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Métodos para estudios ecolégicos en sistemas agroforestales

Prefacio

En la investigacion agroforestal el estudio de raices cada dia esta recibiendo mas atencion. La
importancia de las raices para la competencia por nutrientes y agua en el suelo en sistemas mixtas,
de la dinamica de produccién y descomposicion de raices para el ciclaje de nutrientes y carbono, la
adaptacion de especies a condiciones marginales para la recuperaciéon de suelos degradados son
unos de los temas, que se esta estudiando con mas interés. La enorme cantidad de tiempo, que hay
que invertir en la investigacion de ralces, la paciencia requerida, el amor para el detalle, fueron unas
de las razones principales, porque en el pasado los cientificos agroforestales mostraron poco interés
en este tema. Todavia la ciencia agroforestal era joven y habla mucho por explorar “sobre la tierra”,
mientras que la investigacion agricola ya habfa reconocido la importancia de explorar lo que
realmente esta pasando en el suelo. Fue en aquel tiempo, que Wolfgang Bshm publicé su libro
“Methods for Studying Root Systems (Springer Verlag, Berlin, 1979), que representa una de las
recopilaciones mas completas sobre la temética hasta hoy dia.

El muestreo de raices, que talvez es la parte mas pesada en la investigacion de raices, todavia
requiere sobre todo de métodos destructivos, es decir, de la excavacién de raices o del muestreo de
cilindros de suelo; esto porque métodos indirectos, que se estan desarrollando en los Ultimos afios,
como el uso de fotocameras de video, radar, desarrollo de modelos tridimensionales, tienen sus
limitaciones tanto practicas como econémicas. El tratamiento de las muestras para obtener la
muestra final de ralices requiere de mucha atenciéon y de mucho cuidado. Desde el muestreo de 1 L
de suelo mezclado con raices finas hasta la medicion de diferentes variables de las raices en la
muestra pueden pasar varias horas. Con el avance de la alta tecnologia, hoy dia contamos con
sistemas de analisis de imagenes de raices bastante completos con una serie de opciones que nos
cuestan un “clic” en la computadora, donde antes los investigadores, o no podian obtener los datos
o tenian que invertir otras horas para contar y medir las raices. Son programas como el
WinRhizoPro® que se utiliza en el Laboratorio de Estudios Ecolégicos de Ralces de CATIE que ha
facilitado este trabajo de muchos investigadores. Este programa, ademas de apoyar el estudio de
raices también se puede aplicar para medir el\area foliar hasta medir 4&reas de manchas causadas
por enfermedades en hojas.

Este documento se estd desarrollando a través del curso “Metodologias en la Investigacion
Agroforestal” de la Escuela de Postgraduados de CATIE, presentando las metodologias de estudio
de raices con las cuales se esta generando experiencias en esta institucion. Con este documento se
entrega ahora la versién 2.0, que es una ampliacién del documento anterior hacia estudios de raices
finas y gruesas. Gracias a las experiencias y la colaboracion de los estudiantes de doctorado, que
trabajan en la investigacion ecolégica de raices, el M.Sc. Patrick Chesney (CATIE), Michaela
Schaller (Universidad de Bayreuth, Alemania) y Rudolf van Kanten (CATIE), este documento se
puede entregar ahora en un formato y contenido mas avanzado de la versiéon anterior.

El grupo de autores agradece todos los comentarios constructivos e insumos adicionales para
seguir ampliando y mejorando este manual de consulta.

Con un saludo colegial,

Dra. Andrea Schiénvoigt Turrialba, Setiembre 2000
Laboratorio de Estudios Ecolégicos de Raices, ACSAF-CATIE

Centro Agronémico Tropical de Investigacion y Enseflanza - CATIE -Turrialba, Costa Rica
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6losario

Clases diamétricas de raices: raices muy finas (< 0.5 mm), raices finas (0.5-2.0 mm), raices
pequefias (2.0-5.0 mm), raices medias (5.0-10 mm), raices gruesas (10-20 mm), raices muy
gruesas (> 20 mm).

Densidad de raices: longitud o biomasa de raices por volumen definido (p.ej. mm x 100 mi' de
suelo).

Densldad relativa de raices: longitud o biomasa relativa al total por volumen definido de suelo

Distribuclén de raices: la presencia (no la orientacién) de raices en una posicién de gradiente (es
comun usar variables como biomasa, la longitud en funcién de profundidad, distancia del tronco y/o
posicién entre plantas).

Morfologia de raices: caracteristicas de superficie de un eje de raiz como 6rgano, incluyendo
caracteristicas de epidermis como pelo de raiz, didmetro de raiz, capa de raiz, senescencia cortical.
No incluye caracteristicas anatémicas.

Relacién taiio/raiz: usa la relacion alométrica; log peso de raiz x log peso total de la planta.

Raliz basal: rafz con origen de hipocé6tilo o mesocétilo (raices seminales mas que la raiz principal).
Raiz con origen del talio: una raiz de origen de tejido de brote.

Raiz iateral: una raiz de origen de otra ralz.

Ralz principal: radicula extendido o sus reemplazos (por ejemplo en maiz, la raiz seminal cual
reemplaza la radicula.

Centro Agronémico Tropical de Investigacién y Ensefanza - CATIE -Turrialba, Costa Rica



Métodos para estudios ecolégicos de raices en sistemas agroforestales 1

1 Aspectos generales de
estudios ecolégicos de raices

El objetivo de estudios ecolégicos de raices
es determinar la influencia de factores
ambientales sobre el desarrollo de sistemas
radiculares de plantas. Para este fin hay que
estudiar cuantas raices se encuentran en que
capa de suelo, en que momento. Esta
informacién es bésica para la ecologia de
raices. Para la interpretacion de lo
observado, se requiere ademas de
informacion sobre las condiciones
ambientales, que influyen sobre el desarrollo
de las raices (p.ej. agua y nutrientes del
suelo, manejo, clima). Estudios sobre la
fisiologia de las raices, que forma parte de la
rama de la fisiologia vegetal, pueden facilitar
la interpretacién de los resultados de estudios
ecologicos.

Los métodos para estudios ecoldgicos de
raices se pueden agrupar en dos clases: Los
métodos directos y los indirectos.

Métodos indirectos, estudian el
comportamiento de las raices indirectamente,
midiendo variables relativamente faciles de
detectar, como agua o sustancias
radioactivas. Ejemplo: para identificar la
profundidad del enraizamiento méaximo de las
raices, gradualmente se seca el suelo. Se
mide a qué profundidad se encuentra todavia
agua disponible para las plantas y al mismo
tiempo se controla la transpiracion de las
hojas. Si la planta a cierta profundidad deja
de transpirar, se asume que la profundidad
de agua disponible, a la cual la planta sigui6
transpirando, es igual al enraizamiento
méximo de las raices de esta especie.
Tomando en cuenta que en suelos profundos
arboles pueden alcanzar faciimente 6 m y
mas de profundidad, se entiende que este
método es mas facil que excavar las raices.

Métodos directos estudian las raices
directamente y se dividen en no-destructivos
y destructivos. Existen varios métodos
destructivos (p.ej. extraccion de muestras de
suelo-raiz de un sistema natural, excavacion
de un sistema radicular por completo) y non-
destructivos (p.ej. observacion de raices en
paredes de vidrio instalados en paredes de
suelo) para determinar la magnitud de los
parametros de raices mas importantes:
longitud, area de superficie, peso y volumen
(Bbhm, 1979). La seleccion del método de
muestreo depende del enfoque del estudio.
En sistemas agroforestales se aplican, por su
uso practico, frecuentemente métodos
destructivos para analizar la distribucion de
raices en la capa superficial (0-20 cm) hasta
profundidades mayores (hasta 100 cm). La
capa superficial del suelo contiene
generaimente mas de la mitad del volumen
total de las raices de las especies de uso
comuin en sistemas agroforestales como p.ej.
café (Coffea arabica), eucalipto (Eucalyptus
ssp.), laurel (Cordia alliodora), palmeras
(Bactris gasipaes) y gramineas (Brachiaria
ssp., Digitaria ssp).

