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RESUMEN GENERAL DE TRABAJO DE GRADO

TITULO: Estudio de los efectos del insecticida Lorsban sobre las propiedades fisicoquimicas
y microbiota del suelo, empleado para el cultivo de pifia en el municipio de Lebrija
Santander.
AUTOR(ES): Gonzalo Andrés Ariza Uribe
PROGRAMA: Facultad de Ingenieria Ambiental
DIRECTOR(A): Marfa Irene Kopytko
RESUMEN

En el presente trabajo, se realizé un estudio del efecto del insecticida quimico (Lorsban) sobre la microbiota y
propiedades fisicoquimicas del suelo, utilizado para el cultivo de la pifia. Inicialmente se delimit6 el area de estudio
en tres zonas que fue el suelo sin cultivo de pifia ni fumigacion, area sembrada con pifia, pero no fumigada y la
Ultima, sembrada con pifia y fumigada. Los andlisis fisicoquimicos aplicaron métodos estandar y la metagendmica
fue ejercida para la identificacion de la microbiota en suelo. Se registraron bajos valores iniciales de pH (4,5 a 4,7)
y elevada cantidad de aluminio intercambiable (3,5 a 1,3 meq/100g). La materia organica inicial presenté un rango
de 1,7 a 2,5%, sefialando un suelo poco fértil, acorde con los bajos valores de carbono orgéanico total (0,61 a
0,98%), al igual que CIC (9,1 a 15,9), siendo nitrogeno total menor de 0,1% en todos los suelos analizados.
Actinobacteria fue el filo predominante en este estudio y no se vio afectado mayormente en ninguno de los tres
suelos de estudio. El cultivo de pifia ejercio un efecto favorable para la calidad del suelo y las poblaciones
microbianas. El suelo fumigado por el insecticida quimico (FQ), demostr6 deterioro, manifestado por el cambio de
textura de franco arcillo arenosa a franco arenosa y la disminucion poblacional del genero Streptomycetes. El
incremento de materia organica y carbono orgéanico total en el suelo se asocié con la acumulacion del insecticida
qguimico en el suelo analizado.
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Lorsban, Pifia, Microbiota, Suelo
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GENERAL SUMMARY OF WORK OF GRADE

TITLE: Study of the effects of the Lorsban insecticide on the physicochemical properties and
microbiota of the soil, used for the cultivation of pineapple in the municipality of Lebrija
Santander.
AUTHOR(S): Gonzalo Andrés Ariza Uribe
FACULTY: Facultad de Ingenieria Ambiental
DIRECTOR: Maria Irene Kopytko
ABSTRACT

In the present work, was carried out a study of the effect of the chemical insecticide (Lorsban) on the microbiota
and physicochemical properties of the soil, used for the cultivation of pineapple. Initially, the study area was
delimited in three zones, which was the ground without pineapple cultivation or fumigation, an area planted with
pineapple, but not fumigated, and the last one, planted with pineapple and fumigated. Physicochemical analyzes
applied standard methods and metagenomics was applied to identify the microbiota in soil. Low initial values of pH
(4.5 to 4.7) and high amount of exchangeable aluminum (3.5 to 1.3 meq / 100g) were recorded. The initial organic
matter presented a range of 1.7 to 2.5%, indicating a low fertile soil, according to the low values of total organic
carbon (0.61 to 0.98%), like CIC (9, 1 to 15.9), with total nitrogen less than 0.1% in all the analyzed soils.
Actinobacteria was the predominant phylum in this study and was not affected mostly in any of the three study
soils. Pineapple cultivation had a favorable effect on soil quality and microbial populations. The soil fumigated by
the chemical insecticide (CF), showed deterioration, manifested by the change in texture from sandy clay loam to
sandy loam and the population decrease of the Streptomycetes genus. The increase of organic matter and total
organic carbon in the soil was associated with the accumulation of the chemical insecticide in the analyzed soil.

KEYWORDS:

Lorsban, Pineapple, Microbiota, Soil
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Introduccion

En Colombia, segun el Ministerio de Agricultura, se produjo un aproximado de 950 mil
toneladas de pifia en 2018, siendo Santander y Norte de Santander las zonas de mayor

produccion nacional, con un valor cercano al 47% de hectareas cultivadas.

El cultivo de pifia tiene un tiempo medio de maduracion de 18 meses (1,6 afios) y el valor
promedio de inversion de una hectarea durante este periodo varia en un rango de 14 a 35
millones de pesos. Durante la maduracién del cultivo, éste puede llegar a ser afectado por
diferentes plagas como Dysmicoccus brevipes (Piojo blanco), que promueven la disminucion

de la calidad y la marchitez de la fruta; afectando asi la economia de los agricultores.

