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RESUMEN

El glifosato es el herbicida mas utilizado a nivel mundial por su alta
efectividad y bajo costo, actia inhibiendo la sintesis de aminoacidos
aromaticos en la via del shikimato, presente en plantas y en microorganismos
involucrados en procesos biogeoquimicos importantes, como el ciclo de
carbono y nitrégeno; por lo cual, el uso desmedido del herbicida afecta la
calidad del suelo y los cultivos. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el
efecto del glifosato sobre el indice de germinacién en semillas de caoba y
jamaica y el uso del biosélido como un atenuador del efecto negativo del
glifosato en los microrganismos del suelo a nivel laboratorio (incubacion
aerobia) y en un cultivo de jamaica, las concentraciones de glifosato fueron
de 1, 3y 80 mg kg para las pruebas de germinacién y la incubacién y 1.9,
0.9 y 3.8 % de glifosato para el cultivo de jamaica. Se cuantificé en el suelo:
la respiracion microbiana, actividad enzimética (DAFt, deshidrogenasa,
fosfatasa, B-glucosidasa), amonio, nitritos, nitratos y en la planta: la altura,
clorofila (a, b y total) y antocianinas (cianidina y delfinidina) en hoja y caliz.
Los resultados mostraron que la presencia del glifosato causa una inhibicion
del indice de germinacién en las semillas evaluadas, en la incubacion
estimula la respiracion microbiana, actividad enzimatica (DAFt), amonio y
nitritos pero causa una disminucién de nitratos en el suelo, en el cultivo de
jamaica estimulé la produccion de amonio y nitritos pero disminuyd la
cantidad de antocianinas, clorofila b y actividades enzimaticas
(deshidrogenasa, fosfatasa, B-glucosidasa), sin embargo este efecto fue
minimizado al aplicar el biosoélido, el cual aumenté 1.3 y 10.3 veces mas la
altura de la planta y la concentracion de nitratos respectivamente. Como
conclusién el glifosato a altas concentraciones (80 mg kg*) puede causar un
efecto negativo sobre el proceso de nitrificacion en el suelo, la aplicacion del
biosélido mejora las caracteristicas del suelo y puede ser utilizado como

fertilizante y atenuador de plaguicidas.

Palabras claves: Glifosato, actividad microbiana, biosélido, jamaica
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1 INTRODUCCION

Los problemas ambientales se deben entre otras cosas al aumento de la
poblacion, lo que repercute en la intensificacion de diversas actividades que
dan bienestar al ser humano, una de ellas es el uso de plaguicidas para
aumentar la productividad agricola y satisfacer la demanda alimenticia de la
poblacion.

Los plaguicidas son sustancias o mezclas de sustancias que representan un
riesgo para la salud humana y el ambiente debido a que pueden contaminar
suelos, agua, sedimento y aire (Cheng, 1990), el consumo mundial en el
2006 fue de 95 025 toneladas (SENER 2007), estas sustancias se destinan a
controlar plagas, incluidos los vectores de enfermedades humanas y de
animales, asi como las especies no deseadas que causan perjuicio o que

interfieren con la produccién agropecuaria y forestal (USEPA 2010).

Dentro de los plaguicidas, los herbicidas constituyen después de los
insecticidas el segundo grupo mayormente producido y consumido por los
agricultores, estos pueden alterar dependiendo de la dosis y el tipo de suelo
los ecosistemas del suelo directa y/o indirectamente sobre los componentes
de la microbiota del suelo, tales como patégenos de plantas, antagonistas,
micorrizas o comunidades microbianas (Duncan y Paxton 1981., Wilcox
1996), estos efectos pueden repercutir en un incremento o una disminucion
de la incidencia de enfermedades en los cultivos a través de la promocion o
supresion de las actividades de organismos patdégenos (Lévesque y Rahe
1992)

En México la superficie agricola varia entre 20 y 25 millones de hectareas
(CONAGUA 2008), en donde los insecticidas y herbicidas se usan en mayor
porcentaje (44 %), siendo el glifosato uno de los herbicidas mas consumidos
(11%) y que de acuerdo con la secretaria de Economia tiene un costo

aproximado de 100 pesos por litro (Salazar-Lopez, 2011).



A nivel mundial, el glifosato ocupa el primer lugar de consumo y su demanda
continda creciendo por su alta efectividad y bajo costo, en los ultimos 40
afios se ha utilizado ampliamente bajo el supuesto que sus efectos
secundarios son minimos, sin embargo, actualmente ha surgido la
preocupacion sobre sus posibles efectos directos e indirectos del uso a gran
escala de este herbicida para la calidad del suelo, del agua y la salud de las
plantas, animales y humanos (Van Bruggen et al., 2017).

Por lo tanto, resulta importante tener un manejo adecuado del glifosato y dar
alternativas para mejorar los suelos donde se ha usado indiscriminadamente
ocasionando problemas ambientales. El monitoreo de propiedades del suelo
como la actividad microbiana, respiracion, ciclo de nutrientes, actividades
enzimaticas (Deshidrogenasas, fosfatasas, catalasas, esterasas, proteasas y
B-glucosidasa) han sido estudiados como indicadores de cambios
ambientales por su alta sensibilidad al efecto de los plaguicidas (Singh et al.,
2015).

Otro problema ambiental, es la generacion de lodos residuales, subproducto
del tratamiento de aguas residuales, en Meéxico aproximadamente se
generan 640 000 toneladas de lodos residuales anuales de los cuales el 76%
son depositados en tiraderos a cielo abierto, sin darles algin uso adicional
(CONAGUA, 2011), sin embargo, la NOM-004-SEMARNAT-2002 indica que
pueden ser aprovechados una vez que sus caracteristicas fisicas y quimicas
sean mejoradas mediante un proceso de estabilizacion y ahora es

denominado biosdlido.

La aplicacion de biosélido mejora las propiedades del suelo, aumentando la
actividad microbiana, materia organica y la capacidad de retencién del agua,
por lo cual puede ser utilizado como mejorador de suelo, fertilizante,
biorremediador y atenuador de plaguicidas, por lo que puede ser utilizado
para mitigar el efecto de los herbicidas sobre la actividad microbiana edafica,
sin embargo, no hay un antecedente del uso del biosdlido como atenuador

del efecto del glifosato en el suelo.



La implementacién del uso de biosolido en el suelo reduciria las cantidades
de lodo residual que deben ser depositados en tiraderos a cielo abierto y

evitarian los focos de infeccion a enfermedades que estos resultan.

Por lo anterior en la presente investigacién se evallo el efecto del glifosato
en los microorganismos del suelo en un ensayo en laboratorio y en macetas
con la planta de jamaica aplicando biosolido, asi como también se realizaron
pruebas de toxicidad en semillas de Hibiscus sabdariffa (jamaica) y Swietenia

macrophylla (caoba).



2 MARCO TEORICO

2.1 Importancia de los herbicidas en la agricultura.

La agricultura es una de las actividades de produccion humana que necesita
de cantidades importantes de recursos naturales, tiempo y fuerza laboral
para ofrecer un producto de calidad, por lo cual necesita apoyarse de

distintas herramientas metodoldgicas.

El herbicida es una de las herramientas utilizadas por productores agricolas
durante el proceso de produccion con el objetivo de controlar las malas
hierbas y aumentar la productividad de los cultivos (Gonzalez-Torralva et al.,
2010). El glifosato, es el herbicida més utilizado a nivel mundial, debe su
popularidad a su uso como agente desecador en cultivos anuales, su bajo
costo y a la aparicion de cultivos genéticamente tolerantes a este herbicida
(Bonny, 2016). Se estima que solo en el 2014 se aplicaron 747 millones de
toneladas de glifosato en aproximadamente 1400 millones de hectareas de
terreno arable a nivel mundial (Benbrook, 2016).

México no es la excepcion, en cuanto a la aplicacion masiva de plaguicidas
(fungicidas, herbicidas e insecticidas), la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) indican que en México
solo en el 2013 se aplicaron 31 195 toneladas de herbicidas y también se
comercializan regionalmente herbicidas con glifosato como ingrediente
activo, entre ellos: faena, Cacique 480, Nobel 62 %, Lafam, Eurosato y
Agroma entre otros (Arellano-Aguilar y Randon von Osten, 2016).

2.2 Herbicidas: Definicién y Clasificacion.

Un herbicida es una sustancia o0 mezcla de sustancias utilizada para matar o
inhibir el crecimiento de plantas indeseables (maleza) en terrenos que han
sido o van a hacer cultivados, de acuerdo con la FAO (1996), los herbicidas

se pueden clasificar en las siguientes categorias (Fig. 1).
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Figura 3: Clasificacion de los herbicidas (FAO, 1996)
2.2.1 Destino en el ambiente

El destino de un plaguicida en el ambiente esta gobernado por los procesos
de retencién, de transporte y de degradacion en el suelo, asi como por su
interaccion (Cheng, 1990). Estos procesos son los responsables de la
degradacion de la cantidad original aplicada de plaguicida, el que un proceso
predomine sobre otro va a depender de las propiedades fisico-quimicas de
los plaguicidas y de las caracteristicas del suelo donde se ha aplicado.

Una vez que ingresa al suelo, el plaguicida se reparte en las fases sélida,

liguida y gaseosa:

e En la fase liquida esta disponible para ser transformado o degradado
guimica, fisica o microbiol6gicamente a otros compuestos; 0 ser
lixiviado hacia horizontes mas profundos y finalmente llegar al agua
subterranea.

e En la fase sélida es retenido con diferente fuerza en lugares de
enlace de los coloides organicos (materia organica) e inorganicos
(arcillas) del suelo. En esta situacién, los plaguicidas pueden migrar
transportados por el agua, en un proceso conocido como erosion
hidrica, o transportados por el aire, proceso conocido como erosion

edlica.



e En la fase gaseosa se incorpora a la atmosfera cuando se volatiliza

desde el suelo o desde el agua que se encuentra en el suelo.

2.2 Glifosato: Generalidades

El glifosato es un herbicida organofosforado, sistémico, de accion foliar, se
mueve en el floema hacia los puntos meristeméticos; es de amplio espectro,
aplicacion post-emergencia, color ambarino claro con olor tenue a amina.

Sus propiedades fisico-quimicas se presentan en el cuadro 1.

El glifosato es una sal isopropilamina de N-(fosfonometil) glicina, con un peso
molecular de 228.18 g/mol. Esta formada por una fraccion de glicina y un
radical aminofosfato unido como sustituyente de uno de los hidrogenos del

grupo a-amino (Fig. 2).

O O
)]\/H ||
HO N\/Fi“"OH
OH
H_/ \ )

Glicina Amino fosfato

Figura 4: Férmula estructural del glifosato

En distintos paises es comercializado bajo los nombres de Aquamaster,
Faena, Mamba, Sankill, Glyfos, Roundup y Ramrod en presentaciones de
concentrado soluble, granulo soluble, liquido, polvo soluble, solucién
concentrada y solucion acuosa, en concentraciones de 350 a 720 gramos de

ingrediente activo por litro o por kilogramo (COFEPRIS, 2009).



Cuadro 1: Propiedades fisicoquimicas del glifosato (Kidd, 1991).

Propiedad

Compuesto Puro
(Ingrediente activo)

Sal de glifosato-Isopropilamonio

Férmula molecular
Peso molecular
Estado fisico

Olor
Densidad
Punto de fusion
Presion de vapor
Punto de ebullicion
pH en solucién al 1%
Solubilidad en agua
Otros solventes
Estabilidad
Coeficiente de particion octanol/agua
Constante de la Ley de Henry

Corrosividad

C3HsNOsP
169.1 g/mol
Sélido blanco

Inodoro
0.5 g/Mi
184,5°C
1,84x10" mm de Hg a 45°C
Se descompone
2.5
12.000 ppm a 25°C
Ninguno
32 diasa 25°Cy pH=5.7069
Pow =-2.8
< 7x10°%

No corrosivo

CeH17N20sP
228.2 g/mol

Liquido viscoso de color &mbar a amarillo

Practicamente inodoro, ligero olor a amina

1,160 - 1,180 g/mL
No aplicable

3x10”" mm Hg a 25°C

Se descompone
4.7

900.000 ppm a 25°C
Solo soluble en agua
32 diasa 25°CypH=7069

No corrosivo




2.2.1 Usosy modo de accion

El herbicida glifosato se usa en la mayoria de los cultivos incluidos los
forestales y los cultivos perennes lefiosos (Busse et al., 2001). De acuerdo
con las cifras registradas en la base de datos de la Organizacion de la
Naciones Unidad para la Alimentacion y la Agricultura, en su division de
estadistica (FAOSTAT), en el periodo comprendido del afio 2004 al 2009, a
nivel mundial se consumieron un promedio de 763 913.93 toneladas de
plaguicidas, de los cuales un promedio del 16.1 % (122 990 toneladas)
fueron consumidos en México, llegando a tener un maximo de utilizacién en
el 2009 con 21.6% del total del consumo mundial. En México los insecticidas

y los herbicidas se emplean en mayor porcentaje (44%).

El mecanismo de accion del glifosato es por medio de la inhibicion de la
biosintesis de aminoécidos aromaticos (triptéfano, fenilalanina y tirosina)
mediante la inhibicion de la enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato-sintasa
(EPSPS) que esta integrada en la ruta del acido shigquimico en plantas,
hongos y bacterias. Esta enzima cataliza la reaccion entre shiquimato 3
fosfato (S3P) y fosfoenolpiruvato (PEP) para formar 5-enolpiruvil shiquimato
3-fosfato y fésforo inorganico (Pi). El descontrol en la catélisis por la enzima
EPSPS en el penultimo paso en la via del shiquimato, reduce la produccién
de proteinas y también la biosintesis de otros compuestos tales como lignina,
alcaloides, acidos benzbicos, isoflavonas (fitohormonas) tetrahidrofolato,
ubiquinona y vitamina K (Eslava et al., 2007; COFEPRIS,2009).

2.2.2 Degradacion del glifosato

La principal via de degradacion del glifosato en el suelo es mediante los
microorganismos presentes en él, en la literatura se describen dos rutas de
degradacion (Fig. 3), la principal es debido a la accién de la enzima glifosato
oxidorreductasa en el enlace C-N del herbicida que da origen a su principal
metabolito, el acido animo metil fosfonico (AMPA) y glioxilato, finalmente el
amonio y CO? son los productos finales de esta ruta (Duke, 2011).