En sistemas agroforestales, que
generalmente representan mezcias de
especies leflosas con especies agricolas o de
pastos, las raices de las diferentes especies
comparten en el mismo volumen de suelo de
debajo de un area definido. Por eso, el
muestreo por area es mas frecuente que el
muestreo por planta. Dependiendo de la
hipbtesis del estudio se determinan Ila
posicion, la profundidad y la frecuencia de
toma de muestras de raices. Algunos
objetivos de investigaciéon pueden ser:

(i) caracterizar los sistemas radiculares
en diferentes estratos del suelo (0 - 5,
0-10,5-10, 0 - 20, 20 - 40, 40 - 60
cm, etc.);

Centro Agronémico Tropical de Investigacién y Enseflanza - CATIE -Turrialba, Costa Rica



Métodos para estudios ecolégicos de raices en sistemas agroforestales 2

(i) determinar la relacién ralices finas
vivas comparado con muertas por
especie;

(i) caracterizar la competencia inter —
especifica;

(iv) estudiar las micorizas VAM;

(v) estudiar n6dulos de raices infestados
por rizébios;

(vi) estudiar la presencia de nematodos;

(vii) relacionar la presencia de raices en
diferentes medios de fertilizacion;

(vili)  estudiar la composicion de la materia
organica;

(ix) cuantificar la biomasa subterranea.

Este manual presenta métodos directos para
muestrear raices finas, gruesas Yy
estructurales en sistemas agroforestales, que
hasta la fecha se ha aplicado en la
investigacion del CATIE.

2 Muestreo de raices finas
con barreno

2.1  Introduccién

Entre los métodos destructivos, el muestreo
de raices finas con barreno tiene el minimo
de destruccién y puede resultar de ser el mas
econémico, si se pretende de evaluar un érea
relativamente grande (>1000 m?). Cuando se
usa el muestreo con el barreno (diametros del
cilindro intemo varian de 2-10 cm), se estudia
areas relativamente pequefias en cada punto
de muestreo. La calidad de informaciéon que
se obtiene de este método depende de la
distribucion de los puntos de muestreo y la
cantidad de puntos que se muestrea. A su
vez la interpretacibn de los resultados
depende de estos factores. Como todos los
métodos directos requiere de tiempo que se
puede distribuir entre varias personas, para
obtener los resultados relativamente rapido.
Ojo: entre mas personas participan en el
muestreo y el tratamiento de las muestras, se

aumenta la variabilidad de los resultados. Se
requiere de un buen entrenamiento de los
asistentes, para garantizar un estandar de
calidad.

Al inicio del estudio esta la formulacién de la
hipétesis y sigue la seleccion de Ila
metodologia mas apropiada para muestrear
las ralces. Ejemplos: Si se quiere determinar
la distribucién de raices en la capa superficial
de un sistema agroforestal se pueden aplicar
muestreos completamente al azar, si se trata
de un estudio de caracterizacién general o
muestreos sistematicos (malla), si se
pretende aplicar métodos geoestadisticos
(p.ej. kriging) para mapear y analizar la
variacién de la densidad de las raices en una
capa del suelo para un éarea definido (Anexo
1). Para estudios de competencia entre
diferentes especies frecuentemente se
aplican muestreos a lo largo de transectos,
donde se esperan mayor o menor cantidad
de raices. Estos pueden ser las distancias
mas cortas entre dos individuos o diagonales
entre hileras de cultivos y arboles. EI
muestreo de ralces finas en relacién con
arboles individuales se realiza
preferiblemente a través de puntos sobre
circulos concéntricos con el arbol en el
centro.

Para poder describir un sistema radicular de
un componente, puede ser necesario
muestrear hasta al fondo maximo del
enraizamiento total del suelo. En la mayor
parte de los estudios interesan mas las capas
superficiales donde se acumulan los
nutrientes y por ende las raices finas. Cuando
hay horizontes de suelo bien marcados, se
recomienda dividir las muestras por esos
limites de profundidades conocidas. Si se
trata de horizontes gruesas se puede tomar
muestras en incrementos, p.ej. en cada 10
cm de grosor. Sin embargo, hay casos,
cuando se prefiere tomar las muestras en
profundidades definidas independiente de los

Centro Agronémico Tropical de Investigacién y Ensefianza - CATIE -Turrialba, Costa Rica
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horizontes naturales del suelo. Si se incluye
la capa de martillo en el muestreo, esta
siempre deberia analizarse por separada.

Hay que destacar que no existe un método
perfecto para solucionar todas las preguntas
abiertas en un solo instante.

2.2 Muestreo con el barreno
“6oettingen”

2.2.1 Descripcién del barreno

Para el muestreo de raices se recomienda el
uso del barreno “Goettingen” o un barreno
similar (Figura 2.1). Este barreno tiene un
cilindro interior para recibir la muestra que
mide 8 cm de diametro y 25 cm de largo. 2
cm de largo de este cilindro corresponden
aproximadamente a 100 ml de volumen. Ojo:
Las partes atomilladas o sueltas estan
expuestos al desgaste en el muestreo y se
pueden reemplazar. Para cambiarlas se
necesita - destomilladores comerciales y se
cuenta con una llave especial para
destomillar el cilindro de muestras y la corona
del cilindro.

El barreno se clava con un maso especial al
suelo, que tiene pesos plasticos que
absorben los choques y no dafian el acero
del barreno.

Barreno de raices
E
: Man_go
T
: Cdadolplﬁbn
. Manivela

Clﬂlﬂmﬁ”m“w Embolo con cremaliera

Figura 2.1. El barreno “6oettingen”

Centro Agronémico Tropical de Investigacién y Enseflanza - CATIE -Turrialba, Costa Rica
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2.2.2 Mantenimiento del "barreno

0]

(ii)

(iii)

(iv)

6oettingen”

Después de cada uso se limpia bien
el barreno, quitando todos los
residuos de suelo. A final de una
etapa de muestreo hay que pasar
aceite o diesel sobre todas las
partes para evitar la corrosion del
material. En caso de no utilizar el
barreno por un tiempo prolongado
hay que desarmar el barreno para
limpiarlo completamente. Se limpia
bien todas las partes individuales y
engrasa nuevamente la cremallera y
el pifion. De esa manera se protege
la corrosion de las partes
individuales y desgastes innecesa-
rios de la cremallera y del pifibn por
razén de contaminacion con suelo.

Cuando hay que cambiar un pifién
se debe verificar que la cremallera
no esté dafiado también. En este
caso se cambia las dos partes. Si
quedaron limaduras del pifin entre
los dientes de la cremallera se debe
limpiar bien la cremallera antes de
montar el barreno nuevamente.
Cuidado con el filo. Demasiado filo
puede contribuir a rebajar el nuevo
pifién.

Para cambiar la corona del cilindro
de muestra o el mismo cilindro se
utiliza la llave especial para estos
dos repuestos. Cuando- estan muy
apretados se calienta la parte para
destomillaria con mas facilidad. La
corona solamente se cambia en
caso de dafios mayores. Algunos
dientes faltantes no influyen sobre el
funcionamiento del barreno.

