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Resumen

El presente estudio evalu6 la capacidad de degradar compuesto organofosforado (clorpirifos) a
partir de aislamientos bacterianos de suelos arroceros de fincas ubicadas en Zulia y Vados (Norte
de Santander), se realizd un ensayo a nivel de laboratorio para evaluar la tolerancia a diferentes
concentraciones de clorpirifos (50mg/L, 100mg/L, 200mg/L, 300mg/L, 600mg/L y 1200mg/L) y
se realizo un ensayo en condiciones de invernadero en respuesta a los microorganismos aislados
con el mayor indice de tolerancia a clorpirifos (Pseudomonas plecoglossicida, Serratia fonticola,
Aeromonas hydrophila). Se realizaron cuatro tratamientos, correspondientes a dos tratamientos
con suelo estéril y no estéril inoculados con Serratia fonticola respectivamente y dos tratamientos
con suelo esteril y no estéril y no estéril inoculados con un consorcio compuesto por
Pseudomonas plecoglossicida, Serratia fonticola, Aeromonas hydrophila) respectivamente,
donde se evalud la poblacién microbiana en las horas 0, 24, 48, 192 y 360. Se determind que los
microorganismos son capaces de asimilar (degradar) el clorpirifos y su compuesto de
degradacion primaria 3, 5,6-tricloro-2-piridinol (TCP), en un periodo de 48 horas, obteniendo una
curva decrecimiento de asimilacion y crecimiento de los microorganismos en el periodo total del

ensayo en condiciones de invernadero.
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Introduccion

En la lucha contra las distintas plagas que amenazan los alimentos y otros productos
agricolas, se suma la emprendida contra los insectos y otros animales, vectores de enfermedades
transmisibles. Ambas han adquirido caracteristicas especiales con el formidable progreso de la
industria quimica en el siglo XX. Este progreso ha suministrado una gran cantidad de substancias
quimicas de alta agresividad contra los organismos dafiinos pero cuyos efectos sobre el hombre y

equilibrio del ecosistema contintan siendo debatidos (Ferrer, 2003).

Las plagas son responsables de méas del 40% de las pérdidas de la produccion potencial de
alimentos durante su produccion y de un 20% tras las cosechas (Paoletti & Pimentel, 2000;
Quintero, 2011). Ante esta situacion, los plaguicidas quimicos han proporcionado una mejora
significativa en la produccion agricola, sin embargo, también han ejercido un importante efecto
adverso en el ambiente debido a su toxicidad, bioacumulacion y persistencia en suelo, agua y aire
(Quintero, 2011). Los plaguicidas son productos quimicos muy empleados por el hombre para el
control de plagas agricolas y su aplicacidn correcta es la medida méas aceptada y efectiva para
lograr la méxima produccién y mejor calidad de los cultivos (Bolognesi, 2003; Manssur, 2004).
Lo anterior ha propiciado el progreso de la industria de agroquimicos en el siglo XX que a su vez
han originado gran cantidad de compuestos de alta agresividad para el hombre y efectos nocivos

que han roto el equilibrio del ecosistema.

En mayor o menor grado la poblacion humana esté inevitablemente expuesta a los
plaguicidas que contribuyen a la contaminacion ambiental por medio de productos degradados en
aire, suelo, agua y alimentos (Comision Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso de

Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Toxicas, 1998; Bolognesi, 2003).



14

La definicion dada por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agriculturay la
Alimentacién (FAO), un plaguicida es una substancia o mezcla de substancias destinadas a
prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo vectores de enfermedad humana o
animal, especies indeseadas de plantas o animales capaces de causar dafios o interferir de
cualquier otra forma con la produccion, procesamiento, almacenamiento, transporte 0 mercado de
los alimentos, otros productos agricolas, madera y sus derivados o alimentos animales, o que
pueden ser administrados a los animales para el control de insectos, aracnidos u otras plagas en

Sus organismos.

Segun la FAO, 19% (572 000 t) de estas sustancias, lo que equivale a un costo de US$ 5 700
millones, se utilizan en los paises en desarrollo, principalmente para cultivar productos agricolas
de exportacion, como el algoddn, el banano y el café y Colombia no s la excepcion, pues se sabe
gue en Colombia la industria de plaguicidas se inici6 hacia el afio de 1962, con base en la
importacion de ingredientes activos y para el afio de 1964 se generd la tecnologia de la industria
hacia la sintesis de algunos ingredientes activos. La sintesis a nivel nacional para la produccién
de herbicida se inicia en 1985 y para fungicidas en 1995. Este impacto de la industria impulso
que para el afio 1997 ya se tuviesen registradas 98 empresas dedicadas a la produccion y
comercializacion de plaguicidas que se componia de 300 ingredientes activos con 900
formulaciones comerciales, de las cuales 254 correspondian a insecticidas, 206 a fungicidas, 325
a herbicidas y 133 para otras formulaciones (Ministerio del Medio Ambiente & Ministerio de

Agricultura y Desarrollo Rural, 1998; PNUMA, 2007).

A nivel mundial los principales productores y exportadores de plaguicidas son Alemania,
Estados Unidos de América, Inglaterra, Suiza, Francia, Japén e Italia, quienes surten a los paises

Ilamados del tercer mundo y que segun las agencias de regulacion alrededor del 30% de los
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plaguicidas comercializados en los paises en desarrollo tienen como destino final la agricultura y
a la salud publica, con un valor de 900 millones de délares EUA. Adicionalmente se han
encontrado algunos casos en el que los productos no cumplen las normas de calidad aceptadas
internacionalmente, conteniendo compuestos o impurezas que han sido restringidos en otros
paises por su peligrosidad pues constituyen una amenaza para la salud humana y para el ambiente
(OMS 1990; Martinez & Gomez, 2007). Sin embargo, es importante resaltar que el impacto
negativo sobre el ecosistema por el uso desmedido de dichas sustancias sintéticas ha promovido
el desarrollo de metodologias como la biorremediacidn que permiten la eliminacién parcial o

total de los contaminantes.

La biorremediacion puede emplear organismos autdctonos del sitio contaminado o de otros
sitios (exdgenos), puede realizarse in situ o ex situ, en condiciones aerobias (en presencia de
oxigeno) o anaerobias (sin oxigeno). Aunque no todos los compuestos organicos son susceptibles
a la biodegradacion, los procesos de biorremediacidn se han usado con éxito para tratar suelos,
lodos y sedimentos contaminados con hidrocarburos del petréleo, solventes, explosivos,
clorofenoles, pesticidas, conservadores de madera e hidrocarburos aromaticos policiclicos, en
procesos aerdbicos y anaerdbicos (Leahy & Colwell 1990; Boopathy, 2004; Rivera &

Dendooven, 2004; Lee, Lee, Kim & Kim, 2007; Martinez, Osorio, Pérez, Pinto & Gurrola, 2011).

Las bacterias son las mas empleadas en el proceso de biorremediacion, aunque también se
han empleado otros microorganismos como hongos, algas, Cianobacterias y Actinomicetos para
la degradacion de compuestos toxicos en el suelo (Lopez, Quintero, Guevara, Jaimes, Gutiérrez
& Garcia, 2006). Para la biodegradacion, el plaguicida podra servir idealmente como la Unica
fuente de carbon y energia para los microorganismos, incluyendo la sintesis de las enzimas

apropiadas para la transformacion de este, proporcionando un mecanismo importante en la
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degradacion de compuestos xenobioticos en el ambiente (Murugesan, Jeyasanthi & Maheswari,

2010, Mendoza, Perea, Salvador, Morales & Pérez, 2011).

Este estudio posibilita el reconocimiento de cepas bacterianas nativas de los suelos cultivados
con arroz, que posean la capacidad degradadora de pesticidas organofosforados (clorpirifos), ya
que dichos compuestos poseen una dinamica ambiental negativa que buscar ser mitigado

especialmente sobre el suelo.
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1. Problema

1.1 Titulo

EVALUACION DE MICROORGANISMOS CON CAPACIDAD DE DEGRADAR

CLORPIRIFOS EN SUELOS DE CULTIVOS DE ARROZ.

1.2 Planteamiento del Problema

Uno de los mayores problemas que enfrenta el mundo industrializado de hoy es la
contaminacion de los suelos, aguas subterraneas, sedimentos, aguas superficiales y aire con
productos quimicos toxicos y peligrosos. A pesar de que en la actualidad muchos gobiernos han
tomado en cuenta esta situacion, y han surgido documentos regulatorios para reducir o eliminar la
produccién y entrada al ambiente de estos reactivos quimicos, ya ha ocurrido una severa

contaminacion en el pasado y seguira ocurriendo en el futuro (Escobal & Josefina, 2005).

Un suelo se puede degradar al acumularse en él sustancias a unos niveles tales que repercuten
negativamente en el comportamiento de los suelos. Las sustancias, a esos niveles de
concentracion, se vuelven tdxicas para los organismos del suelo. Se trata pues de una degradacion
quimica que provoca la pérdida parcial o total de la productividad del suelo. Las causas mas
frecuentes de contaminacion son debidas a la actuacidn antropica, que al desarrollarse sin la
necesaria planificacion producen un cambio negativo de las propiedades del suelo (Brissio,

2005).

En los estudios de contaminacion, no basta con detectar la presencia de contaminantes sino
que se deben definir los maximos niveles admisibles y ademas se deben analizar posibles factores

que puedan influir en la respuesta del suelo a los agentes contaminantes, como son:
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vulnerabilidad, poder de amortiguacion, movilidad, biodisponibilidad, persistencia y carga
critica, que pueden modificar los denominados "umbrales generales de la toxicidad™ para la
estimacion de los impactos potenciales y la planificacion de las actividades permitidas y

prohibidas en cada tipo de medio (Brissio, 2005).

El clorpirifos es un plaguicida organofosforado y organoclorado, que desde 1965 ha sido
usado ampliamente para el control de insectos, tanto en la agricultura como en el &mbito
domeéstico. Es muy poco soluble en agua y muy soluble en solventes organicos. Clorpirifos es de
moderadamente hasta muy persistente en suelos con una vida media de 11 a 210 dias, por lo que
forma sustancias de degradacion mas persistentes. Hallazgos toxicologicos y epidemiologicos de
asociaciones a neuropatia periférica y a defectos de neurodesarrollo, y la presencia de residuos de
clorpirifos o sus metabolitos en el ambiente doméstico y en seres humanos, llevaron a que la
Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de los Estados Unidos condujera una re-evaluacion de
los riesgos asociados a todos los usos aprobados de clorpirifos (Wesseling, Aragon, Rojas,

Lopez, Blanco, Soto, et al; 2005).

En Colombia, segun los registros estadisticos de la federacion nacional de arroceros
(Fedearroz) y el Departamento Administrativo Nacional de Estadistica (DANE) en el 2014 se
reporté 236,557 toneladas de arroz en la zona de Norte de Santander siendo un sistema de
produccidn de alto impacto agricola en el departamento. La alta produccion de este alimento
requiere un control eficiente de plagas y enfermedades, haciendo que este cultivo utilice una alta

demanda de pesticidas para su aplicacion.

Por esta razon es necesario realizar investigacion que permita identificar microorganismos

con capacidad de utilizar el pesticida clorpirifos como fuente de carbono y energia para mitigar el
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impacto ambiental que genera sobre el medio ambiente asociado a los cultivos de arroz,

especialmente en las regiones con mayor grado de afectacion.

1.3 Formulacién del Problema

¢ Cuales microorganismos aislados de suelos arroceros de fincas de Norte de Santander tienen

la capacidad de utilizar el pesticida clorpirifos como fuente de carbono y energia?

1.4 Justificacion

A medida que crece la poblacién mundial aumenta también la necesidad de mantener la
capacidad de produccion del suelo. La obtencion de la cantidad adecuada de alimentos requiere el
uso de plaguicidas para alcanzar y mantener un equilibrio entre las especies vegetales deseadas y
sus competidores. Sin embargo, estos compuestos quimicos utilizados en agricultura llegan en
general al suelo, ya sea directa o indirectamente, y originan problemas de polucion y

contaminacion (Sanchez & Sanchez, 2013).

Las actividades econdmicas, especialmente la agricultura, estan haciendo un uso cada vez
mas intensivo del suelo, empleando insumos como plaguicidas y fertilizantes, con el fin de
obtener alimentos y materias primas para la elaboracion de sustancias quimicas, como
biocombustibles. Igualmente, otras actividades productivas también usan de manera intensiva
este recurso, situacién que esta conduciendo a una degradacion creciente del suelo, asi como a

una pérdida irrecuperable del mismo (Silva & Correa, 2009).

Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los paises desarrollados utilizan
el 75 % de los plaguicidas producidos a nivel mundial. Sin embargo, alrededor de dos millones

de personas se intoxican anualmente por plaguicidas, en los paises subdesarrollados (OPS/OMS,
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1986). Con el paso del tiempo las cifras han cambiado, el uso de los pesticidas aumenta en

numero y frecuencia y su demanda se ha extendido hasta en los paises subdesarrollados.

Podemos inferir que estos compuestos se pueden transportar por todos los ambientes
comprometiendo a muchos organismos incluyendo a los humanos gracias al contacto de ellos
atreves de la ingestion o inhalacién. El impacto ambiental que producen los pesticidas se debe a
la persistencia en los suelos, lixiviacion, a los escurrimientos que trasloca el compuesto a los
cuerpos de aguas superficiales. Si se consideran estos efectos negativos, se hace necesario el
desarrollo de métodos efectivos de remediacion, donde las tecnologias biologicas ofrecen como
ventaja la destruccion parcial o completa de los contaminantes .El papel microbiano en las
transformaciones de contaminantes puede ser comprobado ya que el compuesto es transformado
a una sustancia menos toxica para medio ambiente, demostrando con esto que los
microorganismos son capaces de utilizar estos compuestos quimicos como nutrientes o energia
(Betancur, 2013). Debido a lo anterior, resulta valido impartir analisis para identificar
microorganismos que tengan la capacidad para degradar estos contaminantes en funcion de
mitigar el impacto ambiental que generan aumentando la poblacion microbiana en estos suelos

contaminados.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general. Identificar la capacidad de tolerancia al pesticida clorpirifos por

microorganismos aislados de suelos arroceros.

1.5.2 Objetivos especificos. A continuacion se evidencian los objetivos especificos:

e Caracterizar fisicoguimicamente y mircrobiologicamente a partir de muestras de suelos de
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cultivos de arroz establecidos en el municipio del Zulia y los Patios.

o Identificar molecularmente a traves del gen 16s DNA ribosomal aquellos aislamientos

que presenten la capacidad de tolerar clorpirifos como fuente de carbono y energia.

e Evaluar la respuesta de los microorganismos seleccionados con tolerancia al

contaminante bajo un modelo en condiciones de invernadero.

1.6 Alcances y Limitaciones

1.6.1 Alcances. Este proyecto se limita al uso de técnicas de analisis microbioldgico, de tipo
experimental que me permite identificar los microorganismos que habitan en suelos los cuales se
les han aplicado pesticidas para el control de plagas y utilizan estos mismos pesticidas como
fuente de alimento para su metabolismo, con el fin de aislarlos y determinar la concentracién de
pesticidas que pueden tolerar; asi como el apoyo de técnicas para el aislamiento y purificacion de
microorganismos, el uso de espectrofotometria para determinar la viabilidad de los
microorganismos Y la identificacién molecular utilizando métodos de extraccion de ADN y el
analisis de los fragmentos amplificados. También se incluira los resultados de los anélisis fisico-
quimicos de las muestras de suelos recolectadas para comparacion, investigacion y discusion de

los resultados para efectuar el cumplimiento de los objetivos propuestos.