La segunda ruta es mediante la actividad de carbono-fésforo liasa dando
como producto de reaccién sarcosina y fosfato inorganico, la sarcosina a su
vez se degrada en formaldehido, glicina y CO2 reaccion catalizada por una

sarcosina oxidasa (Liu et al., 1991).

HO , OH
r n - OoH
(8] O
Glifosato
GOX C-P liasa
o OH H o0
HO ! Il + “\” P OH HPO4'2 + N n-Ull
0 Sarcosina
Glioxilato AMPA SOX
TAM C-P liasa v :
) ' " c“> q
2 CO, t‘l o : . gH? - on "oy co,
Sp + NH;t  HPOg2 + —nH Glicina
o On Metilamina
Acido formilfosforico MADH .
¥ ¥ —NH + CO,
. . NH,* CH,0 Metilamina
HPO,? CH,0O .
CH, NH*
(0]

Figura. 3: Rutas de degradacion del glifosato.

2.2.3 Adsorcion del glifosato en el suelo

El glifosato tiene una alta afinidad a la adsorcién en el suelo, debido a que su
molécula es facilmente ionizable a través de distintos mecanismos. Dado que
es un compuesto organico dipolar tiene una rapida y fuerte adsorcién con
oxidos e hidréxidos de hierro y aluminio y las arcillas (Cuervo y Fuentes.,
2014).

Al tener en su estructura un grupo amino y dos grupos acidicos (un
carboxilico y otro fosfénico) la molécula posee caracteristicas anfotéricas por
lo que tiene una fuerte actividad quelante de cationes divalentes (Ca?*, Mg?*,
Mn2*, Fe?*) formando complejos estables con estos elementos (Schiitte, et
al., 2017).
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El pH y la materia organica también ejercen un efecto en la adsorcién del
glifosato. Dependiendo del pH el glifosato puede tener cuatro constantes de
ionizacion (pKa = 2, 2.6, 5.8 y 10.8), un rango de pH entre 4 y 8 el glifosato
se mantiene en su forma ionica produciendo una gran afinidad por los

cationes trivalentes Al 3* y Fe 3* (Okada et al., 2016).

2.2.4 Consecuencias ambientales

Las consecuencias del glifosato sobre el medio ambiente tienen que ver con
su destino en el ambiente y su permanencia en él. En el suelo, dado el uso
generalizado del glifosato y su continua demanda, éste ha podido contaminar
los suelos dentro y fuera de las areas tratadas ya que llega acumularse por
su adsorcién a la arcilla y materia organica del suelo, haciendo lenta su
degradacion (Cassigneul et al., 2016), por lo que el glifosato y su producto de
degradacion (AMPA) pueden persistir durante mas de un afio en suelos con
alto contenido de arcilla pero pueden lixiviarse rapidamente en suelos
arenosos (Bergstrom et al., 2011; Okada et al., 2016; Sidoli et al. , 2016) y
terminar en aguas subterraneas después de fuertes lluvias (Maqueda et al.,
2017; Rendodn-von Osten y Dzul-Caamal, 2017).

Ademas de la lluvia, la erosion también puede transportar particulas de suelo
con glifosato y AMPA a cuerpos de agua superficial donde puede permanecer
en fase particulada en el sedimento o disolverse en el agua (Yang et al.,
2015; Wang et al., 2016; Maqueda et al., 2017).

2.2.4.1 Efectos en las plantas.

El glifosato llega a las plantas no objetivo como resultado del contacto
directo, del lavado desde las hojas y de la exudacion de las raices de las
malezas tratadas. El glifosato es toxico tanto para las plantas
monocotiledéneas (gramineas) como dicotiledéneas (la mayoria de las

plantas de hoja ancha).
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La absorcion y translocacion de glifosato en las plantas se ve reforzada por
los agentes tensoactivos en el producto formulado cuya finalidad es facilitar
el ingreso del herbicida a los tejidos de la planta. La translocacion se realiza
hacia arriba y hacia abajo en toda la planta de modo que el glifosato se
acumula en las raices, frutos y semillas (Li et al., 2005; Walker y Oliver,
2008).

El glifosato y su principal metabolito AMPA, inhiben la actividad de enzimas
antioxidantes (catalasa, peroxidasa, ascorbato peroxidasa) induciendo la
acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que promueven el
dafio celular, también disminuyen la fotosintesis por el dafio directo del
herbicida al cloroplasto (Reddy et al., 2004), el dafio ocasionado dependera
de la cantidad del herbicida aplicado, teniendo como resultado el

amarillamiento y necrosis del follaje (Gomes et al., 2016).

Las plantas tratadas con glifosato no producen compuestos aromaticos
secundarios, incluidas las fitoalexinas antimicrobianas que defienden las
plantas contra los patégenos. En consecuencia, estas plantas mueren por
infeccién por patdgenos de la raiz que estan universalmente presentes en el

suelo, especialmente hongos (Babiker et al., 2011).

Otro problema, que ha surgido en respuesta al uso intensivo de glifosato es
la aparicion generalizada de especies de malezas resistentes al glifosato
(Shaner et al., 2012., Schafer et al., 2014). La resistencia al glifosato en las
plantas puede ser conferida por varios mecanismos tales como cambios en la
translocacibon como resultado de genes transportadores modificados,
mutaciones puntuales del sitio objetivo que lo hacen insensible o
desintoxicacion del herbicida (Chekan et al., 2016). Recientemente, se
encontraron genes alternativos de resistencia al glifosato que podrian
incorporarse en cultivos genéticamente modificados en el futuro cercano
(Tian et al., 2015).
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2.2.4.2 Efecto en animales y humanos.

El ingreso de glifosato en los seres humanos y animales es mediante la
ingesta de alimentos contaminados o su exposicion directa con el herbicida.
Se han encontrado correlaciones entre el aumento del uso de glifosato y una
amplia variedad de enfermedades humanas, incluyendo diversas formas de
cancer, dafio renal y trastornos mentales como, autismo, Alzheimer y
Parkinson (Fluegge y Fluegge, 2016; Fortes et al., 2016), ademas de abortos
espontaneos, enfermedades dermatoldgicas y respiratorias (Otafio et al.,
2010; Camacho y Mejia, 2017).

El glifosato y los surfactantes también tienen un impacto negativo en la salud
de una variedad de animales en la red alimentaria acudtica, incluidos
protozoos, mejillones, crustaceos, ranas y peces, similares a los efectos
sobre los animales terrestres. Sin embargo, la experimentacion sobre los
efectos toxicos de los adyuvantes en la salud de organismos acuaticos ha
sido bastante limitada debido a la naturaleza patentada de estos quimicos
(Durkin, 2011).

2.2.4.3 Efecto sobre los microorganismos

La via del shikimato esta presente no solo en las plantas, sino también en los
hongos y bacterias, lo que hace que muchos taxones de microorganismos
sean sensibles al glifosato. Sin embargo, no todos los organismos con la via
del shikimato son sensibles al glifosato, dependiendo de la clase de EPSPS
que producen: clase | EPSPS es sensible al glifosato y clase Il EPSPS es
tolerante al glifosato (Priestman et al. 2005., Funke et al., 2007). Por lo tanto,
la aplicacion del glifosato afecta la diversidad microbiana y la actividad

enzimatica en la rizosfera y el suelo circundante, (Arango et al., 2014).
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Algunos microorganismos sensibles al glifosato promueven el crecimiento de
las plantas, tales como: Burkholderia spp., Pseudomonas spp., hongos
micorrizicos arbusculares y Rhizobium spp que fija el nitrégeno (Zobiole et
al., 2011), dando como resultado una reduccién del crecimiento de la planta
y/o cambios en la cubierta y composicion de la vegetacion del pastizal
(Arango et al., 2014).

Respecto a los microorganismos en el medio acuatico se han demostrado los
efectos negativos del glifosato y del surfactante para varias especies de
microalgas, bacterias acuaticas y protozoos (Rodriguez-Gil et al., 2017). Los
modos de accion en los microorganismos acuaticos son similares a los de las
plantas y microorganismos terrestres: el glifosato afecta la sintesis de
aminoacidos aromaticos, la produccién de clorofila, la fotosintesis y la

respiracion (Mensink y Janssen, 1994).
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2.3 Lodo y Biosolido: Problematica y generacion en México.

El tratamiento de las aguas residuales, tanto municipales como industriales,
tiene como objetivo remover los contaminantes presentes para hacerlas
aptas para otros usos o bien para evitar dafios al ambiente por los posibles
contaminantes que pudieran tener al ser descargados. Sin embargo, el
tratamiento aerobio del agua residual trae como consecuencia la formacién
de lodos residuales, sub-productos indeseables dificiles de tratar que

implican un costo extra en su manejo y disposicion (Garcia, 2006).

Los lodos residuales producidos durante las etapas del tratamiento primario y
secundario del agua residual, es necesario estabilizarlos para poder
disponerlos en su destino final reduciendo la atraccion de vectores (insectos,
ratas, carrofieros, etc.) y su volumen (Limon, 2013), ademas de analizarlos
para determinar sus caracteristicas de corrosividad, reactividad, explosividad,
toxicidad y bioldgico-infecciosas (andlisis CRETIB), (NOM-052-ECOL-1993)
(Oleszczuk y Hollert, 2011) y con base a esto, definir las alternativas para su

manejo y disposicion.

En muchos casos en el mundo gran parte de los lodos generados en una
planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR) son incinerados (Morgano
et al, 2018) o descargados en sistemas de alcantarillado, en cuerpos de agua
o dispuestos en tiraderos a cielo abierto sin ningln tratamiento previo que
permita tomar las medidas de proteccion adecuadas para evitar la
contaminacion del suelo, agua subterrdnea o la atraccion de vectores,
generando problemas de contaminacién de los mantos freaticos y de salud

publica (Konczak y Oleszczuk, 2018).

En México aproximadamente se generan 640 000 toneladas de lodos
residuales anuales de los cuales el 76% se depositan en rellenos, es decir no
se les da ningun uso adicional (CONAGUA, 2011).
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Segun la NOM-004-SEMARNAT-2002 los lodos pueden ser susceptibles de
aprovechamiento transformandolos a biosolido mediante un proceso de
estabilizacion que mejore su contenido de materia organica, nutrientes y

elimine la mayoria de los microorganismos patdgenos y metales pesados.

2.3.1 Beneficio del uso del biosélido en el suelo.

El biosélido es una buena fuente de materia organica y nutriente, por ello se
ha convertido en un suplemento prometedor para la actividad agricola y la
restauracion de suelos. El uso del biosolido, es un ejemplo de cémo
aprovechar la generacion de lodos residuales, de reducir el uso de
fertilizantes quimicos y mitigar el impacto de los agroquimicos en el suelo
(Dad et al., 2019)

La aplicacion de biosélido al suelo mejora las propiedades fisico-quimicas del
suelo como densidad aparente, porosidad, capacidad de retencion del agua,
capacidad de intercambio catidnico, incrementa la actividad enzimatica y
biomasa microbiana, ademas de aportar micro (Fe, S, Mo, Al, Ca, Mgy Zn) y
macronutrientes (N, P y K) para el crecimiento de cultivos (Sharma et al.,
2017).

2.3.2 Normatividad

En México, el uso de lodos y biosélidos estd regulado bajo la NOM-004-
SEMARNAT-2002, ademas, deberan contar con la “Constancia de no
peligrosidad de los mismos”, de acuerdo al tramite SEMARNAT 07-007.

La NOM-004-SEMARNAT-2002 indica los limites maximos permisibles de
contaminantes que pueden contener los lodos y biosolidos para su
aprovechamiento y recomienda algunos procesos para controlar la atraccion
de vectores de parte de los biosdlidos. Esta norma clasifica a los biosélidos
de acuerdo con el contenido de metales pesados (cuadro 2) o de
microorganismos patdgenos y parasitos (cuadro 3) para establecer el
aprovechamiento que se les podra dar a los biosdlidos (cuadro 4).
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Cuadro 2: Limites maximos permisibles en México de metales pesados en
biosélidos (NOM-004-SEMARNAT-2002).

. Excelentes Buenos
Contaminante 1 1
mg kg™ base seca mg kg™ base seca
Arsénico 41 75
Cadmio 39 85
Cromo 1200 3000
Cobre 1500 4300
Plomo 300 840
Mercurio 17 57
Niquel 420 420
Zinc 2800 7500

Cuadro 3: Limites maximos permisibles en México de microorganismos
patégenos y parasitos en biosolidos (NOM-004-SEMARNAT-2002).

Bacterias Patbgenos Parasitos
Clase coliformes fecales Salmonella spp.  huevos de helmintos/g
NMP/g en base seca NMP/g en base seca en base seca
A Menor de 1000 Menor de 3 Menor de 1
B Menor de 1000 Menor de 3 Menor de 10
C  Menor de 2 000 000 Menor de 300 Menor de 35

Cuadro 4: Aprovechamiento de biosdélidos en México de acuerdo con su
clasificacion (NOM-004-SEMARNAT-2002).

Tipo Clase Aprovechamiento

Usos urbanos con contacto publico directo
durante su aplicacion. Los establecidos para la

Excelente A clase By C
Usos urbanos sin contacto publico directo durante
Excelente o bueno B su aplicacion. Los establecidos para la clase C
Usos forestales, mejoramiento de suelos y usos
Excelente o bueno C agricolas
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3 ANTECEDENTES

Actualmente se han reportado los efectos negativos del glifosato sobre los
microorganismos del suelo, especificamente sobre las bacterias oxidadoras
de amonio, Allegrini et al., (2017) estudiaron la exposicion repetida de
glifosato sobre la comunidad microbiana del suelo y sobre las bacterias
oxidadoras de amonio utilizando PCR cuantitativa en tiempo real, los
resultados no mostraron diferencias significativas respecto a la abundancia
de los microorganismos pero si mostraron un cambio en la estructura de las
bacterias oxidadoras de amonio, concluyendo que las aplicaciones continuas
de glifosato tienen un impacto negativo en grupos bacterianos involucrados

en procesos clave para el ciclo del C y N en el suelo.

