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RESUMEN

La aplicacién de plaguicidas juega un papel importante en la productividad agricola, sin embargo,
puede alterar significativamente la dindmica de las poblaciones microbianas en el suelo y
potencialmente el crecimiento de las plantas. En este trabajo, se determind mediante un
experimento in vitro el efecto de tres plaguicidas (Carbendazim, Glifosato y Carbofuran) sobre la
abundancia microbiana, su actividad en términos de respiracién y produccién de exo-enzimas y la
transformacién de C, N y P, en condiciones de adicién de materia orgdnica y P mineral. Asi mismo,
se evalué en invernadero el impacto de los plaguicidas sobre las micorrizas en maiz, la microbiota
asociada y el desempefio vegetal, y la influencia de la materia orgdnica y el P mineral. En ambos
experimentos el diseflo fue un  factorial triple completo: 1) Plaguicida (sin aplicacidn,
Carbendazim, Glifosato y Carbofurdn), 2) Materia orgédnica (0 y 0.5% de rastrojo de maiz) y 3)
Fertilizacién mineral con fésforo (0 y 100 ppm KH,PO,), para un total de 16 tratamientos con 4
réplicas cada uno. La adicién de los tres plaguicidas resulté en el incremento de la respiracion de los
microorganismos nativos del suelo, asi como en la disminucién de la abundancia microbiana. Todos
los factores examinados afectaron la actividad enzimatica y concentraciones de C, N y P en el suelo.
Los tres plaguicidas inhibieron la nitrificacién y la colonizacién en raices y suelo de los hongos
micorrizicos arbusculares. Se observé que al combinar Carbendazim y P se promovi6 el crecimiento
vegetal, lo cual coincidié con la completa eliminacién de la asociacién micorrizica. Esto sugiere que
el fungicida alivié una posible depresion del crecimiento causado por la micorriza cuando el P se
encontraba disponible. El Carbofurdn inhibié6 el crecimiento vegetal, lo que sugiere posibles efectos
fitotdxicos del insecticida. En conclusidn, los plaguicidas utilizados afectaron diferencialmente a la
comunidad microbiana y sus actividades, asi como al desempefio vegetal, pero su impacto parece

depender de la presencia de materia orgdnica y P mineral en el suelo.
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ABSTRACT

Pesticide application plays an important role in agricultural productivity; however, it can disrupt
significantly the dynamics of microbial populations in soil and potentially impair plant growth. In
this study the effect of different pesticides (Carbendazim, Glyphosate and Carbofuran) on the
microbial community structure, microbial activity in terms of respiration and exo-enzyme
production and the transformation of carbon, nitrogen and phosphorus, as affected by organic
matter amendment and mineral phosphorus fertilization, was examined by an in vitro experiment.
Moreover, the impact of pesticides and the influence of organic matter and mineral P on maize
mycorrhiza and associated microbiota and plant growth performance, was examined in a
greenhouse pot experiment. In both experiments the design was a complete triple factorial: 1)
Pesticides [without application, Carbendazim, Glyphosate and Carbofuran, 2) Organic matter (0 and
0.5% maize stover) and 3) Phosphorus mineral fertilization (0 and 100 ppm KH,PO,), for a total of
16 treatments with four replicates were used. The addition of the three pesticides resulted in
increased respiration of native soil microorganisms and in reducing microbial biomass. All factors
examined also affected soil enzyme activities and C, N and P concentrations in soil. The three
pesticides inhibited nitrification and root and soil colonization by arbuscular mycorrhizal fungi.
Plant growth promotion was observed by combining Carbendazim and P, which coincided with the
complete elimination of the mycorrhiza association suggesting that carbendazim was alleviating a
possible plant growth depression caused by the mycorrhizal association when P was not limited.
Carbofuran resulted in impaired plant growth independent of organic matter and P application,
suggesting possible phytotoxic effects of this insecticide. In conclusion, the pesticides examined
differentially affected the microbial community, microbial activity, and growth of maize plants, but

their impact seems to depend on the presence of both organic matter and mineral P in the soil.
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1. INTRODUCCION

El uso de plaguicidas (incluyendo fungicidas, herbicidas, insecticidas y otros) juega un papel
importante en las précticas agricolas actuales como el principal método utilizado para el manejo de
organismos plagas y, en general, el uso de estos plaguicidas ha permitido un incremento en el

rendimiento y calidad de los cultivos agricolas (Alatorre et al., 2000; Aktar et al., 2009).

Sin embargo, se sabe que el uso extensivo de plaguicidas ha dado lugar a efectos negativos en el
ambiente. Dado que incluso si la aplicacion es aérea, posterior a su aplicaciéon éstos cominmente
llegan al suelo en el cual se pueden acumular, contaminar el suelo, inducir la resistencia de los
patdégenos a los plaguicidas e impactar en otros organismos no objetivo que habitan en el suelo

(Topp et al., 1997; Arias-Estévez et al., 2008; Aktar et al., 2009).

Muchos plaguicidas afectan adversamente a la actividad de los microorganismos del suelo, lo cual
cobra una gran importancia debido a que éstos estdn involucrados en funciones vitales de las
dindmicas del suelo, lo cual afecta su fertilidad y como consecuencia el desempefio vegetal,
impactando de esta manera, la sostenibilidad en la agricultura (Moorman, 1989; Alatorre et al., 2000;
Aktar et al., 2009; Gill y Garg, 2014). Sin embargo, y a pesar de la gran cantidad de plaguicidas
aplicados en el suelo y la importancia de esta practica en la agricultura actual, el conocimiento sobre

los efectos colaterales de estos quimicos en los organismos del suelo es limitado.

La mayoria de las investigaciones enfocadas en evaluar los efectos de plaguicidas sobre los
microorganismos del suelo se ha llevado a cabo sin considerar otros factores ambientales (Moorman,
1989; Johnsen et al., 2001; Biinemann et al., 2006; Lo, 2010). Dado que el suelo es uno de los
componentes mds importantes de los ecosistemas donde se dan interacciones bioldgicas (Gerrard,
2000; Sarnaik et al., 2006), es necesario que se realicen estudios que analicen como los plaguicidas y
su interaccidn con otros factores en el suelo como la disponibilidad de nutrientes y el tipo y cantidad

de materia orgdnica afectan a los microorganismos del suelo y sus actividades.

Por lo anterior, en el presente proyecto de investigacidn se evaluaron los efectos de plaguicidas en la
actividad y composicién de la comunidad de los microorganismos del suelo, asi como sobre la
dindmica de nutrientes en el suelo y sobre el desempefio vegetal, y como dichos efectos son

influenciados por la adicién de materia organica y la disponibilidad de P en el suelo.



2. ANTECEDENTES

2.1 Uso de plaguicidas

El constante crecimiento de la poblacién mundial y por consecuencia la demanda de alimentos ha
llevado a que el aumento en la produccién agricola sea un tema prioritario. En este intento, una de
las principales problemdticas que enfrenta la agricultura actual es la presencia de diferentes plagas,
que afectan desde la produccién de los cultivos hasta el almacenamiento de granos y semillas
(Alatorre et al., 2000; Brechelt, 2004). La FAO (2012) ha estimado que cerca del 20 al 40% de la
produccién agricola mundial se ha reducido debido a plagas y enfermedades. Para poder
contrarrestar este problema, la aplicacion de plaguicidas se ha convertido en una préctica agricola de

gran importancia.

Se entiende por plaguicida para uso agricola a cualquier sustancia o mezcla de sustancias que se usan
de manera intensiva para controlar la proliferaciéon de plagas de los cultivos para evitar las pérdidas
en la produccién de alimentos. Entendiéndose por plaga cualquier especie, raza o biotipo vegetal,
animal, microorganismo o agente patdgeno dafiino que, por su nivel de ocurrencia y dispersion,
constituya un grave riesgo para el estado fitosanitario de las plantas o productos vegetales (FAO,

2006; COFEPRIS, 2015).

El uso de plaguicidas es una préctica agricola que ha sido cominmente utilizada como uno de los
métodos principales de control de organismos plagas dentro de sistemas agricolas, con el fin de

mejorar el rendimiento de los cultivos y la calidad de los productos cosechados (Aktar et al., 2009).

Asfi, el incremento significativo a nivel mundial de la productividad de los cultivos en los tltimos
aflos es en parte el resultado de una mayor aplicacién de fertilizantes y plaguicidas. Este fenémeno
cobra vital importancia en la agricultura convencional la cual alimenta a una poblacién en constante
crecimiento y cuyo principal reto es mantener la producciéon a ese nivel y reducir la escasez de

alimentos (World Health Organization, 1990; Tilman et al., 2001).

Los plaguicidas son uno de los productos quimicos mds utilizados en la actualidad;
aproximadamente mil sustancias quimicas en mds de cincuenta mil formulaciones o nombres

comerciales son ampliamente usadas en todo el mundo como insecticidas, fungicidas, herbicidas



rodenticidas y antimicrobianos (Karam et al., 2004). De acuerdo con la FAO (2012), las ventas

mundiales de plaguicidas ascienden a los 45 mil millones de ddlares al afio.

En Meéxico, la aplicacion de plaguicidas es una practica frecuente. La aplicaciéon intensiva de
plaguicidas sintéticos se inicid6 hacia 1948 en el pais con la introduccién del DDT
(diclorodifeniltricloroetano) y posteriormente, de otros plaguicidas organoclorados. Después se
agregaron diversos organofosforados, carbamatos y una gran variedad de herbicidas y fungicidas,

todo lo cual estuvo relacionado con la llegada de la Revolucién Verde (Albert, 2005).

A pesar de la aplicacion intensiva, no se cuentan con datos actuales ni se conoce con certeza la
cantidad de plaguicidas que se aplican a los cultivos cada afio. A principios del afio 2000, los
registros oficiales de consumo reportaban alrededor de cincuenta mil toneladas anuales de
ingrediente activo, con un valor del mercado calculado entre cuatrocientos y seiscientos millones de
doélares (Albert, 2005). Mdas recientemente, se ha calculado que el promedio anual de consumo
aparente de plaguicidas en México se encuentra en poco mds de 35 mil toneladas (Ortiz, et al.,
2013). Sin embargo, es posible que dichos datos sobre la cantidad de plaguicidas que se usa

actualmente en el pafs subestimen los valores reales.

Los plaguicidas se pueden agrupar de acuerdo a los organismos que controlan: insecticidas,
fungicidas, herbicidas, nematicidas, acaricidas, rodenticidas, bactericidas y molusquicidas. Aunque
esto varia segun el cultivo, en terminos generales los plaguicidas de mayor uso son los herbicidas,
seguidos de insecticidas y fungicidas (Albert, 2005; Martinez y Gémez, 2007). A continuacién se

enlistan tres plaguicidas de uso comtn y sobre los cuales se enfocd el presente trabajo:

Carbendazim

Carbendazim (Metilbenzimidazol-2-il carbamato) es un fungicida (de benzimidazol) sistémico usado
cominmente en el mundo, el cual se utiliza para controlar un amplio rango de enfermedades
causadas por hongos en cultivos herbéceos, frutales, vegetales, ornamentales y hierbas medicinales
(Fang et al., 2010; Lin et al., 2011). Es ademds producto primario de degradacién por hidrdlisis de
otros dos fungicidas sistémicos, benomil y tiofanato de metilo (Fleeker y Lacy, 1997; Mazellier et

al.,2002).

El Carbendazim es un compuesto estable con una vida media larga, muy persistente en agua, suelos,
cultivos y comida, descomponiéndose en el ambiente con vida media de 3-12 meses en el suelo. Por

lo tanto, éste puede persistir en los sitios de aplicacién por un largo periodo de tiempo y facilmente



inducir efectos acumulativos (Lin et al., 2011; Zhang et al., 2013). El metabolismo microbiano se
sugiere como la principal via de degradacién (Yarden et al., 1990; Kiss y Virag, 2009; Zhang et al.,
2013), pudiendo ser utilizado como fuente de carbono y nitrégeno (Pandey et al., 2010; Fang et al.,
2010; Lin et al., 2011; Zhang et al., 2013). La via de degradacién del Carbendazim se presenta en la
figura 1.
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Figura 1. Via de degradaciéon del Carbendazim  (University of  Minnesota.

Biocatalysis/Biodegradation Database).

Los residuos de carbendazim en frutos, plantas y suelos pueden ser perjudiciales para la salud
humana, animales y plantas y se puede transferir a través de las cadenas tréficas (Fernandez et al.,
2001; Lin et al., 2011). De acuerdo a diferentes estudios, esta sustancia fue detectada en frutos y

hojas de plantas incluso después de ser cosechadas (Chiba y Veres, 1980; Kiigemagi et al., 1991).

