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RESUMEN GENERAL DE TRABAJO DE GRADO

TITULO: ANALISIS DE CAMBIOS EN LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y
MICROBIOLOGICAS DE UN SUELO CULTIVADO CON PINA Y SOMETIDO
A LA FUMIGACION CON EL INSECTICIDA QUIMICO Y BIOLOGICO EN EL
MUNICIPIO DE LEBRIJA, SANTANDER.

AUTOR(ES): BAILBY YUSSELLY ZAMBRANO MONSALVE
PROGRAMA: Facultad de Ingenieria Ambiental
DIRECTOR(A): MARIA IRENE KOPYTKO

RESUMEN

El proposito de este proyecto fue analizar los cambios en las propiedades fisicoquimicas vy
microbiolégicas de suelos, cultivados con pifia y sometido a la fumigaciéon con insecticida quimico y
biolégico, en el municipio de Lebrija, Santander. Se demostré que los suelos fumigados con insecticidas
aportan cambios significantes en algunas de las propiedades fisicoquimicas como el cambio de textura
de Franco-arcilloso-arenoso a Franco arenoso del suelo fumigado con insecticida quimico. Las
propiedades fisicoquimicas iniciales de los suelos de interés presentaron condiciones acidas con bajos
valores de pH (4,25 a 4,65) y un nivel de aluminio intercambiable mayor a 1ppm, por lo que puede ejercer
la toxicidad en estos suelos. La infiltracién entre 175,85 y 397,57 cm/h y la densidad aparente de 1,64
g/cc, se ajusta al valor tipico, para estos tipos de suelos agricolas. Los bajos valores de carbono organico
total (0,61% a 0,98%) y de la materia organica presente en un rango de 1,7% a 3,5%, junto con los bajos
valores de nitrégeno total (420 a 476 mg NKT/Kg) sefialan la necesidad de una fertilizacién constante de
estos suelos. Los cambios en las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos no afectan notoriamente la
distribucion poblacional analizada mediante la metagenomica. Los Phylum Actinobacteria,
Planctomycetes, Acidobacteria, Verrucomicrobia, Firmicutes, Proteobacteria y Chloroflexi se identificaron
como habitantes frecuentes de suelo y sus actividades se asocian a los ciclos biogeoquimicos y
degradacién de materia organica en lo que se presume es una composicion tipica de suelo cultivado con
Ananas comosus. La microbiota descrita en el estudio, permanece durante la aplicacion de los
insecticidas a pesar de los cambios sefialados en las propiedades fisicoquimicas del suelo, lo que sugiere
que la prevalencia se deriva de las estructuras de resistencia e interacciones ecoldgicas dadas al interior
de las poblaciones microbianas.

PALABRAS CLAVE:

Pifia, Suelo, Bioinsecticida, Metagenomica, Microbiota.



GENERAL SUMMARY OF WORK OF GRADE

TITLE: ANALYSIS OF CHANGES IN THE PHYSICOCHEMICAL AND
MICROBIOLOGICAL PROPERTIES OF A SOIL CULTIVATED WITH
PINEAPPLE AND SUBJECTED TO FUMIGATION WITH CHEMICAL AND
BIOLOGICAL INSECTICIDE IN THE MUNICIPALITY OF LEBRIJA,
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AUTHOR(S): BAILBY YUSSELLY ZAMBRANO MONSALVE
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DIRECTOR: MARIA IRENE KOPYTKO

ABSTRACT

The purpose of this project was to analyze the changes in the physicochemical and microbiological
properties of soils, cultivated with pineapple and subjected to fumigation with chemical and biological
insecticide, in the municipality of Lebrija, Santander. It was demonstrated that the soils fumigated with
insecticides contribute with significant changes in some of the physicochemical properties such as the
change of texture from clay-loamy-sandy to sandy-loam soil fumigated with chemical insecticide. The
initial physicochemical properties of the soils of interest presented acidic conditions with low pH values
(4.25 to 4.65) and an exchangeable aluminum level greater than 1 ppm, which can exert toxicity in these
soils. The infiltration between 175.85 and 397.57 cm/h and the apparent density of 1.64 g/cc, is adjusted
to the typical value for these types of agricultural soils. The low values of total organic carbon (0.61% to
0.98%) and of the organic matter present in a range of 1.7% to 3.5%, together with the low values of total
nitrogen (420 to 476 mg NKT/Kg) point out the need for constant fertilization of these soils. The changes in
the physicochemical characteristics of the soils do not noticeably affect the population distribution
analyzed by metagenomics. The Phylum Actinobacteria, Planctomycetes, Acidobacteria, Verrucomicrobia,
Firmicutes, Proteobacteria and Chloroflexi were identified as frequent inhabitants of soil and their activities
are associated with the biogeochemical cycles and degradation of organic matter in what is presumed to
be a typical composition of soil cultivated with Ananas comosus. The microbiota described in the study
remains during the application of the insecticides despite the changes indicated in the physical-chemical
properties of the soil, which suggests that the prevalence is derived from the resistance structures and
ecological interactions given to the interior of the microbial populations.

KEYWORDS:

Pineapple, Soil, Bioinsecticide, Metagenomics, Microbiota.



Introduccién

Segun la organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion, la produccion de
pifia a nivel mundial se calcula en 19°166.560 toneladas y a nivel de Colombia 512.496 toneladas al
afio, cuyos rendimientos esta aproximadamente 50 toneladas por hectéarea. El cultivo de la pifia en el
departamento de Santander ha ocupado una superficie de 5.653 hectareas que corresponde al 39,19%
del territorio nacional (FINAGRO, 2013). A pesar de tener el liderazgo en este cultivo, en los afios
recientes se ha registrado un descenso en la produccién de pifia debido a los elevados costos,

correspondientes al uso de grandes cantidades de insecticida quimico (Lorsban 4 EC).

Considerando que los insecticidas quimicos son sintetizados artificialmente, sus estructuras quimicas
son desconocidas para los microorganismos, por lo cual no se degradan facilmente y su permanencia
gjerce accion toxica en los ecosistemas. En consecuencia, esto conllevaria a un deterioro de la calidad

del suelo, impidiendo su uso agricola.

En contraste los insecticidas biolégicos utilizan componentes naturales, que son compuestos
sintetizados por la naturaleza. Por lo tanto, su impacto sobre el ecosistema, se espera, que sea menor
gue un impacto generado por insecticida quimico. Desafortunadamente, hay pocos reportes en la
literatura que confirman esta hipotesis y permiten ver la alteracion especifica de microbiota y cambio

de propiedades fisicoguimicas en los suelos cultivados.

Por lo anterior, en el presente proyecto se analizan los cambios en las propiedades fisicoquimicas y
microbioldgicas de un suelo, cultivado con pifia y sometido a la fumigacidn con insecticida quimico y
bioldgico, en el municipio de Lebrija, Santander. En este estudio se aplicé una nueva técnica,
denominada metagendmica, cual permite estudiar la poblacion de microorganismos presentes en el

suelo cultivado, aportando informacién sobre la gran poblacion de la microbiota presente.



1. Objetivos

1.1.  Objetivo general

e Analizar los cambios en las propiedades fisicoquimicas y microbioldgicas de un suelo, cultivado
con pifia y sometido a la fumigacion con insecticida quimico y bioldgico, en el municipio de Lebrija,
Santander.

1.2.  Objetivos especificos

e Evaluar las propiedades fisicoquimicas y microbiolégicas iniciales de suelo cultivado con pifia en el

municipio de Lebrija, Santander.

e Examinar los cambios en las propiedades fisicoquimicas del suelo de interés, después de ser

sometido a la fumigacion con un insecticida quimico y biolégico.

e Comparar los cambios en las propiedades microbiolédgicas del suelo, objeto de estudio, después de

ser sometido a la fumigacidn con un insecticida bioldgico y quimico.



2. Marco Teodrico

2.1 Generalidades De Suelo

El suelo es la capa superficial de la tierra que se forma por medio de la desintegracion de las rocas y
accion de la temperatura, agua y viento (FAO, 2018). El suelo estd compuesto de minerales
provenientes de la roca madre, materia organica producto de la descomposicion de animales muertos,
vegetales y microorganismos encargados de desplazar la materia organica y descomponerla,
permitiendo la liberacién de nutrientes, el crecimiento de las raices, aireacion y el almacenaje del agua
(Ledn, 2000).

2.2.  Factores Que Intervienen En Los Suelos

Los factores que intervienen en la formacion de los suelos los modifican constantemente, por esto un
suelo es un sistema dinamico. Entre estos factores estan: el clima, el material parental, los organismos,

el relieve y el tiempo.

2.2.1. Elclima.

El clima de cada region es un factor determinante en la formacién del suelo. Esté depende de factores
como los vientos, la latitud, la altura sobre el nivel del mar, la cercania al mar, las corrientes marinas,
la vegetacion entre otros. Ademas, influye en el crecimiento de la flora y la fauna que son los grandes

precursores del origen de la materia organica.

El clima puede afectar las propiedades del suelo, como materia organica, pH, capacidad de intercambio
catiénico (CIC), y granulometria. Estas propiedades se alteran por la influencia de la temperatura y la
lluvia. El nitrégeno y la materia organica pueden disminuir en climas frios y célidos, y la precipitacién

aumenta en climas frios (Jaramillo, 2002).

2.2.2. Material parental.
El material parental es la materia prima del suelo. Debido a las diferentes condiciones ambientales se
puede presentar varios aspectos fisicos y quimicos. La roca madre esta expuesta al proceso de

meteorizacion, que producen la transformacion del saprolito. Esta alteracion lleva a los procesos de



cambio a través del tiempo permitiendo obtener diferentes tipos de suelo. En climas humedos la

fertilidad es mayor porque estos iones son mas solubles en agua y reaccionan con facilidad.
Las rocas parentales se clasifican en tres grupos: igneas, metamorficas y sedimentarias. Las rocas
igneas que son generalmente acidas, son las que constituyen la corteza terrestre que esta compuesta de

2 a 10 minerales y por lo general esto minerales son &cidos (Ver Figura 1) (Duran, 2004).

Figura 1. Clasificacion de rocas igneas por acidez y composicion.

Tipo de Roca Acida Semi4cida | Semibasica Basica
Volcinica Riclita Traquita Andesita Basalto
Hipabisal Porfido Sienita Diorita Daolerita
Plutdnica granitico porfidica porfidica Gabro

Granito Sienita Diorita
100§

Cuarzo Plagioclasas

Olivino

Ortoclasas Piroxenos

8

Minerales Principales
4 en volumen

Anfiboles

)
[w]

Biotita

ol Muscovita

Fuente: Fassbender y Bornemisza, 2017

La figura 1, muestra la clasificacién de las rocas igneas por su acidez y composicion entre acidas a
béasicas, sefialando los diferentes tipos de roca y el aumento de algunos minerales en el suelo. Las rocas
acidas son riolita, porfido y granito. Entre las rocas basicas se encuentran basalto, dolerita y gabro. Los

minerales como el cuarzo presentan un volumen de acidez entre 100% y 60%, la Muscovita de 0% a

20% dependiendo de su ubicacidn.

2.3.  Propiedades Del Suelo

Las propiedades del suelo son las que permiten determinar la calidad, las limitaciones, la rigidez, la
fuerza, la aireacién, la capacidad de drenaje y retencion de nutrientes (Ramirez Alvarado, 2016). Los
comportamientos de estas propiedades son importantes para un suelo agricola, la aireacion y la
retencion de nutrientes se relaciona con las particulas solidas y la interface solido-liquido. Las
propiedades del suelo se pueden clasificar en propiedades fisicas, morfoldgicas, quimicas y biol6gicas.

Las propiedades fisicas evaldan la distribucion de las particulas por tamafios. Las propiedades



morfoldgicas son los atributos observables en campo, las propiedades quimicas relacionan la
importancia de los elementos nutricionales, con las diferentes reacciones quimicas, y las propiedades

bioldgicas permiten evaluar la cantidad y tipo de organismos presentes en el suelo (Jaramillo, 2002).

Las propiedades morfolégicas, fisicas, quimicas y biolégicas son importantes para identificar la
productividad y calidad de un suelo, permitiendo verificar su estado y uso.

2.4.  Propiedades Morfoldgicas De Suelo

Las propiedades morfoldgicas permiten observar caracteristicas tales como el color y el perfil de suelo,

identificadas en campo.

2.4.1. Color.

El color es una propiedad importante que se relaciona con los parametros fisicos, quimicos y
bioldgicos. EIl color esta compuesto de variables medibles como matiz, valor y tono. EI matiz da el
color espectral dominante, el valor es el grado de oscuridad o claridad y el tono la medida de la pureza
o fuerza de el mismo. El color puede ser heredado de la roca madre y se relaciona con el clima y el

relieve (Ramirez Alvarado, 2016)

Este parametro es una caracteristica elemental que depende de la cantidad y distribucion de materia
organica y sustancias minerales cuales contiene hierro. Los colores marrones, negros y grises
correspondes a suelo con alto contenido de materia orgénica y por la presencia de acidos himicos. Los
colores rojos amarillentos y pardos son suelos con altos contenidos de hierro y se presenta esta

cloracion por la oxidacion de este elemento (Dominguez, 2007).

El color permite evaluar la cantidad de materia organica, el estado de oxidacién del hierro, el drenaje,

la aireacidn, frente a la fertilidad del suelo (Jaramillo, 2002).

2.4.2. Perfil del suelo.
El perfil del suelo permite identificar los diferentes horizontes, considerando la variabilidad y las
limitaciones de uso del suelo para la agricultura. El suelo esta compuesto por cuatro fracciones:

Mineral, organica, gaseosa y liquida.

La meteorizacion encargada de la fraccion mineral del suelo en la cual las rocas se transforman en
unidades pequefias de tamafio y composicion como la arena, arcilla y los limos. La fraccion orgénica

se descompone en componentes minerales y organicos. La fraccidn gaseosa es la parte no ocupada por



el agua, (Gases como: oxigeno, diéxido de carbono y nitrégeno). La fraccion liquida es la encargada
del trasporte de nutrientes y el desarrollo de la planta (Ledn, 2000).

El suelo tiene diferentes horizontes que forman el perfil de suelo. Los horizontes O, A, E, B, C,DyR.
El horizonte O es la porcién de suelo dominada por material organico y se encuentra en la superficie
del suelo. El horizonte A es la capa vegetal de color oscuro contiene raices e insectos. El horizonte E
presenta perdidas de arcillas y concentracion de minerales, y el horizonte B contiene menos materia
organica y en consecuencia su color es mas claro. El horizontal C es la parte donde descansa la roca

madre del suelo y el horizonte R est4d compuesto por rocas (FAO, 2014) (Ver Figura 2).

Figura 2. Horizontes del suelo.

Horizonle B

Horizonle C

Horizonte R {

e

Fuente: (Ledn, 2000).

En la figura 2, se pueden observar los diferentes horizontes, donde el horizonte A que es la capa
vegetal, raices e insectos, seguido por en el horizonte B, donde se observa el cambio en la textura y el
color de suelo. A través de los horizontes aumenta el tamafio de las rocas y cambian sus propiedades

fisicas y quimicas.

2.5.  Propiedades Fisicas

Las propiedades fisicas se refieren al tamafio de las particulas del suelo, y su distribucion como
resultado de la interaccion que se da entre las fases del mismo suelo (agua, aire y suelo). Las
propiedades fisicas son textura, densidad, porosidad, permeabilidad e infiltracion y son de gran

importancia para la agricultura, porque dependiendo de sus resultados se sabe si un suelo es apto o no,



para la produccién.

2.5.1. Textura.

La textura es la fase solida del suelo, que permite identificar el tamafio y la cantidad de particulas
presentes en el suelo. La textura es de gran importancia para evaluar la aireacién, humedad,
movimiento de agua, disponibilidad de nutrientes, la fertilidad, productividad, uso y manejo, asi como
la retencion y liberacién de iones, permeabilidad, erosion, contenido de materia organica entre otras
propiedades (Gonzales, 2014). Para determinar texturas en el suelo se utilizan dos métodos
(Granulométrico y Bouyoucos). Estos métodos permiten analizar el tamafio porcentual de la

distribucion del tamafio de las particulas como arena, limo y arcilla. (IGAC, 2011).

Segun el Instituto Geografico Agustin Codazzi (IGAC) la determinacion de textura por el método de
Bouyoucos aplica la ley de Stokes, el cual permite cuantificar el tamafio de las particulas en un

intervalo determinado de tiempo (40 segundos, y dos horas) utilizando un hidrémetro para realizar las

mediciones (IGAC, 2011).

Para la clasificacion de la arena lino, arcilla se emplea el cuadro textural (Ver Figura 3).

Figura 3. Triangulo textural
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Fuente: USDA, 2011.

Los porcentajes obtenidos de arcilla arena y limo se registran en el triangulo textual una linea recta

sobre los porcentajes (A, Ar. L). Estas lineas se unen en un punto en comin el cual permite su

clasificacion.




2.5.2. Densidad.
La densidad es la masa total de un sélido por unidad de volumen del sélido. La densidad se clasifica en
densidad real y densidad aparente y se expresa en g/cc.

- Densidad aparente.

La densidad aparente tiene en cuenta espacio ocupado por los poros en un volumen de muestra de
suelo. Este pardmetro debe ser determinado in situ. La densidad aparente se relaciona con textura,
humedad, grado de compactacion, contenido de materia organica y estructura. Los suelos con textura
fina tienen menor densidad y mayor porosidad que los suelos arenosos (Thompson, 2002). La densidad
aparente varia entre 1,0 -1,8 g/cc, para los suelos agricolas. Cada tipo de suelo tiene un rango

caracteristico de la densidad aparente (Ver tabla 1).

Tabla 1. Relacion entre la densidad aparente y el tipo de suelo.

Tipo de suelo Densidad Aparente
Arenoso 1,55-1,8
Franco Arenoso 1,4-1,6
Franco 1,35-1,5
Organico <1,0
Arcilloso 1,2-1,3

Fuente: FAO, 2013.

En la tabla 1 se puede observar que a medida que disminuye el tamafio de las particulas de suelo la
densidad desciende. Los suelos con densidades bajas no son buenos para la agricultura por falta de

aireacién y bajo drenaje (FAO,2014).

- Densidad real.

La densidad real es la relacion entre el volumen y la masa del suelo. Este pardmetro se mide en
laboratorio. La densidad real tiene en cuenta la fraccion mineral y orgéanica. Los valores promedios de
los suelos cultivados oscilan entre 2,2 — 3,2 g/cc. Esta propiedad depende de la composicién mineral,
del contenido de materia organica y de los 6xidos de hierro. Si la densidad real esta por encima de 2,65
g/cc el suelo tiene gran contenido de 6xidos de hierro como el FeO y minerales, pero si este resultado

es menor del valor de referencia (2,65g/cc) hay mayor fraccion de la materia organica (FAO, 2018).

2.5.3. Porosidad.
La porosidad es el espacio vacio en el suelo siendo este grande mediano y pequefio, lo cual influencia
la funcion que ejerce (Ver Tabla 2). La porosidad se caracteriza por presentar continuidad, tamafio,

morfologia y orientacion (FAO, 2013)
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La porosidad es la propiedad que se relaciona con la infiltracion, la densidad aparente, la aireacion, el
almacenamiento de agua y la temperatura (FAO, 2013). A mayor textura en el suelo, mayor porosidad.
La materia organica tiende a aumentar la porosidad lo cual favorece el crecimiento de las plantas y
facilita la infiltraciéon (Garcia, 2005).

Tabla 2. Clasificacion de los poros de un suelo segin tamafio y su funcion.

Clasificacion de los poros Tamafio Funcién segun su tamafio

Grandes 6 Macroporos > 60 Micras Conduce el aire, influye en la infiltracion

Mediano o Mesoporos 10 - 60 Micras | Conduce el agua

Pequefio 6 Microporos 0,2 -9 Micras | Almacenamiento de agua disponible para las plantas

Fuente: (IGAC, 2016)

La tabla 2, indica que los poros grandes se relacionan con la circulacion de aire y de agua, pero en los
suelos con los poros pequefios preferiblemente se retiene el agua, cual desplaza el aire, lo cual puede

ser perjudicial para los cultivos.

2.5.4. Permeabilidad e infiltracion.

La infiltracion es el proceso en el cual el agua atraviesa el suelo. La infiltracion se ve afectada por el
uso del suelo, el contenido de humedad, el tipo de poros, el desarrollo de las raices de las plantas,
textura, porcentajes de arena, arcillas y limos (FAO, 2013). La permeabilidad es la capacidad de suelo
para permitir el paso de un liquido, por lo cual mientras mas permeable sea un suelo mayor sera la
filtracion. Por otra parte, muchos factores afectan la permeabilidad de un suelo como cércavas y otros
(Ver Tabla 3). La permeabilidad se relaciona con la textura, la estructura y el tamafio de los poros. Los
poros son de gran importancia para la tasa de percolacién (movimiento del agua a través del suelo) y

filtracion (desplazamiento del agua hacia el interior del suelo) (FAO, 2014).

