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RESUMEN

ontextualizacion: La fertilidad

del suelo esta influenciada por una
compleja interacciéon de caracteristicas
fisicas (como la densidad, estructura y
porosidad), quimicas (incluyendo la ac-
tividad de las arcillas, los potenciales de
oxido-reduccion y la presencia de ma-
teria orgdnica) y bioldgicas (que com-
prenden los microorganismos de la mi-
croflora y microfauna, asi como la meso
y macrofauna). Estas interacciones son
fundamentales para la disponibilidad de
nutrientes para las plantas. No obstan-
te, los microorganismos desempefian un
papel crucial, ya que tienen la capacidad
de modificar tanto los aspectos bioqui-
micos, como la produccion de enzimas,
lo que contribuye significativamente a su
fertilidad. Por esta razon, es esencial co-
nocer y monitorear el estado de los mi-
croorganismos en el suelo.

Vacio de conocimiento: atin no se cono-
ce el verdadero dafio que causan los her-
bicidas sobre la poblacién microbiana. La
degradacién de la materia orgdnica del
suelo limita la vida de estos, por ende, la
fertilidad se ve afectada.

Propdsito: el objetivo de esta investiga-
cion es realizar una evaluacién del efecto
de la aplicacion de mezcla de herbicidas
sobre las poblaciones microbiana en un
sistema productivo de arroz (Oryza sati-
va L.).

Metodologia: en este estudio se analiza
el suelo de un cultivo de arroz tratado con
una mezcla de herbicidas: Cletodim, Car-
fentrazona etilo y glifosato. Se determina
actividad mediante la respiraciéon basal
microbiana en mg de CO, y el crecimien-
to microbial en placa de Agar Papa Dex-
trosa (PDA).

Resultados y conclusiones: los resulta-
dos revelan que los suelos tratados con
mezcla de herbicidas Cletodim, Carfen-
trazona etilo y glifosato disminuyen la
poblaciéon microbiana en placa PDA. Los
suelos con aplicacidon de mezcla de herbi-
cida (SH) obtuvieron en promedio 6 UFC/
g de suelo y un drea de crecimiento de 62
cm?, en comparacion con el suelo testigo
sin aplicacién de herbicidas (STSH), que
presenté 30 UFC/ g suelo y 70 cm?* Ade-
mas, se observé un aumento en la respi-
racion basal de microbiana en mg de CO,
como respuesta al herbicida SH, de 3,7
en mg C-CO, kg™ de suelo seco diaa los
cinco dias después de la aplicacién (dda)
y 5,1 en mg C-CO, kg de suelo seco dia
'a los 15 dda. Esto debido a que los mi-
croorganismos tratan de sintetizar las
moléculas del herbicida, lo que aumenta
su actividad.

Palabras clave: calidad de suelo, dano
ambiental, glifosato, respiraciéon micro-
biana.



ontextualization: Soil fertility is in-

fluenced by a complex interaction of
physical (such as density, structure, and
porosity), chemical (including soil activi-
ty), and chemical (including soil activity)
characteristics. (such as density, structu-
re and porosity), chemical (including the
activity of clays, oxide-reduction poten-
tials of clays, oxidation-reduction poten-
tials and the presence of organic matter),
and biological and biological (including
microorganisms of the microflora and
microfauna, as well as meso- and macro-
fauna, as well as meso- and macrofauna).
These interactions are fundamental to the
availability of plant nutrients. availability
of nutrients to plants. However, microor-
ganisms play a crucial role, as they have
the ability to modify both the biochemical
aspects and the biochemical aspects, such
as enzyme production, which contributes
significantly to plant fertility. significantly
to their fertility. For this reason, it is es-
sential to know and monitoring the status
of microorganisms in the soil is essential.

Knowledge gap: the true damage caused
by herbicides on the microbial popula-
tion is not known, this affect the degra-
dation of organic matter on soil, limited
development of life of these organisms,
therefore, fertility is affected.

Purpose: The objective of this research is
to evaluate the effect of herbicide mixture

ABSTRACT

application on microbial populations in a
rice (Oryza sativa L.) production system

Methodology: Soil treated with a mix-
ture of herbicides Clethodim, Carfentra-
zone ethyl and glyphosate is analyzed,
activity is determined by microbial basal
respiration in mg of CO,, microbial grow-
th on Potato Dextrose Agar (PDA) plate.