El compuesto es absorbido a través de las raices y los tejidos verdes. La parte absorbida por las
raices es translocada acropetalamente por el xilema hacia las hojas, donde se puede observar un
movimiento translaminar dentro de la hoja. El Carbendazim actia mediante la inhibicién del
desarrollo de los tubos germinativos de los hongos, la formacién de apresorios y el crecimiento del

micelio. Esta sustancia ejerce su actividad fungicida al unirse a la proteina tubulina, interrumpiendo



el ensamblaje de los microtibulos, con lo cual se impide la formacién del huso acromaético, y por lo
tanto resulta en la mala segregacién de los cromosomas durante la divisién celular, dando lugar a
células anormales que provocan la muerte del hongo. De esta manera, el Carbendazim inhibe la

mitosis (hoja informativa Carbendazim; Pfeil y Dellarco, 2005; Salunkhe et al., 2014).

Glifosato

Glifosato (N-fosfonometilglicina) es un herbicida post-emergente de amplio espectro, no selectivo,
utilizado para eliminar malezas indeseables principalmente en zonas agricolas y forestales, solamente
las variedades vegetales genéticamente modificadas son resistentes a este compuesto. Glifosato es
uno de los plaguicidas utilizados con mayor frecuencia en la agricultura, especialmente en cultivos

de maiz, soya y arroz (Smith y Oehme, 1992; De Jonge et al., 2001; Monroy et al., 2005).

El efecto herbicida ocurre primariamente a través de las hojas, traslocdndose a toda la planta
utilizando la via de la fotosintesis, produciendo la inactivacion de la enzima 5-enolpiruvil shikimato-
3-fosfato sintetasa. Con lo anterior se inhibe la sintesis de aminodcidos aromadticos (fenilalanina,
tirosina y triptéfano), a través de la via del dcido shikimico, los cuales son esenciales para la sintesis
de proteinas y en el metabolismo secundario de las plantas. Cuando se aplica directamente al suelo,
el Glifosato muestra poca actividad herbicida debido a la inactivacion en el suelo como resultado de
la adsorcién (Sprankle et al., 1975 a 'y b; Amrhein et al., 1980; Glass, 1987; Monroy et al., 2005). Se
sugiere que el glifosato se une al suelo a través de la fraccion de acido fosfénico, y por lo tanto,
compite con el fosfato inorgdnico por los sitios de sorcién (Sprankle et al., 1975b; De Jonge et al.,

2001).

Ademads, el producto comercial contiene agentes surfactantes que le permite al Glifosato penetrar a
través de las cuticulas foliares y las membranas celulares hidrofébicas de las malezas. Algunos
efectos téxicos pueden provenir también de estos surfactantes (Martino, 1995; Franz et al., 1997,

Burger et al., 2004).

La microbiota es considerada la via principal para la degradacién de este herbicida, lo cual determina
su persistencia en el suelo (Souza et al., 1999). La degradaciéon del glifosato por parte de los
microorganismos produce el metabolito 4cido amino metil fosfénico (AMPA), dando paso a la
produccién de agua, diéxido de carbono, amonio y fosfato (Rueppel et al., 1977; Forlani et al.,

1999). La via de degradacion del Glifosato se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Via de degradacion de Glifosato en el suelo. Giesy et al., 2000 (adaptacion de Franz et al.,

1997).

Al no ser compartida la enzima que inactiva el Glifosato con animales, la citotoxicidad del glifosato
es considerada relativamente baja o inexistente por lo que es catalogado como de bajo riesgo
(Bentley, 1990; Monroy et al., 2005). Se considera ademds que este herbicida tiene otras cualidades
deseables, ya que no hay ninguna actividad residual en el suelo, no se filtra hacia 4reas no objetivo, y
no es volatil. También se considera que es practicamente no toxico para los mamiferos, aves y peces,
debido a que no muestra bioacumulacién en la cadena. Por lo tanto, cuando se utiliza correctamente,
el glifosato es reportado como seguro para el ambiente y sus habitantes (Smith y Oehme, 1992;

Franz et al., 1997; Duke and Powles, 2008).

Sin embargo, investigaciones realizadas indican que puede alterar otros procesos celulares en
animales lo que puede presentar un factor de riesgo a nivel ambiental y de salud en las zonas donde
se emplea este herbicida (Smith y Oehme, 1992; Monroy et al., 2005). Ademads, la via del 4cido
shikimico estd presente en los microorganismos y uno de los surfactantes comtinmente incluidos en
el producto de Glifosato, polioxietileno amina, es potencialmente téxico para los microorganismos,
por lo que la alteracion potencial de las comunidades microbianas del suelo y sus procesos ha

despertado interés (Carlisle y Trevors, 1988; Bentley, 1990; Tsui y Chu, 2003).



Carbofurdn

El Carbofuran (2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-benzofuranil metilcarbamato) es un plaguicida sistémico de
amplio espectro comunmente utilizado como insecticida, acaricida y nematicida en una gran
variedad de cultivos, especialmente maiz, trigo, arroz, soya, papas, frutas y hortalizas, entre muchos
otros, que pertenece al grupo quimico de los carbamatos (N-methyl). Conjuntamente con los
insecticidas organofosforados, los compuestos piretroides y otros carbamatos, el carbofurano integra
un grupo sustituto de insecticidas persistentes como el DDT, clordano y heptacloro (Mahalakshmi et

al.,2007; RAP-AL, 2008; Hernandez-Shek et al., 2012).

En el suelo el Carbofurdn es moderadamente persistente, con una vida media de 30 a 120 dias y tiene
una movilidad variable dependiendo de la textura del suelo. Por lo anterior, se considera un peligro
significativo de contaminacién para las aguas subterrdneas. Se degrada principalmente por accién
microbiolégica, generando diéxido de carbono (RAP-AL, 2008; INECC, 2015). La via de

degradacion del Carbofurdn es presentada en la figura 3.
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Figura 3. Via de degradacion del Carbofurdn. (a) Hidrélisis de los metabolitos por varios grupos de
bacterias y (b) la degradacion por hongos puede ocurrir a través de la hidroxilacién y oxidacién a 3-
Ketocarbofuran. (Ortiz-herndndez et al., 2013; University of Minnesota. Biocatalysis/Biodegradation

Database).



Este agroquimico actia mediante la inhibicién de la acetilcolinesterasa (AChE), que es responsable
de la degradacién hidrolitica de la acetilcolina (ACh), un importante neurotransmisor. La inhibicién
de la AChE en consecuencia, conduce a la acumulacion excesiva de acetilcolina en las sinapsis y las
uniones neuromusculares, lo que resulta en una sobreestimulacién de los receptores de ACh, que en
iltima instancia podrian terminar en la muerte por insuficiencia respiratoria (Fukuto, 1990; Gupta,
1994). AChE estd presente en un amplio rango de animales, incluyendo mamiferos, aves, peces,

reptiles e insectos (Karczmar et al., 1970; de la Torre, et al., 2002)

El compuesto ingresa en los organismos principalmente por contacto e ingestién, y en menor medida
por inhalacién. Su efecto sistémico, al ser absorbido por las raices de las plantulas, le confiere accién

de ingestidn sobre pulgones e insectos de las partes aéreas (RAP-AL, 2008).

Como resultado de su uso extendido, Carbofurdn ha sido detectado en suelo, aguas subterrdneas,
superficiales y el agua de lluvia (Richards et al., 1987; Waite et al., 1992; Mahttiessen et al., 1995;
Otieno et al., 2010). Se reconoce también que el Carbofurdn es extremadamente toxico para abejas,
zooplancton, crusticeos, peces y aves (INECC, 2015), los cuales son clave en la salud de diversos

ecosistemas.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) clasifica al Carbofurdn en el grupo identificado como
1b, lo que significa “altamente peligroso”. Sin embargo, en el caso de ingestion en forma directa o de
residuos existentes en alimentos, es “extremadamente toxico”. Este insecticida se encuentra ademas
en la Lista Consolidada de Productos Prohibidos o Restringidos por Naciones Unidas y en la lista de
plaguicidas y productos quimicos peligrosos objeto de comercio internacional para la aplicacién del
Procedimiento de Consentimiento Fundamentado Previo (PIC) del Convenio de Rotterdam, por lo
que la importacién del producto se encuentra sujeta a las leyes o normas de cada pais debido a su
condicién de sustancia peligrosa (RAP-AL, 2008). En México se encuentra en el registro de

plaguicidas autorizados (COFEPRIS 2012).

Los beneficios de los plaguicidas en el control de plagas y vectores de enfermedades han derivado en
un indudable incremento en la productividad agricola contribuyendo a la seguridad alimentaria. Sin
embargo, por su toxicidad intrinseca y su forma de uso, esta actividad tiene un impacto y un costo

ambiental importante.



2.2 Impactos de los plaguicidas en el ambiente (suelo)

Un plaguicida con caracteristicas ideales deberia resultar muy téxico para los organismos objetivos,
actuar rapidamente sobre ellos, que sus residuos permanezcan por cortos periodos de tiempo y que
resulte completamente inocuo para el resto de los organismos (Anderson, 1989; Johnsen, et al.,
2001; Aktar et al., 2009). Sin embargo, menos del 0.1% de los plaguicidas que se aplican llegan al
organismo objetivo, por lo que el 99.9% de los plaguicidas se mueve en el entorno en el cual se da la
contaminacién inmediata del ambiente: el suelo, aguas superficiales y subterrdneas y la atmdsfera.
Ademds, afectan negativamente a la salud publica y la biota benéfica, al afectar el equilibrio
fisiolégico de todos los organismos expuestos (Pimentel y Levitan, 1986; Pimentel et al., 1992;

Albert y Benitez, 2005).

La mayoria de los plaguicidas presentan toxicidad para otros seres vivos debido a que éstos actian
inhibiendo o modificando funciones vitales para la plaga a controlar, y en muchos casos estas
funciones se encuentran en otros organismos, y asi afecta directa o indirectamente a otros
organismos y procesos. Debido a esta caracteristica de toxicidad inherente, los organismos son mas
propensos a ser afectados por éstos que por otros agroquimicos (World Health Organization, 1990;

Igbedioh, 1991; Aktar et al., 2009).

Por tanto, y a pesar de que el uso de plaguicidas ha permitido incrementar la produccién agricola, el
uso y acumulacién en los suelos de éstos posee diversos riesgos de salud humana e impactos
ambientales adversos. Una de las principales preocupaciones medioambientales relacionadas con
plaguicidas es su potencial para afectar el suelo, que es controlado primariamente por su persistencia
y movilidad en el suelo, lo cual incluye el efecto que pueden tener sobre los grupos no objetivo que

ahi habitan (Walker, 2003).

2.3 Suelo- Rizosfera

El suelo constituye un recurso natural de gran importancia ya que desempefia funciones
indispensables para el sustento de la vida en este planeta, es donde se llevan a cabo la mayoria de las
actividades humanas, es fuente de alimentos para la biota del suelo y produccién primaria, es hébitat
de miles de organismos y regula los ciclos del agua y los biogeoquimicos (Volke et al., 2005;
Contreras, 2005). Ademas, las particulas minerales y la materia orgédnica del suelo pueden retener

sustancias mecdnicamente o fijarlas por adsorcion, mientras que los microorganismos de los suelos



pueden metabolizar sustancias exdgenas lo cual contribuye a la proteccion de aguas subterrdneas y

superficiales contra la penetraciéon de agentes nocivos (Volke et al., 2005; Contreras, 2005).

Ademads, el suelo provee un medio en el cual vive una asombrosa variedad de organismos. Estos
organismos no solamente usan el suelo como hébitat y fuente de energia, también contribuyen a su
formacién, e influencian fuertemente las propiedades fisicas y quimicas y la naturaleza de la
vegetacion que crece en él (Bardgett, 2005; Sposito, 2008). Tan solo un kilogramo de suelo no
contaminado sirve como hdbitat para hasta 10 trillones de bacterias, 10 billones de actinomicetos y 1
billén de hongos. Incluso la poblacién de microfauna (por ejemplo, protozoos) puede acercarse a 1

billén en un kilogramo de suelo (Sposito, 2008).

El crecimiento microbiano mds importante, sin embargo, tiene lugar en la superficie de las particulas
del suelo, normalmente en la zona conocida como rizosfera (Contreras, 2005). Esto debido a que es
una region altamente favorable para la proliferaciéon y actividad metabdélica de numerosos

microorganismos (Nannipieri et al., 2003).