Otra de las razones por el cual el glifosato es estudiado es por los efectos
qgue pudiera tener en plantas no objetivo, Sikorski et al., (2019) en un estudio
donde evaluaron el efecto del glifosato mediante pruebas biolégicas y
enzimaticas sobre Lemna minor (lenteja de agua comun) que es utilizada
ampliamente como organismo indicador en evaluaciones de riesgos
ambientales, los resultados mostraron que la acumulacion de glifosato en
tejidos vegetales provoca una disminucion de su crecimiento y del
rendimiento, ademas de inhibir la sintesis de clorofila (a y b) y carotenoides,
también disminuye la actividad fotoquimica del fotosistema Il (PSll), causa un
aumento en la actividad peroxidasa y catalasa, este estudio concluy6 que el
glifosato provoca cambios morfolégicos y bioquimicos en plantas no objetivo
y ejerce efectos toxicos en ecosistemas acuaticos, incluso en exposiciones a

corto plazo.

Los efectos negativos del glifosato no solo se han visto en el crecimiento de
plantas, sino también desde la germinacion, Lallana et al., (2013)
determinaron la concentracion efectiva media (CE50) que el glifosato reduce
el crecimiento radicular mediante bioensayos de germinacion con semillas de
lechuga y trigo, se probaron 9 dosis decrecientes entre 1.2 y 0.01 g ha'y 5

dosis entre 12.15y 1.2 g ha! para lechuga y trigo respectivamente, midieron
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la longitud radicular, determinaron el porcentaje de germinacién y calcularon
el indice de germinacion, como resultados tuvieron que las CE50 que
reducen el crecimiento radicular son 6.6 y 9.4 g ha? para lechuga y trigo
respectivamente y que el porcentaje de germinacion no es afectada por la

presencia del herbicida.

Respecto a los biosdlidos, estos son generados a partir de distintos procesos
de estabilizacion de los lodos residuales con la finalidad de reducir su
volumen y que pierdan sus propiedades contaminantes (Margui, et al., 2016),
esto con la finalidad de ser aprovechados en diferentes propositos:
composta, fertilizantes, mejorador de suelos, reutilizacion en procesos
industriales y produccién de energia eléctrica (NOM-004-SEMARNAT-2002).

Ya se han realizado estudios utilizando biosdélidos para diversos fines.
Potisek-Talavera et al., (2010), evaluaron el contenido de materia organica,
micro y macronutrientes en el suelo después de la aplicacion del biosélido,
asi como su distribucién en el perfil del suelo, este estudio se llevd a cabo en
columnas de PVC con suelo de textura franco-arcillo-limosa, los tratamientos
fueron dosis de biosdlido (100 y 200 mg/ha, 100 kg N/ha como sulfato de
amonio y un testigo sin fertilizar, teniendo como resultado que la aplicacion
del biosélido incrementa la materia organica, la concentracion de nitrato,
fésforo aprovechable y micronutrientes en todo el perfil del suelo,
concluyendo que el uso de biosdlido en suelos agricolas, forestales y
pastizales puede ser una alternativa de disposicion final, lo que permite

aportar nutrientes a los cultivos y reducir los costos de produccion.

19



En el 2016 Acosta y Hernandez utilizaron el biosélido como mejorador de
suelo, ellos evaluaron el proceso de biorremediacion del toxafeno en un
suelo agricola aplicando el biosolido como fuente de nutrientes esenciales
para los microorganismos edaficos, utilizaron dos tratamientos con una
relacion suelo-biosolido de 71:21 y 77:23 (p:p) respectivamente y un control,
los resultados muestran que los tratamientos con biosdlido presentan un
mayor porcentaje de remocion de 84% y 69% respectivamente mientras que
en el control fue de 25.1% concluyendo que el biosélido puede ser utilizado
como fuente de nutrientes para la estimulacion metabdlica de
microorganismos autoctonos en el proceso de remediacion de suelos

contaminados con toxafeno.

No hay literatura que reporte el uso de biosélido y glifosato, pero se ha
demostrado que el uso de composta tiene influencia sobre el destino del
glifosato en el suelo. Erban, et al., (2018), estudiaron el comportamiento de
glifosato y del acido aminometilfosfonico (AMPA) en un suelo modificado con
composta, evaluando el efecto de la dosis empleada, profundidad de
muestreo, humedad y conductividad eléctrica del suelo, los resultados
mostraron que la concentracion de ambos compuestos disminuye
gradualmente con la aplicacion de composta y concluyeron que los factores
fisicos como la humedad y la conductividad eléctrica son muy importantes
para comprender el comportamiento del glifosato y AMPA en el suelo.
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4 JUSTIFICACION

Las grandes cantidades de lodos residuales que se producen en las distintas
plantas de tratamiento de agua se han convertido en un problema ambiental
y de salud, a pesar que sus caracteristicas fisico-quimicas y microbiologicas
los hace aptos para ser utilizados como fertilizantes en la agricultura y
jardineria, en la restauracién de suelos y actualmente se ha estudiado su
aplicacion para mitigar el efecto negativo de los plaguicidas en el suelo, su

uso aun no es muy comun.

Por lo anterior, la finalidad de este trabajo es dar una alternativa de
aprovechamiento de los biosélidos, generados a partir de lodos residuales
ante otra problematica ambiental, que es, la contaminacion del suelo por el

herbicida glifosato que es ampliamente utilizado en la agricultura.

Aunqgue la literatura sefiale los efectos nocivos del glifosato en la matriz del
suelo, su estudio ha tomado relevancia por las consecuencias que tiene en
los microorganismos que intervienen en el ciclo de nutrientes, sin embargo,
no hay un antecedente del uso del biosélido y como este pudiera ayudar a
mitigar el efecto negativo del glifosato sobre los microorganismos edaficos,
por lo que la realizacion de este proyecto contribuira a la obtencién de datos
respecto a este tema, especificamente sobre los microorganismos

nitrificantes.
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5 HIPOTESIS

Las caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas del biosélido como la
materia organica, ayudaran a mitigar el efecto toxico del glifosato en suelos
contaminados, estimulando la actividad microbiana edafica y favoreciendo el

crecimiento de la planta de jamaica.
6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general:

Evaluar la efectividad del biosélido en el suelo para disminuir el efecto toxico
del glifosato en el crecimiento de la planta de jamaica y en la actividad

microbiana edéfica.

6.2 Objetivos Especificos:

1.- Evaluar el efecto téxico del glifosato en semillas de Hibiscus sabdariffa

(jamaica) y Swietenia macrophylla (caoba).

2.- Analizar el efecto del glifosato en la actividad microbiana del suelo en un

experimento en condiciones de laboratorio.

3.- Evaluar la aplicacion del biosélido para mitigar el efecto toxico del

glifosato en cultivo de jamaica en macetas.
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7 METODOLOGIA

Para cumplir con los objetivos planteados se llevaron a cabo 3 experimentos,
qgue se describen de manera general en la Fig. 4.

’7 Atenuacién del efecto negativo del glifosato
aplicando biosolido al suelo contaminado

— _ |
Efecto en la Efecpq(jen dla
germinacién de . aCtt')‘." a del
semillas microbiana de
suelo
- - [ - |
Pruebas de Incubacién del ‘ Ensayo en
toxicidad en suelo a nivel macetas con
semillas laboratorio jamaica
' Tratamientos: Tratamientos
Tratamientos: T1: S (Control) T1: S (Control)
T1:0mg G T2:S+1mgG T2:S+1.9% G
(Control) T3:S+3mgG T3:S+0.9% G
T2:1mgG [ T4:S+80mgG T4:S+38%G
T3:3mg G T5:S+B T5:S+B
T4:80mg G T6:S+B+1mgG T6:S+B+1.9%G
T7:S+B+3mgG T7:S+B+0.9%G
T8:S+B+80mgG T8:S+B+3.8%G
Variables: - [ — |
Indice de ; .
germinacion Varlab_l,es. Suelo Planta
Altura Prodlé%:lzon de
Longitud Actividad E— B
_ L enzimatica Variables:
# semillas (DAF) NN Variables:
germinadas Amoni Actividad ariables.
R monio enzimatica Altura
Nitritos (DAF, .
Nitratos deshidrogenasa, CIo.rofl!a
— fosfatasa, B- Antocianinas
glucosidasa)
Amonio
Nitritos
Nitratos

Figura 4: Metodologia general del proyecto de investigacién. S (suelo), B
(biosolido).
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7.1 Material utilizado

El suelo utilizado fue de la comunidad de Santo Domingo de Morelos,
Oaxaca. México, el cual tiene historial agricola con la siembra de cultivos
entre ellos la jamaica, y el biosolido lo proporcioné el laboratorio de
Biotecnologia de la Universidad del Mar, campus Puerto Angel, ambos fueron
previamente caracterizados por Jimarez-Ortiz et al., (2018) sus
caracteristicas se presentan en el anexo A, el biosolido esta clasificado
segun la NOM-004-SEMARNAT-2002 como tipo A y de clase Excelente, de
acuerdo a la clasificacion de Oviedo-Ocafia et al., (2015) es muy estable. El
biosdlido fue elaborado a partir de un proceso de compostaje de lodos
residuales provenientes de la planta de tratamiento de agua residual en

Bahias de Huatulco, Oaxaca.

Se utilizo el herbicida glifosato en féormula comercial (SECAMEX) con 432.8 g
L del ingrediente activo.

7.2 Pruebas de toxicidad en semillas.

Previo a las pruebas de toxicidad, se realiz6 una prueba de viabilidad de
germinacién con la exposicién a cloruro de trifeniltetrazolio (Moore, 1985) y
posteriormente se mididé su indice de germinacién. Se utilizaron 120 semillas
de Swietenia macrophylla (caoba) y 360 de Hibiscus sabdariffa (jamaica) y se

evaluaron 3 concentraciones de glifosato (SECAMAX) 1, 3y 80 mg kg™.

Para la realizacién de la prueba de toxicidad se colocaron 30 semillas de
jamaica y 10 semillas para el caso de caoba en cajas de Petri estériles con
papel filtro, a cada caja Petri se le adicioné 5 mL de la solucion contaminante
en las 3 concentraciones y agua destilada para el caso del control, teniendo
un total de 4 tratamientos: T1l: Semillas con agua destilada (Control), T2:
Semillas + 1 mg de glifosato kg, T3: Semillas + 3 mg glifosato kg* y T4:
Semillas + 80 mg glifosato kg, las cajas fueron colocadas en incubacién a

30°C y distribuidas aleatoriamente.
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Cada tratamiento se realiz6 por triplicado. Se midié diariamente la longitud de
la radicula, longitud del hipocétido de la planta, nimero de semillas
germinadas y el % del indice de germinacion (IG) fue calculado por la
ecuacion de More, (1985) [Ec.1].

Los resultados del indice de germinacion se evaluaron de acuerdo con la
clasificacion de Zucconi et al., (1981) el cual da tres categorias de
fitotoxicidad: 1) Severa cuando el indice de germinacion es menor al 50%, 2)
Moderada cuando se encuentra entre 50 y 80 % y 3) Leve cuando es mayor
a 80%.

[Ec. 1]
NSG (muestra) LTRSG (muestra)
1G = N NSG (muestra)
~ NSG (control) LTRSG (control)
N NSG (control)
Donde:

IG = indice de germinacién

N = Numero de semillas colocadas en la caja Petri

NSG = Numero de semillas germinadas

LTRSG = Largo total de la raiz de las semillas germinadas

7.3 Incubacién del suelo

En condiciones de laboratorio, el suelo se incubd por un periodo de 42 dias a
una temperatura de 25°C y en obscuridad, la incubacion consistié en colocar
en recipientes de vidrio (2 L) un frasco con el tratamiento a evaluar y un vial
con 20 mL de hidréxido de sodio (NaOH), a cada frasco se le adicion6 2 mL
de agua destilada para mantener la humedad y se mantuvieron cerrados

durante el periodo del experimento (Fig. 5).
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Figura 5: Esquema de la incubacién del suelo.

De acuerdo con las caracteristicas de cada tratamiento se colocaron 30 g de

suelo y 2.27 g de biosélido, la cantidad de biosoélido fue respecto a utilizar

una dosis de 400 kg N ha? calculado de acuerdo con el rendimiento

promedio de la planta de jamaica y a sus requerimientos nutricionales de N

(USDA, 2010), se evaluaron tres concentraciones del herbicida en los

siguientes tratamientos, bajo un disefio experimental de bloques al azar.

T1:
T2:
T3:
T4:
T5:
T6:
T7:
T8:

Suelo sin glifosato y sin biosolido (Control)
Suelo + 1 mg glifosato kg

Suelo + 3 mg glifosato kg

Suelo + 80 mg glifosato kg

Suelo + biosdlido

Suelo + biosélido con 1 mg glifosato kg
Suelo + biosoélido con 3 mg glifosato kg™
suelo + biosélido con 80 mg glifosato kg
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Cada tratamiento se realizé por triplicado, es decir que se tomaron 3
unidades experimentales por cada dia de muestro incluyendo los blancos
para la determinacion de COg2 teniendo un total de 162 unidades
experimentales. Los muestreos se realizaron los dias 0, 3, 7, 14, 28 y 42

posterior al inicio del experimento para todas las variables.

Todos los pardmetros fueron evaluados mediante técnicas colorimétricas:
Amonio, nitritos y nitratos (APHA, 1983), actividad enzimatica por la técnica
de diacetato de fluoresceina (DAF) (Adam y Duncan 2001) vy, la produccion
de CO:2 (Jenkinson y Powlson, 1976). Las técnicas se describen en el anexo
B.

7.4 Ensayo en macetas

Se utilizé la planta de jamaica por ser un cultivo importante en la region, se
evalio la aplicacion del biosélido y glifosato en actividad microbiana y
enzimatica en el suelo y el efecto sobre la planta. Se utiliz6 un disefio
experimental de bloques aleatorizado, con los siguientes tratamientos.

T1: Suelo sin glifosato y sin biosélido (Control)

T2: Suelo + 2L glifosato en 100 L de agua (1.9%)

T3: Suelo + 1L glifosato en 100 L de agua (0.9%)

T4: Suelo + 4 L glifosato en 100 L de agua (3.8%)

T5: Suelo + biosolido sin glifosato

T6: Suelo + biosélido + 2L glifosato en 100 L de agua (1.9%)

T7: Suelo + biosdlido + 1L glifosato en 100 L de gua (0.9%)

T8: Suelo + biosdlido + 4L glifosato en 100 L de agua (3.8%)

De acuerdo con las caracteristicas de cada tratamiento se colocaron 4 kg de
suelo y 340.8 g de biosélido. La cantidad de biosodlido fue en la misma

proporcién que en el experimento de incubaciéon (400 kg N ha?).
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Las concentraciones del herbicida utilizadas fueron calculadas con respecto
a lo indicado en el marbete del producto comercial glifosato/agua (v/v), el
cual fue aplicado una sola vez mediante aspersion sobre plantas de jamaica

(simulando que fuese maleza presente en el suelo).

