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RESUMEN

En el presente proyecto se realiz6 un estudio del efecto de insecticida bioldgico sobre la microbiota y las propiedades
fisicoquimicas de un suelo, cultivado con Ananas comosus (pifia) en el municipio de Lebrija, Santander. Para este
efecto se tuvo en cuenta las areas denominada: Blanco (B), sin cultivo y sin fumigacion, control (C), sembrado con
pifia, pero sin fumigacion y el FB, con siembra y fumigacion. Para los analisis fisicoquimicos se aplicaron métodos
estandar y para el estudio microbiolégico utilizo la técnica de metagendmica. Los tres suelos presentaron al inicio
igual textura franco arcilloso — arenoso, siendo el C, con mayor porcentaje de limo, mayor porosidad (25,6%), mayor
pérdida de humedad, alta acidez, relacionada con el bajo pH y la disponibilidad de aluminio intercambiable, cual
puede ejercer efecto toxico en estas condiciones. Las tres areas experimentales presentaron al inicio bajo porcentaje
de materia organica (1,7-2,5%) al igual que carbono orgénico (0.61-0,96%) y una baja capacidad de intercambio
catiénico (7,7-12,4 meq /100g). Se demostré que, a lo largo del tiempo de experimentacion, las propiedades
fisicoquimicas no se alteraron de manera significante al aplicar el producto natural para la eliminacién simultanea de
hormigas y Dysmicocus brevipes que atacan el cultivo. Los analisis microbioldgicos reportan en el suelo FB un mayor
porcentaje del género Bacillus del 2,13% a 15,16%, contrastado con Proteobacterias que solo se identificd en el
suelo B (5,14%) en la muestra inicial y en el suelo C en todas las muestras con un aumento progresivo hasta el 6,43%
final. El insecticida bioldgico no afecta la microbiota del suelo, por lo cual la poblacion microbiana es constante durante
el tiempo de experimentacion, pero es poco diversa para un sistema biogeoquimico tan amplio como el suelo. Sin
embargo, el aumento de la poblacién de Bacillus en el suelo FB podria relacionarse con la adicién del bioinsecticida.

PALABRAS CLAVE:

Suelo, Bioinsecticida, Metagenomica, Pifia, Fisicoquimico.
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TITLE: STUDY ABOUT THE EFFECT OF THE BIOLOGICAL INSECTICIDE OVER THE
MICROBIOTA CHEMICAL PHYSICAL PROPERTIES OF A SOIL, CULTIVATED WITH
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FACULTY: Faculty of Environmental Engineering
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ABSTRACT

In this Project, it was made a study about the effect of the biological insecticide over the microbiota chemical physical
properties of a soil, cultivated with Ananas comosus(pineapple) in the municipality of Lebrija, Santander. For this effect, it
was taken into account the areas named: target (B) without crops either fumigation, control (C) cultivated with pineapple,
but without fumigation, and the FB, with crops and fumigation. Chemical physical analysis applied standard methods and
the microbiological study used the technic Metagenomics. At the beginning, the three soils showed the same texture with
an aspect clay loam-gritty, being the C with a bigger percentage of limo, more porosity (25,6%), a bigger moisture loss,
high acidity related to the pH and the interchangeable availability of aluminum, that can cause a toxic effect under these
conditions. The three experimental areas, at first, presented a low percentage of organic material (1,7-2,5%), the same
as organic carbon (0.61-0,96%), and a low capability of cationic exchange(7,7-12,4meqg/100g). It was demonstrated that
along the experimental time, the chemical physical properties remained without any meaningful alteration when applying
the natural product, for the simultaneous elimination of ants and Dysmicocus brevipes that attack the crop. The
microbiological analysis report on the ground a larger percentage of the Bacillus gender between the 2,13% to 15,16%,
in contrast to Proteobacterias that was only identified in the soil B (5,14%) in the initial sample and in the soil C in all the
samples with a progressive increase until the 6.4% final. The biological insecticide doesn't affect the microbiota of the soil,
whereby the microbial population is constant during the experimental time but is a little diverse for a biogeochemical as
large as the soil. Nevertheless, the increase of the Bacillus population in the soil FB could be related to the addition of the
bioinsecticide.
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Soil, Bioinsecticide, Metagenomics, Pineapple, Chemical/physical.

V° B° DIRECTOR OF GRADUATE WORK

14



INTRODUCCION.

El significante aumento de la poblacién mundial ha creado la necesidad de aumentar la eficiencia de
la produccion agricola, lo cual se puede lograr con el uso de agroquimicos. Entre estos productos los
maés utilizados son los pesticidas. Los pesticidas se clasifican segun la plaga que atacan. Asi los
insecticidas eliminan los insectos que dafian los cultivos, herbicidas que agreden para desaparecer las
hierbas las cuales compiten con el cultivo por los nutrientes y fungicidas combaten los hongos que

alteran la siembra.

La mayoria de estos productos son sintetizados quimicamente por el hombre, lo que hace que son
desconocidos por los microorganismos del suelo, y en consecuencia no los utilizan como carbono
primario en su metabolismo. Lo anterior conlleva a que estos quimicos persisten en el suelo

ejerciendo su accidn toxica a la microbiota y en el ecosistema en general.

Es por eso por lo que la nueva tendencia mundial es reemplazar los pesticidas quimicos por los
equivalentes pesticidas de origen bioldgico, los cuales al tener componentes naturales no generan
tanto dafio al medio ambiente. Sin embargo, es necesario analizar los posibles impactos creados en
los suelos especialmente si se desea garantizar un equilibrio biolégico y conservacion de las

propiedades fisicoquimicas del suelo, para asegurar su buena calidad.

En el presente trabajo se realizé un estudio del efecto del insecticida bioldgico sobre la microbiota y
las propiedades fisicoquimicas de un suelo utilizado para el cultivo de Ananas comosus (pifia) en el
municipio de Lebrija, Santander. Para este prop6sito se aplico un insecticida natural, registrado con
la solicitud de patente y utilizado en el cultivo de la pifia para combatir Dysmicocus brevipes y las

hormigas que conviven en simbiosis.

El proyecto inicié por la valoracion de las propiedades fisicoquimicas y microbioldgicas iniciales del
suelo, destinado para el cultivo de Ananas comosus en el municipio de Lebrija, Santander, seguido
por la evaluacion de estas propiedades después de haber aplicado el insecticida bioldgico de interés.
Finalmente se analizo los cambios presentes en la microbiologia y propiedades fisicoquimicas del

suelo objeto de estudio.
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1. OBJETIVOS.

% OBJETIVO GENERAL.

Realizar un estudio del efecto del insecticida bioldgico sobre la microbiota y las propiedades
fisicoquimicas de un suelo utilizado para el cultivo de Ananas comosus (pifia) en el municipio de
Lebrija, Santander.

s OBJETIVO ESPECIFICO.

= Valorar las propiedades fisicoquimicas y microbiologicas iniciales del suelo destinado para el
cultivo de Ananas comosus en el municipio de Lebrija, Santander.

= Evaluar las propiedades fisicoquimicas en suelos cultivados con Ananas comosus tras la

aplicacion del insecticida bioldgico.

= Analizar los cambios presentes en la microbiologia del suelo cultivado con Ananas comosus

tratado con el insecticida biolégico de interés.
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2. MARCO TEORICO.

2.1 CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS DEL SUELO.

El suelo se considera un ecosistema relacionado con diferentes dindmicas de su entorno, sea en la
atmosfera y los estratos inferiores del suelo que son las capas de tierra, resto de seres vivos, gases,
agua, sales minerales, entre otras, que se encuentran depositados uno sobre otros. Esta dindmica
influye en el ciclo hidroldgico y el clima de la atmosfera, donde se crean y reproduce gran variedad
de comunidades de organismos. Esta agrupacion de seres vivos como las plantas, animales y
microbios, son quienes participan como un reactor biofisico-quimico, donde se realiza la
descomposicion de la materia prima y los reutiliza en nutrientes para la reproduccidn y regeneracion
de la vida en la tierra (Hillel, 1998).

A continuacidn, se describen los principales parametros fisicoquimicos del suelo y se relacionan su
importancia para el uso agricola. Por lo anterior, es importante preservar el suelo permitiendo que

mediante la conservacion de sus propiedades se puede dar su uso agricola, mediante cual se estimula el

crecimiento de microbiota.

2.1.1 Perfil del suelo.
La parte mas representativa del suelo es su superficie, que puede ser lisa, granular, agrietada, dura,

nivelada, con o sin vegetacion y de tal forma puede afectar procesos de radiacion e intercambio de

calor, agua y movimiento de solutos, entre otros (Jaramillo, 2002).

A lo largo del perfil vertical del suelo, se puede observar diferentes capas denominados horizontes.
La primera capa es el horizonte O, compuesto por deposito y degradacion aerobia de materia organica
(hojarasca). ElI Horizonte A, es la zona de mayor actividad bioldgica y estd compuesto por los depdsito
de materia organica y minerales de suelo, es decir, son los compuestos obtenidos de actividades de

laboreo, pastoreo, etc. El horizonte B es mas denso, por la acumulacion iluvial de arcillas, hierro,
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humus, aluminio, carbonatos, yeso y/o silice, por lo cual puede inhibir el drenaje de agua y
penetracion de raiz. Finalmente, se presenta el horizonte C, cual es la zona principal del suelo, debido
que se encuentra roca madre. Este perfil esta constituido por una acumulacion de silice, carbonatos y
sales solubles (Jaramillo, 2002). En la figura 1 se observa los diferentes horizontes descritos

anteriormente.

Figura 1. Representacion esquematica de un perfil de suelo
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Fuente: Departamento de Edafologia y Quimica Agricola. Universidad de Granada. Espafia.

http://www.edafologia.net/introeda/tema01/perfil2.htm

En la figura 1, se observa el horizonte O, el cual se encuentra en la superficie del suelo y esta
conformado por musgos, liquenes, hojas y ramas, que aun no han sido afectados por la actividad
bioldgica. El horizonte A, estd formado por el contenido de materia organica y su estructura es
granular. A continuacién, se encuentra el horizonte B, el cual se compone mayormente de arcilla,
oOxidos de hierro (Fe), Aluminio (Al) y materia organica. Por Gltimo, el horizonte C, sin ningun tipo
de desarrollo en su estructura edafica. Adicionalmente se puede observar en la figura 1, que cada uno
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de los perfiles contiene particulas con diferente tamafio. Esta caracteristica denominada textura tiene
una incidencia grande en la clasificacion del suelo y el uso que se le da.

2.1.2 Textura de suelos.
La textura del suelo esta constituida por particulas de diferente tamafio como: arena gruesa, arena

media, arena fina, limo y arcilla. Un suelo arenoso carece de propiedades coloidales, lo cual se refleja
en un bajo contenido de nutrientes por la baja cantidad de agua retenida, que con lleva a una alta
aireacion. En contraste, un suelo arcilloso retiene facilmente el agua, lo cual permite un alto contenido
de nutrientes y una baja permeabilidad. Por ultimo, se encuentran los suelos francos, los cuales son

equilibrados de forma estructural y los mas adecuados para el uso agricola (Rucks, 2004).

Para determinar la textura se maneja dos tipos de métodos: el analisis granulométrico y Bouyoucos.
El método granulométrico es el procedimiento en el cual se pueda separar las particulas constitutivas
del agregado segun los tamafios de su didmetro, permitiendo conocer el peso de cada una. Para aplicar
esta método se manipulan tamices de diferentes tamafios, cuales permiten pasar una parte de
particulas y retienen otras. Finalmente, se obtiene el porcentaje retenido en cada tamiz con respecto
al total de la muestra (UCA, 1996).

El método de Bouyoucos permite calcular el porcentaje de arcilla, limo y arena. En el calculo de este
porcentaje se debe tomar dos lecturas por medio del hidrometro (IHOBE, 1998):

1) Se efectta una lectura a los 40 segundos teniendo en cuenta la temperatura del suelo y con esta
lectura se calcula el porcentaje de arena.

2) Se verifica una segunda lectura a las 2 horas de la misma manera y se obtiene el porcentaje el
porcentaje de arcilla.

3) Se realizan las correcciones del hidrometro para cada temperatura (°t) a partir de la formula:
Ecuacion 1.

c= (°tx0.36)-7.

c: correccion del hidrometro.

°t: temperatura en que se realizo la lectura del hidrometro.

El calculo de porcentaje de arena, limo y arcilla se realiza aplicando las ecuaciones 2, 3 y 4:
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Ecuacién 2.

100
peso de la muestra

%Arena = 100 — (primera lectura corregida 40 segundos) *

Ecuacion 3.

100
peso de la muestra

%Arcilla = 100 — (segunda lectura corregida 2 horas) *

Ecuacion 4.
%Limo = 100 — (%Arena + %Arcilla)

Luego de obtener los porcentajes correspondientes, se halla el tipo de suelo segun el tridangulo textural

presentado en la figura 2.

Figura 2. Triangulo textural para la medicion de la textura del suelo.
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Fuente: United States Department of Agriculture (USDA).

En la figura 2 se observa el tridngulo dividido en 12 &reas, las cuales tienen indicadas diferentes
proporciones de arena, limo y arcilla. Este tridngulo, cuenta con tres escalas con nimeros inclinados
que permite trazar la linea correspondiente al porcentaje de cada proporcién de suelo y de esta manera

interceptar el punto cual indica la textura analizada.
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2.1.3 Materia organica.
La materia orgénica (M.O) estd formada de diferentes compuestos como son los carbohidratos,

ligninas y proteinas, el cual consiste en materiales carbonados en distintos grados de descomposicion.
Este parametro se puede manifestar en dos fracciones segun sus caracteristicas biologicas: una
fraccion poco estable (labil) que estd conformada por material en transicion (residuos vegetales
frescos y la materia organica himica) y representa una pequefia parte de la masa total del suelo. Esta
parte establece la principal fuente de alimentacidn para la microbiota de este medio. La segunda
fraccion se encuentra de manera estable y se compone por materia organica transformada (sustancias
hamicas). Debido a que su presencia es estable, es altamente resistente a la actividad microbioldgica
(Cespedes, 2005).

La M.O en el suelo puede ejercer algunos efectos, como minimizar la erosion de si mismo,
permitiendo la unién de las particulas del suelo como lo es la arena, limo y arcilla. Las particulas del
suelo con mayor tamafio (arenas), facilita la aparicion de poros, el cual permite que la materia

organica quede ocluida y la microbiota del suelo sobrevivan en estas condiciones (Cespedes, 2005).

El aumento de la materia organica en suelos cultivados se da principalmente por la aplicacién habitual
de compost o fertilizantes que pueden ocasionar un incremento del contenido de microrganismo
presentes en el suelo. Este comportamiento se evidencia en los estudios de realizados por el Institutos

de Investigaciones Agropecuarias (Cespedes, 2005).

Teniendo en cuenta el porcentaje de la materia organica, el suelo se puede clasificar en: muy bajo,

bajo, medio, alto y muy alto (Ver tabla 1).

Tabla 1. Intervalos de referencia para clasificar la concentracion de la materia organica en dos clases de suelos:

Clase Materia organica (%) | Materia organica (%o)
Suelos volcanicos Suelos no volcanicos
Muy bajo <4.0 <0.5
Bajo 4.1-6.0 0.6-1.5
Medio 6.1-10.9 1.6-3.5
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Clase Materia organica (%) | Materia orgénica (%o)
Suelos volcanicos Suelos no volcanicos
Alto 11.0-16.0 3.6-6.0
Muy Alto >16.1 >6.0

Fuente: (Norma oficial Mexican, 2002)

2.1.4 Infiltracion.
La infiltracion se conoce como la cantidad de agua que atraviesa el suelo por unidad de tiempo.

También, se define como la capacidad que presenta los horizontes superficiales del suelo para
absorber el agua. Uno de los principales factores que influyen la capacidad de infiltracion es la textura
del suelo, debido que, al presentarse una predominancia de arenas en el medio, aumenta la porosidad,

lo cual facilita la velocidad de infiltracion en el perfil del suelo.

El procedimiento para determinar la infiltracion se realiza en condiciones de campo, por medio del
método “cilindros infiltrometros” (Jimenez, 2008). En la tabla 2 se mencionan los diferentes

intervalos que definen la velocidad de infiltracion en un suelo.

Tabla 2. Clasificacién de la Velocidad de Infiltracion.

Infiltracion (cm/hora) Clasificacion
<1 Muy Lenta
1-5 Lenta
5-20 Moderadamente Lenta
20-63 Moderada
63-127 Moderadamente Répida
127-254 Rapida
>254 Muy Rapida

Fuente: (Instituto Geografico Agustin Codazzi, 1990).