La rizosfera comprende la region del suelo ocupada por las raices de las plantas y que es afectada por
la actividad de las mismas. Esta regién es apropiada para la proliferacién de una comunidad
microbiolégica altamente diversa y dindmica, cuya actividad se vincula con distintos procesos
relacionas con el agua, nutriciéon mineral, intercambio de cationes y produccion de exudados, entre
muchos otros, que la hacen diferente del suelo en sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas

(Jaramillo, 2011).

Un ejemplo de ello es el pH o potencial de iones hidrégeno, que en la rizosfera es mds 4cido por el
intercambio catidénico y por la produccion de &4cidos orgénicos; el potencial de agua también
disminuye, asi como la presion parcial de oxigeno. La existencia de exudados mucilaginosos influye
en la agregacion de las particulas del suelo interviniendo en el mantenimiento de la estabilidad del
suelo frente a la erosién y la accién del agua; se segregan compuestos fendlicos y hormonas
vegetales que atraen y favorecen el establecimiento de colonias de bacterias y hongos; hay mayor
acumulacion de didxido de carbono, debido a la actividad respiratoria, y de carbohidratos solubles

procedentes exudados de las raices (Suresh y Bagyaraj, 2002; Martin et al., 2011).
Dichos carbohidratos, producto de la fotosintesis, son utilizados por los microorganismos como

fuente de energia. De tal manera que esta zona de interaccién entre raices de plantas y

microorganismos del suelo constituye un nicho rico en nutrientes, como resultado de tales
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secreciones orgdnicas constituidas por mondémeros como glucosa y aminoécidos, polimeros como

polisacdridos y proteinas, y restos de raices (Hawes et al. 2003) y otras excreciones (Uren, 2007).

Se ha observado ademads, en estos exudados rizosféricos la existencia de multitud de proteinas con
actividades enzimaticas diversas, fosfatasas, proteasas, ureasas, glutaminasas, deshidrogenasas y de
diversidad de agentes quelantes o disolventes de elementos minerales que favorecen tanto el
aprovechamiento de moléculas orgdnicas, como de minerales por parte de la planta y de los
microorganismos circundantes (Martin et al., 2011). Asi, el nimero de bacterias que hay en la
rizosfera es de entre 10 y 1000 veces superior al de las bacterias que se encuentran en el suelo no

rizosférico (Martin et al., 2011).

La influencia de las raices sobre la disponibilidad de nutrientes se ve reflejada en consecuencia en la
dindmica de la microbiota compuesta principalmente por bacterias, actinomicetos, hongos y algas, la
cual puede variar cualitativa y cuantitativamente, segin las caracteristicas del suelo, el tipo de
fertilizacion, la especie vegetal y el 4rea de la raiz considerada, y repercute de forma diferente en el
crecimiento de las plantas y de otros microorganismos del suelo (Marschner et al., 2004; Berg et al.

2005; Jaramillo, 2011).

La rizosfera es, por tanto, un microambiente tnico donde los microorganismos se encuentran en
asociacion con las raices de las plantas, formando comunidades complejas y dindmicas. Estas
comunidades cumplen diversas funciones en los procesos del suelo, presentando un potencial
considerable tanto en fitoestimulacién, como en biocontrol de patdgenos de plantas y la degradacién

de compuestos contaminantes del suelo (Fitz y Wenzel, 2002; Martin et al., 2011).

2.4 Microorganismos del suelo

Los microorganismos del suelo son una comunidad ampliamente diversa e importante que catalizan

una gran cantidad de procesos vitales en el suelo ueden categorizarse en bacterias, actinomicetes,
y

hongos, algas, nematodos y protozoarios (Gerrard, 2000).

Estos organismos airean el suelo, incrementan la porosidad y agregan dcidos organicos y diéxido de

carbono al suelo. Dentro de las funciones que cumplen se encuentran también la descomposicién de

residuos orgdnicos, con lo cual se extrae la materia y energia contenida en las moléculas de los
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tejidos vegetales y es transferida a los microorganismos a partir de su descomposiciéon. Como
consecuencia de la descomposiciéon completa de los residuos vegetales, ocurre una conversion de
formas orgénicas a inorgdnicas, este proceso es conocido como mineralizacién (Moorman, 1989; van

der Heijden et al., 2008).

Los microorganismos del suelo participan en la transformacion biogeoquimica de elementos como el
carbono, nitrégeno y fésforo en el suelo, con lo cual se incrementan la disponibilidad de nutrientes, y
contribuye de esta forma a la fertilidad del suelo, al crecimiento de las plantas al liberar elementos
esenciales para la nutricién vegetal y al mantenimiento de los ciclos de nutrientes (Moorman, 1989;
van der Heijden et al., 2008; Gerrard, 2000, Hayat et al., 2010). Ademds ciertos grupos de
microorganismos tienen también la capacidad de degradar contaminantes, como los plaguicidas en el

suelo (Bending et al., 2006; Zhao, 2009).

En la zona rizosférica, se presentan un amplio rango de interacciones entre microorganismos y las
plantas que van desde simbidticas hasta patogénicas. En la biota benéfica se encuentran
microorganismos solubilizadores y fijadores de nutrientes, promotores del crecimiento vegetal,
inductores de resistencia vegetal a enfermedades y agentes de control biolégico (Schippers et al.,

1987; Cano, 2011).

Ejemplos de estos microorganismos benéficos de la rizosfera incluyen simbiontes como los hongos
micorrizicos arbusculares. Las micorrizas arbusculares son asociaciones simbidticas mutualistas
entre un grupo de hongos (Glomeromycota) y raices de plantas superiores donde se encuentra la
mayoria de las plantas de interés agricola. Entre sus efectos benéficos para las plantas se encuentran
la mayor absorcién de elementos poco mdviles en el suelo como el P, Cu y Zn, proteccién contra
patdégenos, mayor resistencia a la sequia, mejoramiento en la agregacion del suelo, incremento de
resistencia a plagas y la estimulaciéon de sustancias reguladoras del crecimiento (Bethlenfalvay y

Linderman, 1992; Smith y Read, 1997; Blancol y Salas, 1997).

Estas interacciones con potencial efecto benéfico son determinantes en el crecimiento y desarrollo de
las plantas (Cano, 2011). Todas estas funciones son de gran importancia, sin embargo, los
microorganismos y por tanto sus servicios ecosistémicos, pueden verse afectados por diversos

factores externos de uso antropogénico como el uso de plaguicidas.
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2.5 Efectos de plaguicidas en los microorganismos del suelo

Los plaguicidas aplicados al suelo durante la plantacién deben persistir durante el desarrollo de las
raices de las plantas. Por lo tanto, una porcion del pesticida probablemente interactia con los

organismos en el suelo y la rizosfera (Wootton et al., 1993).

Numerosos estudios han reportado los efectos de plaguicidas sobre los organismos no objetivo que
se encuentran en el suelo (Johnsen et al., 2001; Frampton et al., 2006; Lo, 2010). Dentro de esto,
mucho trabajo se ha dirigido a investigar las interacciones entre plaguicidas y los microorganismos
nativos del suelo, debido al importante papel que juegan en la dindmica de los suelos, como ya ha
sido mencionado. Los microorganismos pueden verse adversamente afectados debido a alteraciones
en la estructura de la comunidad y sus funciones (Biinemann et al., 2006), y por ende las actividades
benéficas que realizan y que se encuentran directamente relacionadas con la fertilidad del suelo y
consecuentemente con el desempefio de los cultivos, impactando de esta manera la sustentabilidad de

la agricultura.

Los plaguicidas pueden alterar directa o indirectamente la estructura de las comunidades de
microorganismos y sus actividades. Algunos plaguicidas pueden no tener efectos sobre los
microorganismos, otros estimular o tener efectos depresivos sobre el crecimiento. En ese sentido,
algunos grupos pueden ser suprimidos y proliferar otros que no se ven afectados por la toxicidad y
que son capaces de degradarlos y usarlos como fuente de energia (Johnsen et al., 2001; Girvan et al.,
2004). Por lo tanto, los estudios de los impactos de las aplicaciones de plaguicidas sobre las
propiedades del suelo, las comunidades de microorganismos y sus actividades, cobran una gran
importancia. Existen reportes variados e incluso contradictorios acerca de los efectos de plaguicidas
sobre la microbiota del suelo, éstos dependen del tipo de plaguicida, dosis aplicadas y las

condiciones del ambiente en general.

Se considera que los herbicidas generalmente no tienen efectos adversos sobre los microorganismos
del suelo ya que son aplicados sobre las plantas (Johnsen et al., 2001; Biinemann et al., 2006). Los
efectos observados del herbicida Glifosato sobre la composicién de la comunidad microbiana han
sido variados. Por ejemplo, algunos grupos de microorganismos del suelo como bacterias y hongos
se han incrementado tras la adicién del herbicida, probablemente asociado con la capacidad de éstos
para metabolizarlo y aprovecharlo como fuente de enegia y nutrientes (Lancaster et al., 2010; Aratjo
et al., 2003; Ratcliff et al., 2006). Asi mismo, ha estimulado la actividad de enzimas como la ureasa
(Sannino y Gianfreda, 2001). Ratcliff et al. (2006) observaron ademds cambios en la composicién de

la comunidad de una dominancia de hongos a una proporcidn igual de bacterias y hongos.
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Por el contrario, el Glifosato ha provocado reducciones en grupos de microorganismos en el suelo
(Busse et al., 2001; Zobiole et al., 2011; Aratjo et al., 2003). Las funciones microbianas pueden ser
alteradas de la misma manera, por ejemplo, Sannino y Gianfreda (2001) observaron que Glifosato
reduce la actividad de la fosfatasa, y Bennicelli et al. (2009) reportaron el mismo patrén para la
deshidrogenasa. El crecimiento, desarrollo de la nodulacién y la fijacién de N por bacterias fijadoras
también pueden ser inhibidos (Martensson, 1992; Santos y Flores, 1995) y la descomposicion de
materia orgdnica ralentizada (Fletcher y Freedman, 1986; House et al., 1987). El impacto negativo
del Glifosato sobre los microorganismos de la rizosfera se puede reflejar en el crecimiento vegetal,
como en el caso de la reducciéon de la biomasa aérea y de las raices de las plantas, aunada a un

decremento de los microorganismos del suelo, obtenida por Zobiole ef al. (2011).

Los microorganismos del suelo expresan diferentes respuestas a los insecticidas. Como ejemplo se
ha reportado en varias ocasiones un efecto estimulador del insecticida Carbofurdn sobre la
microbiota del suelo, incluyendo grupos funcionales como bacterias fijadoras de N, e incrementa la
mineralizacién de C, N y P, indicando la derivacion de energia de los productos degradados del
insecticida (Dordevic et al., 1998; Das and Mukherjee, 1998; Das y Mukherjee, 2000; Ahmed y
Ahmad, 2006). Por el contrario, Carbofurdn ha inhibido diferentes grupos de microorganismos
(Wootton et al., 1993; Dordevic et al., 1998; Das et al., 2003). Se ha observado ademds que este
plaguicida causa un decremento significativo en el desarrollo de los hongos micorrizicos
arbusculares, los cuales son importantes en la nutricién de sus plantas hospederas (Backman y Clark,
1977; Sreenivasa y Baguaraj, 1989; Veeraswamy et al., 1993; Venkateswarlu et al., 1994). Sin
embargo, también se ha observado que con dosis menores se favorecié el desarrollo de estos hongos

(Sreenivasa y Baguaraj, 1989; Venkateswarlu ef al., 1994).

Por otra parte, los fungicidas generalmente tienen mayor impacto sobre los microorganismos del
suelo que los herbicidas e insecticidas (Biinemann et al., 2006). Aplicaciones de Carbendazim han
resultado en la reduccién de la diversidad microbiana del suelo y cambios en la estructura de la
comunidad (Yu et al., 2009; Wang et al., 2009a; Yan et al., 2011). Asi mismo se han reportado
disminuciones en la actividad de las enzimas deshidrogenasa y en las concentraciones de nitrato
(Burrows y Edwards, 2004), e incrementos en la concentracién de amonio (Burrows y Edwards,
2004) y en la ureasa en el suelo (Yan et al., 2011). Ademds, es bien reconocido el efecto negativo del
Carbendazim sobre la colonizacidon y desarrollo de los hongos micorrizicos arbursculares y, por
tanto, sus actividades funcionales como la toma y transporte de P (Sreenivasa y Baguaraj, 1989;
Larsen et al., 1996; Kling y Jakobsen, 1997; Schweiger y Jakobsen, 1998; Schweiger et al., 2001).