Para controlar la proliferacion y los efectos perjudiciales de las diversas plagas que atacan el
cultivo de pifia, se utilizan diferentes insecticidas quimicos como el Lorsban 4EC, cuyo
ingrediente activo es el Chlorpyrifos. Este insecticida es organofosforado y esté clasificado
como moderadamente toxico. A su vez, la Agencia de Licencias Ambientales (ANLA) registra
al Chlorpyrifos con una baja movilidad y una vida media de 6 a 25 semanas; ademas de

presentar una toxicidad para aves, peces, abejas y otros insectos benéficos.

A pesar de la efectividad que presenta el insecticida quimico Lorsban en el control simultaneo
del piojo blanco y la hormiga, cuya interaccion es simbidtica, se desconoce el impacto toxico
que pueda tener esta sustancia en el suelo. Aungue no se han hallado registros en la literatura
donde se analice el impacto generado por el uso del insecticida quimico Lorsban sobre la
poblacién microbiana y el cambio en las propiedades que sufre un suelo destinado para el

cultivo de pifia (Ananas comosus), es necesario verificar el comportamiento de este producto.

Por lo tanto, se realizd un estudio del efecto del insecticida quimico (Lorsban) sobre la
microbiota y propiedades fisicoquimicas del suelo, utilizado para el cultivo de la Ananas
Comosus (Pifia) en el municipio de Lebrija, Santander. Para este propdsito, se determind la
caracterizacion fisicoquimica inicial y el analisis metagendmico del suelo, destinado para el
cultivo de Ananas Comosus en el municipio de Lebrija, seguido por la evaluacion de las
propiedades fisicoquimicas en suelos cultivados con pifia tras la aplicacion del insecticida
quimico (Lorsban). Finalmente, se analiz6 los cambios microbioldgicas presentes en el suelo

cultivado con Ananas Comosus, después de la aplicacion del insecticida quimico (Lorsban).
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1 Objetivos

1.1 Objetivo general
e Realizar un estudio del efecto del insecticida quimico (Lorsban) sobre la microbiota y

propiedades fisicoquimicas del suelo, utilizado para el cultivo de la Ananas Comosus

(Pifia) en el municipio de Lebrija, Santander

1.2 Objetivos Especificos.
e Determinar la caracterizacion fisicoquimica inicial y el andlisis metagenomico del

suelo, destinado para el cultivo de Anands Comosus en el municipio de Lebrija,

Santander.

e Evaluar las propiedades fisicoquimicas en suelos cultivados con Ananas Comosus tras

la aplicacion del insecticida quimico (Lorsban).

e Analizar los cambios microbiologicas presentes en el suelo cultivado con Ananas

Comosus, después de la aplicacion del insecticida quimico (Lorsban).
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2. Marco Tedrico.

2.1 Generalidades del suelo.

El suelo es un sistema abierto, el cual se define como un cuerpo natural que est4 en constante
interaccion con su entorno. Esta conformado por diferentes capas de minerales meteorizados,
materia organica, aire, agua y microorganismos, que proporciona nutrientes, agua, oxigeno y
sostén para las raices de las plantas (FAO, 2018). Este sistema evoluciona constantemente hasta
llegar a un equilibrio de condiciones ambientales y desde ese momento tiende a permanecer
estable (Heredia, 2008).

El Suelo también da proteccion a los diferentes cuerpos de aguas superficiales y subterraneas,
debido a que realiza una funcion filtrante al movimiento de diversas sustancias nocivas, que

puedan alterar drasticamente estos cuerpos (Leal, 2011).

Sin embargo, las diferentes actividades antropogénicas han ocasionado la alteracion de los
diferentes componentes del suelo, afectando asi la calidad del mismo. Esto representa una gran
problemaética para el sector agroindustrial en general, ya que conduce a la disminucion de la
productividad del suelo (Leal, 2011).

Para determinar la calidad del suelo y su grado de alteracion, se debe realizar un estudio del
medio, el cual establece los diferentes nutrientes del mismo, mediante el anélisis de las
caracteristicas fisicoquimicas y la poblacién microbiana. Este estudio permite evaluar las
alteraciones de los nutrientes y componentes del suelo, posibilitando asi, determinar el uso

adecuado del medio para mejorar la calidad y productividad de los diferentes cultivos.
2.2 Formacion del suelo.

La formacion del suelo esta influenciada principalmente por diferentes factores como: clima,
material parental, actividad bioldgica, topografia y tiempo, que determinan los diversos
horizontes y utilidades del suelo (Hernandez W, 2012).

La velocidad de formacion y el tipo de suelo estan influenciadas en gran parte por la intensidad
y la variacion de la temperatura y la precipitacion. Estos parametros también determinan la

distribucion de las diferentes especies vegetales y los procesos geomorfoldgicos del suelo.
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El material parental es aquel soporte, de donde se ha formado gran parte del suelo debido a la
meteorizacion de la roca madre. Esto se lleva a cabo mediante diversos procesos fisicos y
quimicos que degradan progresivamente la roca, liberando asi diversos elementos (SiOz, Al,
Fe, Ca, Mg, K, Ti, Mn, Na, P y S) que determinan el tipo de suelo (Grant, 1989).

