUE 4 1234

Numero de observaciones 29

Procedimiento GLM
Variable dependiente: Fac

Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 9 23554.12939 2617.12549  25.07 <.0001
Error 18  1879.19223 104.39957

Total correcto 27 25433.32161

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Fac Media

0.926113  4.039981  10.21761  252.9124

Cuadrado de

Fuente DF Tipo | SS lamedia F-Valor Pr>F
BLOQUE 3 1728.17861 576.05954 5.52 0.0072
TRAT 6 21825.95078 3637.65846 34.84 <.0001

Cuadrado de

Fuente DF Tipo lll SS lamedia F-Valor Pr>F
BLOQUE 3 1728.17861 576.05954 5.52 0.0072
TRAT 6 21825.95078 3637.65846 34.84 <.0001

Procedimiento GLM
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Fac
NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene

un
indice de error de tipo Il mas elevado que REGWQ.
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Alfa 0.05

Error de grados de libertad 18

Error de cuadrado medio 104.3996
Valor critico del rango estudentizado 4.67313
Diferencia significativa minima 23.874

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRAT

A 293.998 4 Bag+Tr
B AA\\ 280.283 4 Bagazo
g C 262.036 4 control

g 254923 4 Fose_di
D ((:: 246918 4 Fose _d2
B E 225812 4 Mefe _d2

E 206.418 4 Mefe d1

Andlisis de varianza vy diferencia de medias para fosfatasa alcalina 15 dias

después de la aplicacion de fungicidas y bagazo de cafia, en condiciones de
campo.

Procedimiento GLM
Variable dependiente: Falc

Suma de Cuadrado de

Fuente DF cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 9 16660.57391 1851.17488 23.01 <.0001
Error 18 1447.97301 80.44294

Total correcto 27 18108.54692

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Falc Media

0.920039  7.620199 8.968999  117.7003

Cuadrado de

Fuente DF Tipo | SS lamedia F-Valor Pr>F
BLOQUE 3 556.23212 185.41071 2.30 0.1113
TRAT 6 16104.34179 2684.05696  33.37 <.0001
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Cuadrado de

Fuente DF Tipolll SS lamedia F-Valor Pr>F
BLOQUE 3 556.23212 185.41071 2.30 0.1113
TRAT 6 16104.34179  2684.05696  33.37 <.0001

EXPERIMENTO BLOQUES COMPLETAMENTE

Procedimiento GLM

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Falc

AL

AZAR

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene

un
indice de error de tipo Il mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 18

Error de cuadrado medio 80.44294
Valor critico del rango estudentizado 4.67313
Diferencia significativa minima 20.957

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRAT

A 161.963 4 Bag+Tr

B 134.474 4 Mefe_d1
B
CcB 123.647 4 Fose d1
C
C D 111.820 4 Bagazo
C D
C D 110.746 4 Mefe_d2
D
E D 100.660 4 Fose d2
E
E 80.594 4 control
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Analisis de varianza Yy diferencia de medias para actividad deshidrogenasa 15
dias después de la aplicacion de fungicidas y bagazo de cafia, en condiciones
de campo.

Procedimiento GLM

Informacién del nivel de clase

Clase Niveles Valores
TRAT 7 Bag+Tr Bagazo Fose_d1 Fose_d2 Mefe_d1 Mefe_d2 control
BLOQUE 4 1234

Numero de observaciones 29

NOTA: Due to missing values, only 28 observations can be used in this analysis.
EXPERIMENTO BLOQUES COMPLETAMENTE AL AZAR

3
ANAVA para fosfatasa acida fosfatasa alcalina y deshidrogensa en suelo
lectura a los 15 dias despues de aplicados los tratamientos
14:16 Friday, April 23, 2013
Procedimiento GLM
Variable dependiente: Fac

Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 9 23554.12939 2617.12549  25.07 <.0001
Error 18  1879.19223 104.39957

Total correcto 27 25433.32161

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Fac Media

0.926113  4.039981  10.21761  252.9124

Cuadrado de

Fuente DF Tipo | SS lamedia F-Valor Pr>F
BLOQUE 3 1728.17861 576.05954 5.52 0.0072
TRAT 6 21825.95078 3637.65846 34.84 <.0001

Cuadrado de

Fuente DF Tipolll SS lamedia F-Valor Pr>F
BLOQUE 3 1728.17861 576.05954 5.52 0.0072
TRAT 6 21825.95078 3637.65846  34.84 <.0001
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EXPERIMENTO BLOQUES COMPLETAMENTE AL AZAR
ANAVA para fosfatasa acida fosfatasa alcalina y deshidrogensa en suelo
lectura a los 15 dias despues de aplicados los tratamientos
14:16 Friday, April 23, 2013
Procedimiento GLM
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Fac
NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene

un
indice de error de tipo Il mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 18

Error de cuadrado medio 104.3996
Valor critico del rango estudentizado 4.67313
Diferencia significativa minima 23.874

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRAT

A 293.998 4 Bag+Tr

B AA 280.283 4 Bagazo
E C 262.036 4 control
g 254923 4 Fose_dil
D CC 246.918 4 Fose d2
B EE 225.812 4 Mefe_d2

E 206418 4 Mefe dl
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Andlisis de varianza y diferencia de medias para actividad fosfatasa acida 360
dias después de la aplicacion de fungicidas y bagazo de cafia, en condiciones

de campo.