Por el contrario, Schweiger et al. (2001) reportaron una estimulacién en la toma de P por las hifas en
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combinacién con dosis baja de Carbendazim.

2.6 Influencia de factores ambientales sobre los efectos de plaguicidas

Cuando los plaguicidas llegan al suelo, éstos entran en contacto con una variedad de factores que ahi
se encuentran, y se establecen interacciones que pueden influir en los efectos de los plaguicidas
sobre los organismos del suelo. Por ejemplo, la interaccién con la materia orgdnica juega un papel
importante en la persistencia, movilidad, lixiviacién y en la biodisponibilidad de los plaguicidas en el

suelo (Weed y Weber, 1974; Khan, 1978; Bollag et al., 1992).

La adsorcién de los plaguicidas por la materia orgdnica aumenta la retencién de éstos en el ambiente
del suelo y reduce la cantidad del plaguicida en la solucién del suelo y por tanto la interaccidon con
raices y otros organismos, teniendo influencia el contenido de materia organica y la naturaleza de

ésta (Weed y Weber, 1974; Bekbolet et al., 1999; Spark y Swift, 2002).

Otros factores como el tipo de suelo y su composicién, temperatura, pH y la presencia de raices
pueden afectar la estabilidad y disponibilidad del plaguicida y por tanto, sus impactos sobre otros
componentes (Weed y Weber, 1974; Bollag et al., 1992; Cornejo y Jamet, 2000; Foldényi et al.,
2011). Las interacciones que pueda establecer un plaguicida con otros factores externos también

dependen de la estructura quimica de éste (Khan, 1978; Bollag et al., 1992).

La concentraciéon de nutrientes minerales en el suelo también juegan un papel importante, ya que
pueden influir directamente o indirectamente sobre los plaguicidas. Como ejemplo, las moléculas del
herbicida glifosato, que contienen un grupo metil-fosfénico, pueden competir con los fosfatos
inorgénicos por los sitios de unién a cationes absorbidos en el suelo (De Jonge et al., 2001; Gimsing
y Boggaard, 2002; Clua et al., 2012). Ademds, niveles adecuados de nutrientes en el suelo pueden
permitir una mayor presencia de microorganismos, los cuales pueden reducir a los plaguicidas en el

ambiente.

Sin embargo, la mayoria de los estudios acerca de este tema se ha realizado sin considerar otros
factores ambientales con los que los plaguicidas pueden interactuar en el suelo (Moorman, 1989;
Johnsen et al., 2001; Biinemann et al., 2006; Lo, 2010). Dichas interacciones pueden incluso
modificar el efecto de los plaguicidas por si mismos. Por lo tanto, existe la necesidad de estudios que
busquen evaluar los efectos de plaguicidas y sus interacciones con otros factores en el suelo, como la

disponibilidad de nutrientes y de materia orgdnica.
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3. HIPOTESIS

El efecto de los plaguicidas sobre la abundancia microbiana, la transformacién del C, N y P en el
suelo y el desempeiio vegetal estd influenciado por la diponibilidad de P mineral y materia orgdnica

en el suelo.

4. OBJETIVOS

General

Evaluar los efectos de las interacciones de los plaguicidas Carbendazim, Glifosato y Carbofurdn con
materia organica y la disponibilidad de P mineral en el suelo sobre los microorganismos del suelo, la
transformacion del C, N y P, el desempefio vegetal y colonizacién radical con hongos micorrizicos

arbusculares (HMA).

Particulares

Evaluar el efecto de la adicion de diferentes plaguicidas, materia orgdnica y P mineral
individualmente y en combinacién sobre la actividad de los microorganismos en el suelo sin

presencia de plantas.

Evaluar el efecto de diferentes plaguicidas, materia orgdnica y P mineral individualmente y en

combinacién sobre la abundancia microbiana del suelo sin y con presencia de planta de maiz

Evaluar el efecto de diferentes plaguicidas, materia orgdnica y P mineral individualmente y en

combinacién sobre la transformacién del C, N y P en el suelo con y sin presencia de planta de maiz

Evaluar el efecto de diferentes plaguicidas, materia orgdnica y P mineral individualmente y en

combinacién sobre el desempefio vegetal de la planta y colonizacién radical con HMA
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5. METODOLOGIA

El presente proyecto de investigacion se realizé a través de dos fases experimentales en las que se
evaluaron los efectos de los plaguicidas en los microorganismos del suelo sin y con presencia de

plantas de maiz.

5.1 Caracteristicas y muestreo del suelo

La muestra de suelo para el presente estudio fue recolectada de una parcela agricola experimental del
Centro Regional Universitario Centro Occidente, Universidad Auténoma de Chapingo, (19°41°10”°
N, 101°14°19”° O), localizada en Morelia, México. El tipo de suelo es vertisol (INEGI, 1979). Este
suelo de textura arcillosa tiene un pH de 7.3, con 2.7% de materia orgdnica del suelo (MOS), y
concentraciones de P y N inorgdnico disponible de 5.8 y 23.2 ppm, respectivamente. Las parcelas

han sido cultivadas con monocultivo de maiz por més de 10 aifios, usando plaguicidas y fertilizantes.

El suelo fue colectada en un cuadrante de 10 x10 m en una parcela experimental de maiz a 20 cm de
profundidad. El suelo fue mezclado y tamizado por una malla de 0.84 mm y posteriormente

almacenado en contenedores cerrados a temperatura ambiente.

5.2 Disefio experimental

El disefio experimental en ambas fases fue trifactorial completo, donde los factores principales
fueron plaguicidas (con 4 niveles: sin aplicaciéon, Carbendazim, Glifosato y Carbofurdn), materia
organica (0 y 0.5% rastrojo de maiz), y fertilizacién mineral con P (0 y 100 ppm KH,PO,) para un

total de 16 tratamientos con 4 réplicas cada uno (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Disefio experimental de las dos fases de evaluacion.

Fases Factores Niveles Total
Plaguicidas Sin, Carbendazim, 4
Glifosato y Carbofurdn
1. Efecto de plaguicidas
en los microorganismos Materia organica 0 and 100 ppm 2
del suelo sin presencia de
raices Fertilizacién mineral con P 0y0.5% 2
Réplicas 4
Unidades experimentales 64
Plaguicidas Sin, Carbendazim, 4
Glifosato y Carbofurdn
2. Efecto de plaguicidas
en los microorganismos Materia organica 0 and 100 ppm 2
del suelo con presencia de
raices Fertilizacién mineral con P 0y0.5% 2
Réplicas 4
Unidades experimentales 64

5.3 Efecto de plaguicidas en los microorganismos del suelo —ensayo sin plantas

5.3.1 Experimento in vitro

El experimento in vitro se realizé a través de un método de incubacién aerdbica (Fig. 4). Para cada
uno de los 16 tratamientos, 4 réplicas de muestras de 100 g de sustrato no estéril (mezcla de suelo
agricola y arena perlita en proporcion 3:1) fueron colocadas en tubos de cloruro de polivinilo (PVC)
de 5 cm de diametro, con una malla de 0.15 mm en uno de los extremos. Las muestras fueron
humedecidas con agua desionizada por capilaridad de acuerdo al 80% de capacidad de campo e
incubadas en la oscuridad en frascos individuales por 23 dias a 26 °C. La humedad del suelo fue
ajustada y los frascos aireados periédicamente para evitar condiciones anaerdbicas en las muestras de
suelo. En los tratamientos, cada plaguicida, la materia orgdnica y el P mineral fueron mezclados con
la arena y posteriormente con el suelo por medio de rotacion en frascos en las siguientes
proporciones: Carbofurédn 1.8 ug g, Carbendazim 10 ug g"' y Glifosato 2.2 ug g"'. Fertilizacién

mineral con P como solucién de KH,PO, (0 and 100 ppm). Materia orgédnica (0 y 0.5%). La materia
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organica utilizada fue obtenida a partir de plantas de maiz de la misma parcela experimental de
donde se tom¢ el suelo. Las plantas secas fueron seleccionadas, trituradas y esterilizadas a 120 °C/20
min. Las muestras post-incubacion y cuatro muestras pre-incubacion (tomadas después de mezclar el
suelo) fueron almacenadas a 4 °C para los subsecuentes andlisis bioquimicos y biogeoquimicos, y a -

2°C para el andlisis de 4cidos grasos.

Tubos pvc Malla

100 g sustrato (3:1)
* 75 g suelo agricola

* 25 g arena

Trampas NaOH

26 °C /23 dias

Figura 4. Método de incubacion aerdbica del suelo utilizado

5.3.2 Determinacion de la respiraciéon microbiana

La determinacion del CO,-C emitido se llevé a cabo utilizando trampas con 10 mL de NaOH 1N.
Estas trampas fueron reemplazadas a los 1, 3, 6,9, 13, 17 y 23 dias de incubacidén. Se afiadieron 5

mL de BaCI2 1.5N en cada trampa para precipitar para precipitar el Na,CO; en BaCO; y asi
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cuantificar el NaOH residual con HCI 1IN y fenoftaleina como indicador (Fig. 5) (Coleman et al.,

1978). La tasa de respiracién microbiana fue expresada como CO,-Cug C g d™'.

NaOH IN- trampas Precipitacién de carbonatos ~ Fenoftaleina como indicador Titulaciones con HCI IN
con BaCI2 15N

Fig. 5. Proceso para determinar la respiracion de los microorganismos del suelo.

5.3.3 pH y humedad

Las muestras de suelo fueron secadas en horno a 80 °C por 48 h hasta peso costante para la
determinacion del contenido de humedad por el método gravimétrico. Por su parte, el pH del suelo
fue determinado en agua desionizada (proporcidon de peso 1:10) con un medidor de pH digital

eléctrico (Corning).

5.3.4 Analisis de nutrientes en el suelo

Todas las formas de C fueron determinadas usando un Analizador de Carbono Total (IUC Mod. CM
5012; Chicago, E.U.A), y las concentraciones de N y P fueron determinadas por andlisis

colorimétrico a 660 nm en un Auto Analizador Bran-Luebbe III (Norderstedt, Alemania).

5.3.5 Concentracion de C, N y P en el rastrojo de maiz

Previo a los andlisis de nutrientes, las submuestras fueron secadas en horno a 80 °C y molidas en un
Molino Thomas Scientific y tamizados a través de malla 40 (0.425 mm). El C fue determinado por
combustion y deteccién coulométrica (Huffman, 1977). Para la determinacién de la concentracion de
N y P, las muestras fueron mineralizadas a través de digestion con 4cido sulftirico. Una vez digeridas
las muestras, el N fue determinado por el método micro-Kjeldahl (Bremmer, 1996) y el P por el
método colorimétrico de molibdato después de la reduccién con 4cido ascérbico (Murphy y Riley,

1962).
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5.3.6 Nutrientes disponibles en el suelo

Para determinar las formas de N disponible (NH4+ y NO3-), se realizaron extracciones de

muestras de suelo fresco (2 g) utilizando KCI 2M (Robertson et al., 1999), seguido de filtraciones a
través de papel filtro Whatman No.l. Ambas formas fueron determinadas colorimétricamente por el
método de fenol-hipoclorito (Technicon 1977). El P inorgdnico disponible (HPO,) se extrajo con
bicarbonato de sodio (NaHCO;), pH 8.5, y se cuantificé por colorimetria mediante el método de

dcido ascdrbico-molibdato (Murphy y Riley, 1962).

5.3.7 Nutrientes disueltos en el suelo

Los nutrientes organicos disueltos (COD, NOD y POD) fueron extraidos de 20 g de suelo fresco con
agua desionizada y agitacién por 45 min. El extracto obtenido fue filtrado a través de papel filtro
Whatman No. 42 y una membrana de nitrocelulosa de 0.45 ym (Jones y Willett, 2006). Una alicuota
del filtrado fue utilizada para determinar el amonio disuelto NH," y HPO, en el extracto de agua
desionizada. El carbono total disuelto fue determinado por combustiéon y deteccién coulométrica
(Huffman, 1977). El nitrégeno total disuelto fue obtenido digiriendo la muestra filtrada y utilizando
el método de micro-Kjendahl (Bremmer, 1996). El fosforo total disuelto fue también sometido a una
digestion 4cida y determinado por colorimetria como se explicé anteriormente. Las formas orgédnicas
disueltas (COD, NOD y POD) fueron calculadas a partir de la diferencia entre las formas totales

digeridas y las formas inorganicas disueltas.