1.6.2 Limitaciones. Las limitaciones se plantean a continuacion:

e Los pesticidas utilizados son comerciales, no son totalmente puros y no estan disponibles

en el lugar de trabajo.

e Se necesita un permiso previo antes de extraer las muestras de suelo en las fincas de

arroz, las cuales se ubican en localidades alejadas.
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e Existe un amplio espectro de microorganismos en cada muestra de suelo, haciendo méas

laboriosa la tarea de purificacion de cada microorganismo presente

e Se requiere capacitacion para el manejo del espectrofotometro y otros equipos de
laboratorio para evitar riesgos, mejorar los tiempos de andlisis y solucionar posibles

inconvenientes.

e Se necesita una capacitacion para las técnicas de aislamiento de microorganismos,

preparacion de medios de cultivo y el uso de reactivos para estas tareas.

e Hasta la fecha, en Colombia existe poca informacion de antecedentes, analisis o cualquier

tipo de ensayo con clorpirifos.

1.7 Delimitaciones

1.7.1 Delimitacion espacial. Este proyecto de grado modalidad investigacion se realizara en
la UNIVERSIDAD FRANCISCO DE PAULA SANTANDER, Sede Central-CUCUTA
(Avenida Gran Colombia No. 12E-96 Barrio Colsag, San José de Cucuta-Colombia); Laboratorio
de Investigacion, edificio de Laboratorios Basicos (laboratorio 202-segundo piso). Con excepcion
de la recoleccion de muestras, actividad que requiere visitar los municipios de los Patios y Zulia

(departamento Norte de Santander).

1.7.2 Delimitacion temporal. Se estima que el proyecto puede ser completado en un tiempo

no superior a dos semestres. Salvo imprevistos o complicaciones mayores.

1.7.3 Delimitacion conceptual. La delimitacidon conceptual se evidencia de la siguiente

manera:

e Analisis fisicoquimico de las muestras de suelo.



pH.

Textura.

Conductividad eléctrica.

Carbono organico.

Densidad aparente.

Fosforo.

Capacidad de intercambio catiénico.

Potasio.

Aislamiento de los microorganismos de las muestras de suelo.
Viabilidad.

Identificacion molecular.
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2. Marco Referencial

2.1 Antecedentes

En los Gltimos afos, la mayor parte de los estudios publicados se han referido al tratamiento
de terrenos contaminados por pesticidas y compuestos derivados del petréleo, utilizando con
éxito la biorremediacién (Ryan, Oler & Rucker, 1991; Araujo, Angulo, Cardenas, Méndez,
Morante & Machado, 2004). Esta técnica utiliza la capacidad de los microorganismos para
transformar compuestos quimicos con la finalidad de disminuir o eliminar su toxicidad, y se ha
convertido en una alternativa prometedora para la recuperacion de suelos contaminados con estos

compuestos (Ryan et al., 1991; Araujo et al., 2004).

Xie, Zhou, Wang & Chen (2008), manifestaron que la cipermetrina afecta la poblacion
microbiana. El objetivo fue evaluar las comunidades bacterianas de la filosfera del pepino, los
resultados de las aplicaciones de cipermetrina demostraron aumento de la biomasa bacteriana y
aumento de la proporcidn de bacterias gram negativas, lo que indicaba que habia altas
posibilidades de que esas bacterias estuvieran tomando el contaminante como fuente de carbono
y energia. Resultados exitosos han sido encontrados en trabajos realizados con diferentes
microorganismos. Grant, Daniell & Betts (2002), realizaron un trabajo de aislamiento e
identificacion de bacterias degradadoras de piretroides sintéticos de uso veterinario en muestras
de suelo, concluyendo que existe un fuerte potencial de bacterias como mecanismo

biorremediador para el tratamiento de estos residuos.

Se ha reportado la biodegradacion completa de clorpirifos por la cepa Paracoccus sp Li,
Wang, Shi, Qu, Zhai & Xu (2011) y ademéas mediante la bacteria Enterobacter B-14 usada en

biorremediacion de suelos contaminados (Singh, Walker, Morgan & Wright, 2004). Mallick,
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Bharati, Banerji, Shakil & Sethunathan (1999), demostraron la degradacién de clorpirifos en
medio de sales minerales por algunas especies de Arthrobacter. Algunos hongos del suelo como
son Trichoderma viridae y Aspergillus niger han degradado este compuesto (Mukherjee &
Gopal, 1996), asi como por el hongo Verticillium sp. (Hua, Yue, Yi, Xiao, Xue & Pana, 2008).
2008). El empleo de la microalga Chlorella vulgaris ha mostrado eficacia en la desintoxicacion
de este pesticida (Mukherjee et al. 2004), y recientemente se ha evaluado la cianobacteria

Spirulina platensis con gran eficiencia de remocién (Thengodkar & Sivakami, 2010).

Betancur (2013), Biorremediacion de suelo contaminado con pesticidas: caso DDT. EI 1,1,1-
tricloro-2,2’bis(p-clorofenil)etano (DDT) ha sido usado desde la segunda guerra mundial para
controlar enfermedades transmitidas por insectos en humanos y animales domésticos. La
biorremediacion involucra el uso de microorganismos para degradar contaminantes organicos
presentes en el ambiente, transformandolos en compuestos mas simples y de menor peligrosidad,
inclusive inocuos. Esta estrategia de descontaminacion tiene bajos costos, una amplia aceptacion
publica y puede llevarse a cabo en el sitio. La biodisponibilidad de los contaminantes puede ser
mejorada, tratando los suelos en presencia de agentes movilizadores del contaminante como los
surfactantes. En esta revision se discuten las diferentes estrategias de biorremediacién de suelo
contaminado con DDT, incluyendo mecanismos y rutas de degradacién. Se describe la aplicacion
de estas técnicas en suelo contaminado y se discute cual es la mejor estrategia para remediacion

de DDT.

Marin & Jaramillo (2015). Aislamiento de bacterias degradadoras de pesticidas
organofosforados encontrados en suelos y en leche bovina. El incremento en el uso de pesticidas
organofosforados en las practicas agricolas a través de los Gltimos afios, ha generado una serie de

problemas ambientales. Estos compuestos tienden a bioacumularse a través de las cadenas
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troficas presentando altos niveles de toxicidad desencadenando potenciales riesgos para la salud
de las especies que son expuestas a este tipo de sustancias. En esta investigacion se usaron los
métodos de extraccidn soxhlet y micro extraccion en fase sélida en espacio de cabeza (HS-
SPME) para la extraccion de pesticidas organofosforados en suelos de cultivo y leche de ganado
bovino, respectivamente. Se determing la presencia de demeton-S-metilsulfén en concentraciones
entre 272.9 y 1793.3 ppm en los suelos de cultivo y 12.9 ppm en leche de vaca. Se aislaron
bacterias nativas de suelo con capacidad degradadora de estos pesticidas, Bacillus sp y Pantoea
agglomerans, obteniéndose resultados de degradacion del compuesto organofosforado,
clorpirifos de 73.5% y 68.67%, respectivamente, evidenciando que estos microorganismos son

una posible solucién para el mejoramiento de suelos contaminados por esta clase de pesticidas.

Mendoza et al. (2011). Biodegradacion bacteriana de plaguicidas permetrina y cipermetrina
en cultivo lote. Fue estudiada la biodegradacion de permetrina y cipermetrina a concentraciones
de 50 y 100 mg/L, con cepas de Pseudomonas putida, Pseudomonas mendocina,
Chromobacterium violaceum y Burkholderia cepacia, en reactores por lotes. Las cepas de
Pseudomonas putida y Pseudomonas mendocina fueron las que presentaron una mayor capacidad
de biodegradacion de los plaguicidas, a partir de los 5 dias esta es del 65% para ambos
plaguicidas y después de los 15 dias se mantiene practicamente constante, siendo de hasta el 95%
para permetrina a 50 y 100 mg/L y para cipermetrina del 90% a 50 mg/L y 89% a 100 mg/L
medido mediante espectrofotometria UV/Vis. La cinética de crecimiento y los espectros de
infrarrojo muestran que hay una mayor capacidad de mineralizacién para el plaguicida
permetrina que para la cipermetrina. Estos resultados indican que estas bacterias pueden ser

usadas en procesos de biorremediacion de estos plaguicidas.
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2.2 Marco Teorico

2.2.1 Biorremediacion. Es un proceso que consiste en la aplicacion de tratamientos
bioldgicos para la limpieza de areas contaminadas con quimicos peligrosos, se requiere el control
y manipulacion de procesos microbianos. Esta es una posible solucion a los problemas antes
mencionados, se puede lograr mediante la bioestimulacion de microorganismos nativos del suelo,
donde existen bacterias, hongos y actinomicetos los cuales por adaptacion, induccion y
cometabolismo desarrollan una capacidad potencial para degradar y/o mineralizar compuestos
recalcitrantes en aguas residuales industriales, desechos de refinerias, combustibles, o derrames
en tanques de almacenaje, aplicable también a desechos quimicos organicos, organohalogenados
y metales pesados. La biorremediacion baja los costos en comparacion con otras tecnologias

(Leahy & Colwell, 1990; Roane, Josephson & Pepper, 2001).

Biorremediacién de suelos: Las tecnologias de biorremediacion de suelos contaminados
fueron desarrolladas para acelerar el proceso natural de la recuperacion de suelos. Este efecto es
logrado mediante la optimizacién de la capacidad natural de microorganismos para degradar un
contaminante, proporcionando las condiciones esenciales para el crecimiento y la
biodisponibilidad del contaminante, asi como la reduccion del estrés abiotico sobre la microflora

(Vidali, 2001).

Se han empleado diferentes criterios a la hora de clasificar las estrategias de biorremediacién
de suelos contaminados. Si la eliminacion de los contaminantes implica el uso de los
microorganismos presente en el sitio de la contaminacion (endogena), la biorremediacion se
considera como un sistema de tratamiento natural en el cual la accion del hombre se limita a

estimular la accion de estos agentes mediante la adicion de determinados nutrientes o aire. La
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estrategia mas basica de biorremediacion natural consiste en permitir que la microflora autoctona

actue sobre el contaminante sin ninguna intervencion (Vidali, 2001).

Las tecnologias de biorremediacion de suelos contaminados fueron desarrolladas para
acelerar el proceso natural de la recuperacion de suelos. Este efecto es logrado mediante la
optimizacion de la capacidad natural de microorganismos para degradar un contaminante,
proporcionando las condiciones esenciales para el crecimiento y la biodisponibilidad del

contaminante, asi como la reduccidn del estrés abiotico sobre la microflora (Vidali, 2001).

Por otro lado, si se determina que la microflora autoctona del suelo no es suficientemente
activa para degradar los contaminantes presentes, se hace necesario inocular microorganismos
especializados en degradar el tipo de contaminante especifico (microflora exdgena) (Gentry,
Rensing & Pepper, 2004; Domde, Kapley & Purohit, 2007). Las tecnologias de biorremediacion
se han desarrollado para ser aplicadas in situ o ex situ, segun la necesidad de mantener
condiciones ambientales apropiadas para conseguir altas tasas de biodegradacion de los

contaminantes.

En funcidn de la estrategia empleada se describen a continuacion las principales tecnologias

de biorremediacién de suelos.

Biorremediacién in situ: Estas técnicas son generalmente las opciones mas utilizadas, debido
al bajo costo y a la poca intervencion del suelo, ya que el tratamiento se realiza en el lugar, se
evita la excavacion y el transporte de contaminantes. Sin embargo, el tratamiento in situ es
limitado por la profundidad del suelo. EI oxigeno es uno de los factores de mayor importancia y
que limita la eficacia del Biorremediacion de suelos contaminados por hongos de pudricion

blanca proceso solo a unos cuantos centimetros en la superficie del suelo. Los tratamientos mas
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importantes son (Vidali, 2001):

Bioventilacion o inyeccion de aire: Este consiste en la ventilacion forzada del suelo mediante
la inyeccion a presion de oxigeno en la zona edafica no saturada mediante pozos de inyeccion. En
estudios realizados para la remediacion de suelos contaminados con tricloroetileno mediante esta
técnica demostro una elevada degradacion del contaminante (95%) (Sui, Li, Huang & Jiang,

2006).

Biosparging: Es un método in situ que combina el efecto de la ventilacion con la utilizacion
de microorganismos autdctonos para degradar compuestos organicos adsorbidos por el suelo en
la zona saturada Esta técnica se utiliza para la limpieza de los compuestos organicos en suelos y

agua subterranea (Bass, Hastings & Brown, 2000).

Biorremediacidn ex situ: Esta alternativa es mas rapida, facil de controlar y ha sido empleada
con éxito para tratar un amplio rango de contaminantes en diferentes tipos de suelos. Sin
embargo, es necesaria la excavacion y el tratamiento del suelo antes y algunas veces después de
la etapa de biorremediacion, por lo que presenta costos de operacidn superiores a los sistemas de

biorremediacion in situ.

Laboreo del suelo (landfarming): Es una técnica simple en la cual el suelo contaminado es
excavado y extendido sobre una membrana impermeable. Posteriormente, el suelo es removido
periddicamente hasta que se degradan los agentes contaminantes (Straube, Nestler, Hansen,

ingleberg, Pritchard & Jones, 2003).

Compostaje: Es una técnica que involucra la mezcla del suelo contaminado con residuos

organicos, tales como abono y residuos agricolas. La presencia de estos materiales organicos
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permite el desarrollo de una poblacion microbiana y de una temperatura elevada (Jiang, Zeng,

Huang, Chen, Liu, Huang et al., 2006).

Biopilas: Es una mezcla entre la técnica laboreo de suelo y compostaje. Consiste en la
formacion de pilas de material biodegradable de dimensiones variables, formadas por suelo
contaminado y materia organica (compost) en condiciones favorables para el desarrollo de los

procesos de biodegradacion de los contaminantes.

2.2.2 Compuestos agroquimicos. Los xenobioticos son sustancias que no existen de manera
natural sino que son sintetizadas por el hombre, e introducidas por actividades humanas y su uso
se ha incrementado en las Gltimas décadas de forma considerable causando un grave dafio al
ambiente. Un ejemplo de este tipo de sustancias son los plaguicidas los cuales son ampliamente

utilizados con el fin de realizar control quimico de plagas que atacan los cultivos.

Un plaguicida se define como una sustancia o0 mezcla en cualquier estado fisico cuya
finalidad sea la de controlar, combatir y/o prevenir plagas o enfermedades y en general tienen el
objetivo de proteger al hombre de organismos que afectan su ambiente, animales y/o alimentos.
Esta definicion incluye los materiales agricolas de consumo, madera y sus derivados, forraje para
animales o productos que puedan administrarseles para el control de insectos, aracnidos y/o

diferentes plagas (Gilden, Huffling & Sattler, 2010).

La historia de los plaguicidas se puede resumir y dividir en tres grandes etapas: la primera a
principios del siglo XIX, cuando se descubrio accidentalmente la accion plaguicida de algunos
elementos naturales como el azufre, cobre, arsénico, piretrinas (sustancias obtenidas de los
pétalos del crisantemo Chriysanthemum cinerariefolium). y fosforo; asi mismo se inicio el uso de

los derivados del petréleo. La segunda etapa en 1922, cuando se emplearon diferentes aceites
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insecticidas y poco mas tarde los primeros productos sintéticos. La tercera etapa, en la que
Muiller, en 1940 descubre las propiedades insecticidas del dicloro-difenil-tricloroetano, mejor
conocido como DDT. A partir de esa fecha ese nuevo compuesto se utilizo para la eliminacion de
algunos parasitos como el piojo que transmitian enfermedades como el tifo; es asi como se

origina la industria de los plaguicidas organosintéticos (FAO, 2011).

Desde entonces se han producido potentes venenos contra los diferentes organismos plaga,
siendo la mayoria organoclorados y su principal caracteristica es que poseen atomos de carbono,
cloro, hidrégeno y en ocasiones, oxigeno; siendo muy estables en el ambiente. Ademas estan los
organofosforados derivados del &cido fosférico. Estos poseen un atomo central de fésforo en la
molécula, son muy toxicos y menos estables en el ambiente en relacion con los organoclorados

(Cremlyn, 1979).