Para desarmar el barreno se saca el
émbolo hacia afuera. Se abre la

™

2.2.3

0]

(i)

(iii)

carcasa del pifion y se saca el
pifién. Se saca la cremallera de la
varila del barreno y limpia Yy
engrasar la cremallera y el pifién
cuidadosamente. Partes dafiadas se
cambia.

Para armar el barreno se pone la
cremallera en la varilla del barreno
lo mas profundo posible. Se debe
orientar el lado dentado hacia la
carcasa del pifiébn y poner el pifion
sobre la cremallera en la carcasa.
Se marca con marcador
permanente en la carcasa la
direccibn en la cual se baja el
émbolo.

Muestreo de raices en el campo

Primero se deben marcar los puntos
de muestreo en el campo segun el
disefio elaborado.

Antes de iniciar cada muestreo se
recomienda verificar que todas las
partes atomilladas estén Dbien
apretadas.

Antes de sacar cada muestra del
cilindro se deberfa controlar los
tornillos de la carcasa. En caso que
se utilice el barreno con estos
tornillos aflojados el pifion y la
cremallera se dafian. General-mente
el cilindro de muestra y la corona de
muestra no se aflojan.

Centro Agronémico Tropical de Investigacién y Ensefianza - CATIE -Turrialba, Costa Rica
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Fiqura 2.2. 6uia de muestreo y tratamiento de raices finas
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(i)

(ii)

(iii)

(iv)

(v)

(vi)

Si se pretende muestrear a
profundidades especificas se marca
en el barreno la profundidad de la
muestra (max. 25 cm por capa). Asi
se evita que se comprime Ila
muestra en el cilindro que tiene una
altura de 25 cm.

Para pegar el barreno solamente se
puede usar un mazo plastico para
evitar dafios en la cabeza del
barreno.

Se debe pegar el barreno con la
menor fuerza posible. Esto es tanto
para evitar dafios en el equipo como
para evitar que se comprima la
muestra (Figura 2.2, 2.3).

No se debe tratar de penetrar el
barreno por horizontes rocosos a
fuerza. Esto lleva al problema de
meter piedras en el cilindro, que
dificiimente se puede sacar después
(se pueden dafiar la cremaliera o el
pifién). Cuando se meten piedras al
cilindro mejor sacarlas con un
cuchillo o un destomillador.

Se termina el agujerear cuando el
tubo ha llegado a la profundidad
prevista o cuando el pifion ya no
rota mas. En general, el ultimo
indica que el tubo esta lieno o que
algin  obstaculo  dificulta el
muestreo.

Para sacar el barreno este proceso
puede ser facilitado en girar el
barreno en la direccion del reloj
seguido por un movimiento lateral
del barreno. Este es especiaimente
importante para  profundidades
mayores.

(vii) En suelos arcillosos se recomienda
mojar el cilindro en agua para
facilitar tanto la penetracion al suelo
como el entresaque de la muestra.

(viii)  Sino se realiza un sub-muestreo en
el campo, las muestras se guardan
en bolsas plasticas bien cerradas a
temperaturas preferiblemente de 5 a
7 °C o bajo refrigeracion (ver
también 2.2.5).

2.2.4 Muestras compuestas y sub-
muestras

Para muchos estudios se producen
muestras compuestas de varios puntos de
muestro, especiailmente para muestreos de
éreas, donde no importa la informacion
especifica de un punto dado, pero el
promedio de un area definido. En busqueda
de reducir el volumen de trabajo, en el
CATIE se esta trabajando con dos métodos
diferentes para obtener sub-muestras
representativas de una muestra: i) método
volumétrico; y ii) método gravimétrico.

Sub-muestreo volumétrico: Este método
se puede aplicar solamente a  suelos
arcillosos o francamente arcillosos. Se
requiere que el suelo que se saca con el
cilindro mantenga la forma de cilindro para
poder cortarlo con cuchillo. EI método se
basa en un sub-muestreo por volumen
parcial. Se aplica el método en el campo y
se necesita las siguientes herramientas:
cuchillo de mano con buen filo, un medio
tubo plastico de 1 m de largo, con soportes
para que no se mueva y cuatro medio tubos
de 0.25 m de largo, todos partidos a lo largo
en la mitad (Figura 2.3) y una regla métrica.
Al sacar la muestra del cilindro, se pasa el
cilindro de suelo a un tubo de 0.25 m. Asi se
procede hasta llegar a un maximo de 1 m de
profundidad. Los cuatro medio tubos se
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guardan con la orientaciébn y secuencia
correcta como salieron del suelo en el tubo
grande.

Para sacar las sub-muestras de este cilindro
de suelo se coloca la regla al lado del
cilindro y con el cuchillo se marca los discos
de suelo por cortar de acuerdo con la capa
de suelo que se quiere muestrear. El grosor
de las sub- muestras depende del objetivo
de la investigacion. Una guia general para el
sub-muestreo es de usar todo el material de
suelo de las profundidades 0 - 5 cm y 5-10
cm o un disco de 2 cm dependiendo de
factores como carga de trabajo, capacidad y
objetivo. Para las profundidades de 10-20
cm o 20-40 cm, se toman dos o cuatro
discos de 2 cm de ancho. Estos discos de
sub-muestras no deben tomarse de manera
consecutiva, mas bien hay que dejar 2-4 cm
de distancia entre ellos.

Un disco de 2 cm de ancho corresponde a
un volumen de 100 ml de suelo. Es un
estandar que facilita los célculos de
densidad de raices por volumen de suelo.
Para estudios donde se quiere cuantificar la
densidad de raices en un sistema, es
recomendable evaluar la capa superficial por
completo. Si se trata de comparaciones de
tratamientos en un estudio, se debe sacar
los disco siempre a la misma profundidad de
una muestra para evitar sesgos en los
resultados, tomando de vez en cuando la
sub-muestra mas abajo o mas arriba de lo
previsto. Es aqui, donde el cambio de
personal en el muestreo puede afectar la
calidad de los datos.

Existe un método aun mas rapido, sin
embargo, muy crudo, de analizar las raices
finas en los cilindros de suelo, in inglés
conocido como ‘core break’ (“quiebra
cilindro”). Este método fue desarrollado
como un método rapido para estimar la
cantidad y distribucién de raices de cultivos

anuales (Drew y Saker, 1980). En vez de
cortar el cilindro con un cuchillo se rompe el
cilindro a la mitad de su largo (a mano) y se
cuenta las raices en ambas superficies de la
muestra partida.

Sub-muestra gravimétrica. Este método es
una alternativa a la sub-muestra volumétrica
y la mejor solucién para suelos arenosos. Se
basa en un sub-muestreo por peso parcial
del peso total de la muestra. Ain cuando se
toman muchas muestras para caracterizar
un area grande de un sistema agroforestal,
se puede considerar una combinacion de
ambos métodos, es decir, producir muestras
compuestas de sub-muestras volumétricas,
los cuales se llevan al laboratorio, donde se
realiza el sub-sub-muestreo gravimétrico. Es
estimado que un litro de muestra toma 4 - 8
h para procesar (Persson, 1990), por eso se
busca reducir el tamafio de muestra en lo
maximo posible. Este método requiere de
las siguientes herramientas: tijera, paleta de
albafiil, mesa grande para trabajar.

Para muestras compuestas se mezclan
muestras de la misma capa para obtener
muestras compuestas por parcela y capa.
Hay que anotar el volumen de cada muestra
y el niamero de cilindros que entraron a la
mezcla. Para seguir trabajando con una sub-
muestra, luego se homogeniza el suelo,
corta las raices (no menos que 2 o 3 cm de
longitud) y mezcla todo (Schroth y Kolby,
1994). Se pesa la mezcla, se toma una sub-
muestra (p.ej. un cuarto del total) y se la
pesa también. Se usa la sub-muestra para
obtener las raices. Se recomienda dejar
secar muestras muy humedas antes de
procesarias durante unas horas.