Results and conclusions: It was deter-
mined that the soils treated with Cleto-
dim, Carfentrazona ethyl and glyphosate
herbicide mixture decrease the microbial
population in PDA plate, their soils with
application of herbicide mixture (SH) ob-
tained an average of 6 CFU/g soil and an
area of growth of 62 cm2. Compared to
the control soil without the application
of herbicides (STSH) 30 CFU/g soil and
70 cm? Regarding basal microbial respi-
ration in mg of CO, in response to the
herbicide, respiration in the SH increased
3.7 in mg C-CO2 kg-1dry soil day-1 at 5
days after application (DAA) and 5.1 in
mg C-CO, kg-1dry soil day-1 at 15 daa.
This is because the microorganisms try to
synthesize the herbicide molecules, thus
increasing their activity.

Keywords: environmental damage,
glyphosate, Microbial respiration, soil

quality.



RESUMEN GRAFICO

Fuente: autores.

INTRODUCCION

En Colombia el arroz (O. sativa) es el
tercer producto agricola en exten-
sion, después del café y la palma de aceite
(Agronegocios, 2020). Las arvenses son
muy limitantes en el cultivo de arroz, por
lo que el control se realiza con herbicidas
utilizando productos especificos para ar-
venses de hoja ancha, gramineas y cype-
raceas. Esta labor suele comenzar con la
quema, seguida de la aplicaciéon de her-
bicidas preemergentes y postemergentes,
siendo necesarias de dos a tres aplicacio-
nes (Bustos, 2012). Dada la magnitud de
la problemadtica de arvenses en el cultivo
de arroz y el uso continuo de las mismas
moléculas, los productores suelen hacer
mezclas de herbicidas para su control.

Los microorganismos del suelo son enti-
dades que influyen en varios aspectos del
suelo y cada uno desempeia diferentes
actividades. Dentro de la poblacién mi-
crobial se tienen bacterias, actinomice-
tos, cianobacterias, hongos, algas, pro-
tozoarios y virus. Torsvik et al. (1990)
afirmaron que en un gramo de suelo pue-
den encontrarse 10000 especies diferen-
tes de microorganismos, muchos de ellos
no conocidos, debido a que no pueden
ser cultivados en medio agarizado.

Los microorganismos estan involucrados
en la descomposicion de la materia orga-
nica, originan el reciclaje de nutrientes en



el suelo, asi como incrementan la dispo-
nibilidad de nutrientes para las plantas.

Se conoce que muchos plaguicidas pueden
tener una influencia perjudicial sobre los
microorganismos del suelo y sus activida-
des, por tanto, es necesario intensificar las
investigaciones sobre estos aspectos, dada
la aplicacién masiva de agentes quimicos
en la agricultura. Dichas investigaciones
sostienen que los herbicidas pueden alte-
rar el ecosistema del suelo debido al efec-
to directo sobre varios componentes de la
microflora, como patégenos de plantas,
antagonistas u hongos micorricicos. Estos
efectos pueden resultar en el incremento o
reduccién de la incidencia de enfermeda-
des en plantas (Cuervo, 2007).

En diversos estudios se ha identificado
que los agroquimicos disminuyen la ac-
tividad de enzimas del suelo y pueden in-

fluir en la mayoria de las reacciones bio-
quimicas, entre ellas: la mineralizacion
de la M.O., la nitrificacidn, la desnitrifi-
cacién, la amonificacion, las reacciones
redox y la metanogénesis (Hussain et al.,
2009). Entre las metodologias para deter-
minar los efectos de los agroquimicos en
la microbiologia del suelo se encuentran
la tasa de respiracion microbiana, el cre-
cimiento microbiano y la actividad enzi-
matica (Ortiz et al., 2013).

La actividad arrocera se caracteriza por el
alto uso de agroquimicos (Chaves, et al.,
2013), en especial herbicidas en mezcla;
no obstante, no se conoce el efecto de es-
tas practicas sobre la microbiota del sue-
lo. Por tanto, el objetivo de este trabajo
es evaluar el efecto de la mezcla de her-
bicidas en las poblaciones microbiana en
suelo de arroz.

MATERIALES Y METODOS

| ensayo se realiz6 en suelos de la fin-

ca Leidy del municipio de Campoale-
gre, Huila, dedicada al cultivo de arroz.
Se recolectd suelo de los primeros 5 cm
de profundidad, a los cinco y quince dias
después de la aplicacion de la mezcla de
herbicida segiin recomendacién técnica
de Cletodim (800 cm ha), Carfentrazona
etilo (100 cm ha) y glifosato (3 L ha™).
Las muestras se tamizan a 2 mm y poste-
riormente se guardan en un refrigerador
a 4 °C hasta su procesamiento.