2.1.5 Capacidad de Intercambio Catidnico.
La capacidad de intercambio cationico (CIC) es el nimero total de cationes intercambiables que un

sustrato puede retener. Este parametro depende del pH, cantidad de arcilla, estado de descomposicion

y material organico presente (Syers, 1970).
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La importancia de este pardmetro radica en determinar la disponibilidad y cantidad de nutrientes en
el suelo, como el Mg?*, K*, Ca®*, Na+, Al 3 y H*. Estos afectan la productividad de los suelos
agricolas, debido que influyen en los procesos metabolicos de las plantas (Havlin et al., 2005)
(INTAGRI S.C, 2019).

En la tabla 3 se observa la relacion entre la CIC y materia organica.

Tabla 3. Parametros de CIC relacionados con la Materia Organica

C.1.C. total Observaciones
meq/100g
0-10 Suelo muy pobre: necesita aporte importante de materia organica para
elevar C.I.C.
10-20 Suelo pobre: necesita aporte de materia organica.
20-35 Suelo medio en cantidad de materia organica.
35-45 Suelo rico en cantidad de materia organica.

Fuente: (Garrido, 1994)

2.1.6 pH
El potencial hidrogeno (pH) calcula el grado de acidez de un suelo por medio de la concentracion de

hidrogeniones (H") que existen en la solucién acuosa del suelo. Este parametro es una de las
propiedades quimicas mas importantes de los suelos, debido a que incide en la mineralizacion de la

materia organica, disponibilidad de nutrientes para las plantas, entre otros (Soledad, 1993).

Los suelos muy acidos (pH < 5.5) tienden a presentar cantidades elevadas aluminio lo que se convierte
en tierras toxicas, generando una dificultad en la retencion de nutrientes. Un pH neutro es 6ptimo
para los suelos agricolas, debido a que los elementos nutritivos estan facilmente disponibles para las
plantas. Por lo contrario, a los suelos con pH mayor de 8,5 puede presentar dificultad para la actividad
agricola por la escasez de los nutrientes (Ver Figura 3). Sin embargo, en la literatura se reporta que
el pH en el suelo agricola puede relacionarse segun el tipo de cultivo (Jaramillo, 2002), por ejemplo,

para plantas con rango entre 4,8 y 5,5 se encuentra la pifia, yuca y papa.
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En la figura 3, se observan los valores de pH con relacion a los nutrientes presentados en un suelo.

Figura 3. Relacién de pH con el tipo de suelo.
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Fuente: (Buckman y Brady, 1969).

El pH alto favorece la abundancia de los elementos como: Boro y Fésforo en cambio en los suelos de
alta acidez se preserva elemento hierro. De igual manera, se observan elementos como: Potasio y

Azufre mantienen su concentracién en el medio alcalino de suelo.

2.1.7 Conductividad Eléctrica.
La conductividad eléctrica (CE) determina la concentracion de sales solubles en la muestra. La

medicion de este parametro es de especial cuidado en el caso de riego de suelos con agua residual
(AR). En este caso se pueden presentar dos situaciones contrarias, una desfavorable para el suelo y
otra que lo beneficia. Una de ellas es cuando las sales disueltas en agua pueden saturar el suelo
causando aumento de su compacticidad y otro efecto contrario cuando las sales presentes en AR
aportan valores nutricionales elementos como el nitrégeno, fosforo y carbono (United States

Department of Agriculture, 1996).
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De igual manera el aumento de CE en un cultivo se puede dar por dos razones, uno puede ser por la
presencia de fertilizantes insolubles, y el otro por la incorporacion de una cantidad de fertilizante
superior a las absorbidas o lixiviadas (Barbaro, 2019).

En latabla 4 se observa los efectos causados por la conductividad eléctrica respecto al tipo de cultivo.

Tabla 4. Parametros de salinidad.

Conductividad Eléctrica (dS/m) Efectos
0-2 No salino Efectos de la salinidad imperceptibles.
2 -4 Ligeramente salino Se delimitan las ganancias de cultivos muy
sensibles.
4 — 8 Moderadamente salinos Disminuyen los beneficios de la mayoria de los
cultivos.

Algunos cultivos tolerantes son:
alfalfa, remolacha, cereales y los sorgos para

grano.
8 — 16 Fuertemente salinos Solo cultivos tolerantes.
>16  Muy fuertemente salinos Solo cultivos muy tolerantes.

Fuente: (United States Department of Agriculture, 1996).

Los cultivos tolerantes a la concentracion de sales dependen del tipo de siembra, sea cultivos lefiosos
o cultivos horticolas. En algunos cultivos sean lefiosos o horticolas, se encuentran el laboreo de
algunos frutos como los citricos, donde un parametro importante para saber su capacidad de
produccion es la tolerancia de su salinidad en su cultivo. Para disminuir el efecto toxico, causado por
los iones de cloruro, los citricos desarrollan una tolerancia que esta relacionada con la accién de
portainjertos, lo cual ocasiona la capacidad de exclusion del cloruro, evitando de esta manera su
acumulacién en las hojas de la variedad injertada. De igual manera se puede ver cultivos con la
sensibilidad a la salinidad como la cebolla, zanahoria, alfalfa con un limite de CE del 1.2 (dS/m)
(Lépez, Arbona, Pérez, & Gomez, 2008).

2.1.8 Densidad Aparente y Real.
La densidad se puede clasificar como densidad aparente, que es la densidad media de sus particulas

solidas y densidad real, que tiene en cuenta el volumen de los poros.
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La densidad real (DR) Es una propiedad basica que se debe calcular para conocer el volumen total
de poros. Estadensidad es el peso de suelo seco, que se divide por el volumen de solidos que contiene.

Las unidades utilizadas son gramos por centimetro cubico (Thompson & Troeh, 2002).

La medicion de la densidad real aplica el principio de Arquimedes, donde se mide el volumen de
liquido desplazado por el sélido de interés. Para este proposito, se llena un recipiente con un volumen
de 25 ml de agua y se pesa, luego con el mismo frasco, pero vacio, se agrega un peso de suelo seco

(20gr) y se agrega nuevamente el mismo volumen de agua, finalmente se vuelve a pesar.

La densidad aparente (DA) se define como el peso de una unidad de volumen de suelo seco
incluyendo su espacio poroso (Thompson & Troeh, 2002). La densidad aparente se relaciona con la

textura, porosidad, humedad y materia organica. Este pardmetro se determina in situ.

En la ecuacion 5, indica el calculo de la densidad aparente, se utiliza un cilindro metélico (cc),
respecto al peso de la muestra seca (g) y después de haber ingresado al horno a 105°C durante 24

horas.

Ecuacion 5.

Peso muestra seca (g)

Da =
4 Volumen del cilincro (cc)

Los valores de densidad aparente debajo de 1.3 kgxm™ indican un suelo poroso, y los que se
encuentran encima de 1.3 kgxm indican una baja porosidad siendo ambos parametros inversamente
proporcionales (FAO, 2018).

En la ecuacion 5 se calcula la porosidad del suelo teniendo en cuenta la densidad real y densidad

aparente.

Ecuacion 6.
Da
Porosidad total (%) = (1 — E) * 100
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La porosidad total en el suelo determina el porcentaje de espacio que hay entre un material solido y
la zona vacia cual puede ser ocupada por el oxigeno o agua, denominado espacio poroso. El espacio
poroso se divide en macroporos (g >50 p) y microporos (<10u). Los macroporos, son los que se
encargan del drenaje y la aireacion del suelo, ademas, el desarrollo de las raices. Por lo contrario, los

microporos retienen el agua, el cual hace que esté disponible para las plantas (Rucks, 2004).

La porosidad en el suelo puede afectar su tipo de textura y su densidad aparente, de tal manera que
los suelos de textura fina y altos contenido de materia organica estan relacionados con valores bajos
de densidad y alto porcentaje de porosidad. En la tabla 5 se reporta algunos valores relacionados con

la textura y la densidad aparente (Ver tabla 5).

Tabla 5. Relacidn entre la densidad aparente y la textura de suelo.

Textura Densidad aparente (Mgxm™3)
Fina (arcilloso) 1,00-1,30
Media(francos) 1,30-1,50

Gruesa(arenosos) 1,50-1,70

Fuente: (Rubio, 2010).

En latabla 5, se observa que a mayor diametro de las particulas en el suelo mayor la densidad de este,

y a menor didmetro disminuye la densidad.

La densidad aparente ocasiona la inhibicion del crecimiento de las plantas, debido al comportamiento
de la porosidad del suelo sobre las raices, entre mayor sea la densidad aparente la porosidad disminuye

y no permite el crecimiento radicular de estas (Rubio, 2010).

2.1.9 Fosforo.
El fosforo es el elemento principal para la nutricion de las plantas y es adsorbido en forma de fosfatos.

La fuente original del fosforo es la roca madre, se encuentra como fosforo total y esta constituido de

forma organica e inorganica.
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El fésforo organico se encuentra por medio de residuos de vegetales y se encuentra en diferentes
compuestos como: nucleoproteinas, fosfolipidos y fosfo-azucares. Mientras que el fosforo
inorganico, se halla como fosforosoluble e insoluble. El fosforo intercambiable, es la adsorcién
anionica del suelo, el cual depende del pH. A medida que disminuye el pH, aumenta la adsorcion de
fosfatos. El fosforo de manera insoluble, también se ve afectado con el valor de pH, donde el ion
H.PO4 es favorecido en pH neutros y acidos. Finalmente, el fosforo insoluble, esta formado por partes

de los minerales primarios como las apatitas Cas(PO4)3(F,Cl,OH), entre otros (Pellegrini, 2017).

Debido que el fosforo es uno de los elementos principales para la nutricion del cultivo en el suelo, es
importante mencionar el comportamiento de este elemento en el sistema suelo/planta, donde tiene
como su principal origen los fertilizantes fosfatados, cuales se degradan originando diferentes

sustancias, cuales producen el fosforo (Ver Figura 4).

Figura 4. Diferentes tipos de movilidad del fosforo en el suelo.
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Fuente: (Adaptado de Conti, 2000).
En la figura 4, se observa diferentes tipos de movilidad en el sistema del fosforo total en el suelo, el

cual consiste en tres entradas por medio de fertilizantes, fosforo organico e inorganico y tres salidas

como la lixiviacion, erosion, extraccién por cultivos y escurrimiento.

En latabla 6, se observa la determinacién de la calidad del suelo segln el contenido de fésforo.
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Tabla 6. Determinacion de la calidad del suelo segun el contenido de fosforo.

Categoria | Suelos Neutros- Suelos Acidos
Alcalinos
mg/Kg de P
Bajo <5,5 <15
Medio 55-11 15-30
Alto >11 >30

Fuente: (Norma Oficial Mexicana, 2002).

2.1.10 Nitrdgeno.
El nitrogeno es uno de los elementos mas abundantes de la Tierra e indispensable debido a que forma

parte de las principales biomoléculas de todos los seres vivos. Este elemento se puede presentar en el
suelo debido a los aportes de materia organica y a la fijacion bacteriana a partir del aire. Sin embargo,
la cantidad de nitrégeno es escasa en diferentes tipos de suelo causada por su propia dindmicay a su

ciclo biogeoquimico (Fernandez, 2006).

El 99 % -95 % del nitrdgeno se encuentra de forma organica en el suelo y una pequefia parte se halla
en forma inorganica como NH4", NOs™ y NO2", donde solo los nitritos y nitratos son asimiladas por

las plantas (Pellegrini, 2017).

Asi mismo, los microorganismos utilizan el nitrdgeno como una fuente de alimentacién para su
metabolismo, el cual incorporan una parte del nitrégeno asimilable a sus tejidos y luego de que estos
organismos mueren, el nitrdgeno reingresa al suelo y su ciclo es completado. Se puede mencionar
gue algunos de estos microorganismos poseen carencia de nitrogeno, el cual puede afectar el
crecimiento y no tendra un éptimo desarrollo de su poblacion (Fernandez, 2006). Por lo contario,
también existen microorganismos como las bacterias Nitrosomonas que intervienen en la oxidacion
de NH4" a NO.. y posteriormente la oxidacién de NO2- a NOs-, debido a la accién de bacterias

Nitrobacter, cual desarrolla un éptimo crecimiento de su comunidad (Perez J. , 2001).
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En latabla 7 se observa algunos parametros para determinar la fertilidad del suelo segun su contenido

de nitrogeno total.

Tabla 7. Parametros establecidos para evaluar un suelo con base en su contenido de nitrdgeno total.

Categoria Nitrégeno Total (%0)
Extremadamente pobre <0,032
Pobre 0,032 - 0,063
Medianamente pobre 0,064 — 0,095
Medio 0,096 — 0,126
Medianamente rico 0,127 - 0,158
Rico 0,159 - 0,221
Extremadamente rico > 0,221

Fuente: (Fernandez, 2006)

2.2 ECONOMIA AGRICOLA DEL MUNICIPIO DE LEBRIJA-SANTANDER, COLOMBIA.

La economia en el municipio de Lebrija —Santander, se desarrolla en subsectores agricola y pecuario,
con un ingreso cerca del 80% de la poblacion. En Lebrija el potencial econémico de subsectores de
cultivos de citricos es alto, aun cuando se evidencian problemas en el nivel tecnoldgico de agricultores

y manejo fitosanitario (Municipio de Lebrija, 2016-2019).

Segun indica el sitio web de la Alcaldia de Lebrija — Santander, se menciona su bajo nivel de
tecnologia y variedades de herramientas de cultivo inapropiadas que ocasionan una baja
productividad de cosechas. Por esta razdn, se observa algunas préacticas de labranza no sostenibles y
el uso irracional de agroquimicos. Sin embargo, la produccion de citricos como es el cultivo de la
pifia se mantiene, lo cual indica area cultivada correspondiente a 5.074 Ha lo que equivale a una
produccion de 140.800 Ton/afio. Al comparar la pifia con otros citricos como la mandarina, cual
ocupa un area de cultivo de 2.802 Ha, el limén TAHITI 372 Ha y la naranja valencia 214 Ha, con un
total de los tres cultivos de 3,388 Ha, lo cual es proporcional a 62,900 Ton/afio. Por esta razon, se

deduce que la pifia es la principal actividad agricola del municipio de Lebrija (Ver tabla 8).
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Tabla 8. Produccion del cultivo de citricos en el Municipio de Lebrija Santander.

Producto. Cultivo en Ha. Ton /afio. Valor estimado Generacion de
en$. empleo (personas).
Pifia 5.074 140.800 40,000 3,552
Mandarina 2.802
Limon TAHITI 372 62,900 26,450 1,000
Naranja valencia 214

Fuente: (Gobierno de Lebrija Santander, 2019)

2.2.1 La pifiay las principales caracteristicas de su cultivo.
La Ananas comosus, popularmente conocido como pifia, es una planta de la familia de las

Bromeliaceas originaria de los paises tropicales y subtropicales (Lim, 2012). Esta fruta tropical tiene

una amplia aceptacion del consumidor debido a su gran aroma y sabor.

Las principales caracteristicas de cultivo de la pifia se encierran en el ciclo siembra —cosecha, el cual
necesita maximo 12 meses desde la siembra. Sin embargo, en ambientes frios subtropicales es
necesario 18-24 meses. De igual manera, la productividad depende del control que se tenga en el

manejo de agua, nutrientes y el control de plagas (Malezieux, Cote, & Bartholomew, 2003).

Otra caracteristica del cultivo de la pifia es la altura que debe tener 800-1.200 metros sobre el nivel

del mar y que sea un suelo permeable con textura tipo franco (DANE, 2016).

Estudios demuestran que las condiciones optimas de pH en el terreno cultivado con la pifia deben
estar en un rango de 4,5 a 5,5, lo cual permite reducir las enfermedades que provienen del suelo. Por
eso se recomienda evitar los pH superiores de 7.0 aunque se demuestre mejores producciones si hay
alta fertilidad (Malezieux, Cote, & Bartholomew, 2003). Ademéas del control del pH y otras
condiciones requeridas para el cultivo es necesario hacer el seguimiento de los insectos que atacan a

la pifia (Ananas comosus).
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2.2.2 Principales plagas en el cultivo de pifia.
Segun el Manual Técnico de buenas préacticas en cultivo de pifia (1999), existe variedad de plagas

presentes en el cultivo de pifia, algunas de ellas son: la gallina ciega: Phyllophaga menetriesis,
mariposa del fruto: Thecla basilides, Nematodos: Meloidogyne spp., Rotylenchulus spp.,
Helicotylenchus spp., Pratylenchus spp., y Criconemoides spp.