Aunque es reconocible que el uso de plaguicidas ha generado beneficios en la produccion
agricola a nivel mundial, el empleo inadecuado de los mismos expresado en términos de tipo de
plaguicida, toxicidad, numero de aplicaciones y sobredosificacion ha producido diferentes formas
de contaminacion ambiental que afectan el suelo, agua, aire y los mismo productos agricolas por
acumulacién de residuos (Conant, 2005). Investigaciones sefialan que los compuestos sintéticos
mas usados son los plaguicidas, que en muchos casos resultan ser muy toxicos (Galli, 2002).
Estudios demuestran que el 80% de las ventas globales de plaguicidas se consume en los paises

desarrollados, mientras que en los subdesarrollados se consume el 20% restante (Papale, 2003).

La agricultura hace un uso cada vez mas intensivo del suelo, empleando insumos como
plaguicidas con el fin de obtener alimentos y materias primas. El suelo es un componente

esencial del ambiente en el que se desarrolla la vida; es vulnerable, de dificil y larga



recuperacion, y de extension limitada, por lo que se considera un recurso natural no renovable

(Silva & Correa, 2009); a pesar de ello los pesticidas constituyen una estrategia de control de
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enfermedades y plagas de los cultivos y han contribuido significativamente en el mantenimiento

y en los rendimientos de produccién (Anuja, 2005), mejorando a nivel mundial y en los paises en

desarrollo la situacion alimentaria.

Los sistemas de produccion agricola convencionales han producido serio impactos negativos

al ambiente concluyendo en problemas crecientes de contaminacién, destacandose la reduccion

de la actividad microbiana del suelo, la pérdida de biomasa, muerte de plantas sensibles a estas

sustancias, afectaciones en la salud de la poblacion, pérdida de la fertilidad natural de los suelos y

su erosién, asi como contaminacion de los productos destinados al consumo, destruccion de los

controladores naturales y la generacion de resistencia de plagas; mediante el uso intensivo de

productos quimicos que si bien son simples de usar y efectivos finalmente producen

contaminacion ambiental (Pacheco, 2006; Silva & Correa 2009).

Tabla 1. Efectos negativos de los plaguicidas

Tipo de Pesticida Localizacion

Efecto

Herbicidas

Acidos Suelos Una sobrecarga de residuos afecta las cosechas posteriores
aromaticos Aguas Elimina o inhibe la accién de algunas plantas acuéticas
. - Suelos Su persistencia puede afectar cosechas posteriores
Aminas, anilinas, . .
nitrilos, ésteres, Es extremadamente toxico para peces. Su uso en suelos arenosos y nivel
Aguas fredtico elevado provoca serios problemas de contaminacion de aguas
Carbamatos g P prob 9
subterrdneas
Insecticidas
Suelos Los residuos afectan las cosechas posteriores, el transporte por las aguas
superficiales afecta las plantas acuaticas
Organoclorados . .
AQUAS Las aguas contaminadas pueden afectar las plantas, altamente toxico en
g camarones Yy afecta la reproduccion de los peces.
Organofosforados Suelos Tienen corta vida media, por lo que sus efectos sobre las plantas es escaso
y piretroides Aguas Toxicos para peces, ciertas algas y algunos anfibios.

Fuente: Linares (2007).
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Clorpirifos: El clorpirifos (O,0 - dietil O - 3, 5, 6 - tricloro - 2 - piridil fosforotioato), es un
pesticida de amplio espectro conocido en el comercio con los nombres de Dursban, Lorsban y
Spannit, el cual tiene actividad insecticida contra una amplia gama de insectos y plagas de
artropodos. Comercialmente es un sélido blanco de apariencia cristalina y de aroma fuerte. No es
muy soluble en agua, de manera que generalmente se mezcla con liquidos aceitosos antes de
aplicarse a cosechas o a animales. El clorpirifos se ha usado ampliamente en viviendas y en
agricultura. En el hogar, se usa para controlar cucarachas, pulgas, y termitas; también se usa en
ciertos collares de animales domésticos para controlar pulgas y garrapatas. En agricultura, se usa
para controlar garrapatas en ganado y en forma de rocio para el control de todo tipo de plagas de

cosechas (Gray, 1965).

El clorpirifos entra al medio ambiente a traves de la aplicacion directa a cosechas, prados, y
viviendas. También puede entrar al medio ambiente a través de la volatilizacion, derrames y
disposicion de residuos de clorpirifos. Existen diferentes maneras de exposicion al clorpirifos:
Usandolo para controlar plagas caseras como termitas, pulgas o cucarachas; respirando aire en el
interior de viviendas u otros edificios donde se ha aplicado el compuesto alrededor de los
cimientos para controlar termitas. Respirando aire en un area donde se rocié clorpirifos sobre
cosechas o al tocar la tierra cultivada o al poner alimentos u otros articulos contaminados en la

boca (Environmental Protection Agency, 2010).

Los mecanismos por los cuales puede llegar a afectar la salud son diversos: Al respirar aire en
un area donde se rocio clorpirifos recientemente, puede producir una variedad de efectos sobre el
sistema nervioso, incluyendo dolores de cabeza, vision borrosa, lagrimeo, excesiva salivacion,
secrecion nasal, mareo, confusion, debilidad o temblores musculares, nausea, diarrea y cambios

bruscos en el latido del corazon. El efecto depende de la cantidad de clorpirifos en el aire y de la
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duracion de la exposicion. La EPA solicita la notificacion de derrames o liberaciones accidentales
al medio ambiente de 1 libra 0 mas de clorpirifos. La EPA también recomienda que los nifios no
tomen agua con niveles de clorpirifos mayores de 0.03 miligramos por litro de agua (0.03 mg/L)
por periodos de 1-10 dias. La Administracion de Alimentos y Drogas (FDA) ha establecido
limites de tolerancia para el clorpirifos en productos agricolas de 0.05 a 15 partes de clorpirifos
por millén de partes de alimento (0.05-15 ppm) (Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro

de Enfermedades, 1997).

Como se ha descrito, los insecticidas como el clorpirifos, representan un instrumento
imprescindible en la agricultura para el control de plagas, por lo que no resulta una tarea sencilla
prohibir su uso. Es por este motivo que se debe pensar en alternativas para detener, aminorar o
remediar la grave contaminacion producida por este producto y, una opcion ambientalmente

limpia y viable es el empleo de la biorremediacion.

Degradacion de Plaguicidas por microorganismos: Dentro de los plaguicidas se encuentran
los acidos clorofenoxialquil carboxilicos, ureas sustituidas, nitrofenoles, triacinas,
fenilcarbamato, organoclorados, organofosforados. Algunas de estas sustancias pueden actuar
como donadores de electrones o como fuente de carbono para ciertos microorganismos. Estos
compuestos tienen diferencias en la persistencia en el ambiente pero esa persistencia es
aproximada dado que depende de varios factores ambientales como la temperatura, el pH, la
aireacion y el contenido de sustancias organicas del suelo. Algunos de los insecticidas pueden
persistir por mas de 10 afios en el suelo.La degradacion de los compuestos xenobidticos mediante
el empleo de microorganismos es una alternativa ambientalmente favorable. Los microbios en
algunos casos utilizan los contaminantes como un sustrato del cual obtienen energia o fuente de

carbono para su desarrollo. Las vias metabolicas son muy variadas como la fermentacion,
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respiracion anoxigénica, accion de exoenzimas y procesos quimiolitétrofos (Matsumura,
1982).Las reacciones catabolicas ocurren principalmente cuando las dosis de pesticidas son altas
y la estructura quimica permite su degradacion. Existen una serie de reacciones que pueden ser

realizadas por microorganismos heterétrofos sobre los plaguicidas:

Detoxificacion- Conversion de una molécula toxica en otra no téxica (Arthrobacter spp).

Degradacion- Transformacion de una sustancia compleja en productos mas simples ej. la

mineralizacion que da como resultado la aparicion de CO2, H20, NH3, etc (Pseudomonas spp).

Conjugacion- Formacion de compuestos por reacciones de adicion, en donde el
microorganismo combina el plaguicida con metabolitos celulares (adicion de aminoacidos, acidos

organicos, etc.).

Técnicas de Biologia Molecular: En algunos casos, los metabolitos producidos a partir de
reacciones iniciales de degradacién de un compuesto quimico contaminante son adn toxicos o
resistentes a la degradacion. Un posible enfoque para mejorar estos procesos de degradacion es el
aprovechamiento de consorcios de microorganismos con las rutas de degradacion requeridas

(Singh, Hyun Kang, Mulchandani, & Chen, 2008).

La comprension de la fisiologia y genética de las poblaciones involucradas en los procesos de
biorremediacion es Util para evaluar y mejorar la descontaminacion (Watanabe, 2001). Aungue
los microorganismos juegan un papel esencial en los ciclos biogeoquimicos y en el proceso de
biorremediacion, la identificacion de cepas y el conocimiento de los cambios en las comunidades
microbianas durante la biorremediacion es escaso, debido a que muchas de las bacterias

ambientales no pueden todavia ser cultivadas por técnicas convencionales de laboratorio, esto
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dificulta la valuacion del impacto de la biorremediacion en el ecosistema (Ilwamoto & Nasu,
2001). El avance en los métodos de biologia molecular ha facilitado el estudio de determinacion
de las estructuras de las comunidades microbianas involucradas en los procesos de
biorremediacion sin llevar a cabo su cultivo en muchas ocasiones el crecimiento microbiano en

un ambiente sintético.

2.2.3 Suelo. El suelo puede definirse, de acuerdo con el glosario de la Sociedad Americana de
la Ciencia del Suelo, como el material mineral no consolidado en la superficie de la tierra, que ha
estado sometido a la influencia de factores genéticos y ambientales (material parental, clima,
macro y microorganismos y topografia), actuando durante un determinado periodo (Instituto
Nacional de Ecologia, 2004). Sin embargo, otros autores consideran al suelo como un cuerpo
natural que esta involucrado en interacciones dinamicas con la atmosfera y con los estratos que

estan debajo de él, estratos que son llamados horizontes del suelo (ver figura 1), los cuales son:

e Horizonte O. Estrato superficial, detritos organicos, hojas, materia organica parcialmente

descompuesta.

e Horizonte A. Suelo superficial, materia organica parcialmente descompuesta (humus),

raices, organismos vivos y minerales.

e Horizonte E. Zona de lavado, también conocida como infiltracion. Capa mineral que
presenta lixiviacion de minerales, arcilla y cationes, ademéas de acumulacién de particulas

de arena y limo.

e Horizonte B. Subsuelo o zona de acumulacion, capa mineral donde se acumulan arcillas,
oxidos de hierro y aluminio, compuestos himicos y los cationes lixiviados del horizonte

A
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e Horizonte C. Material parental, parcialmente descompuesto, zona poco afectada por
procesos pedogenéticos, compuesta por sedimentos y fragmentos de roca. Presenta

acumulacion de silice, carbonatos y yeso.

e Horizonte R. Material parental, siendo una capa compuesta por rocas y por lo tanto dificil

de penetrar, excepto por fracturas.

Horizonte O

Horizonte A

Horizonte E

Horizonte B

Horizonte C

Horizonte R

Figura 1. Perfil general de un suelo. El espesor, presencia y composicion de los horizontes

varia en funcion del tipo de suelo y las condiciones climéticas

Fuente: Volke, Velasco & De la Rosa (2005).

2.2.3.1 Composicion y propiedades del suelo. El suelo se constituye como un recurso de
gran importancia, puesto que es habitat de organismos, asi como como una matriz e

infraestructura y fuentes de materiales no renovables. En ese sentido tenemos;
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Reactor natural. El suelo es un elemento filtrante, amortiguador y transformador, que regula
los ciclos del agua y los biogeoquimicos. Tiene la propiedad de retener sustancias mecanicamente
o fijarlas por adsorcion. Ademas promueve fendmenos de evotranspiracion o transpiracion del

aire a traves de la superficie (Volke et al., 2005).

Habitat de organismos y reserva genética. El suelo constituye, junto con el agua, el aire y
la luz solar, el fundamento de la vida en los ecosistemas terrestres, alberga gran variedad de
microorganismos y organismos (Volke et al., 2005), entre los primeros mencionamos a bacterias,

hongos, levaduras y nematodos.

Soporte fisico de infraestructura. Por sus caracteristicas fisicas, quimicas y mecanicas, el
suelo posee propiedades de soporte para el desarrollo de actividades forestales, recreativas y
agropecuarias, ademas de socioeconémicas como vivienda, industria y carreteras, entre otras

(Volke et al., 2005).

Fuente de materiales no renovables. El suelo es un yacimiento de materias primas, como
minerales no metalicos de interés para la construccion (piedra, marmol, caliza, yeso, arena) y

combustibles fosiles como el petroleo, entre otros (Volke et al., 2005).

El suelo es una mezcla compleja de materiales inorganicos (fraccion mineral, formada
esencialmente por arcillas, limo y arenas), materia organica, agua/aire y organismos vivos (ver

figura 2).
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Figura 2. Esquema general de las fracciones que componen un suelo

Fuente: Volke et al. (2005).

2.2.3.2 Clasificacion del suelo. La clasificacion de los suelos es una teméatica amplia, que va

en funcion de sus propiedades y usos, en ese orden de ideas consideramos:

La clasificacién en funcion a su tamafio de particulas, comprendidas entre arcilla, limo, arena
grava (Tabla 2), de tal forma que podemos describir suelos arcillosos, limosos y arenosos y las
diferentes proporciones y/o combinaciones de estas. Las cantidades relativas de cada tipo de
particula mineral determinan la textura de un suelo y tienen impacto directo sobre sus

propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas (Van, Lloyd, Chetry, Liou & Peck, 2002).
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Tabla 2. Composicion y tamafio de particulas presentes en el suelo

Componente Tamafio de la particula (mm)
Arcilla <0,002
Limo 0,002 — 0,05
Arena 0,05-2
Grava >2

Fuente: Volke et al. (2005).

Por otro lado, el sistema FAO/UNESCO/ISRIC de 1998 planteo6 una clasificacion
internacional de los suelos, dividiéndolos en unidades o categorias de acuerdo a ciertas
caracteristicas generales, como su morfologia y composicion, con énfasis en las propiedades que
se pueden ver, sentir o medir (profundidad, color, textura, composicion quimica entre otros) asi
como las caracteristicas de los horizontes, junto con el grosor, nimero y naturaleza de las capas

(Instituto Nacional de Ecologia, 2007), en ese orden de ideas se tiene:

Entisol. Casi nula diferenciacion de horizontes, distinciones no climaticas: aluviones,

suelos helados y desiertos de arena.

e Vertisol. Suelos ricos en arcilla, generalmente en zonas subhimedas a aridas, con

hidratacion y expansion en himedo y agrietados cuando secos.

e Inceptisol. Suelos con débil desarrollo de horizontes, suelos de tundra, volcanicos

recientes, zonas recientemente desglaciadas.

e Aridisol. Suelos secos, climas aridos, sales, yeso o acumulaciones de carbonatos

frecuentes.

e Mollisol. Suelos de zonas de praderas en climas templados, horizonte superficial, blando,

rico en materia organica, espesas y oscuras.
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e Spodosol. Suelos forestales humedos, frecuentemente bajo coniferas, con un horizonte B

enriquecido en hierro y/o en materia orgénica y cominmente un horizonte A gris-ceniza.

e Ultisol. Suelo de zonas himedas templadas a tropicales sobre antiguas superficies

intensamente meteorizadas, suelos enriquecidos en arcilla.

e Oxisol. Suelos tropicales y subtropicales, intensamente meteorizados formandose

recientemente horizontes lateriticos y suelos bauxiticos.

Histosol. Suelos organicos, turba, lignito, sin distinciones climaticas.