Es importante considerar la toma de sub-
muestras adicionales para el analisis de
suelo, antes de botar las sobras.
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2.2.5 Almacenaje de las muestras

Las muestras o sub-muestras se colocan en
bolsas  plasticas con identificacion
apropiada. Si las muestras no son tratadas
inmediatamente se pueden guardarias en el
laboratorio durante 2 dias bajo temperaturas
de 15 a 20 °C. Bajo refrigeracion (4 °C) se
pueden guardar las muestras hasta una
semana. Otros métodos para conservar las
muestras de suelo-raiz por varias semanas
consisten en secarlas al aireo a 70 °C enel
horno, mezclar la muestra con alcohol (10%
de alcohol en la muestra) o congelar la
muestra debajo de temperaturas de 0 °C. En
este caso no se puede separar después
entre raices vivas y muertas, lo que es
importante para ciertos estudios.

2.2.6 Lavado de raices

Lavado manual. Se mojan bien las
muestras de suelo-raices con agua durante
una noche para facilitar el lavado al dia
siguiente. En caso de suelo pesado puede
usar un dispersante quimico como
hexametofosfato de sodio para aumentar el
proceso de separacion de raices de material
arcilla. La inmersion de suelo-raices en agua
antes del lavado tiene algunas desventajas
como: requiere mas mano de obra,
discoloracion de raices, disrupcion de tejido
de raices y perdida de peso.

Para el lavado se pasa la muestra a un
molde pequefio, se flotan las raices con
agua y se las decantan por un tamiz
(diametro de la malla de 1 mm) dejando el
suelo en el molde. Este proceso se repite
tantas veces hasta que ya no se encuentran
mas raices en el suelo restante. En suelos
muy arcillosos puede ser necesario quebrar
los particulos compactados con la mano
(Figura 2.3).

Las raices se guardan en recipientes
plasticos o bolsas “zipper” con alcohol de 15
%. Hasta el momento de analizarlas se
guardan los recipientes en la refrigeradora
bajo4 ° C.

Lavado mecanico. El sistema elutriacién de
hidroneumatico (SEH) (Smucker et al 1982)
es una unidad comercial que lava raices por
el modo de flotacion en un tamiz de tamafio
0.5 mm dejando atras particulas minerales
mas pesadas. Este método cuesta mucho
menos tiempo que los métodos
convencionales (Cuadro 1). Sin embargo, se
pierde muchas raices que pasan por el
tamiz debido a la alta presion del agua.

Cuadro 2.1. Tiempo requerido para
lavar raices de un suelo de textura

media

Método Tasa de procesamiento

muestras hora-1
Lavado manual 6
Lavado mecanico 72

0JO: Cuando se quiere hacer un andlisis
quimico de raices, es necesario utilizar agua
desmineralizado para lavar las raices. Si no
hay suficiente agua desmineralizado, se lava
con agua corriente y usa agua
desmineralizado para el uitimo lavado.
Durante del lavado hay que evitar que se
sequen las raices, porque después va a ser
muy dificil distinguir entre raices vivas y
muertas. Con respecto al lavado también
hay que tomar en cuenta que se pueden
perder nutrientes como fosforo durante el
proceso de lavado. Entre mas rapido el
lavado, menos agua se usa, menos pérdidas
de nutrientes ocurren.
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2.2.7 Separacién de raices vivas y
muertas, basura

Dificimente, en los ecosistemas natural,
forestal, agricola, agroforestal, encontramos
solamente una especie, si no aplicamos un
control fuerte de malezas. En ensayos de
invernadero a lo mejor encontramos esta
situacién. Por eso, es necesario separar las
raices de las diferentes especies (Figura
2.3). Si queremos obtener informacién sobre
la dinamica de las raices finas, el ciclaje de
materia organica etc. es necesario también
de separar raices vivas y muertas de una
misma especie. Antes de entrar a las
propias mediciones de las raices, se
separan ralces vivas, muertas y “basura”
(p.ej. raices de otras especies, hojarasca,
material  sintético, etc.), debajo del
esteromicroscopio (6 - 16x).

La separacion de raices vivas y muertas se
basa en la morfologia de la raiz como
criterio principal. Esto incluye la coherencia
de tejidos dentro del cilindro central de las
raices, el color, la flexibilidad de raiz y la
apariencia general de las raices. Antes de
empezar esta labor con una especie
desconocida, es necesario de estudiar
muestras conocidas de la especie para
familiarizarse con ellas y almacenar
muestras de referencia (excavar raices de
las especies conocidas) para comparar. Hay
que conocer bien la anatomia de las raices
con cuales se estan trabajando. En algunos
casos esta labor puede presentarse dificil,
de manera que se deben considerar
remedios de apoyo, como la coloracion o
sustancias radioactivas.

Para colorar las raices se usan tintas para
facilitar la separacién. Ejemplo: Se remoja
las raices en una solucién de Congo red (1
% en agua) durante 3 minutos y luego se
lava con agua fria corriente. Sigue un bafio
en etanol de 95 % y otro lavado con agua

corriente. Raices vivos parecen rosados
oscuros o rojos brillantes. Raices muertos y
otras materias organicas parecen rosadas
leves o morenas. Ofras tintas que se
pueden usar son séfran, azul de tripano
(0.5%), clorido y tetrazolio.

En caso del uso de sustancias radioactivas
se mencionan el isétopos de “C, 3P, P o
38 y autoradiografia para distinguir raices
vivas de muertas y otros materiales. Si se
aplican aun a la planta viva, también sirven
para detectar después la distancia entre
raices en el contexto de investigacion de
competencia por nutrientes.

2.2.8 Mediciones de las raices
2.2.8.1 Aspectos generales

Los parametros mas importantes son
biomasa, area de superficie, longitud y
diametro de las raices. Si se quiere obtener
informacién sobre la longitud de las raices,
su arquitectura u ofros parametros que
requieren de raices intactos, se aplica
primero los tratamientos respectivos, antes
de secar el material para obtener Ila
biomasa.

2.2.8.2 Longitud de raices

Los métodos de medicibn incluyen la
mediciébn por intersecciones (Método
Tennant) y el analisis de la imagen de raices
(Win Rhizo Pro®).

Método Tennant. El método de Newman
(Newman, 1966) modificado por Tennant
(Tennant, 1975) es e método de
interseccion de linea para estimar la longitud
total de raiz en una muestra. Las programas
de andlisis de imagenes usan este método
como control.

Para estimar la longitud de raices por medio
de este método, se dispersa las raices
completamente al azar en un recipiente de
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vidrio (tamafio de 25 x 25 cm) con un poco
de agua. Por debajo del recipiente se
colocar una malla con una magnitud definida
(p.ej. 1 cm) pintada sobre una transparencia
(se puede imprimir en una transparencia
para impresora de tinta o sacar una
fotocopia). Este material tiene la ventaja de
resistir al agua, en cuanto hubiese un
reguero (Figura 2.4). Para mejorar el
contraste se puede colorar las raices con
una tinta como safranina (1g I'').

Para obtener la longitud, se suma todas las
intersecciones de raices linea por linea
(tomando el limite arriba o izquierdo de la
linea como criterio en caso de duda). En los
casos donde una ralz se ubica exactamente
sobre una linea de un cuadrante, se cuenta
estos dos veces, o0 sea, se considera el caso
como dos intersecciones. Al final se suman
todas las intersecciones ubicadas en las
lineas horizontales (H) y en las verticales
(V) al nimero total de intersecciones (N). Si
la magnitud de la malla es D (cm), la
longitud de las raices L (mm) se calcula
como (Bbhm, 1979):

L=1114xD xN.