Las plantas de jamaica murieron al dia siguiente de haber aplicado el
herbicida, una semana después se limpid el suelo de la planta muerta y se
sembré de nuevo el cultivo de interés (jamaica). Las semillas de jamaica se
sembraron en bolsas de siembra con capacidad de 4 kg de suelo y en cada
bolsa se colocaron 10 semillas, cada tratamiento cont6 con 5 réplicas
teniendo un total de 40 unidades experimentales y 400 plantas de jamaica
las cuales fueron colocadas a la intemperie en la universidad del Mar,
campus Puerto Angel. Este ensayo de realiz6 en época de lluvias por lo cual

las plantas no fueron regadas frecuentemente de manera manual.

Las variables medidas fueron: altura de la planta (cm), clorofila (Arnon,
1949), actividad enzimética del suelo, amonio, nitritos y nitratos por las
técnicas antes descritas, actividad B-glucosidasa (Masciandaro et al., 1994),
actividad fosfatasa (Tabatabai y Bremner, 1969), actividad deshidrogenasa
Garcia et al.,, 1993) y antocianinas en hojas y cdaliz de la jamaica. Las

técnicas se describen en el anexo B.

Para las antocianinas se realizé una extracciébn de acuerdo con Hong y
Wrolstad, (1990), posteriormente se midié a una longitud de onda de 546 y
535 para delfinidina y cianidina. Para su cuantificacion se utilizaron cianidina

y delfinidina como estandares y se elabor6 una curva de calibracién.

La altura de la planta se midi6 semanalmente, tomando una planta por cada
maceta y para las demas variables se realiz6 un muestreo destructivo de la
planta del cual se tomaron 3 g en peso fresco de hoja a una altura media de
la planta y aproximadamente 10 g de suelo cerca de la raiz (5 a 10 cm de
profundidad), es decir, cada dia de muestreo se retir6 una planta de cada

maceta. El muestreo se realiz6 cada 15 dias durante 3 meses.
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7.5 Andlisis de datos

Los datos obtenidos se analizaron con el programa Statistica 7. Las pruebas
de toxicidad en semillas se evaluaron mediante andlisis de varianza de 1 via.
Los resultados de la incubacién del suelo y el ensayo de invernadero se
evaluaron con un analisis de varianza de medidas repetidas, se utilizo la

prueba de Fisher para ver la diferencia entre tratamiento con un nivel a=0.05.
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8 RESULTADOS

8.1 Toxicidad del glifosato en semillas de jamaica y caoba

Las semillas utilizadas en este experimento presentaron un porcentaje de
germinacion mayor del 90 %, lo cual es valido para evaluar efectos en su

germinacion.

Para calcular el IG se midi6 la longitud de la raiz y del epicétilo de las
semillas de caoba y jamaica, los promedios de ambas se muestran en el
cuadro 7. Para las semillas de caoba el glifosato inhibio la longitud de la raiz
hasta un 85.75% en la concentracion mas alta (80 mg kg?l), 75.96% vy
46.17% a una concentracion de 3y 1 mg kg respectivamente. Respecto a la
longitud del epicétilo de las semillas de caoba también mostraron un
porcentaje de inhibicion respecto al control de 27.21 y 43.61% a la
concentracion de 1y 3 mg kgt de glifosato respectivamente y una inhibicién
total del hipocétilo a una concentracion de 80 mg kg? lo que result6 muy

dafiino para esta especie.

En el caso de las semillas de jamaica, también mostraron un efecto negativo
del glifosato al inhibir un 40.53% (1 mg kg'), 59.2% (3 mg kg') y 68.84 % (80
mg kg?) la longitud de la raiz respecto al control sin glifosato (cuadro 5). En
lo que respecta a la altura de la plantula también se vio afectada
negativamente, el tratamiento control presentdé el valor mas alto con un
promedio de 2.5 cm, con la concentracion de 1 mg kg de glifosato llegé solo
a 1.6 cm, a la concentracion de 3 mg kg? obtuvo una altura de 0.96 cm vy
finalmente a la concentracion de 80 mg kg el glifosato inhibié el crecimiento
un 65 % llegando a tener un promedio de 0.87 cm de altura, todo esto en un
tiempo de germinacion de 4 dias.
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Cuadro 5: Longitud promedio de la raiz y del epicétilo en semillas de caoba y

jamaica en 3 concentraciones de glifosato.

. Caoba Jamaica
Tratamientos 5 "= 4 AE %G LR AE
0 mg 96 6.62+1.17 2.22+0.36 91 3.68+0.67 2.51+0.93
1 mg 97 356+059 161+0.17 82 2.19+035 1.61+0.43
3 mg 100 1.59+032 1.25+0.18 83 1.50+0.36 0.96 +0.29

80 mg 100 0.94 +0.08 0+0 87 1.14+0.23 0.87 +0.25

% G: germinacion, L.R: Longitud radicular, A.E: Altura del epicotilo, en cm.

De acuerdo a los valores del IG (cuadro 6), el glifosato tuvo para ambas
especies una toxicidad moderada a una concentracién de 1 mg kg y severa
cuando se aplican 3 y 80 mg kg, sin embargo, las semillas de caoba fueron
mas susceptibles al efecto del herbicida presentando una mayor inhibicion en
el crecimiento de la raiz y del epicétilo a medida que aumentd la
concentracion del glifosato.

Cuadro 6: Porcentaje del indice de germinacion en semillas de jamaica y
caoba con 3 concentraciones de glifosato

0 « - - - 7
Tratamiento % Indice de germinacion (IG) Fitotoxicidad

jamaica caoba
1 mg 59 54 Moderada
3 mg 41 24 Severa
80 mg 31 14 Severa
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8.2 Efecto en la actividad microbiana del suelo
8.2.1 Respiracion microbiana

El analisis de medidas repetidas arrojé diferencias significativas
F(7.9)=35.80, p<0.05 entre los tratamientos en las diferentes
concentraciones del herbicida y la aplicacion del biosdlido (Fig. 6). A lo largo
del experimento la produccion de CO:2 fue incrementando en todos los
tratamientos, en promedio los tratamientos con biosdlido tuvieron la mayor
producciéon de CO: total al final del experimento (0.4 = 0.06 mg g?) en
comparacion con los tratamientos sin biosoélido (0.2 + 0.05 mg g?), es decir,
en éste trabajo el biosélido promovid la respiracion microbiana del suelo
aumentando el doble la produccion de CO2 en comparacion al suelo sin

biosolido.

La presencia del glifosato también estimuld la respiracion microbiana y fue
cada vez mayor al aumentar la dosis de este herbicida. En los tratamientos
sin biosélido (Fig. 7), el T2, T3 y T4 que corresponden a 1, 3 y 80 mg kg
respectivamente estimularon en 1, 1.46 y 1.8 veces mas que el control (T1);
en cambio, en el tratamiento con biosélido y la menor concentracién de
glifosato (T6) redujo la produccion de CO2 un 8% respecto al control, y en las
concentraciones de 3 mg kg? (T7) y 80 mg kg* (T8) aumentd 1.13 y 1.2

veces mas, respectivamente. (Fig. 8).

El tratamiento con mayor produccién de CO:2 fue el T8 con un promedio de
0.47 mg g1, y el de menor produccién fue el T1 con un promedio de 0.15 mg
g!de CO..
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Figura 6: Concentracion promedio de los muestreos de dioxido de carbono en la
incubacion del suelo: (T1) Suelo (Control), (T2) Suelo + 1 mg kg™ glifosato, (T3)
Suelo + 3 mg kg™ glifosato, (T4) Suelo + 80 mg kg™ glifosato, (T5) Suelo + biosélido,
(T6) Suelo + biosolido con 1 mg kg™ glifosato, (T7) Suelo + biosolido con 3 mg kg™

glifosato, (T8) suelo + biosolido con 80 mg kg™* glifosato. Letras diferentes indica
diferencias significativas. F (7.9) = 35.80, (p<0.05).

Tratamientos
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Figura 7: Produccién de CO, acumulada durante la cinética de 42 dias: (T1) Suelo
(Control), (T2) Suelo + 1 mg kg™ glifosato, (T3) Suelo + 3 mg kg™ glifosato, (T4)
Suelo + 80 mg kg™ glifosato.
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Figura 8: Produccion de CO, acumulada durante la cinética de 42 dias: (T5) Suelo +
biosolido, (T6) Suelo + biosdlido con 1 mg kg™ glifosato, (T7) Suelo + biosélido con 3
mg kg* glifosato, (T8) suelo + biosoélido con 80 mg kg™ glifosato

8.2.2 Amonio en el suelo

En el ensayo de incubacién del suelo. El analisis estadistico arrojo
diferencias significativas (F (10.16) = 35.32, p<0.05) entre tratamientos donde
se aplicé el herbicida a mayor concentracion (80 mg kg?) con y sin biosdélido,
sin embargo no mostré diferencias significativas entre los tratamientos sin
biosélido (T1 al T3) al aplicar una concentracién de 1y 3 mg kg de glifosato,
por el contrario los tratamientos con biosolido al aplicar estas mismas

concentraciones si muestran diferencias significativas respecto al control
(Fig. 9).

La concentracion de amonio disminuyé a lo largo del experimento con
excepcion del T4 y T8 en donde aumentd con el paso del tiempo, estos
tratamientos tuvieron la mayor concentracion de amonio con un promedio de
7.64 y 8.57 mg kg respectivamente, mientras que el T1, T2 y T3 estuvieron
en un intervalo de 2.12 a 2.18 mg kg' y el T5, T6 y T7 estuvieron entre 2.54 y
4.40 mg kg* de amonio. Cabe mencionar que los controles estuvieron por

debajo de los tratamientos con herbicida (Fig. 10 y 11).
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Figura 9: Concentracion promedio de los muestreos de amonio en la incubacién del
suelo: (T1) Suelo (Control), (T2) Suelo + 1 mg kg™ glifosato, (T3) Suelo + 3 mg kg*
glifosato, (T4) Suelo + 80 mg kg™ glifosato, (T5) Suelo + biosélido, (T6) Suelo +
biosolido con 1 mg kg™ glifosato, (T7) Suelo + biosolido con 3 mg kg™ glifosato, (T8)
suelo + biosélido con 80 mg kg* glifosato. Letras diferentes indica diferencias
significativas (p<0.05).
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Figura 10: Concentracion de amonio en tratamientos sin biosélido durante la cinética
de 42 dias: (T1) Suelo sin glifosato y sin biosolido (Control), (T2) Suelo + 1 mg kg™
glifosato, (T3) Suelo + 3 mg kg™ glifosato, (T4) Suelo + 80 mg kg™ glifosato.
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Figura 11: Concentracion de amonio en tratamientos con biosélido durante la
cinética de 42 dias: (T5) Suelo + biosolido, (T6) Suelo + biosélido con 1 mg kg*
glifosato, (T7) Suelo + biosélido con 3 mg kg™ glifosato, (T8) suelo + biosoélido con
80 mg kg™ glifosato
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Figura 12: Concentracion promedio de los muestreos de amonio en el suelo en el
ensayo en macetas: T1: Control, T2: S + G 1.9%, T3: S+ G 0.9%, T4: S + G 3.8%,
T5:S+B, T6:S+B+G1.9%, T7:S+B+ G 0.9%, T8: S + B + G 3.8%. Las letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05).
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En el ensayo en macetas, la cantidad de amonio en el suelo mostré
diferencias significativas (F (16.9) = 42.67, p<0.05) al aplicar el glifosato,
independientemente de la concentracion utilizada este aumentd 1.24 veces
mas la cantidad de amonio en el suelo respecto a los controles (T1y T5) que
no contienen glifosato (Fig. 12). Los tratamientos con glifosato (T2 al T4y T6
al T8) tuvieron en promedio 3.72 mg kg' de amonio mientras que los

tratamientos sin glifosato (T1 y T5) tuvieron en promedio 2.98 mg kg

8.2.3 Nitritos en el suelo

En la incubacién del suelo, a lo largo del experimento la concentracion de
nitritos tuvo un comportamiento semejante a la concentracion de amonio, el
T4 y el T8 tuvieron la mayor concentracion de nitritos con un promedio de
15.4 y 159 mg kg?' respectivamente. Los valores estadisticos fueron
F(18.5)=35.32, p<0.05.

Los tratamientos sin biosolido (Fig. 13) no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre el T1, T2 y T3 manteniéndose en un
intervalo de 3.37 a 3.42 mg kg%, sin embargo, el T4 si muestra una gran
diferencia, ya que a partir del dia 3 de muestreo la concentracion de nitritos
en el suelo fue aumentando progresivamente, al final del experimento (dia

42) tuvo una concentracién de 4.9 veces mas que el dia 0.