Entre los insectos que mayor dafio presentan en los cultivos de pifia en el municipio de Santander es
Dysmicocus brevipes (piojo blanco), es un insecto de un tamafio pequefio, de forma ovalada, plano y
de cuerpo blando. Se encuentra cubierto de un polvo ceroso blanquecino, con filamentos laterales de
igual color (Ver figura 5). Su impacto en el cultivo se debe a que dafia la planta succionando la sabia,

ocasionando su deterioro y retardo en el crecimiento de cultivo de la pifia (OIRSA, 1999).
Dysmicocus brevipes convive en simbiosis con hormigas, las cuales lo transportan y aprovechan el
residuo de alimento generado por el piojo blanco. Estos insectos causan un color rojizo en las hojas

de la planta por lo cual se puede identificar la presencia de la plaga (OIRSA, 1999).

Figura 5. Dysmicoccus brevipes presente en la pifia.

Fuente: (Masterjii,2013).

2.2.3 Uso de insecticidas en el cultivo de piia.
Para combatir este insecto se utiliza actualmente en los cultivos dos tipos de insecticidas: quimicos y

bioldgicos. Por tradicion, los agricultores del municipio de Lebrija-Santander utilizan mas
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frecuentemente los insecticidas quimicos como es el pesticida Lorsban 4EC porque es més factible
para la actividad agricola por su fécil preparacion, pero el dafio que desarrolla en el ecosistema y en
la salud humana es grande, especialmente que puede ocasionar gran alteracion de los

microorganismos que estan presentes en el suelo.

Ademas, el insecticida quimico representa un peligro a largo plazo para el medio ambiente, por lo
tanto, estos productos que son Contaminantes Organico-Persistentes (COP) se encuentran prohibidos
por el Convenio de Estocolmo, que ingresé en vigor en mayo de 2004 y se encuentra entre los 12
productos quimicos prohibidos (Red de Accion en Plaguicidas del Reino Unido, 2009). Por esta
razén, se cree necesario reemplazar los insecticidas quimicos por productos naturales como lo son los

insecticidas bioldgicos.

En la actualidad se han utilizados varios insecticidas bioldgicos para diferentes clases de plagas. Se
encuentra el insecticida Azadirachtin, que es utilizada para regular el crecimiento de los insectos,
interfiriendo con la hormona mudadora ecdisoma. Asi mismo, también se ha utilizado bacterias como
Bacillus Thuringiensis, que son patdgenos para algunos insectos (Castro, 1994). El acido giberélico
es un producto metabdlico de hongos cultivados para llevar a cabo sobre la aplicacion de la tierra
para el crecimiento de plantas y arboles.

En el presente se ha demostrado la eficiencia de los insecticidas biologicos sobre las plagas. Sin
embargo, no existen investigaciones sobre los efectos microbiolédgicos y fisicoquimicos que puede

ocasionar este insecticida sobre el suelo.

Debido a lo anterior, es necesario realizar un estudio mas profundo que permite un analisis sobre los

efectos que ejerce un insecticida bioldgico en la actividad microbiolégica del suelo.

2.2.4 Insecticida Biologico.
El insecticida bioldgico es un producto natural que contribuye con el medio ambiente, debido a su

composicion organica. Este producto soluciona el control de plagas como la cochinilla harinosa. Uno
de los insecticidas que ha presentado alto rendimiento en la eliminacion de los dos insectos (hormiga
y piojo blanco) simultaneamente, se basa en dos componentes que son capsaicina y nicotina. La

capsaicina tiene la capacidad de causar trastornos digestivos de insectos como la hormiga, hasta que
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el insecto evite alimentarse (Casanova, 2002). El otro es el extracto de tabaco, nicotina, cual actla
como una sustancia toxica de contacto e ingestion eliminando el piojo blanco. Actualmente el

producto se encuentra en proceso de patentacion (Kopytko & Mujica, 2007).

En el estudio realizado por Vindas, A., & Blanco, H. (2013), se evaluaron 6 productos para el control
de Dysmicoccus brevipes en pifia, entre los cuales se destaco el jabdon liquido y extracto boténico,
debido a que presentaron una eficiencia semejante al insecticida quimico sintetizado (diazinén y
carbaril), indicando un alto potencial para el control de Dysmicoccus brevipes. Catalogando estos

productos organicos como una alternativa mas amigable que un quimico para el ambiente.

De la misma manera, se demostré que un insecticida bioldgico constituido del extracto de ajo y
cebolla tiene la misma capacidad que un insecticida quimico (clorpirifos) para combatir la plaga de
D. brevipes en un cultivo de rambutéan. Los resultados obtenidos en este estudio reportan la eficiencia
del insecticida quimico de 96.91% y del biol6gico de 96.41, siendo la mejor relacion beneficio/costo

el insecticida bioldgico de extracto de ajo y cebolla (Romero M. , 2017).

2.3 METAGENOMICA.

En el campo de la biologia molecular se ha llevado a cabo tradicionalmente estudio de las muestras
cultivadas en el laboratorio. Sin embargo, esta técnica nos permite demostrar la gran complejidad de
los microorganismos en el suelo. Los cientificos demostraron interés por investigar especies que se
limitan en crecer en un cultivo de laboratorio, lo cual generd la necesidad de desarrollar una técnica

que sea innovadora para analizar los genomas (Da Lin, 2006).

La metagendémica es el analisis gendmico de comunidades microbianas que estan presentes en el
ambiente. Esta estrategia de estudio manipula la genética y analisis del genoma para determinar las
caracteristicas y rasgos genéticos de los organismos (Handelsman, 1998). Ademas, comprende las

interacciones entre especies y su entorno.
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El método metagendmico es una técnica de alto rendimiento para determinar los cambios presentes
en un suelo alterado por condiciones especificas. El procedimiento gendémico se debe realizar
aplicando varios pasos: 1: seleccion de la muestra en campo, 2: aislamiento del material genético de
la muestra. 3: manipulacion del material genético, 4: construccion de una libreria, y 5: analisis del

material genético en la libreria creada para el metagenoma (Wilson, 2013) (Ver Figura 6).

Figura 6. Diagrama que representa el procedimiento del método metagenémico.

BAC vector A
metagenomic DNA fragment i’/\/ J\Y%

. manipulation of DNA cloned metagenomic DNA
isolation of DNA from -
environmental sample ligation of fragments
@ with vectors
cultured E. coli colonies
expression of different proteins
analysis construct library

Fuente. (Da Lin, 2006)
Como se observa en la figura 6 el paso inicial es la extraccion de los fragmentos de ADN de la muestra
tomada en campo, luego se realiza una purificacion de ADN, seguidamente la amplificacion de ARNr

16S y ARNr18S, para finalmente llevar a cabo la identificacion por PCR.

2.3.1 La biodiversidad microbiana del suelo.
El suelo sirve como un sistema bioldgico, el cual se desarrolla como un microhébitat para diferentes

clases de microorganismos para el beneficio de ambos (Barrios, 2007). Adicionalmente, las

propiedades del suelo pueden ocasionar una cantidad de diversidad microbioldgica.

Segun lo anterior, la condicidén para obtener una escala amplia de micronichos depende de la
estructura del suelo y factores ambientales como el contenido de la materia organica, disponibilidad
de fuentes de energia, nutrientes, pH, la genética de los microorganismos y las relaciones entre ellos,

el cual puede afectar la eficiencia de la mirobiota del suelo (Nannipieri, 2003).
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Algunos microorganismos que constituyen la comunidad microbiana son las Bacterias. Los niveles
taxonomicos de las bacterias se encuentran en el siguiente orden: Reino, Filo, Clase, Orden, Familia,

Genero y Especie. A continuacion, se describe la morfologia y funciones de algunos Filo de interés.

- Filo Actinobacterias.

El Filo Actinobacterias estdn compuestas con alto contenido de citosina y guanina, estos
microorganismos pertenecen al grupo de bacterias Gram positiva, también se caracteriza por tener
una morfologia similar a los hongos, debido a esta relacion ambos tienen la capacidad de adaptarse

en el mismos habitat (Prescott, 2004).

Segun a lo anterior, algunas Filo de Actinobacterias son antagonistas de hongos patégenos (El-
Tarabily, 2000) o pueden contribuir a grupos ecolédgicos beneficiosos con plantas/animales. Esta clase
de bacterias son esencialmente habitantes del suelo, el cual permite ser los principales degradadores
de los compuestos orgénicos y se encuentran en la mineralizacion de la materia organica (Prescott,
2004).

Debido a que estas bacterias son antagonistas, pueden desarrollarse en bajas concentraciones de
nutrientes, genéticamente estable, son resistentes a los pesticidas, pero no interfiere en el cultivo
(Frioni, 2005).

Algunas caracteristicas que posee Actinobactearias, suelen resistir tanto la accion del viento por

cual se mantienen en el mismo lugar a pesar de precarias condiciones de suelo (Ibafiez, 2013).

- Filo Acidobacterias.

Las Acidobacterias es un nuevo grupo bacteriano, el cual consiste principalmente en bacterias
acidofilas. Estudios recientes han indicado que son un grupo dominante en el suelo forestal (Rakesh,
2013) y a su vez solo se encuentran in situ, pero no son cultivables convirtiendose en un Filo poco
estudiado. Las incidencias mas altas de Acidobacterias se presenta en suelos con pH mas bajos
(Griffiths, 2011). Este Filo, tienen la habilidad de adaptarse a baja disponibilidad de sustratos (Fierer
, 2007).

- Filo Planctomycetes.
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Los Planctomycetes se encuentra en un grupo distinto de bacterias, los cuales ocupan diversos nichos
ecoldgicos como: biorreactores de aguas residuales, sedimentos marinos y agregados organicos, y
habitats terrestres 0xidos y anoxicos (Liesack , 2001). Se considera que los Planctomycetes indica
un papel importante en el ciclo de los compuestos organicos e inorganicos, lo cual constituye una

proporcion significativa de la poblacion microbiana (Jenkins, 2002).

También, se reporta el importante descubrimiento sobre el litotrofo proveniente del filo
planctomiceto autotrofo capaz de llevar a cabo la oxidacion anaerdbica del amonio (proceso

anammox) Y la existencia de otros con actividades similares (Jenkins, 2002).

- Filo Chloroflexi.

Los miembros del Filo Chloroflexi, se asocian en héabitats extremos (termdfilas), como esteras
microbianas, aguas termales, ambientes hipersalinos, suelos y sistemas de tratamiento de aguas
residuales (Nubel, 2002).

Estas bacterias toman como fuente de energia la luz y compuestos organicos como el Carbono y
presentan clorosomas que contiene bacterioclorofila c, el cual hace que se desarrollen en intensidades

bajas de luz.

- Filo Proteobacterias.

Las Proteobacterias son grupo de bacterias Gram negativas y su morfologia es muy variable, puede
ser bacilos, cocos y prostecas. Desarrolla todos los tipos nutricionales: Fotétrofos, Heterdtrofos y
Quimiolitrotofos. Este Filo incluye una gran variedad de patogenos tales como Burkholderia glumae,
Helicobacter, Neisseria gonorrhoeae, entre otros. Son abundantes en los ocenas y ambientes
acuaticos (asturnatura, 2004).Estas bacterias participan en un papel sumamente importante en el ciclo
del nitrégeno y carbono, se encuentran asociadas a las fracciones granulométricas gruesas del suelo
(Ibariez, 2013).

- Filo Bacteriodetes.
Los Filo Bacteriodetes es uno de los filos méas estudiados y es un organismo abundante en las heces

de los animales, se clasifican como bacterias Gram negativas, se divide en cuatro clases, Bacterioidia,
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Flavobacteria, Esfingobacteria y Citofagia (Bergey's, 2011). Incluyen las bacterias estrictamente
anaerobicos (Bacteroides) hasta estrictamente aerdbicos (Flavobacterias).

La comunidad microbiologica del Filo Bacteriodetes esta incluida en diferentes nichos ecoldgicos
como los océanos, agua dulce y suelo. Una de sus funciones es la degradacion de la materia organica
polimérica (Bernardet, 2006). Las caracteristicas fisicas en el suelo que son esencial para el
crecimiento de este Filo y se deben a las fracciones granulométricas finas, cuales se caracterizan por
la gran cantidad de Bacteroidetes y otros microorganismos que habitan en condiciones de sequedad

o alta incidencia de radiaciones gama (Ibafiez, 2013).

- Filo Firmicutes.

Los filo Firmicutes esta compuesta la mayor parte por bacterias Gram positivo con poco contenido
de guanina y citosina en el ADN. Posee una habilidad de producir endosporas, cual hace que sean
resistentes a la desecacion y sobrevivan en condiciones extremas. La mayoria crecen en un pH neutro,
pero muy pocas son acidéfilas o alcalofilas (William, 2009). Debido a que son formadores de
endosporas viven en una amplia escala en la superficie y subsuelo de la tierra, siendo el segundo filo

bacteriano méas abundante (Hugenholtz, 2002).

- Filo Verrucomicrobia.

La Verrucomicrobia se encuentra reciente en el dominio de la Bacteria. Este Filo se observa muy
poco en el suelo. Son dificiles de cultivar debido a que es poco frecuente en que sus células
bacterianas formen colonias visibles en el suelo (Kathryn, 2005), por esta razon existe pocos estudios
que se centren especificamente en la abundancia, diversidad y distribucion verrucomicrobiana
(Zhang, 2008). La mayoria de estas bacterias son mesofilas, facultativas/ anaerobias y oligotrofico
(T.Bergmann, 2011).
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3. METODOLOGIA.

Este proyecto se realizd en convenio con la Universidad de Santander (UDES), donde se efectuaron
los analisis microbiologicos en el Laboratorio de Biotecnologia y Biologia Molecular. Los analisis
fisicoquimicos de suelo se desarrollaron en la Universidad Pontificia Bolivariana, sede Bucaramanga
en laboratorio de suelos y en el Laboratorio de Estudios Ambientales (nitrégeno total y fosforo total).
Los ensayos de campo se llevaron a cabo en Granjas de Bellavista en Lebrija — Santander, donde
tradicionalmente se ha sembrado la pifa.

A continuacion, se especifica la metodologia que se aplicé para asegurar el cumplimiento de cada
objetivo.

3.1 VALORACION DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y MICROBIOLOGICAS
INICIALES DEL SUELO, DESTINADO PARA EL CULTIVO DE ANANAS COMOSUS EN
EL MUNICIPIO DE LEBRIJA, SANTANDER.

Para realizar los analisis iniciales fisicoquimicos y microbioldgicos del suelo se selecciond el terreno,
cual fue dividido en tres areas destinadas a diferentes condiciones experimentales. Todas tenian la

dimension de 6m x 1.5m y estaban separados a 1 metro de distancia (Ver Figura 7).
El muestreo inicial de suelo se realizé aplicando la guia metodoldgica de gestion ambiental (IHOBE,

1998), la cual indico la necesidad de componer la muestra de cada area por tres submuestras, cuales

fueron excavadas a 15 cm de profundidad de modo aleatorio.
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Figura 7. Delimitacidn de la zona experimental en el campo.

S
\\ =
s PR ey
\\\\ o an K \\\\ BLANCO
N CONTROL <
5
. /,////
s sk :
///////////
Biolégico
\

Fuente: Autora

La primera de las areas experimentales se denomind suelo de control (C), la cual tenia siembra de la
pifia, pero no se fumigo la plantacion durante el tiempo de prueba. En la segunda zona nombrada el
blanco (B) no se sembrd la pifia, ni se efectud la fumigacion y en la tltima area seleccionada se realizo
la siembra de pifia y se aplicé la fumigacion con el insecticida bioldgico tras 2 semanas, 4 semanas y
6 semanas de haber sembrado el cultivo. Esta zona se simbolizé como FB. Todos los suelos fueron

regados con agua lluvia y abonados con fertilizante mineral llamado triple 15 (15:15:15).

El procedimiento de fumigacion se realizo en las horas de la tarde (5:00 a 6:00 pm), aplicando el
bioinsecticida con la frecuencia de cada dos semanas durante el tiempo de experimentacion y
siguiendo el procedimiento que usualmente se efectlia para este tipo de insecticida en la zona. El
insecticida bioldgico se encuentra compuesto principalmente de capsaicina y nicotina, especialmente

utilizado para combatir la plaga Dysmicoccus brevipes.

En la Tabla 9 se especifican los muestreos y las actividades realizadas.
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Tabla 9. Cronograma de muestreos y actividades realizadas.
Fecha Muestreo Actividad Realizada
Febrero/09/2018 Muestreo 1 (M1) Toma de muestras iniciales y la posterior fumigacion
de suelos B, C y FB.
Febrero/10/2018 Muestreo 2 (M2) Toma de muestra de suelo FB.