Asli el factor de conversiéon para una malla
con una amplitud de 1 cm es 0.786, de 2 cm
es 1.57, de 5 cm es 3.93 etc..

Ejemplo:

Amplitud delamalla: D=1cm
No de intersecciones: N =73

L=11/14"*1cm*73
L=574cm

Longitud de ralces:

Anélisis de la imagen de raices. Las
rafces vivas se analizan con el apoyo del
programa WinRhizo Pro u otro programa de
andlisis de imagen (p.ej. Delta-T). Estos
programas usan la proyeccién de la imagen

de la raiz para medir p.ej. la longitud, el
volumen y la superficie de las raices finas
segun clases diameétricas. La imagen de la
muestra se puede obtener por medio de una
fotocopia o una imagen escaneada
directamente a un archivo (Figura 2.3).

El programa WinRhizo Pro guarda los
resultados del analisis automéaticamente en
tablas, que se pueden leer directamente en
el Programa MS Excel. En base de los datos
obtenidos se puede calcular p.ej. la
densidad de raices finas, el porcentaje de
rafces de diferentes clases diamétricas, la
relacién raiz muerta/raiz viva y comparar los
datos con los programas estadisticos
disponibles (p.ej. SAS, SPSS, Excel) segin
el objetivo de la investigacion.

El Programa WinRhizo Pro® ademas viene
con aplicaciones para analizar la
arquitectura de ralices.

Biomasa de raiz. Las raices (muertas y/o
vivas) se secan a 70 ° C durante 48 horas
para estimar la materia seca. Para evitar
problemas de contaminacién de las raices
con suelo mineral debe cenizar la muestra y
expresar los valores como peso seco libre
de ceniza.

2.2.7 Manejo de datos

Relaciones volumétricas. En caso de un
sub-muestreo volumétrico, hay que aplicar el
célculo de relaciones volumétricas, para
transformar los datos del analisis de la sub-
muestra a unidades como volumen de suelo
o hectarea.

El érea transversal del barreno ‘Goettingen’
con un didmetro intemo de 8 cm
corresponde aproximadamente a 50 cm?,
asl que una capa de 2 cm de grosor de este
cilindro tiene un volumen de 100 mi
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(un wvalor comin en la literatura
internacional). Para recordar, el método de
muestreo, descrito en la seccion 2.2.4, toma
sub-muestras de 100 ml por cada 5 cm de
capa de profundidad (40 % de la muestra
total).Cuando se muestra capas mas
profundas hay que tomar esto en cuenta:

Ejemplo:

El célculo de la densidad de raices, sea
longitud o materia seca por 100 ml de suelo
(D) se hace multiplicando el valor de la
variable en la sub-muestra (R) con el factor
de conversion correspondiente (FC):

D=R*FC.
Profundi- Muestra Vol. total Vol. sub- FC
dad (cm) (cm) (ml) muestra
(mi)
0-5 1x2 250 100 1
5-10 1x2 250 100 1
10-20 2x2 500 200 0.5

Para la conversion de la densidad de
materia seca de raices, dada en la unidad
de “mg 100 mi"! suelo”, a la acumulacion de
materia seca de raices por hectérea hasta
una profundidad definida, dada en la unidad
de “kg ha*", simplemente hay que muitiplicar
el valor de densidad de raices (D) con el
grosor (G, cm) de la capa de muestra para
obtener, p.ej. la materia seca de raices finas
vivas (M) hasta la profundidad G en kg ha™':

M (kg ha') = G * D (mg 100mI" suelo)

Ejemplo:

- Se analiza una muestra correspondiente a
una profundidad de 5 cm (G) con un barreno
de 8 cm de didmetro interior. Se toma una
sub-muestra de 2 cm de grosor para el
andlisis. La concentracion de biomasa de
raices finas en la muestra se determina con
150 mg 100 mi' suelo (D). ¢Cuénta
biomasa de raices finas se encuentran por

hectarea hasta una profundidad de 5 cm
(M)?

M (kg ha') = 5 * 150 (mg 100ml"' suelo)
M (kg ha'') = 750

Hasta una profundidad de 5 cm la biomasa
de raices finas corresponde al 750 kg ha™'.

Relaciones gravimétricas. Para calcular la
densidad de raices en 100 mi de suelo (D)
se requiere de la siguiente informacion:

e volumen (Vt) y peso (Pt) de la
muestra de suelo-raiz principal ;

e peso de la sub-muestra con suelo
(Ps),

e valor de la variable de raices (R),
p.ej. peso, longitud.

El célculo se basa en las relaciones entre el
volumen de la muestra principal, su peso y
el peso de la sub-muestra:

R* Pt
D=« * 100
Vt*Ps

Ejemplo:
Para evitar errores de dimensiones, se debe
usar la misma unidad para todos los pesos.

Volumen total: 1000 ml
Peso total: 1000 g
Peso de la sub-muestra: 200 g
Peso de la materia seca: 01g

0,1 *1000
D (g 100 mi") = * 100
1000 * 200

La densidad de raices es 50 mg 100 mi"' de
suelo. (multiplicar el resultado de la
ecuacion con 1000 para obtener mg!). (vea
también ejemplo en Anexo 4).
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Para calcular la acumulacion de raices en
una capa de suelo por hectarea se siguen
los pasos arriba descritos.

Anélisls estadistico.Los datos de raices no
tienen una distribucién normal, entonces
deben usar transformaciénes apropiadas
((n+1)*% o log n) antes de meterlos a un
andlisis estadistico (Anderson y Ingram,
1993).

3 Mapeo y andlisis de un
perfil de pared

3.1 Aspectos generales

El perfil de pared es un método de estudiar
la distribucibn de raices de diferentes
diametros, la densidad de raices fines y la
caracterizacion del suelo. La importancia de
este metédo para obtener datos
cuantitativos ya existe desde 1892. Mientras
mano de obra y cuidado es necesario, este
método no requiere de  equipo
especializado, ni caro. Este enfoque provee
una descripcion directa y completa de la
morfologia del sistema radicular de la planta.

El mapeo y anélisis de raices en un perfil de
pared es un método cualitativo y
cuantitativo, y se aplica a plantas
individuales o grupos de plantas, si se
quiere estudiar la distribucién de las raices
en las diferentes capas del suelo o conocer
zonas de interacciones entre sistemas de
raices de diferentes plantas. Esto puede ser
el caso, p.ej., si se pretende identificar las
zonas de traslapes de sistemas de raices de
diferentes especies en sistemas
agroforestales, si se requiere informacion
sobre la extension en general y la direccion
de la extension de las raices en particular o
para conocer la reacciéon de un sistema
radical a ciertas condiciones ambientales.
Este método ademas puede aplicarse para

saber hasta que profundidad hay que
muestrear con el barreno. Se usa el método
para cuantificar la densidad de las raices
finas y gruesas en un perfil. El método es
muy laborioso, sin embargo, en suelos
rocosos muchas veces la unica forme de
obtener esta informacion, aunque a este
método también se escapan muchas raices
muy finas de la evaluacion.

El uso de perfil de pared permite un andlisis
de distribucién de raices gruesas que no es
posible con el método de barreno. EIl
diametro critico es de 10 mm. Schroth y sus
colegas (1996) observan alta variabilidad en
datos de raices con diametro mas que 5
mm. Entonces, el diametro permisivo
depende de la situacién local.