2.2.3.3 Propiedades fisicoquimicas y bioldgicas del suelo. Las propiedades fisicoquimicas
del suelo son las caracteristicas que éste expone en un ambiente determinado, es decir, son
aquellas propiedades que caracterizan a los suelos. Huerta (2010), menciona que ejemplo de lo
mencionado anteriormente propuesto por Volke et al. (2005), seria la composicion quimicay la
estructura fisica del suelo estan determinadas por el tipo de material geolégico del que se origina,
por la cubierta vegetal, por el tiempo en que ha actuado el interperismo, por la topografia y por
los cambios artificiales resultantes de las actividades humanas a través del tiempo. Entre sus

propiedades podemos describir;

Textura:

La textura de un suelo esta determinada por las cantidades de particulas minerales inorganicas
de diferentes tamafios (tabla 4) que contiene (Huerta, 2010). La textura es una propiedad
importante, ya que influye como factor de fertilidad y en la habilidad de retener agua, aireacion,
drenaje, contenido de materia organica y otras propiedades. Como se mencion0 anteriormente,
unos de los tipos de particulas presentes en el suelo es la arena, son relativamente grande de

tamario (0,05 -2 mm) y, por lo tanto, expone una superficie pequefia comparada con la expuesta
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por un peso igual de particulas de arcilla o limo. Las arenas aumentan el tamafio de los poros
entre las particulas, facilitando el movimiento del aire y del agua del drenaje (Huerta, 2010). El
tamanio de la particula de los limos va de 0,002 — 0,05 mm, los cambios ambientales
(temperatura, luz, viento) que pueda presentar éste tipo de particula son mas rapidos, presentan
una liberacion de nutrientes solubles para el crecimiento vegetal mayor que la arena. Este tipo de
particulas permites que los suelos puedan retener mayor cantidad de agua, la cual es usada para el
crecimiento vegetal. Son particulas suaves al tacto, que no permiten adherencia a otras particulas
(Pifa, 2012). El tamafio de particula de los suelos arcillosos es menor a 0,002 mm, estos suelos
tienen la capacidad de retener agua, EI componente arcilloso de un suelo es fundamental para
determinar muchas caracteristicas de los mismos, debido a que las particulas de arcilla tienen un
area superficial mayor. Los suelos arcillosos presentan desventajas, una de estas es que tienen
cargas eléctricas negativas y permiten retener cationes como potasio (K+) y magnesio (Mg) los
cuales son esenciales para el crecimiento vegetal, no permiten la movilizacion de nutrientes en

fase acuosa.

La clasificacién de los suelos es muy extensa, dependiendo de la interaccion de las particulas

en el suelo, en ese sentido se puede ser:

Tabla 3. Tipos de texturas de los suelos

Textura Caracteristicas
Arena Son particulas sueltas de granos simples
Limoso Suelo suave al tacto, no se adhiere a los dedos

Acrcillosa Suelo con textura plastica y adhesiva.

Suelo que presenta una buena textura, tiene proporciones adecuadas de arena,
limo y arcilla que da al suelo una excelente condicion para la agricultura.

Franco Limoso Tiene mayor consistencia, es mas suave entre los dedos.

Franco

Franco arcillo- La diferencia entre estas dos texturas es que la primera es mas &spera al tacto
arenoso y adhiere moderadamente a los dedos, mientras que la segunda es suave y no




43

Textura

Caracteristicas

Franco arcillo-
limoso

se adhiere a los dedos

Franco arcilloso

Esta textura tiene bastante arcilla, lo que lo hace bastante coherente y
compacto.

Arcillo arenoso
Arcillo limoso

La diferencia entre estas dos texturas es que la primera es mas aspera y se
sienten los grénulos de arena, mientras que la segunda es mas suave y se
adhiere poco a los dedos.

Arenoso franco

Es un suelo que tiene bastante arena pero tiene la suficiente cantidad de
arcilla y limo para hacerlo ligeramente coherente y compacto

Arenoso franco

La proporcion de arcilla y limo aumenta lo que le da mucha mas cohesion
que la textura anterior.

Fuente: Pifia (2012).

La organizacion de las Naciones Unidad para la agricultura y alimentacion (FAQ) propuso en

su guia para la descripcion de suelos un esquema (triangulo) para la clasificacion de la textura de

un suelo (ver figura 3), en este se muestra la relacion entre las clases textuales basicas y los

porcentajes de arcilla, limo y arena.



Clases del Tamano de Particulas Clases texturales

["2 000 pm ~Arena muy oruesa A Arena [no especificado) |+
1250 p Arena gruesa AF  Areno francoso —
B30 pm  Arena media 'FA Franco arenose -
200 pm Arena fina FYA Franco arcillo-arenosza
125 pm Arena muy fina FL Franco limoso
63 pm  Limo grugso FYL Franco arcille-limoso
L 20 pm _Limofing Franco arcilloso
2pm  Arclla Franca
Limigzo
Arcillo-arenoso
Arcille-limoso
Arcilloso
Arcilla pesada
% Arcilla % Lima
<2 um

Subdivisiones de la clase textural arena
AMF  Arena muy fina
AFi Arena fina

A AM HArena media

&éh VY AY AG Asena gruesa
o AV NS e AN Arena no dasificada
@3':3; * AMFR  Arena muy fina franca

AF  AFF  Asenafina franca L1

AFG __ Arena fina gruesa
FAF Franco arenoso fino

FA FAG  Franco arenoso grueso B

04
100

HArena muy fina + fing
y 0.063 J"ll'!rﬂ 2mm

Figura 3. Relacion de los constituyentes de tierra fina por tamafio, definiendo las clases

texturales y subclases de arena

Fuente: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO),

(2009).
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Color:

El color de suelo o matriz refleja la composicién asi como las condiciones pasadas y
presentes de 6xido — reduccién del suelo. Esta determinado generalmente por el revestimiento de
particulas muy finas de materia organica humidificada (oscuro), 6xidos de hierro (amarillo pardo,
anaranjado y rojo), oxidos de manganeso (negro) y otros, o puede ser debido al color de la roca
parental (FAO, 2009). El color de la matriz del suelo de cada horizonte se debe registrar en
condiciones de humedad (o en lo posible las dos condiciones, seco —himedo) usando las
notaciones para matiz, valor y croma como se da en la carta o tabla de Colores de Suelo Munsell
(Munsell, 1975, citado por FAQO, 2009), (ver figura 4). El sistema de colores de Munsell consiste
en tres dimensiones mencionadas anteriormente, basadas en la respuesta humana al color. El
matiz, es el color espectral dominante (rojo, amarillo, verde, azul o violeta); el valor, es la
claridad u oscuridad de los rango de color de 1(oscuro) a 8 (claro); y el croma, es la pureza o
fuerza del rango de color desde 1 (palido) a 8 (brillante). Cuando no hay un color de suelo matriz

dominante se describe como moteado y se dan dos o0 mas colores.
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Figura 4. Sistema de color de Munsell

Fuente: Molinari (2011).

Densidad aparente:

La densidad aparente del suelo la define la FAO en su guia para la descripcién de suelos

como la masa de una unidad de volumen de suelo seco a 105° C. Este volumen incluye tanto

solidos como los poros, por lo que la densidad aparente refleja la porosidad total del suelo.

Valores de densidad aparentes bajos (< 1,3 Kg. dm-3) indican generalmente indica una condicion

porosa del suelo. Los valores de densidad aparente altos indican un ambiente pobre para el
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crecimiento de raices, aireacion reducida y cambios indeseables en la funcion hidrolégica como
la reduccion de la infiltracion del agua. La FAO reporta en su guia que una de las formas para
determinar la densidad aparente del suelo consiste en obtener un volumen de un suelo conocido,

secarlo para remover el agua y pesar la masa seca.

Densidad real:

La densidad real de un suelo es la relacion entre la unidad de volumen de peso y la unidad de
volumen de la fase solida del suelo, ya que esta determinado por la composicién quimica y
mineraldgica de la fase sélida. En otras palabras, la densidad real es el peso de las particulas
solidas del suelo, relacionado con el volumen que ocupan sin tener en cuenta su organizacién en
el suelo. No obstante, considerando que la mayor parte de los componentes del suelo
(aluminosilicatos, silice) poseen una densidad que oscila entre 2,6 y 2,7 g.cm-3, se toma un valor

medio de 2,65 g.cm-3. Su calculo se realiza a través del picnémetro.

Porosidad:

El espacio poroso del suelo se refiere al porcentaje del volumen del suelo no ocupado por
solidos. Este volumen de suelo esta constituido generalmente por 50% materialessolidos y 50%
de espacio poroso, el cual en condiciones de capacidad de campo se compone de 25% aire y 25%
agua. Dentro del espacio poroso se pueden distinguir macro poros y micro poros donde agua,
nutrientes, aire y gases pueden circular o retenerse (FAO, 2016). Los macro poros no retienen
agua contra la fuerza de la gravedad, son responsables del drenaje, aireacion del suelo y
constituyen el espacio donde se forman las raices. Los microporos retienen agua y parte de la cual
es disponible para las plantas. La porosidad del suelo se deriva de la relacion entre otras dos

propiedades del suelo, la densidad real y la densidad aparente, dicho valor se expresa en %, y se
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calcula:

(100(Dr — Da)
Dr )

% porosidad = (
Donde:
Dr= Densidad real (gr.cm-3)

Da= Densidad aparente (gr.cm-3)

La FAQ, 2009 en su guia para la descripcién de suelos propone una clasificacién para los

espacios porosos de los suelos (tabla 7).

Tabla 4. Clasificacion de porosidad del suelo

Caracteristicas % Porosidad
Muy baja <2
Baja 2-5
Media 5-15
Alta 15-40
Muy alta > 40

Fuente: FAO (2009).

pH:

El pH es una propiedad quimica del suelo gque tiene un efecto importante en el desarrollo de
los seres vivos (incluidos microorganismos y plantas). La lectura de pH se refiere a la
concentracion de iones hidrogeno activos (H") que se da en la interfase liquida del suelo, por la
interaccién de los componentes sélidos y liquidos. Los suelos presentan distinta capacidad de
cambio en funcion del pH. A pH bajos los hidrogeniones estan fuertemente retenidos en las

superficies de las particulas, pero a pH altos los H de los grupos carboxilicos primero y de los
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OH despues, se disocian y los H+ pueden ser intercambiados por cationes.

Los pH neutros son los mejores para las propiedades fisicas de los suelos. A pH muy acidos
hay una intensa alteracion de minerales y la estructura se vuelve inestable. En pH alcalino, la
arcilla se dispersa, se destruye la estructura y existen malas condiciones desde el punto de vista
fisico. El valor de pH es el logaritmo del reciproco de la concentracion de iones hidrogeno, que se
expresa por nimeros positivos del 0 al 14. Tres son las condiciones posibles del pH en el suelo:
la acidez, la neutralidad y la alcalinidad. Se propone una escala de valores de pH para clasificar

los suelos de acuerdo a esta medida (tabla 5).

Tabla 5. Clasificacion de los suelos segun su pH

Clasificacion pH
Fuertemente acido <50
Moderadamente 4cido 51-6,5

Neutro 6,6 —7,3
Medianamente alcalino 74-85
Fuertemente alcalino >85

Fuente: Volke, & Velasco (2002).

Materia organica:

La materia organica del suelo es la fraccion organica que incluye residuos vegetales y
animales en diferentes estados de descomposicidn; tejidos y células de organismos que viven en
el suelo; y sustancias producidas y vertidas por esos organismos. En general, la materia organica
del suelo se clasifica en compuestos humicos y no humicos. Un suelo con alto contenido humico,
disminuye la movilidad de los compuestos organicos y asi la eficiencia de ciertas tecnologias

como la extraccion de vapores y el lavado de suelos (Volke & Velazco, 2002).
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Se propone una escala de valores de materia organica para clasificar los suelos de acuerdo a

esta medida (tabla 6).

Tabla 6. Valores de referencia para clasificar la concentracion de la materia organica en los

suelos minerales y volcanicos

Clase Materia orgénica (%)
Suelos volcéanicos Suelos no volcanicos
Muy bajo <4,0 <0,5
Bajo 4,1-6,0 06-15
Medio 6,1-10,9 1,6 -35
Alto 11,0-16,0 3,6-6,0
Muy alto > 16,1 >6,0

Fuente: Volke, & Velasco (2002).

2.3 Marco Contextual

2.3.1 Historia. La Universidad Francisco de Paula Santander nace como fundacion de
caracter privado el 5 de julio de 1962, con la Escuela de Economia. Ese mismo afio el 19 de
septiembre, el gobierno departamental le otorga la personeria juridica y se incorpora a la

universidad las escuelas de Topografia y Dibujo.

Su objetivo es elevar el nivel cultural de la juventud nortesantanderana, solucionar el
problema de numerosos bachilleres de la localidad que por diversas causas, sobre todo
econdmicas, no pueden seguir estudios en otras ciudades del pais y estrechar vinculos de

solidaridad.

Por peticidn escrita del rector de esa época, Dr. José Luis Acero Jordan, se cede para el
funcionamiento de la Universidad un local de propiedad del mismo, ubicado en la calle 13 con

avenidas 5 y 6 donde inicia labores la UFPS.
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En el afio de 1968 la Asamblea del Departamento autoriza al gobernador para que gestione el
contrato de compra-venta de un lote ubicado en la urbanizacion Quinta Oriental, lugar donde
actualmente se encuentra la UFPS. Ese mismo afo se inicia el programa de especializacion de

profesores en el exterior por medio de Becas de la OEA, a través del Icetex.

El 1 de Junio de 1970 se declara disuelta la Fundacion Universidad de Cdcuta Francisco de
Paula Santander, constituida como derecho privado y para garantizar su perpetuidad se acepta sea
declarada como Universidad Oficial del Departamento: quedando como establecimiento pablico

descentralizado y con personeria juridica.

El nimero de estudiantes y el progreso de los programas académicos ofrecidos por la UFPS a
la region ha aumentado notablemente, en la actualidad tiene una oferta académica respaldada en
procesos de calidad conseguidos mediante el trabajo constante de toda la comunidad, en areas
concernientes a la ingenieria, salud, ciencias basicas, ciencias empresariales, ciencias agrarias,

ciencias del medio ambiente, educacién, artes y humanidades.

Este proyecto de grado modalidad investigacion se realizo en el laboratorio de Investigacion
de Biologia Sintética, ubicado en edificio de Laboratorios Basicos (laboratorio 202-segundo piso)
adscrito a la Facultad de Ciencias Bésicas de la Universidad Francisco de Paula Santander, Sede
Central-Cdcuta (Avenida Gran Colombia No. 12E-96 Barrio Colsag, San José de Clcuta-
Colombia). La fase de muestreo se realiz6 en la Finca X, ubicada en el municipio de los Patios,
Norte de Santander (coordenadas 7.825401, -72.518528 ) y la finca Clavellaneda, ubicada en el

municipio del Zulia, Norte de Santander (coordenadas 8.062976, -72.579619).
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2.4 Marco Legal

Ley 99 de 1993: Crea el Ministerio del Medio Ambiente, reordena el sector publico
encargado de la gestion y conservacion del medio ambiente y los recursos naturales renovables.
Dispone también esta ley que cuando las actividades reguladoras por el Ministerio del Medio
Ambiente puedan afectar la salud humana, esta funcion sera ejercida en consulta con el
Ministerio de Proteccion Social y por el Ministerio de Agricultura cuando pueda afectarse la
sanidad animal o vegetal. En la practica, como mas adelante se verd, el Ministerio del Medio

Ambiente no es el principalmente regulador en materia de seguridad en la biotecnologia.

Ley 491 de 1999: Crea los seguros ecoldgicos como un mecanismo que permita cubrir los
perjuicios econdmicos cuantificables como consecuencia de dafios al ambiente y a los recursos

naturales.

Ley 599 de 2000: Mediante la cual se expide el Cédigo Penal, establece penas para delitos
como la introducciédn y explotaciéon ilegal de los recursos faunicos, forestales, floristicos o de los
recursos genéticos, el manejo ilicito de microorganismos nocivos, experimentacion ilegal en

especies animales 0 vegetales y dafios a los recursos naturales y contaminacion ambiental.