5.3.8 Actividad enzimatica

La actividad potencial de tres enzimas, 3-1,4-glucosidasa (BG), f-N-acetyl- glucosaminidasa (NAG)
y la fosfatasa alcalina (FA), fueron medidas de acuerdo a las técnicas reportadas por Tabatabai y
Bremner (1969), Eivazi y Tabatabai (1977; 1988) y Verchot y Borelli (2005). Las actividades fueron
determinadas colorimétricamente usando sustratos especificos p-nitrofenol (pNP). Para la extraccién
enzimdtica de cada muesta fueron utilizados 2 g de suelo fresco y 30 ml del buffer universal
modificado (MUB) a pH de 8. Tres réplicas de 0.67 ml fueron obtenidas del extracto, y se afiadieron
0.67 ml del sustrato especifico de la enzima. Un control (sin sustrato) por muestra y tres controles de
sustrato (sustrato sin muestra) fueron también incluidos por ensayo. Los tubos fueron incubados por
2 h a30 °Cy centrifugados. 0.75 ml del sobrenadante fueron diluidos con 0.075 ml de NaOH 1IN y 2

mL de agua desionizada. La medicién para la absorbancia de p-nitrofenol (pNP) fue hecha a 410 nm
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en un espectrofotémetro (Evolution 201, Thermo Scientific Inc). La actividad ecoenzimdtica fue

expresada en pmol pNP g—l SDW h-l.

5.3.9 Abundancia microbiana
Las muestras de suelo fueron previamente liofilizadas y pulverizadas. Posteriormente, se siguid el

protocolo de extraccion de 4cidos grasos totales, el cual consiste en un proceso de cuatro fases:

saponificacion, metilacion, extraccién y lavado bésico (Fig. 6) (Sasser, 1990).

SAPONIFICACION H(/_’_’ _’_'

Agregar 1.0 ml  vgrtex 100°C Vértex 100°C
Reagente #1  5.10 seg. 5 min 5-10 seg. 25 min en frio
: H ,“ @
Agregar 2.0 ml Vértex  80+1°,10£1 min
Reagente #2 5-10 seg. Enfriar rapidamente

I
EXTRACCION g—* L) — H

Agregar 1.25 ml 10 min Remover la Recuperar
Reagente #3 fase del fondo  fase superior

¢ L S
LAVADO H_.(')_. . l_’B

Agregar3ml  5min Remover2/3de  Transferir  Tapar
Reagente #4 la fase superior  a CG Vial

Fig. 6. Etapas del método de extraccion de dcidos grasos, tomado de Wang y Jiang, 2016.
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5.4 Efecto de plaguicidas en los microorganismos del suelo —ensayo con plantas

5.4.1 Experimento en invernadero

El experimento se realiz en macetas con plantas de maiz bajo condiciones de invernadero. Semillas
del maiz hibrido DK 2061 fueron colocadas en macetas con 1,500 g de sutrato no estéril (mezcla de
suelo agricola con arena perlita en proporciéon 3:1) con bajo contenido de P, y se agregd una
fertilizaciéon mineral completa sin P (Cuadro 2). Las plantas se mantuvieron durante 8 semanas bajo
condiciones de invernadero y fueron regadas periddicamente hasta que se alcanzara el 80% de la
capacidad de campo. En los tratamientos, cada plaguicida, materia orgdnica, y P fueron mezclados
con la arena y posteriormente con el suelo por medio de rotacion en frascos en las siguientes
proporciones: Carbofurédn 1.8 ug g', Carbendazim 10 ug g"' y Glifosato 2.2 ug g"'. Fertilizacién
mineral con P como solucién de KH,PO, (0 and 100 ppm) y materia orgdnica (0 y 0.5%). La materia

orgénica utilizada fue rastrojo de maiz.

Cuadro 2. Macro y micro nutrientes utilizados en la fertilizacion.

No. Nutriente Férmula Concentracion Aplicaciéon

" mg/ng mL de solucién/ mL/800(8:1ic(ij§ustrato
9 kg sustrato .
sustrato Experimental)

4 Sulfatode K,SO, 25 75 3 24

potasio
, 28.57

5 Nitrato de NHJNOs 86.2 3 2.4
amonio (10 mg N/ mL)

3 CIor_uro de caCl, 25 30deN 3 24
calcio
Sulfato de CuSO,

5 cobre 5H,0 07 21 ° =
Sulfato de ZnSO,

6 o 7H,0 1.8 54 3 24

7 Sulfato de MnSO4 35 10.5 3 24
manganeso H20
Sulfato de CoSO,

8 cobalto 7H0 013 039 ° =
Sulfato de MgSO,

° magnesio 7H0 10 “° ’ >

40 Molibdato de  NaMoO, 0.06 0.18 3 24

sodio 7H,O
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5.4.2 Condiciones en el invernadero

Las plantas fueron crecidas en un invernadero, con cortinas laterals y sistema de ventilacién, del
Instituto de Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad, donde se tuvo un rango apréximado
de temperatura de 20-30 °C. Las macetas fueron colocadas en lineas de cuatro repeticiones de cada
tratamiento, en bloques por tipo de plaguicida: plaguicida, plaguicida+MO, plaguicida+P,
plaguicida+MO+P. Los tratamientos nunca fueron mezclados y se mantuvieron a una distancia

considerable para reducer el riesgo de contaminacion.
5.4.3 Cosecha

El experimento fue cosechado transcurridas 8 semanas. Se tomaron muestras de suelo de la zona
rizosférica y fueron almacenadas a -20°C para el andlisis de dcidos grasos. Las partes aéreas de las
plantas fueron cortadas a la superficie del suelo y el suelo adherido a las raices fue lavado. Dos

gramos de raices fueron separados para evaluar la colonizacién micorrizica.

5.4.4 Desempeiio vegetal

La clorofila foliar se midié utilizando un medidor de clorofila SPAD-502. La parte aérea y la parte

restante de las raices de las plantas fueron pesadas después de secarlas a 80 °C hasta peso constante.

5.4.5 Colonizacion micorrizica

Las muestras de raices frescas fueron cortadas en segmentos de 1 cm. Posteriormente, las raices
fueron aclaradas en KOH al 10% por 20 min a 90 °C, colocadas en H,O, por 20 min a temperatura
ambiente y tefiidas con azul tripano al 0.05% por 5 min a 90 °C (modificacién del método de Phillips
y Hayman, 1970). Las raices teflidas fueron guardadas en frascos de plastico con lactoglicerol. La
colonizacién por hongos micorrizicos arbusculares fue medida de acuerdo al método de Giovannetti
y Mosse (1980), el cual estd basado en la ausencia-presencia de estructuras micorrizicas en las raices
dentro de las intersecciones en una cuadricula dibujada en una caja Petri (1x1cm). Las observaciones
se realizaron con un microscopio estereoscopico (Marca Olympus SZX7, modelo Micros-AmScope)

con aumento 40x.

54.6 C,Ny P en el tejido vegetal

Para el andlisis de nutrientes en la parte aérea y radical de las plantas, las muestras fueron fueron
secadas en horno a 80 °C y molidas en un Molino Thomas ScientiWc de malla 40 (0.425 mm). E1 C

fue determinado por combustion y deteccién coulométrica (Huffman, 1977). Para la determinacién
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de las concentraciones de N y P, las muestras fueron digeridas en &cido, a continuacién, el N
determinado por el método semi-Kjeldahl (Bremmer, 1996) y el P por el método colorimétrico de

molibdato después de la reduccién con dcido ascorbico (Murphy y Riley, 1962).

Se obtuvo también el contenido total de C, N y P por planta al multiplicar la concentracién de cada
nutriente obtenida en los andlisis de las muestras da raices y parte aérea por el peso seco de dichas

partes de las plantas de maiz.
5.4.7 Abundancia microbiana

Las muestras de suelo fueron previamente liofilizadas y pulverizadas. Después de lo anterior, se
siguid el protocolo de extraccion de dcidos grasos totales, el cual consiste en un proceso de cuatro

fases: saponificacion, metilacion, extraccién y lavado basico descrito anteriormente (Sasser, 1990).

5.5 Analisis estadisticos

Los datos obtenidos en ambas fases fueron analizados utilizando analisis de varianza multifactorial.
Cuando el ANOVA indicé efectos significativos, se realizaron comparaciones de medias utilizando

el test de comparaciones multiples de Tukey (von Ende, 1993).
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6. RESULTADOS

6.1 Efecto de plaguicidas en los microorganismos del suelo — Ensayo sin plantas

6.1.1 Nutrientes del rastrojo de maiz

La concentracién de C, N y P totales en el rastrojo de maiz fueron las siguientes: 397.7, 77.2 y 10.6
mg g"'; mientras que los valores de los cocientes C:N, C;P y N:P fueron: 52, 37.5 y 7.3,

respectivamente.
6.1.2 Analisis pre-incubacion (tiempo cero)

Los resultados de los andlisis biogeoquimicos realizados en el suelo antes de las incubaciones
mostraron concentraciones de nutrientes y actividad enzimdtica bajos. El pH del suelo fue de 8.2

(Cuadro 3).

Cuadro 3. Resumen de los resultados biogeoquimicos de los andlisis del

suelo antes de la incubacién (tiempo cero).

Parametro Media

pH 8.2

Humedad (%) 52%

Carbono orgénico disuelto 39.635 ug g-1
Nitrégeno orgénico disuelto ND

Fésforo organico disuelto ND

PO, 236 ug g-1

NH, 221 ug g-1

NO, 1.18 ug g-1
Enzima Fosfomonoesterasa 0.1922 ymol h™* g
Enzima Glucosidasa 0.1524 ymol h™' g
Enzima NAG ND

ND: valor menor al limite de deteccidn por el método empleado
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6.1.3 Analisis post-incubacion

Los resultados estadisticos completos de los principales factores y sus interacciones para cada
variable medida se presentan en el Cuadro 4. De éstos, se toman de forma individual en una seccién

para cada variable.

Cuadro 4. Valores de F y y (p) del andlisis de varianza con plaguicidas (Plag), materia orgénica (MO)

y Fésforo (P) como principales factores y su interaccién sobre las variables examinadas. * indica

diferencias significativas (*p<0.05; **p<0.01;***p<0.001) que son interpretadas en los resultados.

Fuente de variacién

Parametro Plag MO p Plag*MO Plag*P MO*P Plag*MO*P
B. Gram-negativo 6%* 4ns 3ns 0.5ns 5** 2ns 0.5ns
B. Gram-positivo 15%*%  11%* 2ns Ins 3* 3ns 0.8ns
Hongos saprofitos 16%%%  2Q%** g** 0.7ns gHH* 0.8ns 2ns
Actinomicetes S¥* 2ns 4ns Ins S¥* 0.6ns Ins
CO, 314%%%  4Q39***  23wkx [ GFk*E 3% 0.7ns  6%*
PO, S56#*E 8k 1110%*%  S** 49k ] *E 3ns
NH, JTEEE T EEE 7* Tk Sk 2ns 2ns
NO;, Pk 2ns Qk* 2ns 2ns 1ns 0.9ns
CODb 12%%% ] Qk* 3ns Sk Sk 2ns 3%
NOD gk 4ns 2ns 2ns S¥* 2ns 4%
POD 21#%*%%  09ns 4ns 0.4ns 0.7ns 3ns Ins
B-Glucosidasa 33%kx QOFHE 0.4ns 24k%% 4% 2ns 2ns
Fosfomonoesterasa 6%* 34%x%* 5% 0.5ns 2ns 3ns 0.7ns
NAG 28%*E  QhwkE 0.2ns Tk [k 0.8ns  8#**
pH 42%#%k [ 2%EE |Gk Kok 11#**  Ons Ins
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Contenido de acidos grasos
Bacterias Gram-negativas (nmol g'1 suelo)

Contenido de acidos grasos
Hongos saprofitos (nmol g'1 suelo)

0
=

6.1.4 Abundancia microbiana

En general, la abundancia microbiana incrementé con la adicién de materia orgdnica (Fig.7). La
adicién de P también incremento a los microorganismos, pero este efecto se presentd sélo cuando no
se adicionaron plaguicidas (Fig.7). Particularmente, las bacterias Gram-negativas incrementaron con
la adiciéon de P, pero con la presencia de plaguicidas este efecto fue inhibido y las bacterias
disminuyeron respecto al tratamiento control. Sin adicién de P no se observaron efectos
significativos (Fig. 7a). Por otro lado, las bacterias Gram-positivas fueron estimuladas por la adicién
de materia organica. Sin P, las poblaciones de bacterias disminuyeron con el plaguicida Carbofurdn
respecto al Control. Con P adicionado, las poblaciones también disminuyeron con la adicién de los
tres plaguicidas (Fig. 7 b y c). El mismo patrén fue observado en la abundancia de hongos

saprofiticos y actinomicetes (Fig. 7 d, e y f).
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Fig. 7. Abundancia microbiana en el suelo: a) Bacterias Gram-negativas; b) y c¢) Bacterias Gram-
positivas; d) y e) Hongos Saproéfitos; f) Actinomicetes. Barras con diferentes letras maytsculas
indican diferencias significativas entre tratamientos con fésforo (+P) en cada grafica. Diferentes
letras mintsculas indican diferencias significativas entre tratamientos sin fésforo (-P) en cada
grafica. Barras con + significan que las medias entre tratamientos sin y con fésforo (P) son

significativamente diferentes.
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6.1.5 Respiracion microbiana

El efecto de los plaguicidas, materia orgénica, P y la interaccién entre estos factores sobre el CO,-C
emitido acumulado fue significantivo (Cuadro 4). La respiracién de los microorganismos del suelo
fue mayor en los tratamientos con adicién de Carbendazim, Glifosato y Carbofurdn con un
incremento del 186, 167 y 124%, respectivamente. La adicién de materia orgdnica también
increment6 la respiracion del suelo, la mayor concentraciéon de CO,-C se obtuvo con el plaguicida
Glifosato. Con la adicién de materia organica y P, la respiracion se incrementd en los tratamientos
con Carbendazim y Carbofurdn. Ademds, los tratamientos de Carbendazim y Glifosato con adicién
de P, pero sin materia orgdnica, tuvieron mayor respiracion microbiana que las muestras Control

(Fig. 8).