Los tratamientos con biosolido (Fig. 14), el T8 fue el Unico que mostrd
diferencia significativa respecto al T5, T6, y T7, la concentracion de nitritos en
el T8 también fue en aumento con el transcurso de los dias, al final (dia 42)
tuvo una concentracion de 1.4 veces mas que el dia 0, los demas

tratamientos (T5 al T7) estuvieron en un intervalo de 4.1 a 6.18 mg kg

De acuerdo con lo anterior los resultados no mostraron diferencias
significativas en la concentracion de nitritos al utilizar o no el biosolido, y
tampoco al utilizar una concentracion 1 y 3 mg de glifosato; sino que el efecto
sobre los microorganismos oxidadores de nitritos se reflejé al utilizar una

concentracion de 80 mg kg de glifosato
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Figura 13: Concentracién de nitritos en tratamientos sin biosélido durante la cinética
de 42 dias: (T1) Suelo sin glifosato y sin biosélido (Control), (T2) Suelo + 1 mg kg™
glifosato, (T3) Suelo + 3 mg kg™ glifosato, (T4) Suelo + 80 mg kg™ glifosato.
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Figura 14: Concentracion de nitritos en tratamientos con biosélido durante la cinética
de 42 dias: (T5) Suelo + biosolido, (T6) Suelo + biosolido con 1 mg kg™* glifosato,
(T7) Suelo + biosdlido con 3 mg kg™ glifosato, (T8) suelo + biosélido con 80 mg kg™
glifosato.
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En el ensayo en macetas, los valores estadisticos fueron F(11.99) = 42.67,
p<0.05, la concentracion de nitritos no presentd diferencias significativas en
los tratamientos sin biosolido al aplicar el herbicida respecto al control, todos
estuvieron en un intervalo de 2.03 a 2.23 mg kg de nitritos; por el contrario,
en los tratamientos con biosolido si hubo diferencias al aplicar el glifosato, el
T7 quien tuvo la menor concentracion de glifosato (0.9%) no present6
diferencia significativa con respecto al control (T5), pero el T6 y T8 quienes
tienen una concentracion media (1.9%) y alta (3.8%) de glifosato,
presentaron diferencias respecto al control ya que tuvieron una cantidad de
nitritos de 1.3 veces mayor. El T6 y T8 tuvieron la mayor concentracion de

nitritos con un promedio de 3.85y 3.79 mg kg respectivamente (Fig.15).
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Figura 15: Concentracion promedio de los muestreos de nitritos en el suelo del
ensayo en macetas: T1: Control, T2: S+ G 1.9%, T3: S+ G 0.9%, T4: S + G 3.8%,
T5:S+B, T6:S+B+G1.9%, T7: S+B+ G 0.9%, T8: S + B + G 3.8%. Las letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05).
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8.2.4 Nitratos en el suelo

En la incubacién del suelo, la concentracion de nitratos a lo largo del
experimento fue aumentando en todos los tratamientos, de acuerdo con el
analisis estadistico realizado existen diferencias significativas entre las
concentraciones del herbicida utilizado y el uso del biosdlido, F (26.27) =
35.32, p<0.05.

En los tratamientos sin biosélido (Fig. 16) mostro diferencias significativas al
utilizar 1 mg (T2) y 3 mg (T3) de glifosato, la concentracion promedio de los
muestreos de nitratos a lo largo del experimento fue de 107.4 y 116.1 mg kg*
respectivamente; estos tratamientos aumentaron 2 veces mas la cantidad de
nitratos respecto al control (52.43 mg kg™); por el contrario el T4 quien tiene
la mayor concentracion del herbicida (80 mg) tuvo la menor concentracion de
nitratos con un promedio de 15.82 mg kg, este valor es 3.3 veces inferior al

tratamiento control (T1).

Respecto a los tratamientos con biosolido (T5 al T8) mostraron diferencias
significativas entre todos los tratamientos: T6 > T5 > T7 > T8 con un
promedio de 966.38, 909.97, 872.02 y 271.49 mg kg respectivamente.

De acuerdo con lo anterior, la concentracibn minima del herbicida (T6)
aumento6 1.06 veces mas la concentracion de nitratos respecto al control, una
concentracion media (T7) disminuyé un 4.1% y al utlizar una mayor
concentracion (T8) el efecto negativo es evidente ya que disminuy6 hasta un
70.1 % la cantidad de nitratos en el suelo (Fig. 17). A pesar de que el
glifosato caus6 una disminucién de nitratos en tratamientos con y sin
biosdlido, la cantidad de nitratos en los tratamientos con biosolido fue 10.3
veces mayor con un promedio de 754.94 mg kg' en comparaciéon de los

tratamientos sin biosélido que tienen en promedio 72.95 mg kg de nitratos.
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Figura 16: Concentracion de nitratos en tratamientos sin biosélido en la cinética de
42 dias: (T1) Suelo sin glifosato y sin biosdlido (Control), (T2) Suelo + 1 mg kg*
glifosato, (T3) Suelo + 3 mg kg™ glifosato, (T4) Suelo + 80 mg kg™ glifosato.
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Figura 17: Concentracion de nitratos en tratamientos con biosélido en la cinética de
42 dias: (T5) Suelo + biosolido, (T6) Suelo + biosolido con 1 mg kg™ glifosato, (T7)
Suelo + biosdlido con 3 mg kg™ glifosato, (T8) suelo + biosolido con 80 mg kg™
glifosato
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8.2.5 Actividad enzimatica (DAFt)

La tasa neta de liberacién de fluoresceina (DAFt) en la incubacion del suelo
fue variada en cada dia de muestreo y al final del experimento (dia 42)
disminuy6 en casi todos los tratamientos, excepto el T4 y el T7 que se
mantuvieron constantes con valores de 1364 a 1344 mg kg*hparael T4y
entre 1113 y 1244 mg kg*htel T7 (Fig. 16 y 17). El T4 estuvo por arriba de
todos los demas tratamientos con un promedio de 1431.39 DAFt mg kgth?,
seguido del T8 y T7 con un promedio de 1085.33 y 1041.99 DAFt mg kgth?,
respectivamente; cabe mencionar que estos son los tratamientos con la

mayor concentracion del herbicida (80 mg kg™)

El efecto del glifosato sobre la actividad enzimatica en los tratamientos sin
biosolido (Fig. 18) fue a corto plazo, mayormente afectada en el dia 3 de
muestreo, el T1, T2 y T3 tuvieron una disminucion del 90, 60 y 82 %
respectivamente mientras que el T4 aumentd su concentracién con relacion

al valor que present6 en el dia 0 de muestreo.

Los tratamientos con biosdlido (T5 al T8) tuvieron un comportamiento distinto
a los tratamientos sin biosolido, el T5 y T6 tuvieron una disminucion durante
los primeros siete dias de incubacion, a pesar que la concentracion inicial de
diacetato de fluoresceina del T6 fue menor al T5 (control) después de los
siete dias fue igual, el T8 quien inicialmente tuvo una concentracion de DAFt
mayor que el T5, T6 y T7 fue disminuyendo durante el periodo de incubacion
guedando finalmente por debajo de T7. EI T7 y T8 tuvieron una
concentracion 2.1 veces mas en comparacion al control. Estos tratamientos
con biosdlido tuvieron una concentracion de DAFt 1.3 veces mas que los
tratamientos sin biosélido (Fig. 19), las diferencias significativas se muestran
en la Fig. 20, F(14.78) = 35.32, p<0.05.
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Figura 18: Tasa neta de liberacion de fluoresceina en tratamientos sin biosoélido
durante la cinética de 42 dias: (T1) Suelo (Control), (T2) Suelo + 1 mg kg™ glifosato,
(T3) Suelo + 3 mg kg™ glifosato, (T4) Suelo + 80 mg kg™ glifosato.
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Figura 19: Tasa neta de liberacion de fluoresceina en tratamientos con biosoélido
durante la cinética de 42 dias: (T5) Suelo + biosélido, (T6) Suelo + biosoélido con 1
mg kg™ glifosato, (T7) Suelo + biosélido con 3 mg kg™ glifosato, (T8) suelo +
biosolido con 80 mg kg™ glifosato.
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Figura 20: Tasa neta promedio de liberacion de fluoresceina durante la incubacion
del suelo: Suelo (Control), (T2) Suelo + 1 mg kg™ glifosato, (T3) Suelo + 3 mg kg™
glifosato, (T4) Suelo + 80 mg kg™ glifosato, (T5) Suelo + biosélido, (T6) Suelo +
biosélido con 1 mg kg™ glifosato, (T7) Suelo + biosolido con 3 mg kg™ glifosato, (T8)
suelo + biosélido con 80 mg kg™ glifosato. Las letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05).

En el ensayo en macetas, el andlisis estadistico mostr6 diferencias
significativas entre el T1 respecto a los deméas (T2 al T8) F(11.2) = 7.11,
p<0.05, es decir que no hubo diferencias significativas entre los tratamientos
con biosdlido (T5 al T8); y presentaron en promedio 869.13 DAFt mg kgtht,
por contrario, en los tratamientos sin biosdlido si existe diferencia al aplicar el
herbicida, ya que el T2, T3 y T4 quienes contienen glifosato tuvieron una
concentracion 1.5 veces mas (873.26 DAFt mg kg*h?) que el control (T1)
quien tuvo una concentracién de 580.17 DAFt mg kg*h, lo anterior indica
que (las condiciones del experimento), el glifosato no tiene ningun efecto
sobre la actividad enzimatica del suelo al ser aplicado simultaneamente con
el biosdlido pero si muestran una estimulacion al ser aplicado al suelo sin

biosélido.
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La tasa neta de liberacién de fluoresceina (DAFt) en los tratamientos sin
biosdlido (T1 al T4) durante los dias 30 y 45 de muestreo tuvieron un
incremento de 4.5 y 5.7 veces mas respecto al dia 15, sin embargo el dia 60
esa concentracion disminuyo y fue constante durante los siguientes dias (Fig.
21); respecto a los tratamientos con biosdlido (T5 al T8) la concentracién de
DAFt fue constante hasta el dia 105 de muestreo que tuvo un aumento de

2.7 veces mas en comparacion con los dias anteriores (Fig. 22).
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Figura 21: Tasa neta de liberacion de fluoresceina en tratamientos sin biosélido en
el ensayo en macetas: T1: Control, T2: S + G 1.9%, T3: S+ G 0.9%, T4: S + G
3.8%.
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Figura 22: Tasa neta de liberacion de fluoresceina en tratamientos con biosoélido en
el ensayo en macetas: T5: S+B, T6: S+B+ G 1.9%, T7: S+ B + G 0.9%, T8: S +
B + G 3.8%.
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8.2.6 Actividad enzimatica deshidrogenasa en el suelo

La actividad deshidrogenasa aumenté a lo largo del experimento en todos los
tratamientos, sin embargo, la presencia del glifosato causé una disminucion
conforme a la dosis aplicada, en tratamientos con o sin biosdlido. (Fig. 23) El
T5 tuvo la mayor actividad enzimatica con 4.64 pumoles (p-nitrofenol liberado)
PNF /h. g, después el T7>T1>T3>T6>T4>T2>T8 con una actividad promedio
de 3.49, 3.34, 2.94, 2.85, 2.75, 2.75 y 2.43 umoles PNF/h.g respectivamente.

8
==
7 I
6 =
==
S o=
*

Act. Deshidrogenasa pumoles INTF/h.g
N

3 L
5| o —— 99—
1 L
0 L L L L L L
30 45 60 75 90 105
DIAS

Figura 23: Actividad deshidrogenasa en el suelo del ensayo en macetas: T1:
Control, T2:.S+ G 1.9%, T3: S+ G 0.9%, T4: S+ G 3.8%, T5: S+ B, T6: S+ B+ G
1.9%,T7:S+B+G0.9%, T8: S+ B + G 3.8%.

Las dosis aplicadas de glifosato mostraron diferencias significativas (F(236.2)
= 35.80, p<0.05) en la actividad deshidrogenasa respecto a los controles. La
concentracion minima de glifosato (0.9%) present6 una disminucion del 12 %
en el tratamiento sin biosdlido (T3) y del 24.7% en el tratamiento con
biosolido (T7).
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La concentracion media y alta de glifosato en los tratamientos sin biosolido
(T2 y T4) no mostraron diferencias entre ellos, pero tuvieron una disminucion
del 17.6 % respecto al control, en los tratamientos con biosélido si hubo
diferencias y presentaron una disminucion de 38.5 y 47.6 % respectivamente.
La actividad deshidrogenasa en el suelo fue 1.13 veces mayor al aplicar el
biosolido.

8.2.7 Actividad enzimatica B-glucosidasa en el suelo

La aplicacion del herbicida glifosato en el suelo, caus6 una disminucion en la
actividad B-glucosidasa, esta disminucion fue mayor al aumentar la dosis
aplicada. El T5>T7>T6>T8>T1>T3>T2>T4 con promedio de 0.89, 0.69, 0.59,
0.34, 0.31, 0.25, 0.16 y 0.15 umoles PNF/h. g respectivamente. (Fig. 24)

La actividad B-glucosidasa en los tratamientos sin biosolido (T1 al T4) fue
constante durante el experimento. El T1 (control) tuvo la mayor actividad. La
minima concentracion de glifosato (0.9%) causo6 una disminucion del 19.3 %
(T3), y la concentracién media y alta (1.9 y 3.8%) T2 y T4 respectivamente,

presentaron una disminucion del 50% respecto al control.

En los tratamientos con biosdlido (T5 al T8), la actividad enzimatica [3-
glucosidasa fue aumentando a lo largo del experimento en todos los
tratamientos y existe diferencia significativa entre cada uno de ellos
(F(395.17) = 35.80, p<0.05). De manera decreciente el T5>T7>T6>T8, los
valores promedio obtenidos se mencionaron anteriormente, estos indican
una disminucion en la actividad p-glucosidasa del 22.4, 33.7 y 61.7 % a una
concentracion de 0.9, 1.9 y 3.8% de glifosato respectivamente. Los
tratamientos con biosdlido presentaron una actividad B-glucosidasa 2.8 veces

mayor en comparaciéon a los tratamientos sin biosaélido.
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Figura 24: Actividad enzimatica B-glucosidasa en el suelo del ensayo en macetas:
T1: Control, T2: S+ G 1.9%, T3: S+ G 0.9%, T4: S+ G 3.8%, T5: S+ B, T6: S+ B +
G19%, T7:S+B+G0.9%,T8:S+B + G 3.8%.

8.2.8 Actividad enzimatica fosfatasa en el suelo

La actividad fosfatasa en el suelo fue aumentando en todos los tratamientos
a lo largo del experimento, sin embargo, las dosis aplicadas de glifosato
causaron una disminucion en esta actividad, en tratamientos con y sin
biosolido (Fig. 25).

En los tratamientos sin biosolido, el T1 tuvo la mayor actividad con un
promedio de 1.02 umoles PNF/h. g, posteriormente el T2 y T3 quienes
estadisticamente son iguales con un promedio de 0.67 pmoles PNF/h. g y
por ultimo el T4 con 0.59 umoles PNF/h.g, es decir que la concentracion
minima y media de glifosato (0.9 y 1.9%) disminuye un 34.3 % y la cantidad

mas alta (3.8%) disminuye hasta un 42.1% la actividad fosfatasa en el suelo.