Resolucion 1115 de 2000: Ministerio del Medio Ambiente. Por medio de la cual se
determina el procedimiento para el registro de colecciones bioldgicas con fines de investigacion

cientifica.
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3. Disefio Metodoldgico

3.1 Tipo de Investigacion

La investigacion que se desarrollo es de tipo aplicada-experimental, ya que estos andlisis se
han reportado en estudios respecto a la temética de esta investigacion, realizando analisis
cuantitativos como cualitativos. La originalidad del presente trabajo es la evaluacion de la
capacidad de asimilacion (degradacion) del clorpirifos, aprovechando microorganismos nativos
de suelos de arroz en los que se ha aplicado clorpirifos como pesticida para el control de plagas y
enfermedades. La evaluacion incluye la caracterizacion fisicoquimica de muestras de suelos de
fincas de arroz de la region de Norte de Santander (Zulia y Vados), el aislamiento de los
microorganismos presentes en las muestras de suelos de arroz, la evaluacion de tolerancia al
clorpirifos a diferentes concentraciones de los aislamientos obtenidos, la caracterizacion
molecular de los microorganismos con tolerancia al clorpirifos y la evaluacion de asimilacion en
etapa de invernadero. La seleccion de éstas variables esta enfocada a optimizar el proceso de
degradacidn del pesticida con la microflora nativa de estos suelos contaminados con clorpirifos.
En la préctica, la aplicacion de los resultados obtenidos permitiria ampliar los estudios respecto a
la biorremediacion de compuestos persistentes en los suelos agricolas bajo lainfluencia de

agroquimicos plaguicidas como el clorpirifos.

3.2 Poblacién y Muestra

3.2.1 Poblacion. Para este proyecto la poblacion objeto son los suelos arroceros que fueron

recolectadas en los municipios del Zulia y los Patios en Norte de Santander.

3.2.2 Muestra. La muestra de la presente investigacion corresponde a los suelos de dos fincas

arroceras seleccionadas aleatoriamente en el municipio del Zulia y los Patios en Norte de
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Santander.

3.3 Hipotesis

Realizando la experimentacion se podré determinar si alguno de los microorganismos
aislados de suelos con cultivos de arroz tiene la capacidad de tolerar el clorpirifos y de utilizarlo

como fuente de carbono y energia.

3.4 Variables

3.4.1 Variables independientes. A continuacion, se muestran las variables independientes:

Tabla 7. Variables independientes

Variables Nivel de medicion Escala Descripcion Indicador
Cuantitativa Alta Segun titulaci6
. . . egun titulacion 0
Materia organica Mec_zlla obtenida Yo
Baja
o Alta , .
Cuantitativa . Segun escala del Grado de acides
pH Media ; o
) multimetro o alcalinidad
Baja
Densidad Cuantitativa Alta Segln | I
ensida Media egin lamasay e o/ mL
aparente (Da) ] volumen del suelo
Baja
Densidad real Cuantitativa Alta Segln | I
ensidad rea . egin lamasay e
(Dr) Megha volumen del suelo g/ mL
Baja
Cuantitativa Alta Segun la relacion ent
Porosidad Media €gun fa refacion entre %
] Dry Da
Baja
Cuantitativa Alta Segln la lect |
. egun la lecturaen e 0
Textura Me(?lla hidrémetro Yo
Baja
Tolerancia al Crecimiento del

. Cualitativa Crecimiento ) ; UFC/ml
clorpirifos microorganismo
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3.4.2 Variables dependientes. Las variables dependientes se presentan a continuacion:

Volatilizacion del contaminante

Parametros fisicoquimicos y microbiolédgicos del suelo

Intensidad luminica

Degradacion abiotica del contaminante.

3.5 Fases de la Investigacion

3.5.1 Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo contaminado.
Inicialmente se realiz6 una recopilacion y evaluacion de las caracteristicas del suelo, las cuales se

utilizaron como referencia para evaluar los resultados obtenidos en el proyecto.

Se ubicaron tres areas de muestreo de zonas productoras de arroz en el Departamento de
Norte de Santander. EI muestreo se realizd completamente al azar, y se recolectaron 10
submuestras a una profundidad de 15 cm aproximadamente. Las muestras se homogenizaron para
obtener un peso final de 2Kg y fueron introducidas en bolsas plasticas y transportadas al

laboratorio en neveras de icopor (ver anexo 2).
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Figura 5. Ubicacion y toma de las muestras de suelos arroceros A) Ubicacién de la toma de
muestras de suelos de fincas de cultivo de arroz, Zulia Norte de Santander; B) Recoleccion

de la submuestra de suelo en la ubicacion de un punto en el area delimitada

Una vez obtenidas las muestras, se recolecté 1Kg de suelo al que se le hizo cuarteo, molida y
tamizaje para realizar los siguientes analisis fisicoquimicos: Textura (método Bouyoucos), pH
(Potenciométrico), densidad aparente (Terrén parafinado), densidad real (Potenciémetro) carbono
organico (método Walkley y Black), y fosforo disponible (Bray I1), realizados en el Laboratorio

de Investigacion, edificio de Laboratorios Basicos (laboratorio 202-segundo piso).

3.5.1.1 Determinacion de la materia organica. La determinacion de materia organica (M.O)
se evaluo a traves del contenido de carbono organico con el método de Walkley y Black. El
método se basa en la oxidacion del carbono organico presente en la muestra de suelo por medio
de agentes quimicos y posterior titulacion. Se pesé 0.5 gramos (g) de suelo seco en un matraz,
posteriormente se afiadieron 10 mL de dicromato de potasio 1N (KMnQa), se gir6
cuidadosamente el matraz para homogenizar la reaccion. Luego se agregd 20 mL de acido

sulfarico concentrado (H2SO4) y se procedid a agitar aproximadamente por un minuto y posterior
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reposo durante 30 minutos. Culminado el tiempo se afiadio 200 mL de agua destilada y 5 mL de
acido fosforico concentrado (HsPOs). Finalmente se adicion6 10 gotas de difenilamina como
indicador y se procedio a titular con sulfato ferroso heptahidratado 1N (FeSO4 * 7H20). Se
registro el volumen de titulante usado. La prueba se realizo por triplicado y se usé un blanco (sin

suelo) como control.
La ecuacion empleada para la determinacion de M.O=
Materia organica = % Carbono organico * 1,724

Donde la determinacion de carbono organico se realiza con la siguiente ecuacion =

BE—T
% carbono organico = (—)) (N)(0,39) mcf
8

Donde;

B=Volumen de FeSO4 * 7H>0 gastado para valorar el blanco (mL)
T=Volumen de FeSO4 * 7H>0 gastado para valorar la muestra (mL)
N= Normalidad exacta del FeSO4 * 7H20

g= Peso de la muestra empleada (g)

m.c.f= Factor de correccion de humedad

3.5.1.2 pH. La determinacion del pH del suelo medido en agua se realiz6 a través del método
AS-02. La evaluacién se basoé en la determinacion de la actividad del ion H mediante el uso de un

electrodo cuya membrana es sensible al H. Se pes6 10 g de suelo en un frasco de vidrio, se
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adicion6 30 mL de agua destilada y se procedio a agitar magnéticamente durante 15 minutos.
Posteriormente se calibro el sensor con soluciones reguladoras de pH (4,0 - 7,0 - 10,0) y
enjuagando con agua destilada los electrodos antes de iniciar las lecturas de las muestras. Ya
calibrado los electrodos se procedié a agitar la suspension y registrar el valor del pH al momento
que se haya estabilizado. La prueba se realizé por triplicado y se us6 un blanco (agua destilada)

como control.

3.5.1.3 Densidad real. La determinacion de la densidad real (DR) de los suelos puede ser
calculada a partir del conocimiento de dos parametros: la masa y el volumen de una cierta
cantidad de suelo. La masa es determinada pesando directamente el suelo y el volumen de
manera indirecta por el calculo de la masa y la densidad del agua desplazado por la muestra de

suelo.

Los célculos se llevan a cabo con la siguiente ecuacion:

_ ps
DE = Vs
p H,0

Donde;

ps: Peso de las particulas del suelo.

Vs: Volumen de las particulas del suelo (Peso del agua desplazada por las particulas del suelo

entre la densidad del agua).

3.5.1.4 Densidad aparente. La determinacion de la densidad aparente (Da) se llevé a cabo a

partir de la muestra de suelo sin disturbar se tom6 un agregado firme de un tamafio alrededor de 2
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cm, se peso y se sumergio en parafina liquida a 60 °C, sin que se formen burbujas, se dej6 enfriar
y se pesd. Luego se sumergio el terron en la probeta que contiene agua. Se midié el volumen

desalojado por el terron, cuando se sumergio en la probeta.

M
o= (57
Vr
Donde;
M: masa del suelo: [Peso (probeta + suelo) — Peso probeta]

Vt: Volumen total: Volumen de la probeta: 10 mL

3.5.1.5 Porosidad. La porosidad del suelo se deriva de la relacidn entre otras dos propiedades
del suelo, la densidad real y la densidad aparente, dicho valor se calculé utilizando la ecuacion

propuesta por Urum, (2014):

(100(Dr — Da)
Dr )

¥ porosidad = (
Donde:
Dr= Densidad real (gr.cm-3)

Da= Densidad aparente (gr.cm-3)

3.5.1.6 Textura. La determinacion de la textura del suelo se realizé utilizando el hidrometro
de Bouyoucos (ASTM 152H) aplicando el método AS-09. En el procedimiento se manejan 40
segundos para la separacion de particulas mayores de 0.05 mm (arena) y de dos horas para

particulas de diametros mayores de 0.002 mm (limo y arena). Estos limites han sido establecidos
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por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos y se han usado para construir el triangulo
de texturas. El procedimiento se inicio pesando 50 g de suelo, posteriormente se agregé 600 mL
de agua destilada y 10 mL de hexametafosfato de sodio ((NasPOz3)s), a una concentracién de 50
g.L-1. La mezcla anterior se coloco en agitacion durante 2 minutos, posteriormente se adiciond
en una probeta de 1 L y se aford con agua destilada. Se agit6 por inversion 10 veces y pasado 40
segundos se registro la primera lectura con el hidrometro y la temperatura. El sistema probeta —
hidrometro se dejo reposar por 2 horas, momento en el cual se registro la segunda lectura y la

segunda temperatura.

Se usaron las siguientes ecuaciones para determinar los porcentajes de arcilla, limo y arena:

2° Lectrua+ ((T2— 20) = 0,36
% Arcilla = * 100
g Suelo
1° Lectrua+ (T2 — 20) = 0,36
g Suelo

04 de Limo + 2 Arcilla = [ ] =100

% Arena = 100 — (% de limo + % arcilla)
Posteriormente por medio del triangulo de las texturas se determind el tipo de suelo.

3.5.2 Aislamiento y conservacion microbiana. La cuenta de bacterias totales o bacterias
heterotrofas del suelo hace referencia a aquellas que obtienen su fuente de carbono a partir de
compuestos organicos disponibles. La técnica empleada fue cuenta por dilucion en placa con agar
nutritivo como medio de crecimiento. El procedimiento inici6 adicionando 10 gr de suelo en un
matraz con 90 mL de solucion salina isoténica estéril. Se dispersé el suelo y homogenizé con
agitacion vigorosa en vortex. Posteriormente se tomo6 1 mL y se transfirié a un tubo con 9 mL de

solucién salina estéril. De ahi se realizaron diluciones seriadas hasta alcanzar la dilucion deseada
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(garantizando esterilidad en el manejo). Se agitd vigorosamente en cada o dilucién realizada.
Luego de obtener las diluciones seriadas se tom6 0.1 mL de la dilucion seriada y se colocé en el
centro de la superficie de las cajas con agar nutritivo (ver anexo 3). Finalmente se procedio a
extender la alicuota en la superficie de la placa con una varilla de vidrio previamente esterilizada
(inmersa en alcohol y pasandola por la flama del mechero permitiendo su enfriamiento). Luego se

incubaron las placas a 30°C durante 24 — 48 horas (Anexo 4.).

Figura 6. Diluciones seriadas decimales para el asilamiento e identificacion de los

microorganismos presentes en las muestras de suelo de fincas de arroz

Con el fin de obtener un nimero considerable de microorganismos presentes en el suelo,
teniendo en cuenta que estos suelos has sido sometidos a tratamientos con agroquimicos, se
realizo el aislamiento de colonias bacterianas que crecieron en etapa de laboratorio, se construyo
un modelo de ficha técnica para identificar y caracterizar al microorganismos asilado, tanto
macroscopicamente como microscépicamente y se conservaron en solucién salina estéril (0,85%)

en microtubos de conservacion y se mantuvieron en refrigeracion a 4°C (ver anexo 5).
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Figura 7. A) seleccion de los microorganismos obtenidos de las muestras de suelo de fincas
de arroz; B) aislamientos y purificacion de un microorganismo obtenido de las muestras de

suelo delas fincas de arroz

3.5.3 Seleccion y caracterizacion genotipica de las bacterias aisladas en suelos arroceros.
A continuacion, se evidencia la seleccion y caracterizacion genotipica de las bacterias aisladas en

suelos arroceros:

3.5.3.1 Seleccion de microorganismos. Para seleccionar los microorganismos que usaron el
contaminante como fuente de carbono en el cual se us6 el medio MSM como caldo para el
crecimiento microbiano. Se tomaron concentraciones bajas del contaminante (10ppm) y se
transfiri6 al medio para el crecimiento microbiano re-aislando, aquellos microorganismos que
puedan crecer en las condiciones establecidas en el medio de cultivo. Los aislamientos obtenidos
fueron procesados para conocer mejor el potencial de microorganismos con respecto a la

degradacion del contaminante.

3.5.3.2 Pruebas de tolerancia. Este ensayo se realizd con el fin de conocer cual es la
concentracion mas alta del contaminante a la que era capaz de crecer cada uno de los

microorganismos aislados preliminarmente. El inoculo inicial se tomé de una colonia crecida (5 x
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10’UFC/mL) en 20ml de un medio de cultivo de mantenimiento y se introdujo en un erlermeyer
de 50 ml con una concentracion inicial del contaminante de 10mg/L + 1 g.L* glucosa. Se llevé a
incubar en un agitador orbital a 150 rpm, y una temperatura ambiente, bajo condiciones de
oscuridad por 96h. Para evaluar la tolerancia se realizé aumentos de la concentracion (50mg/L,
100mg/L, 200mg/L, 300mg/L, 600mg/L y 1200mg/L) del contaminante hasta que ya no se
observo un crecimiento microbiano adecuado. Al finalizar el tiempo de cada prueba se verifico el

crecimiento del microorganismo a las condiciones expuestas.

vy
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Figura 8. Ensayo a diferentes concentraciones del tolerancia al pesticida clorpirifos de los
microorganismos aislados A) frascos con 20ml de medio minimo mineral envueltos en
aluminio, momentos previos a la aplicacién de pesticida; B) montaje del ensayo evaluando

algunos aislamientos para determinar la tolerancia al pesticida clorpirifos

3.5.3.3 Identificacion por el gen DNAr 16S. La extraccion de ADN se realiz6 mediante el
kit de extraccion UltraClean Microbial DNA Isolation. Seguido de ello se amplificé el DNAr 16S
y se secuenciaron las bacterias que reportaron mejores resultados durante las pruebas de

tolerancia realizadas.
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Amplificacion del DNAr 16S: Para lograr la amplificacion del gen DNAr 16S de las bacterias
diazotrofas se utilizaron los iniciadores universales 27F (5> AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3°)
y 1492R (5 AGAAAGGAGGTGATCCAG CC 3°). A partir del ADN extraido con anterioridad
y se realizaron las reacciones de amplificacion con una concentracion de 25ug utilizando los
reactivos necesarios para proceder a realizar la amplificacion del material genético. Para
confirmar el tamafio y la pureza de los productos amplificados por PCR se visualizaron en un gel
de agarosa al 2% en buffer TAE 1X dejando correr a 55 voltios por tres horas. Adicionalmente se
utilizé un marcador de peso molecular para determinar el tamafio de las bandas y se usaron dos
controles, uno negativo el cual consistia en una muestra sin DNA y un control positivo (cepa de
referencia) el cual permitié esclarecer las muestras procesadas, finalmente se observaron en un

transiluminador de UV.