1.0
I - MO
/1 + MO A
A* AB*+
0.8 4 = B*+ -
B*+
B*+ ==
0.6 *
= C
) c*
(&) a*+
g "
0.4 4
a*+ a*+ b*
a*
0.2 3 o*
0.0 -
T E 2 g T E g =
5 £ % 2 5 £ & 2
1} o ° L 1}
o S £ o O S = 2
P (O] & o C] ©
s © © ©
(6]
SinP ConP

Fig. 8. CO,-C total emitido. Barras con diferentes letras maytsculas indican diferencias significativas
entre tratamientos con materia orgdnica (+MO) en cada grafica. Diferentes letras mintsculas indican
diferencias significativas entre tratamientos sin materia organica (-MO) en cada grafica. Barras con *
significan que las medias entre tratamientos sin y con materia orgdnica son significativamente
diferentes. Barras con + significan que las medias entre tratamientos sin y con fésforo (P) son

significativamente diferentes.
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6.1.6 Nutrientes disueltos en el suelo

El efecto de la interaccion entre los tres factores sobre el C y N orgénicos disueltos fue significativo
(Cuadro 4). Las concentraciones de COD disminuyeron en los tratamientos de Glifosato+P y
Carbofuran+P con la adicién de materia organica comparado a cuando no se adicion6 (Fig. 9a). Por
otro lado, la mayor concentracion de NOD se encontré con la combinacién de Carbendazim y
materia orgdnica. Sin embargo, ésta declind cuando se agregé P (Fig. 9b). Ademds, el POD

incrementd sigificativamente por el factor plaguicidas (Cuadro 4); particularmente con el Glifosato

(Fig. 9¢).
a) b)
100 7 .
A+ - MO
6 = + MO
= o 51
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‘_c'n >
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S 34
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a 8
8 > 2 a* A
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1 i
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a B a B a B a A a A
(1] T T T T T T
° ] c ] o) c = e} o o
S E 5 = g E ¢ s S E £ § S E & §
c » 5 c N n 5 =] N » — =] N » -
s I L& £ 5 & & 2 E 8 8 3 E § 2 5
o £ Q T = <} Q ° = Q o =3
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§ ° § ° § 5
o
Sin P Con P SinP ConP

POD (ug g-1 suelo)

B
B
0 : : ——

Control Carbendazim Glifosato Carbofuran

Fig. 9. Nutrientes organicos disueltos: a) COD, b) NOD y c) POD. Barras con diferentes letras
mayusculas indican diferencias significativas entre tratamientos con materia orgénica (+MO) en cada
gréfica. Diferentes letras mintsculas indican diferencias significativas entre tratamientos sin materia
organica (-MO) en cada gréifica. Barras con * significan que las medias entre tratamientos sin y con
materia orgdnica son significativamente diferentes. Barras con + significan que las medias entre

tratamientos sin y con fésforo (P) son significativamente diferentes.
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6.1.7 Nutrientes disponibles en el suelo

La interaccién entre plaguicidas y materia orgdnica, plaguicidas y P, y materia orgénica y P afectaron
significativamente la cantidad de P disponible (Cuadro 4). La concentracién de HPO, se increment6
con Carbofurdn y Glifosato, ademds los tratamientos con Glifosato tuvieron mayor concentracién
cuando se agregd materia organica respecto a en los que no se adicioné (Fig. 10 a y b). La
concentraciéon de HPO, también se incrementd con la adicién de P, principalmente con Carbofurdn
seguido de Glifosato (Fig. 10b), y los tratamientos con adicién de P tuvieron asi mismo una mayor
concentraciéon con la adicién de materia orgdnica (Fig. 10c). El efecto de las interacciones entre
plaguicidas y materia organica, y plaguicidas y P sobre el NH, fue significativo (Cuadro 4). La
concentracion de NH, se increment6 con Glifosato y Carbofuran, en el orden mencionado (Fig. 10 d
y e). Al afladir materia orgdnica o P, el NH, aument6 en el suelo con los tres plaguicidas, pero
principalmente con Glifosato (Fig. 10 d y e). Adicionalmente, el tratamiento Control tuvo menor
concentraciéon de NH, cuando se agregé materia orgénica (Fig. 7d). El efecto de los plaguicidas y P
sobre la concentracion de nitrato en el suelo fue significativo (Cuadro 4). La concentraciéon de NO;

disminuy6 con los tres plaguicidas; en contraste, ésta se incremento con la adicién de P (Fig. 7 f'y g).
6.1.8 Actividad enzimatica

El efecto de las interacciones entre plaguicidas y materia orgdnica, y plaguicidas y P sobre la f3-
glucosidasa fueron significativas (Cuadro 4). La actividad de la glucosidasa se incrementé en los
tratamientos con Carbendazim y materia orgdnica (Fig. 11a). También se observé que el plaguicida
Carbendazim estimulé la actividad de esta enzima con y sin la adicién de P (Fig. 11b). El efecto de
plaguicidas, materia orgdnica y P sobre la fosfomonoesterasa fue significativo (Cuadro 4). La
actividad de la enzima se incrementd significativamente en los tratamientos con Carbendazim (Fig.
11c). La actividad de esta enzima en el suelo fue también estimulada con la adicion de materia
organica y P (Fig. 11 d y e). El efecto de la interaccién entre los tres pardmetros sobre la enzima
NAG fue significativo (Cuadro 4). Carbendazim y Glifosato en combinacién con materia organica,
incrementaron la actividad de la enzima (Fig. 11f). También se observé que al agregar P al
tratamiento con el plaguicida Carbendazim y materia orgdnica se incrementd significativamente la
actividad de la NAG (Fig. 11f). En contraste, la adicién de P al tratamiento con Glifosato y materia

organica redujo significativamente la actividad de la enzima (Fig. 11f).
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Fig. 10. Nutrientes disponibles: a), b) y ¢) PO,; d) y e) NH,; f) y g) NOj;. Barras con diferentes letras

mayusculas indican diferencias significativas entre tratamientos con materia orgdnica (+MO) o

foésforo (+P) en cada grafica. Diferentes letras mindsculas indican diferencias significativas entre

tratamientos sin materia orgdnica (-MO) o fésforo (-P) en cada grafica. Barras con * significan que

las medias entre tratamientos sin y con materia orgdnica son significativamente diferentes. Barras

con + significan que las medias entre tratamientos sin y con fésforo (P) son significativamente

diferentes.
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Fig. 11. Actividad enzimdtica: a) y b) Glucosidasa; c), d) y e) Fosfomonoesterasa; f) 3-N-acetyl-
glucosaminidasa (NAG). Barras con diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas
entre tratamientos con materia orgdnica (+MO) o fésforo (+P) en cada gréfica. Diferentes letras
minusculas indican diferencias significativas entre tratamientos sin materia organica (-MO) o fésforo
(-P) en cada gréafica. Barras con * significan que las medias entre tratamientos sin y con materia
organica son significativamente diferentes. Barras con + significan que las medias entre tratamientos

sin y con fésforo (P) son significativamente diferentes.
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6.1.9 pH

La influencia de las interacciones entre plaguicidas y materia orgdnica, y plaguicidas y P sobre el pH
fueron significativas (Cuadro 4). Por ejemplo, el suelo tuvo mayor pH cuando Carbofurdn fue
agregado. Con la adicién de materia organica o P, el pH fue mayor con los tres plaguicidas respecto
al Control. Sin embargo, la materia orgdnica indujo una disminucién en el pH en comparacion a los
tratamientos sin materia orgdnica, excepto con Carbendazim. Con la adicién de P a los tratamientos

de Carbofuran, el pH del suelo también disminuy6 comparado con los que no lo contenian (Fig. 12).
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Fig. 12. pH del suelo. Barras con diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos con materia orgdnica (+MO) o fosforo (+P) en cada grifica. Diferentes letras
minusculas indican diferencias significativas entre tratamientos sin materia organica (-MO) o fésforo
(-P) en cada gréafica. Barras con * significan que las medias entre tratamientos sin y con materia
organica son significativamente diferentes. Barras con + significan que las medias entre tratamientos

sin y con fésforo (P) son significativamente diferentes.

6.2. Efecto de plaguicidas en los microorganismos del suelo — Ensayo con plantas
Los resultados estadisticos completos de los principales factores y sus interacciones para cada

variable medida se presentan en el Cuadro 5. De éstos, se toman de forma individual en una seccién

para cada variable.
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Cuadro 5. Valores de F y y (p) del andlisis de varianza con plaguicidas (Plag), materia orgénica (MO)
y Fésforo (P) como principales factores y su interaccién sobre las variables examinadas. * indica

diferencias significativas (*p<0.05; **p<0.01;***p<0.001) que son interpretadas en los resultados.

Fuente de variacién

Parametro Plag MO p PlagtMO Plag*P MO*P Plag*MO*P
B. Gram-Positivo 0.7ns 0.08ns 2ns 2ns 0.3ns 0.9ns 2ns

B. Gram-Negativo 2ns 4% 6* 0.4ns 3* 09ns  O.lns
Hongos saprofitos Ins 10%* 2ns 0.8ns 0.9ns Q** 0.5ns
HMA colonizacién 239%%*  G* JoHHE 3% 25%*Ek  1Q** 3%
HMAextraradical 22%*%%  (.1ns 3ns 2ns 6%** 2ns 0.9ns
Peso seco aéreo 43%*%  2ns 17%%% 2ns ko 0.5ns  0.2ns
Peso seco radical 35¥*k* 5% 15%%% Ins 4x* 0.4ns  0.06ns
Clorofila 20%**  0.5ns ] 5k Ins 12#*%*% 02ns  0.4ns
C aéreo 3ns 0.04ns Ins 0.5ns 2ns 1.7ns  0.09ns
N aéreo 41%%*%  2ns 4ns 0.8ns SH* 3ns 0.5ns
P aéreo 18***  0.1ns 0.2ns 0.6ns 4% 3ns 2ns

C raiz Ins 0.4ns 0.1ns 2ns 0.9ns 0.4ns 0.8ns
N raiz SH* 0.8ns 0.3ns 2ns 6%** 0.3ns 2ns

P raiz SH* 0.7ns 0.1ns Ins 4% 0.3ns 2ns

C total aéreo 38%**  2ns 16%%* 2ns 10***  03ns  0.2ns
N total aéreo 40%**  (0.5ns 4ns 3ns Ins Ins Ins

P total aéreo 33%**  3ns 8k* 2ns (ke Ins Ins

C total raiz 27*%*%  3ns 17735 Ins 4% Ins 0.4ns
N total raiz 6%** 0.005ns  3ns Ins 6%** 0.2ns  3ns

P total raiz oo 0.4ns 6* 0.6ns 3% 0.Ins  0.8ns
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6.2.1 Abundancia microbiana

En general, las bacterias Gram-negativas disminuyeron con la adicién de materia orgdnica, y con
Carbofuran con adicién de P (Fig. 13 a y b). En contraste, los hongos sapréfitos se incrementaron
con la adicién de P al adicionar la materia organica (Fig. 13 ¢). Las bacterias Gram-positivas no

fueron afectadas por estos factores (Cuadro 5).
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Fig. 13. Abundancia microbiana en el suelo: a) y b) Bacterias Gram-negativo; ¢) Hongos saprofitos.
Barras con diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas entre tratamientos con
materia orgdnica (+MO) o fésforo (+P) en cada grifica. Diferentes letras mindsculas indican
diferencias significativas entre tratamientos sin materia orgdnica (-MO) o fésforo (-P) en cada
gréafica. Barras con * significan que las medias entre tratamientos sin y con materia orgdnica son
significativamente diferentes. Barras con + significan que las medias entre tratamientos sin y con

fésforo (P) son significativamente diferentes.