Tabla 3. Relacién entre la velocidad de infiltracion, permeabilidad y tipo de suelo.

VELOCIDAD DE PERMEABILIDAD TIPO DE SUELO.
INFILTRACION (mm/h)
<1 Muy Lenta Ar
1-5 Lenta Ar, ArL
5-20 Moderadamente Lenta FAr, FArL
30-63 Moderada FArA
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63-127 Moderadamente Répida FA

127-254 Répida AF

> 254 Muy Répida AF, A

Fuente: Castro, H, 1998.

La tabla 3, relaciona la velocidad de infiltracion con la permeabilidad y el tipo de suelo, lo cual
permite identificar si la permeabilidad es lenta, moderada o rapida en una escala de 1 mm/h a 254
mm/h clasificando asi el tipo de suelo. La permeabilidad en suelos arenosos es muy rapida mientras
que la permeabilidad en suelos arcillosos es lenta (FAO,2014).

2.6.  Propiedades Quimicas

Las propiedades quimicas estudian las reacciones en los suelos, como la dinamica de los nutrientes y la
fertilidad del mismo. Estas propiedades son el pH, Acidez Intercambiable, Aluminio Intercambiable,

CIC, Materia Organica, Carbono organico, Fosforo Total y Nitrégeno Total.

2.6.1. pH.
El pH es la propiedad quimica que mide la acidez o basicidad de los suelos. Un suelo es acido cuando

cede protones y basico cuando recibe protones del agua presente en el mismo.

El pH del suelo puede ser afectado por el efecto de dilucion, la concentracion de las sales, y el
contenido de CO.. El pH de un suelo depende de la disponibilidad y solubilidad de nutrientes, la
mineralizacion de la materia organica, ademas permite regular la capacidad de intercambio cationico,

regula la concentracién de iones toxicos y controla el tipo de actividad microbiana.

La literatura reporta que el pH en el suelo agricola puede clasificarse entre valores promedios de 3.78

a 10,46. Para un cultivo de Ananas comosus el pH oscila entre 4,5- 5,5. (Ver tabla 4) (Jaramillo, 2002).

Tabla 4. Clasificacion del suelo segin el pH en Agua y KCI.

H Determinado En Agua pH Determinado En KCI

Valor Calificacion Valor Calificacion

<35 Ultra acido <4 Extremadamente acido
3,5-4,4 Extremadamente acido 40-4,9 Fuertemente acido
45-5,0 Muy fuertemente acido 5,0-5,9 Moderadamente acido
5,1-5,5 Fuertemente acido 6,0-6,9 Ligeramente acido
5,6-6,0 Moderadamente acido 7,0 Neutro
6,1-6,5 Ligeramente acido 7,1-8,0 Ligeramente alcalino
6,6-7,3 Neutro 8,1-9,0 Moderadamente alcalino
7,4-7,8 Ligeramente alcalino 9,1-10 Fuertemente alcalino
7,9-8,4 Moderadamente alcalino >10 Extremadamente alcalino
8,5-9,0 Fuertemente alcalino
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pH Determinado En Agua pH Determinado En KCI
>90 | Muy fuertemente alcalino
Fuente: Moreno et al., 2017

La tabla 4, permite clasificar el tipo de suelo de acuerdo a su pH. La importancia de medir el pH de
agua y el pH de KCI radica en que permite conocer el A pH cualCual a su vez determina el tipo de
intercambiador es el suelo, cuando el suelo tiene cargas negativas su (A pH <0) y cargas positivas
(ApH >0) (Moreno et al., 2017).

2.6.2. Acidez y Aluminio Intercambiable.

La acidez de un suelo mide la cantidad de protones del suelo y se denomina potencial hidrogeno. La
acidez intercambiable depende de los iones que la producen como: AI** cual se asocia facilmente con
las moléculas de agua generando los H+ AI(OH)* y AI(OH)*. La acidez establece la cantidad de

I** es abundante en suelos

aluminio intercambiable que tiene un suelo al lavarlo con KCI [1IN]. EI A
con pH menor de 5,5. Estas condiciones presentan deficiencias de fosforo, por la asociacion que hace
este elemento con el aluminio intercambiable, produciendo respectivos complejos, pero esta condicion

esta impidiendo la absorcién de calcio, magnesio y potasio (Acevedo, 2007).

Seglin Acevedo (2007) cuando el AI** es menor de 1 ppm la saturacion es mas pequefia del 60% y no
se presenta efecto toxico, pero si la saturacion es mayor su efecto es toxico. Por lo anterior la acidez
del suelo afecta el crecimiento de las plantas y favorece la solubilizacion de elementos toxicos como el
Aly Mn.

El aluminio en el suelo a altas concentraciones reduce el crecimiento de las raices, impidiendo la
absorcion de agua y nutrientes (Salinas,1981). El aluminio altera las propiedades quimicas como
solubilizacién, disponibilidad y adsorciéon de nutrientes. Las propiedades bioldgicas y fisicas son
afectadas por el tipo de microorganismos y la estructura (Solera, 2000). La reactividad del aluminio
varia dependiendo de la forma en la cual se presenta (Al* o si se polimeriza el hidroxido de aluminio).
Cuando el pH es menor de 5,5 el aluminio se convierte en la parte integrante de los cationes y se

acepta como nivel critico de toxicidad (Salinas, 1981).

Existen dos posibilidades para reducir el aluminio intercambiable con el fin de que no interfiere en el
desarrollo de los cultivos. Una consiste en aplicar cal dolomitica para reducir la saturacién de aluminio
y la segunda es el desarrollo de variedades de cultivos con tolerancia al aluminio como el frijol Jacinto,

leucaena, el frijol terciopelo entre otras (Sanchez, 2007).

13



2.6.3. Capacidad De Intercambio Catiénico (CIC).

La capacidad de intercambio catiénico del suelo es la capacidad que permite adsorber cationes. Estos
cationes son necesarios para el proceso de nutricion de la planta, entre los mas importantes estan el
Ca?"Mg*, K"y NH4" (Pinzon, 2010).

El intercambio idnico se relaciona con el pH, la cantidad de arcilla y de materia organica presentes en
el suelo. Si la capacidad de intercambio catidnico es alta la disponibilidad de elementos (K, Ca, Mg,
Na) en el suelo aumenta. El CIC se expresa en miliequivalentes sobre 100 gramos de suelo y depende
de la cantidad y tipo de coloides presentes en el suelo como: Vermiculita, llita, Caolinita,
Montmorillonita (Ver Tabla 5) (Jaramillo, 2002).

Tabla 5. Concentracién de CIC presentes en el suelo.

Concentracién meq /100g CIC
Menor 10 Bajos
10-20 Medios
20-30 Altos
Mayor 30 Muy altos

Fuente: Ramirez, 2017.

La tabla 5, permite clasificar la concentracion de CIC de valores menor de 10 hasta 30 meq/100g
presente en un suelo, cuya distribucién puede ser baja, media o alta. Si un suelo tiene bajo CIC indica

baja habilidad de retener nutrientes y baja materia organica (FAO, 2014).

2.6.4. Materia Organica (MO).

La materia organica se relaciona con las propiedades del suelo tales como: pH, textura, infiltracion,
densidad entre otras. La MO es indispensable para la fertilidad del suelo, y el desarrollo de cultivos. Se
forma por la acumulacion y descomposicion de células animales y vegetales que se depositan en la

superficie o en la masa de suelo (Martinez, 2013).

El clima tiene gran influencia sobre la materia organica. Para climas frios se presenta mayor contenido
de materia orgéanica, mientras que en climas calidos disminuye (Ver Tabla 6). La materia organica
favorece la estructura del suelo, la agregacion de particulas, infiltracion, aireacion, suministro de
nutrientes para las plantas, incrementa la capacidad de retencion de agua, disminuye la conductividad
térmica, aumenta la capacidad de intercambio cationico, eleva su capacidad amortiguadora de cambios
de pH y disminuye la erosién (Jaimes, 2005). Para la determinacion de la materia organica se utiliza el
método de calcinacion el cual permite cuantificar la oxidacién y proporcionar la estimacion del
contenido organico (INVIAS, 2012).
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Tabla 6. Clasificacion de materia organica segun el tipo de clima.

Clima Interpretacion del porcentaje de materia organica

Mineral Bajo (%) | Mineral Medio (%) | Mineral Alto (%)
Frio Menos de 5 5-10 Mayor de 10
Templado Menos de 3 3-5 Mayor de 5
Caélido Menos de 2 2-3 Mayor de 3

Fuente: Castro, 1998.

La tabla 6, relaciona el clima con la concentracién de materia organica. Para los climas frios la materia
organica se encuentra en un intervalo de 5% a 10% Yy para los climas célidos esta entre 2% y mayor a

3%, asi que el clima condiciona el tipo de vegetacion o actividad microbiana de un suelo.

2.6.5. Carbono Organico (CO).

El carbono organico de suelo se encuentra en los residuos organicos de animales, microorganismos y
vegetales como: carbono elemental y humus. EI CO se relaciona con la sustentabilidad de los sistemas
agricolas y las propiedades del suelo. El carbono organico, aporta nitrégeno, modifica la acidez por
medio de grupos carboxilicos y fendlicos disminuyendo el pH, la alcalinidad y la distribucion del

espacio poroso (Martinez et al., 2008).

Las propiedades del suelo tales como: textura, densidad, CIC, pH que se ven afectadas por el carbono
organico del suelo (COS). El carbono organico puede influir en la calidad, sustentabilidad y capacidad
productiva del suelo. Segun investigaciones de FAO se ha estimado que el carbono organico se
almacena en mayor porcentaje en los primeros 30 cm del suelo. Se reconoce que a menor temperatura
mayor cantidad de carbono organico, baja actividad bioldgica y una descomposicién lenta de la
materia organica (FAO, 2018).

Segun el rango de porcentaje de carbono organico, se puede establecer nivel de contenido este

elemento en el suelo (Ver tabla 7).

Tabla 7. Relacion de porcentaje de carbono orgénico con el nivel de este elemento en el suelo.

Nivel de carbono organico en el suelo. % Carbono Orgéanico
Muy alta 7,90 - 4,90
Alta 4,90 - 3,50
Medio 3,50-1,90
Baja 1,90 - 0,50
Muy Baja. Menor a 0,50

Fuente: Ruiz, 2012.
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En la tabla 7, se reportan los altos niveles de carbono organico presente en el suelo corresponden a un
porcentaje entre 4,90 y 3,50 siendo los valore que superan 7,9% considerados muy altos. Los suelos
con mayor contenido de materia organica contienen mas carbono (Ibafiez, 2006).

2.6.6. Fosforo Total (PT).
El fosforo es un elemento esencial en el crecimiento de las plantas y es indispensable para la
trasformacion de energia. Este elemento presente en el suelo se deriva de la descomposicion de materia

organica y materiales parentales (Munera & Meza, 2014).

El suelo contiene fosforo en forma de sales de fosfato, pero debido a la vegetacion y a los cultivos esta
cantidad no es suficiente por lo cual se necesita suplir la deficiencia. EI fosforo presenta poca
movilidad y permanece cerca de su lugar de origen. El fosforo organico se relaciona con la materia

organica donde alto nivel de ésta, indica elevada concentracion de fésforo (Biavati & Estrada, 2016).

El fosforo es importante en el desarrollo y crecimiento de la planta. Este crecimiento depende del pH,
la materia organica, la textura y la humedad. Las concentraciones de fosforo para un cultivo agricola
oscilan entre 0,2 y 0,5 mg/l. En la tabla 8 se ilustra la relacion entre la concentracion de fosforo y la

dosis de correccion de este elemento por Ha de suelo en forma de P,Os (Biavati & Estrada, 2016).

Tabla 8. Clasificacién de los niveles criticos y la dosis de deficiencia del fosforo.

Nivel critico de fésforo en el Calificacion Dosis de correccion
suelo (PPM) deficiencia (P.Os Kg/Ha)
<5 Muy bajo 180
5-10 Bajo 135
10-15 Medio bajo 90
15-30 Medio alto 45
>30 Alto 0

Fuente: FAO, 2013.

La tabla 8, se relacionan los niveles criticos de fosforo y la dosis de correccion entre 5 a 30 ppm, lo
cual clasifica el fosforo residual en el suelo en una escala de nivel muy bajo hasta el alto. La

concentracién optima de fosforo para cultivos esté entre 0,1 a 0,5 % (FAO,2014).

2.6.7. Nitrogeno Total (NT).
Existen dos formas diferentes de nitrdgeno en el suelo: El organico y el amoniacal. En presencia de
oxigeno el nitrégeno amoniacal se transforma en nitritos y nitratos. El nitrégeno organico esta formado
por residuos de cosechas, abonos organicos o células de microorganismos presentes en el suelo (Fagro,
2017).
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El nitrdgeno se libera de acuerdo a la necesidad de las plantas, Pero debido a su alta contaminacion que
ejerce en agua se debe controlar las concentraciones para el riego (Barranco, 2011). El nitrogeno total
tiende a aumentar la temperatura de los suelos (Edafologia, 2015).

En la tabla 9 se reporta la interpretacion de resultados de nitrogeno en el suelo.

Tabla 9. Interpretacion de resultados de Nitrégeno.

. Interpretacion de resultados de Nitrégeno. % Nitrégeno
Suelo extremadamente pobre < 0,032

Suelo pobre 0,032 - 0,063

Suelo regular 0,064 - 0,095

Suelo medianamente rico 0,096 - 0,126

Suelo rico 0127 - 0,158

Suelo muy rico 0,159 - 0,221
Suelo extremadamente rico > 0,021

Fuente: Rios, 2005.

2.7.  El Cultivo De La Pifia (Ananas comosus)

La pifia es de la familia Bromeliaceae, nativa de las zonas tropicales de Brasil, su propagacion se llevd
a cabo por vias maritimas en el siglo XVI. Seguida por India en el afio 1545, Madagascar 1548, Europa
1535, Hawai siglo XVIII, y Estados Unidos en el siglo XX. En la Segunda Guerra Mundial se aument6
el comercio y luego solo se enfocO a el Caribe y Estados Unidos por sus condiciones climaticas
(UNCTAD, 2000).

La pifia es un producto con gran demanda debido a su gran sabor y aroma. Por lo tanto, es importante
conocer su morfologia, reproduccion, sus plagas, e insecticidas utilizados para su produccion. A

continuacion, se especifica estos aspectos.

2.7.1. Morfologiay requerimientos de la pifia para su produccién.

La pifia 0 Ananas comosus como se le conoce cientificamente, es una planta que se forma por la unién
de varias hojas hasta llegar a una roseta. Sus hojas son espinosas lo cual permite el desplazamiento de
agua a la raiz y alcanzan hasta los 100 cm de largo. Las flores son de color rosa, el fruto se da sin
necesidad de fecundacidn, luego de la floracion (InfoAgro, 2014). A partir de los dos afios su tallo

inicia a desecarse y aparecen los retofios que permiten la reproduccion de las plantas (Flores, 2014).

Para la produccién de la pifia se necesita de ciertas condiciones como: Temperatura entre los 25 a

32°C, precipitacion entre 1000-1500 mm, pH entre 4,5 a 5,5. La materia organica debe tener un

17




porcentaje entre 5-10, fosforo 20 a 50 mg/l (Molina, 2012). Este cultivo requiere uso de insecticidas
para el control de plagas, que afectan la produccion acabando con hectareas de pifia. Las plagas que
afectan el cultivo de pifia son: la Cochinilla harinosa y las hormigas. Ademas de uso del insecticida, el
cultivo requiere de fertilizacion constante (2 meses) y para esto se utiliza un abono mineral (15-15-15)
que permite nutrir la planta y mejorar el crecimiento. La aplicacién de este fertilizante se realiza en el

suelo en forma solida (Molina, 2012).

2.8.  Descripcion Cochinilla harinosa

La Cochinilla harinosa (piojo blanco) es un pequefio insecto blanco que se localiza en las axilas de las
hojas inferiores, raices o frutos de las plantas. Las hembras maduras y las ninfas chupan savia de
cualquier parte de la planta y dejan un residuo téxico, cual afecta el crecimiento de la pifia

desecandola. El piojo blanco esta asociado con el virus conocido como Wilt.

La Cochinilla harinosa tiene relacion simbidtica con las hormigas porque por medios de ellas son
trasportadas. Las hormigas trasportan el piojo blanco y se alimentan de las secreciones azucaradas de

las cochinillas (Banacol, 2011).

Con el fin de controlar esta plaga los agricultores fumigan las plantaciones de pifia con Lorsban 4EC o
con un insecticida bioldgico con el fin de evitar pérdidas en los cultivos y obtener la produccion

esperada (Garcia & Rodriguez, 2010).

2.9. Lorshan'™™ 4 EC

El Lorsban 4EC (C9H11CI3NO3PS) es un insecticida organofosforado utilizado para controlar las
plagas. EL nombre quimico del ingrediente activo que es el clorpirifo es O, O-diethyl O-3,5,6-
trichloro-2-pyridyl phosphorothioate. En la figura 4 se ilustra su estructura molecular. En la formula de
producto comercial hay 44,5% y los ingredientes aditivos son solventes, emulsificantes y compuestos
relacionados al 55,5%. Aplicacion de este insecticida en la plantacién de pifia se hace al inicio de la
siembra o cuando inicia el brote de la plaga aproximadamente en los primeros 21 dias de haber

trasplantado la planta (Dow AgroSciences, 2012).
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Figura 4. Estructura Quimica de Clorpirifos.

HsC

Fuente: Dow AgroScience, 2012.

Este insecticida actda inhibiendo la accién de la acetilcolinesterasa, evitando que la acetilcolina se
libere y produce impulsos nerviosos, paralisis y por Gltimo la muerte de insecto. Su tiempo de vida
media es de 42 a 175 dias en el suelo. El Losrban 4 EC presenta retencion constante que puede llegar
hasta 2785 ml/g de suelo. Indicando que es una sustancia muy persistente. La aplicacién del Lorsban

se debe hacer uniformemente cubriendo totalmente el follaje de la plata (Miniambiente, 2010).

2.10. Insecticida bioldgico a base de capsaicina y nicotina

El insecticida biologico es un producto netamente natural que da solucién a control de plagas como la
cochinilla harinosa y la hormiga. Segun investigaciones realizadas los insecticidas bioldgicos, mejoran
la produccion, cuidan el medio ambiente y al ser humano. La aplicacion de bioinsecticida permite
recuperar las propiedades de los suelos como el carbono y el nitrégeno. Su elaboracion se hace a partir
de productos naturales lo cual ayuda a mantener el equilibrio del ambiente. Los principales contenidos
es aji chile y el tabaco. Actualmente este producto esta registrado para el patente (Kopytko & Mujica,
2016). Investigaciones demuestran que las aplicaciones de insecticidas biol6gicos controlan las plagas
de manera eficiente permitiendo conservar los microorganismos en el suelo y ser degradados por los

mismaos, evitando el dafio de ecosistema (Gutiérrez, 2010).

Una investigacién realizada en el 2007 hace una evaluacién de algunos insecticidas naturales para
controlar Strymon basilides (gusano barredor) el cultivo de pifia. Los insecticidas utilizados fueron:
Bacillus thuringiensis, Beauveria bassiana, Metarrhizium anisopliae y extracto de Quassia amara,
gue se compararon con carbaril y un testigo. Los bioinsecticidas fueron usados siete veces con
intervalos de una semana de aplicacién. La mayor eficiencia para el control de la plaga fue B.
thuringiensis y el carbaril, ademas de su bajo costo y de los minimos efectos colaterales al ambiente

son Optimos para el uso y aplicacion (Incléan et al., 2007).
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2.11. Metagendémica

La metagendmica es el campo que se centra en el estudio de las comunidades de microorganismos de
los diferentes ambientes (agua, alimentos, superficies, suelos y demas). Por medio de la secuenciacion
y analisis del ADN microbiano se obtiene las secuencias del genoma para la identificacion sin la
necesidad de cultivarlos (Cutrina, 2016).

La metagendmica investiga cualquier comunidad microbiana directamente en su ambiente natural
evitando aislar los microorganismos (Cueto et al., 2014). El Instituto Americano de Microbiologia
(2012) lo define como la secuenciacion de material gendmico a gran escala agrupado en una
comunidad. Este medio permite investigar, clasificar y manejar todo material obtenido de un muestreo.
El procedimiento de la metagenémica consiste en la seleccion del nicho ambiental, luego el
aislamiento del material genético de la muestra ambiental, seguido por la manipulacion del material
genético (Wilson & Piel, 2013).