Marzo/09/2018 Muestreo 3(M3) Toma de muestras y la posterior fumigacién de suelos
B,CyFB.

Marzo/10/2018 Muestreo 4(M4) Toma de muestra de suelo FB.

Octubre/08/2018 Muestreo 5(M5) Toma de muestras y la posterior fumigacién de suelos
B,CyFB.

Fuente: Autora.

Para la determinacion de las propiedades fisicoquimicas iniciales y después de la fumigacién con
bioinsecticida, se aplicaron los métodos especificados en la tabla 10.

Tabla 10. Métodos empleados para la determinacion de caracteristicas fisicoquimicas.

Parametro fisicoquimico Método

pH *NTC 5264

Conductividad Eléctrica *NTC 5596

Textura **ATSM WK38106 (Bouyoucos) *NTC 1522 (Granulometria)

Capacidad de campo (Humedad | *NTC 947-1

gravimétrica)

Densidad aparente *NTC 237

Densidad real y contenido de humedad **ASTM 2216

Permeabilidad e Infiltracion **ASTM D2434-68 / ASTM D3385-09
Materia Orgénica ***| V.N.E — 121-07

Humedad volumétrica Sonda

Capacidad de Intercambio Cati6nico *NTC5258

Fosforo total ****SM 4500-P-B,E

Nitrégeno total ****SM 4500

Granulometria **ASTM C 136
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Parametro fisicoquimico Método

Nitrégeno organico ****SM 4500 B

* NTC — Normas Técnicas Colombianas

** ASTM — American Society of Testing Materials
***]VNE — Instituto Nacional de Vias

****SM - Standard methods

Fuente: Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA), 2014.

El criterio utilizado para la seleccion de los parametros fisicoquimicos del suelo de interés se

relaciond con la calidad del suelo cultivado con la pifia.

Por lo anterior, la medicion del pH del suelo es importante para verificar el valor éptimo sefialado en
la literatura para este cultivo, que debe oscilar entre 4,5 y 5,5 (Bartholomew, Paull, & Rohrbach,
2003).

La materia orgénica, carbono organico y la capacidad de intercambio permiten identificar la
disponibilidad de nutrientes y de esta manera la fertilidad del suelo.

La textura de un suelo establece multiples relaciones con la permeabilidad e infiltracion, la humedad,
la porosidad total y la densidad del mismo. Esto indica el porcentaje de agua retenida en el suelo y
las posibles vias de movilizacion dentro de la estructura del suelo y oxigeno disuelto del mismo.
Ademas, estos factores son de gran importancia para la estabilidad y supervivencia de las diferentes

especies microbioldgicas.

El anélisis microbiologico inicial del suelo se realizé utilizando los mismos sitios de muestreo para
analisis fisicoquimico-iniciales, sin embargo, la toma y preservacion de la muestra se efectu6 de
diferente manera. Esta vez, el suelo se tomo en tubos Falcén de 15 ml (Ver Figura 8), los cuales se
preservo a -4°C en una nevera de icopor mientras se transport6 al Laboratorio de Biologia Molecular

y Biotecnologia (UDES), donde se preservo a -80°C hasta sus analisis correspondientes.

La metodologia aplicada para identificar los microorganismos presentes en el suelo fue la
metagendmica, cuyo procedimiento consta de tres fases:

e Extraccion del ADN.
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o Amplificacién por PCR y secuenciacion utilizando el programa Miseq llumina.

e Uso de las herramientas bioinformaticas para la identificacion de las familias: MG-RAST.

A continuacion, se describe cada uno de los pasos:
- Extraccién del ADN.

Para la extraccion de ADN de los microorganismos presentes en el suelo de interés se empleo
E.Z.N.A Soil DNA Kit, siguiendo las instrucciones del fabricante:

- Inicialmente se tamiz6 aproximadamente 5 g de suelo que se encontraba refrigeradoa -

80°C. En la figura 8 se ilustran los tubos Falcon con la muestra del suelo destinado para

el proceso de tamizado, en el cual se empleo los tubos metélicos, mediante los cuales el

suelo paso a presion a las cajas Petri en condiciones estériles.

Figura 8. Tamizado de suelo.
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Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular y Biotecnologia UDES (2018).

- Posteriormente se pasé 0.7 g del suelo tamizado a los tubos conicos de 15 ml y se les agregd
1 ml de SLX-Mlus Buffer y se agit6 en el Vortex por 10 minutos. Luego se agregd 150 ul de

DS Buffer y se agité nuevamente por 10 segundos para llevar a cabo una lisis celular de los
microorganismos presentes en la muestra. Seguidamente, se incubd la muestra a 70°C por 15
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minutos. Finalmente se centrifugé la muestra a 7000 rpm por 5 minutos a temperatura
ambiente.

El sobrenadante se transfirié a tubos Eppendorfy se agregd 270 ul de P2 Buffer. Esta muestra
se agito en Vortex, y se incubo en hielo por 10 minutos. Luego se centrifugd a 13000 rpm por
10 minutos, para poder eliminar sedimentos y contaminacion. Nuevamente se trasfirio el
sobrenadante de la muestra a la cual se agreg6 800 ul de Isopropanol. Seguidamente se llevo

a incubar a -20 °C por una hora.
En la figura 9 se ilustra el Pellet donde se encuentra ubicado el ADN, que se obtiene tras el
proceso anteriormente realizado y el secado que se realiz6 mediante la inversién del tubo

Eppendorf.

Figura 9. Pellet de la muestra.

Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular y Biotecnologia UDES (2018).

Al Pellet obtenido se agreg6 250 ul de Buffer de elucion y se agitd en Vortex y se calentd
por 25 minutos en el horno-agua a 70°C. Seguidamente se mezcl6 y se dejé a temperatura
ambiente por 5 minutos. Continuamente se agreg6 150 ul de CHTR, se centrifugd a 13000
rpm por 5 minutos, y se transfirio el sobrenadante (minimo 800 ul ) a las columnas para hacer
lavado con 400 ul de XP1 Buffer y se centrifugd por 1 min a 13000 rpm descartando el
filtrado al final.
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Posteriormente se adicion6 1500 ul de HBC/isopropano a las columnas para precipitar el
ADN separandolo del filtrado mediante la centrifugacién por 1 minuto. EI ADN se lavé con
750 ul de DNA Wash Buffer (Etanol), y se centrifugd por 1 minuto a la misma velocidad

anteriormente mencionada, repitiendo este procedimiento hasta agotar el etanol.

Finalmente se transfirio el ADN a nuevas columnas de lavado en las cuales se adiciond 90 ul
del buffer de elucion y se centrifugd por 1 minuto, calentando después en el horno/agua a
70°C por 2 minutos. Para unificar la colecta del ADN, las columnas se ubicaron en el mismo
tubo de microcentrifuga y se reunidé un volumen de 200 pl. Este material se conservo

refrigerado para su posterior cuantificacion.

En la figura 10 se ilustra la cuantificacion de ADN utilizando el espectrofotometro
Nanodrop2000 (Thermo Scientific). En el pedestal del equipo se agreg6 2 ul de ADN vy se
realizo la lectura a 260nm (longitud de onda). Las mediciones se realizaron por triplicado.

Cabe sefalar que la concentracion requerida para el envio a secuencia fue >60 ng/ ul.

Figura 10. Programa Nanodrop.

Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular y Biotecnologia UDES (2018).

Amplificacion por PCR y secuenciacién utilizando el programa Miseq llumina.
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Las muestras se enviaron al laboratorio de Macrogen (Corea) quienes son los proveedores de los
servicios de metagendmica. Este proceso consistio en una amplificacion por PCR utilizando los
cebadores Bakt F y R estandar en la amplificacion por Illumina, ademas se flanquean un amplificado
de ~300 pb del gen 16Sr procariota. Acto seguido se realiza el proceso de llamado de secuencias en
la plataforma MiSeq.

Se recibieron archivos (*fasta) para las 10 muestras enviadas aproximadamente 2.5 millones de
secuencias con una medida de Phred de 30.

Anélisis de secuencias
Una vez se recibi6 los archivos *fasta, se realizo la verificacion de calidad en la plataforma FastQC

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) acto seguido se realiz6 la remocion de

secuencias técnicas (cebadores e indicadores producto de la secuenciacion) y se cargaron las

secuencias en el servido MG-Rast, para el proceso de anotacion filogenética.

Uso de las herramientas bioinformaticas para la identificacion de las familias: MG-RAST.
Finalmente, se crean unas bibliotecas, donde estdn ubicadas las secuencias de interés, datos que
fueron utilizados para aplicacion de la herramienta bioinforméatica MG-RAST (Metagenomics Rapid
Annotation using Subsystem Technology, por sus siglas en inglés), en los Laboratorios de
Microbiologia de la Universidad de Santander (UDES). Esta herramienta se aplic6 para verificar la
agrupacion y anotacion de los datos de cada muestra por medio de la ayuda de algoritmos basados en

similaridad, y asi poder obtener las asignaciones taxonomicas.

3.2 EVALUACION LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS EN SUELOS CULTIVADOS
CON ANANAS COMOSUS TRAS LA APLICACION DEL INSECTICIDA BIOLOGICO.

Para analizar las propiedades fisicoquimicas del suelo cultivado con Ananas comosus tras la
aplicacion del insecticida biologico se tomo las muestras del suelo un dia después de la primera
fumigacion y después de la tltima aplicacidn segln el cronograma especificado en la tabla 8 de este
documento.

La seleccion de los parametros y la metodologia aplicada se realizard segun lo descrito en el capitulo

3.1. Todos los analisis fisicoquimicos se realizaron por triplicado.
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3.3 ANALISIS DE LOS CAMBIOS PRESENTES EN LA MICROBIOLOGIA DEL SUELO
CULTIVADO CON ANANAS COMOSUS TRATADO CON EL INSECTICIDA BIOLOGICO.

Para analizar las propiedades microbioldgicas del suelo cultivado con Ananas comosus tras la
aplicacion del insecticida bioldgico, se tomd las muestras del suelo un dia después de la primera
fumigacion y después de la dltima aplicacion.

La metodologia aplicada se realizara segun lo descrito en el capitulo 3.1.
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4. DATOS Y ANALISIS.

A continuacién, se reportan los datos recolectados en la parte experimental con su respectivo analisis.

4.1 VALORACION DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y MICROBIOLOGICAS
INICIALES DEL SUELO, DESTINADO PARA EL CULTIVO DE Ananas comosus EN EL
MUNICIPIO DE LEBRIJA, SANTANDER.

4.1.1 Determinacion inicial de las propiedades fisicoquimicas de los suelos B, C y FB.
En la tabla 11 se resumen los valores iniciales de los parametros fisicos y quimicos de los suelos B,

CyFB.
Tabla 11. Caracterizacion fisicoguimica iniciales de los suelos B, C y FB.
Tipo de S Suelos
Analisis Determinacion B C FB
Arcilla (%) 26,0 22,4 26,0
Limo (%) 53 8,9 59
Textura (Bouyoucos) Arena (%) 68,7 68,7 681
e, Franco arcilloso - | Franco arcilloso - | Franco arcilloso -
Clasificacion
arenoso arenoso arenoso
L. Infiltracion (H20 cm /h) 268,9 175,9 -
Fisicos
Densidad aparente (g/ml) 1,6 1,6 16
Porosidad (%) 18,7 25,6 15,87
Densidad real (g/ml) 2,0 2,2 2,0
dia 1 2,4 3,7 7,1
Humedad dia 2 2,0 2,9 53
Gravimétrica (%) dia 3 1,4 2,4 3,9
dia 4 1,1 0,9 1,7
pH 4,7 4,2 4,5
Aluminio Intercambiable (meq/100g) 3,3 3,2 3,5
Acidez Intercambiable (meq/1009) 3,5 3,1 3.9
Quimicos | Capacidad de Intercambio Cationico [meq 124 91 77
/100 g] ’ ' '
Carbono orgénico total (%) 0,72 0,61 0,96
Materia Organica (%) 1,7 2,5 2,3
Fosforo total (mg PO4/kg) 120 104 179
Nitrégeno total (mg NTK/kg) 448 476 420
Conductividad Eléctrica (dS/m) 0,61 0,52 0,51
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Fuente: Autora.

En la figura 11 se observa los triangulos texturales iniciales para el suelo B, C y FB segun su

porcentaje de arcilla, limo y arena.

Figura 11. Triangulos texturales inicial de los suelos B, C 'y FB.
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Fuente: Autora.

En la tabla 11 se puede observar que los tres suelos presentan la misma textura franco arcilloso-
arenoso, siendo el suelo C con menor porcentaje de arcilla y mayor cantidad de limo, lo cual se puede

visualizar en los triangulos texturales.
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En la tabla 11 se puede ver que la densidad aparente de los tres suelos es 1,6 g/m? pero la pequefia
diferencia que presenta el suelo C en la densidad real (2,2 g/m®) con respecto a los demas suelos (2,0
g/m3), hace que la porosidad de este suelo es mayor, lo cual se puede relacionar con menor porcentaje

de arcilla y mayor cantidad de limo respecto a los otros suelos.

En cuanto las propiedades quimicas, se destaca muy bajo valor de pH en los tres suelos, siendo el pH
del suelo B mas elevado de los tres (4,7). Teniendo en cuenta que este suelo no fue sembrado con la
pifia, se puede atribuir la reduccion del pH a este cultivo. Aln asi el valor del pH presentado es tipico
para el rango reportado en la literatura para este tipo de siembra (Malezieux, Cote, & Bartholomew,
2003).

Debido a lo anterior, se manifiesta alta acidez en los tres suelos, lo cual se relaciona con la
disponibilidad de aluminio intercambiable presente en los tres suelos y en consecuencia el efecto

toxico que puede ejercer para este cultivo.

La capacidad de intercambio catiénico (CIC) revela la presencia de los iones negativos que atraen los
cationes que son esenciales para la fertilidad del suelo. Entre los suelos de interés se destaca el suelo

B que tiene mayor valor de CIC inicial debido a su mayor pH.

Los tres suelos presentan bajo porcentaje de materia organica y carbono organico total, pero alta
concentracion de fosforo, el cual oscila entre 33,9 — 58,34 mg P/kg, correspondiente a un rango de
104-179 (mg POJ/kg)(Ver anexo A) (Lopéz, 2016) (Sanchez, 2015). En cuanto al contenido de
nitrdégeno la literatura reporta un rango de 0,032 % — 0,063 % caracteristico para suelos pobres, siendo
los 3 suelos analizados con un intervalo 0,042 % - 0,047%, los cuales se ubican dentro de este nivel
(Fernandez, 2006).

4.1.2 Determinacion inicial de la microbiota en los suelos de interés.
Analisis microbioldgico inicial se realiz6 solamente en los suelos B y C, debido a que el suelo B no

tenia cultivo de pifia, en cambio el suelo C inici6 la siembra al tomar la muestra M1. En las mismas
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condiciones se encontraba el suelo FB, por lo cual se tomé la muestra en &rea del suelo C como

referencia para ambos suelos.

En la figura 12, se ilustra la clasificacion de microorganismos por Filo de la muestra M1 en el suelo
B.

Figura 12. Clasificacion de microorganismos por Filo en la muestra M1 en el suelo B.
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Fuente: Autora.

En la figura 12, se observan que los filos predominantes en la muestra M1 en el suelo B son:
Actinobacterias (42%), Acidobacterias (11,20%), seguido de las Verumicrobia (7,60%),
Proteobacterias 7,20%, Firmicutes (6,20%), Cloroflexi (4,14%), y un 12% representan la poblacién
descrita como Bacteria sin Clasificar (SCB). Finalmente, se muestran las poblaciones Eucariotas sin
Clasificar (SCE) lo cual indica que son secuencias que tienen una afiliacion con eucariotas y SCS que
son las secuencias que no pudo ser clasificadas por el programa MG-RAST. Todos los Filo

anteriormente mencionados se consideran habitantes comunes en los suelos (Frioni, 2005).

Considerando, un alto porcentaje (12%) de las bacterias sin clasificar (SCB) se debe tener en cuenta,
que este es un estudio pionero, cual permite revelar la existencia de muchos microorganismos los
cuales no fueron estudiados en las condiciones de un suelo cultivado con la pifia, por lo cual hay una

escases de la informacion presente en la literatura, para estos casos. Por lo anterior se desconoce una
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gran cantidad de microorganismos presentes en el suelo, pero no identificados mediante las técnicas

de cultivo.

Adicionalmente, se reporta un pequefio porcentaje de microorganismos, como los
Gemmatimonadetes (0,60%), Spirochaetes (0,15%) y Bacteroidetes (0,13%) (Ver anexo B).