El crecimiento de raices con profundidad es
limitado por obstaculos mecanicos, anoxia y
un subsuelo seco. El énfasis es en raices en
la superficie de 10-100 cm segun el rol de
materia organica en abastecimiento y
almacenamiento de agua, en retencion y
mineralizaciéon de nutrientes. La densidad de
raices absorbentes (numero, longitud etc.
por unidad volumen del suelo) afecta el uso
de agua y nutrientes y competencia entre
plantas con raices en el mismo estrato del
suelo.

3.2 Procedimiento en el campo

El método requiere de los siguientes
materiales:

o Estacas para marcar el terreno
Palas

o Tenedores de cocina o
destornilladores.

o Polietileno (plastico transparente)

e Marcadores de colores resistentes
al agua.

e Vidrio en lamina
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e Cuadro de 1 m x 1 m con divisiones
internas de 5cm x 5 cm
Contador automatico

e Reglalarga

Al inicio se delimita el transecto que se
quiere estudiar. Se delimita y se excava el
area seleccionada a lo largo del transecto.
Generaimente se debe tener una calicata de
1 m de ancho para poder trabajar bien en
ella (Figura 3.1). Segun el objetivo del
estudio, se determina la distancia a la(s)
planta(s) meta(s) que se quieren estudiar.
Preferiblemente se usa el perfil para
transectos entre dos o mas plantas. Para
reducir el limitante de estudiar nada mas
una orientacion de los sistemas radiculares,
se pueden establecer varias calicatas
alrededor del &rea de interés (Figura 3.1).
Estas pueden estar ubicadas en angulos,
triangulos y cuadros.

Después de la excavacién, se exponen las
raices con un tenedor de cocina o un

_destomillador. Se remueve una capa de
suelo de unos 5 mm.

El mapeo de las raices se puede realizar
con un marco de apoyo (Figura 3.1), que
ayuda a pasar la imagen de las raices “en
vivo” a una imagen” en papel”. Para éreas
pequefias (1 x 1 m) se puede trabajar con
un marco fijo de madera o acero con una
rejilla hecha de alambre de una amplitud de
10 x 10 cm. Para areas mas grandes es
recomendable  establecer el marco
directamente en el campo con el apoyo de
estacas, que marcan la amplitud de la rejilla,
y mecate de nylon fino, que marca los
cuadros de la rejilla, pasandolo de una
estaca a otra opuesta. Al final se copia
cuadro por cuadro las raices respectivas a
una rejilla igual en papel (p.ej. 10 cm en vivo
corresponden a 1 cm en papel).

Otro método usa lamina transparente que se
coloca en una marco y se pone frente al
perfil. Segun el objetivo del estudio se
pueden dibujar las ralces tales como
aparecen en vivo con un marcador
permanente, que seria una copia real. Por
otro lado, si se quiere determinar la
densidad de las raices en el suelo, se
marcan puntos en cada lugar donde aparece
una raiz. Segun el diametro de las raices se
usan puntos gruesos y puntos finos. Se
recomienda dibujar no solamente las ralces,
pero también los obstaculos que se pueden
encontrar en el suelo, p.ej. piedras, tuneles
de animales etc.

Utilizando una lamina de polietileno y
marcador permanente, se dibuja de una
manera libre la distribucion de raices en el
suelo desde 0 cm hasta la profundidad
predeterminada. Por cada clase diamétrica
(segiin B6hm (1979) raiz fina < 2 mm; raiz
pequefia 2-5 mm; raiz mediana 5-10 mm;
ralz gruesa 10-20 mm,; rafz muy gruesa > 20
mm) se respeta la forma de cada uno de los
componentes, raices tanto como piedras. Se
puede usar una lamina de vidrio para
sostener la de pléstica.

En el laboratorio, se sobrepone una nueva
lamina de polietileno a la obtenida en el
campo y se copia por medio de puntos
pequefios las raices finas y por medio de
puntos de mayor tamafio las raices mas
gruesas; se emplea la misma representacion
obtenida en el campo para las piedras. Este
paso de mapeo se puede hacer
directamente en el campo con un marco con
divisiones de 10 x 10 cm por ejemplo y
papel cuadricular, donde se marcan las
raices en la escala seleccionada, tal como
anteriormente descrito. Sin embargo, en
zonas muy lluviosas puede resultar mas
cémodo de hacer una copia “rapida” en el
campo en transparencia, y dejar la parte
mas laboriosa para el laboratorio.
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Luego del mapeo de las raices, se puede
hacer el conteo de las mismas. Para el
efecto se colocan en una pared los nuevos
dibujos y se divide en secciones
transversales a cada lamina mediante el
empleo de una regla (a intervalos p.ej. de O -
20 cm; de 20 a 40 cm; de 40 a 60 cm y de
60 a 100 cm). Se usa un contador
automaético para puntualizar el namero de
las ralces gruesas y finas presentes en cada
seccion.

La informacién generada como resultado del
andlisis en base de los datos obtenidos en el
campo y el laboratorio puede resumirse
como en el Cuadro 3.1.

33 Calculo de la densidad de
raices en el suelo

Se puede convertir la longitud de las raices,
contado en unidades de 0.5 cm (unidad de”
longitud de raices = ULR) por cada
cuadricula de érea (a)de 5 x 5 cm, a la
densidad de ralices finas (DRF):

DRF = ULR x a2 [mm x cm™)

(Tomado de la tesis de doctorado del J.
Wiesenmueller, 1999. Universidad de
Goettingen, Alemania)

Cuadro 3.1. Numero de raices (sobre ia base del diametro) y nimero de piedras
presentes en el suelo bajo un arbol de Erythrina poeppigiana de dos o ocho
afios de edad. La Montafla, CATIE, Costa Rica.

Fuente: Chesney P, Guiracocha G y Avila G 1999 Estudio basico de la distribucién de las raices
de poro en un cultivo en callejon en la Montafia, Costa Rica (no publicado).
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4 Excavacion de sistemas de
raices

4.1 Plano horizontal superficial

El mapeo y andlisis de un plano horizontal
de ralces es un método -cualitativo y
cuantitativo, y se aplica preferiblemente a
plantas individuales o grupos de plantas, si
se quieren estudiar las interacciones entre
ellas. Esto puede ser el caso, p.ej., si se
pretende identificar las zonas de traslapes
de sistemas de raices de diferentes
especies en sistemas agroforestales, si se
requiere informacién sobre la extension en
general y la direccién de la extension de las
railces en particular o para conocer la
reaccion de un sistema radical a ciertas
condiciones ambientales. Este método
ademas puede aplicarse para simplemente
conocer la distribucién superficial de las
ralces, que sirve de base para determinar el
namero minimo de puntos por muestrear
con el barreno. Muchas veces se pierden
raices finas en el proceso de excavacion, lo
que depende mucho del cuidado que se
presta a esta obra y lo que limita su aptitud
para estudiar raices muy finas con éste
método.

Este método no se recomienda para plantas
con un sistema radical muy profundo, por la
cantidad de ftrabajo que significa la
excavacion. Si se trata de un sistema radical
muy complejo, hay que limitarse a la
evaluacién de las raices gruesas.

Se aplica este método excavando con
cuidado superficialmente las raices laterales
y finas de la planta o de la asociacion de
plantas hasta la profundidad requerida. Esta
puede ser fija (p.ej. 5 o 10 cm). Sin
embargo, normalmente se realiza la
excavaciéon hasta la profundidad en la cual
se ubican las raices laterales de las cuales

salen las raices finas. Como herramientas
de excavacién se usan tenedores, cuchillos,
destomilladores u otras herramientas al
alcance, que permitan remover el suelo en
puntos muy enfocados. Si el suelo esta muy
duro se recomienda mojario para no romper
las raices. Hay que prestar atencién de no
cambiar la posicién de las raices en el
proceso de excavarlas, o que se puede
evitar dejando la punta de la raiz gruesa
enfocada fijada en el suelo.