Procedimiento GLM

Informacién del nivel de clase

Clase Niveles Valores
TRAT 7 Bag+Tr Bagazo Fose_d1 Fose_d2 Mefe_d1 Mefe_d2 control
BLOQUE 4 1234

Numero de observaciones 28
EXPERIMENTO BLOQUES COMPLETAMENTE AL

ANAVA para fosfatasa acida fosfatasa alcalina y deshidrogensa en suelo
lectura a los 360 dias despues de aplicados los tratamientos
14:30 Friday, April 23, 2013
Procedimiento GLM

Variable dependiente: Fac

Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 9 101834.5055 11314.9451 29.11 <.0001
Error 18  6996.5865 388.6993

Total correcto 27 108831.0920

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Fac Media

0.935712  8.878027  19.71546  222.0703

Cuadrado de

Fuente DF Tipo | SS lamedia F-Valor Pr>F
BLOQUE 3 846.0185 282.0062 0.73 0.5499
TRAT 6 100988.4870 16831.4145 43.30 <.0001

Cuadrado de

Fuente DF Tipolll SS lamedia F-Valor Pr>F
BLOQUE 3 846.0185 282.0062 0.73 0.5499
TRAT 6 100988.4870 16831.4145 43.30 <.0001

EXPERIMENTO BLOQUES COMPLETAMENTE AL

ANAVA para fosfatasa acida fosfatasa alcalina y deshidrogensa en suelo
lectura a los 360 dias despues de aplicados los tratamientos
14:30 Friday, April 23, 2013

AZAR

AZAR
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Procedimiento GLM
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Fac
NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene

un
indice de error de tipo Il mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 18

Error de cuadrado medio 388.6993
Valor critico del rango estudentizado 4.67313
Diferencia significativa minima 46.066

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRAT

A 30975 4 Bag+Tr

B AA 27550 4 Bagazo
g 251.49 4 Mefe _di1
E 24465 4 control
C 180.16 4 Fose d2
g 15491 4 Mefe_d2
g 138.03 4 Fose d1
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Andlisis de varianza vy diferencia de medias para actividad fosfatasa alcalina
360 dias después de la aplicacion de fungicidas y bagazo de cafa, en
condiciones de campo.

Procedimiento GLM
Variable dependiente: Falc

Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 9 6451.706640 716.856293 13.71 <.0001
Error 18 941.236434 52.290913

Total correcto 27 7392.943074

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Falc Media

0.872684  9.577437  7.231246  75.50293

Cuadrado de

Fuente DF Tipo | SS lamedia F-Valor Pr>F
BLOQUE 3 290.129626 96.709875 1.85 0.1744
TRAT 6 6161.577014 1026.929502 19.64 <.0001

Cuadrado de

Fuente DF Tipo lll SS lamedia F-Valor Pr>F
BLOQUE 3 290.129626 96.709875 1.85 0.1744
TRAT 6 6161577014 1026.929502 19.64 <.0001

EXPERIMENTO BLOQUES COMPLETAMENTE AL AZAR

ANAVA para fosfatasa acida fosfatasa alcalina y deshidrogensa en suelo
lectura a los 360 dias despues de aplicados los tratamientos
14:30 Friday, April 23, 2013

Procedimiento GLM
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Falc

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene
un
indice de error de tipo Il mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 18

Error de cuadrado medio 52.29091
Valor critico del rango estudentizado 4.67313
Diferencia significativa minima 16.896
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Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRAT
A 102.685 4 Bagazo

84.060 4 Fose d1

79.676 4 Mefe_d2

76.348 4 Bag+Tr

wUJUJUJUJUJUJ

72.090 4 Mefe_d1

57632 4 Fose_d2

O0O000

56.031 4 control

Andlisis de varianza y diferencia de medias para actividad deshidrogenasa 360
dias después de la aplicacion de fungicidas y bagazo de cafa, en condiciones
de campo.

Procedimiento GLM
Variable dependiente: Desh

Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 9 29791.47530 3310.16392 33.73 <.0001
Error 18 1766.67847 98.14880

Total correcto 27 31558.15377

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Desh Media

0.944018  12.55313 9.907008  78.92061

Cuadrado de

Fuente DF Tipo | SS lamedia F-Valor Pr>F
BLOQUE 3 152.29824 50.76608 0.52 0.6757
TRAT 6 29639.17707 4939.86284 50.33 <.0001

Cuadrado de

Fuente DF Tipolll SS lamedia F-Valor Pr>F
BLOQUE 3 152.29824 50.76608 0.52 0.6757
TRAT 6 29639.17707  4939.86284 50.33 <.0001

EXPERIMENTO BLOQUES COMPLETAMENTE AL AZAR
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10
ANAVA para fosfatasa acida fosfatasa alcalina y deshidrogensa en suelo
lectura a los 360 dias despues de aplicados los tratamientos
14:30 Friday, April 23, 2013

Procedimiento GLM
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Desh
NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene

un
indice de error de tipo Il mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 18

Error de cuadrado medio 98.1488
Valor critico del rango estudentizado 4.67313
Diferencia significativa minima 23.148

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N TRAT
A 136.611 4 Bag+Tr
B 108.083 4 Bagazo

B 92.790 4 control
72840 4 Fose _d2
49.479 4 Mefe d2

48506 4 Mefe d1

VAvAvRwAw/

44136 4 Fose_dl
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