El porcentaje de colonizacion micorrizica fue significativamente reducido en los tratamientos con
plaguicidas sin y con materia orgdnica, y sin y con P, siendo erradicado casi por completo con el

fungicida Carbendazim. Adicionalmente, la colonizacién se incrementé en el tratamiento con
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Glifosato cuando se agregd materia organica, pero disminuy6 cuando se agregd P. La presencia de P

en el suelo inhibid la colonizacién micorrizica, sin y con materia organica (Fig. 14a).

Asi mismo, la abundancia del micelio extraradicular de los HMA disminuyé con la adicién de P en
el tratamiento Control. Sin la aplicacién de P, la abundancia de estos hongos disminuy6 con los tres
plaguicidas respecto al Control. Con la adicidn de P, disminuyé solamente con el herbicida Glifosato

(Fig. 14b).
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Fig. 14. Colonizacién de HMA (a) y abundancia de HMA extraradical (b). Barras con diferentes letras
mayusculas indican diferencias significativas entre tratamientos con materia orgdnica (+MO) o fésforo
(+P) en cada gréfica. Diferentes letras mindsculas indican diferencias significativas entre tratamientos sin
materia orgdnica (-MO) o fésforo (-P) en cada grafica. Barras con * significan que las medias entre
tratamientos sin y con materia orgdnica son significativamente diferentes. Barras con + significan que las

medias entre tratamientos sin y con fésforo (P) son significativamente diferentes.
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6.2.2 Desempeiio vegetal y clorofila

Los tratamientos con el insecticida Carbofurdn mostraron el menor peso seco de la parte aérea y
radical de las plantas de maiz. En contraste, el peso aéreo y radical se increment6 con el fungicida

Carbendazim con la adicién de P (Fig. 15; Fig. 16 ay b).

La concentracién de clorofila (estimada con unidades SPAD) en las hojas con Carbendazim y
Carbofuran sin la adicién de P fue menor que en el Control. Sin embargo, cuando se agregé P, la

clorofila aument6 en estos tratamientos y no se obtuvieron diferencias entre tratamientos (Fig. 16c¢).

Carbofurén Carbolurén | Cambofurdn | Carbofurén |  Glfosato | Giiosato olfosato B8 Giiosato P bendazi dozi - n
+MO+P P +MO+P +P +MO n

Fig. 15. Plantas de maiz después de 8 semanas de crecimiento bajo los diferentes tratamientos

aplicados.
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Fig. 16. Peso seco aéreo (a), radical (b) y Clorofila (c) de las plantas de maiz. Barras con diferentes
letras mayusculas indican diferencias significativas entre tratamientos con fésforo (+P) en cada
gréfica. Diferentes letras mindsculas indican diferencias significativas entre tratamientos sin fésforo
(-P) en cada gréfica. Barras con + significan que las medias entre tratamientos sin y con fésforo (P)

son significativamente diferentes.

6.2.3 Nutrientes en raices y parte aérea en maiz

El C de la partes aérea y radical de las plantas no fue afectado por ninguno de los factores
examinados (Cuadro 5). El N de la parte aérea se increment6 con Glifosato y Carbofuran sin o con P,
respecto al Control. Por el contrario, disminuyd en los tratamientos con Carbendazim cuando se
agregé P respecto a cuando no se adicioné (Fig. 17a). EI N en las raices se incrementd en los

tratamientos con la combinacién de Glifosato+P y Carbofurdn+ P (Fig. 17b). Por su parte, el P en la
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parte aérea aument6 también en dichos tratamientos (Fig. 18a). El P en las raices disminuyé con la

adicién de Carbendazim (Fig. 18b).

Respecto a las concentraciones totales de nutrientes por planta, el C en parte aérea y radical se
incremento en los tratamientos con Carbendazim cuando se agregd Py, por el contrario, disminuy6
en los tratamientos con Carbofurdn (Fig. 19 a y b). La cantidades mayores y menores de N en la
parte aérea se encontraron en los tratamientos con Glifosato y Carbofurdn respectivamente (Fig.
17¢). El N en las raices sin adicion de P, disminuyé con la adicién de Carbofurdn; con P, se observo
un incremento en los tratamientos con Glifosato (Fig. 17d). El P en parte aérea aument6 en los
tratamientos con Carbendazim cuando se agregd P. Disminuyé en cambio en los tratamientos con

Carbofuran (Fig. 18c), lo cual también se observé en el P de las raices (Fig. 18d).
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Fig. 17. Concentraciéon de N en parte aérea (a), raices (b) y N total en parte aérea (c) y raices (d).
Barras con diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas entre tratamientos con
foésforo (+P) en cada grafica. Diferentes letras mindsculas indican diferencias significativas entre
tratamientos sin fosforo (-P) en cada gréfica. Barras con + significan que las medias entre

tratamientos sin y con fésforo (P) son significativamente diferentes.
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Fig. 18. Concentraciones de P en parte aérea (a), raices (b) y P total en parte aérea (c) y raices (d).

Barras con diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas entre tratamientos con

fosforo (+P) en cada grafica. Diferentes letras mindsculas indican diferencias significativas entre

tratamientos sin fosforo (-P) en cada gréfica. Barras con + significan que las medias entre

tratamientos sin y con fésforo (P) son significativamente diferentes.
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Fig. 19. Concentraciones de C total en parte aérea (a) y raices (b). Barras con diferentes letras
maytsculas indican diferencias significativas entre tratamientos con fésforo (+P) en cada gréfica.
Diferentes letras minudsculas indican diferencias significativas entre tratamientos sin fésforo (-P) en cada
grafica. Barras con + significan que las medias entre tratamientos sin y con fésforo (P) son

significativamente diferentes.
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7. DISCUSION

En la mayoria de los estudios sobre los efectos de plaguicidas sobre los microorganismos del suelo,
no se han evaluado el efecto de la disponibilidad de fuentes de carbono y nutrientes minerales
(Moorman, 1989; Johnsen et al., 2001; Biinemann et al., 2006; Lo, 2010). Por lo anterior, en el
presente estudio se examiné la influencia de la materia orgdnica y la disponibilidad de P mineral
sobre los impactos de tres plaguicidas sobre los microorganismos del suelo, la dindmica del C,Ny P

y el desempeiio vegetal.

7.1. Efecto de plaguicidas en los microorganismos del suelo —ensayo sin plantas

7.1.1. Abundancia de los microorganismos del suelo

Los resultados presentados en este trabajo mostraron que la abundancia de bacterias y hongos se
incrementd en respuesta a la adicion de materia orgédnica. Este incremento en la abundancia
microbiana se debe a un aumento en la disponibilidad de energia derivada de la descomposicion del
rastrojo de maiz, dado que éste contiene diversos tipo de moléculas orgdnicas, tales como
polisacéridos, azicares simples, aminodcidos, proteinas, fenoles, ceras y otros, los cudles representan
una fuente importante de energia y nutrientes (i.e., C, K, Ca, Mg, N y P) y algunos de estos

compuestos son de rdpida descomposicion (Mann et al., 2002; Blanco-Canqui y Lal, 2009).

Asi mismo, la aplicacién de P mineral estimulé la abundancia de todos los grupos microbianos
examinados, pero con la aplicaciéon de los plaguicidas éstos fueron reducidos. Reducciones de los
microorganismos del suelo tras la aplicaciéon de Carbendazim (Wang, et al., 2009a; Wang, et al.,
2009b; Yu, et al., 2009; Yan, et al., 2011), Glifosato (Busse, et al., 2001; Zobiole, et al., 2011;
Aratjo, et al., 2003) y Carbofurdn (Wootton, et al., 1993; Dordevic et al., 1998; Das, et al., 2003)
han sido reportadas; sin embargo, algunos de estos trabajos reportan que este efecto es solo temporal
y los microorganismos resistentes se recuperan pronto y reemplazan a las especies susceptibles a los
plaguicidas. Ademds, los efectos de los plaguicidas son altamente variables, éstos dependerdn de
muiltipes factores como la dosis aplicada, taxones microbianos, propiedades fisicas y quimicas del

suelo y otros factores ambientales (Moorman, 1989; Johnsen et al., 2001; Chen et al., 2001).

El efecto de los plaguicidas sobre la reduccién de los microorganismos del suelo no fue observado en
los tratamientos sin aplicacién de P, probablemente porque la comunidad de microorganismos ya se

encontraba bajo un efecto de estrés por la limitacion de P. Este nutriente representa un componente
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esencial para la produccion de biomasa y es generalmente considerado el principal factor limitante
para la actividad de los microorganismos del suelo (Lajtha y Schlesinger, 1988; Canfield et al.,

2005).
7.1.2 Actividad de los microorganismos del suelo

La respiraciéon aerdbica medida como el diéxido de carbono emitido se ha utilizado como un
pardmetro adecuado para evaluar la actividad microbiolégica (Zucconi y Bertoldi, 1987; Vig et al.,
1999; Antil er al., 2014). Los resultados de la respiracién mostraron que la adicién de materia
organica también incrementd la actividad microbiana en todos los tratamientos, como resultado de la

liberacion de energia proveniente de su descomposicién por los microorganismos en el suelo.

Con la adicién de plaguicidas se observaron reducciones significativas en la abundancia microbiana,
mientras el CO,-C emitido se incrementd, lo cual coincide con Merrington et al. (2002), quienes
reportan que los fungicidas a base de cobre favorecieron el incremento en la tasa de respiracioén y la
reduccién de la abundancia microbiana. Una de las posibles causas de estos resultados, es que los
plaguicidas evaluados estresaron a las comunidades de microorganismos en el suelo bajo las
condiciones de este experimento, debido a que hay mayor demanda de energia, la cual se deriva
principalmente a procesos catabdlicos para el mantenimiento celular y mecanismos de defensa, y no
a los procesos anabdlicos para la produccién de biomasa (Killham, 1985; Giller et al., 1998;

Schipper and Lee, 2004; Liao y Xie, 2007; Petenello et al., 2014; Mogollén et al., 2015).

Sin embargo, otra posible causa es que los microorganismos resistentes a los plaguicidas
posiblemente tuvieron un incremento en su actividad metabdlica como resultado de una disminucién
en la competencia de los microorganismos susceptibles (Uyanoz et al., 2005). De igual manera, los
microorganismos tolerantes pudieron utilizar los nutrientes derivados de la muerte de los
microorganismos susceptibles, asi como de la degradacién de los plaguicidas (Pozo et al., 1994;

Suyamas y Takagi, 1996; Uyanoz et al., 2005).

Por otro lado, la actividad de las enzimas -glucosidasa, NAG y fosfomonoesterasa es ampliamente
usada como indicador de la demanda de C, N y P respectivamente (Schimel y Weintraub, 2003;
Moorhead y Sinsabaugh, 2006; Fanin et al., 2016). En este trabajo se observé que el fungicida
Carbendazim promovié la actividad de las tres enzimas evaluadas. Este incremento en la actividad
enzimdtica puede indicar que la comunidad microbiana estuvo sometida a un periodo de estrés con la
aplicacion de este plaguicida, dado que los microorganismos pueden aclimatarse a condiciones
estresantes a través de la asignacion de recursos a los mecanismos de adquisicion de nutrientes y no a

los vinculados al crecimiento (Tapia-Torres et al., 2015; Schimel et al., 2007), lo que coincide con
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los datos de respiracion y abundancia microbiana mostrados anteriormente. De esta manera, los
microorganismos pudieron asignar mdas energia a la sintesis de enzimas para la adquisiciéon de
nutrientes, ya que la sintesis y liberacion de éstas responde a seflales ambientales y disponibilidad de
recursos en el suelo (Sinsabaugh, 2009; Fanin et al., 2016). Ademads, la liberacién de las enzimas al
suelo también puede darse a través de la lisis celular (Sinsabaugh, 2009). Sin embargo, y dado que
este incremento en la actividad enzimdtica no se ve reflejado en la concentraciéon de C, N y P

obtenidas, la eficiencia de las enzimas pudo disminuir o los nutrientes pudieron ser inmovilizados.