También existe la posibilidad de quitar el
suelo superficial a través de un lavado con
agua de presion, si el interés esta solamente
en las ralces gruesas. Si el sitio no se
encuentra en una pendiente, este método
requiere de canales que sacan el agua del
adrea de muestreo. Como fuentes de agua
sirven maquinas limpiadores de alta presion,
si existe la posibilidad de conectarlas a un
tubo de agua. En ofras circunstancias se
puede solicitar el apoyo de los bomberos
locales. Muchas veces las condiciones de
campo no se prestan para aprovechar el
agua de presion y le queda a uno solamente
el método convencional.

Después de la excavacion de las raices se
hace un dibujo de las raices expuestas de
interés del estudio (Figura 4.1). Para este
fin, se necesita un marco de referencia, que
ayuda a pasar la imagen de las raices “en
vivo”™ a una imagen” en papel”. Para areas
pequefias (1 x 1 m) se puede trabajar con
un marco fijo de madera o acero con una
rejilla hecha de alambre de una amplitud de
10 x 10 cm. Para areas mas grandes es
recomendable establecer el  marco
directamente en el campo con el apoyo de
estacas, que marcan la amplitud de la rejilla,
y mecate de nylon fino, que marca los
cuadros de la rejilla, pasandolo de una
estaca a otra opuesta (Figura 4.1). Al final
se copia cuadro por cuadro las ralces
respectivas a una rejilla igual en papel (p.ej.
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10 cm en vivo corresponden a 1 cm en
papel). El dibujo se puede evaluar
cualitativamente describiéndolo y
cuantitativamente analizando la imagen con
las facilidades del programa WinRhizo Pro ®
o el método de Tennant.

Para mejorar el contraste entre las raices y
el suelo, se puede aplicar pintura blanca en
forma de espray o con broche sobre las
raices expuestas. En caso de espray hay
que evitar que se pinte el suelo o quitar el
suelo pintado en el fondo, después de que la
pintura esté seca. Siempre vale la pena
explorar, si una foto perpendicular del area
de interés provee una imagen confiable, la
cual se puede analizar también con el
WinRhizo Pro ®.

Ejemplo:

Estudio de interacciones de raices de
arboles con gramineas, que se usan como
barreras vivas a la extension de las raices
de los arboles (Figura 3.2).

4.2 Excavacién completa de
raices

Este método se aplica para estudiar el
patréon radicular de plantas individuales: la
longitud, tamafio, forma, color y distribucion
de las raices. La excavacion se puede
efectuar manualmente o apoyado por agua
o aire de presion. Dependiendo de las
condiciones de suelo, de la magnitud del
sistema radicular y el cuidado requerido hay
que invertir entre 8 a 36 0 mas horas x
hombre para excavar 1 m® de suelo con
ralces.

La implementacién del método requiere de
estacas para marcar el terreno, piola para
amarrar el fuste del arbol, materiales para
construir un techo de proteccion, palas,
tenedores de cocina o destomilladores,

escoba de pelo, cinta, etiquetas, camera,
papel cuadricula y lapiceros permanentes.

Primero, se amarra el fuste del arbol en tres
soportes alrededor del arbol, para sostenerlo
en su posicién, aun cuando ya no tiene
soporte en el suelo. Después se hace una
zanja ubicada a una distancia que no
permite la destruccién de raices laterales
pero suficientemente cerca para minimizar la
cantidad del suelo que se debe excavar. La
ubicacibn depende de conocimientos
anteriores sobre la distribucion radicular
lateral de las especies. El ancho de la zanja
puede ser 1 m para facilitar el movimiento y
se aumenta en suelos arenosos. La
profundidad deberia lilegar a unos 20-30 cm
debajo de las raices mas profundas. En
seguida, se exponen las ralces con
herramientas pequefias. Se remueve
cuidadosamente el suelo del lado de la
zanja hacia el arbol. Se comienza con el
suelo superficial trabajando hacia abajo,
removiendo en el proceso particula por
particula para evitar dafios en las ralces.
Cuando sea posible, se remueve Ilas
particulas a la par de la ralz siguiéndola
hacia el final de la misma.

Se recomienda tomar fotos en diferentes
momentos de la excavacién y dibujar los
planos verticales excavados, para
documentar la localizacion y longitud de las
raices. Se marca las raices de acuerdo al
dibujo con etiquetas de color, p.ej. para
diferentes clases diamétricas. Para evitar,
que al excavar las raices estas se
desplazan de su capa original hacia abajo,
se puede amarrar las raices con piola en
unos soportes. No se puede almacenar
sistemas completas de raices de los arboles
por mucho tiempo, porque pierden el color,
la forma y son fragiles. Es importante tomar
fotos nuevamente del sistema radicular
cuando se sacd y se arreglé segun el
esquema que habia en campo.
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Anexo 1. Ejemplos de disefios para el muestreo de raices finas

Figura 2. Disefio de
muestreo para determinar
la variabilldad de densidad
de carbono en el sueio de
un éarea definido (apliicabie
a raices finas)

Fuente: Liski, J. (1995) Variation
in soil organic carbon and
thickness of soil horizons within a
boreal forest stand — effect of
trees and implications for
sampling. Silva Fennica 29(4)
255-266

Figura 1. Disefio para evaluar
densidad de raices en
diferentes zonas de un sistema
de cultivo en caiiejones

Fuente: Mekonnen K, Buresh RJ,
Coe R and Kipleting KM 1999 Root
length and nitrate under Sesbania
sesban:. vertical and horizontal
distribution and variability.
Agroforestry Systems 42:265-282.
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Anexo 2. Nomenclatura inglesa usada en la investigacién de raices
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Anexo 3. El Programa WinRhizo Pro ©

WIN |33 14 For root morphology and
M“c&' 8,\{,} achitecture measurement

The most integrated and easy to use root measurement system

Measuring roots in RHIZO is easily done in three steps
1. position the roots on the scanner | |

Root positioning is rapid and easy with Regent's positioning system for optical scanners. With it, no
preview is necessary before scanning roots (this saves a lot of time when hundreds of scans are made).
Also the operator knows exactly where to place the tray on the scanner. This positioning system can
accommodate up to 35 different tray sizes for scanning immersed roots in water (to spread them more
easily) and can be installed and removed In a few seconds. RHIZO does not require random root
positioning as some statistical systems do.

Scanners sold by Regent instruments are geometrically calibrated for greater precision of root or any other objects measurements made with
them. The calibration is made once by Regent and is permanent (the operator do not have to recalibrate).

2. Digitize them

Click the scanner icon -n RHIZO window to digitize the roots and wait a few seconds for the scan to
complete and the image to appear on screen. There is no need to use another software to digitize the
images (or to switch to another operating system), RHIZO controls the scanner directly.

RHIZO Is TWAIN compatible (that means it can get images from almost any scanner) but has been
optimized for some scanner modeis. Regent has tested and selected some scanners that are better
adapted for root measurements. In particular, the modeis we sell comes with an additional lighting
system that prevent shadows from being present around thick roots. These shadows reduce the
precision of the measurements (both the roots and the shadows are dark so it is difficuit to precisely
locate the boundary between them). Scanners also have better light uniformity (there is no need to
adjust the lights position) and a higher resolution than video cameras.
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Shadows around roots make their Root scanned without Regent special
measurement difficult and less precise lighting system Root scanned with Regent special lighting system

3. Analyze the image and save the data

After image acquisition, the
analysis is done and roots
measured by RHIZO are
identified by colored lines in
the image (the color of the
line indicate in which diameter
class it has been classified).