Analisis filogenético: Una vez obtenido el material listo y en condiciones, éste se envio al
centro a CorpoGen (investigacion y biotecnologia) para realizar la respectiva secuenciacién de
los fragmentos amplificados, una vez se obtuvieron, fueron comparadas en bases de datos, como
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) y EMBL (European Molecular Biology
Laboratory) para finalmente poder obtener la identificacién molecular de los microorganismos

con potencial en la biorremediacion.

3.5.4 Evaluacion de la respuesta de los microorganismos aislados con el mayor indice de
tolerancia a clorpirifos bajo condiciones de invernadero. Se realiz6 para el modelo de
evaluacion de los microorganismos con potencial para degradar clorpirifos un ensayo en
plantulas de arroz en suelo estéril y no estéril. Dicho suelo se adiciond en bolsas negras de 1 kg
de capacidad a un volumen uniforme para todas las bolsas, en condiciones de invernadero. Para

los tratamientos con suelo estéril se realizo un proceso de esterilizacion donde se sometié el suelo
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a tres ciclo de esterilizacion (15 Ib de presion a 120°c por 50 minutos), se repitio este ciclo a las
24 horas después de su esterilizacion respectiva, con el fin de tener de evitar la proliferacion y
crecimiento de la microflora nativa de las muestras de suelo, este proceso se realiz6 en un
autoclave convencional del laboratorio. El ensayo cont6 con un disefio completamente al azar con
un arreglo factorial 2x2 para un total de 4 tratamientos mas los controles establecidos y tres
replicas por cada tratamiento. Cada replica se mantuvo en un recipiente de plastico y permanecio
saturado de agua para mantener inundado el suelo. Las dosis seleccionada para la aspersion del
contaminante fue la misma que la empleada en el cultivo de arroz (1 litro/ hectarea de suelo,
equivalentes a 480mg/l), teniendo en cuenta que como las unidades experimentales son pequefias,

se necesitaron volumenes bajos del pesticida (17 pl/unidad experimental).

Tabla 8. Tratamientos para el ensayo de evaluacion de microorganismos con potencial para

degradar clorpirifos aislados de suelos de fincas de arroz

Tratamiento

e Suelo no estéril
e Microorganismo (BBC032)

1 e Dosis de Clorpirifos
e Suelo no estéril
9 e Consorcio establecido (BBC032, BBC029, BBC042)
e Dosis de Clorpirifos
e Suelo estéril
3 e Microorganismo (BBC032)
e Dosis de Clorpirifos
e Suelo estéril
4 e Consorcio establecido (BBC032, BBC029, BBC042)
e Dosis de Clorpirifos
Controles
5 e Suelo no estéril
e Dosis de Clorpirifos
6 e Suelo no estéril

e Consorcio establecido (BBC032, BBC029, BBC042)
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Con el fin de establecer un sistema que se ajuste a las condiciones de campo, se ajusto un
modelo en fase de invernadero con plantulas de arroz. Se realizé una desinfeccion a las semillas y
se colocaron en camaras humedas para su germinacion en agar agua, por 4 dias. Cada réplica del
tratamiento contd con 6 semillas pre-germinada de arroz. Antes de la siembra de las semilla pre-
germinadas, el suelo segun el tratamiento fue inoculado con los microorganismos; para este caso
en el tratamiento T1 y T3 se utiliz6 el microorganismo (BBC032, Anexo 6) con el mejor
resultado en las pruebas de tolerancia al pesticida y en el tratamiento T2 y T4 un consorcio
compuesto por tres cepas, en donde una de las cepas correspondié al microorganismo de los
tratamientos T1y T2 y las dos cepas restantes se seleccionaron en orden consecutivo con

respecto al resultado de tolerancia (BBC032, BBC029, BBCO42; Anexo 6).

Transcurridos los 20 dias del ensayo, se estimo la participacién microbiana en la degradacion
del contaminante, para ello se evalu6 la densidad poblacional en cada tratamiento mediante el
recuento de UFC en con diluciones seriadas hasta 10, tomando registro en cinco momentos:
Uno previo a la aspersion del contaminante, 0 h, 24 h, 48 h, 192h y 360h después de la

aplicacion.



67

Figura 9. Evaluacion de los microorganismos con el mayor indice de tolerancia al
clorpirifos en etapa de invernadero; Ay B) Obtencion de la biomasa de los aislamientos
BBC029, BBC032 y BBC042 seleccionados para hacer el ensayo en invernadero; Cy D)
Montaje de las unidades experimentales de cada tratamiento para la posterior evaluacion

de los microorganismos frente al clorpirifos en condiciones de invernadero

3.5.5 Anadlisis estadistico. El tratamiento de datos se realizd en Excel 2013 (15.0.4797.1000)
MSO (15.0.4797.1000) y el analisis de varianza de la evaluacién de la respuesta de los
microorganismos aislados con el mayor indice de tolerancia a clorpirifos bajo condiciones de
invernadero en Statistical Analysis System, SAS®. La significancia del disefio experimental
implementado (disefio factorial general, con dos factores) fue evaluado mediante el test de Tukey

(0=0.05).
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4.1 Caracterizacion Fisicoguimica de las Muestras de Suelo Recolectadas Procedente de

Cultivos de Arroz

La caracterizacion fisicoquimica del suelo permitié establecer las condiciones de las

propiedades de esta matriz y posteriormente establecer la viabilidad del tratamiento para ser

aplicado al tipo de suelo presente en este estudio. La siguiente tabla permite establecer los

parametros fisicoquimicos de los suelo bajo estudio.

Tabla 9. Parametros fisicoquimicos del suelo

Parametros Valor Método
M r
uestra F1 F2 F3
Materia organica
2,23% 3,43% 2,75% Walkley y Black
Densidad aparente
P 1,46 g.ml 1,57 g.ml 1,43 g.ml Terron parafinado
Densidad relativa .,
2,07 g.ml 1,57 g.ml 1,91 g.ml Picnometro
pH - .=
8,26 7,80 8,33 Potenciométrico
fosforo 22,67 pg/ml 133,08 76,67 pg/ml Bray Il
0/ Hg/m ug/mi 0/ Hg/m ray
Suelo franco- Suelo Suelo franco-
Textura arcilloso franco arenoso-
arcilloso Bouyoucos
Porosidad
29,4% 21,01% 25,13% Urum

Fuente: Duran (2017).

Estas texturas corresponden a suelos con vocacion agricola, siendo congruentes con el uso

que han tenido a la fecha. La muestra F1 (Zulia) presenta un suelo mucho mas compacto por el
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alto contenido de arcilla (33%) aspecto que es caracteristico de los suelos pertenecientes a la zona

del Zulia (INE, 2010).

Parametros como la densidad aparente son importantes cuando hablamos del suelo, debido a
que permiten vislumbrar la calidad del suelo y la funcidn del ecosistema presente en dicha matriz
(FAO, 2009). Valores de densidad relativamente bajos (<1,3 Kg.m3) indican una condicion
porosa del suelo, para efecto de nuestros suelos reportamos valores >1,3 Kg.m3 ,(promedio 1,48
Kg.m3), aunque es un valor por encima de 1,3 Kg.m3 , no necesariamente representa suelos con
densidad aparente alta, debido a que estos suelos indican un ambiente pobre para el crecimiento
de raices, aireacion reducida, y cambios indeseables en la funcion hidrolégica como la reduccién
de la infiltracion del agua, aspectos que no se correlacionan con los valores de porosidad
calculados (promedio 25%), debido a que segun la FAO (2009), estos suelos se clasifican con
una porosidad alta (15 -40% ) por lo cual facilita la aireacion favoreciendo el crecimiento

bacteriano (aerobio).

El valor pH reportado (8,13) permite discernir el grado alcalino que presentan los suelos
muestreados. Se considera un aspecto esencial en la degradacién de clorpirifos el pH del medio,
segun Hernandez (2017), en su estudio concluyen que a pH alcalinos se logro la mejor
degradacion de clorpirifos, sin embargo, resalta el aspecto de que ciertos microorganismos
pueden llegar a degradar clorpirifos en medios acidos como alcalinos, un ejemplo de ello serian
B. pumilus y Enterobacter sp (Singh, Walker & Wright, 2006; Anwar, Liaquat, Khan, Khalid &

Igbal, 2009).

Un aspecto relevante en la eliminacion de contaminantes de los suelos son los procesos de

atenuacion natural, donde el contaminante es degradado o transformado quimicamente bajo
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reacciones fotoliticas, de 6xido-reduccion e hidroélisis quimica. Estos procesos favorecen la
excitacion, ruptura y/o reacomodacion de enlaces quimicos (Narvaez, 2012). En este sentido,
asumimos que la concentracion de contaminante presente en las unidades experimentales no solo
fue asimilada por el microorganismo y/o consorcio establecido, sino que procesos de
volatilizacién, o degradacién por procesos que implican reacciones fotoliticas han mediado en la
degradacion de los contaminantes presentes en el suelo. Se resalta el hecho de que el clorpirifos
se caracteriza por ser moderadamente toxico y tiene una vida media en el suelo de 10 a 120 dias

(Hernandez, 2017).

4.2 Aislamiento y Descripcién Fenotipica de los Microorganismos Presentes en las Muestras

de Suelo de los Cultivos de Arroz

El desarrollo de la presente fase permiti6 aislar y conservar 43 microorganismos, de los
cuales para la muestra F1 corresponden 15 microorganismos, 14 microorganismos para la

muestra F2 y 14 microorganismos para la muestra F3 respectivamente (ver anexo 6).

El suelo es una matriz diversa, con procesos complejos, cuenta con micro y macro organismo
gue hacen parte de este, formando e interactuando en los ecosistemas. El resultado de dichas
interacciones suelo — microorganismo inciden directamente en el desarrollo de los procesos
agricolas. Autores como Fernandez, Ferrando, Macazaga & Fernandez (2005), en sus estudios las
caracteristicas morfologicas (caracterizacion macroscopica y microscopica) de los
microorganismos aislados de los suelos con vocacion agricola, siendo estas caracteristicas
comunes con los aislados obtenidos en los suelos bajo estudio. Este aspecto se correlaciona con el
hecho de que los cultivos de arroz en su fase de anegacion tienen la particularidad de que durante

gran parte del ciclo los procesos que ocurren en las inmediaciones de la raiz son anaerobios
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(Fernandez et al., 2005). Sin embargo, la limitacion de oxigeno no restringe la actividad
microbiana en ese ecosistema, que es particularmente apto para el desarrollo de bacterias que no
toleran el oxigeno o que pueden sustituirlo por otras moléculas en su metabolismo respiratorio
(Fernandez et al., 2005). Se asume que los microorganismos que habitan en suelos arroceros son
bacterias metanogenicas, reductoras de sulfato, fotétrofas de azufre, fotétrofas no de azufre,
oxidadoras de amonio, desmitificadora y en mayor medida bacterias fijadoras de nitrégeno

aerobias, heterdtrofas anaerobias y heterotrofas aerobias (Fernandez et al., 2005).

El nimero de cepas aisladas de los suelos muestreados, permite discernir la viabilidad para
aplicar tratamientos biologicos con el fin de remediar suelos contaminados con clorpirifos,
debido a que el autor Hernandez (2017), afirma que la biodiversidad microbiana del suelo a

biorremediar influye en la degradacion de clorpirifés.

4.3 ldentificacion de los Microorganismos con Potencial para Tolerar Diferentes

Concentraciones de Clorpirifos a nivel de Laboratorio

La tabla 10. Describe el crecimiento (1 o 0) de los aislamientos sometidos al ensayo de
tolerancia al pesticida clorpirifos. El indicador a una respuesta positiva a tolerancia al pesticida se
representd con el numero “1” en la tabla, contrario a lo anterior, si el microorganismo no presentd
respuesta a la concentracion del pesticida se representd con el numero “0”. Las franjas amarillas
indicaron que el aislamiento evaluado no crecio en la primera etapa del ensayo de tolerancia al
pesticida, infiriendo que el microorganismo no es capaz de utilizar el pesticida clorpirifos como
fuente de carbono y energia en la dosis minima en este estudio (10 mg/L). Los microorganismos
evaluados que toleraron todas las concentraciones del ensayo en estudio se representan con una

franja verde.
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10 mg/L 50 mg/L 100 mg/L 300 mg/L 600 mg/L 1200 mg/L
cédigo clorpirifos clorpirifos clorpirifos clorpirifos clorpirifos clorpirifos

1 BBC001 0 0 0 0 0 0
2 BBC002

3 BBC003 0 0 0 0 0 0
4 BBC004 1 1 1 1 1 0
5 BBC005 1 1 1 1 0 0
6 BBC006 0 0 0 0 0 0
7 BBC007 1 1 0 0 0 0
8 BBC008 0 0 0 0 0 0
9 BBC009 1 1 0 0 0 0
10 BBCO010

11 BBC011 1 1 1 0 0 0
12 BBC012 1 1 0 0 0 0
13 BBC013 1 1 0 0 0 0
14 BBC014 0 0 0 0 0 0
15 BBC015 1 1 1 0 0 0
16 BBC016 0 0 0 0 0 0
17 BBCO017 1 1 1 1 1 1
18 BCC018 1 1 0 0 0 0
19 BCC019 1 1 1 1 0 0
20 BBC020 1 1 0 0 0 0
21 BBC021 1 1 1 1 0 0
22 BBC022

23 BBC023 1 1 1 1 1 0
24 BBC024 1 1 1 0 0 0
25 BBC025 1 1 1 1 0 0
26 BBC026 0 0 0 0 0 0
27 BBCO027 1 1 1 1 0 0
28 BBC028 1 1 1 1 0 0
29 BBC029 1 1 1 1 1 1
30 BBCO030 1 1 0 0 0 0
31 BBCO031 1 1 1 1 1 1
32 BBC032 1 1 1 1 1 1
33 BBCO033 1 0 0 0 0 0
34 BBC034 1 1 1 0 0 0
35 BBCO035




73

10 mg/L 50 mg/L 100 mg/L 300 mg/L 600 mg/L 1200 mg/L
cédigo clorpirifos clorpirifos clorpirifos clorpirifos clorpirifos clorpirifos

36 BBC036 0 0 0 0 0 0
37 BBCO037 1 1 1 1 1 1
38 BBCO038 1 1 1 1 1 1
39 BBC039 1 1 1 1 1 0
40 BBC040 1 1 1 1 1 1
41 BBC041 0 0 0 0 0 0
42 BBC042 1 1 1 1 1 1
43 BBC043 1 1 1 0 0 0

En total 18% (8 de 43) de los microorganismos evaluados obtuvieron la mejor respuesta ante
la concentracion mas alta del ensayo de tolerancia al pesticida clorpirifos (1200 mg/L) (Tabla
11), estos resultados permiten plantear la viabilidad de los microorganismos aislados y que han
mostrado la mejor respuesta a tolerancia al pesticida para ser usados en la degradacién biologica
del contaminante. Podemos comprender sobre las posibles especies a las cuales puedan
pertenecer estas cepas, haciendo énfasis en los microorganismos con capacidad para degradar
clorpirifos reportados en la literatura, ejemplo de ello es lo reportado por Anwar et al. (2009),
quienes describen que el microorganismo evaluado en su estudio (B. pumilus C2A1), tuvo la
capacidad de degradar 900 mg/L. Bricefio, Fuentes, Palma, Jonquera, Amoroso & Diez, 2012;
Cycon, 2013; Silambarasan y Abraham 2013, reportan que existe un amplio rango de
microorganismos que tienen la capacidad de degradar clorpirifos. Algunos de estos son Bacillus
pumilus, Streptomyces sp., Serratia marcescens, Alcaligenes sp., Penicillium sp. y Pseudomonas

putida.