7.1.3 Nutrientes en el suelo (transformaciones del C, N y P)

Los tratamientos con Glifosato y Carbofurdn presentaron mayor mineralizacién, ya que se
encontraron mayores concentraciones de nutrientes minerales en el suelo con estos plaguicidas,
debido probablemente a la mineralizaciéon de los mismos. Se ha reportado que la actividad
microbiana es la primera via de degradacién del Glifosato, degraddndolo rdpidamente a agua,
diéxido de carbono y fosfato inorgdnico, dejando una fuente de P disponible en el suelo
(Torstensson, 1985; Forlani e al., 1999). Los microorganismos estdn también implicados en la
degradacion de Carbofurdn, ya que una variedad de bacterias pertenecientes a varios taxones son
capaces de usarlo como fuente de C y N (Ogram et al., 2000; Mohanta, et al., 2012). Este efecto de
incremento en la mineralizacidn por parte de Glifosato y Carbofurdn fue también influenciado por la
materia orgdnica y el P, ya que al agregarlos posiblemente se estimuld atin mds la mineralizacién de

C y P en estos tratamientos.

Los tratamientos con Carbendazim y materia orgdnica tuvieron significativamente mas N organico,
pero no significativamente mds en la parte mineral (NH,* y NOj), lo que sugiere que la
mineralizacidon disminuyd. Este efecto podria deberse a que el fungicida Carbendazim inhibe a los
hongos, quienes son importantes en la descomposicion de la materia orgdnica (Beare, 1997;
McGuire et al., 2010). Con la adicién de P, la mineralizacién probablemente aumentd porque se
incrementaron los microorganismos tolerantes al Carbendazim, dado que el P es un nutriente

limitante.

Adicionalmente, los resultados sugieren que los tres plaguicidas tuvieron un efecto negativo sobre la
nitrificaciéon. Reducciones en la nitrificacién a causa de plaguicidas han sido resportadas en otros
estudios (Tu, 1994; Vink y Van Straalen, 1999; Srinivasulu et al., 2012). En varios trabajos se ha
reportado que la nitrificacion es sensible a los plaguicidas y otros quimicos, debido probablemente al
efecto deletéreo sobre los microorganismos que participan en este proceso (Pell et al., 1998; Gopal et

al.,2007; Jacobsen y Hjelmsg, 2014).
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7.2 Efecto de plaguicidas en los microorganismos del suelo —ensayo con plantas

El presente estudio proporciona una evaluacién de los efectos potenciales de las interacciones entre
plaguicidas con materia orgénica y la disponibilidad de P mineral sobre los microorganismos del
suelo, el desempeiio vegetal y la colonizacién de raices por HMA. Se encontrd que estas variables
fueron fuertemente afectadas bajo estos tratamientos, mostrando que los impactos de los plaguicidas

fueron influenciados principalmente por la disponibilidad de P y el plaguicida en cuestion.

Los hongos saproéfitos se incrementaron con la combinacién de materia orgdnica y P mineral debido
a la degradacion del sustrato orgdnico y a la disponibilidad de nutrientes (Wild, 1992; McGuire et
al., 2010). Estos hongos y las bacterias Gram-positivas reflejaron una mayor tolerancia al no ser

afectados por la aplicacion de plaguicidas.

Las plantas de maiz tuvieron un menor desempefio vegetal cuando se agregd Carbofurdn, lo que
sugiere que el insecticida tuvo un efecto fitotdxico. Estos resultados coinciden con Veeraswamy et
al. (1993), quienes observaron una inhibicién en el crecimiento del sorgo después de la aplicacién
del Carbofurdn. Tiyagi et al. (2004) encontraron también un efecto fitotéxico a dosis mayores de las
recomendadas para su aplicacién. Este efecto de toxicidad quimica podria alterar actividades
fisioldgicas (fotosintesis, respiracién, produccion de hormonas, crecimiento, etc), afectando de esta

forma el crecimiento de las plantas.

Asi mismo, los HMA fueron afectados por los plaguicidas mds que cualquier otra variable medida en
este estudio. Los hongos micorrizicos fueron negativamente afectados con la adicién de los tres
plaguicidas, siendo casi completamente erradicados con Carbendazim. Inhibiciones en la
colonizacién y desarrollo de los HMA por el insecticida Carbofurdn han sido reportadas por varios
trabajos (Backman y Clark, 1977; Sreenivasa y Baguaraj, 1989; Veeraswamy et al., 1993;
Venkateswarli et al., 1994). De igual manera, existen estudios donde se ha observado que el
herbicida Glifosato reduce la viabilidad de esporas y la colonizacién de las raices (Druille, et al.,
2013a; Druille et al., 2013b; Carvalho, et al., 2014 ). Por otra parte, la supresién del desarrollo de los
HMA y la toma y transporte de P, causado por el fungicida Carbendazim también ha sido reportada
(Sreenivasa y Baguaraj, 1989; Larsen et al., 1996; Kling y Jakobsen, 1997; Schweiger y Jakobsen,
1998; Schweiger et al., 2001), lo cual cobra una vital importancia debido a la importante funcién que

las micorrizas tienen en la nutricién vegetal. Ademads, el micelio extraradicular de los HMA recibid
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un mayor impacto que la colonizacién radicular, probablemente porque se encuentra expuesto y no

protegido en el interior de las raices.

Por otro lado, la colonizacién micorrizica y el micelio extraradicular disminuyeron bajo condiciones
con mayor disponibilidad de P. Al respecto, la disponibilidad de P en el suelo es uno de los factores
edédficos mds importantes que reducen la actividad de la micorriza arbuscular (Mosse, 1973;
Treseder, 2001; King et al., 2002), al disminuir la colonizacién de raices por los HMA (Mosse y
Phillips, 1971; Menge et al., 1978; Treseder, 2001). Esto es esperado, ya que ante suficiencia de P,
las plantas pueden disponer de los hidratos de carbono asignidndolos a otras funciones y no
invertirlos en mantener la relacién micorrizica (Graham y Eissenstat, 1994; Graham y Eissenstat,

1998; Jifon et al., 2002).

De manera interesante, fue observada una estimulacién del crecimiento vegetal en las plantas al
combinar Carbendazim y P, lo que coincide con la completa eliminacién de la asociacién
micorrizica. En paralelo fue observado que, aunque hay colonizacién micorrizica en las raices de las
plantas, hay una minima cantidad de micelio extraradical en el suelo. Esto sugiere que hubo una
posible depresion del crecimiento de las plantas colonizadas por los HMA cuando el P era altamente
disponible, lo que probablemente se deba a que estos hongos pueden actuar como parésitos,
requiriendo de carbohidratos de la planta hospedera sin beneficiarla con la toma de nutrientes del

suelo como lo sugieren Graham y Eissenstat (1994 y 1998).

Por su parte, Carbendazim mitigé la reduccion del crecimiento causado por la asociacién micorrizica
cuando el P no era un limitante, al suprimir completamente a los HMA, reduciendo los costos de
carbono de la colonizacién de raices para la planta hospedera. Depresiones en el crecimiento de
plantas colonizadas por HMA a niveles altos de P en el suelo han sido reportadas en otros estudios
(Son y Smith, 1988; Peng et al., 1993; Valentine et al., 2001) y el requerimiento de carbono a la
planta por parte de los HMA ha sido sugerido como la causa de estas depresiones (Peng et al., 1993;
Graham et al., 1997; Jifon et al., 2002), dado que las estimaciones de la cantidad de carbono que se
asigna a las micorrizas van del 4 al 20% del total de carbono de la planta (Graham, 2000). Graham y
Eissenstat (1998), obtuvieron una mayor tasa de crecimiento de Citrus sinensis al limitar la
colonizacién micorrizica con la aplicacion del fungicida Benomil, también atribuida a la reduccién

de los costos de la colonizacién de raices con un suministro alto de P.
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8. CONCLUSIONES

En este trabajo, los plaguicidas examinados afectaron fuertemente la abundancia y actividad de la
comunidad de microorganismos en el suelo, asi como la transformacién de C, N y P en el suelo y al
desempefio vegetal del maiz. Este impacto depende de la presencia de materia orgédnica y la

disponibilidad de fésforo, el grupo de microorganismos y el plaguicida en cuestion.
De manera especifica, en el presente trabajo se encontrd que:

Los tres plaguicidas redujeron significativamente la abundancia de los microorganismos en el suelo y
aumentaron su actividad sin presencia de la planta. Esto se debi6 al estrés al que fueron sometidos
tras la adiciéon de los quimicos y/o al incremento de la actividad de la parte remanente de la

comunidad microbiana del suelo.

Los plaguicidas Glifosato y Carbofurdn estimularon la mineralizacién en el suelo, habiéndose

potencializado dicho efecto al afiadir de materia orgdnica y el P.

Todos los plaguicidas evaluados afectaron negativamente la nitrificaciéon en el suelo, debido

probablemente a su efecto deletéreo sobre los microorganismos del suelo.

En el ensayo con presencia de plantas, los efectos de los plaguicidas sobre los microorganismos del
suelo y el desempefio vegetal estuvieron influenciados principalmente por la disponibilidad de P. A
mayor disponibilidad de este nutriente, menor colonizacién micorrizica intra y extraradical; por otra
parte, los hongos saproéfitos y el crecimiento vegetal (este ultimo en combinacién con Carbendazim)

se incrementaron.

El insecticida Carbofurdn presenté un efectos fitotéxicos sobre las plantas de maiz, esto se debid,

propablemente, a que la dosis utilizada fue mayor a la recomendada.

Los hongos micorrizicos arbusculares se mostraron sumamente sensibles a la adicién de los

plaguicidas, al ser reducidos significativamente.

El crecimiento vegetal del maiz se estimuld al eliminar la colonizacién micorrizica con la aplicacién
del fungicida Carbendazim, cuando el P no fue un nutriente limitante. Esto debido probablemente a
que los HMA representaban un costo energético para la planta sin beneficiarla con la toma de

nutrientes del suelo.
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9. PERSPECTIVAS

En la presente investigacion se han mostrado varios efectos adversos de los plaguicidas evaluados
sobre los microorganismos del suelo y sus actividades. Atin cuando estos agroquimicos tienen un
gran potencial benéfico para la productividad agricola, su uso debe ser evaluado cuidadosamente,

considerando los beneficios y perjuicios que puedan resultar en cada caso.

Existen otras medidas para el manejo de plagas y enfermedades que permiten obtener el control de
éstas sin el efecto nocivo del uso de plaguicidas. Entre estas alternativas se encuentra el control
bioldgico, el cual se vale de la introducciéon de microorganismos antagonistas cuya eficacia ha sido
mostrada en diferentes cultivos en diversos estudios. El manejo de la agro-biodiversidad inter e intra
especifica de los cultivos y ademds de especies acompaiiantes y expontdneas, para generar habitats
que puedan retener a las especies benéficas y la diversificacion de estructuras vegetales aéreas y
subterraneas. Tambiés es crucial el conocimiento de cada cultivo: las diferentes variedades, las
etapas de desarrollo mds susceptibles al ataque de plagas y enfermedades, el manejo de la fertilidad y

humedad del suelo, etc..

La aplicacién de un manejo integral, incluyendo las alternativas ya mencionadas y otras mds, y un
uso racional de plaguicidas, representa una opcién que disminuye la dependencia a los quimicos y
que puede permitir una agricultura mas sostenible. Modelo cuyo principal objetivo es abastecer las

necesidades alimentarias de la poblacion no impactando negativamente al ambiente.

Los resultados de este trabajo reflejan la complejidad de los efectos de los plaguicidas sobre la
comunidad microbiana del suelo y el desempeifio vegetal. Se resalta de esta manera la necesidad de
analizar también los efectos de las interacciones de estos agroquimicos con la cantidad de materia
organica y la disponibilidad de P en el suelo sobre la comunidad microbiana y las plantas. Otra gran
cantidad de factores en el suelo, como el nivel de N y humedad, pueden estar influenciando también
de manera considerable los efectos de diferentes tipos de plaguicidas y la respuesta de diferentes
procesos microbianos. Debido a lo anterior, deben ser realizados en el futuro otros estudios que
evalden los efectos de diferentes variables ambientales sobre el impacto de los plaguicidas en el
suelo. Asi mismo, otros ecosistemas como son los sistemas acudticos deberian ser investigados en el

mismo sentido.
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