48



En los tratamientos con biosdlido existen diferencias significativas entre
todos los tratamientos (F(637.91) = 35.80, p<0.05), el TS5 fue mayor al
T7>T6>T8 con un promedio de 3.46, 2.33, 2.14 y 1.72 pmoles PNF/h. ¢
respectivamente, esto indica una disminucién de la actividad fosfatasa
respecto al control de 32.6, 38.1 y 50.2 % a una concentracion de 0.9, 1.9y
3.8 % de glifosato respectivamente. La aplicacion del biosoélido estimul6 la
actividad enzimética fosfatasa ya que la concentracion promedio de los
tratamientos con biosolido a lo largo del experimento fue 3.2 veces mayor en

comparacion con los tratamientos sin biosélido.
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Figura 25: Actividad enzimética fosfatasa en el suelo del ensayo en macetas: T1:
Control, T2: S+ G 1.9%, T3: S+ G 0.9%, T4: S+ G 3.8%, T5: S+ B, T6: S+B+ G
1.9%, T7: S+B+G 0.9%, T8: S+ B + G 3.8%.
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8.3 Efecto del glifosato sobre la planta de jamaica.

8.3.1 Crecimiento de la planta

La altura de la planta de jamaica fue en promedio 1.3 veces mayor en los
tratamientos con biosolido (T5 al T8) comparado con los tratamientos sin
biosdlido (T1 al T4). El T1 fue el de menor altura con un promedio (n=35) de
47.85 cm, el T2, T3 y T4 con un promedio de 56.3 cm, pero si existe una
diferencia de 1.17 veces mayor respecto al control. Los tratamientos con
biosolido no mostraron diferencia significativa entre ellos, su altura promedio
estuvo en un intervalo de 70 a 75 cm, el T7 y T8 obtuvieron las pantas de

mayor altura con 75 cm (Fig. 26).
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Figura 26: Altura promedio de la planta de jamaica durante el experimento: T1:
Control, T2: S+ G 1.9%, T3: S+ G 0.9%, T4: S+ G 3.8%, T5: S+ B, T6: S+ B+ G
1.9%, T7: S+ B+ G 09%, T8: S + B + G 3.8%. Las letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos. F (9.55) = 42.19, p<0.05).
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8.3.2 Clorofila “a”, “b” y total

La concentracion de clorofila “a” mostré diferencias entre tratamientos con y
sin biosdlido y glifosato (F (18.6) = 7.11, p<0.05). En los tratamientos sin
biosolido (T1 al T4) no mostré diferencias significativas al aplicar las
concentraciones de glifosato con respecto al control, estos tratamientos
tuvieron una concentraciéon promedio de clorofila a de 20 pg g.

En los tratamientos con biosolido (T5 al T8) el analisis estadistico tampoco
mostré diferencias significativas entre los tratamientos con glifosato respecto
al control, estos tratamientos tuvieron una concentracion promedio de
clorofila a de 24 pg g*. A pesar de que los controles sin glifosato (T1y T5) no
tuvieron diferencias significativas entre ellos, los tratamientos con biosoélido
tuvieron una concentracion de clorofila a de 1.2 veces mas en comparacion

con los tratamientos sin biosoélido (cuadro 9).

La concentracion de clorofila “b” fue afectada al aplicar la mayor cantidad de
glifosato (3.8 %). En el T4 (sin biosolido) disminuyé un 23.5 % respecto al
control y un 15.78 % en el T8 (con biosélido). Las otras concentraciones de
glifosato (1.9 y 0.9 %) no mostraron diferencias significativas respecto al
control. Los tratamientos sin biosoélido tuvieron una concentracion promedio
de 16 y 45 ug g en los tratamientos con biosélido. La concentracion de
clorofila b en los tratamientos con biosoélido fue 2.8 veces mayor que en los
tratamientos sin biosélido (cuadro 9) (F (14.4) = 7.11, p<0.05).

La concentracion de clorofila total no mostré diferencias significativas al
aplicar las 3 dosis de glifosato respecto al control, pero si muestra diferencias
al aplicar o no el biosélido, los tratamientos con biosélido (T5 al T8) tuvieron
una concentraciéon de 1.16 veces mas con respecto a los tratamientos sin
biosodlido (T1 al T4) con una concentracion promedio de clorofila total de 42 y
36 ug para los tratamientos sin biosélido (cuadro 7) (F (14.2) = 7.11, p<0.05).
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Cuadro 7: Concentracion de clorofila

a’, “b” y total en hojas de jamaica

Tratamiento Chl-a Chl-b Chl-total
T1 21+594a 17 +892 39+14 @
T2 19+71 @ 16+79¢%2 36+142
T3 19+5.72 16 +6.82 36+11 @
T4 21+4.42 13+4.7° 34+752
T5 23+6.623 19+95°¢ 42 +14 3
T6 24 +9P 20+11°¢ 45+ 19°
T7 24+76°P 20+9.7°¢ 44 +16 b
T8 24 £35°P 16 +4.7 2 40 £6.7 P

Donde: T1: Control, T2: S+ G 1.9%, T3: S+ G 0.9%, T4: S+ G 3.8%, T5: S + B, T6:
S+B+G1.9%, T7: S+ B+ G 0.9%, T8: S + B + G 3.8%. Las unidades son: ug g1
Las letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos por cada
clorofila (p<0.05).

8.3.3 Antocianinas

Las antocianinas en las hojas de jamaica estuvieron presentes durante todo
el tiempo del experimento. La concentracion promedio de cianidina en los
tratamientos sin biosélido (T1 al T4) fue de 14.12 mg mL?' y no se
encontraron diferencias significativas al aplicar el glifosato con respecto al
control. En los tratamientos con biosélido, hay un aumento del 13.5 % (16.55
mg mL?) al aplicar 3.8 % de glifosato (T8) con respecto al control, el T5 al T7
no mostraron diferencias significativas entre ellos y obtuvieron una
concentracion promedio de 14.85 mg mL1. A pesar de que los controles no
son diferentes estadisticamente, los tratamientos con biosolido presentaron
una concentraciéon 1.08 veces mayor que los tratamientos sin biosélido

(cuadro 8).
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Cuadro 8: Concentracion de cianidina en hojas de jamaica.

Tratamiento/dias 15 30 45 60 75 90 105 X

T1 9.12 17.84 17.84 16.79 14.36 16.24 10.18 14.62 2
T2 11.20 13.95 16.14 15.49 13.67 15.36 10.96 13.82 2
T3 10.12 12.28 14.87 14.50 17.53 16.58 13.10 14.14 =@
T4 12.32 12.72 14.21 15.27 16.38 13.77 12.73 13.92 @
T5 10.96 13.91 16.86 15.57 15.86 15.82 13.06 14.58 2
T6 9.67 14.15 16.05 16.17 17.88 15.12 16.31 15.05 P
T7 8.83 13.37 15.97 16.56 19.36 13.88 16.58 14.94 b
T8 9.64 14.34 18.71 17.63 22.79 16.44 16.29 16.55 ©

La concentracién de cianidina esta dada en mg mL™. Donde: T1: Control, T2: S + G
1.9%, T3: S+ G 0.9%, T4: S+ G 3.8%, T5: S+B, T6: S+B+G 1.9%, T7: S+B +
G 0.9%, T8: S + B + G 3.8%. Las letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos. F (8.38) = 42.67, p<0.05..

La concentracién de delfinidina en las hojas de jamaica fue menor que la
concentracion de cianidina. Los tratamientos sin biosélido (T1 al T4) tuvieron
una concentraciéon promedio de delfinidina de 56 mg mL! y no se

encontraron diferencias al aplicar las dosis de glifosato.

En los tratamientos con biosélido (T5 al T8), el T8 que tiene la mas alta
cantidad de glifosato aumentd 14.16 % la concentracion de delfinidina
respecto al control con un promedio de 6.61 mg mLty para el T5 al T7 una
concentracion de 5.9 mg mL1. Estos tratamientos tuvieron una concentracion
de delfinidina 1.08 veces mayor que los tratamientos sin biosolido con un
promedio de 6.08 mg mL™* (cuadro 9).

El comportamiento de las cianidinas y delfinidinas en las hojas de jamaica
fue semejante durante el experimento. El primer dia de muestreo (dia 15)
hubo una concentracién de 10.23 mg mL™* de cianidina y 3.98 mg mL"! de
delfinidina, esta concentracion fue aumentando hasta el dia 75 donde se
obtuvo la mayor concentracion de ambas antocianinas, con valores de 17.23
y 6.82 mg mL! de cianidina y delfinidina respectivamente, posteriormente la
concentracion de antocianinas fue disminuyendo hasta el final del

experimento.
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Cuadro 9: Concentracion de delfinidina en hojas de jamaica durante 105
dias.

Tratamiento/dias 15 30 45 60 75 90 105 X

T1 346 7.12 7.12 6.61 582 6.37 4.04 5792
T2 432 568 648 6.19 542 6.02 435 550 2
T3 400 502 6.09 581 694 6.53 510 564 °2
T4 478 503 579 6.08 641 539 5.02 550 2
T5 436 541 6.80 6.19 6.27 6.24 526 579
T6 381 586 6.44 6.45 7.07 6.00 645 6.01°
T7 335 517 6.47 6.67 7.68 552 659 592°
T8 3.78 653 734 686 892 6.35 646 6.61 °

La concentracion de delfinidina esta dada en mg mL™. Donde: T1: Control, T2: S +
G1l9%,T3:S+G0.9%,T4:S+G 3.8%,T5:S+B,T6:S+B+G19%, T7:S+B
+ G 0.9%, T8: S + B + G 3.8%. Las letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos. F (8.24) = 42.67, p<0.05.

Con respecto a las antocianinas en los céalices de jamaica, al igual que en las
hojas se encontré una mayor concentracion de cianidina que delfinidina con
un promedio de 75.72 y 32 mg mL?' respectivamente (Fig. 27), con

diferencias significativas entre tratamientos, F (12.8) = 7.64, p<0.05.

En los tratamientos sin biosélido (T1 al T4), la concentracion de cianidina en
los célices de jamaica, al aplicar una concentracién de glifosato de 3.8 %
(T4) tuvo un aumento de 10.9 % con respecto al control, mientras que entre
el T1, T2 y T3 tuvieron una concentracion promedio de cianidina de 74.3 mg

mL-1.

En los tratamientos con biosélido (T5 al T8), el T6 y T8 quienes tienen una
concentracion de glifosato de 1.9 y 3.8% tuvieron una disminucién de
cianidina de 17.8% respecto al control, el T6 con una concentracién de 0.9%
de glifosato estuvo semejante al control con un promedio de 82.45 mg mL*
de cianidina.
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La concentracion de delfinidina en los célices de jamaica también se vio
afectada al aplicar una alta concentracion de glifosato (3.8%), el T4 (sin
biosolido) tuvo un aumento de 11.6% y el T8 (con biosdlido) tuvo una
disminucién de 15.5% de delfinidina respecto al control, la concentracion
media de glifosato (1.9%) en el tratamiento sin bioséldio (T2) y con biosdlido
tuvieron una disminucion de 20.6%; la concentracion minima de glifosato

(0.9%) no mostro diferencias al ser aplicado al suelo con o sin biosolido.
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Figura 27: Concentracion de cianidina y delfinidina en los calices de jamaica: T1:
Control, T2: S+ G 1.9%, T3: S+ G 0.9%, T4: S+ G 3.8%, T5: S+ B, T6: S+B+ G
1.9%, T7: S+B+ G 0.9%, T8: S + B + G 3.8%.
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9 DISCUSION

9.1 Toxicidad del glifosato en semillas de jamaica y caoba

De acuerdo con los resultados del IG (cuadro 8), el glifosato presentdé una
toxicidad moderada a una concentracion de 1 mg y severa a una
concentracion de 3 y 80 mg en las dos especies de semillas utilizadas
(jamaica y caoba), esta toxicidad se ve reflejada principalmente en la

inhibicion de la raiz.

Los resultados anteriores, concuerdan con Lallana et al., (2013) quienes
evaluaron el porcentaje de germinacién y el porcentaje del indice de
germinacion en semillas de lechuga y trigo, utilizando dosis decrecientes
entre 1.2 y 0.01 g ha! para la lechuga y entre 12.15y 1.2 g ha'! para el trigo,
obtuvieron diferencias significativas entre el porcentaje del indice de
germinacion en distintas concentraciones de glifosato en ambas especies,
mostrando su efecto negativo, sin embargo no encontraron diferencias en el
porcentaje de germinacion en ambas especies al utilizar distintas dosis del
herbicida glifosato y el control, concluyendo que el glifosato tiene un efecto

negativo sobre las plantulas cuando entra en contacto directo con la raiz.

Por otro lado, Babiker et al., (2011) concluyeron que el uso del glifosato
incrementa la susceptibilidad de la planta a contraer enfermedades, asi como
desequilibrios bioldgicos vy fisiologicos, esto debido al modo de accién del
glifosato que impide la sintesis de aminoacidos aromaticos y por lo tanto de
proteinas que necesita la planta para crecer; los porcentajes del IG obtenidos
en este trabajo mostraron efectos fisiol6gicos negativos en semillas de caoba
y jamaica al estar en contacto directo con el glifosato ya que se inhibio el

crecimiento radicular y del epicétilo.
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Las semillas de caoba fueron mas sensibles al efecto del glifosato ya que la
presencia del herbicida inhibi6 el crecimiento de la raiz desde el dia uno de
aplicacién a una concentracion de 80 mg kg?, debido a que las plantas
cultivadas o domesticadas han ido cambiando su metabolismo adaptandose
a las condiciones actuales del cultivo, por lo cual son menos susceptibles a la
contaminacion en comparacion a las plantas silvestres o nativas (Sharonova
y Breus., 2012).

9.2 Efecto en la actividad microbiana
9.2.1 Respiracion microbiana

Los resultados en la incubacion del suelo mostraron que la aplicacion de
biosdlido y glifosato estimularon la respiracion microbiana (Fig. 6 al 8). Estos
resultados concuerdan con Nguyen et al., (2018) quienes investigaron el
efecto del glifosato (0 a 79 mg kg*) en forma comercial y como ingrediente
activo sobre la respiracibn microbiana en tres suelos agricolas, como
resultado tuvieron un aumento en la respiracion microbiana conforme
aumentaron la cantidad de glifosato, y a su vez, concluyeron que las
caracteristicas del suelo, la forma del herbicida y la concentracién son

factores dominantes sobre la actividad microbiana en el suelo.

Souza et al.,, (1999) indicaron que un aumento de dioxido de carbono
respecto al control esta relacionado con la degradacion del glifosato ya que
este es un producto final de la degradacion del herbicida, lo que indica que
los microorganismos presentes en el suelo, son capaces de tolerar el
glifosato y usarlo como fuente de nutriente (Allegrini et al., 2015) en forma de
C, Ny P (Kryuchkova et al., 2014).