En la figura 9 se observa el crecimiento de los aislamientos posterior al ensayo en fase de
laboratorio donde se evalud la tolerancia al clorpirifos, podemos inferir que a partir de la turbidez

que presenta el medio de cultivo liquido en el cual se agreg6 una concentracion del clorpirifos
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como unica fuente de carbono (ver figura 9A), existe un crecimiento bacteriano el cual determina
que el aislamiento es capaza de asimilar la concentracion a la cual se evalud el microorganismo;
del mismo modo estos resultados se correlacionan enfrentado dos asilamientos diferentes frente a
la misma concentracion (ver figura 9B),donde se observo que no hubo crecimiento alguno o

turbidez en el medio de cultivo en comparacion al otro aislamiento evaluado.

Figura 10. Crecimiento de los aislamientos frente al pesticida clorpirifos en fase de
laboratorio A) aislamiento BBC034 capaz de tolerar 50mg/l del clorpirifos; B) Aislamientos
BBCO034 (izquierda) y aislamiento BBC032 (derecha) evaluados a la concentracion 300mg/I
de clorpirifos; C) Aislamiento BBC038 capaz de crecer en medio solido nutritivo a una
concentracién de 1200 mg/l de clorpirifos; D) Asilamiento BBC039 donde obtuvimos poco
crecimiento de biomasa a una concentracién de 900mg/ de clorpirifos en un periodo de 48

horas



Tabla 11. Aislamientos con la mejor tolerancia al pesticida clorpirifos

Muestra suelo Caracterizacion Cadigo
F2 BBCO17
F2 BBC029
F3 BBC031
F3 BBC032
F3 BBC037
F3 BBC038
F3 BBC040
F3 BBC042

4.4 ldentificacion Molecular de los Microorganismos con Capacidad de usar el Pesticida

Clorpirifos como Fuente de Carbono y Energia

La identificacion molecular de los microorganismos con potencial para degradar clorpirifos
se le realizd a las cepas que han mostrado la mejor tolerancia y asimilacién del pesticida
clorpirifos identificadas con el c6digo BBC029, BBC032 y BBC042, las cuales fueron
seleccionadas por ser las mas representativas respecto al crecimiento bacteriano frente a la
concentracion mas alta (1200 mg/L) en el ensayo de tolerancia al clorpirifos. La tablal2 nos

permite relacionar la especie segun el 16s RNAr para las cepas seleccionadas.
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Tabla 12. Identificacion molecular de los microorganismos con mejor tolerancia a

clorpirifos

. . , Relacion Bases de datos

. . Genero/ Especie relacionada segun -
Aislado Primer Numerode  Porcentaje de

16s RNAr it S
accesion similitud

BBC029 27F [ 1492R Pseudomonas plecoglossicida NR_114226.1 99%

BBC032 27F /| 1492R Serratia fonticola KF054838 100%

BBC042 27F 1 1492R Aeromonas hydrophila KU937368.1 99%

De acuerdo con los estudios realizados respecto a la remediacién de suelos con clorpirifos, se
han identificado un nimero considerable de microorganismos que utilizan este pesticida como
fuente de carbono, las especies reportadas en estudios de degradacion del clorpirifos son Bacillus
pumilus C2A1 (Anwar et al., 2009), Streptomyces chattanoogensis cepa cgmcc 4.1415,
Streptomyces olivochromogenes cepa xsd08162 (Bricefio et al. 2012), Verticillium sp. cepa dsp
(fang et al. 2008) , Serratia marcescens (Cycon, 2013), Alcaligenes sp. jasl, Enterobacter sp. B-
14, Cupriavidus sp. dt-1, Klebsiella sp. Cpk (Wang et al. 2013), Consorcio microbiano (Sasikala
et al. 2012) (Pseudomonas sp., Micrococcus sp., Rhizobium sp., Comamonas aquatica,
Staphylococcus hominis, Klebsiella sp., Aspergillus niger, Trichophyton sp. y Streptomyces
radiopugnans), Aspergillus terreus jasl. (Silambarasan y Abraham 2013), Aspergillus sp,
Penicillium sp., Eurotium sp., Emericella sp. (Maya et al. 2012), Bacillus sp., Brevundimonas sp
(Singh et al. 2006), Diaphorobacter sp. gs-1 (Liang, Yang, Gong, Zhao, Zhang, Zhu et al., 2011),
Pseudomonas putida F1 (Chanika et al. 2011), no obstante Pseudomonas plecoglossicida segin
Chaudhari et al. (2012) utiliza el tributil fosfato o fosfato de tributilo (TBP) un compuesto
organofosforado como Unica fuente de carbono a diferentes concentraciones, lo que permite

residir que P. plecoglossicida es capaz de tolerar compuestos organofosforados como el
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clorpirifos y TBP.

Al considerar las especies mencionadas anteriormente podemos inferir el potencial y la
viabilidad que tienen ciertos géneros y/o especies en la degradacion de clorpirifos, las especies
identificadas en este estudio (Acinetobacter junii, Serratia fonticola, Pseudomonas
plecoglossicida) corroboran lo reportado en literatura, al pertenecer a los géneros de Serratia sp,
Pseudomonas sp, Acinetobacter sp, géneros que han sido ampliamente citados debido a que
tienen la capacidad de utilizar diferentes compuestos organofosforados como unica fuente de
carbén y energia en diferentes sustratos, tanto en etapa de laboratorio como en campo Hernandez-

Ruiz (2017).

4.5 Evaluacion de la Respuesta de los Microorganismos Seleccionados con Tolerancia al

Contaminante bajo un Modelo en Condiciones de Invernadero

El ensayo realizado en condiciones de invernadero de los tratamientos propuestos se
fundamentd en el crecimiento bacteriano en las horas 0, 24, 48, 192 y 360. El crecimiento
describi6 una curva para cada tratamiento en relacion con la adicién del clorpirifos como se

realiza en campo.

A continuacion se muestra las curvas de crecimiento obtenidas para cada tratamiento, junto

con sus respectivos controles.
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Figura 11. Crecimiento general de la poblacién microbiana de los tratamientos con su

respectivo control T1y T5(a), T3y T6 (b), T2 (c) y T4y T7 (d), respecto al tiempo

De manera general, podemos apreciar en la figura 11 una curva de crecimiento con un
comportamiento similar entre los tratamientos donde se inocul6 el microorganismo y/o consorcio
establecido para suelos estériles y no estériles (T1,T2,T3 Y T4), infiriendo que los

microorganismos tienen una respuesta (asimilacion) ante la adicion del clorpirifos.

En la grafica 11a apreciamos que el tratamiento T1 necesit6 un periodo de 24 horas (periodo
de estrés) para estabilizarse frente a la presencia del pesticida, reflejado en la reduccion de la
poblacion bacteriana entre las 0 y 24 horas alrededor de un 40% (144*10* UFC/mL),
consecuentemente la poblacion bacteria inicio una etapa de crecimiento exponencial, asimilando

el pesticida como fuente de carbono y energia, y a su vez utilizadndola como nutriente para su
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crecimiento, reflejado con el recuento mas alto a las 48 horas del tratamiento (233*10* UFC/mL).
A partir de este punto, observamos un decrecimiento en la poblacion bacteriana, hecho atribuible
a la disminucion del pesticida como sustrato de crecimiento. De la misma forma al observar la
gréfica 11b, correspondiente al tratamiento T3, la poblacion bacteriana también necesité un
periodo de adaptacion (Hora O —hora 24) para poder asimilar el clorpirifos presente en el medio y
utilizarlo como fuente de carbono, sin embargo, a diferencia del T1, el T3 no alcanzo a superar la
poblacion cero (216*10* UFC/mL), por lo cual, luego del punto de inflexion (hora 24) el maximo
crecimiento observado fue 130*10* UFC/mL (hora 48), esta tendencia contrasto con lo reportado
por Cycon (2013), quien afirma que, S. marcescens mostré un potencial de degradacion superior
en la hidrolisis de clorpirifos, en comparacion con el potencial observado en suelos no
esterilizados. Complementado, Cycon (2013), concluyeron que la degradacion de clorpirifos en
medio minimo mineral es mucho mas rapida que en el suelo, siendo textura franca la mejor
matriz para llevar a cabo la degradacion de estos contaminantes. Este aspecto nos lleva a
corroborar que la degradacion de este compuesto organofosforado depende de algunos factores

edaficos.

Con respecto a los tratamientos correspondientes al consorcio establecido (ver figura 11c y
11d) aunque presentaron un comportamiento donde la poblacion bacteriana asimila el clorpirifos
difiere en los tratamientos que solo se inoculé el microorganismo respectivamente. Los
resultados muestran que la poblacién bacteriana en el periodo de estrés se redujo hasta en un 80%
(270 *10* UFC/mlI). Sin embargo, al igual que los tratamientos T1 y T3 los tratamientos T2 Y T4,
luego del periodo de estrés inician un periodo de asimilacion del clorpirifos como fuente de
carbono, de tal forma se logra un recuento de hasta 290*10* UFC/ml y 175 *10* UFC/ml para T2

Y T4 respectivamente. Resaltamos el hecho que para T2 el periodo de transicion o estrés requirio
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24 horas mas que lo otros tratamientos aplicados (ver figura 5¢), sin embargo, luego de la hora 48

se inicia un periodo de crecimiento exponencial (hasta 290 *10* UFC/ml) igual que los otros

tratamientos.
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—e— SNE - Consorcio (T2)
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300 o \ —v—SE - Consorcio (T4)
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Figura 12.Crecimiento general de la poblacion microbiana de los tratamientos T1, T2, T3y

T4 respecto al tiempo

La anterior grafica nos permite establecer una comparacion puntual de los tratamientos
aplicados a lo largo del periodo de evaluacion. Se corrobora lo expresado anteriormente, todos
los tratamientos muestran un comportamiento de transicion o estrés, periodo gque va desde la hora
cero hasta la hora 24, excepto para T2 que se extendio hasta la hora 48. Del mismo modo se
establece el crecimiento exponencial durante las proximas 24 horas, alcanzado su crecimiento
maximo para todos los tratamientos y posterior decrecimiento bacteriano. La asimilacién
(degradacion) del clorpirifos en el estudio (hora 24 —hora 48) para los tratamientos se llevo a
cabo por hidrolisis rapida en su metabolito primario 3, 5,6-tricloro-2-piridinol (TCP). Este es

persistente en el ambiente y su vida media es de 42 a 49 dias (Liang et al., 2011). EI TCP es mas
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movil que la molécula parental debido a su mayor solubilidad en agua, lo cual causa la
contaminacion generalizada de ambientes acuaticos y suelos (Silambarasan & Abraham 2013).
En consecuencia, la Agencia de Proteccion Ambiental de EE.UU. lo ha listado como un
contaminante persistente (Luet, 2013). Anwar et al. (2009) y Lu et al. (2013) afirman que el TCP
muestra altos efectos antimicrobianos, lo que impide su propia degradacién por
microorganismos. En este estudio se determino que el clorpirifos es asimilado (degradado) tanto
para los tratamientos con el microorganismo establecido S. fonticola (T1y T3), y el consorcio
compuesto por P. plecoglossicida S. fonticola A. hydrophila (T2 y T4). EI compuesto de la
degradacion primaria (TCP) del clorpirifos en altas concentraciones, suprime el crecimiento
microbiano, infiriendo que los tratamientos en estudio fueron capaces de toleran compuestos
organofosforados como su metabolito de la degradacién primara como se ve reflejado en las
curvas de crecimiento (ver figura 5). Autores como Anwar et al. (2009), Bricefio et al. (2012),
Lu et al. (2013), Silambarasan & Abraham (2013) han reportado la degradacion de TCP por
algunos microorganismos como B. pumilus, Streptomyces chattanoogensis, Alcaligenes sp.,
Cupriavidus sp., Aspergillus terreus y un consorcio formado por Aspergillus sp., Penicillium sp.,

Eurotiumsp. y Emericella sp.

4.5.1 Analisis estadistico. El andlisis estadistico implementado permitié manejar los valores
obtenidos en el recuento (UFC/mL) durante el tiempo de tratamiento, del mismo modo estos
fueron sometidos a pruebas estadisticas para evaluar si la aplicacién de los tratamientos afectan

directamente el crecimiento microbiano.

En este sentido se realiz6 una estadistica de los cinco tiempos evaluados en el ensayo, siendo
el tiempo hora 0 un tiempo de referencia el cual no implica respuesta al ensayo. La tabla 13

representa de manera general los analisis estadisticos del ensayo en etapa de invernadero,
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describiendo la ANOVA unifactorial de las medias respecto a las horas evaluadas en el ensayo y
la prueba post-hoc realizada para los andlisis estadisticos respectivamente, agrupados en dos
subconjuntos, donde el primer subcojunto agrupa los tratamientos con mayor indice de

significancia entre los otros tratamientos (0=0,05) (ver anexo 7 y figura 13).

HORA 0 HORA 24 HOERA 48 HORA 192 HOERA 360
aNov [ F s E Sig. 3 Sig. F Sig. F Sig.
A 5,772 0,003 52,341 0,000 13,251 0,000 9.456 0,000 5127 0,006
Sub. 1 Sub.2 | Sub. Sub. Sub. Sub. Sub. [ Sub. Sub. Sub. Sub. | Sub. Sub. Sub. [ Sub. Sub. Sub.
1 2 3 4 5|1 2 3 4|1 2 3|1 2 3
T1 | 233,25 23325 - - 175.0 1750 - - - - 2332 | 1575 1575 - 76,67 76,67 -
0 0 5 0 0
T2 | 208,25 - 51,50 51,50 - - - 58,25 - - - - - 2900 | 55,00
0
YOT3 | 21575 - 89,75 69,75 - - - 130,0 130,0 130.0 - 50,00 50,00 - - 155.,0 1550
= 0 0 0 0 0
S T4 - 316,50 | 49..6 - - - - - 175.,0 175.0 1750 90,00 50,00 - 1216 1216 1216
@ 7 0 0 0 7 7 7
Z TS5 | 23325 23325 - 125.0 1250 - - - - - 2650 - 2075 2075)|%0,00 %0,00 50,00
0 0 0 0 0
T6 | 21575 - - - - - 340.7 - - 200.0 2000 | 1825 1825 1825 - - 1725
5 0 0 0 0 0 0
T7 | 288,67 288.67 - - - 2150 - 83,00 83,00 - - 55,00 - - 1483 1483 1483
0 3 3 3
Sig. 0,63 0,51 | 0,193 0,598 0,194 0408 1,00 |0,263 0,088 0,286 0,09 | 0,052 0,084 0,131] 0,053 0,135 0,105
ubconjuntos para alfa = 0,05
** Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos
*** Comparacion de medias mediante el Test HSD Tukey 2

Figura 13. Andlisis estadistico de los momentos evaluados en el ensayo etapa de invernadero

involucrando los tratamientos del ensayos

Al realizar la prueba de normalidad de los datos, para la hora cero, con el estadisticos de
Shapiro — Wik, inferimos que los datos presentan normalidad de varianza (a=0,05). Del mismo
modo se colocd a prueba el supuesto de la homogeneidad en los datos experimentales utilizando
el contraste de Levene, el resultado de la prueba fue que los datos no presentan homogeneidad en
sus varianzas (a=0,05) (Anexo 7, tabla 14). Posteriormente se realizo un ANOVA unifactorial
para la hora cero (Anexo 7, tabla 15), donde podemos establecer diferencias significativas

(0=0,05) entre los tratamiento. La prueba post-hoc realizada para la hora cero (Anexo 7, tabla 16)
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nos permitio identificar cuales tratamientos difieren entre si, en ese sentido, el tratamiento T4
estadisticamente difiere de los tratamientos T2 y T3 (a=0,05) agrupados en el subconjunto 1,

pero no del tratamiento T1, agrupado en el subconjunto 2.