En el 2017, se realizaron analisis metagendmico de alto rendimiento del microbioma de suelo
contaminado con petréleo en China. Para este propdsito se realizo la extraccidon y secuenciacion del
ADN, seguido por las asignaciones taxonomicas y las anotaciones funcionales para llegar al analisis
estadistico y dar respuesta. Este estudio permitio identificar en-los suelos contaminados el alto nivel de
diversidad comunitaria y versatilidad metabodlica, proporcionando aplicaciones de biorremediacion
(Bao et al., 2017). Otro estudio reciente reportd la diversidad de las comunidades microbianas de
suelos paperos con enfoques ecoldgicos y metagendmicos. Este estudio los autores concluyeron que la
composicion taxondmica cambia y los perfiles metabdlicos méas representados estuvieron relacionados

con la utilizacién de nitrégeno tanto en los procesos actuales como histéricos (Carbonetto, 2014).

2.12. Importancia de los microorganismos en el suelo.

Los microorganismos intervienen en la fijacién del nitrégeno, carbono, fosforo en el suelo y son
importantes en la fertilidad del mismo. Segun investigaciones realizadas las intervenciones del hombre
en los suelos por medio de la agricultura alteran las propiedades microbioldgicas y fisicoguimicas por
el uso de insecticidas para el control de plagas y enfermedades. A partir de estos fendmenos

recomiendan el uso de la fertilizacion biol6gica que se desarrolla por medio de poblaciones
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microbianas benéficas para la recuperacion y conservacion del suelo, y su entorno (Rocha et. al.,
2015).

Los microorganismos se desarrollan en la superficie de las particulas del suelo y una pequefia cantidad
de suelo puede favorecer el crecimiento de microambientes diferentes con gran variedad de
microorganismos. La abundancia de microbiota en un suelo esta relacionada con el tipo de nutrientes

presentes tales como el nitrégeno y fosforo y las caracteristicas de este (Madigan et al.; 2009).

2.13. Caracteristicas morfofisioldgicas de Phylas presentes en los suelos cultivados.

Las caracteristicas morfofisioldgicas de los Phylas son importantes para determinar el comportamiento
de los diferentes microorganismos en cada uno de sus habitats: agua, suelo, aguas contaminadas o

suelos contaminados Y asi facilitar la clasificacion mas detallada de cada microorganismo.

Un gramo de suelo contiene mas de 10 bacterias, debido a que alberga mucha de la diversidad
genética de la tierra y pueden ser clasificadas por Phylum, clase, orden, familia y género (Horner-
Devine, 2004).

Algunos de los Phylas que se encuentran en los suelos cultivados se describen a continuacién.

2.13.1. Phylum Actinobacteria.

El Phylum Actinobacteria corresponde a bacterias Gram positivas, con alto contenido de guanina y
citosina en su ADN; son microorganismos filamentosos, con crecimiento en forma de red que
comunmente se denomina micelio, con tamafio mucho menor al micelio de los hongos. Aunque se
encuentran Actinobacterias en ambientes acuaticos, su proceso de adaptacion al habitat terrestre es
muy antigua y la mayoria se distribuye en el suelo. Son aerobios y anaerobios facultativos y se
desarrollan a una temperatura 6ptima entre los 25°C y 30°C. Su nicho ecoldgico se relaciona con la
descomposicion de materia organica, como la celulosa, quitina, el recambio de materia organica y el
ciclo del carbono, permitiendo el suministro de nutrientes en el suelo. Son importantes en la formacién
de humus (Ranjani, et. Al., 2016). Desde el punto de vista agronémico cumplen varias funciones

favoreciendo la fertilidad de los suelos. Debido a su estructura filamentosa y a la produccién de
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exopolisacaridos, estas bacterias pueden unir particulas de suelo y de esta forma a contribuir a
mantener la matriz del suelo (Céceres, 2008)

2.13.2. Phylum Planctomycetes.

Se distribuye tanto en el suelo como en el agua. Se caracteriza porque carecen de peptidoglucano en su
pared celular, pero poseen proteinas. Presentan una compartimentacion intracelular. La temperatura
Optima de crecimiento es entre los 35°C y los 50°C Estudios previos han estimado que el 50% de las
moléculas de nitrégeno en la atmoésfera son generadas por Planctomicetos anammox (Youssef &
Elshahed, 2014).

2.13.3. Phylum Acidobacteria.

Las Acidobacteria han sido descritas como uno de los filos bacterianos mas abundantes y ubicuos en el
suelo. Sin embargo, los factores que contribuyen a este éxito ecolégico no estan bien aclarados,
principalmente debido a las dificultades en el aislamiento bacteriano. Las Acidobacterias pueden
sobrevivir durante largos periodos en el suelo, debido a la proteccion proporcionada por sustancias

poliméricas extracelulares secretadas que incluyen exopolisacaridos (Janssen, 2006).

Este grupo de organismos se han encontrado en una variedad de ambientes, como el suelo, aguas
termales, océanos, cuevas y suelos contaminados con metales. Son fisioldgicamente diversos, la
mayoria son quimioheterotrofos, aunque también se ha encontrado fotoheterotrofos. Contienen lipidos
caracteristicos los cuales los hacen responsables de adaptarse a diferentes ambientes. Muchos de los
organismos de este grupo son acidofilos. Aungue no se conoce exactamente su nicho ecolégico en el
suelo, se considera que son importantes en la dindmica del suelo, debido a su abundancia en el mismo,
su principal funcién en el medio ambiente es la descomposicion de varios biopolimeros y la

participacion en el ciclo global del carbono, hierro e hidrogeno (Sang-Hoon, et al., 2008).

2.13.4. Phylum Verrucomicrobia.

El Phylum Verrucomicrobia esta recientemente descrito como bacterias. Se han relacionado
morfolégicamente con los organismos del phylum Planctomycetes (Schlesner, 2006). Este género es
activo de las comunidades microbianas especialemente en los suelos agricolas y nativos (Buckley &
Schmidt, 2001). Su nombre es proveniente de su morfologia similar a una verruga, en su mayoria son
mesofilas, facultativamente u obligatoriamente anaerébico y oligotr6fico. Son bacterias resistentes a

altas temperaturas y a pH muy bajos (Sangwan, 2005).
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2.13.5. Phylum Firmicutes.

El phylum Firmicutes son bacterias bacilares Gram positivas con bajos contenidos de G-C, formadores
de endosporas, pueden ser moviles o inmdviles, aerobios o anaerobios estrictos y estan presentes en
habitats como el suelo, sedimentos e intestinos. Se desarrollan a una temperatura éptima entre 30-

45°C. Son heterotréficos, obteniendo los nutrientes de la materia organica (Méndez, 2017).

2.13.6. Phylum Proteobacteria.

El phylum Proteobacteria constituye uno de los principales linajes dentro del dominio de las bacterias.
Comprende un grupo amplio de bacterias Gram negativas, con 1300 especies aproximadamente,
clasificadas en 384 géneros. Aunque estan relacionadas filogenéticamente, son muy diversas desde el
punto de vista fisioldgico, morfolégico y ecolégico. Pueden presentar un metabolismo fotétrofo,
heterétrofo y quimiolitétrofo. Son de gran importancia biolégica porque incluyen diversos patégenos
de humanos, animales y plantas, asi como varios taxones que desempefian un papel clave en los ciclos
de carbono, azufre y nitrégeno. Se encuentran en diferentes habitats y estan ampliamente distribuias en
el suelo. Esta especie se pueden encontrar en una variedad de ambientes, con temperaturas optimas
entre los 20°C y 45°C (Hartmann, 2017).

2.13.7. Phylum Chloroflexi.

El phylum Chloroflexi, corresponde a bacterias verdes no sulfurosas (GNSB), Y hay pocos
representantes cultivados. Metabolicamente es un grupo muy diverso, con una variedad de habitat
como: suelos, agua dulce, ambientes marinos y sistemas de tratamiento de efluentes (Yamada &
Sekiguchi, 2009). Las bacterias Chloroflexi presentan una morfologia filamentosa, son monodérmicas
(presentan una sola membrana celular), lo que las relacionan con las bacterias Gram positivas, aunque
la tincion de Gram presenta diferentes resultados dependiendo del grosor de la pared celular. Pueden
ser termofilos aerobios (usan oxigeno y crecen a altas temperaturas), fototrofos anoxigénicos (usan la
luz para la fotosintesis) y halorrespirantes anaerdbicos lo cual indica que utilizan compuestos

halogenados como aceptores de electrones (Fawaz ,2013).
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3. Metodologia

El proyecto se desarroll6 en el Laboratorio de suelos de la Universidad Pontifica Bolivariana Seccional
Bucaramanga, donde se realizaron las mediciones de las propiedades fisicoguimicas del suelo, excepto
de los andlisis de carbono organico, fosforo total y nitrégeno total, cuales fueron desarrollados por el
Laboratorio de Andlisis Quimico de Aguas Residuales de la Universidad Pontifica Bolivariana. Las
pruebas de campo se efectuaron en la finca Granjas Bellavista en el municipio de Lebrija, Santander,
donde se trabajé también el muestreo de suelo. El Anélisis microbiol6gico se ejecutd en el
Laboratorios de Biologia Molecular y Biotecnologia de la Universidad de Santander (UDES).

Para el cumplimiento de los objetivos trazados se aplicd la metodologia especificada a continuacion.

3.1.  Evaluacion de las propiedades fisicoquimicas y microbioldgicas iniciales de suelo

cultivado con pifia en el municipio de Lebrija, Santander

Para dar inicio al proyecto se realiz6 el muestreo de suelo destinado para area experimental en el

municipio de Lebrija, Santander en la finca Granjas de Bellavista.

Para este proposito se identificd y distribuyé el terreno en la finca de interés, como se ilustra en la
figura 5.

Figura 5. Ubicacidn de terreno y siembra del cultivo.
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Suelo B (B): Suelo sin cultivo, sin insecticida.

Suelo C (C): Suelo con cultivo, sin insecticida.

Suele FB (FB): Suelo con cultivo, con insecticida biologico.
Suelo FQ (FQ): Suelo con cultivo, con insecticida quimico.

Fuente: Autora.

En la figura 5 se puede observar que el area estudiada se dividido en 4 cuadrantes de igual tamafio de 6
m x 1,5 m cada uno. Cada sector sembrando tenia 30 plantas distribuidas, en 5 filas con 6 plantas cada

una.
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Para fines experimentales se tuvo en cuenta suelo denominado blanco (B), cual fue el &rea sin siembra
de pifia y sin la fumigacion, suelo denominado control (C), que fue el area con siembra de pifia, pero
sin fumigacion. Los experimentos con la fumigacion de la pifia se realizaron en otros dos cuadrantes,
donde en uno de ellos se aplicé insecticida quimico (FQ) y en otro bioldgico (FB). Las cuatro areas
experimentales recibieron igual manejo en cuanto a riego y fertilizacion, utilizando para este prop6sito
agua lluvia y abono mineral triple quince (15-15-15), cual se aplic6 al final de cada mes, iniciando el

proceso a un mes de haber sembrado la pifa.

En la tabla 10, se resumen las actividades realizadas en areas experimentales

Tabla 10. Resumen de las actividades realizadas en areas experimentales.

Muestreos Actividades

e Toma de muestra inicial suelos B, C, FB 'y FQ.
Muestreo 1 (M1) o
e Fumigacion de FBy FQ.

e Toma de muestra de suelos FB y FQ.

Muestreo 2 (M2) o
e Fertilizacion de todos los suelos después del muestreo.
e Toma de muestra suelos B, C, FB y FQ.
Muestreo 3 (M3) o
e Fumigacion de FB y FQ.
e Toma de muestra de suelos FB y FQ.
Muestreo 4 (M4) o
o Fertilizacion de todos los suelos después del muestreo.
Muestreo 5 (M5) e Toma de muestra suelos B, C, FB y FQ.

Fuente: Autora.

3.1.1. Analisis de las propiedades fisico quimicas de suelo de interés.
Para la determinacion de las propiedades fisicoquimicas de suelo se aplico la guia metodoldgica, segun

la cual en cada area se tomo igual cantidad de submuestras de forma aleatoria (IHOBE, 1998).

El cultivo y la fumigacion se realiz6 de la manera tradicional, como los agricultores actualmente lo
desempefian en el Municipio de Lebrija, Santander. La fumigacion se aplicé de 6 a 8 pm, debido a que
los insecticidas quimicos y bioldgicos son fotosensibles y se degradan bajo accién de luz. Las
aplicaciones se realizaron cada 30 dias para el insecticida quimico y cada 15 dias para el insecticida
bioldgico, evitando las condiciones climaticas de lluvia, las altas temperaturas, la aireacion, con el fin

de obtener mayor concentracién del insecticida en el cultivo.
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Una vez tomadas las muestras se rotularon debidamente y se trasportaron en una nevera hasta el
laboratorio de suelo de la Universidad Pontificia Bolivariana Seccional Bucaramanga (UPB), donde
fueron procesadas.

Antes de iniciar analisis fisicoquimicos se mezcld respectivas submuestras y se dejé secar al aire libre

durante 24 h, y posteriormente se trituré para el efecto de homogenizacion.

En la tabla 1 se reportan los parametros fisicoquimicos analizados en este proyecto y los métodos

aplicados para su determinacion.

Todos los andlisis fisicos quimicos realizados se realizaron por triplicado, para el efecto de promediar

los resultados.

Tabla 11. Métodos empleados para la determinacion de caracteristicas fisicoquimicas

Parametro fisicoquimico Método
pH NTC 5264
Conductividad Eléctrica NTC 5596
Amdez _ intercambiable y Aluminio NTC 5263
intercambiable.
Textura (Granulometria y Bouyoucos) ASTM WK38106 y NTC 1522
Curva de perdida de humedad NTC 947-1
Densidad aparente NTC 237
Densidad real ASTM 2216
Permeabilidad e Infiltracion ASTM D2434-68 / ASTM D3385 — 09
Materia Organica Ignicion INVE 121.
Capacidad de Intercambio Catidnico NTC5258
Fosforo total SM 4500-P-B,E
Nitrogeno total SM 4500
Carbono organico total Colorimétrico, Walkley Black K>Cr,07H,SO4

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

El criterio utilizado para la seleccion de los parametros fisicoquimicos fue la calidad y productividad

del suelo cultivado con pifia.

Por lo anterior la medicion de pH, permiti6 verificar el cumplimiento de los valores reportados en la
literatura para este cultivo (DANE-ENA, 2015). Adicionalmente la mediciéon de pH en agua y KCI
permitio hallar la diferencia denominada ApH, cuyo valor negativo indica que el suelo es un

intercambiador cationico y valor positivo clasifica el suelo como intercambiador aniénico.
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Teniendo en cuenta que el fosforo influye en el crecimiento de las plantas y el desarrollo de los

microorganismos, por esta razon se considero este pardmetro para su evaluacion.

El conocimiento de la textura del suelo es importante para este proyecto, debido a que permite
determinar el porcentaje de la distribucion de las particulas con didmetro menor a 2 mm, las cuales
estan relacionadas con la permeabilidad e infiltracion, la humedad, la porosidad total, CIC, M.O y la
densidad. De esta manera permiten indican el porcentaje de agua y las posibles vias de movilizacion de
la misma dentro de la estructura del suelo, asi como el oxigeno disuelto del mismo. Estos factores son
de gran importancia para la estabilidad y supervivencia de las diferentes especies microbioldgicas
(IHOBE,1998).

La materia organica y la capacidad de intercambio deciden sobre la disponibilidad de nutrientes y de
esta manera la fertilidad del suelo, como también la cantidad de fosforo y nitrégeno, los cuales marcan

la productividad del mismo.

3.1.2.  Analisis de las propiedades microbioldgicas del suelo de interés.

El muestreo de suelo para analisis microbioldgico se realizd en los mismos sitios, donde se extrajo el
suelo para analisis fisicoquimicos en cada area. Las muestras se tomaron por separado en tubos Falcon
de 50 ml y se rotularon debidamente para ser transportadas en una nevera portatil, a una temperatura
entre 0 a 4 °C hasta el Laboratorio de la Universidad de Santander de Biologia Molecular y

Biotecnologia, donde se almaceno inmediatamente a -80°C para su posterior analisis.

El procesamiento de cada muestra de suelo se inicié por la mezcla de las submuestras y su

homogenizacion mediante la maceracion.

El analisis microbiologico de las muestras de suelo, comprendié aplicacion de tres pasos de la
metodologia de metagendmica, de los cuales primero fue la extraccién del ADN de cada suelo (B, C,
FB y FQ), seguido de la secuenciacion, el ensamblaje de las cadenas extraidas de ADN vy luego la

identificacion y cuantificacién de los géneros microbianos presentes en cada suelo.

El procedimiento general que se realiz6 para analisis metagendmico se resume en la Tabla 12.
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Tabla 12. Metodologia empleada en el estudio metagenémico de las muestras.

Estudio metagendmico Etapas de procesamiento de la muestra

1. Extraccion de ADN, Verificacion, Cuantificacion.

Procetsamlento de 1a |5 secuenciacion y desarrollo de librerfa lllumina
muestra

3. Andlisis de secuencias: Emparejamiento, eliminacién secuencias
técnicas y corrido en software

Fuente. Hernandez-Ledn (2010); Roberto D. (2014).

A continuacidn, se especifica la metodologia aplicada en cada paso.

o Extraccion de ADN.

Para la extraccion de ADN metagenomico se utiliz6 el protocolo de extraccion E.Z.NA Soil DNA Kit
de la compafiia OMEGA BIO-TEK, siguiendo cada paso especificado por los fabricantes, lo cual se
indica a continuacion. El procedimiento detallado de este protocolo se deposita en el Anexo Ay en la

tabla 13 se ilustran los pasos mas importantes del procedimiento de extraccion de ADN.

Tabla 13. Proceso de extraccion de ADN.

Registro  fotografico  del

Actividad del proceso de extraccion de ADN. o
proceso sefialado.

e Tamizado de la muestra a analizar.

e Agitacion Vortex durante 10 minutos.
Adicion DS-Buffer agitacion en el Vortex.
e Incubacién a 70°C por 15 min.

e Centrifugacion a 3000 gravedades durante 5 min a
temperatura ambiente.




e Adicién 270 pl de P2 Buffer (-20°C) al sobrenadante.
e Incubar en hielo durante y Centrifugacion a 35000
gravedades.

e Transferencia de sobrenadante a un tubo de Ependorf.

e Agregacion de 800 ul de Isopropanol y dejar en refrigeracion
a -20 °C durante 1 hora y centrifugacion a 35000 gravedades
durante 15 a una temperatura de 4°C.

e Secado del pellet 1 0 2 min.

e Incubacion de la muestra durante 25 min a 70°C.

e Secado de pellet para transferir la solucién a la columnas.

e Conservacion el ADN total a una temperatura de -20°C

e Verificacién el estado de ADN obtenido por electroforesis en
gel de agarosa al 0,8% (p/v) y su cuantificacion por
espectrofotometria (OD 260).

Fuente: Protocolo especificado en Kit de la compafiia OMEGA BIO-TEK, Registro fotografico en
Labotatorio de Biologia Molecular y Biotecnologia (UDES, 2018).
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. Secuenciacion y desarrollo libreria de Illumina.

La secuenciacién y desarrollo de libreria es el mapeo fisico de un genoma al nivel de pares de bases.
Para este proposito se utilizé el fragmento 16S ribosomal, debido a que tiene menos variabilidad en las
poblaciones. La secuenciacion se ejecut6 por el método de Illumina, cual se usa para la amplificacion
de areas interés los cebadores con Bakt_ 341F y Bakt 805R, que amplifican regiones internas del gen
ADNr 16S. Finalmente se obtuvo las secuencias masivas para el total del ADN muestreado por
Illumina. Los archivos generados se cargaron en los servidores de la empresa Macrogen y en el

Servidor del Laboratorio de Biologia Molecular y Biotecnologia de la UDES.

o Anélisis de secuencias: Emparejamiento, eliminacién secuencias técnicas y corrido en
software.

Una vez se recibieron las secuencias se realizd verificacion de calidad en el software FastQC. Y
posteriormente se utilizé trimmomatic, para remover las secuencias técnicas de la secuenciacion

(indicadores, adaptadores y remanentes de cebadores).

Finalmente, el conjunto de datos se cargd en el software MG-Rast, el cual realiz6 el proceso de
emparejado (Forward y Reverso) para obtener secuencias en promedio con 448+/-9 bases de longitud.
Finalmente, el software report6 la anotacion de los porcentajes de los niveles taxonémicos en dominio,

phylum, clase, orden, familia y género.

Considerando la magnitud de la informacion el analisis realizado para este proyecto se redujo el

analisis para las secuencias obtenidas de phylum y género.

3.2.  Verificacion de los cambios en las propiedades fisicoquimicas del suelo de interés,

después de ser sometido a la fumigacién con un insecticida quimico y biolégico.