En la figura 13 se reporta la clasificacion de microorganismos por Filo de la muestra M1 en el suelo
C.

Figura 13.Clasificacion de microorganismos por Filo en la muestra M1 en el suelo C.
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En la muestra inicial del suelo C se observan los filos como Actinobacterias con un porcentaje
predominante casi del 50% de la microbiota presente (Ver figura 13). También, se presentan
comunidades como Acidobacteria y Planctomycetes entre 7,10 — 7,27% y 17% de los
microorganismos no identificados (SBC). El alto porcentaje de las bacterias no identificadas se debe

a la raz6n sustentada anteriormente.
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De igual manera, se observa un porcentaje de menor proporcion de microorganismos, como
Gemmatimonadetes (0,35%), Spirochaetes (0,29%) y Bacteroidetes (0,24%). A diferencia del suelo

B, se manifiesta un altimo género Thermotogae (0,21%).

En la figura 14 se reporta la comparacion de los filos de las poblaciones microbianas iniciales

presentes en los suelo By C.

Figura 14. Comparacion de los filos de las poblaciones microbianas presentes en el suelo By C.
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En la figura 14, se observa la presencia predominante del filo Actinobacteria, deduciendo que estas
bacterias poseen una mayor diversidad microbiolégica del suelo estudiado, con o sin cultivo de pifia
(Frioni, 2005). De igual manera los dos suelos reportan presencia de los mismos filos en porcentaje
comparable donde resalta 17% de los microorganismos sin clasificar en el suelo C, lo cual puede

indicar la presencia de algunas bacterias asociadas con el rizoma de la pifia.

4.2 EVALUACION LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS EN SUELOS CULTIVADOS
CON ANANAS COMOSUS TRAS LA APLICACION DEL INSECTICIDA BIOLOGICO.

A continuacion, se reportan los resultados de las propiedades fisicoquimicas en suelos cultivados con

Ananas comosus tras la aplicacion del insecticida biologico.

4.2.1 Cambios de las propiedades fisicoquimicas en el suelo B.
En la tabla 12, se reportan los cambios de propiedades fisicoquimicas en el suelo B, en el cual no se

le realizo el cultivo ni la aplicacion del bioinsecticida
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Tabla 12. Cambios de los parametros fisicoquimicos en el suelo B

Tip,o_d_e Determinacion SUELOB
Analisis M1 M3 M5
Arcilla (%) 26 22 20,05
Limo (%) 53 10,61 9,28
Textura Arena (%) 68,7 67,39 70,67
(Bouyoucos) Franco Franco Franco
Clasificacion arcilloso - arcilloso - arcilloso -
arenoso arenoso arenoso
Fisicos Infiltracion (H20 cm/h) 2689 239,3 153,9
Densidad aparente (g/ml) 1,64 1,29 1,43
Porosidad (%) 18,7 36,45 38,22
Densidad real (g/ml) 2,0 2,0 2,3
dia 1l 2,4 2,4 18
Humedad dia 2 2 2,1 1,2
Gravimétrica (%) dia 3 1,4 1,8 0,8
dia 4 1,1 1,1 0,6
pH 4,7 4,6 4,4
Aluminio Intercambiable (meg/100g) |3,5 3,3 2,8
Acidez Intercambiable (meq/100g) 3,3 3,3 2,8
Quimicos Capacidad d?nlqr;;e/rlcg(r)gk)no Cationico 12.4 8.1 78
Carbono organico total (%) 0,72 0,6 X
Materia Organica (%) 1,7 2,2 1.7
Fosforo total (mg PO4/kg) 120 141 X
Nitrégeno total (mg NTK/kg) 448 504 X
Conductividad Eléctrica (dS/m) 0,61 0,71 1,17

Fuente: Autora.

En el transcurso de tiempo de experimentacion se observo una leve disminucion del porcentaje de
arcilla y respectivo aumento del porcentaje de limo en el suelo B. Sin embargo, la textura de este
suelo logra mantenerse en franco arcilloso-arenoso. EI cambio de la densidad real, cual aumenta
durante el periodo de tiempo experimental tiene relacion con el aumento del porcentaje de arena
presentado en la tabla 12 entre los muestreos M1 y M5. El suelo B present6 un bajo porcentaje de

humedad, cual varia de acuerdo con el clima presentado en la zona.
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Considerando los cambios presentados en las figuras 14, 15 y 16 correspondientes a la curva
granulométrica se pueden relacionar los descendientes valores de la permeabilidad e infiltracion para
el suelo B con el aumento de porcentaje de las particulas pequefias de rango 0.1 a 1 mm y un proceso

adicional de compactacion de suelo que no ha sido trabajado durante el periodo analizado.

Figura 15. Curva granulométrica el suelo B en la muestra M1.
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Fuente: Autora.

Figura 16.Cambio de la Textura para el suelo B en la muestra M3.
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Fuente: Autora.
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Figura 17.Curva granulométrica el suelo B en la muestra M5.
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Fuente: Autora.

En cuanto a las propiedades quimicas el pH de suelo B tiende a bajar de un valor inicial de 4,7 a uno
4,4, por lo cual el aluminio intercambiable también baja de valor de 3,5 a 2,8 meq/100g, pero aun

sigue siendo disponible y puede ejercer su efecto toxico en este tipo de suelo.

Los valores de intercambio cationico, asi como el porcentaje de materia organica y carbon organico
total han bajado al final del proceso, lo cual indica un deterioro de este suelo, cual no tiene actividad

agricola.

Los reportes de la conductividad eléctrica del suelo B, indicaron un incremento de 0,71 dS/m hasta
un valor de 1,17 dS/m, lo cual significa un aumento de sales, pero sigue clasificado como un suelo
no salino. La posible causa de este cambio podria ser la disminucion de valores de pH y consecuente

aumento de iones H* en este suelo.

El aumento del fosforo y nitrégeno esta relacionado con un tratamiento de fertilizacion que se aplico

igual a los tres suelos analizados.

4.2.2 Cambios de las propiedades fisicoquimicas en el suelo C.
En la tabla 13 se reportan los cambios de propiedades fisicos quimicas en el suelo C, en el cual se

realizo el cultivo de pifia, pero no la aplicacion del bioinsecticida.
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Tabla 13.Cambios de los parametros fisicoquimicos en el suelo C.

Tipo de S SUELO C
Anélisis Determinacion M1 M3 M5
Arcilla (%) 22,43 20,67 18,05
Limo (%) 8,85 5,33 5,28
Textura Arena (% 68,72 74,0 76,67
(Bouyoucos) rena (%) , , ,
e Franco arcilloso | Franco arcilloso -
Clasificacion Franco-arenoso
- arenoso arenoso
Infiltracion (H-O cm/h) 365,8 47,5 1151
Fisicos .
Densidad aparente (g/ml) 1,64 1,29 1,35
Porosidad (%) 25,60 33,16 43,75
Densidad real (g/ml) 2,2 1,9 2,2
dia 1 3,7 41 2,9
Humedad dia 2 2,9 2,2 2
Gravimétrica (%) dia 3 2.4 1,7 18
dia 4 0,9 1,3 1,3
pH 4,2 3.9 3.8
Aluminio Intercambiable (meg/100g) 3,1 3,1 2,6
Acidez Intercambiable (meq/100g) 3,2 3,1 3.1
. Capacidad de Intercambio Catiénico
m
Quimicos (meq/100g) 9,1 6,8 8,8
Carbono organico total (%) 0,61 0,74 X
Materia Organica (%) 2,5 2,6 1,8
Fosforo total (mg PO4/KQg) 104 119 X
Nitrégeno total (mg NTK/kg) 476 532 X
Conductividad Eléctrica (dS/m) 0,52 0,64 2,44

Fuente: Autora.

Enlafigural7, 18 y 19 se encuentran los porcentajes de gravas, arenas Yy finos del suelo C en la curva

granulomeétrica.
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Figura 18.Curva granulométrica para el suelo C en la muestra M1.
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Figura 19. Curva granulométrica para el suelo C en la muestra M3.
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Figura 20. Curva granulométrica para el suelo C en la muestra M5.
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El suelo C present6 un cambio de porcentaje de arcilla y limo mas significante a comparacién con el
suelo B, lo cual se manifesté en un cambio de textura de franco-arcillosa-arenosa a franco arenosa al

final del proceso. Esto indica una degradacion de la textura causada por el cultivo de la pifia.

Analizando las figuras 17,18 y 19 que representan las curvas granulométricas del suelo C, se observa
el aumento del porcentaje de las particulas de diametro entre 0,1 a 1 mm, cual finalmente conduce al
cambio de la textura de franco arcilloso arenoso a franco arenoso. Este cambio se refleja en una
variacion de la infiltracion cual, tras un descenso, aument6 en el Gltimo muestreo, lo cual tiene

coherencia con el aumento del porcentaje de porosidad y la densidad real.

El suelo C presenta mayor humedad que el suelo B debido a cultivo de la pifia sostenido durante el

tiempo de experimentacion.

El pH del suelo C present6 un leve descenso de su valor a 3,8 el cual se mantuvo en los dos Gltimos
muestreos (M3 y M5). Aun asi, este resultado es muy bajo y se debe a la presencia del cultivo de la
pifia, lo cual se evidencia al comparar el pH de los suelos B y C, siendo el suelo sin cultivo (B) con

este valor mas alto.
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Aunque la acidez del suelo C se mantiene, el aluminio intercambiable disminuye su valor ligeramente

al finalizar los ensayos, probablemente por el descenso del pH.

Los valores de capacidad de intercambio catiénico (CIC) oscilan entre el rango de 9,1 a 8,8 meq/100g
al igual que la materia organica, cual presenta cambios en un rango de 2.5 a 1,8 %. Ambos parametros

disminuyen su valor con respecto al resultado inicial debido al sostenimiento del cultivo de pifia.

El aumento del nitrégeno y fosforo en el suelo C se puede justificar con la fertilizacion constante del

suelo durante el tiempo de experimentacion.

Un cambio importante de la conductividad eléctrica en el suelo C, cual aument6 de un valor de
0,52dS/m a 2,44dS/m puede relacionarse con un descenso drastico de pH y en consecuencia aumento
de H* en este suelo.

4.2.3 Cambios de las propiedades fisicoquimicas en el suelo FB.
En la tabla 14 se reportan los cambios de propiedades fisicos quimicas en el suelo FB, en el cual se

realizo el cultivo de pifia y la aplicacién del bioinsecticida.
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Tabla 14. Cambios de los parametros fisicoquimicos en el suelo FB.

TIED 5 Determinacion LIS ollge
Analisis M1 M2 M3 M4 M5
Arcilla (%) 26 23,3 24 24.8 20,7
Limo (%) 6,0 8,0 8,0 7.3 9,3
Textura Arena (%) 68,1 68,7 69,2 68,1 70
(Bouyoucos) Franco | Franco | Franco | Franco | Franco
Clasificacion arcilloso | arcilloso | arcilloso | arcilloso | arcilloso
- arenoso | - arenoso | - arenoso | - arenoso | - arenoso
Fisicos Infiltracion (H,Ocm/h) - - - - 226,74
Densidad aparente (g/ml) 1,64 - 1,29 - 1,52
Porosidad (%) 15.9 - 24,6 - 35,8
Densidad real (g/ml) 1,95 1,93 2,39 1,71 2,15
dial 7.1 4.8 4.6 4.8 42
Humedad dia 2 5,3 4,1 3,3 3,7 2,7
Gravimétrica (%) dia 3 3,9 3,7 3,4 3,6 2,3
dia 4 1,7 1,9 1,6 1,9 1,3
pH 45 4.4 43 4.4 3,9
Aluminio Intercambiable (meg/100g) 3,9 3,3 2,8 2,1 3,1
Acidez Intercambiable (meq/100g) 3,5 3,5 3,0 25 3,6
. Capacidad de Intercambio Catiénico
Quimicos [meq / 100 g] 7,7 8,3 10,3 8,1 10,7
Carbono organico total (%) 0,96 0,73 0,74 0,73 X
Materia Orgénica (%) 2,3 2,0 2,2 2,5 2,7
Fosforo total (mg PO/Kg) 179 140 133 136 X
Nitrégeno total (mg NTK/kQg) 420 532 560 504 X
Conductividad Eléctrica (dS/m) 0,51 0,42 0,60 0,96 1.82

Fuente: Autora.

Durante el tiempo de experimentacion el suelo FB aumento ligeramente el porcentaje de las arenas y

se redujo el porcentaje las arcillas en pequefia proporcion, siendo estas variaciones intrascendentes

por lo cual no cambi6 su textura del suelo. Los calculos correspondientes a la textura por medio de

bouyoucos se depositan en el Anexo C.

Teniendo en cuenta que este suelo fue influenciado tanto por la fumigacion con el bioinsecticida como

por la siembra, se puede considerar que la fumigacion contrarrestd el efecto negativo impartido por
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el cultivo de la pifia, como mantener su textura inicial, condicion que no present6 para el suelo C por

lo tanto se deteriord su textura.

Figura 21.Curva granulométrica para el suelo FB en la muestra M1.
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Figura 22. Curva granulométrica para el suelo FB en la muestra M2.
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Fuente: Autora.
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Figura 23. Curva granulométrica para el suelo FB en la muestra M3.
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Figura 24.Cambio de la Textura para el suelo FB en la muestra M4.
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Figura 25.Cambio de la Textura para el suelo FB en la muestra M5.
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Fuente: Autora.

Lo anterior esta relacionado también con la disminucion de la densidad aparente, cual refleja una
disminucion de espacios libres ocupados con particulas de un diametro pequefio, cuales aumentaron
su proporcion en este suelo. Aun asi, alto porcentaje de arena se manifiesta en gran valor de porosidad

registrado para este suelo.

Nuevamente, se puede ver la relacion entre mayor humedad que presenta este suelo con respecto a
los suelos C y B (Ver anexo C), siendo la pérdida de la misma mas lenta, debido al mayor contenido
de arcilla en la textura del suelo FB, lo cual se puede verificar en las curvas granulométricas (Ver
figuras 19-23), de igual manera, se correlaciona con los aportes de fumigaciones realizados cada dos

semanas lo cual aporta humedad en este suelo.
Cabe mencionar que de igual manera los suelos C, B y FB poseen una humedad gravimétrica muy

baja (Ver anexo D), que es caracteristica para la zona, por lo cual se requiere un riego constante de
cultivo(Alban, 2009)
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Entre las propiedades quimicas presentadas para el suelo FB se observa una disminucion del pH, cual
en el ultimo muestreo registrd un valor 3.9 que es un resultado intermedio entre los valores que se
obtuvieron para los suelos By C (4,4 y 3,8 respectivamente). Se puede destacar que en este suelo el
pH tiende a mantenerse en el primer mes mientras que en el suelo C hay un descenso rapido de 4,2 a

3,8 presentado en el mismo tiempo.

Los valores de acidez guardan coherencia con el pH del suelo FB y el aluminio intercambiable.

Al analizar el comportamiento de Al*3 en los tres suelos se observa, que a medida que pasa el tiempo
su valor tiende a una ligera disminucion, lo cual se podria explicar por su posible interaccion con el
fosforo, elemento que se encuentra en estos suelos en la concentracion suficiente para formar

respectivo complejo (Kochian, 2005).

Aungue en el transcurso de tiempo experimental en el suelo FB se observo un ligero descenso del
carbono orgénico que baja de 0,96 a 0,73% (Ver anexo D), el valor de CIC aumenta, junto con la
materia organica y la conductividad eléctrica, lo cual podria atribuirse a la agregacion de

bioinsecticida.

La continua fertilizacion del suelo FB se refleja en una oscilacion de los valores de la concentracion

del fosforo y el nitrdgeno en esta area.

65



En la tabla 15, se observa el resumen de los datos fisicoquimicos analizados anteriormente, en los
suelos B, Cy FB.