La realizar la prueba de normalidad de los datos, para la hora 24 (Anexo 7, tabla 17), con el
estadisticos de Shapiro — Wik, inferimos que los datos presentan normalidad de varianza
(0=0,05). Del mismo modo se coloco a prueba el supuesto de la homogeneidad en los datos
experimentales utilizando el contraste de Levene, los datos presentan homogeneidad en sus
varianzas (a=0,05) (Anexo 7, tabla 18). Posteriormente se realiz6 un ANOVA unifactorial para la
hora 24 (Anexo 7, tabla 19), donde podemaos establecer diferencias significativas («=0,05) entre
las medias de los tratamiento. La prueba post-hoc realizada para la hora 24 (Anexo 7, tabla 20)
nos permitio identificar cuales tratamientos difieren entre si, en ese sentido, el tratamiento T1
(agrupado en el subconjunto 2) difiere estadisticamente de los tratamientos T2, T3y T4 (0=0,05)
agrupados en el subconjunto 1, sin embargo, el tratamiento T1 no presenta diferencias

significativas (a=0,05) con su control (T5), ya que estan agrupados en el mismo subconjunto.

Los analisis estadisticos para la hora 48 (Anexo 7, tabla 21), con el estadisticos de Shapiro
— Wik, inferimos que los datos presentan normalidad de varianza (0=0,05). Del mismo modo se
colocé a prueba el supuesto de la homogeneidad de varianza en los datos experimentales
utilizando el contraste de Levene, el resultado de la prueba fue que los datos presentan
homogeneidad en sus varianzas (¢=0,05) (Anexo 7, tabla 22). Posteriormente se realiz6 un
ANOVA unifactorial para la hora 48 (Anexo 7, tabla 23), donde podemos establecer diferencias
significativas (0=0,05) entre las medias de los tratamiento. La prueba post-hoc realizada para la
hora 48(Anexo 7, tabla 24) permitio identificar cuales tratamientos difieren entre si, en ese

sentido, los tratamiento T2, T3 y T4 estadisticamente no difiere entre si (0=0,05), agrupados en
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los subconjuntos 1,2 y 3. Contrastando lo anterior, el tratamiento T1 agrupado en el subconjunto
4 difiere significativamente (0=0,05) de los tratamientos T2 y T3, pero no del T4. Finalmente
inferimos estadisticamente que el tratamiento T1 no presenta diferencias significativas con su

tratamiento control T5 (a=0,05), ambos agrupados en el subconjunto 4.

Los analisis estadisticos para la hora 192 (Anexo 7, tabla 25), con el estadisticos de Shapiro
— Wik, inferimos que los datos presentan normalidad de varianza (0=0,05). Del mismo modo se
colocé a prueba el supuesto de la homogeneidad de varianza en los datos experimentales
utilizando el contraste de Levene, el resultado de la prueba fue que los datos presentan
homogeneidad en sus varianzas (0=0,05) (Anexo 7, tabla 26). Posteriormente se realiz6 un
ANOVA unifactorial para la hora 192 (Anexo 7, tabla 27), donde podemos establecer diferencias
significativas (0=0,05) entre las medias de los tratamiento. La prueba post-hoc realizada (Anexo
7, tabla 28) permitio identificar cuales tratamientos difieren entre si, en ese sentido, los
tratamiento T1, T3 y T4 estadisticamente no difiere entre si (¢=0,05), agrupados en los
subconjuntos 1, sin embargo, el tratamiento T2 agrupado en el subconjunto 3 difiere
significativamente (a=0,05) de los demés tratamientos. Aun asi, estadisticamente no podemos

comprobar si existe o no diferencias significativas con su tratamiento control.

Los analisis estadisticos para la hora 360 (Anexo 7, tabla 29), con el estadisticos de Shapiro —
Wik, nos permitio inferir que los datos presentan normalidad de varianza (¢=0,05). Del mismo
modo se coloc6 a prueba el supuesto de la homogeneidad de varianza en los datos experimentales
utilizando el contraste de Levene, el resultado de la prueba fue que los datos presentan
homogeneidad en sus varianzas (0=0,05) (Anexo 7, tabla 30). Posteriormente se realizo un
ANOVA unifactorial para la hora 360 (Anexo 7, tabla 31), donde podemos establecer diferencias

significativas (0=0,05) entre las medias de los tratamiento. La prueba post-hoc realizada (Anexo
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7, tabla 32) permitio identificar cuales tratamientos difieren entre si, en ese sentido, el grupos de
tratamientos T1 y T2 difieren significativamente del grupo de tratamiento T3 Y T4 (0=0,05),
agrupados en los subconjuntos 1y 3 respectivamente, sin embargo, no existe ninguna diferencia
significativa entre las medias de esos grupos (a=0,05). Finalmente los tratamientos T3 y T4
agrupados en el subconjunto 3 no presentan diferencias significativas con sus tratamientos

control (0=0,05), agrupados en el mismo subconjunto.
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5. Conclusiones

El uso de microorganismos utilizando el clorpirifos como Unica fuente de carbono y energia a
nivel de laboratorio y en aplicaciones bajo condiciones de invernadero, nos permitié plantear las

siguientes conclusiones:

Las caracteristicas fisicoquimicas de las muestras de suelos arroceros de Norte de Santander,

influyen en gran medida en la distribucion de las poblaciones bacterianas de este tipo de suelos.

El 18% de los aislamientos microbianos obtenidos permitieron ser destacados como
tolerantes a altas concentraciones de clorpirifos (1200mg/L), ademas de usar el pesticida como
fuente de carbono y energia, implicando la posible participacion de los aislados en la degradacion

del contaminante.

Los suelos arroceros estudiados tienen la capacidad de aprovechar el clorpirifos asimilandolo
como fuente de carbono y energia, permitiendo y sus productos secundarios, asi como las
propiedades edéaficas son una variable a considerar en la implementacion de un posible

tratamiento bioldgico.

El aislamiento BBC042, identificado molecularmente como perteneciente a la especie
Aeromonas hydrophila, actualmente no se encuentra reportado como microorganismo degradador

del pesticida clorpirifos ni otros compuestos organofosforados.

El comportamiento de los tratamientos evaluados en la etapa de invernadero presenta

similitud con la conducta observada por dichos aislamientos en la etapa in-vitro.
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Anexo 2. Analisis estadistico

Tabla 13. Prueba de normalidad de los datos experimentales (hora 0).

Pruebas de normalidad

. Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
tratamiento — - — -
Estadistico al Sig. Estadistico al Sig.

T1 ,175 3 : 1,000 3 1,000

T2 ,175 3 1,000 3 1,000
- T3 175 3 1,000 3 1,000

Crecimiento

T5 175 3 1,000 3 1,000

T7 ,175 3 : 1,000 3 1,000

T8 ,385 3 : ,750 3 ,000

a. Correccidn de significacion de Lilliefors
b. Crecimiento es constante cuando tratamiento = T 4. Se ha omitido.
Tabla 14. Contraste de Levene sobre la igualdad de las varianzas error # (hora 0).
Crecimiento
Estadistico de Levene dfl df2 Sig.
3,103 6 14 ,038
Tabla 15. Pruebas de los efectos inter-sujetos (ANOVA) (hora 0).
Crecimiento
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 31065,018 6 5177,503 5,772 ,003
Dentro de grupos 12558,792 14 897,057

Total 43623,810 20




Tabla 16. Pruebas Post Hoc - Subconjuntos homogéneos — Tratamiento (hora 0).
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Crecimiento
HSD Tukey?
. Subconjunto para alfa = 0.05
tratamiento N
1 2
T2 3 208,2500
T3 3 215,7500
T7 3 215,7500
T1 3 233,2500 233,2500
T5 3 233,2500 233,2500
T8 3 288,6667 288,6667
T4 3 316,5000
Sig. ,063 ,051
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 3,000.
Tabla 17. Prueba de normalidad de los datos experimentales (hora 24).
Pruebas de normalidad®
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

tratamiento

Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
T1 ,175 3 1,000 3 1,000
T2 ,175 3 1,000 3 1,000
. T3 ,175 3 1,000 3 1,000
Crecimiento
T4 ,385 3 ,750 3 ,000
T5 ,175 3 1,000 3 1,000
T7 ,175 3 1,000 3 1,000

a. Correccidn de significacién de Lilliefors

b. Crecimiento es constante cuando tratamiento = T 8. Se ha omitido.




Tabla 18. Contraste de Levene sobre la igualdad de las varianzas error  (hora 24).
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Prueba de homogeneidad de varianzas

Crecimiento
Estadistico de Levene dfl df2 Sig.
1,334 6 14 ,306
Tabla 19. Pruebas de los efectos inter-sujetos (ANOVA) (hora 24).
Crecimiento
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 172690,625 6 28781,771 52,341 ,000
Dentro de grupos 7698,417 14 549,887
Total 180389,042 20
Tabla 20. Pruebas Post Hoc - Subconjuntos homogéneos — Tratamiento (hora 24).
HSD Tukey?
) Subconjunto para alfa = 0.05
tratamiento N
1 2 3 4 5
T4 3 49,6667
T2 3 91,5000 91,5000
T3 3 99,7500 99,7500
T5 3 125,0000 125,0000
T1 3 175,0000 175,0000
T8 3 215,0000
T7 3 340,7500
Sig. ,193 ,598 ,194 ,408 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armoénica = 3,000.




Tabla 21. Prueba de normalidad de los datos experimentales (hora 48).
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Pruebas de normalidad®¢¢

. Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
tratamiento — - — -
Estadistico al Sig. Estadistico al Sig.
T1 ,175 3 : 1,000 3 1,000
- T2 ,175 3 : 1,000 3 1,000
Crecimiento
T4 ,175 3 : 1,000 3 1,000
T7 ,175 3 : 1,000 3 1,000
a. Correccidn de significacién de Lilliefors

b. Crecimiento es constante cuando tratamiento = T 3. Se ha omitido.

c. Crecimiento es constante cuando tratamiento = T 5. Se ha omitido.

d. Crecimiento es constante cuando tratamiento = T 8. Se ha omitido.

Tabla 22. Contraste de Levene sobre la igualdad de las varianzas error # (hora 48).
Prueba de homogeneidad de varianzas
Crecimiento
Estadistico de Levene dfl df2 Sig.
2,679 6 14 ,060
Tabla 23. Pruebas de los efectos inter-sujetos (ANOVA) (hora 48).
Crecimiento
Suma de cuadrados al Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 105935,625 6 17655,938 13,291 ,000
Dentro de grupos 18597,250 14 1328,375

Total 124532,875 20




Tabla 24. Pruebas Post Hoc - Subconjuntos homogéneos — Tratamiento (hora 48).
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Crecimiento
HSD Tukey?
. Subconjunto para alfa = 0.05
tratamiento N
1 2 3 4
T2 3 58,2500
T8 3 83,0000 83,0000
T3 3 130,0000 130,0000 130,0000
T4 3 175,0000 175,0000 175,0000
T7 3 200,0000 200,0000
T1 3 233,2500
T5 3 265,0000
Sig. ,263 ,088 ,286 ,099
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 3,000.
Tabla 25. Prueba de normalidad de los datos experimentales (hora 192).
Pruebas de normalidad
. Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
tratamiento — - — -
Estadistico al Sig. Estadistico al Sig.
T1 ,175 3 : 1,000 3 1,000
T2 ,175 3 1,000 3 1,000
T3 ,175 3 1,000 3 1,000
Crecimiento T4 175 3 1,000 3 1,000
T5 ,175 3 1,000 3 1,000
T7 ,175 3 : 1,000 3 1,000
T8 ,175 3 : 1,000 3 1,000

a. Correccidn de significacion de Lilliefors




Tabla 26. Contraste de Levene sobre la igualdad de las varianzas error  (hora 192).
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Prueba de homogeneidad de varianzas

Crecimiento

Estadistico de Levene dfl df2 Sig.

2,243 6 14 ,100

Tabla 27.Pruebas de los efectos inter-sujetos (ANOVA) (hora 192).

ANOVA
Crecimiento
Suma de cuadrados ol Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 120514,286 6 20085,714 9,456 ,000
Dentro de grupos 29737,500 14 2124,107
Total 150251,786 20

Tabla 28.Pruebas Post Hoc - Subconjuntos homogéneos — Tratamiento (hora 192).

Crecimiento
HSD Tukey?
. Subconjunto para alfa = 0.05
tratamiento N
1 2 3

T8 3 55,0000
T3 3 90,0000 90,0000
T4 3 90,0000 90,0000
T1 3 157,5000 157,5000
T7 3 182,5000 182,5000 182,5000
T5 3 207,5000 207,5000
T2 3 290,0000
Sig. ,052 ,084 ,131

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.




Tabla 29.Prueba de normalidad de los datos experimentales (hora 360).
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Pruebas de normalidad

. Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
tratamiento — - — -

Estadistico al Sig. Estadistico al Sig.

T1 219 3 : ,987 3 ,780

T2 ,175 3 1,000 3 1,000

T3 ,175 3 1,000 3 1,000

Crecimiento T4 ,269 3 ,949 3 ,567

T5 ,175 3 1,000 3 1,000

T7 ,175 3 : 1,000 3 1,000

T8 ,319 3 : ,885 3 ,339

a. Correccidn de significacién de Lilliefors
Tabla 30.Contraste de Levene sobre la igualdad de las varianzas error  (hora 360).
Prueba de homogeneidad de varianzas
Crecimiento
Estadistico de Levene dfl df2 Sig.
1,284 6 14 ,326
Tabla 31.Pruebas de los efectos inter-sujetos (ANOVA) (hora 360).
ANOVA
Crecimiento
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 35182,738 6 5863,790 5,127 ,006

Dentro de grupos 16012,500 14 1143,750

Total 51195,238 20




Tabla 32.Pruebas Post Hoc - Subconjuntos homogeéneos — Tratamiento (hora 360).
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Crecimiento
HSD Tukey?
. Subconjunto para alfa = 0.05
tratamiento N
1 2 3

T2 3 55,0000
T1 3 76,6667 76,6667
T5 3 90,0000 90,0000 90,0000
T4 3 121,6667 121,6667 121,6667
T8 3 148,3333 148,3333 148,3333
T3 3 155,0000 155,0000
T7 3 172,5000
Sig. ,053 ,135 ,105

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamarfio de la muestra de la media armoénica = 3,000.




Tabla 33. Analisis estadistico general de los tratamientos en etapa de invernadero.

POST -HOC

T1
T2
T3
T4
TS
T6
T7

Sig.

HORA 0
E Sig.
5,772 0,003
Sub.1 Sub.2
233,25 233,25
208,25 -
215,75 -

- 316,50
233,25 233,25
215,75 -
288,67 288,67

0,63 0,51
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HORA 24 HORA 48 HORA 192 HORA 360

E Sig. E Sig. E Sig. E Sig.

52,341 0,000 13,201 0,000 9,456 0,000 5,127 0,006

Sub. Sub. Sub. Sub. Sub. Sub. Sub. Sub. Sub. Sub. Sub. Sub. Sub. Sub. Sub.

1 2 3 4 5 1 2 3 4 1 2 3 1 2 3
175,0 175,0 233, 157, 157, 76,6

) ) 0 0 ) ) ) ) 25 50 50 ) 7 76,67 )
290, 55,0

91,50 91,50 - - - 58,25 - - - - - 00 0 - -

130,0 130,0 130,0 90,0 90,0 1550 155,0

99,75 99,75 - - - 0 0 0 - 0 0 - - 0 0

49,6 i ) ) ) ) 1750 1750 175, 90,0 90,0 ) 121, 1216 1216

7 0 0 00 0 0 67 7 7
1250 125,0 265, 207, 207, 90,0

) 0 0 ) ) ) ) 00 ) 50 50 0 90,00 90,00

) ) ) ) 340,7 ) ) 200,0 200, 182, 182, 182, ) ) 172,5

5 0 00 50 50 50 0

215,0 55,0 148, 148,3 1483

- - - 0 - 83,00 83,00 - - 0 - - 33 3 3

0,193 0,598 0,194 0,408 1,00 0,263 0,088 0,286 0'89 0'35 0’28 0'113 0’:?5 0,135 0,105

* Subconjuntos para alfa = 0,05

** Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos

*** Comparacion de medias mediante el Test HSD Tukey 2