Para examinar los cambios en las propiedades fisicoquimicas del suelo de interés, después de ser
sometido a la fumigacién con un insecticida quimico y bioldgico, se realiz6 una siembra de la pifia

aplicando un disefio sefialado anteriormente en la figura 6.
Para la fumigacion del cultivo de la pifia en area experimental sefialada como suelos FB y FQ se utiliz6

un insecticida bioldgico desarrollado en la Universidad Pontificia Bolivariana y registrado como el

patente, el cual se aplicéd conservando la concentracion de elaboracién, sin agregarle agua. El suelo
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fumigado con insecticida quimico (FQ) aplica un insecticida tradicionalmente utilizado en la zona que
fue el Lorshan 4 EC (FQ) este se aplico en una concentracion de 5% es decir por 1 litro de agua, 50 ml
de Lorsban.

Al dia siguiente de la aplicacion de los insecticidas, se realizé el muestreo para andlisis fisicoquimico

de suelo, utilizando la misma metodologia sefialada en el capitulo 3.1.1.

3.3.  Valoracion de los cambios en las propiedades microbioldgicas del suelo, objeto de

estudio, despueés de ser sometido a la fumigacion con un insecticida biolégico y quimico.

Para la valoracion de los cambios en las propiedades microbioldgicas del suelo, objeto de estudio,
después de ser sometido a la fumigacion con un insecticida bioldgico y quimico se tuvo en cuenta
resultados de analisis microbioldgicos obtenidos a través de la metagenémica, donde se aplico la

metodologia sefialada en el capitulo 3.1.2.
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4.

Datos y Analisis

4.1.  Evaluacion de las propiedades fisicoquimicas y microbiol6gicas iniciales de suelo

cultivado con pifia en el municipio de Lebrija, Santander.

Seguidamente se reportan las mediciones iniciales fisicoquimicas y microbiol6gicas del suelo

proveniente de la Granja Bella vista del Municipio de Lebrija Santander, donde se realizd

experimentacion en campo.

2.13.1. Evaluacion de las propiedades fisicoquimicas iniciales de los suelos de interés.

En la tabla 14 se reportan los resultados de las propiedades fisico quimicas iniciales presentes en areas

experimentales de los suelo de interés.

Tabla 14. Propiedades fisico quimicas iniciales presentes en los suelos de interés.

f_P_aramf: tr_o Suelo B Suelo C Suelo FB Suelo FQ
isicoquimico
pH 4,7 4,2 4.4 45
AbH Intercambiador Intercambiador Intercambiador Intercambiador
PH. cationico. cationico. cationico. cationico.
Conductividad 0,6 dS/m 0,5 dS/m 0,5 dS/m 0,5 dS/m
Eléctrica
Acidez 33meq/l00g | 3,2meq/100g | 3,5meq/100g | 2,9 meq/100g
intercambiable ' ' k '
Aluminio
intercambiable. 3,5 meg/100g 3,1 meg/100g 3,9 meg/100g 1,3 meq/100g
Textura . . . )
. Franco-arcilloso- | Franco-arcilloso- | Franco-arcilloso- | Franco-arcilloso-
(Granulometriay
arenoso arenoso arenoso arenoso
Bouyoucos)
Densidad aparente 1,64 glcc 1,64 glcc 1,64 glcc 1,64 g/cc
Densidad real 2,02 g/ml 2,20 g/ml 2,0 g/ml 2,22 g/ml
Infiltracion 268,94 cm/h 175,85 cm/h - 397,57 cm/h
Capacidad de
Intercambio 12,4 meq/100g 9,07 meqg/100g 7,67 meq/100g 15,93 meq/100g
Cationico
Materia Orgéanica 1,7% 2,5% 2,3% 2,2%
Carbono Organico 0,72% 0,61% 0,96% 0,98%
Fosforo total 120 mg/PO4 104 mg/PO4 179 mg PO4/Kg | 123 mg PO4/Kg

Nitrogeno total

448 mg NTK/Kg

476 mg NTK/Kg

420 mg NTK/Kg

448 mg NTK/Kg

Fuente: Autora.
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En la tabla 14 se evidencia que el suelo B tiene un bajo pH y alta acidez la cual genera la
disponibilidad de aluminio intercambiable en el suelo. Mas, sin embargo, el contenido de aluminio
intercambiable de 3,5 meqg/100 g, correspondiente a 315 ppm se ubica por encima del valor 1 ppm,
reportado en la literatura como un limite por encima del cual se ejerce efecto toxico en el suelo
(Acevedo, 2004). Los suelos C, FB y FQ presentan el mismo comportamiento tienen un pH bajo y una
alta acidez evidenciando la disponibilidad de aluminio intercambiable y superando el valor de 1ppm
por encima del cual se ejerce efecto toxico en los suelos (Acevedo,2014).

La conductividad eléctrica de los suelos B, C, FB y FQ con un valor de 0,6 dS/m a 0,5dS/m se ubica
un intervalo de 0,35 a 0,65 dS/m, lo cual clasifica estos suelos como ligeramente salinos (Andrade &
Martinez, 2004). Lo anterior tiene coherencia con los valores de CIC entre 15,93 meq/100g a 7,97
meq/100g y la materia organica en un intervalo entre 2,5% a 1,7%, con unos valores de carbono

organico de 0,98% y 0,61%, catalogando estos suelos como suelos minerales con intermedio CIC.

La textura de los suelos B, C, FB y FQ es Franco-arcilloso-arenosa con porcentajes de arena entre
72,68 y 59,41, limos de 40,57 a 26,98 y gravas entre 0,44 y 0,01 (Ver anexo B). Esto indica que el
suelo no es compacto, lo cual se relaciona con su alta infiltracion entre 397,57cm/h y 175,85¢cm/h.
Mas sin embargo la perdida de humedad no es muy alta por la retencion de agua en la fraccion de
arcilla, lo cual permite generar unas buenas condiciones de desarrollo de cultivo y de los

microorganismos en el suelo (Ver anexo C).

La densidad aparente inicial presente en los suelos (B, C, FB y FQ) correspondiente a 1,64 g/cc,
supera el valor reportado en la literatura como un valor recomendable para un suelo agricola, siendo la
densidad real cercana al rango de 2,2 a 3,2 g/cc que reporta la literatura como una referencia para este
tipo de suelo (USDA, 2011; FAO, 2018).

Los suelos B, C, FB y FQ presenta altos valores de fosforo y bajos de nitrégeno, lo cual requiere una

correccion en los suelos con un fertilizante adecuado.

La pérdida de humedad analizada en condiciones de laboratorio a temperatura de ambiente, es mas alta
en los suelos FB y FQ, cuyo descenso del contenido de humedad va desde 7,0 % hasta 1,7 %, en
comparacion con los suelos B y C (Ver anexo C). Esto indica mayor pérdida de agua en estos suelos en

el mismo tiempo de experimentacion. Siendo esta informacion importante para el riego del cultivo.
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2.13.2. Evaluacion de las propiedades microbioldgicas iniciales de los suelos de interés.

De todas las secuencias analizadas en todos los muestreos, mas del 98,68% correspondieron a
organismos del Dominio Bacteria, un porcentaje menor al 1,27% de las secuencias correspondié a
organismos del Dominio Eucarya y en algunas muestras, se observo un porcentaje no mayor al 0,13%
de secuencias de bases no clasificadas. (Ver anexo D y E); lo que indicd en total un alto porcentaje de

secuencias de microbiota bacteriana analizadas.

En el anexo D se reporta analisis de las secuencias de dominio y Phylum iniciales de los Suelos By C
arrojado por el software MG-Rast.

Considerando que el suelo C y B representan condiciones iniciales, en su primer muestreo se

determinaron propiedades microbioldgicas, las cuales se reportan en las tablas 18 y 19, mostrando la

relacion taxondmica entre los microorganismos identificados.

Tabla 15. Muestreo 1: Relacion taxondmica inicial de la microbiota presentes en el suelo B.

PHYLUM

CLASE

ORDEN

FAMILIA

GENERO

Actinobacteria

Actinobacteria

Actinomycetales

Thermomonosporaceae

Actinomadura

Mycobacteriaceae

Mycobacterium

Streptomycetaceae

Streptomyces

Rubrobacteria (No se identifico)

Solirubrobacteriales

Conexibacteriaceae

Conexibacter

Planctomycetes o
Planctobacteria

Planctomycetacia

Planctomycetales

Planctomycetaceae

Isosphaera

Acidobacteria

Acidobacteriales

Acidobacteriaceae

Candidatus Koribacter

Acidobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria

No se identifico

Solibacteres

Solibacteriales

Solibacteriaceae

Candidatus Solibacter.

Verrucomicrobia

Spartobacteria

No clasificadas. Derivada de
Spartobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Spartobacteria

No se identifico

Verrucomicrobiae

Verrucomicrobiales

Verrucomicrobiaceae

No clasificado pero derivado de
Verrucomicrobiaceae

Firmicutes

Bacilli

Bacillales

Bacillaceae

Bacillus

Clostridia

Clostridiales

No se identifico

No se identifico

Proteobacteria

Betaproteobacteria

Burkholderiales

Burkholderiaceae

Burkholderia

Alphaproteobacteria

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Chloroflexi

Ktenonobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Ktenodobacteria.

Ktenodobacteraceae

Ktedonobacter

Dehalococcoidetes

No clasificadas. Derivadas de
Dehalococcoidetes

No clasificadas. Derivadas de
Dehalococcoidetes

Dehalogenimonas

Gemmatimonadetes

No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Spirochaetes

No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Bacteroidetes

No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Thermotogae

No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Fuente: Autora
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Tabla 16. Muestreol: Relacion taxondmica de la microbiota presentes en el suelo C.

PHYLUM CLASE

ORDEN

FAMILIA

GENERO

. . Actinobacteria
Actinobacteria

Actinomycetales

Thermomonosporaceae

Actinomadura

Mycobacteriaceae

Mycobacterium

Streptomycetaceae

Streptomyces

Rubrobacteria (No se identifico)

Solirubrobacteriale

Conexibacteriaceae

Conexibacter

Planctomycetes o .
. Planctomycetacia
Planctobacteria

Planctomycetales

Planctomycetaceae

Isosphaera

Acidobacteria

Acidobacteriales

Candidatus Koribacter

. . No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria . i
Acidobacteria

No clasificadas. Derivadas de

Acidobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria

No se identifico

Solibacteres

Solibacterales

Solibacteriaceae

Candidatus Solibacter.

Spartobacteria

Verrucomicrobia

No clasificada. Derivada de
Spartobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Spartobacteria

Chthoniobacter

Verrucomicrobiae

Verrucomicrobiales

Verrucomicrobiaceae

No clasificado pero derivado de

Verrucomicrobiaceae

. Bacilli
Firmicutes

Bacillales

Bacillaceae

Bacillus

Clostridia

Clostridiales

No se identifico

No se identifico

. Betaproteobacteria
Proteobacteria

Burkholderiales

Burkholderiaceae

Burkholderia

Alphaproteobacteria

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Ktenonobacteria

Ktenodobacterales

Ktenodobacteraceae

Ktedonobacter

Chloroflexi ]
Dehalococcoidetes

Derivadas de Dehalococcoidetes

No clasificadas. Derivadas de
Dehalococcoidetes

Dehalogenimonas

Gemmatimonadetes No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identificd

Spirochaetes No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identificd

Bacteroidetes No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identificd

Thermotogae No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identificd

Fuente: Autora

Los organismos del Dominio Bacteria identificados en las muestras iniciales se clasificaron teniendo
en cuenta los niveles taxondmicos de Phylum, Clase, Orden, Familia y Género (Ver tabla 15 y 16). Los
Phylum nombrados como Ascomycota y Streptophyta (Ver anexo D y E) no corresponden a los 34
Phylas en que se clasifican las bacterias; el primero de ellos se relaciona con el reino Fungi y el

segundo con el Reino Plantae.

Con base en los resultados obtenidos de la metagenémica bacteriana edafica, se identificaron siete
Phylas principales en los suelos B y C, con porcentajes de distribucion mayores al 2% (Ver Grafica 1)
y corresponden a Actinobacteria, Planctomycetes, Acidobacteria, Verrucomicrobia, Firmicutes,
Proteobacteria y Chloroflexi. Todos los Phylas identificados estan relacionadas con la microbiota de

un suelo y con los procesos de descomposicion de materia organica y los ciclos biogeoquimicos.

Ademas, se identificaron cuatro Phylas con un porcentaje de distribucién menor al 1%, que
correspondieron a los grupos Gemmatimonadetes, Spirochaetes, Bacteroidetes, Thermotogae (Ver
tabla 15 y 16). Estos grupos se relacionan con microorganismos presentes en los suelos, con

metabolismo quimiorganotrofo y asociados con la degradacion de la materia organica; sin embargo, no
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se tuvieron en cuenta para el presente estudio, debido a que en los resultados de la metagendémica no se
identificaron otros niveles taxondmicos relacionados con estos Phylas.

En la gréfica 1 se reportan los Phyla en los suelos B y C con sus respectivos porcentajes de

distribucidn de las secuencias analizadas.

Grafica 1. Distribucion de secuencias de los Phyla identificados en los Suelos By C.

NIVELES TAXONOMICOS INCIALES DE PHYLA DE LOSSUELOSBY C.

m Actinobacteria Planctomycetes m Acidobacteria Verrucomicrobia

® Firmicutes Proteobacteria m Chloroflexi m No clasificadas

48,59
42,05

16,99
11,21

764 694 717 721 709
622 . 69 . i 475 421 405

Suelo B (Ml) Suelo C (M1)
SIN INSECTICIDA

Fuente: Autora.

El phylum mas representativo identificado corresponde a Actinobacteria con porcentajes de 48,59% en
el Suelo C y de 42,05% en el suelo B. Este grupo de microorganismos son caracteristicos de los suelos,
representan entre el 20 y 60% de la poblacion microbiana total edafica y se asocian con los procesos de
descomposicién de materia organica, como la celulosa y la quitina, la transformacién de materia
organica y el ciclo del carbono, permitiendo el suministro de nutrientes al suelo y son importantes en la
formacién de humus. En la grafica 1, se observa mayor porcentaje de Actinobacteria en el suelo C con
respecto a suelo B. Esto se puede relacionar con la presencia del cultivo que favorece la actividad

microbiana.
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En la gréfica 2 se reportan los géneros presentes para el Phyla Actinobacteria en los suelos B 'y C con
sus respectivos porcentajes de distribucion de las secuencias analizadas.

Grafica 2. Distribucion de secuencias de los Géneros del Phylum Actinobacteria en suelos By C.

Clasificacion inicial de genero para Phylum Actinobacteria (%6).
Actinomadura = Mycobacterium m Streptomyces m Conexibacter

16,83

595 5,49

2,78 2,95 3,21
1,58 2,1 -

Suelo B (M1) Suelo C (M1)
SIN INSECTICIDA

Fuente: Autora.

Para el phylum Actinobacteria, se identificaron cuatro géneros en los dos suelos, que corresponden a

Actinomadura, Mycobacterium, Streptomyces y Conexibacter (Gréfica 2).

Se observa que los géneros de mayor porcentaje de distribucién de secuencias en el Suelo C son los del
grupo Streptomyces, Conexibacter, Mycobacterium y Actinomadura, donde el cultivo favorece su
crecimiento en el suelo C. el género de Streptomyces tiene mayor porcentaje (5,95) en el suelo C que
en el suelo B, donde se cree que la disminucion del pH afecta este grupo microbiano, caracterizado por
crecer en un rango de pH entre 6,5y 8 (Caceres, 2008). Todos los suelos presentaron pH bajos, pero
en el suelo C, se observo que el cultivo acidifica el suelo, afectando el desarrollo de Streptomyces. Esta
bacteria es caracteristica de los suelos agricolas, donde mejorando su fertilidad y estructura, por lo cual

se acelera el crecimiento de las plantas.
La grafica 3 muestra los géneros relacionados con cada uno de los Phyla identificados con porcentajes

de distribucion menor al 7,87% (Planctomycetes, Acidobacteria, Verrucomicrobia, Firmicutes,

Proteobacteria y Chloroflexi).
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Grafica 3. Distribucion de secuencias de los Géneros en suelos By C.

m |sosphaera
m Chthoniobacter
m Burkholderia

7,06

4,46

% Distribucion inicial de secuencias- Nivel Taxonémico Genero

m Candidatus Koribacter
Verrucomicrobiaceae (D) m Bacillus

Ktedonobacteria(D) m Dehalogenimonas

787

1,79 196 2 194
I ' N

Suelo B (M1)

m Candidatus Solibacter.

5 219

i |

Suelo C (M1)
SIN INSECTICIDA

Fuente: Autora.

En la grafica 3, se observa que los Phyla que presentaron aumento en el porcentaje de distribucion en
el suelo C, donde el cultivo favorece su desarrollo, fueron Planctomycetes (Isosphaera) y Chloroflexi
(Ktedonobacteria y Dehalogenimonas). Los géneros asociados a cada phylum, mostraron mayor
porcentaje de distribucion en el suelo C en comparacion con el suelo B. Para el caso de
Planctomycetes (Ver grafica 5), se identifico el género Isosphaera, con un 5,62% en el Suelo B y un
7,87% en el suelo C. Para el phylum Chloroflexi (Ver tabla 16), se identificaron dos géneros,
Ktedonobacter y Dehalogenimonas, con un aumento en el porcentaje en el suelo C. El género

Ktedonobacter con un 1,79% en el suelo B aumento a 2% en el suelo C, y el género Dehalogenimonas

incremento de 1,96% para el suelo B a 2,19% en el suelo C.

Para los Phyla Acidobacteria, Verrucomicrobia, Firmicutes y Proteobacteria (Ver tabla 15y 16) y sus

géneros relacionados, se presentd disminucion de porcentaje de distribucion en un suelo cultivado,

observando que tienen mayor porcentaje de distribucion en un suelo sin cultivo.
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4.2.  Verificacion de los cambios en las propiedades fisicoquimicas del suelo de interés,

después de ser sometido a la fumigacion con un insecticida quimico y bioldgico.

Debido a que en el primer muestreo (inicial) se tomo el suelo en la zona sin cultivo (suelo B) y los
suelo con la siembra de pifia (suelo C, FB y FQ) estas muestras se consideran como la referencia para

la posterior comparacion con los suelos fumigacion (FB y FQ).

Seguidamente se reportan las mediciones de propiedades fisicoquimicas tomadas durante el tiempo de
experimentacion del suelo proveniente de la Granja Bella vista del Municipio de Lebrija Santander.

4.2.1. pH.

En la gréfica 4, se reportan los valores del cambio de pH medido en agua de los suelos de interés.

Grafica 4. Cambio de pH de suelo de interés medido en agua.

pH medido en agua
®m Muestreo 1 Muestreo 2 ®m Muestreo 3 Muestreo 4 m Muestreo 5
[Tol 2] ™
© ) © ©
¥ 5 T 8 I3 g % 87
I I I m | m I
Suelo B Suelo C Suelo FB Suelo FQ

Fuente: Autora

En la gréafica 4, se visualiza la disminuciéon de pH en el suelo (C) cultivado y sin fumigacién con
respecto al suelo B sin cultivo y sin fumigacion, lo cual indica que el cultivo de pifia introduce acidez

en el suelo.

Los dos insecticidas alteran el pH de suelo, pero mantienen los valores por encima de control,

favoreciendo de esta manera la calidad de suelo. Se destaca la accion del insecticida quimico, cual
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contiene en su composicion aditivos como emulsificantes reportados en 55% (Dow AgroSciences,
2012), lo cual genera un pH alto que contrarresta la disminucién de pH causado por el cultivo. En
cambio, el insecticida biol6gico no posee estas sustancias, por lo cual su pH disminuye al valor 3,87
gue se asemeja al comportamiento de suelo C.

En la Tabla 17, se reportan los valores de ApH 'y la clasificacion de los cuatro suelo analizados. En el

Anexo F y G se encuentran los resultados de la medicién de pH en KCI utilizado para el célculo.

Tabla 17. Resultados de el ApH 'y la clasificacion de suelo como intercambiador idnico.

Muestras pH agua pHKCI | ApH | Tipo de Intercambiador

Muestreo 1 4,65 3,78 -0,87 Catidnico

Suelo B Muestreo 3 4,40 3,56 -0,84 Catidnico
Muestreo 5 4,38 3,53 -0,85 Catidnico

Muestreo 1 4,25 3,70 -0,55 Catidnico

Suelo C Muestreo 3 3,96 3,32 -0,64 Catidnico
Muestreo 5 3,78 3,39 -0,39 Catidnico

Muestreol 4,41 3,73 -0,68 Catidnico

Muestreo 2 4,50 3,73 -0,77 Catidnico

Suelo FB Muestreo 3 4,26 3,45 -0,81 Catidnico
Muestreo 4 4,45 3,65 -0,80 Cationico

Muestreo 5 3,87 3,51 -0,36 Cationico

Muestreol 4,50 3,75 -0,75 Cationico

Muestreo 2 4,63 3,80 -0,83 Cationico

Suelo FQ Muestreo 3 4,32 3,67 -0,65 Cationico
Muestreo 4 4,35 3,56 -0,79 Cationico

Muestreo 5 4,63 4,03 -0,60 Cationico

Fuente: Autora

En la tabla 17, se evidencia que los cuatro suelos analizados (B, C, FB, FQ) son intercambiadores
catidnicos antes y después de la fumigacion, lo cual indica un buen soporte para el cultivo por el aporte
de cationes esenciales como Ca®*, Na*, Mg*" ,K* etc. Los valor de ApH reflejan también la presencia

iones H' los cuales se encuentran en gran cantidad debido a bajo pH de los suelos analizados.
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4.2.2. Conductividad eléctrica.
En la gréfica 5 se reportan los valores de la conductividad medida para los suelos de interés.