9.2.2 Amonio en el suelo

Durante la incubacién del suelo (Fig. 9 al 11), la produccion de amonio fue
estimulada con la aplicacion del herbicida a una alta concentracion (80 mg
kg?) en tratamientos con (T8) y sin biosélido (T4), sin embargo, el T8 fue

mayor.
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El ensayo en macetas (Fig. 12) presentd en los tratamientos con glifosato
1.24 veces mas produccién amonio en comparacion al control, sin embargo,
en este caso la cantidad mas alta de glifosato (3.8% v/v) no presenté una
acumulacion de amonio como el experimento de la incubacion, ya que la
ausencia de cobertura vegetal hace que las condiciones de humedad y
temperatura sean variables con respecto a los suelos con vegetacion, lo que
interviene en el establecimiento de microrganismos que promueven la
descomposicion de la materia organica y facilita la lixiviacion o emision de
compuestos nitrogenados a la atmésfera, mientras que la vegetacion

adsorbe el nitrégeno como nutriente (Arias y Sanchez 2014).

Allegrini et al., 2017 sefialaron que el glifosato causa un impacto negativo en
las bacterias oxidantes de amonio en el suelo, disminuye su biomasa o
provoca cambios fisioldgicos y estructurales, dando como resultado la
inhibicion de la nitrificacion (Mufioz-Leoz et al., 2011).

Sin embargo, la acumulacion del amonio en el suelo de ambos experimentos
podria deberse a la degradacion del herbicida (Duke, 2011) y al uso
combinado del glifosato con una fuente de nitrdgeno como el biosdlido, que
comunmente son usados para fertilizar y proteger de maleza los cultivos
agricolas ya que aumenta la concentracion de amonio y nitratos que puede
ser aprovechado por las plantas, afectando positivamente la concentracion
de clorofila, amonio en el suelo y la planta, la cantidad de aminoéacidos y

biomasa (Nivelle et al., 2018).

9.2.3 Nitritos en el suelo

De acuerdo con los resultados obtenidos en la incubacion del suelo con
glifosato (Fig. 13 y 14), la concentracion de nitritos no mostrd diferencias
estadisticamente significativas al utilizar el biosélido y al utilizar 1y 3 mg kg
de glifosato, pero si existe diferencia al utilizar una concentracion alta (80 mg
kgt) de glifosato ya que aumentd 4.6 veces mas la concentracion de nitritos

en comparacién al control.
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La alta concentracion de nitritos en el T4 y T8 (15.67 mg kg) concuerda con
los valores altos de amonio (8.1 mg kg?) obtenidos en esos mismos
tratamientos, lo cual indica que hay amonio disponible para llevar a cabo la
nitrificacién (Grandett et al., 2015), aunque hay estudios que demuestran el
efecto negativo del glifosato sobre bacterias oxidantes de amonio como el de

Zabaloy et al., (2017), nuestros resultados indican lo contrario.

La concentracion de nitritos en el ensayo en macetas (Fig. 15), los
tratamientos con biosoélido y la concentracion media (1.9 %) y alta (3.8 %) de
glifosato que corresponden al T6 y T8 respectivamente tuvieron la mayor
concentracion de nitritos (3.8 mg kgt), estos valores se encuentran dentro
del limite (10 mg kg?) que la literatura menciona como téxico para las plantas
(Carrefio et al., 1999), en comparacion al suelo incubado, en donde la
concentracion mas alta de glifosato provocd un aumento 4 veces mayor de

nitritos en el suelo con y sin biosélido.

9.2.4 Nitratos en el suelo

El efecto negativo del glifosato sobre la nitrificacion en el suelo ha sido
documentado desde hace varios afios, Mendoza et al., (1999), en ensayos in
vitro evaluaron el efecto toxico del glifosato y el paraquat sobre el proceso de
nitrificacion en un suelo franco-arenoso, observaron una reduccion de la
nitrificacion medida por la cantidad de nitratos al aplicar altas
concentraciones de los herbicidas en férmula comercial (100 y 1000 mg kg)
concluyeron que posiblemente sea por la reduccion de poblaciones
microbianas sensibles del uso del glifosato. Al igual que los resultados
obtenidos en este trabajo la aplicaciéon de 80 mg kg de glifosato disminuyé
un 70% la cantidad de nitratos en tratamientos con y sin biosolido.
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Otro estudio mostr6 que la concentracion de nitratos o el potencial de
nitrificacion medida por la concentracion de nitratos se ve mejorada cuando
un suelo es fertilizado aun a pesar de la presencia del herbicida a dosis
recomendadas como lo indican (Zabaloy et al., 2017) quienes obtuvieron
mayor concentracion de nitratos (4 veces mas) en suelos fertilizados con

sulfato de amonio y la aplicacion de glifosato en comparacion al control.

Al igual que Zabaloy et al., (2017) los resultados de los tratamientos con
biosolido no tuvieron mostraron efectos sobre la cantidad de nitratos al
aplicar glifosato a dosis recomendadas (1 y 3 mg kg-!). Sin embargo, se
deben considerar las caracteristicas del suelo, segun Rose et al., (2016) el
proceso de nitrificacibn en suelos con baja materia organica es mas
susceptible al efecto del glifosato causando la inhibicién o alteracién del ciclo
del nitrogeno (Pereg et al., 2018).

La fertilizacion nitrogenada inorganica (en este caso el biosélido), provee el
suelo con concentraciones relativamente altas de nitrato y amoniaco de vida
corta, la descomposicién de la materia organica suministra nitrogeno vy
carbono gradualmente al suelo, disponibles para el mantenimiento de las
bacterias diazotroficas, desnitrificantes y nitrificantes, y a su vez mejora otras
propiedades del suelo, como la capacidad de retencion del agua, la

composicién microbiana y estructura del suelo, (Garcia-Orenes, et al., 2016).

9.2.5 Actividad enzimatica (DAFt).

La actividad microbiana en la incubacién del suelo (Fig. 18 al 20), medida por
la tasa neta de liberacion de fluoresceina (DAFt) en los tratamientos con
biosolido fue 1.3 veces mayor que en los tratamientos sin biosélido debido a
la adicion de biomasa microbiana y materia organica presente en el biosélido
lo cual puede influenciar la diversidad microbiana, la humedad y la viabilidad
de nutrientes en el suelo incrementado la materia organica, mejorando la

porosidad y la actividad bioldgica (Zhen et al., 2014).
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La concentracion minima y media de glifosato (1 y 3 mg kg?') no causé
efectos significativos sobre la actividad enzimatica en el suelo, pero a una
concentracion elevada (80 mg kg?) mostré un incremento en tratamientos sin
biosolido. Los tratamientos con biosolido tuvieron una estimulacion de la
actividad a concentraciones de 3 y 80 mg kg de glifosato y no hubo efecto al
aplicar 1 mg kg del herbicida, esto concuerda con la literatura que indica
que la actividad enzimética de los microorganismos del suelo es poco
sensible al glifosato a dosis recomendadas (Nguyen et al., 2018) y causa una

estimulacion con dosis entre 2 y 200 mg kg (Sannino y Gianfreda 2001).

La cuantificacion de DAFt es una medicion de 3 grupos diferentes de
enzimas: proteasas, lipasas y esterasas (Godoy et al., 2014), es este caso la
estimulacién de actividad enzimatica podria venir de las enzimas proteasas
que estan involucradas en el ciclo del nitrégeno con la produccion de amonio,
lo que explica los altos valores de amonio en los mismos tratamientos con la

mas alta actividad enzimatica obtenidos en este experimento.

En el ensayo en macetas, el glifosato no causd algun efecto sobre la
actividad enzimatica en los tratamientos con biosélido, sin embargo en los
tratamientos sin biosolido causé una estimulacion desde el dia 15 de
muestreo al dia 45 y posteriormente disminuyé a concentraciones
semejantes a las iniciales (Fig. 21 y 22), este comportamiento ya sido
reportado por Araujo et al., (2003) quienes demostraron la estimulacion sobre
la hidrolisis de diacetato de fluoresceina en el suelo a corto plazo (2 dias)
indicativo de la metabolizacion del glifosato y la disminucion a lo largo del
tiempo (32 dias) podria deberse a la progresiva reduccion del carbono
disponible proveniente del glifosato (Gémez et al., 2009).

En condiciones de campo, algunos estudios han demostrado el efecto nulo o
pequeio del glifosato sobre la actividad microbiana (Ferreira et al., 2006),
mientras que otros han encontrado efectos considerables, en el incremento
temporal de algunas poblaciones bacterianas con su concomitante aumento

de actividad enziméatica (Wardle y Parkinson., 1990).
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9.2.6 Actividad enzimatica deshidrogenasa en el suelo

En este estudio el glifosato inhibi6 la actividad deshidrogenasa en el suelo en
medida a la concentracién utilizada (Fig. 23), esto concuerda con Gomez et
al., (2009), quienes tuvieron resultados similares al evaluar el efecto del
glifosato sobre la biomasa microbiana y el cociente metabdlico del suelo,
utilizaron la actividad deshidrogenasa para medir la actividad microbiana
general del suelo, sus resultados concluyeron que dosis altas de glifosato
(mayor a 2 L/Ha) causan una reduccion de esta actividad enzimatica,
mientras que a dosis recomendadas no tienen ningun efecto (Zabaloy et al.,
2017).

Las enzimas deshidrogenasas catalizan las reacciones de o6xido-reduccion
que son claves en el metabolismo energético de la célula, (Shaw y Burns,
2005), por lo que el efecto negativo del glifosato sobre esta actividad se
relaciona directamente con el modo de accion del herbicida que impide la
biosintesis de aminoacidos aromaticos en la que intervienen reacciones de

oxido-reduccion.

Por otro lado, los resultados de la actividad deshidrogenasa en este trabajo
fueron mayor al utilizar el biosoélido, posiblemente por la menor competicion
de compuestos organicos que los microorganismos del suelo utilizan de
nutrientes, lo cual lleva a un favorable crecimiento de comunidades
bacterianas (Zhang et al., 2009), lo cual ayuda a mitigar los efectos de los
plaguicidas en las comunidades microbianas no blanco en el suelo (Mufioz-
Leoz et al., 2011).

9.2.7 Actividad enzimatica B-glucosidasa en el suelo

La aplicacion del glifosato tuvo un efecto negativo sobre la actividad B-
glucosidasa en el suelo, sin embargo, fue aumentando a lo largo del

experimento (Fig. 24).
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Nguyen et al., (2018) mencionado anteriormente, ademas de evaluar el
efecto del glifosato sobre la respiraciébn microbiana, también lo evalto a nivel
enzimatico, teniendo como resultado un aumento en la actividad pB-
glucosidasa al aplicar 2.9 mg kg de glifosato en un suelo tipo cromosol. En
otro estudio realizado por Nakatani et al.,, (2014), donde evaluaron los
cambios provocados en seis cultivos de soya transgénica mediante el uso de
glifosato, encontraron que la actividad B-glucosidasa y fosfatasa acida se
redujeron al momento de la aplicacion del herbicida, aunque también
concluyeron que el efecto podria deberse a otras condiciones como: El tipo
de suelo, temporada de cultivo, etc.

En ambos estudios la reduccion de la actividad enzimatica B-glucosidasa
indica una alteracion en el ciclo de C, ya que juega un papel muy importante
en el suelo para liberar importantes fuentes de energia (carbohidratos) a los
microorganismos presentes (Bandick y Dick, 1999), lo que explicaria el
aumento de esta actividad en los tratamientos con biosdlido y su aumento a
lo largo del experimento (de 0.38 a 0.63 PNF/h.g) por la degradacién de la
materia organica y residuos vegetales provenientes de la planta de jamaica

gue entran en el ciclo del carbono.

9.2.8 Actividad enzimatica fosfatasa en el suelo

La actividad fosfatasa en el suelo también fue inhibida con la aplicacion del
glifosato al inicio del experimento pero fue aumentando a lo largo del tiempo
en todos los tratamientos, al finalizar, los tratamientos sin biosdlido y glifosato
estuvieron semejantes al control (1.04 pmoles PNF/h.g), en los tratamientos
con biosdlido no ocurrié lo mismo, es decir que al final del experimento los
tratamientos con biosélido y glifosato no igualaron al control, sin embargo,
estos tuvieron una actividad 3.2 veces mayor que los tratamientos sin
biosdlido (Fig. 25).
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La disminucion significativa de la actividad fosfatasa en el suelo con la
aplicacion del glifosato indica una menor disponibilidad de fésforo para ser
absorbido por las plantas, Zobiole et al., (2010) atribuyen este mecanismo al
fuerte efecto quelante del glifosato en el suelo, lo que resulta en la
inmovilizacion de nutrientes que a su vez afecta la funcion de la comunidad
microbiana en el ciclo de nutrientes y Tejada en el 2006 concluye que la
escases de oxigeno en el suelo producido por la oxidacion del glioxilato uno
producto de la degradacion del glifosato podria ser el responsable de la
disminucibn de las actividades intracelulares (deshidrogenasa) vy
extracelulares (ureasa, B-glucosidasa, fosfatasa y arilsulfatasa), ya que la
degradacion del acido glioxilico requiere de procesos de oxidacion, por lo

gue se requiere oxigeno para llevar a cabo, produciendo CO2 y NH4".

Sin embargo, Cherni et al., (2015) demostraron que la aplicacion de glifosato
a dosis recomendadas no tiene efecto significativo en la actividad fosfatasa
del suelo, la mayoria de las diferencias observadas fue al adicionar glifosato
a tasas elevadas (>10 mg kg™), en comparacién a este trabajo se obtuvieron
diferencias significativas al aplicar 1, 3 y 80 mg kg de glifosato en

tratamientos con y sin biosélido.

9.3 Efecto del glifosato sobre la planta de jamaica
9.3.1 Crecimiento de la planta

La aplicacion del biosolido promovio el crecimiento de la planta de jamaica,
(Fig. 26) ya que contiene micro y macronutrientes (nitrégeno, fésforo y
potasio) que la planta aprovecha para su crecimiento (Rigby et al., 2016).