En cuanto a los tratamientos empleados,
se consideraron suelos con aplicacion de
los tres herbicidas (SH) y un testigo suelo
sin ninguna aplicacién de la misma finca
(STSH).

La estimacion de la poblacion microbiana
se determin6 mediante el método de Wo-
llum, A. G., I1.(2015) para el conteo de cé-
lulas viables vivas por siembra en super-
ficie. Las poblaciones se obtuvieron de
1g de suelo y diluir en 9 mL* de solucién
salina estéril, luego, se realizaron dilucio-
nes hasta de 1x10°. Para el conteo se utili-



z6 placas de Petri con agar papa dextrosa
PDA, las cuales se incubaron durante por
cuatro dias a 28°C.

Las estimaciones cuantitativas de las uni-
dades formadoras de colonias (UFC) que
es una medida utilizada para estimar el
numero de células bacterianas o fingicas
viables por gramo de suelo, se calcularon
realizando un conteo visual del nimero
de colonias formadas en cada placa, tan-
to para hongos totales cultivables como
para bacterias totales cultivables. Se cal-
cula el drea de crecimiento en cada caja
con el programa image].

Se determino la respiracion basal micro-
biana en mg de CO, tomando 100 g de
suelo tamizado a 2 mm Estos se introdu-
jeron en frascos transparentes de boca
ancha y se distribuyeron en el fondo, de
tal manera que la capa de suelo quedara
lo més fina posible. Sobre la lamina de
suelo se colocé un beaker con 8 ml de
NaOH (0.1 N). Luego, se sellaron her-
méticamente cada uno de los frascos y se
colocaron en un espacio oscuro a tem-
peratura ambiente, se hizo lectura a las
96 horas. Se llev6 un testigo en el cual se
colocé NaOH, pero sin suelo. Para titu-
lar, se agreg6 1 ml de solucién de cloruro
de bario (0,05 M) y dos gotas de fenolf-
taleina a cada beaker. A continuacidn, se
titul6 el NaOH de cada beaker con HCl
(0.5N).

La cantidad de CO, liberado se calcul6
mediante Ecuacidn 1:

mg C-CO, = (V,-V,) x 6 x N
cién 1)

g (Ecua-

Donde:

V., = cantidad de 4cido clorhidrico gasta-
do para valorar el blanco (frasco sin suelo)

V,, = cantidad de 4cido clorhidrico gasta-
do para valorar la muestra del suelo

6 = peso equivalente del carbono

N, = normalidad del 4cido clorhidrico

Los resultados se expresan en mg C-CO,
kg'suelo seco dia™

Se llevé a cabo un disefio completamente
al azar en cada lote del campo, donde se
tomaron submuestras y se homogeniza-
ron para tomar un kilo de suelo por cada
tratamiento empleado, lo que permitié
realizar cuatro repeticiones para la lectu-
ra de cada variable.

Tratamientos empleados: suelos con apli-
cacién de los tres herbicidas (SH) y un
testigo suelo sin ninguna aplicacion de la
misma finca (STSH).

El andlisis estadistico se realizé mediante
un andlisis inicial de t-student para deter-
minar la uniformidad en la distribucion
de los datos. Posteriormente, se procedid
a realizar un Andlisis de Varianza (ANA-
VA) con valor p < 0,05 mediante el sis-
tema Infostat ver. 2020., finalizando con
una prueba de Tukey para cada una de
las variables Unidades Formadoras de
Colonias (UFC), crecimiento de colonias
y respiracién microbiana en mg de CO,
(Tabla 1).