Grafica 5. Conductividad de los suelos de interés.
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Fuente: Autora.

En la gréfica 5 se observa que el suelo sin fumigar y sin cultivo (B) tienen muy baja conductividad
eléctrica con respecto a los suelos C, FB y FQ. Esto se debe posiblemente al suministro de los
insecticidas durante la fumigacion y a la constante fertilizacidn, cuales otorgan iones que participan en

el proceso de conductividad.

Se destaca el comportamiento del suelo C, FB y FQ, cuya conductividad aumenta significativamente
del valor 0,52 a 2,44 dS/m; 0,51 a 1,82 dS/my 0,49 a 1,85 dS/m respectivamente durante el tiempo de
experimentacion por las razones anteriormente indicadas, a la fertilizacién con triple (15-15-15) y

aplicacion de insecticidas.

Se observa que en el suelo C se relaciona con el comportamiento del pH a una elevada conductividad
eléctrica una disminucion drastica de pH, esto se debe a la presencia de iones H* en el suelo, las
variaciones presentadas en los suelos FB y FQ se relacionan con las aplicaciones de insecticidas

cuales pueden tener presencia de iones en sus formulas.
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4.2.3. Acidez y aluminio intercambiable.

En la gréfica 6, se ilustra el comportamiento de la acidez intercambiable en los cuatro suelos de interés

Grafica 6. Acidez intercambiable en suelos de interés.
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Fuente: Autora

En la gréfica 6, se observa una disminucién de la acidez intercambiable del suelo B, lo cual indica que
la suma de iones AI**y H* esta bajando en el trascurso de tiempo de experimentacion. Esto va acorde

con el comportamiento del pH para este suelo, que baja ligeramente en un rango de 4,65 a 4,38.

Al comparar el suelo fumigado con insecticida bioldgico (FB) y quimico (FQ) se observa que el suelo
FB esta mas afectado por la acidez intercambiable, ya que su valor mas alto es de 3,6 meg/100g en

comparacion con el valor 3,13 meg/100g de suelo FQ.

Teniendo en cuenta que la literatura relaciona los valores de pH menores de 5,5 con la alta
concentracion de aluminio (AP"), lo cual puede ser introducido por agroquimicos y algunos
fertilizantes, se puede explicar el aumento de acidez intercambiable de suelos de FB y FQ por la

aplicacion de insecticidas (Meléndez & Molina, 2001).
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En la gréfica 7, se ilustra resultados de aluminio intercambiable para los suelos de interés

Grafica 7. Aluminio intercambiable en suelos de interés.
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En la gréafica 7, se observa la disminucion de aluminio del suelo B, cual varia entre 3,5 meg/100 g a 2,8
meq/100 g y del suelo C cuyos valores de aluminio intercambiable disminuyen en un rango de 3,1 g

meq/100 g a 3,3 g meqg/100 g.

Los suelos fumigados con insecticidas FB y FQ presentan una tendencia contraria. Mientras FB
disminuye la concentracion de aluminio intercambiable de un valor de 3,9 meg/100 g a 3,1 meg/100 g,

el suelo FQ aumenta el valor de 1,27 g meg/100 a 2,3 meg/100 g.

Desde el punto de vista de la toxicidad que imparte el aluminio intercambiable (Al**) se debe analizar
el valor de la concentracion de este ion en mg/Kg de suelo, donde la literatura reporta que por debajo
de 1ppm no hay efecto toxico y por encima de este valor si lo hay. Considerando el maximo valor
presentado en la grafica 11 para el suelo FB correspondiente a 3,9 meqg/100g de suelo, lo cual
corresponde 351 ppm (Ver anexo, 1), se evidencia que el aluminio intercambiable en todos los suelos

presentan efecto toxico (Acevedo, 2004).
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4.2.4. Textura.
En la gréfica 8, se ilustra la curva granulométrica para suelo B.

Grafica 8. Curva granulométrica para suelo B.
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Fuente: Autora

En la curva granulométrica del suelo B se observa, que durante los tres muestreos los porcentajes de

arenas y limos se mantienen semejantes, aumentando Unicamente el porcentaje de particulas de limos

de 26,98 a 38,85% (Ver anexo H). En el triangulo de textura se puede observar, que el suelo B (Ver

anexo B), fue clasificado como un suelo Franco-arenoso-arcilloso al iniciar el proceso y con el

transcurso del tiempo se mantuvo. Por lo anterior se puede ver la importancia de sostener este suelo a

un cultivo, para evitar su erosion, fendmeno que se reporta en el municipio de Lebrija (Lebrija, 2018) y

mejorar la calidad de este suelo.

En la grafica 9, se ilustra la curva granulométrica para suelos C.

Grafica 9. Curva Granulométrica para suelo C.
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Fuente: Autora.
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El comportamiento del contenido de las particulas de diferente diametro en el suelo C es semejante al
suelo B, indicando mayor porcentaje de arenas que limos (Ver anexo H).

El suelo C fue clasificado como Franco-arenoso-arcilloso al iniciar el proceso y en el transcurso de
tiempo de experimentacion cambio a suelo Franco-arenoso (Ver anexo B). Cuyos porcentajes de arena
son 76,67%, Arcillas 18,05% Y limos 5,28%. la cantidad de la materia organica de estos suelos,
reportada en capitulo 4.2.9 de este documento, es mayor para el suelo cultivado (C) que de un suelo sin
cultivo (B), lo cual sefiala la ventaja de una actividad agricola para la calidad de estos suelos.

En el anexo B, se evidencian los porcentajes de arena, arcilla y limo para los suelos en cada muestreo.

En la gréfica 10, se ilustra la curva granulométrica para suelo FB.

Grafica 10. Curva granulométrica para suelo FB.

Suelo FB
—&— Muestreo 1 Muestreo 2 —#&— Muestreo 3 —#— Muestreo 4 —@— Muestreo 5
ARENA LIMOS
GRAVA
Gruesa Media Fino Gruesa Media Fino

100,00 '—'\

80,00

60,00

8

©

2\40,00

20,00

0,00 T T '
100 10 Diamefro (mm) 0,1 0,01

Fuente: Autora

En la grafica 10 se puede apreciar que la curva granulométrica en trascurso de tiempo de
experimentacion se mantuvo constante y con un alto porcentaje de las particulas de didmetro entre 0,1
a 1 mm correspondiente a arenas. Mas sin embargo, en comparacién con los suelos C y B, este suelo
tiene menor proporcién de porcentaje de gravas. El analisis de triangulo textural para el suelo cultivado
y fumigado con insecticida biolégico (FB) presentd una textura Franco-arenoso-arcillosa al iniciar al
proceso, la cual se mantuvo durante el tiempo de experimentacion. La agregacion de un bioinsecticida
al cultivo de pifia evité el cambio de la textura, siendo esto favorable para un suelo agricola (Ver anexo
B).
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En la gréfica 11 se ilustra la curva granulométrica para suelo FQ.

Grafica 11. Curva granulométrica para suelo denominado FQ.
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En la grafica 11 se observa que la textura del suelo fumigado con insecticida quimico se alter6 en
mayor grado que el suelo fumigado con insecticida bioldgico en tiempo de experimentacion y

muestreo respect ivo.

Al comparar el porcentaje de las particulas menores a 1mm reportadas para el suelo C y B con las que
estan presentes en el suelo FB se observa, que en suelo fumigado se mantiene igual proporcion de
finos durante el tiempo de experimentacién. En cambio, los suelos C, asi como FQ disminuyen el

porcentaje de particulas pequefias, lo con lleva en consecuencia a cambio de su estructura.

El suelo FQ, presentd una textura inicial Franco-arcilloso-arenoso, la cual durante el tiempo de
experimentacion cambio a una textura Franco-arenoso. Se destaca el efecto desfavorable de la
fumigacidn, cual causa aglomeracion de las particulas finas de suelo causadas por el insecticida

agregado ( Ver anexo B).

4.2.5. Capacidad de intercambio catiénico (CIC).
En la grafica 12, se reportan los valores de la capacidad de intercambio catiénico medidos para los

suelos de interés.
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Grafica 12. Capacidad de Intercambio Cationico en los suelos de interés.
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En la grafica 12 se observa un aumento de valores de CIC para los suelos FB y FQ lo cual puede ser
ocasionado por la adicion de los respectivos insecticidas, mientras que los suelos B y C presentan la

disminucidn de este parametro.

Se destaca abrupto descenso de CIC en el suelo FQ cuél puede ser ocasionado por el cambio de la
textura y una disminucion de nutrientes en este suelo. Esto significa que a largo plazo la fumigacion

con insecticida quimico puede causar una disminucion de nutrientes en el suelo agricola.

Segun el Instituto Geogréfico Agustin Codazzi IGAC, la capacidad de intercambio catiénico clasifica
los suelos, siendo el rango de 5 a 10 meg/100 gramos como suelos con baja capacidad de intercambio
catiénico y entre 10 a 20 meqg/100 gramos en suelo mediana capacidad de intercambio cationico
(IGAF, 2011). Por lo tanto, los suelos C y FB mantienen su baja CIC de intercambio durante tiempo
de experimentacion, mientras que los suelos FQ y B cambian de mediana CIC a baja capacidad de

intercambio catiénico.

4.2.6. Densidad aparente.

La densidad aparente tiene en cuenta el espacio ocupado por los poros en un volumen de muestra de
suelo. La densidad aparente tipica para un suelo cultivado reportada por el Departamento de
Agricultura de Estados unidos USDA, es de 1,4 g/cc. (USDA, 2011)
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En la gréfica 13, se reportan los valores de la densidad aparente para los suelos de interés.

Grafica 13. Densidad aparente en los suelos de interés.
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Durante el tiempo de experimentacion, todos los suelos de interés (B, C, FB y FQ) presentaron una
disminucién de la densidad aparente desde de un valor inicial de 1,64 g/cc. EI menor descenso de este

parametro report6 el suelo FB y mayor el suelo de control, donde no se realizd fumigaciones.

Se puede destacar que los valores finales de todos los suelos analizados se encuentran en una

proximidad del valor tipico, reportado por el Departamento de Agricultura de Estados unidos USDA.

4.2.7. Densidad real.
En contraste con la densidad aparente la densidad real no tiene en cuenta los espacios libres en el

suelo.
Segln la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion FAO, la densidad

real para un suelo cultivado oscila entre los valores de 2,2 a 3,2 g/cc (FAO, 2018).

En la gréfica 14, se reportan los valores de la densidad real para los suelos de interés.
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Grafica 14. Densidad real en los suelos de interés.
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En la Grafica 14, se observa la fluctuacion de la densidad real para los suelos FQ y FB en contraste con
el comportamiento de suelos B y C, cuales presentan menor variacién de estos valores. Finalmente,
todos los suelos presentan una leve tendencia de aumento de la densidad real, acercandose a un valor
tipico reportados por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién
FAO.

4.2.8. Infiltracion.

En la gréafica 15, se reportan los valores de la infiltracidn para los suelos de interés.

Grafica 15. Infiltracion en los suelos de interés.
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En la gréafica 15, no se reportd los primeros datos de infiltracion de FB debido a que se dafio esta
muestra. El suelo C reporta una disminucién de infiltracion en todos los muestreos especialmente a
través del tiempo, correspondiente a 115,03 cm/h, siendo el suelo FQ con mayor valor de 397,57 cm/h.
Independientemente del valor inicial, todos los suelos de interés presentan disminucion de la
infiltracion, pero aun asi su permeabilidad es muy rapida. Teniendo en cuenta el porcentaje de arenas y
limos que va aumentando en todos los suelos de interés en trascurso de tiempo, se evidencia de esta

manera la coherencia de este comportamiento (Ver Anexo B).

4.2.9. Materia Organica.
En la gréfica 16, se reportan los resultados obtenidos de la materia orgénica para los suelos de interés.

Grafica 16. Materia organica presente en los suelos de interés.
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En la grafica 16 se observa un aumento de la cantidad de materia organica de los suelos FB y FQ
contrario a los suelos C y B, cuales disminuyen valores de este pardmetro en el tiempo de
experimentacion. EI mayor valor obtenido para materia organica, correspondiente a 3,7% se relaciona
con el suelo FQ seguido por el 2,7% reportado para el suelo FB. En ambos casos el porcentaje de la
materia organica puede ser aportado por los respectivos insecticidas que se introducen constantemente
al suelo, Se destaca la acumulacion de producto quimico en el suelo que a largo plazo, cual puede

ocasionar cambios microbioldgicos y alterar propiedades fisicoguimicas del suelo de interés.

El menor valor de porcentaje de materia organica presenta el suelo B, donde no se realiza actividad

agricola lo cual indica el deterioro de un suelo sin cultivo.

50



4.2.10. Carbono orgénico total.
En la gréfica 17, se reportan los valores de carbono orgénico para los suelos de interés.

Grafica 17. Carbono organico presente en los suelos de interés.
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Fuente: Autora.

Debido a que el porcentaje de la materia organica en un suelo se relaciona estrechamente con la
cantidad de carbono organico total, se puede ver igual comportamiento reportado en la grafica 17. El
mayor valor de carbono organico total presenta el suelo FQ con un porcentaje de 1,16% Aunque los
valores de carbono organico en los suelos fumigados son mayores que los iniciales, esto no indica que
mejora la calidad de suelo. Hay que tener en cuenta que la fumigacion de suelo aporta los compuestos
gue contienen los insecticidas y que se detectan como carbono orgéanico total. De esta manera se puede
destacar los resultados de ultimo muestreo en los suelos FB y FQ viendo, que la acumulacién del

insecticida quimico es superior que del insecticida bioldgico.

4.2.11. Fosforo total.
Una vez iniciado el proceso de siembra del cultivo de la pifia se ha aplicado el protocolo de

fertilizacion y cuidado correspondiente (Ver Tabla 8, Capitulo 2 de este documento).

En la gréafica 18, se reportan los valores de fosforo total para los suelos de interés.
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Grafica 18. Fosforo total presente en los suelos de interés.
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Segun los reportes de FAO los niveles de fosforo en el suelo superiores a 30 ppm se clasifican como de
nivel alto, lo cual se observa en la grafica 18 (FAO, 2013). Estos altos valores de fosforo reportados
para el suelo en area de experimentacion se deben a una constante fertilizacion, aplicada a los cultivos

de pifia que se desarrolla tradicionalmente en esta region.

En la figura 18, se observa un comportamiento estable de suelo B y C, siendo menor cantidad de
fosforo en &rea de control por la utilizacién de este elemento por las plantas sembradas. Los suelos FB
y FQ presentan gran fluctuacion debido a la presencia de fosforo en su formula. Por lo anterior se debe

buscar un fertilizante que ajuste el contenido de este elemento en el suelo de interés.

4.2.12. Nitrégeno total.

En la gréafica 19, se reportan los valores de nitrégeno total para los suelos de interés.
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Grafica 19. Nitrogeno total presente en los suelos de interés.
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Fuente: Autora.

En la grafica 19, se encuentra un rango de nitrégeno total en los suelos fumigados que oscila entre 420
a 560 mg NTK/Kg y que es semejante a la cantidad de este elemento en los suelos sin fumigar (B y C).

Este comportamiento corresponde a un programa de fertilizacion aplicado para las cuatro areas

experimentales.

Segun Rios, el suelo que contiene el nitrégeno en un rango de 0,032% a 0,063%, se clasifica como
pobre para este pardmetro (Rios, 2005). Lo anterior indica la necesidad de adiccion de nitrégeno para

los suelos de interés, ya que su contenido reportado entre 420 a 560 mg NTK/Kg corresponde a

0,042% a 0,0560% (Anexo ).
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Finalmente, y teniendo en cuenta los resultados obtenidos de la caracterizacion fisicoquimica de los suelos contaminados con insecticidas (FB y

FQ) y el suelo C y B de estudio en la Tabla 18 se resumen los resultados, indicando la interpretacion correspondiente.

Tabla 18. Interpretacion de las caracteristicas fisico quimicas de los suelos de interés.

Parametros

Interpretacion suelo B

Interpretacion del suelo C

Interpretacion de suelo FB

Interpretacion del suelo FQ

Textura

Suelo franco-arcilloso- arenoso

Suelo franco- arenoso.

Suelo franco-arcilloso-arenoso.

Suelo franco- arenoso.

Granulometria

Suelo bien gradado

Suelo bien gradado

Suelo bien gradado

Suelo bien gradado

pH H20 /pH KCI

4,38 (muy fuertemente acido) -

3,53(extremadamente acido).

3,78 (extremadamente acido) -

3,39 (extremadamente acido).

3,87 (Extremadamente acido) —

3,51 (extremadamente acido).

4,63 (extremadamente acido) —

4,03 (extremadamente acido).

ApH

Predomina la carga negativa (-),

intercambiador catiénico.

Predomina la carga negativa (-),

intercambiador catiénico.

Predomina la carga negativa (-),

intercambiador catiénico.

Predomina la carga negativa(-),

intercambiador catiénico.

Conductividad Eléctrica

1,17 dS/m. (Suelo ligeramente salino.
Restringe el crecimiento de las plantas y

altera los procesos microbianos).

2,44 dS/m. (Suelo ligeramente salino.
Restringe el crecimiento de las plantas,
e influencia en los procesos

microbianos como la respiracion).

1,82 dS/m. (Suelo muy ligeramente
salino. Restringe el crecimiento de las
altera  los

plantas y procesos

microbianos).

1,85 dS/m. (Suelo muy ligeramente
salino. Restringe el crecimiento de las
altera  los

plantas vy procesos

microbianos).

Acidez y Aluminio

intercambiable

3,4 meq/100g - 2,8 meq/100g (Suelo
muy soluble y alcanzan concentraciones

toxicas).

3,13 meq/100g — 3,3 meq/100g (Suelo

soluble que puede alcanzar toxicidad).

3,6 meq/100g — 3,1meq/100g (Suelo

soluble que puede alcanzar toxicidad).

3,13 meq/100g - 2,3 meq/100g (Suelo

soluble que puede alcanzar toxicidad).

Capacidad de
Intercambio Cati6nico

7,8 meq/100g (Baja fertilidad).

8,8 meq/100g ( Baja fertilidad)

10,67 meq/100g ( indice de fertilidad
bajo)

9,53 meq/100g ( indice de fertilidad
bajo)

Densidad Aparente

1,43 g/cc (Degradacion del suelo por

compactacion).

1,35 g/cc (Suelos disgregados con

contenido de materia organica).

1,52 g/cc (Suelos disgregados con

contenido de materia orgénica).

1,38 g/cc (Suelos disgregados con

contenido de materia orgénica)

Curva de la perdida de

humedad

Baja capacidad de retencion de agua.

Capacidad media de retencion de agua.

Capacidad media de retencion de agua.

Capacidad media de retencion de agua.

Materia organica

1,7% (Suelo pobre en materia organica)

1,9% (Suelo con regular materia

organica).

2,7% (Suelo con regular materia

organica).

3,7% (Suelo con regular materia

organica).

Carbono organico

0,6% (Bajo).

0,72% (Bajo).

0,74% (Bajo).

1,16% (Medio).

Fosforo total

141 mg PO4/Kg (Alto)

104 mg PO, /Kg (Alto)

136 mg PO,4/Kg (Alto)

142 mg PO4/Kg (Alto)

Nitrégeno Total

504 mg NTK/ Kg (Bajo).

532 mg NTK/ Kg (Bajo).

504 mg NTK/ Kg (Bajo).

532 mg NTK/ Kg (Bajo).

Fuente: Autora
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En la tabla 18, se reporta el resumen e interpretacion general de los datos obtenidos en los diferentes
parametros fisico quimicos en los suelos B, C, FB y FQ, el cual se evidencia la toxicidad de los suelos
por el alto contenido de aluminio intercambiable, la mediana capacidad de retencién de agua, el bajo
contenido nitrogeno total y el alto contenido de fosforo total. Ademéas del cambio de textura del suelo

CyFQ.

Los suelos B, C, FB y FQ son ligeramente salinos lo cual puede alterar los procesos microbianos, la
retencion de humedad es baja en el suelo B debido a su falta de cobertura vegetal en comparacion con
los suelos C, FB Y FQ cuales tiene una retencion de humedad media debido a que el cultivo favorece

el suelo.

4.3. Valoracion de los cambios en las propiedades microbiol6gicas del suelo, objeto de

estudio, después de ser sometido a la fumigacién con un insecticida biolégico y quimico.