Tabla 15. Resumen de la caracterizacion fisicoquimica en los suelos B, C y FB.

i Resumen de
;L%cl)is(,jii Determinacion e SUELOC SUELOFB Analisis
M1 | M3 | M5 | M1 | M3 M5 M1 | M2| M3 | M4 | M5 | Latextura
del suelo se
Arcilla (%) | 26 22 |20,05|22,43(20,67| 18,05 | 26 |23,3| 24 (24,8 20,7 | mantuvo en
todas las
muestras, sin
Limo (%) 53 |10,61| 9,28 | 8,85 | 5,33 | 5,28 6 8 8 73 | 93 | embargo, el
Textura suelo C
(Bouyoucos) presenta un
Arena (%) | 68,7 |67,39|70,67 |68,72| 74 | 76,67 | 68,1 |68,7| 69,2 |68,1| 70 | cambio alos
8 meses de
e ., . Franco- . muestreo
Clasificacion Franco arcilloso - arenoso Arenoso Franco arcilloso - arenoso (M5).
Todos
presentan
Infiltracion (H20 cm/h) 268,9 | 239,3|153,9|175,9| 47,5 | 115,03 - - - - - una
Fisicos Infiltracion
rapida.
Mayor a una
densidad de
Densidad aparente (g/ml) 164 | 1,29 | 1,43 | 1,64 | 1,29 1,35 1,64 - 1,29 - 1,52 1,6 .
predomina
las particulas
gruesas.
Porosidad (%) 18,7 | 36,45(38,22| 25,6 | 33,16 | 39,25 (1587 | - |2456| - |[29,24 AIFa
porosidad.
Densidad real (g/ml) 2,0 2,0 2,3 2,2 1,9 2,2 20 1193 24 | 1,7 | 2.2 Bajo
dial 24 | 24 | 18 | 37 | 41 2,9 71 | 48| 46 | 48 | 42 | porcentaje
Humedad dia 2 2 21 | 12 | 29 | 22 2 53 [ 41 ] 33 | 37| 27 | dehumedad
Gravimétrica (%) dia 3 14 | 18 | 08 | 24 | 17 | 18 | 39 [37] 34 |36 | 23 |gravimétrica.
dia4 11 |11 | 06 | 09 | 13 1,3 17 |19 16 |19 | 13
Todos los
suelos se
pH 47 | 46 | 44 | 42 | 39 3,8 45 | 44| 43 |44 ] 39 clasifican
como pH
acidos.
Aluminio Intercambiable 35 | 33 28 | 31 31 26 39 |33 28 |21 31 Contienen
(meg/100g) una alta
. . toxicidad de
Acidez Intercambiable -
o 33 | 33 (28| 32| 31 3,1 35 [35] 3 25| 3,6 | aluminioy
Quimicos (meqg/100g) acidez.
Capacidad de Intercambio | 4, 4 | g4 | 78 | 91 | 68 | 88 | 7,7 | 83| 103 |81 | 107 | BAOCIC
Catidnico (meg/100g)
Carbono organico total (%) 0,72 ] 0,6 X 0,61 | 0,74 X 0,96 {0,73]| 0,74 |0,73| X Bajo
Materia Organica (%) 1,7 2,2 1.7 2,5 2,6 1,8 2,3 2 22 | 25| 2,7 Bajo
Fosforo total (mg PO4/kg) 120 | 141 X 104 | 119 X 179 | 140 | 133 | 136 | Xx Alto
Nitrégeno total (mg NTK/kg) 448 | 504 X 476 | 532 X 420 | 532 | 560 | 504 X Bajo
Conductividad Eléctrica (dS/m) | 0,61 | 0,71 | 1,47 | 052 | 0,64 | 2,44 | 0,51 |0,42| 0,6 |0,96| 1.82 | No Salino
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Fuente: Autora.

4.3 ANALISIS DE LOS CAMBIOS PRESENTES EN LA MICROBIOLOGIA DEL SUELO
CULTIVADO CON ANANAS COMOSUS TRATADO CON EL INSECTICIDA BIOLOGICO.

A continuacion, se reportan los cambios de microbiota presentes en los suelos de interés,

agrupandolos por Filo y Género.

4.3.1 Analisis de los cambios presentes en la microbiota de suelos de interés clasificados por

Filo.

Un dia después de la fumigacion de suelo FB se tomd la segunda muestra (M2) para analizar la

microbiota presente en este suelo. Las muestras de los suelos B y C, solamente se analizaron al inicio

y a un mes de experimentacién (M3), debido a que ambos representan controles en el estudio (no

fueron fumigados). Finalmente, se tomd la muestra M4 para el suelo FB, y por limitacion de

presupuesto no se realizo la toma de la muestra M5 en los tres suelos.

En la figura 26, se observa la clasificacién de microorganismos por filo de la muestra M2 en el suelo

FB.

Figura 26. Microorganismos presentes en la muestra M2 de suelo FB por Filo.

Fuente: Autora.
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En la figura 26 se puede observar el porcentaje mayoritario (30,6%) del Filo correspondiente a
Actinobacteria, siendo el segundo, con 22,5 % las bacterias no identificadas (SCB), seguido por el
Filo Acidobacterias con 12,10%. Los méas bajos porcentajes presentan Verrumicrobis con 8,70% y
Planctomycetes en un 7,80%. La diversidad microbiana se encuentra correlacionada con el rango de

pH que presenta este suelo (Ver tabla 5) (T.Maestre, 2015).

Al comparar el porcentaje de Filos presentados en el suelo C (M1) con la muestra de suelo FB (M2)
en el transcurso de un dia de fumigacion se observa una disminucién de Actinobacterias de un 48,60%
a un 30,60%, pero aun asi son los Filos mas predominantes en ambas muestras. Sin embargo, los

demas Filos se presentan en un porcentaje similar en ambas muestras.
Debido a que en el tercer muestreo (M3), se analiz6 nuevamente la microbiota presente en los suelos
B, Cy FB, en las figuras 27, 28 y 29 se sefialan los Filos de los microorganismos presentes en estas

areas.

Figura 27. Microorganismos agrupados por Filos, presentes en la muestra M3 de suelo B.
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18%

155 = Spirochaetes

Fuente: Autora.

En la figura 27, se ilustra la presencia de mayor porcentaje de Actinobacterias (30%). Seguido de
Bacterias sin clasificar (SBC) con un 18% y Acidobacterias (16%).
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Al comparar las abundancias de los filos Actinobacterias en el transcurso de un tiempo de M1 a M3
se observa una disminucion de un 42% a 30% en el suelo B, pero aun asi sigue siendo las bacterias
predominantes de este suelo. Considerando un leve descenso de CIC entre las muestras M1y M3 se

puede atribuir el descenso de esto Filos a la falta de algunos iones esenciales (Ver Tabla 15).

Por lo contrario, el Filo Acidobacterias aumentd en este mismo periodo de tiempo de un 11,20% a un

16%, posiblemente por diferentes actividades microbiologicas del suelo.

Otros Filo como Verrumicrobis aument6 su poblacion desde el inicio a la segunda muestra de 7,60%
a un 10%, sin embargo, el Filo Proteobacterias disminuyo un 2% respecto al inicial, mientras que los
Filos con menor al 1% porcentaje como Spirochaetes (0,15%), Streptophyta (0,42%),

Gemmatimonadetes (0,60%), se mantuvieron en la muestra de este suelo.

Figura 28. Microorganismos agrupados por Filos, presentes en la muestra M3 de suelo C.
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Fuente: Autora.

En la figura 28, se observa que los Filos de Actinobacterias se encuentran con un porcentaje
predominante correspondiente a un 39%. También, se observa la presencia de Proteobacterias (14%)
y Acidobacterias (10%). Seguidamente se puede ver Filos menos abundantes como Firmicutes (6%)
y Verrumicrobia (7%). Finalmente, las poblaciones de menor porcentaje se resumen en el Anexo B.
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Nuevamente el Filo Actinobacterias se manifiesta en mayor proporcion, al igual que en otros suelos,

esto se debe a que son resistentes en los suelos con o sin vegetacion; en este caso, sin cultivo de pifia.

Al analizar la relacién de este Filo en el primer muestreo y a un mes después (M3) se observa un
cambio de porcentaje de 48,6% a 39%. Correlacionando esto con una disminucién de CIC de 9,1
meq/100g de suelo a 6,8 meq/100g se puede creer que el desarrollo de estos microorganismos se

afectd por falta de algunos iones de interés nutricional.

Al comparar los porcentajes del Filo Actinobacterias presentes en el suelo B y C al final del muestreo
(M3), se observa que el suelo C tiene mayor porcentaje de este tipo de bacterias. Teniendo en cuenta

que el suelo C estaba cultivado con la pifia, se puede asociar con la predominancia de este Filo.

Los filos Acidobacterias presentan un leve aumento desde 7,10% a un 10% en el transcurso de
muestreo inicial (M1) a final (M3), lo cual se debe a que el suelo presentd en este tiempo una

disminucion de pH cual favorece el crecimiento de este tipo de bacterias.
Considerando el cambio de proporcién de tamafio de particulas en el suelo C, donde al final del

muestreo se obtuvo 74% de arenas con respecto a la muestra inicial 68,2% se observa una relacién

con el aumento del Filo Proteobacterias, cual presenté un aumento de un 4,20% a un 14%.
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Figura 29. Microorganismos agrupados por Filos, presentes en la muestra M3 de suelo FB.
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Fuente: Autora.

En la figura 29, se observa nuevamente que el filo Actinobacterias (38,70%) es sobresaliente entre
los otros Filos. Seguido de éste hay un 19,90% de bacterias sin clasificar (SCB) seguido por
Acidobacterias (8,30%). Finalmente, se presentan bajos porcentajes de Filos como Firmicutes
(5,20%), Verrumicrobia (4,60%) y Proteobactrias (4,40%).

Segun los datos obtenidos, se presentd un incremento de Actinobacterias del 8,1% en el transcurso
de M2 a M3 en el suelo FB. Considerando que el suelo FB tiene una condicion similar con el suelo
C por la presencia de cultivo de pifia, se comparé la abundancia del Filo predominante, viendo menor
proporcion de Actinobacterias en el suelo C que en el suelo FB. La diferencia entre ambos suelos es
la aplicacion del bioinsecticida acumulado en el suelo FB, cual puede ser utilizado por estas bacterias,

como fuente de carbono primario.

Asi mismo, en el suelo FB se observa un descenso de porcentajes de los Filos de Acidobacterias,
Verrumicrobia y Planctomycetes en transcurso de tiempo de M1 a M3. Este comportamiento
posiblemente se debe a la afectacidén de estas bacterias por la presencia de componentes como la
capsaicina y nicotina presentes en el bioinsecticida, lo cual se deberia comprobar en un estudio a largo

plazo.
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En la figura 30, se reporta la clasificacion de microorganismos por Filo de la muestra M4 en el suelo
FB, a un mes y a un dia de aplicacion del insecticida.

Figura 30. Microorganismos agrupados por Filos, presentes en la muestra M4 de suelo FB.
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Fuente: Autora.

En la figura 30, se observan los filos Actinobacterias con un porcentaje de 37,40%, siendo aun los
microorganismos predominantes en este suelo. También, se presentan Firmicutes (16,8%) como uno
de los Filos mas elevados en este suelo, seguido por las Bacterias sin Clasificar (13,60%),
Verrumicrobias (5,20%) y Acidobacterias (8,20%).

En comparacion con el reporte anterior (M3) no se observa un cambio significante en el porcentaje
de Actinobacterias, pero si se presentd un aumento de un 5,20 a 16,80% en el Filo Firmicutes.
Teniendo en cuenta que este muestreo se realizd un dia después de la segunda fumigacion en
comparacion de la muestra tres cual fue tomado un mes después de la fumigacion se puede deducir
que los componentes del insecticida biolégico podrian estimular el crecimiento de algun tipo de
bacterias del Filo Firmicutes. Sin embargo, esta bacteria se caracteriza por crecer en una alta variedad
de habitats y son capaces de sobrevivir en condiciones extremas por la habilidad de crear endosporas
(Hugenholtz, 2002).
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A comparacion con el suelo C, sembrado con la pifia sin fumigacion, el suelo FB reportd abundancia
del Filo Proteobacterias menor, lo cual podria indicar que alguno de los componentes de insecticida
controla el crecimiento este tipo de bacterias. Siendo asi, seria favorable debido a que representantes

de este Filo tienen caracteristicas de ser patdgenos (Asturnatura, 2004).

En la figura 31 se reporta el porcentaje de los Filos presentados con mayor frecuencia en los suelos

de interés durante el tiempo de experimentacion.

Figura 31. Resumen de la distribucion taxondmica de Filos presentados en todos los suelos.

Miveles taxondmicos de Filos para cada suelo de interés (%5)
B Actinobacteria B No Closificodas (S58C) B Planctomycetes
Acidobacteria Verrumicrobio Firmicutes
Protechacteria m Chiorofiexi
Bim1) B{Mz) Cin1) Cin3) FE{MZ) FE{M3] FE[M4)

Fuente: Autora.

Se observa que los Filos reportados en las muestras iniciales en los suelos de interés como:
Actinobacteria, Acidobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia y Chloroflexi, mantuvieron su
riqueza microbiana tras el tiempo de experimentacion, indicando que la aplicacidn del insecticida no
altero negativamente la microbiota del suelo. Sin embargo, el Filo Firmicutes genero Gnicamente un

aumento en el suelo FB en el ultimo muestreo, lo cual resulta interesante.
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4.3.2 Andlisis de los cambios presentes en la microbiota de suelos de interés por Género
perteneciente a cada Filo.
En la figura 32, se ilustran los géneros pertenecientes para Filo Actinobacteria, presentes en los tres

suelos durante el tiempo de experimentacion.

Figura 32. Clasificacion de género para phylum Actinobacteria para los suelos B, C y FB.

Clasificacion de generos para Phylum Actinobacteria (%)

Conexibacter W Streptomyces B Mycobacterium ™ Actinomadura

Suelo FB(M4)

e
Suelo FB {M3) r
Suelo FB (M2)
Suelo C {M3) -
Suelo € (M1) e ——
Sueio B (M3 | e
Suelo B (M1)
gmpergmgeyeyeegeyee .
Suelo FB Suelo FB suelo
Suelo B (M 1}|Suelo B (M3)|Suslo C (ML) [5uela C (M3) (M2) (M3) FB(MA4)
Conexibacter 2,10% 3,69% 5,49% 6,75% 3,62% 5% 4,14%
M Streptomyces 16,83% 5,05% 5,48% 2.39% 4,83% 5,67%
B Mycobacterium 3,09% 3,21% 2,67%
M Actinomadura 1,58% 4.70% 2,05% 2.63% 2 99% 5% 2,80%

Fuente: Autora.

En los tres suelos estudiados el Filo predominante fue Actinobacterias, el cual presento una oscilacion

de su abundancia entre el 30% a 39,10% (Figura 25-30) en todos los muestreos.

Entre los géneros presentes se registraron Conexibacter y Actinomadura en todos los suelos. El
género predominante en la muestra inicial del suelo B y C fue Streptomyces. Este mismo presento
una mayor abundancia en el suelo FB al final de proceso experimental. De igual manera se observa
que el género Conexibacter y Actinomadura presentaron una importante abundancia en los suelos

que tienen el cultivo de pifia (C y FB).
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Es interesante ver el comportamiento de género Actinomadura, cual parece alterarse por la adicion

de bioinsecticida ya que su abundancia disminuye en FB tras un dia de fumigacion. Mas sin embargo,

entre el segundo y tercer muestreo aumenta el porcentaje de este género de 2,99% a 5%, lo que podria

indicar que las bacterias se adaptan y utilizan algunos componentes del bioinsecticida como la fuente

de carbono primario.

Uno de los géneros que mantuvo un porcentaje similar a Streptomyces, fue Conexibacter, cual

predomino en los suelos C y FB después de un mes de experimentacién. Esto indica que las bacterias

fueron tolerantes a los compuestos residuales del bioinsecticida.

En la figura 33, se reportan los géneros pertenecientes al Filo Acidonobacter en los suelos B, Cy FB.

Figura 33. Clasificacion de género para phylum Acidobacter para los suelos B, C y FB.

Clasificacion de generos para Phylum Acidonobacter (%)

w Candidatus Solibacter m Candidatus Koribacter m Acidobacterium
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Suelo B ML) L |

Suelo B Suvelo B SueloC SueloC | SueloFB | Suelo FB Suelo

(M1} {13} (1AL} (3] (M2} {M3) FB(M4)

W Candidatus Solibacter | 3,76% 5,76% 3,10% 3.04% 5 54% 3.81% 3.28%

W Candidatus Koribacter| 7.06% | 10,19% | 5.74% 7.81% 7,05% 4,50% 5,25%
M Acidobacterium 2.29% 2,35%

Fuente: Autora.
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En la figura 33, se reporta los géneros Candidatus, Koribacter, Candidatus Solibacter y
Acidobacterium en los muestreos realizados. De igual manera se destaca gran abundancia de
Candidatus, Koribacter, cual logra un porcentaje de 10,19% en el suelo B (M3). Asi mismo, el género
Candidatus Solibacter presenta una abundancia que oscila entre 3,04% a 5,54%. Estos géneros no
son haldfilos, cual coincide con la conductividad eléctrica de suelo que oscila alrededor de un 0,42%
a 0,96%, clasificAndolos como no salinos (NCBI, 2019).

En la figura 33 se observan los géneros pertenecientes al Filo Plactomycetes en los suelos de interés.