Root length, width and area are measured with Regent's unique method rather than with indirect
measurements or statistical methods. With this new approach, measurements are made continuously at
each point along the root. Length and area calculatlon take into account root overiaps, forks and tips to
provide accurate measurements. Tennant's lenath estimation method is also included for comparison
purposes.

RHIZO has an impressive list of measurements it can do on root systems (morphology, topology,
disease, architecture...).

The last step of the analysis is data saving, which is done automatically. Data files are in ASCII (text)

format. Images can also be saved in TIFF files for later validations, reanalyzes or for visualization in
other softwares (like word processors).

Summary information about the measured root is available on the" ieft side of the image. This includes:

e Total root length

e Average root diameter

¢ Root projected and surface area

e Number of crossings, forks and tips

More complete information (root length, area, number of tips per diameter or color classes for
example) is available in data files produced by RHIZO (see measuomernts).

in RHIZO, like in all other products from Regent Instruments, you can see the roots and their
measurements simultaneously on the computer screen. You know Immediately which root parts have
been analyzed. A line is drawn over the root with a color related to its diameter. The same color is
used to draw the root distribution graphic. You can click in the image to verify the measurements
made by RHIZO at a specific place. It is also possible to see in the image the position of the tips,

crossings and forks.
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The root distribution graphic is
displayed above the image. The
information presented there can be
the root length, area, volume or
number of tips as a function of root
diameter or color (Regular and Pro
versions).

Images can be viewed at different magnificetions.

The altematives to RHIZO

Other root measurements systems on the market often use one of these approaches:

1-) Some take an image analysis software library (made by external personnel) and put an interface in
front of it. These systems are in fact morphology image analysis systems that can do many things,
most of which you don't really need for root analysis. The interface is cluttered with many useless
commands which makes the leaming curve steep. These programs usually have a low level of
integration (for exampies, the root distribution graphic as function of diameter is not visible during
measurement but only after in a separate program or topology or fractals anaiysis are not available).
2-) Another approach consists in subcontracting the design to an external firm which either modifies an
existing product, customizes a general image analysis system or builds one from scratch. Because the
contractor has to pay for each modification, it is unlikely that these systems will be upgraded on a
regular basis.

3-) There are also some programs made by academicians, either distributed directly by them or via
companies. These are aimost never updated and technical support is usuaily nonexistent.

RHIZO is made by professional programmers and engineers (regular employees of the company)
which can be contacted for technical support (tech@regent.qc.ca). Because all programmation is
done in-house, it can easily be modified anytime. The company is not dependent on a third party
which might decide not to support part of the software. RHIZO comes with one or two free updates per
year.

Also Regent Instruments only manufacture a limited number of related image analysis products. These
products receive 100% of our attention.

Measurements and references

RHIZO is available in three: Basic, Regular and Pro.

RHIZO Bagic is a low cost solution for global root measurement including; total root length, surface
area, volume, average diameter (estimated from root length and area) and number of tips.

RHIZO Reqular is ideal for measurement of root morphology. It has ail the measurements of the basic
version plus a function of root diameter (which is measured continuously along the root instead of
being estimated as in Basic version).

RHIZO Pro has all the measurements of the regular version plus: link identification and link axis
definition, color analysis, topology, root architecture with fractals, morphology as a function of soil
depth.
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Measurement method common to all versions

Regent’s non-statistical root measurement method that compensates for root overiap

Positioning roots without overiap in front of a video camera or a scanner can be quite hard,
tedious or even impossible to achieve. There must be a mean to take into account these
overiaps, otherwise root area and length will be underestimated. One standard method which
exists to overcome this problem is based on statistics. it has been published by Tennant (see the
References below) and has been modified by others over the years. Instead of relying on
statistics, Regent has developed a method for detecting root overiaps, tips and forks and taking
them into account when measuring area and length.

Root crossings, forks and tips are visible in the image.In this image, the crossing is detected
even If It looks like two forks (which is typical when roots intersect at smalt angles).

RHIZO Pro features

o Link analysis: Segment length, average diameter, surface area, volume, branching angle and
connectivity (extemal-internal).

e Topology: Link developmental classification (primary, secondary, tertiary...) as a function of
branching angle or root diameter (on simple and spread root systems). Also included are Link
classification (extemnal, internal), Path length, Altitude, Magnitude.

e Root architecture with fractals.
e Morphology as a function of soil depth (when ground level can be identified).
o Color analysis which allow you to do the multiple measurements .

Link identification, and Link axis definition with RHIZO Pro

Magnitude measurements; the number of extemnal links it serves.  The image above illustrates Dr. Fitters convention for link

numbers of a simple (artificial) root system. The segments
#0,1,9,10,11,17 forms the order 0 only eds (iIn green).
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Color analysis with RHIZO Pro

Root length, area, surface area, volume and number of tips are available per color class (one
class or group of classes can be defined for thin laterals and another for main root as illustrated
below. This allow to measure root morphology separately for the two groups).

Non-destructive morphology measurement Nodules quantification (minimal contrast
of roots in pouches (In the exampie below , required) (in this example, roots and nodules
the roots and the background pouch are area are measured separately).

separated based on their colors).

When there is minimal contrast, mycowhizal fungi can be quantified (total area occupied by
them). Ectomycorrhizal fungi morphology can also be measured. Please contact us to verify

that your sample can be analyzed with RHIZO.
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Other analysis tasks RHIZO can perform (All versions)

~Analyze and monitor seedling growth , RHIZO is also a leaf area meter

By tuming off its root morphoiogy
measurements, RHIZO can be used for leaf
area measurement or ieaf disease
quantification
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Anexo 4. Ejemplo de un céiculo de densidad de raices (longitud)

Objetivo

Célculo de la longitud de raices (cm) en seis muestras tomadas a una profundidad de 0 - 10 cm.
Procedimiento

Cada muestra representa un volumen de 502.85 cm’. Entonces la muestra compuesta de seis
muestras es 6 x 502.65 cm® =3 015.93 cm’.

Las muestras individuales tienen los siguientes pesos:

No. de muestra Peso (g)
1 671.2

2 650.0

3 671.5

4 689.0

5 605.3

e 644.4

Total 39314

Schroth y Kolbe (1984) recomiendan un peso de 5 - 10 % como sub-muestra de la muestra
compuesta. En nuestro ejemplo elegimos 250 g, o sea 6.36 % del peso total de la muestra
compuesta.

La longitud total de las raices finas en la sub-muestra se determina en 170 cm.

Para obtener la longitud de raices finas en la muestra compuesta, se muitiplica la longitud en la
sub-muestra con el factor 100/8.36 (=15.73), o sea 170 cm x 15.73 = 2647.1 cm. En la muestra
compuesta de 3015.93 cm’, se encuentra la longitud total de raices finas de 2647.1 cm, lo que
corresponde a 3015.93 cm’.

Para obtener finalmente la densidad de la longitud de raices en 1 | de suelo (1000 m°) se divide
la longitud total de raices en la muestra compuesta por el volumen de la muestra en litros:
2647.1cm/3.01593 1=88564cm I

Para el 4rea estudiado encontramos una densidad de longitud de raices finas de 885.64 cm r.

Unidades de longitud de raices en cm por litro de suelo de suelo son frecuentemente usados en
estudios de competencia de raices por nutrimentos y agua.
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