Seguidamente se reportan las mediciones microbioldgicas del suelo proveniente de la Granja Bella

vista del municipio de Lebrija Santander donde se realizé experimentacion en campo.

En la grafica 20 se reportan todos los phylum analizados en el estudio de la metagendmica bacteriana
edafica, donde se analizan siete Phylas principales en los suelos B, C, FB, y FQ con porcentajes de
distribucién mayores al 2% que corresponden a Actinobacteria, Planctomycetes, Acidobacteria,
Verrucomicrobia, Firmicutes, Proteobacteria y Chloroflexi (Ver Anexo J). Todos los Phylas
identificados estan relacionados con los procesos de descomposicion de materia organica, con la

microbiota de un suelo y con los ciclos biogeoquimicos.

Los cuatro Phylas identificados con un porcentaje de distribucion menor al 1%, que correspondieron a
los grupos Gemmatimonadetes, Spirochaetes, Bacteroidetes, Thermotogae (Ver Anexo J). Estos
grupos se relacionan con microorganismos presentes en los suelos, con metabolismo quimiorganotrofo
y asociados con la degradacion de la materia organica; sin embargo, no se tuvieron en cuenta para el
presente estudio, debido a que en los resultados de la metagendmica no se identificaron otros niveles

taxonomicos relacionados con estos Phylas.
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En la gréafica 20 se reporta el porcentaje de distribucion de frecuencias de los Phylas identificados en los suelos estudiados durante el tiempo de

experimentacion.

Grafica 20. Distribucion taxondmica de todos los Phylas en los suelos.
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Fuente: Autora.
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En la grafica 20, se evidencia que los Phylas identificados en las condiciones iniciales del estudio
(Actinobacteria, Planctomycetes, Acidobacteria, Verrucomicrobia, Firmicutes, Proteobacteria y
Chloroflexi), se mantienen después de la fumigacion en los suelos analizados, indicando que los
insecticidas quimico y bioldgico aplicados no alteraron la riqueza bacteriana.

De las secuencias obtenidas el mayor porcentaje de distribucion se encuentra en el Phylum
Actinobacteria con porcentajes entre 29,99% y 49,17%, seguido de las no clasificadas entre un
intervalo de 22,55% y 10,15%, luego los Phylum Acidobacteria y Firmicutes cuyos porcentajes estan
entre 15% y 8%, estos Phylum son caracteristicos de los suelos agricolas.

En la gréfica 21 se muestra los géneros relacionados con el Phylum Actinobacteria en cada uno de los

suelos de interés.

Grafica 21. Clasificacion de género para Phylum Actinobacteria.
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Fuente: Autora.

Se observa que el Phylum Actinobacteria predomina en cada suelo y en todos los muestreos
realizados, con un porcentaje entre el 29,99% y 49,17% (Grafica 24), siendo el grupo filogenético de
mayor distribucion. Se mantiene un mayor porcentaje de Actinobacterias en el Suelo C, donde las

condiciones de pH favorecen su desarrollo. El suelo fumigado con insecticida quimico presenté mayor
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porcentaje de distribucion. En este suelo se observd un aumento del pH y concentracion adecuada de
materia organica que favorecen el desarrollo de esta microbiota.

En la grafica 21 se observa que los géneros del Phylum Actinobacteria, son los mismos que se
identificaron en el Suelo B y C al inicio del estudio (Actinomadura, Mycobacterium, Streptomyces,
Conexibacter).

En el caso de Streptomyces, el género mas significativo del Phylum, present6 mayor porcentaje de
distribucion en los suelos B y suelo FQ, caracterizados por presentar un pH mas alto comparado con
los suelos C y FB. Se observd que los porcentajes de distribucion disminuyen después de cada

fumigacion, pero se evidencia aumento después del tiempo.

En la gréafica 22 se muestra los géneros relacionados con el Phylum Planctomycetes en cada uno de los

suelos de interés.

Grafica 22. Clasificacion de género para Phylum Planctomycetes
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Fuente: Autora.

En Phylum Planctomycetes se identificd en todas las muestras analizadas, con porcentajes de
distribucién entre 4,31 y 7,87. El género lIsosphaera, asociado a este Phylum, presentd mayor
porcentaje en los suelos C y FB (Grafica 22), donde el cultivo favorece su desarrollo. Para los suelos

FQ y FB se observa que esta bacteria se desarrolla mejor en el suelo FB.

En la grafica 23 se muestra los géneros relacionados con el Phylum Acidobacteria en cada uno de los

suelos de interés.
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Grafica 23. Clasificacion de género para Phylum Acidobacteria.
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Se observo el Phylum Acidobacteria en todos los suelos durante el tiempo de estudio, con un
porcentaje de distribucion entre 7,09 y 15,68 (Grafica 20). Se mantiene un mayor porcentaje en el
suelo B con respecto al analisis inicial y un mayor porcentaje en el suelo FB después de aplicar los
insecticidas. En cuanto a la riqueza de géneros (Grafica 23), se mantuvieron los grupos Candidatus
Solibacter y Candidatus Koribacter en todas las muestras analizadas, predominando en los suelos B y
FB; sin embargo, después de un mes de fumigacién se identificd el género Acidobacterium en el suelo

B, suelo C y suelo FQ. Este género forma parte de la microbiota del suelo, siendo una bacteria

heterétrofa aerobia.

En la gréfica 24 se muestra los géneros relacionados con el Phylum Verrucomicrobia en cada uno de

los suelos de interés.

Grafica 24. Clasificacion de género para Phylum Verrucomicrobia.
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59




El Phylum Verrucomicrobia se identifica en todas las muestras analizadas con un porcentaje entre 5 y
9,49. Se mantiene un mayor porcentaje en el suelo B, comparado con los resultados iniciales y un
mayor porcentaje en el suelo FQ después de la fumigaciéon. La grafica 24 muestra los géneros
identificados en cada analisis, mostrando que la diversidad se mantiene comparada con los anélisis
iniciales, donde los grupos identificados fueron Chthoniobacter con mayor porcentaje en el suelo C y
FQ y géneros bacterianos relacionados con la familia Verrucomicrobiaceae, con mayor porcentaje en

los suelos B y FQ.

En la grafica 25 se muestra los géneros relacionados con el Phylum Firmicutes en cada uno de los

suelos de interés.

Grafica 25. Clasificacion de género para Phylum Firmicutes.
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Fuente: Autora.

El Phylum Firmicutes se observo en todas las muestras analizadas, con un porcentaje de distribucion
de secuencias entre 4,75% y 16,75% (Grafica 20). En la gréafica 25 se evidencid la presencia del género
Bacillus en todos los suelos, excepto en el suelo B después del mes de fumigacion. En general, los

resultados muestran que se mantiene este grupo bacteriano después de la aplicacion de los insecticidas.

Para los suelos FB y FQ presentan un aumenté a través de tiempo, FB con un valor de 15,26% y FQ

con 6,69 %, lo cual se relaciona con el incremento de PO, (Grafica 18).
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Segun Corrales, los biofertilizantes permiten recuperar los suelos en fertilidad y calidad de los cultivos
por medio de la solubilizacion de fosfatos, una de las funciones del género Bacillus, lo que evidencia el
favorece el incremento de las secuencias en el suelo FB de 2,3% a 15,26% (Corrales et. al., 2014).

En la grafica 26 se muestra los géneros relacionados con el Phylum Proteobacteria en cada uno de los

suelos de interés.

Grafica 26. Clasificacion de genero para Phylum Proteobacteria.
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El Phylum Proteobacteria presenté un porcentaje mayor al 2,13% y menor a 6,43% para el género
Burkholderia. Este género se mantuvo para el suelo C aumentando de 3,07% a 6,43%, y con el tiempo

solo se mantuvo para el suelo FQ.

En la gréafica 27 se muestra los géneros relacionados con el phylum Chloroflexi en cada uno de los

suelos de interés.
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Grafica 27. Clasificacion de género para Phylum Chloroflexi.
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El phylum Cloroflexi se present6 en todos los suelos durante el muestreo, pero se encuentra en mayor
porcentaje para el género Dehalogenimonas, cual favorece la aplicacion de insecticidas en
comparacion con los suelos iniciales, el género Ktedonobacteria (D) desaparece del suelo C y del
suelo FQ para el muestreo 3 (M3) y aparece un nuevo género a partir de la fumigacion Ilamado
Ktenobacter que son fijadoras de nitrégeno y que con el tiempo de desarrolla para el suelo By C los

cuales no tiene aplicacion de insecticida.

Los siete principales Phylas identificados y sus géneros asociados se hallaron en todas las muestras de
suelo analizadas, tanto en los suelos C y B, que no fueron fumigados, como en los suelos FQ y FB,
donde se aplicé insecticida quimico y bioldgico respectivamente. Lo anterior indica, que el cultivo de
pifia (Ananas sp) favorece el desarrollo de algunos grupos bacterianos, como Actinobacteria (excepto
Streptomyces), Planctomycetes y Chloroflexi y a otros no, como son Acidobacteria, Proteobacteria,
Verrucomicrobia, Firmicutes. Para el caso el tipo de insecticida aplicado al suelo, no se puede
determinar cuél ejerce mayor afectacion a la microbiota edafica, debido a que para algunos grupos
bacterianos se ven favorecidos con la aplicacion del insecticida quimico y para otros con el insecticida
bioldgico. Sin embargo, el proceso de fumigacién quimico o bioldgico, no afect6 la riqueza bacteriana

del suelo, ya que los grupos analizados se mantuvieron en los suelos a través del tiempo.

Con los resultados obtenidos de los analisis de suelo durante el mes de estudio, no se puede observar
una tendencia del grado de afectacién de los insecticidas sobre las condiciones microbiol6gicas del

suelo, debido a que cada género bacteriano tuvo un comportamiento particular.
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5. Conclusiones

Los suelos fumigados con insecticidas aportan cambios significantes en algunas de las propiedades
fisicoquimicas con respeto a las condiciones que se reportaron al inicio. Se destaca el cambio de
textura de Franco-arcilloso-arenoso a Franco-arenoso del suelo fumigado con insecticida quimico, cual
se deteriora a través de constantes aplicaciones de Lorsban 4 EC. En contraste la textura de suelo

fumigado con bioinsecticida se mantiene la mismas durante el tiempo de experimentacion.

Las propiedades fisicoquimicas iniciales de los suelos de interés indican condiciones acidas con bajos
valores de pH (4,25 a 4,65) y un nivel de aluminio intercambiable mayor a 1ppm, lo cual sefiala que se
puede ejercer la toxicidad de este ion en el suelo. La textura inicial de estos suelos es Franco-arcilloso-
arenoso con la infiltracion entre 175,85 y 397,57 cm/h y la densidad aparente de 1,64 g/cc, el cual se
ajusta al valor reportado como tipico, para este tipo de suelo agricola. Los bajos valores de carbono
organico total (0,61% a 0,98%) y de la materia organica presente en un rango de 1,7 % a 2,5 %, junto
con los bajos valores de nitrogeno total (420 a 476 mg NKT/Kg) sefialan la necesidad de una

fertilizacion constante de estos suelos.

A través de analisis de carbono orgénico total en el suelo FQ, cual aumenta su concentracién de un
valor inicial de 0,98% a 1,16%, se deduce la acumulacion de Lorsban 4 EC en este suelo a través de su
constante fumigacién. Aungue el insecticida biolégico, disminuye en este pardmetro su

comportamiento es (0,96% a 0,74%).

El suelo cultivado con pifia y fumigado con insecticida (FQ) disminuye capacidad de intercambio
catidnico, lo cual puede generar a largo plazo la deficiencia de elementos esenciales en este suelo,

comportamiento gue no se evidencia en el suelo FB.

Los microorganismos identificados en las muestras analizadas sugieren una poblacién poco diversa, y
constante a lo largo del estudio de los Phylas, eso quiere decir que la aplicacion del insecticida quimico
y/o biolégico no incide sobre la presencia o ausencia de las poblaciones sefialadas. Los cambios en las
caracteristicas fisico quimicas del suelo no afectan notoriamente la distribucion poblacional a lo largo
del estudio. Los Phylum Actinobacteria, Planctomycetes, Acidobacteria, Verrucomicrobia, Firmicutes,
Proteobacteria y Chloroflexi son habitantes frecuentes de suelo y sus actividades se asocian a los

ciclos biogeoguimicos y degradacion de materia organica en lo que se presume es una composicion
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tipica de suelo cultivado con Ananas comosus.

Para la microbiota descrita en el estudio de los Phylas, no hay variacion alguna posterior a la
aplicacion de los insecticidas a pesar de los cambios sefialados en las propiedades fisico-quimicas del
suelo, lo que sugiere que la prevalencia se deriva de las estructuras de resistencia e interacciones

ecoldgicas dadas al interior de las poblaciones microbianas.

Al comparar los cambios en las propiedades microbioldgicas de los suelos, después de ser sometido a
la fumigacion con un insecticida biol6gico y quimico se evidencia que los Phylum permanecieron
durante todo el proceso de experimentacion, resaltando el porcentaje de distribucion para el Phylum

Actinobacteria y el porcentaje de distribucion para el género Streptomyces.

El analisis metagendmico demostrd que la microbiota encontrada en los suelos de interés corresponde
a microorganismos presentes en el suelo y cuyo nicho ecoldgico se asocia a los procesos de
descomposicion, reciclaje de nutrientes y formacién del suelo, pero no se evidencia la diferencia

notoria entre los suelos fumigados con los insecticidas evaluados.
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6. Recomendaciones

Para futuras investigaciones se recomienda ajustar el proceso de fertilizacion buscando la nivelacién de
exceso de fosforo y deficiencia de nitrogeno presente en el suelo cultivado con la pifia de municipio de
Lebrija Santander.

Se recomienda realizar una metagendmica funcional, para generar mas informacién sobre su
comportamiento de los microorganismos y sus efectos, para aportar al manejo de las condiciones agro

ecoldgicas asociadas al cultivo.

Se recomienda ampliar el estudio a otros a suelos, con cultivos diferentes e involucrar otras disciplinas

para tener panorama completo de un cultivo.

Se sugiere para el analisis metagendmico el uso y aplicacion de diferentes bases de datos para refinar

la identificacion de Phylum y géneros.

Evaluar los procesos de metagenomica del suelo en un tiempo mayor a un mes de fumigacion para

evaluar los cambios en las propiedades microbioldgicas.
Se evidencian los cambios fisicoquimicos a corto plazo, pero falta profundizar en el nivel

microbioldgico para estudiar las variaciones que se presentan en los suelos cultivados con pifia en el

municipio de Lebrija, Santander y sometidos a la fumigacién con insecticida quimico y bioldgico.
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ANEexos

Anexo A. Procedimiento de Extraccion de ADN.

Procedimiento de extraccion de ADN.

e Tomar una muestra homogénea de cada suelo.

o Conservar cada muestra una temperatura de -85° C, y donde se espera para su extraccion de ADN.
e macerar la muestra hasta que este uniforme, se hace junto a un mechero para evitar contaminacion.
e Pesar 0,7 g de suelo + 0,1, cual es el peso optimo para sacar la extraccion de cada muestra.
o Adicionar el suelo a un tubo disruptor de 15 ml, cual contiene las perlas de vidrio.

o Agregar 1 ml de SLX-Mlus Buffer

o Llevar al Vortex durante 10 minutos.

o Agregar 150 pl de DS-Buffer y agitar por 5 min en el Vortex.

e Incubar a 70°C por 15 min (Cada 5 min se hace Vortex a cada muestra por 5 segundos).

o Centrifugar a 3000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente.

o Transferir el sobrenadante.

o Adicionar 270 pl de P2 Buffer (-20°C)

e Incubar en hielo durante 10 min.

o Centrifugar a 35000 rpm durante 10 min.

o Transferir sobrenadante a un tubo de ependorf.

o Agregar 800 pl de Isopropanol y dejar en refrigeracion a -20 °C durante 1 hora.

o Centrifugar a 35000 gravedades durante 15 a una temperatura de 4°C.

o Descartar sobrenadante.

o Dejar secar el pellet 1 0 2 min.

o Agregar 250 ul de bafer de elucién (Elution Buffer)

e Incubar durante 25 min a 70°C y luego se hace Vortex a los 15 min.

e Agregar 150 pl de CHTR y hacer Vortex por 5 segundos.

e Secar a temperatura ambiente durante 5 min.

o Centrifugar a 35000 gravedades durante 5 min.

o Transferir sobrenadante (400 pl).

o Agregar 400 ul de XP1 Buffer y dejar unos segundos en el VVortex.

e Transferir la solucidn a las columnas provistas por el kit

e Centrifugar a 35000 gravedades durante 1 min a temperatura ambiente.

o Descartar filtrado.

e Agregar 500 ul de HBC Buffer.

e Centrifugar a 13500 rpm durante 1 min.

o Descartar filtrado.

¢ Realizar 2 lavados con etanol: uno con 750 pl y centrifugar a 35000 gravedades por 1 min y otro con 250 ul y
centrifugar por otro minuto.

e Centrifugar a 35000 rpm durante 2 min para eliminar el etanol.

o Transferir columna.

e Agregar 40 pl de Buffer elucion.

o Dejar a temperatura ambiente durante 2 min.

o Centrifugar a 35000 gravedades por 1 min.

e Incubar a 70°C durante 2 min.

o Centrifugar a 35000 gravedades durante 1 min.

o Conservar el ADN total a una temperatura de -20°C

¢ Una vez terminado el proceso se verificd el estado de ADN obtenido realizando electroforesis en gel de agarosa
al 0,8% (p/v) y se cuantificé por espectrofotometria (OD 260).
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Anexo B. Textura de los suelos porcentajes de arena, arcilla 'y limo para cada suelo.

METODO DE BOUYOQUCOS
MUESTRAS %ARENA %ARCILLA %LIMO

Muestreo 1 68.72 26.00 528

Suelo B Muestreo 3 67,39 22,00 10,61

Muestreo 5 70,67 20,05 9,28

Muestreo 1 68,72 23,33 7,95

Suelo C Muestreo 3 74,00 20,67 5,33

Muestreo 5 76,67 18,05 5,28

Muestreo 1 68,25 26,00 5,95

Muestreo 2 68,72 23,33 7,95

Suelo FB Muestreo 3 68,72 24,00 7,28
Muestreo 4 68,05 24,67 7,28

Muestreo 5 70,00 20,72 9,28

Muestreo 1 66,67 25,15 8,19

Muestreo 2 54,48 24,67 20,85

Suelo FQ Muestreo 3 72,47 21,95 5,59
Muestreo 4 70,57 24,61 4,381

Muestreo 5 72,67 18,72 8,61

Fuente: Autora.

Triangulos Texturales para los suelos de interés en los diferentes muestreos
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Anexo C. Resultados de humedad gravimétrica inicial de los suelos de interés.

Resultados de Humedad Gravimétrica inicial de suelos de interés

Suelo B Suelo C
3,0 - o=@ Seriesl  ceeceeees Lineal (Series1) S @ Spriesl  ceeeccees Lineal (Series1)
® T 50
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220 1 £
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Anexo D. Porcentaje de secuencias analizadas en los suelos de interés.

Muestreos Bacteria (%) Eukaryota (%) SEELETEES (r;z)c e

Suelo B M 98,9 1,09 0,01
Suelo C M 99,36 0,64 0

Suelo FB 2M 99,8 1,19 0,01
Suelo FQ 2M 99 0,87 0,13
Suelo B 3M 98,68 1,27 0,05
Suelo C 3M 99,04 0,96 0,01
Suelo FB 3M 99,82 1,17 0,01
Suelo FQ 3M 99,03 0,96 0,01
Suelo FB 4M 98,8 1,19 0,01
Suelo FQ 4M 99,22 0,77 0

Fuente: Autora.
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Anexo E. Resultados obtenidos de metagenomica suelo B.

Sampling 1: Soil B

The data set Blanco_ was uploaded on 2018-11-27 at 23:07:18 and contains 114,058 sequences
totaling 51,143,802 basepairs with an average length of 448 bps. 0 sequences (0.00%) failed to pass

the QC pipeline.

Sequence Breakdown

B faled QC- 0 (0.00%)
B unknown- 631 (0.55%)
B predicted feafure - 113,427 (39.45%)

Analysis Statistics

Upload: bp Count 51,143,802 bp
Upload: Sequences Count 114,058
Upload: Mean Sequence Length 448 +10bp
Upload: Mean GC percent 58:2%

Artificial Duplicate Reads: Sequence Count 108,189

Post QC: bp Count 2644 926 bp
Post QC: Sequences Count 5,869

Post QC: Mean Sequence Length 451£12bp
Post QC: Mean GC percent 5823%
Processed: Predicted Protein Features 7
Processed: Predicted rRNA Features 28544
Alignment: Identified Protein Features 2
Alignment: Identified rRNA Features 28,046

Annotation: Identified Functional Categories undefined

GSC MIxS Info

Investigation Type Amplicon

Study Name INNOVA_UPB_UDES

Latitude and Longitude 11

Country and/or Sea, Lebrija

Location

Collection Date 2018-02-08T16:26:00-
0500

Environment (Biome) cropland biome:

Environment (Feature) microbial feature

Environment (Material) soil

Environmental Package soil

Sequencing Method illumina

More Metadata click for full table

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

g

zZ o o0+ »

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-

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

120,000
108,000
96,000
84,000
72,000
80,000
48,000
36,000
24,000
12,000
[s]

S N NP

=

value range.