Figura 34. Clasificacion de género para phylum Plactomycetes para los suelos B, C y FB.

Clasificacion de generos para Phylum Plactomycetes (%0)

m /sosphaera
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Suelo FB Suelo FB
Suelo B (M1) | Suelo B (M3) |Suelo C(M1)|Suelo C (M3} Suelo FB(M4)
{na2}) (PA3)
|l lsosphasra|  5,62% 6,36% 7.87% 6,56% 7,79% &,82% 5,63%

Fuente: Autora.

En la figura 34, se ilustra el Unico género, Isosphaera que se presenta en los tres suelos, en porcentaje
de abundancia que oscila entre 5,63% a 7,87%.
Aunque la proporcidn de este género en los suelos cultivados con la pifia es mayor que en los suelos

sin cultivo y sin fumigacion (Suelo B), la diferencia no es significativa.

En la figura 35, se reportan los géneros pertenecientes al Filo Verrucomicrobia en los suelos B, C y

FB.
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Figura 35. Clasificacion de género para phylum Verrucomicrobia para los suelos B, C y FB.
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Fuente: Autora.

En la figura 35, se reporta la presencia del género Chtoniobacter, cual mantiene su diversidad en cada

una de sus muestras de suelo. Estas bacterias son comunes en el suelo en un rango de pH de 4.0a 7.0

lo que coincide con el pH de estos suelos (Sangwan , 2004). Sin embargo, esta bacteria ha sido poco

investigada (Viktorovna, 2016).

En la figura 36, se ilustran los géneros pertenecientes al Filo Firmicutes en los suelos B, C y FB.
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Figura 36. Clasificacion de género para phylum Firmicutes para los suelos B, Cy FB.

Clasificacion de generos para Firmicutes (%0)
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Fuente: Autora.

En la figura 36, se observa el género Bacillus en todos los suelos, menos en el suelo B (M1),

posiblemente la metagendmica aplicada no lo detecto por el bajo porcentaje en este suelo.

Se destaca un aumento de Bacillus en la Gltima muestra del suelo FB un dia después de la fumigacion
del bioinsecticida (1,89%-a 15,26%). Esto podria indicar asimilacién de componentes del

bioinsecticida como fuentes de carbono primario para su metabolismo.

Diferentes estudios demuestran que el género Bacillus cumple funciones que ocasionan una
conservacion y equilibrio del suelo causando el crecimiento vegetal de los suelos erosionados. Por
lo anterior, Bacillus es uno de los principales biorremediadores en este tipo de suelos en la agricultura.
Adicionalmente, debido a la capacidad de solubilizacion de fosfatos, cual logra la liberacion de iones
de fosfato permite la asimilacion de estos iones para el crecimiento de la planta. Esta caracteristica
anteriormente mencionada, puede estar relacionada con el descenso de POs en el tiempo de
experimentacién en el suelo FB (Ver anexo E). El crecimiento de esta especie es 6ptimo en pH acidos-
neutros y se desarrolla en diferentes temperaturas lo cual concuerda con el pH de este suelo 3,9 en
M5 (Corrales, 2014).
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En la figura 37, se observan los géneros pertenecientes al Filo Proteobacteria en los suelos B, C y

FB.

Figura 37. Clasificacion de género para phylum Proteobacteria para los suelos B, C y FB.
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Suelo B (M3)
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5,14%

3,07%

6,43%

Fuente: Autora.

En la figura 36 se observa la especie Butkholderia, como Unico género del Filo Proteobacterias. Su

presencia en los suelos analizados se limita al suelo C y en la muestra inicial del suelo B. Es

interesante ver el aumento del porcentaje de estas bacterias en el suelo C, cual tiene cultivo de pifia,

pero no estd fumigado y ausencia de este género en el suelo FB fumigado con bioinsecticida. Es

posible que el porcentaje de la poblacion se escapa de la técnica metagendémica y la base de datos de

MG-RAST no los alcanza a reportar.
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En la figura 38, se presentan los géneros pertenecientes al Filo Choroflexi en los suelos B, C y FB.

Figura 38. Abundancia de géneros para Filo Choroflexi para los suelos B, Cy FB.

Clasificacion de generos para Chioroflexi (%)
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{n1) NEY (M1 {13} (rA2) {n43) FEB(M 4]

|l Dehalogenimonas 1,26% 192% 2,1%% 3,15% 3,16% 4.32% 3,64%
|I Ktedonobacter 2,50% 2% 2,49% 1,53% 2,89% 1,92%

Fuente: Autora.

El Filo Choroflexi, se manifiesta a traves del género Dehalogenimonas y Ktedonobacter, de los cuales
Dehalogenimonas presentan mayor porcentaje. Estos géneros tienen la capacidad de crecer en

condiciones heterétrofos aerobicos y mesofilos.

La especie del género Dehalogenimonas, presentd mayor porcentaje en el suelo FB (4.32%) con
respecto a los demas suelos analizados. Considerando que el suelo C presenta cultivo de la pifia y el
porcentaje de estas bacterias es mayor en este suelo que en el suelo B, se puede asociar a la actividad

microbioldgica en el suelo.

Resumiendo, con los resultados obtenidos de los analisis de suelo durante el mes de estudio, no se
puede observar una tendencia del grado de afectacion del insecticida bioldgico sobre las condiciones
microbioldgicas del suelo, debido a que cada género bacteriano tuvo un comportamiento particular y
se cree que el cultivo de pifia pudo beneficiar la bioaumentacion de algunas comunidades bacterianas,
como Actinobacteria (Streptocymes, Conexibacter), Acidobacteria (Candidatus, Koribacter),
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Plactomycetes (Isosphaera), Firmicutes (Bacillus). Sin embargo, en el suelo C tuvo un mayor
desarrollo del crecimiento de Proteobacteria (Burkholderia) mientras que el en suelo FB tuvo un
mayor crecimiento de Firmicutes (Bacillus). De igual manera, la riqueza bacteriana en ambos suelos

se mantuvo a través del tiempo.
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Resumen de las comunidades microbioldgicas que se obtuvieron a partir del programa MG-RAST
(Ver anexo F) de cada Filo y Género analizado en cada suelo.

En la figura 39 y 40, se observa la relacion taxonomica de géneros para filos, en el suelo By C, para

las muestras M1y M3.

Figura 39. Relacién taxonémica de géneros para filos presentes en el suelo B.
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Figura 40. Relacion taxondmica de géneros para filos presentes en el suelo C.
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En la figura 40, se observa la relacién taxonémica de generos para filos en el suelo FB, para las
muestras M2, M3y M4,

Figura 41. Relacién taxonémica de los filos y géneros presentes en el suelo FB.
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5. CONCLUSIONES.

Se realiz6 un estudio del efecto de insecticida biolégico sobre la microbiota y las propiedades
fisicoquimicas de un suelo, cultivado con Ananas comosus (pifia) en el municipio de Lebrija,
Santander, demostrando que las propiedades fisicoquimicas no se alteran de manera significante al
aplicar el producto natural para la eliminacion simultanea de hormigas y Dysmicocus brevipes que

atacan el cultivo.

Las tres areas experimentales de suelo presentan igual textura franco arcilloso - arenoso inicial, con
pequefias variaciones en el porcentaje de limo, cuyo mayor valor correspondiente al suelo C,

causando mayor porcentaje de porosidad (25,6%) y la perdida de humedad en esta area.

Las propiedades quimicas iniciales indican una alta acidez, cual se relaciona con el bajo pH tipico
para un suelo cultivado en la pifia, segin lo que reporta la literatura. Lo anterior incide sobre la

disponibilidad de aluminio intercambiable AI**, cual puede ejercer efecto toxico en estas condiciones.

Las tres areas experimentales presentan al inicio bajo porcentaje de materia organica (1,7-2,5%) al
igual que carbono organico (0.61-0,96%) y una baja capacidad de intercambio cationico (7,7-12,4
meq / 100 g), pero los tres parametros se ubican dentro de las condiciones requeridas para el cultivo de la pifia.
Los valores iniciales de fosforo en las tres areas experimentales indican un exceso (104-179 mg
PO4/kg), siendo la concentracién de nitrégeno deficiente para la necesidad de este cultivo, debido a la falta de

microorganismos fijadores de nitrégeno en los tres suelos de interés.

Considerando que la textura del suelo C cambia de Franco-arcilloso arenoso a Franco arenoso al final
de la experimentacion, mientras que el suelo FB mantiene su estructura inicial, se puede creer que el
bioinsecticida contribuye para la conservacion de la textura, impartiendo la estabilidad de este

parametro.

Los Filo predominantes en los suelos de interés fueron Actinobacteria, Acidobacterias,
Verumicrobia, Proteobacterias, Firmicutes y Cloroflexi, los cuales se relacionan cominmente con

las degradaciones de materia organica y los ciclos biogeoquimicos como el nitrégeno y fosforo.
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El insecticida biolégico no afecta la microbiota del suelo, por lo cual la poblacion microbiana es
constante durante el tiempo de experimentacion, pero poco diversa para un sistema biogeoquimico

tan amplio como es el suelo, sin embargo, el aumento de la poblacién de Bacillus en el suelo FB

podria relacionarse con la adicion del insecticida biolégico.
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6. RECOMENDACIONES.

Se recomienda realizar un estudio de la influencia del bioinsecticida sobre el suelo cultivado con la

pifia a largo plazo, integrando otras disciplinas, para dar un panorama completo de este cultivo.

Realizar un estudio de cambios microbiolégicos méas completo involucrando otros software como
Usearch, cual permita contrastar los datos otorgados por el software MG-RAST y de esta manera

poder identificar mejor los filo y géneros.

Se recomienda un estudio de los analisis microbioldgicos por medio de la técnica metagenémica
funcional, involucrando la relacion con todos los parametros fisicoquimicos de suelo cultivado con

pifia a largo plazo.

Se recomiendo un estudio metagenémico en un suelo no cultivado en el Municipio de Lebrija —

Santander, a largo plazo, para obtener un historial microbiologico del suelo.
Para corroborar la relacion del aumento de las bacterias Firmicutes (Bacillus) en el suelo FB, con la

utilizacién del bioinsecticida, como la fuente de carbono primario, se sugiere realizar pruebas in-

vitru, considerando que estos microorganismos son cultivables.
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ANEXOS



ANEXOS A. Conversion de las unidades presentadas para el fosforo y nitrégeno para
las muestras M1 en los suelos B, C y FB.

P — PO4 mg/kg de suelo a mg P/kg de suelo.

M1 en el suelo B:

31gP mgP
120 mg P — P04x95—PO4 = 39,2H de suelo.
M1 en el suelo C:
104 mg P — PO, x a9l _339™9P 4 suel
mg 2 X 95p0, ~ 297 e suelo.
M1 en el suelo FB:
179 mg P — PO,x 29X _ 58497 4o suel
mg X 95P0, = 58, kg e suelo.

N — NTKx a Porcentaja (%)

M1 en el suelo B:

1gN— NTKx 100
*
1000 Nmg — NTKx 1000g

448 mg N — NTKx = 0,0448%
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M1 en el suelo C:
1gN— NTKx 100

476 mg N — NTK
me *1000 N mg — NTKx  1000g

M1 en el suelo FB:

1gN—NTKx 100
420 mg N — NTKx

= 0,0476%

1000 N mg — NTKx - 1000g

= 0,0420
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ANEXOS B. Reportes del porcentaje de microorganismos presentes en el suelo segun

su Filo y Género.

Filo

Muest Acidobact | Verrumicr | Firmicute | Proteobact | Chlorofl

ra Actinobacteria SCB SCE eria obia S eria exi
M1B 42% 12% 0,54% 11,20% 7,60% 6,90% 7,20% 4,14%
M1C 48,60% 17% 0,36% 7,10% 5% 4,70% 4,20% 4,10%
M2 FB 30,60% 22,50% 0,83% 12,10% 8,70% 4,90% 3,10% 6,80%
M3 B 30% 17,80% 0,71% 15,70% 9,50% 5,70% 4,50% 5,60%
M3 C 39,10% 10,10% 0,58% 9,60% 6,80% 6,20% 13,90% 5,62%
M3 FB 38,70% 19,90% 0,32% 8,30% 4,60% 5,20% 4,40% 8,10%
M4 FB 37,40% 13,60% 0,22% 8,20% 5,20% 16,80% 2,30% 7,14%
Muest | Gemmatimona | Spirochae | Ascomyc | Bacteroid | Thermoto | Streptoph | Planctomyc

ra detes tes ota etes gae yta etes
M1 B 0,60% 0,15% 0,48% 0,13% 0,42% 6,22%
M1C 0,35% 0,29% 0,29% 0,24% 0,21% 7,27%
M2 FB 0,79% 0,28% 0,47% 0,27% 0,27% 7,80%
M3 B 0,70% 0,23% 0,58% 0,27% 0,44% 7,97%
M3 C 0,42% 0,48% 0,44% 0,33% 0,13% 6,04%
M3 FB 0,52% 1,39% 0,74% 0,36% 0,29% 6,76%
M4 FB 0,36% 0,67% 0,24% 0,22% 6,09%
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Género

Mue Isosph | Strepto | Candidatus | Conexi | Micobac | Candidatus | Burkholde | Actinom
stra SCB aera myces Koribacter | bacter | terium Solibacter ria adura
M1

B 15,45% | 5,62% | 16,83% 7,06% 3,76% 5,14% 1,58%
M1

C 25,85% | 7,87% | 5,95% 5,74% 533% | 3,21% 3,10% 3,07% 2,95%
M2

FB | 29,18% |7,79% | 2,39% 7,05% 5,54% 2,99%
M3

B 21,94% | 6,36% 10,19% 3,09% 5,76% 4,70%
M3

C 14,83% | 6,66% | 5,48% 7,81% 3,04% 6,43% 2,63%
M3

FB | 25,42% |6,82% | 4,83% 4,50% 3,81% 5%

M4

FB | 18,33% |5,63% | 5,67% 5,25% 2,67% 3,28% 2,89%
Mue | Ktedono | Bacill | Chthonio | Micobacteri | Conexi | Stackebr | Actinobacter | Dehaloge

stra | bacter us bacter um bacter | andtia ium nimonas | Otros
M1

B 4,46% | 6,45% 2,78% 2,10% 1,96% 25,02%
M1

C 2% 1,94% 5,49% 2,19% 25,31%
M2

FB 1,53% |2,13% | 5,40% 3,62% | 2,11% 3,16% 27,11%
M3

B 2,50% 6,09% 3,69% 2,29% 1,92% 31,47%
M3

C 2,49% |2,85% | 7,28% 2,97% 6,75% 2,35% 3,15% 25,28%
M3

FB 2,89% |1,85% | 3,58% 2,76% 5% 4,32% 29,22%
M4 15,26

FB 1,92% % 3,76% 4,14% 3,64% 27,56%

99



ANEXOS C. Reporte de los resultados obtenidos por medio del método de Bouyoucos
en los suelos B, C y FB paras las muestras M1, M3 y M5.

Cambio de la Textura para el suelo B en los muestreos M1, M3y M5.

| M1enB | M3 en B | M5 en B

Arcilm

Arcitia Arcia
100%

ARENA EN FORCENTAJE s ARENA EN PORCENTAJE ARENA EN PORCENTAJE

Cambio de la Textura para el suelo C en los muestreos M1, M3y M5.

| M1 en C | M3 en C [

Arcilla Arcills

60

AL

sreno-arcilloso
VAR

Limo
100%

ARENA EN PORCENTAJE ARENA EN PORCENTAJE

ARENA EN PONCEN TAJE
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Cambio de la Textura para el suelo FB en los muestreos M1, M3y M5.

| M1 en FB [ M3 en FB [ M5 en FB

Arcilis

Arcilla Arcitia

Arena ' 90 80 70\ 60 50 40 30 20 10 0

ARENA EN PORCENTAJE ARENA EN PORCENTAJE ARENA EN PORCENTAJE
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ANEXOS D. Graficas de las pérdidas de humedad.

Curva de humedad gravimétrica en el suelo B en M1.

3,0

) 4 y =-0,4378x + 2,8066
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8 20 0  R?=0,9887
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>
T 1,0 1,1
S 0,5
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1 2 3 4
Dia
Curva de humedad gravimétrica en el suelo B en M5.

3,0
T y =-0,4055x + 2,1227
©
2 2,0 3 R2=0,961
>
T
210
N

0,0

1 2 3 4
Dia

Curva de humedad gravimétrica en el suelo C en M1.

- 6,0 y =-0,9028x +4,7233
-§ 40 37 R2=0,9611
E 7
33: o N
S 0,0 0,9
= 1 2 3 4

Dia
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Curva de humedad gravimétrica en el suelo C en M5.