RESULTADOS Y DISCUSION

I ;s escasa la informacidon encontrada mientras que, sobre el glifosato, debido a
sobre Cletodim y Carfentrazona eti- su amplio uso, es extensa la literatura.
lo sobre los microorganismos del suelo,

Andlisis estadistico de datos de variables de desarrollo de microorganis-
mos del suelo después de una aplicacién de herbicidas. Suelo testigo sin aplicacién
de mezcla de herbicida (STSH), Suelo con Aplicacion de Mezcla de Herbicida (SH),
Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

A CO2 -5 CO2 -15
Area de cre- - A
cimiento | Conteo UFC D!as (mg = Dias (mg

C-CO, kgt C-CO, kg
(cm?) suezlo) suezlo)

SH | STSH| SH |STSH| SH |STSH SH | STSH
Media 62,17 70,14| 6,00 30,25 3,70 2,00| 5,10, 2,70
Varianza 89,34 31,44| 0,67 82,92 3,72 0,84| 1,17, 0,36
Observaciones 4,00, 4,00 4,00, 4,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Varianza agru- 60,39 41,79 0,76
pada
Diferencia hi- 0,00 0,00 0,00 0,00
potética de las
medias
Grados de liber- 6,00 6,00 3,00 4,00
tad
Estadistico t -1,45 -5,30 1,38 3,36
P(T<=t) una 0,10 0,00 0,13 0,01
cola
Valor criticode t 1,94 1,94 2,35 2,13
(una cola)
P(T<=t) dos co- 0,20 0,00 0,26 0,03
las
Valor criticode t 2,45 2,45 3,18 2,78

(dos colas)

Fuente: autores.



Se observa que el area de crecimiento de
las bacterias cultivadas no presenté dife-
rencias significativas entre tratamientos.

Sin embargo, en la cantidad de UFC se
presenta una diferencia notable entre tra-
tamientos (p >f=0,05). El nimero de colo-
nias que se desarrollaron en el medio de
cultivo segun el andlisis de varianzas rea-
lizado con el sistema Infostat con un R* =
0,91, se obtuvo a partir del promedio en el
cual se desarrollaron 30,2 UFC en el suelo
sin tratar (STSH), en comparacién con un

promedio de seis colonias obtenidas del
suelo asperjado con la mezcla de herbi-
cidas; esto quiere decir una disminucién
aproximada de 80% en la poblacién de
bacterias habitantes del suelo tras la apli-
cacion de herbicidas.

La produccién de CO, en el suelo con
tratamiento de herbicidas, con relacion al
testigo, mostré variables entre si, lo que
coincide con la cantidad de UFC contabi-
lizado en los medios de cultivo (Figura 1).

Figura 1. Variables respiracién basal microbiana en mg de COz2 para suelo testigo sin aplicacién
de mezcla de herbicida (STSH) y suelo con aplicacién de mezcla de herbicida (SH)

Fuente: autores

Se observaron efectos negativos de la
mezcla de herbicidas sobre la actividad
de los microorganismos del suelo. La tasa

respiratoria de los microorganismos ob-
servada en los dos momentos de mues-
treo es menor en los suelos que no han



sido tratados con herbicidas; aunque, la
estadistica nos indica que no hay diferen-
cias significativas con relacion a los suelos
tratados. En investigaciones realizadas
con glifosato, se reporta que se afecta la
poblaciéon de solubilizadores de fésforo,
al igual que en los hongos como Penici-
lium, Fusarium y en los micelios estéri-
les, lo cual indica cierto grado de suscep-
tibilidad. En general, los tratamientos con
agroquimicos ocasionaron reducciones
drasticas en los microorganismos del
suelo (Chévez et al., 2013).

En las cajas de Petri se observo el cre-
cimiento de algunos microorganismos
como actinomycetes, hongos filamentosos
y bacterias, estas dltimas fueron los orga-
nismos mas abundantes en los dos suelos,

lo cual sugiere que algunas bacterias fue-
ron tolerantes a la mezcla de herbicida.

El suelo sin herbicida mostré un creci-
miento promedio en caja de Petri 70,138
cm?, siendo mayor que el suelo con apli-
cacion de herbicida que obtuvo un creci-
miento promedio 62,17 cm? En cuanto al
crecimiento de UFC en promedio se ob-
tuvo 6 UFC/g de suelo con aplicacién de
herbicida y 30 UFC/g de suelo sin herbi-
cida (Figura 2). Estos resultados concuer-
dan con lo propuesto por Druille et al.,
(2017) quienes evaluaron el impacto de la
aplicacion de glifosato sobre hongos be-
néficos del suelo, los cuales presentaron
un menor crecimiento.

Figura 2. Crecimiento de bacterias habitantes del suelo en medio de cultivo

Fuente: autores.



CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo permi-
ten inferir que la mezcla de herbici-
das Cletodim y Carfentrazona etilo con el
glifosato afectan la actividad microbiana,
lo cual podria constituir un problema de
contaminaciéon ambiental. Esto se debe a
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