Different databases have different numbers of
hits, but can also have different types of

annotation data.

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.
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Domain

M Bacteria - 93,094 (38.90%)

M Eukaryota - 1,028 {1.08%)

[ unclassified sequences - 2 (0.00%)
W Viruses - 1(0.00%)

Phylum

Actincbacteria - 26,460 (42.05%)

unclassified (derived from Bacteria) - 7,554 (12.00%)
Acidobacteria - 7,057 (11.21%)

Verrucomicrobia - 4,809 (7.64%)

Brotaobacteria - 4 515 (7.17%)

Firmicutes - 4,367 (5.54%)

Planctomycatss - 3,614 (6.22%)

Chloroflexi - 2,608 (4.14%)

Gemmatimonadetes - 376 (0.60%)

unclassified (derived from Eukaryota) - 340 (0.54%)
Ascomycota - 305 (0.48%)

Streptophyta - 262 (0.42%)

Spirochaetes - 92 (0.15%)

W Bacteroidstes - 84 (0.13%)

Class

W Actinobacteria (class) - 26,450 (42 97%)
W unclassified (derived from Bacteria) - 7,554 (12.27%)
W Planctomycetacia - 3,914 (6.38%)
B unclessified (derived from Acidobacteria) - 3.450 (5.60%
W Spartobacteria - 3,153 (5.12%)

W Bacili- 2722 (4.42%)

B Betaproteobacteria - 2,711 (4.40%)
W Solibacteres - 1,839 2.89%)

B Ktedonobacteria - 1,609 (261%)
W Verrucomicrobiae - 1,500 (2.44%)
W Aphaprotechacteria - 1,335 (2.17%)
M Clostridia - 1,303 (2.12%)

B Dehalococcokdetes - 858 (1.58%)
W Acidobacteria (class) - 808 (1.47%)

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 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

Order
L

B Actncmycetales - 24,183 (40.10%)
W unclassified (derived from Bacteria) - 7,554 (12.54%)
W Planctomycetales - 3,814 (6.50%)
W unclassified (derived from Acidobacteria) - 3,450 (5.73%
B unclassified (derived from Spartcbacteria) - 3,153 (5.23°
B Bacilales - 2699 (4 48%)

W Burkholderiales - 2,568 (4.26%)
W Scibacterales - 1,839 (3.05%)

W Verrucomicrobiales - 1,500 (2.48%)

B Solirubrobacterales - 1,028 (1 71%)

W unclassified (derived from Dehalococeoidetes) - 858 (1.1
n
|
L)

Acidobacteriales - 908 (1.51%)
Clostridiales - 904 (1.50%)
unclassified (derived from Kiadonobacteria) - 877 (1 46¢

Family

Streptomycetaceas - 8,984 (18.97%)

unclassified (derived from Bacteria) - 7,554 (14.38%)
Planctomycetaceas - 3.913 (7 45%)

unclassified (derivad from Acidobacteria) - 3 450 (8.57%
unclassified (derived from Spartobacteria) - 3,153 (6.00°
Burkholderiaceae - 2,557 (4.87%)
Thermomonosporaceae - 2,517 (4.73%)

Bacillaceas - 2,299 (4.38%)

Solibacteraceae - 1,839 (3.50%)

Varrucomicrobia subdivision 3 - 1,500 (2 86%)
Mycobacteriaceae - 1,360 (2,59%)

Conexibacteraceas - 1,028 (1.958%)

unclassified (derived from Dehalococcoidetes) - 858 (1.6
Acidobacteriacaae - 308 (1.73%)

Genus

Streptomyces - 8 228 (16.83%)
unclassified (derived from Bacteria) - 7,554 (15.45%)
Candidatus Koribacter - 3,450 (7.06%)
Chthoniobacter - 3,153 (6.45%)
Isosphaera - 2,746 (5.62%)
Burkholderia - 2,613 (5.14%)
Bacillus - 2,180 (4. 45%)
Candidatus Solibacter - 1,839 (3.76%)
ified (derived from | lbd:
M Mycobacterium - 1,360 (2.78%)
W Cenexibacter - 1.028 (2.10%)
W Dehalogenimonas - 958 (1.86%)
W unclassified (derived from Ktedonobacteria) - 877 (1.7¢
[ - 770 (1.58%)

different species annotations for subsamples of
the complete data set.

1800 5
1,440 3 ER
[FE -
1,120 3 S
O A

a0 .

640

species count

4803/
20
160

[

e
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Alpha Diversity: The a-diversity of this data
set is 74 species. The above image shows the
range of a-diversity values in the study
'INNOVA _UPB_UDES'. The min, max, and
mean values are shown, with the standard
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deviation ranges (¢ and 20) in different shades.
The o-diversity of this metagenome is shown
in red. Alpha diversity summarizes the
diversity of organisms in a sample with a
single number. The a-diversity of annotated
samples can be estimated from the distribution
of the species-level annotations. Annotated
species richness is the number of distinct
species annotations in the combined MG-
RAST data set. Shannon diversity is an
abundance-weighted average of the logarithm
of the relative abundances of annotated
species. The species-level annotations are from
all the annotation source databases used by
MG-RAST.

o .

—————T

59.55 78.24 115.08

Sequence Length Histogram: The histograms
below show the distribution of sequence
lengths in basepairs for this metagenome. Each
position represents the number of sequences
within a length bp range. The data used in
these graphs is based on raw upload and post-
QC sequences.

B uploaded
M post-QC

o a 451 480
sequence length (bp)

Sequence GC Distribution: The histograms
below show the distribution of the GC
percentage for this metagenome. Each position
represents the number of sequences within a
GC percentage range. The data used in these
graphs is based on raw upload and post-QC
sequences.

30,000 5

M uploaded
M post-aC

sequence GC %
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Anexo F. pH de Agua y KCI de los suelos de interés.

pH de Agua de los suelos de inter€s. pH de KCI de los suelos de interés.
Muestreos M@ |[M@ |[M@ |[M®@ |M®GB | M@ M (2) M (3) M (4) M (5)
Suelo B 4.65 - 4,4 - 4,38 3,78 - 3,56 - 3,53
Suelo C 4,25 - 3,96 - 3,78 3,70 - 3,32 - 3,39
Suelo FB 4,41 4,5 4,26 4,45 3,87 3,73 3,73 3,45 3,65 3,51
Suelo FQ 4,5 4,63 4,32 4,35 4,63 3,80 3,80 3,67 3,56 4,03
Fuente: Autora.
Anexo G. ApH el suelo de interés.
Muestreos pH agua pH KClI ApH Tipo de Intercambiador
Muestreo 1 4,65 3,78 -0,87 Catidnico
Suelo B Muestreo 2 4,4 3,56 -0,84 Catidnico
Muestreo 3 4,38 3,53 -0,85 Catidnico
Muestreo 1 4,25 3,7 -0,55 Catidnico
Suelo C Muestreo 2 3,96 3,32 -0,64 Catidnico
Muestreo 3 3,78 3,39 -0,39 Catidnico
Muestreo 1 4,41 3,73 -0,68 Catidnico
Muestreo 2 4,5 3,73 -0,77 Catidnico
Suelo FB Muestreo 3 4,26 3,45 -0,81 Catidnico
Muestreo 4 4,45 3,65 -0,8 Catidnico
Muestreo 5 3,87 3,51 -0,36 Catidnico
Muestreo 1 45 3,75 -0,75 Catidnico
Muestreo 2 4,63 3,8 -0,83 Catidnico
Suelo FQ Muestreo 3 4,32 3,67 -0,65 Catidnico
Muestreo 4 4,35 3,56 -0,79 Catidnico
Muestreo 5 4,63 4,03 -0,6 Catidnico

Fuente: Autora.
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Anexo H. Textura de los suelos porcentajes de arena, finos y grava para cada suelo de interés.

METODO GRANULOMETRIA

MUESTRAS %ARENA % LIMOS % GRAVA
Muestreo 1 72,58 26,98 0,44
Suelo B Muestreo 3 67,39 39,95 0,00
Muestreo 5 73,92 38,85 0,05
Muestreo 1 66,69 33,29 0,03
Suelo C Muestreo 3 59,89 33,29 0,03
Muestreo 5 61,11 40,09 0,00
Muestreo 1 59,42 40,57 0,01
Muestreo 2 58,92 41,08 0,00
Suelo FB Muestreo 3 59,14 40,86 0,00
Muestreo 4 59,51 40,49 0,00
Muestreo 5 59,07 40,89 0,04
Muestreo 1 59,71 40,27 0,01
Muestreo 2 58,93 41,07 0,01
Suelo FQ Muestreo 3 61,25 38,73 0,01
Muestreo 4 66,97 30,03 3,00
Muestreo 5 61,90 38,00 0,10

Fuente: Autora.
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Anexo I. Calculo de aluminio de meg/100g a ppm y célculo de nitrégeno de NTK/Kg a %.

Calculo de Aluminio meg/100g a ppm

3+_279gAl_ 9g

e leg-gAl
a-9 3 cd—g
9g/eq— 0,009
o 1meqg= g/ea—g_ g
1000 meq—g
(3,9meq—g)*(0,009g)_ 0,0351g
100g meq—g’ 100gsuelo
ppm->mg/kg
0,0351g 1000m, m
( (T, =351 oy e
100gsuelo 1g 100 g suelo

351mg __ 1009 suelo
X ppm 1000g suelo

e x=351ppm

Calculo de Nitrégeno de mg NTK/Kg a %.

420 mg NTK/Kg

0,42mg _ 10009 suelo
X% 100 g suelo

e x=0,042%

560 mg NTK/Kg

0,56 mg _ 1000g suelo
X% 100 g suelo

e x=0,056%
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Anexo J. Clasificacion taxonémica de la microbiota identificada, presente en el suelo B, C, FB Y FQ.

Clasificacion taxondmica de la microbiota identificada, presente en el suelo FB y FQ, después de la

primera fumigaci

on.

Muestreo 2: Relacion taxonémica de la microbiota presente en el suelo FB.

PHYLUM

CLASE

ORDEN

FAMILIA

GENERO

Actinobacteria

Actinobacteria

Actinomycetales

Thermomonosporaceae

Actinomadura

Glycomycetaceae

Stackebrandtia

Streptomycetaceae

Streptomyces

Rubrobacteria (No se
identificd)

Solirubrobacteriales

Conexibacteriaceae

Conexibacter

Planctomycetes o
Planctobacteria

Planctomycetacia

Planctomycetales

Planctomycetaceae

Isosphaera

Acidobacteria

Acidobacteriales

Acidobacteriaceae

Candidatus Koribacter

Acidobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria

No clasificadas. Derivado de
Acidobacteria

No se identifico

Solibacteriales

Solibacteriaceae

Candidatus Solibacter.

Verrucomicrobia

Spartobacteria

No clasificadas. Derivada de
Spartobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Spartobacteria

Chthoniobacter

Verrucomicrobiae

Verrucomicrobiales

Verrucomicrobia division 3

No clasificado pero derivado de

Verrucomicrobia subdivisién 3

Firmicutes

Bacilli

Bacillales

Bacillaceae

Bacillus

Clostridia

Clostridiales

No se identifico

No se identificd

Proteobacteria

Betaproteobacteria

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Alphaproteobacteria

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Chloroflexi

Ktedonobacteria

Ktedonobacteriales

No se identifico

Ktedonobacter

No clasificadas. Derivadas de
Ktedonobacteria..

No clasificada derivada de
Ktedonobacteria

No clasificada derivada de
Ktedonobacteria

Dehalococcoidetes

No clasificadas. Derivadas de
Dehalococcoidetes

No clasificadas. Derivadas de
Dehalococcoidetes

Dehalogenimonas

Gemmatimonadetes

No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Spirochaetes

No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Bacteroidetes

No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Fuente: Autora

Muestreo 2: Relacion taxondmica de la microbiota presentes en el suelo FQ.

PHYLUM CLASE ORDEN FAMILIA GENERO
Thermomonosporaceae Actinomadura
Actinobacteria Actinomycetales
Streptomycetaceae Streptomyces

Actinobacteria

Rubrobacteria (No se
identifico)

Solirubrobacteriales

Conexibacteriaceae

Conexibacter

Planctomycetes o
Planctobacteria

Planctomycetacia

Planctomycetales

Planctomycetaceae

Isosphaera

Acidobacteria

Acidobacteria

Candidatus Koribacter

Acidobacteria

No clasificadas. Derivadas de

Acidobacteria

No clasificadas. Derivadas de

No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria

No se identifico

Solibacteres

Solibacteriales

Solibacteriaceae

Candidatus Solibacter.

Verrucomicrobia

Spartobacteria

Spartobacteria

No clasificadas. Derivada de

No clasificadas. Derivadas de
Spartobacteria

Chthoniobacter

Verrucomicrobiae

Verrucomicrobiales

Verrucomicrobia subdivision 3

No clasificado pero derivado de
Verrucomicrobiaceae

Firmicutes

Bacilli

Bacillales

Bacillaceae

Bacillus
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PHYLUM CLASE ORDEN FAMILIA GENERO
Clostridia Clostridiales No se identificd No se identifico
Betaproteobacteria
Proteobacteria
Alphaproteobacteria Rhizobiales Bradyrhizobiaceae No se identifico

Chloroflexi

Ktenonobacteria

Ktedonobacterales

Ktenodobacteraceae

Ktedonobacter

No clasificadas. Derivadas de

Ktenodobacteria

No clasificada derivada de

Ktenodobacteria

No clasificadas. Derivadas de

Ktedonobacteria.

Dehalococcoidetes

No clasificadas. Derivadas de

Dehalococcoidetes

No clasificadas. Derivadas de

Dehalococcoidetes

Dehalogenimonas

Gemmatimonadetes

No se identifico

No se identifico

No se identificd

No se identificd

Thermotogae

No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identificd

Fuente: Autor

Tablas de clasificacién taxonémica de la microbiota identificada, presente en el Suelo B, Suelo C,

Suelo FB y Suelo FQ respectivamente, que corresponde al muestreo realizado un mes después de la

primera fumigacion de insecticida quimica y la segunda de insecticida biolégico.

Muestreo 3: Relacion taxonémica de la microbiota presentes el suelo B.

PHYLUM

CLASE

ORDEN

FAMILIA

GENERO

Actinobacteria

Actinobacteria

Actinomycetales

Thermomonosporaceae

Actinomadura

Mycobacteriaceae

Mycobacterium

Streptomyces

Rubrobacteria (No se

identifico)

Solirubrobacteriales

Conexibacteriaceae

Conexibacter

Planctomycetes o
Planctobacteria

Planctomycetacia

Planctomycetales

Planctomycetaceae

Isosphaera

Acidobacteria

Acidobacteria

Acidobacteriales

Acidobacteriaceae

Acidobacterium
Candidatus Koribacter

No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria

Solibacteres

Solibacteriales

Solibacteriaceae

Candidatus Solibacter.

Verrucomicrobia

Spartobacteria

No clasificadas. Derivada de
Spartobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Spartobacteria

Chthoniobacter

Verrucomicrobiae

Verrucomicrobiales

Verrucomicrobiaceae

No clasificado pero derivado de
Verrucomicrobiaceae

Firmicutes

Bacilli

Bacillales

No se identifico

Bacillus

Clostridia

Clostridiales

No se identifico

No se identifico

Proteobacteria

Betaproteobacteria

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Alphaproteobacteria

No identificadas derivadas de
Alphaproteobacteria

No identificadas derivadas de
Alphaproteobacteria

No identificadas derivadas de
Alphaproteobacteria

Chloroflexi

Ktedononobacteria

Ktedonobacteriales.

Ktenodobacteraceae

Ktenodobacter

No clasificadas. Derivadas de
Ktedononobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Ktedononobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Ktedononobacteria

Dehalococcoidetes

No clasificadas. Derivadas de
Dehalococcoidetes

No clasificadas. Derivadas de
Dehalococcoidetes

Dehalogenimonas

Gemmatimonadetes

No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Spirochaetes

No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Bacteroidetes

No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Fuente: Autora
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Muestreo 3: Relacién taxondmica de la microbiota en el suelo C.

PHYLUM

CLASE

ORDEN

FAMILIA

GENERO

Actinobacteria

Actinobacteria

Actinomycetales

Thermomonosporaceae

Actinomadura

Mycobacteriaceae

Mycobacterium

Streptomycetaceae

Streptomyces

Rubrobacteria (No se identifico)

Solirubrobacteriale

Conexibacteriaceae

Conexibacter

Planctomycetes o

Planctobacteria

Planctomycetacia

Planctomycetales

Planctomycetaceae

Isosphaera

Acidobacteria

Acidobacteria

Acidobacteriales

Acidobacteriaceae

Acidobacterium
Candidatus Koribacter

No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria

Solibacteres

Solibacterales

Solibacteriaceae

Candidatus Solibacter.

Spartobacteria

No clasificada. Derivada de

No clasificadas. Derivadas de

Chthoniobacter

L Spartobacteria Spartobacteria
Verrucomicrobia . - - - -
Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales Derivado de
Verrucomicrobiaceae
. Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus
Firmicutes — — . — . —
Clostridia Clostridiales No se identifico No se identifico

Proteobacteria

Betaproteobacteria

Burkholderiales

Burkholderiaceae

Burkholderia

Alphaproteobacteria

No se identifico

No se identifico

No se identificd

Chloroflexi

Ktedonobacteria

Ktenodobacterales

Ktedonobacteraceae

Ktedonobacter

Dehalococcoidetes

No clasificadas. Derivadas de
Dehalococcoidetes

No clasificadas. Derivadas de
Dehalococcoidetes

Dehalogenimonas

Gemmatimonadetes

No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Spirochaetes

No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Thermotogae

No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Fuente: Autora

Muestreo 3: Relacion taxondmica de la microbiota presentes en el suelo FB.

PHYLUM

CLASE

ORDEN

FAMILIA

GENERO

Actinobacteria

Actinobacteria

Actinomycetales

Thermomonosporaceae

Actinomadura

Mycobacteriaceae

Mycobacterium

Streptomycetaceae

Streptomyces

Rubrobacteria (No se identific6)

Solirubrobacteriales

Conexibacteriaceae

Conexibacter

Planctomycetes o
Planctobacteria

Planctomycetacia

Planctomycetales

Planctomycetaceae

Isosphaera

Acidobacteria

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Candidatus Koribacter

No clasificada. Derivada de
Acidobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria

No clasificadas. Derivado de
Acidobacteria

Solibacteriales

Solibacteriaceae

Candidatus Solibacter.

Verrucomicrobia

Spartobacteria

No clasificadas. Derivada de
Spartobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Spartobacteria

Chthoniobacter

Verrucomicrobiae

Verrucomicrobiales

Verrucomicrobia division 3

Derivado de Verrucomicrobia
subdivisién 3

Firmicutes

Bacilli

Bacillales

Bacillaceae

Bacillus

Clostridia

Clostridiales

No se identifico

No se identifico

Proteobacteria

Betaproteobacteria

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Alphaproteobacteria

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Chloroflexi

Ktedonobacteria

Ktedonobacteriales

Ktedonobacteriaceae

Ktedonobacter

No clasificadas. Derivadas de
Ktedonobacteria..

No clasificada derivada de
Ktedonobacteria

No clasificada derivada de
Ktedonobacteria

Dehalococcoidetes

No clasificadas. Derivadas de
Dehalococcoidetes

No clasificadas. Derivadas de
Dehalococcoidetes

Dehalogenimonas
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PHYLUM

CLASE

ORDEN

FAMILIA

GENERO

Gemmatimonadetes

No se identifico

No se identifico

No se identificd

No se identificd

Spirochaetes

Spirochaetes

Spirochaetales

No se identificd

No se identificd

Thermotogae

No se identifico

No se identifico

No se identificd

No se identificd

Fuente: Autora

Muestreo 3: Relacion taxonémica de la microbiota presentes en el suelo FQ.

PHYLUM CLASE ORDEN FAMILIA GENERO
Thermomonosporaceae Actinomadura
i i Actinobacteria Actinomycetales
Actinobacteria Streptomycetaceae Streptomyces

Rubrobacteria (No se identifico)

Solirubrobacteriales

Conexibacteriaceae

Conexibacter

Planctomycetes o
Planctobacteria

Planctomycetacia

Planctomycetales

Planctomycetaceae

Isosphaera

Acidobacteria

Acidobacteria

Acidobacteriales

Acidobacteriaceae

Candidatus Koribacter
Acidobacterium

No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria

Solibacteres

Solibacteriales

Solibacteriaceae

Candidatus Solibacter.