5,0
8 4,0 y =-0,5188x + 3,3184
§ 3,0 3,0 R2=0,9313
T2 1.8
% ,0 \2'0\ s
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X

0,0

1 ) 3 4
Dia

Curva de humedad gravimétrica en el suelo FB en M1.
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0,0
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Dia
Curva de humedad gravimétrica en el suelo FB en M5.
8,0 y = -0,9244x + 4,9487

S 6,0 R?=0,9706

de Hum
N
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[
w
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ANEXOS E. Analisis realizados en los suelos B, C y FB a las muestras M4, en el
Laboratorio de Estudios Ambiental, Universidad Pontifica Bolivariana, relacion a los

parametros de Carbon Orgénica, Fosforo Total y Nitrogeno Total.

Reportes de C.O, Py N en el suelo FB (M1).

Liniversidad FORMATO REPORTE DE RESULTADOS DE ENSAYD LABORATORIO DE ESTUDIOS
P Pomtificia AMBIENTALES
Bolivariana Cédiga: IF 0070
WL ST Versign: 05
Reporte No: 026-018
1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA
Clisnite PROYECTO BI D66-0118-2400.
Direcodn: Km. T Via a Pledecussta
Cadiga: sl
Tipi: de misesira ESLEL D - Primer Viaje
Lugar de Mussieo: Sin Inssclicda Biokhgico
Fecha de Mussinea: H018-08-02 - Hora: 613
Fecha de Recapciin: 2015-0d-06
Fecha de Repore: 2018-05-04
[ 2. REPORTE DE RESULTADOS
LIMITE DE
WVARIABLE UMIDADES | RESULTADD DETECEIO FECHA DE AMALISIS METOOO
. , . Calorimétrica, Walkley Black
Carbéin Orgénico Total %C 0.95 m 2018-05-04 WCrsOr-HaS0
Fasforn Tosal mg POykg 178 0.28 2018-04-18 EMASPBE
Mitrdgenia Total mg MTKkg £20 500 2018-04-16 - 2018-04-17 | M Byl ke

"Parémetros Subconiratados

[ 3. DBSERVACIONES

El muesiren fue realzado por &l Clienle.

Rievist y Aprobi:

Firma:

Maribre: Oeo. Deega Leananda Blanco Arenas
Tarjels Profiesional: PO-4230

Coordinador Laboratorio de Estudios Amblentales

“Log regukados reporados comesponden Gricamente & las mussiras anakzades”
Bl comlenco dal repons no S& pusde repeodudr parciaiments, sk en forma total previa auloizacitn del Leboratona de Estudios Ambientales®

FIN DEL REFORTE

Tdet

LABCRIATORKD DE ESTUDICS AMBENTALES . UNNERSIDAD PORNTIFICIA BOLIVARIANA SECCIONAL BUCARAMANG
Autrpista Padecuesta K 7/ Edillos K 1 Ofora 684 | Tassdsna (067) (7] 675 &2 20 ext 3017220670 Colelar- 301 340 92 12 E-nait lea bgaeph e co
tam Ut pode 00 Colombia | Suramieica
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Reportes de C.O, Py N en el suelo FB (M2).

ummmn FORMATO REPORTE DE RESULTADODS DE ENSAYD LABORATORID DE ESTUDIOS
AMBIENTALES
Cédiga: 1I-F 0070
lr|.'|.1.|l|.u. n_mu.m et 05
Reporte Mo: 027-018
1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA
Cliemte: PROYECTO BI DBE-0118-2400.
Direcodn: Km. T Via a Medecuesia
Cidiga: o
Tipo de misssira: SLELGD - Primer Viaje
Lugar de Muesieo Biokdgyca con 1 dia de Insecicida
Fecha de Mossireq: 20158-02-10 - Hora: 316
Fecha de Recepcian: 2018-0d-06
Fecha de Repone: 20150504
[ 2. REPORTE DE RESULTADOS
LIMITE DE
VARIABLE UNIDADES | RESULTADD DETECCION FECHA DE ANALISIS METOD:
. Coloriméimnca, Wakiey Black

Carbbn Ceganico Total %EC .73 —_ 20150504 KaCrO-Ha B

Fosfora Todal mg POukg 140 026 215-04-18 SMAS00PBE

Nitrgena Tetal i NTKig 532 500 | 201804168 20180417 | SM 4500 R B SM4S00

*Pardmetros Subcontralados.

| 1. OBSERVACIONES |

El mussen fue reakzada por & Olianle

Reviet y Aprobi:

Firma:

Maorrinre: oo, Deesga Leonanda Blanco Arenas
Tarjels Profesional: PO-4230

Coordinador Laborators de Estudios Amblentales

“Loa resuliados reporiados comespanden Gricamenle a las muedras analzadas”
Tl conlenido dal reparie no se pusde repeoducr parciaimente, sclo en forma lolal previa auloizacibn del Labaratorio de Estudics Ambientales”.

FIN DEL REPORTE

T1ade1

LABORATOIRKY DE ESTUDNDS AMBIENTALES - UNNERSIDAD PORNTIFICIA BOLNARIANA SECOIONY BUCARANANGE
Aulrpsta Pisseciests Kn 7/ Edillos K | Oficira 584 ! Taldona (057) (7] 7352 20eat - 200 7220670 Colelar 201 240 53 12/ Esnal ea yaiiieph de oo
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Reportes de C.O, Py N en el suelo FB (M3).

u'liwrsidad FORMATO REFDRTE DE RESULTADDS DE ENSAYD LABDRATORIO DE ESTUDIOS
AMBIENTALES
Cédiga 11-FO-070
BICTHINAL BICARAMASERY, ersitn: 05
Reporte No: 032-018
1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA
Clisnite: PROYECTO BI 066-0118-2400.
Direceitn: Em. T Wiz & Pledecussta
Codiga: vl
Tip de misssira: SUEL O - Sequndo Vieg
Lugar da Muesireo: BIOLOGICED 1 MES DE APLICACION
Fecha de Mussiren: A018-03-10 - Hora
Fecha de Recepcin: A018-04-06
Facha e Reparts: A018-05-02
[ 2. REPORTE DE RESULTADOS
LIMITE DE
VARIABLE UMIDADES RESULTADD DETECCION FECHA DE ANALISIS METODO
Colanmeénca,
Carbon Ongémica Total® %t 0.rd - 2018-05-0d Walkey Black
KalrO-HeS 0,
Fostoro Total g P':t"i.g 133 026 2018-04-18 EMASX PBE
- S0 4500 Mong B -
Mirdgena Totsl mg HTHRkg SED 5,00 018-04-16- 20180617 | 2 oce i B, €
*Parimetros Subconiratados.

1. OBSERVACIONES

El muestreo fue reskzada por & Cliente.

Rievist y Aprobi:

Firma:

Momire: oo, Dbego Leanarda Blanco Arenas

Tanels Profesional: FO-4230

Coordinadar Laboralorio de Estudios Ambientales

“Log regufiados reporiados comesponden drecamenie a las muesiras analzadas”

el conanico del repona no 58 pusde reproducr parcialments, soio en forma lolal previa aulorzacian del Laboratora de Estudos Amblenakes”.

FIN DEL REFORTE

LABORATORID DE ESTUDICS AMBENTALES - UNNEREIDAD PORNTIFCLA BOLIARANA, SECTITNAL BUCARAMARNGE
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Reportes de C.O, Py N en el suelo FB (M4).

i“uﬁwmdad

FORMATO REPORTE DE RESULTADOS DE ENSAYD LABORATORIM) DE ESTUDIOS

AMBIENTALES
Cadigar 1I-F =070
BILTEIAAL muln 'ln'EE'\\:\ﬂl:l:‘l
Reporte Mo: 033-018
1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA
Clienie: PROYECTO BI DB&-0118-2400.
Direcoitn: Em 7 Vi & Pledecuasta
Codigo: i3
Tipa g miessira; EIELD - Sequndo Viae
Lugar de Mussireo: Biokbgico con 1 mes y 1 dia de aplcacion
Fecha de Mussinsn: 2015-03-10
Fecha de Recepciiin: 2015-04-06
Fecha de Reporte: 20150504
[ 2. REPORTE DE RESULTADOS
VARIABLE UNDADES | REswTapo | LMITEDE 1 coris ne A isis METODO
DETECCION
. , . Coloreméinco, Walkley

Carbin Orgénico Total Rl 0.73 _— 201840504 Blarck KoCraOr-HiS0s

Feaforo Total mg i‘l:l.n.kg 136 026 201840418 S 2500 P BE

Milrdgena Total g MTHkg 504 5.00 20180416 - 2018-04-17 | M ::Efﬁ:gﬂ?cw

“Parémetros Subconiraiados.

3. OBSERVACIONES

El muesien fue realzado por & Qienla.

Revist y Aprobi:

Firma:
Mg Ooo. Dhego Leanarda Blanco Arensas

Tarjels Profesional PO-4230
Coordinador Laboratonn de Esfudios Amientales

FIN DEL REFORTE

“Lia resulados reporiados comeaponden omcaments & las musesitas anekzades”
Tl comienido del repana no 52 pusde reproduar parciaiments, solo en forma folal previa aulorizacion del Laboratoro de Estudos Ambienlales”.
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ANEXOS F. Reportes metagenomicos para el suelo FB M4, en MG-RAST secuencias
emparejadas.

The data set Biologico 2A_ was uploaded on 2018-11-27 at 23:06:55 and contains 116,706
sequences totaling 52,403,948 basepairs with an average length of 449 bps. 0 sequences (0.00%)
failed to pass the QC pipeline.

Sequence Breakdown

B failed QC - 0 (0.00%)
B unknown - 848 (0.73%)
B predicted feature - 115,858 (99.27%)
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Analysis Statistics GSC MIxS Info
@ @
Upload: bp Count 52,403,948 Investigation Type Amplicon
bp

Study Name INNOWVA_UPB_UDES
Upload: Sequences Count 116,706

Latitude and Longitude 11
Upload: Mean Sequence Length 449+ 10 bp

Country and/or Sea, Lebrija
Upload: Mean GC percent 56+2% Location
Avrtificial Duplicate Reads: Sequence 110,795 Collection Date 2018-03-
Count 09T15:36:00-0500
Post QC: bp Count 2,666,244 bp Environment (Biome) cropland biome
Post QC: Sequences Count 5911 Environment (Feature)  microbial feature
Post QC: Mean Sequence Length 451+ 12bp Environment (Material)  soil
Post QC: Mean GC percent 563 % Environmental soil

Package
Processed: Predicted Protein Features 3

Sequencing Method illumina
Processed: Predicted rRNA Features 29,759

More Metadata click for full table
Alignment: ldentified Protein Features 0

K-mer Profile
The kmer rank abundance graph plots the kmer coverage as a function of abundance rank, with the

most abundant sequences at the left.

108 — —_—

k-mer coverage

sequence size
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Nucleotide Histogram
This graph shows the fraction of base pairs of each type (A, C, G, T, or ambiguous base N) at each

position starting from the beginning of each read. Amplicon data sets should show consensus

; ‘ m .
.féél.‘H |
{1 M

0 47 187 234

bp - position

Source Hits Distribution

The graph below displays the number of database hits in the different ribosomal RNA databases. The
bars representing annotated reads are colored by e-value range. Different databases have different
numbers of hits, but can also have different types of annotation data.

120,000
108,000
96,000
84,000
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60,000
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o B e 3toerb
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Taxonomic Hits Distribution
The charts below represent the distribution of taxa using a contigLCA algorithm finding a single
consensus taxonomic entity for all features on each individual sequence.

Phylum

Actinobacteria - 25 227 (37.45%)

Firmicutes - 11,284 (16.75%)

unclassified (derived from Bacteria) - 9,154 (13.59%)
Acidobacteria - 5,512 (8.18%)

Chloroflexi - 4,807 (7.14%)

Planctomycetes - 4,102 (6.09%)

Verrucomicrobia - 3,517 (5.22%)

Protecbacteria - 1,799 (2.67%)

Ascomycota - 453 (0.67%)

unclassified (derived from Eukaryota) - 443 (0.66%)
Spirochaetes - 323 (0.48%)

Gemmatimonadetes - 245 (0.36%)

Bacteroidetes - 165 (0.24%)

Streptophyta - 148 (0.22%)

Genus

o o~

unclassified (derived from Bacteria) - 9,152 (18.33%)
Bacillus - 7,619 (15.26%)

Streptomyces - 2, 832 (5.67%)

Isasphaera - 2,810 (5.63%)

Candidatus Koribacter - 2,624 (5.25%)

Conexibacter - 2,066 (4.14%)

Chthoniobacter - 1,876 (3.76%)

Dehalogenimonas - 1,818 (3.64%)

Candidatus Solibacter - 1,640 (3.28%)

unclassified (derived from Verrucomicrobia subdivision !
Actinomadura - 1,445 (2.89%)

Mycobacterium - 1,335 (2.67%)

unclassified (derived from Kiedonobacteria) - 1,274 (2.5
Ktedonobacter - 961 (1.92%)

Rarefaction Curve
The plot below shows the rarefaction curve of annotated species richness. This curve is a plot of the

total number of distinct species annotations as a function of the number of sequences sampled. On
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the left, a steep slope indicates that a large fraction of the species diversity remains to be discovered.
If the curve becomes flatter to the right, a reasonable number of individuals is sampled: more intensive
sampling is likely to yield only few additional species.

Sampling curves generally rise very quickly at first and then level off toward an asymptote as fewer
new species are found per unit of individuals collected. These rarefaction curves are calculated from
the table of species abundance. The curves represent the average number of different species

annotations for subsamples of the complete data set.

1,800 o
1,620 3
1,440 e
1,260 3 P
1,080 = o g
900 3 A

720 3
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0 12,000 24,000 36,000 43,000 60,000 72,000 24,000 96,000 108,000 120,000
number of reads
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ANEXOS G. Reportes fisicoquimicos.

Datos de pH.

pH

Datos de Acidez.

meq/100g

5,0
4,0
3,0
2,0
1,0
0,0

4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

Suelo B, Cy FB

4,5 4.4
42 473 ’
III I I OI |3839
M4 M5
Muestreo
mB mC mFB

SueloB, Cy FB

3,5 3,5
£ 3,3
3332 3130
II III |
M2 M4

Muestreo

HE mC mFB
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Datos de Alumini

45
4,0
3,5

2,5
2,0
15
1,0
0,5
0,0

meq,/100g

0.

SueloB, Cy FB

3,9
35
3.1 3,3 3,3 3.1
I I I sz8
M1 M2 M3

Muestreo

HBE mC WFB

Datos de Capacidad de Intercambio Catiénico (CIC).

14,00

12,00

CIC [meq /100 g]

10,00

8,00
6,00
4,00
2,00

0,00

12,40

,0
M

1

7,67

‘97

Suelo B, Cy FB

M2

8,27 8,07
6,80
M3

10,33

Muestreos

HE mC mFB

8,13
M4

8,80

7,80

1

10,67

M5
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Datos de Conductividad Eléctrica (CE).

Sueloen B, CyFB

3,00
2,50
2,00
£
- 1,50
=
1,00
! 0,71
0,610’520’51 o 0,640,60
0,00
M1 M2 M3
Muestreos
HB mC mFB

Datos del Porcentaje de Materia Orgéanica.

SueloenB,CyFB

3,00
2,50
2,00
£
o 1,50
=]
1,00
’ 0,71,
0,6101520’51 00 0,640,60
0,00 .
M1 M2 M3
Muestreos
HE BC NFB

244
1,82
1,17
0,96 I
M4 M5

2,44
1,82
1,17
0,96 I
M4 M5
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Datos de Fosforo Total.

SueloB,Cy FB

B 200 179
Q 150 120 119
- 104
£ 100
£ 50
'—
g 0
‘g M1 M2 M3 M4
. Muestreo
mB mC mFB

Datos de Nitrogeno Total.

Suelo B, Cy FB

20 800
=z 560
— 532 532532
= 600 448876,
[=T]
£ 400
E 200
Q

0
o
E” M1 M2 M3 M4
=
= Muestreo

mB mC mFB
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Datos de Densidad Aparente.

SueloB,Cy FB

2,0
1,61,61,6

15 1,31,31,3 131324
< 1,0

0,5

0,0

M1 M2 M3 M4 M5
Muestreo
B HC EHFB

Datos de Densidad Real.

Suelo B, Cy FB

3,0
25 522 S0 4
’ 2,0272,0 1,9 /019
2,0 1,7
€15
"BB r
1,0
0,5
0,0
M1 M2 M3 M4 M5
Muestreo
EB mC EFB
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