Los resultados concuerdan con Dad, et al., (2019) quienes evaluaron el uso
del biosolido, utilizando 4 dosis (0, 3.33, 6.66 y 9.99 tons/ha) para mejorar el
crecimiento y rendimiento de un cultivo de trigo, tuvieron como resultado un
aumento del 26.61, 40.13 y 54.8 % al utilizar 3.3, 6.66 y 9.99 tons/ha de
biosolido respectivamente en la altura de la planta, también hubo un aumento
en el diametro del tallo de la planta y en rendimiento en peso seco del trigo

en comparacion al control, estos valores fueron semejantes al utilizar un
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fertilizante inorganico, concluyendo que el biosélido puede ser utilizado para

reemplazar los fertilizantes quimicos en la agricultura.

9.3.2 Clorofila “a”, “b” y total

La reduccion de clorofila es probablemente por el dafio directo del glifosato al
cloroplasto o por la quelatinizacién de cationes como Mg?* y Mn?*, requeridos
para la formacion de clorofila y para la fotosintesis (Reddy et al., 2004), los
datos reportados en este trabajo no muestran una reduccion de clorofila “a”,
pero si, en la concentracion de clorofila “b” a altas concentraciones de
glifosato, cabe sefialar que las dosis aplicadas son las recomendadas en el
producto comercial utilizado (2, 1 y 4 L de glifosato en 100 L de agua por
hectarea), Yao et al., (2012) sefialan que, la concentracion de clorofila en las
plantas se ve reducida por la presencia del glifosato, pero la magnitud

depende de la dosis y tiempo de aplicacion.

Gomes, et al., (2016) observaron que el glifosato y su principal metabolito
(AMPA) causan estrés oxidativo en las plantas que desencadena diferentes
mecanismos que causan la disminucién de clorofila en las hojas, y aunque
Nno se conoce exactamente como estas sustancias interfieren, el glifosato
provoca la degradacion de clorofila mientras que AMPA inhibe la biosintesis

de esta.

9.3.3 Antocianinas

La produccién de antocianinas (cianidina y delfinidina) en las hojas de
jamaica (Cuadro 10 y 11), fue mayor al aplicar el biosélido con la cantidad
mas alta de glifosato (3.8%) ya que tuvo un aumento del 13.5y 14.1 % para
cianidina y delfinidina respectivamente. En el caso del caliz (Fig. 27), en los
tratamientos sin biosolido y la concentracion mas alta de glifosato (3.8%)
estimuld un 10.9 y 11.6% la produccidon de antocianinas (cianidina y
delfinidina respectivamente), mientras que en los tratamientos con biosoélido

disminuyo con esta misma concentracion (17.8 y 15.5 % respectivamente).
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La concentracion mas alta utilizada del herbicida (3.8%), en el tratamiento sin
biosdlido (T4) tuvo una mayor produccién de antocianinas en los célices que
en las hojas de jamaica, debido probablemente a la translocacién de las
antocianinas a las partes de la planta de mayor demanda como un
mecanismo de defensa ante el estrés producido por el glifosato en plantas no
objetivo (Soares et al., 2019). En cambio, el tratamiento con biosdlido y 3.8 %
de glifosato (T8) tuvo una mayor produccién de antocianinas en las hojas que

en el caliz.

La deficiencia de nitrdgeno inorganico en los tratamientos sin biosolido
(amonio y nitratos) también puede fomentar la sintesis y acumulacion de
antocianinas en las variedades de jamaica china y reyna (Dios-LOpez et al.,
2011), ya que el amonio est4 involucrado con el metabolismo secundario de
las plantas y los nitratos actian sobre la limitacién del desarrollo celular, por
lo tanto el amonio se convierte en un factor limitante, deteniendo las rutas
metabdlicas y dirigiéendose hacia la produccion de antocianinas como un

mecanismo de defensa (Konczak-Islam et al., 2001).
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10 CONCLUSIONES

De acuerdo a los objetivos planteados y los resultados, el biosoélido sirvio de
atenuador del efecto toxico del glifosato en los microorganismos del suelo,
estimulé la actividad enzimatica, respiracion microbiana y el proceso de

nitrificacion en el suelo.

El glifosato presenté una toxicidad moderada y severa en el indice de
germinacion en semillas de caoba y jamaica, afectando principalmente el

crecimiento radicular.

En condiciones de laboratorio el glifosato promovié la respiracion microbiana,
la actividad enzimatica del suelo, amonio y nitritos, pero causé una
disminucién en la cantidad de nitratos en concentraciones elevadas, lo cual

caus6 un problema en el proceso de nitrificacion.

La aplicacion del biosodlido al suelo in vitro aumentd la concentracién de
nitratos y la actividad enzimética en el suelo ayudando a mitigar el efecto
negativo del glifosato sobre el proceso de nitrificacion.

En el ensayo en macetas el biosélido estimulé la actividad enzimética de los
microorganismos del suelo ayudando a mitigar los efectos del glifosato sobre

la actividad enzimatica edéfica.

Las caracteristicas fisico-quimicas y microbioldgicas del biosélido mejoraron
la estructura del suelo y fue una fuente de nutrientes que promovié el

crecimiento de la planta de jamaica.
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11 RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados se plantean las siguientes recomendaciones
para continuar generando informacién sobre el tema abordado en este

trabajo:

e Utilizar dosis de glifosato crecientes que permitan conocer las dosis
letales minimas y maximas del herbicida sobre el indice de
germinacion en semillas.

e A nivel laboratorio también se recomienda hacer analisis enzimaticos
para conocer el efecto del glifosato sobre los microorganismos del
suelo.

e Realizar pruebas moleculares para conocer la diversidad de
microorganismos presentes en el suelo y saber cuales afecta el
glifosato.

e Realizar ensayos en invernadero aplicando el biosélido con otros
plaguicidas.

e Continuar aplicando el biosélido como fertilizante en otros cultivos.

e Realizar ensayos en macetas con jamaica a concentraciones de
glifosato mas elevadas a las utilizadas en este trabajo.

e Cuantificar el glifosato y su principal metabolito en el suelo y partes de
la planta.

e Considerar las condiciones climéaticas en ensayos a la intemperie.
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13 ANEXOS

13.1 Anexo A: Caracteristicas del biosolido y del suelo.

Caracteristicas fisicas, quimicas y microbiolégicas del biosélido en
comparacion a la NOM-004 (Jimarez-Ortiz, et al., 2018).

Caracteristicas Bios6lido NOM-004
pH 5.2 NA
Conductividad eléctrica  (dS m™) 2.7 NA
Materia organica (%) 3.7 NA
Capacidad de retencion del agua (mL g?) 3.07 NA
Nitrégeno total (%) 2.05 NA
Carbono orgénico total (%) 2.2 NA
Carbono: Nitrogeno 1.07 NA
Densidad real (g cm?3) 0.4 NA
Densidad aparente (g cm?) 0.02 NA
Espacio Poroso (%) 94.3 NA
Huevos de Helminto 0.0 <1
Coliformes fecales (NMP) 2 <1000
Cd 3.6 39-85
Pb 13.9 300-840
Ni 3.8 420
Zn 44.9 2800-7500
Ar ND 41-75
Cr ND 1200-3000

El lodo residual (proveniente del PTAR en Bahias de Huatulco) y el biosélido (producto final
del proceso de compostaje). NA (no aplica). ND (no determinado). El valor de los metales
pesados se expresa en mg kg en base seca.

Caracteristicas fisicoquimicas del suelo de Santo Domingo de Morelos, Oax.
(Jimarez-Ortiz et al., 2018).

CE % % % % de % . 0 . . _
pH dsSm?) arcilla limo arena humedad CRA Densidad  %CO ~ %MO  %NT  C:N
7.7 0.02 9.6 14.2 78.2 1.1 40 2.1 0.38 0.66 0.1 35

CE: conductividad eléctrica, CRA: capacidad de retencion de agua, CO: carbono organico,
MO: materia organica, NT: nitrégeno total y C:N: carbono: nitrégeno

79



13.2 Anexo B: Técnicas analiticas utilizadas

Cuantificacion de COz2 por titulacion

En un matraz de 125 mL se colocé 50 ml de agua destilada para
posteriormente agregar 5 mL de NaOH correspondiente al tratamiento a
evaluar, enseguida se le adicionaron 3 gotas de fenoftaleina, esta mezcla se
titul6 con HCI 2N hasta que se observo un vire y se terminé de titular con HCI
0.1 N hasta un vire transparente, luego se le adicionaron 5 gotas de
anaranjado de metilo y por dltimo se titul6 con HCI 0.1N hasta un vire color
naranja tenue. El total de CO:2 producido se calcul6 de acuerdo con la

siguiente ecuacion

C0,(mg g™) = (M — B) (—NH”P* Peqc"Z)
Suelo

Donde:

B: Volumen consumido de &acido en el blanco (mL)

M: Volumen consumido de acido en la muestra (mL)

NHci: normalidad del HCI (0.1 N)

Peq COz2: Peso equivalente de CO2 (22)

Psuelo: Peso himedo del suelo

Extracto de suelo

La extraccion se realizé con K2SO4 a 0.5M. Se pesaron 20 g de muestra de
cada tratamiento por triplicado y se le adicioné 80 mL de K2SOs4, se agitaron
durante 1 hora y por ultimo se filtraron utilizando papel filtro. Los extractos

obtenidos se mantuvieron en refrigeracién hasta su analisis.

Cuantificacién de amonio

Se tomo una alicuota de 0.1 mL del extracto de suelo en un tubo de ensaye,
se le adicion6 5 mL de reactivo de color y mezclé utilizando un vortex, se
dejé reposar durante 15 min y después se le adicioné 5 mL de una solucién
alcalina y se mezclé nuevamente, se dejo reposar durante una hora y se
midio la absorbancia a 660 nm en un espectrofotometro, el blanco se realizé

con agua destilada.
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Cuantificacion de nitritos

Se tomé una alicuota de 5 mL del extracto de suelo en tubos de ensaye, se
le agregd 10 mL de agua destilada, 1 mL de naftilamina, 1 mL de EDTAy 1
mL de &cido sulfanilico, mezclando en cada adicién, se dejé reposar por 10
min. Y enseguida se le agregd 1 mL de naftilamina y 1 mL de acetato de
sodio, se mezclo perfectamente con un vortex y después de 30 min se midio

la absorbancia a 520 nm en un espectrofotémetro.

Cuantificacion de nitratos

Se colocaron 5 mL del extracto de suelo en frascos de vidrio con 50 mL de
capacidad y se dejaron secar en la estufa hasta la formacion de cristales,
posteriormente se les agregd 1 mL de acido fenildisulfonico y se mezclo
perfectamente, luego se diluyé con 10 mL de agua destilada y enseguida se
les agregd 5 mL de una solucion de KOH 12N, se afor6 a 25 mL y se
transfirié a tubos de ensaye, por ultimo, se midio la absorbancia a 410 nm en

un espectrofotometro.

Cuantificacion de la actividad enzimatica mediante la hidrolisis de diacetato
de fluoresceina (DAFt)

Se pesaron 2 g de cada muestra de suelo y se colocaron en tubos falcon de
50 mL, se le adicionaron 20 mL de buffer de fosfatos 60 mM a pH 7.6 y se
agitaron hasta obtener una muestra homogénea, posteriormente se les
adicion6 0.50 mL de solucién de DAF (20 mg DAF substrato Sigma en 10 mL
de acetona), los tubos se agitaron nuevamente y después se colocaron en
bafio maria a 37°C por 30 min. A continuacién de les adicionaron 2 mL de
acetona (grado reactivo) y se centrifugaron a 600 rpm por 10 min, enseguida
se filtro utilizando papel filtro y finalmente se midié la absorbancia a 490 nm
en un espectrofotdmetro, se realiza un blanco sin suelo, se utilizé la siguiente

ecuacién para la concentracion neta liberada de fluoresceina
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CNF xVfs

DAFt =
t* Ms

DAFt: Tasa neta de liberacion de fluoresceina (mg kgth)
CNF: Concentracion neta de fluoresceina

Vfs: Volumen final (L)

t: Periodo de incubacion (horas)

Ms: Peso seco del suelo (kg)

Cuantificacion de la actividad deshidrogenasa en el suelo

Se pesOd 1 g de suelo de cada tratamiento y se colocaron en tubos de
ensaye, se les adicion6 0.4 mL de agua destilada y 0.2 mL de N,N-
metilformamida al 0.4% y al control solo se le agregé 0.6 mL de agua
destilada, se incubaron durante 20 horas en obscuridad a 20°C,
posteriormente se les agregé 10 mL de metanol (grado reactivo), se agitaron
en un vortex por 2 min y finalmente se midio la absorbancia a 490 nm en un

espectrofotometro.

Cuantificacién de la actividad B-glucosidasa en el suelo

Se peso 0.5 g de muestra de suelo en tubos falcén de 15 mL, se les agreg6 2
mL de un tampdn universal modificado (MUB-HCI 0.1M pH 6), 1 mL de agua
destilada y 0.5 mL de p-nitrofenil-B-D-glucopiranosido, se agitaron y se
incubaron a 37°C durante 1 hora, posteriormente se colocaron en hielo por
15 min, después se les agreg6 0.5 mL CaCl2 0.5M y 2 mL de una solucion de
trishidroximetilaminometano (THAM 0.1M pH 12), por ultimo las muestras se

centrifugaron durante 15 min y se midi6 la absorbancia a 400 nm.
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Cuantificacion de la actividad fosfatasa en el suelo

Se pesaron 0.5 g de suelo de cada muestra en tubos falcon de 15 mL, se les
agrego 2 mL de MUB pH 11 y 0.5 mL de p-nitrofenilfosfato (saldisddica 6H20)
0.025M, se mezclaron perfectamente y se colocaron en bafio maria con
agitacion durante 1 hora a 37°C, después de la hora se colocaron en hielo
durante 15 min, y posteriormente se les agreg6 0.5 mL de CaCl2 0.5My 2 mL
de NaOH 0.5M para centrifugarse durante 5 min, finalmente se midid la

absorbancia a 400 nm en un espectrofotometro.

Se utiliz6 la siguiente ecuacién para calcular la actividad enzimatica

fosfatasa, B-glucosidasa y deshidrogenasa.

(,umoles PNF liberadO) _ M. fd
h.g " Pm. Ps

M= cantidad de p-nitrofenol (PNF) de la muestra en ug.

Pm= peso molecular del p-nitrofenol (139 g/mol).

fd= factor de dilucion, en el caso que sea necesario diluir.

Ps= gramos del suelo seco.
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