Verrucomicrobia

Spartobacteria

No clasificadas. Derivada de
Spartobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Spartobacteria

Chthoniobacter

Verrucomicrobiae

Verrucomicrobiales

Verrucomicrobia subdivision 3

Derivado de Verrucomicrobiaceae

Firmicutes

Bacilli

Bacillales

Bacillaceae

Bacillus

Clostridia

Clostridiales

No se identifico

No se identificd

Proteobacteria

Betaproteobacteria

Burkholderiales

Burkholderiaceae

Burkholderia

Alphaproteobacteria

No se identificd

Chloroflexi

Ktenonobacteria

Ktedonobacter

No clasificadas. Derivadas de
Ktenodobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Ktedonobacteria.

Dehalococcoidetes

No clasificadas. Derivadas de
Dehalococcoidetes

No clasificadas. Derivadas de
Dehalococcoidetes

Dehalogenimonas

Gemmatimonadetes

No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Spirochaetes

No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Bacteroidetea

No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Fuente: Autora

Las tablas 28 y 29 muestran la clasificacion taxondmica de la microbiota identificada, presente en la

muestra de Suelo FQ y de Suelo FB respectivamente, que corresponde a la segunda fumigacion, un

mes después del estudio.

Muestreo 4: Relacion taxondmica de la microbiota presentes en el suelo FB.

PHYLUM

CLASE

ORDEN

FAMILIA

GENERO

Actinobacteria

Actinobacteria

Actinomycetales

Thermomonosporaceae

Actinomadura

Mycobacteriaceae

Mycobacterium

Streptomycetaceae

Streptomyces

Rubrobacteria (No se
identifico)

Solirubrobacteriales

Conexibacteriaceae

Conexibacter

Planctomycetes o
Planctobacteria

Planctomycetacia

Planctomycetales

Planctomycetaceae

Isosphaera

Acidobacteria

Acidobacteria

Acidobacteriales

Acidobacteriaceae

Candidatus Koribacter

No clasificada. Derivada de
Acidobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria

No clasificadas. Derivado de
Acidobacteria

No se identifico
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PHYLUM

CLASE

ORDEN

FAMILIA

GENERO

Solibacteres

Solibacteriales

Solibacteriaceae

Candidatus Solibacter.

Verrucomicrobia

Spartobacteria

No clasificadas. Derivada de

Spartobacteria

No clasificadas. Derivadas de

Spartobacteria

Chthoniobacter

Verrucomicrobiae

Verrucomicrobiales

Verrucomicrobia division 3

No clasificado pero derivado de

Verrucomicrobia subdivision 3

Firmicutes

Bacilli

Bacillales

Bacillaceae

Bacillus

Clostridia

Clostridiales

No se identificd

No se identificd

Proteobacteria

Betaproteobacteria

Alphaproteobacteria

No se identifico

No se identificd

No se identificd

Chloroflexi

Ktedonobacteriales

Ktedonobacteriaceae

Ktedonobacter

Ktedonobacteria

No clasificadas. Derivadas de

Ktedonobacteria..

No clasificada derivada de

Ktedonobacteria

No clasificada derivada de

Ktedonobacteria

Dehalococcoidetes

No clasificadas. Derivadas de

Dehalococcoidetes

No clasificadas. Derivadas de

Dehalococcoidetes

Dehalogenimonas

Gemmatimonadetes

No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identificd

Spirochaetes

Spirochaetes

Spirochaetales

No se identificd

No se identificd

Bacteroidetes

No se identifico

No se identifico

No se identificd

No se identifico

Fuente: Autora

Muestreo 4: Relacion taxonémica de la microbiota presentes en el suelo FQ.

PHYLUM CLASE ORDEN FAMILIA GENERO
Thermomonosporaceae Actinomadura
Actinobacteria Actinomycetales Streptomycetaceae Streptomyces

Actinobacteria

No se identifico

Mycobacterium

Rubrobacteria (No se
identifico)

Solirubrobacteriales

Conexibacteriaceae

Conexibacter

Planctomycetes o
Planctobacteria

Planctomycetacia

Planctomycetales

Planctomycetaceae

Isosphaera

Acidobacteria

Acidobacteria

Acidobacteriales

Acidobacteriaceae

Candidatus Koribacter

No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Acidobacteria

Solibacteres

Solibacteriales

Solibacteriaceae

Candidatus Solibacter.

Verrucomicrobia

Spartobacteria

No clasificadas. Derivada de
Spartobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Spartobacteria

Chthoniobacter

Verrucomicrobiae

Verrucomicrobiales

Verrucomicrobia subdivision 3

No clasificado pero derivado de
Verrucomicrobiaceae

Firmicutes

Bacilli

Bacillales

Bacillaceae

Bacillus

Clostridia

No se identifico

No se identifico

Proteobacteria

Betaproteobacteria

Burkholderiales

Burkholderiaceae

Burkholderia

Alphaproteobacteria

No se identifico

Chloroflexi

Ktedonobacteria

Ktedonobacteriales

Ktedonobacteraceae

Ktedonobacter

No clasificadas. Derivadas de
Ktenodobacteria

No clasificadas. Derivadas de
Ktedonobacteria.

Dehalococcoidetes

No clasificadas. Derivadas de
Dehalococcoidetes

No clasificadas. Derivadas de
Dehalococcoidetes

Dehalogenimonas

Gemmatimonadetes

No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Spirochaetes

No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Bacteroidetes

No se identifico

No se identifico

No se identifico

No se identifico

Fuente: Autora

85




Anexo K. Anélisis quimicos de nitrogeno total, fosforo total y carbono orgénico total.
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Fima:

Nombre: Oco. Diego Leonardo Blanco Arenas.

Taneta Prolesional PQ-4230

‘Coordnador Laboratono de Esiudios Ambentales

“Los resuitados reportados comesponden (nicamente a las muesiras anaizadas”
“Bl contenido del reporte no se pusde reproducir parcaiments, solo &n forma tofal previa autbrizacion del Laboratorio de Estudios Ambisntales”

FINDELREPORTE

dad FORMATO REPORTE DE RESULTADOS DE ENSAYQ LABORATORIO DE ESTUDIOS
% AMBIENTALES
Cédigo: I1£0-070
g Varsidn: 05
Reporte No: 025-01
1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA
Chente: PROYECTO BI 066-0118-2400.
Diveccion: Km. 7 Via a Piedecuesta
Codigo: 2%
Tipo de muesta: SUELO - Primer Viaje
Lugar de Muestreo: Control
Fecha de Muestreo: 20160209 - Hora: 6:19
Fecha de Recepeitn: 20160406
Fecha de Reporte: 20180502
I 2, REPORTE DE RESULTADOS
LIMITE DE
VARIABLE UNIDADES | RESULTADO DETECCION FECHA DE ANALISIS METODO
Colorimétrico, Walkley
Carbbn Organico Total* e 061 -— 20180504 Biack KoCriOr-HaSO0s
Fasfora Total mg PO4kg 104 0.26 2018-04-18 SM 4500 P B,E
SM4500 Norg B - SM
Nitrbgeno Total mg NTKikg 478 500 2018-04-16 - 20180417 4500 NH, 8, G
“Parametros Subcontratados.
| 3. OBSERVACIONES
Bl muestreo fue realizado por el
Revisé y Aproba:
Fima
Nombre: Qco. Diego Leonardo Blanco Arenas
Tarjeta Profesional: PQ-4230
Goordinador Laboratorio de Estudios Ambientales
“Los resul lados reportado: v a las muestras anaizadas"
“El contenido del reporie no se puede reproducir ol en forma total previa del Laboratorio de Estudio: "

FINDEL REPORTE



FORMATO REPORTE DE RESULTADOS DE ENSAYO LABORATORIO DE ESTUDIOS

LR eSS
Cédigo: I1£0-070

s Vaesida: 05

Reporte No: 026-01

Chente PROYECTO BI 086-0118-2400,

Direccion: Km. 7 Via a Piedecuesta

Codigo: 2%

Tipo de muesta: SUELO - Primer Viaje

Lugar Sin

Fecha de Muestreo: 2018-02-02 - Hora: 6:13

Fecha de Recepcion: 2018-04-08

Fecha de Reporte: 2018-05-04

. Colorimé frico, Walkley Black
Carbén Orgéanico Total* W 0.9 - 20180504 KCnOrH:80:
Fosforo Total mg POu/kg 178 0.26 2018-04-18 SM 4500 P BE
Nitgeno Total mg NTKkg 420 500 2018016 - 20180417 | M ﬁwmzﬁ!sésmsuo
“Parémetros Subcontratados.

Bl muestreo fue realzado por el Cliente.

Rovisé y Aprobo:

Fima;

Nombre: Qco. Diego Leonardo Blanco Arenas

Tarjela Profesional: PQ4230

Coordinador Laboratorio de Estudios Ambientales

(i a analizadas”
soho en forma total previa #6n del Laboratorio de Estuds

FINDEL REPORTE

FORMATO REPORTE DE RESULTADOS DE ENSAYO LABORATORIO DE ESTUDIOS
Aml

IBIENTALES
Cédigo: IF Q-070
Versidn. 05
Reporte No: 027-016

Clente PROYECTO BI 066-0118-2400

Direccin: Km. 7 Via a Piedecuesta

Cadigo: F2

Tipo de mueskra: SUELO - Primer Viaje

Lugar de Muesireo: Biokgico con 1 dia de Insecticida

Fecha dé Muest eo: 2016-02-10 - Hora: 3:16

Fecha de Recepcion: 2018-04-08

Fecha de Reparte: 2018-05-04

N Colorimétrico, Walkley Black
Carbén Orgénico Total* e 073 - 201805-04 KeCraOr-HS0+
Fostoro Total mg POufkg 140 026 20180418 SM 4500 P BE
Nitrogeno Total mg NTKikg 532 500 2018.0416a20180417 | M @"m":ém ]
*Parametros Subcontratados.

muestreo fue realkzado por el Gliente

Rovisé y Aprobo:

Tarjela Profesional: PQ-4230
Coordinador Laboratorio de Estudios Ambien ales

nte analizadas”

porte o s& 2 50k en forma 2 Laboratario de Estudos

FINDEL REPORTE
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FORMATO REPORTE DE RESULTADOS DE ENSAYO LABORATORIO DE ESTUDIOS
AMBIENTALES

Cadigo: IF0-070
Varsda: 06

Reporte No: 028-01

Cliente: PROYECTO Bl DB6-0118-2400,
Direccion: Km. 7 Via a Piedecuesla
Cédigo: %

Tipo de muestra: SUELQ - Primer Viaje

Lugar de Muestreo: Quimico con 1 dia de Insecticida
Fecha de Muesteo: 2018-02-09 - Hora: 6:09

Fecha de Recepcion: 2018-04-06

Fecha de Reporte: 2018-05-04

Colonimétrion, Wakley Biack
Carbin Orgérico Total 20160504 Py
Fostoro Toial ma POukg 123 0% 20180418 SM 4500 P BE
Nirdgeno Tota mg NTKkg m 500 | 201806160 20180417 | M 4500 erg B M40

“Parametros Subcontratados.

B muestreo fue realizado por el Cliente

Revisé y Aprobo:

Firma:

Nombre: Qco. Diego Leonardo Blanco Arenas

Tarjeta Profesional: PQ4230

Coordinador Laboratorio de Estudios Ambientales

“Los resultados i alas muestras analizadas”
“Bl contenido del reporie no se puede reproducir it salo en forma #0n del Laboratorio de Estudios Ambientales”.
FINDEL REPORTE
FORMATO REPORTE DE RESULTADOS DE ENSAYO LABORATORIO DE ESTUDIOS
= S
Cadigo: I 0-070
Varsion: 05
Reporte No: 029018

Chente: PROYECTO Bl 08601182400,
Drreccion: Km. 7 Via a Piedecuesta
Codigo: o
Tipo de muesra SUELO - Primer Viaje
Lugar de Muestreo. Quimico con 1 dia de aphcacion
Fecha de Muesteo: N registra - Hora: 312
Fecha de Recepcion 20180408
Fecha de Reporte: 2016-05-02

N Calonmérico, Walkley Black
CominOrganico Toml' | %G 108 - 20180504 A,
Fosforo Total mg POJkg 140 0.26 2018-04-18 SM4500P BE
Nirdgenn Total mg NTKhg 5% 500 | 2180416- 20180417 | M AWIGGS SM4K0

*Parametros Subcontratados.

B muestreo fue realizado por el Cliente.

Revist y Aprobé:

o Leonardo Blanco Avenas

c0. Diego
Tarjeta Profesional: PQ4230
Coordinador Laboratorio de Estudios Ambientales

Lo ik e dagt

soko en forma e i6n del Laboratonio de Estudios Ambientales”.

FINDEL REPORTE
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im FORMATO REPORTE DE RESULTADOS DE ENSAYO LABORATORIO DE ESTUDIOS

AMBIENTALES
Cadigo: I1£0-070
Varsdn: 06

Reporta No: 030-018

Clene: PROYECTO Bl 066:0118:2400,
Direccion: Km. 7 Via a Piedecuesta
Codgo: ki)

Tipo de mueskra: SUELO - Segundo Via:

Lugar de Muestreo: BLANCO

Fecha de Muestreo: 2018-00-09 - Hora: 5:34 pm
Fecha de Recepcién: 2018-04-06

Fecha de Reporte: 20160504

. Canéic, Wakiey

CattnOgnce To' | 4G w | - o | Somét Wit

Fosora Tt kg | w1 | om ws0e 4450 BE

Nitgeno o moNTRg | B | s | aomonie-ameaen | St S
“Paneics Sabcantads,

Bl muestre fue reakzado por ¢l Chente

Revisd y Aprobid:
Firma:
Nombre: oL
Tarjeta Profesional: PG4 230
Coordinadar Laboratorio de Estudios Ambienlales.
“Los unk anaizadas”
"Bl contenidk soka en forma utorizacion del Laboratono de Estudios Ambientales”
FINDEL REPORTE

FORMATO REPORTE DE RESULTADOS DE ENSAYO LABORATORIO DE ESTUDIOS
AMBIENTALES
Cédgo: I£0-010
Varsdn. 05

Reporte No: 031-018

Chiente: PROYECTO BI 066-0116-2400.
Direccion: Km. 7 Via a Piedecuesta
Codigo: kil

Tipo de mueskra: SUELO - Segundo Viae
Lugar de Mussirea: CONTROL

Fecha de Muestreo: 2018-03-09-5:28 pm

Fecha de Recepcin: 2018-04-06

Fecha de Reporte: 2018-05-04

Calormétrico,
Carbbn Orgénico Tolal" e 0mn - 20180504 Walkley Black
KaCrOrHiS Oy
Fastoro Total mg POdfkg 119 026 2018-04-18 SM4500PBE
SM 4500 Norg B -
Nitrbgena Total mg NTKfkg 532 500 2016-04-16 - 20180417 SMABI0NH, B, C
*Paramelros Subcontratados.
B muestreo fue realizado por & Chiente.
Revist y Aprobd:
L
MNombre: Qco. Diego L eonardo Blanco Arenas
Tarjeta Profesional: PQ4230
Coordinador Laboratoria de Estudios Ambientales.
“Los {ink alas musstras andizadas”
“El contenido del reporie no se puede reproducir parci solo en forma i 0n del Laboratorio de Estudios
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FFORMATO REPORTE DE RESULTADOS DE ENSAYO LABORATORIO DE ESTUDIOS
m AMBIENTALES
Codigo: 160070
e — Varsidn: 0§
Reporte No: 032018
Chente: PROYECTO BI 066-0118-2400.
Direccion: Km. 7 Viaa Piedecuesta
Codigo: 2
Tipo de muesira: SUELO - Segundo Viae
Lugar de Muestreo: BIOLOGICO 1 MES DE APLICACION
Fecha de Muestrea: 2018-03-10 - Hora
Fecha de Recepeidn: 2018-04-06
Fecha de Reporte: 2018-05-02

Colormétrico,
Carbdn Orgénico Total" e 074 - 20180504 Wakley Black
KiCrOr 80
Fostoro Tolal mg POukg 133 026 20180418 SM4500PBE
SM 4500 Norg B -
Nitrdgeno Total mg NTKkg 560 500 20180416+ 20180417 SMA500 NH, B, C
*Parémetros Subcontratados.

B muestreo fue realizado por el Cliente.

Revisé y Aprobos:

e
INombre: Qco. Diego Leonardo Blanco Avenas

Tarjeta Profesional: PQ-4230

Coordinador Laboratorio de Estudios Ambientales.

1 aizadas’

‘sako en forma A aboratoro de Eshidios Ambientales”

FINDEL REPCRTE

FORMATO REPORTE DE RESULTADOS DE ENSAYO LABORATORIO DE ESTUDIOS
'm AMBIENTALES
Chdigo: 1£ 0070
e —" Varsén: 65
Reporte No: 033018

Cliente: PROYECTO Bl 086-0118-2400.
Direccion: Km. 7Via & Piedecuesta
Codigo: ki)
Tioo de mussta: SUELO - Segundo Vise
Lugar de Muesireo: Biolbgico con 1 mes y 1 dia de aphcacidn
Fecha de Muestreo: 20180310
Fetha de Recepcion: 20180408
Fecha de Repore: 0160504

. Carmétc, Wakley

Catn OrginicoTos! | 4C wn - aieosey | Sonetn Wy

Foskr Tobl 9P fm 0% PCTI) SN 4500P B

Niségeno Tol g NTKkg 4 st | mtooute-tporn | S NOS S
Parinein Subcontaados.

I muestreo fue reaiizado por of Cliente,

Revisd y Aprobo:

Nombre: (ico. Diega Leonarda Blanco Arenas
Tarjela Profesional PO4230
Coordinador Laboratono de Estudios Ambienales

4 s resullad o o al "

“Hl contenida del repork d ducir parcialmerle, ok en foma lofal ilorizacidn del Laboraloro de Esbudios Ambientales”,

andizadas’

FINDEL REPORTE
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FORMATO REPORTE DE RESULTADOS DE ENSAYO LABORATORIO DE ESTUDIOS
m AMBIENTALES

Cédigo: IF 0070
Vorsidn: 05
Reporte No: 034018
Cliente: PROYECTO Bl 06601182400,
Direccion: Km. 7 Via a Piedecuesta
Codigo: £l
Tipo de mueska: SUELO - Segundo Vige
Lugar de Mueskeo: Insecticida Quimico
Fecha de Muestreo: 2018-03-09
Fecha de Recepcion: 2018.04-08
Fecha de Reporte: 2016-05-02

Colorimbirico,
GCarbién Orgiinico Tota® % 126 - 2180504 Waikey Black
KiCu01-Hy804
Fosforo Total mg PO 142 026 2018.04-18 SM4500P BE
Nirégeno Total mg NTKkg 532 500 | 20180416 20180417 | SM4S00ONorgB -
i SM 4S00NH, B C
*Parametros Subcontratados.

Bl muestreo lue realizado por el Cliente.

Rovisd y Aprobé:

: Qoo. an Leonardo Blanco Arenas
Tlph Profesional; PQ4230
Coordinador Laboratorio de Estudios Ambientales.

“Los analizadas”

“El contenid: ‘solo en forma total previa autorizacion del Laboratorio de Estudios Ambientales”.

FINDFEI RFPORTE

i‘m FORMATO REPORTE DE RESULTADOS DE ENSAYO LABORATORIO DE ESTUDIOS
AMB

IENTALES
Cadigo: I1F0-070
Wersidn: 0§
Reporte No: 035-018
Cliente: PROYECTO BI 066-0118-2400.
Direccion: Km. 7 Viaa Piedecuesta
Codgo: 35
Tipo de muestra: SUELO - Segundo Vige
Lugar de Muestreo: Quimico con 1 mes de aplicacibn
Fecha de Mueskreo: Mo registra
Fecha de Recepcion: 2018-04-06
Fecha de Reporte: 20180504

Colormétrco, Waikley
Garbin Organico Total* 20180504 e e
Fasforo Tota g POikg 153 026 20160418 M 4500 PBE
Nirsgeno Total g NTKikg 8 500 | 20180416 20t8007 | oM 300 NAGE SM
*Parameatros Subcontratadas.

muestreo fue realzado por el Cliente

Revisé y Aprobé:

Firma IDEAM
Nombre: Qco. Diega Leonardo Blanco Arenas =

Tarjeta Profesional: PQ-4230 Laboratorio acreditada por of IDEAM,

Coordinador Laboratorio de Estudios Ambientales segun resolucion No. 1146 de 2016,

“Los resultadas reportadas comesponden nicamente a las muestras anaizadas”

“Bl contenido del reporie no se puede reproducir parciaimente, solo en forma total previa autorizacidn del Laboratorio de Estudios Ambientales”.

FIN DEL REPORTE
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