Las interacciones bioldgicas de los macro y microorganismos son de gran importancia, debido
a que estos ayudan a transformar los sustratos del suelo durante la extraccion de nutrientes

necesarios para su ciclo de vida (Hernandez W, 2012).

La topografia es dependiente en su totalidad del clima y de la naturaleza mineral del suelo; asi
como del relieve de la zonay el espesor del suelo, que a su vez también influyen en gran medida

en el balance hidrico del mismo.

El tiempo como factor de formacion del suelo es muy variable y depende indirectamente de las
caracteristicas botanicas, zooldgicas, geoldgicas y geomorfol6gicas del terreno (Ulzurrun,
1995).

2.3 Horizontes del suelo.

Los horizontes son una serie de capas paralelas a la superficie del terreno que componen el
perfil del suelo. Estos horizontes se clasifican en superficiales y sub superficiales, los cuales a
suvez, sedividenen O, A, E, B, C, R (Gémez, 2012). Lo mencionado anteriormente, se ilustra

en la Figura 1.

Figura 1. Representacion del perfil de un suelo maduro.

Horizonte O

Horizonte A

Horizonte E

Horizonte B

Horizonte C { 9 e """ ‘

Fuente: Instituto Nacional de Ecologia y Cambio Climético (INECC), 2007.

Horizonte R {
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De acuerdo al Instituto Nacional de Ecologia y Cambio Climatico (INECC) de México, cada
capa del suelo posee diferentes propiedades tales como el color, textura, estructura, espesor,
composicion, consistencia y reaccion. A continuacion se especifican las caracteristicas de cada
uno de los horizontes (O, A, E, B, C y R) agrupados en superficiales y Subsuperficiales
(INECC, 2007).

1.3.1 Horizontes Superficiales.

Los horizontes superficiales se caracterizan por ubicarse en la parte superior del perfil del suelo
y por tener un alto contenido de materia organica, el cual va disminuyendo a medida que la
profundidad del suelo aumenta. Los horizontes superficiales se dividen en 2, el horizonte O y
el A. En la tabla 1 se ilustra la composicion y la subclasificacion de los horizontes O y A
(Gomez, 2012).

Tabla 1. Composicién y Subclasificacion de los horizontes O y A.

Se caracteriza por tener un | ¢ Horizonte O1: Cuando
alto contenido de materia los residuos se pueden

O orgénica parcialmente identificar.

descompuesta en forma de

humus provenientes
principalmente de residuos

animal y vegetal.

e Horizonte O2: Cuando
el estado de degradacién
no posibilita la
identificacion de los

restos.

Es aquel donde se encuentra
la capa mineral de Ila
desintegracién del material
rocoso; se ubica después del
horizonte O.

Horizonte Al: Capa que
presenta una mezcla de

mineral y humus.
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Debido a la mezcla de humus
y mineral que genera la
actividad bioldgica, este

horizonte se caracteriza por

Horizonte A2: Zona con
mayor lixiviacion de arcillas
de silicato, Oxidos de

aluminio y éxidos de hierro.

poseer un color oscuro.

Fuente: Gémez, 2012.

Algunos de los suelos con un alto contenido de hojarasca, desechos animales y hongos con
grado de degradacién, poseen un horizonte O. EIl cual, se caracteriza por tener un elevado
contenido de materia organica, con principios de degradacion por parte de los
microorganismos, los cuales reducen las grandes moléculas de desechos y hojas, por medio de
su ciclo bioldgico, a otras mas sencillas.

El horizonte A es aquel que se encuentra subsiguiente al O. Este primero se caracteriza por
constituirse de una mezcla de humus, microorganismos y material mineral particulado. La
actividad microbiana en este horizonte es méxima, ya que el nimero y variedad de organismos
es mayor que en cualquier otro, ademas es donde hay mayor presencia radicular de las plantas
(INECC, 2007).

1.3.2 Horizontes Subsuperficiales.

Son aquellos horizontes del suelo que no estan expuestos en la superficie y cuya visualizacion
se da Unicamente mediante excavaciones. Se dividen en horizontes E, B, C y R. Esto se ilustra
en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de los horizontes Subsuperficiales.

El horizonte E es una capa mineral que
presenta lixiviacion de diversos minerales.
E Ademas posee una alta disponibilidad de
arena y limo; y una baja concentracion de
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arcillas de silicato, hierro (Fe) y aluminio
(Al).

El horizonte B es la capa mineral en la cual
se acumulan arcillas, 6xidos de hierro,
compuestos hamicos y cationes que se han

lixiviado del horizonte A.

En el horizonte C se acumula el material
parental que esta parcialmente descompuesto
(Regolita). Ademas presenta  una
acumulacién de silice, calcio, carbonatos y

yeso.

Este horizonte esta compuesto de lecho de

R roca en el que no hay presencia radicular.

Fuente: Gémez, 2012; INECC, 2007.

La mayoria de los suelos maduros poseen los horizontes A, B 'y C. Por otro lado, suelos con
menor desarrollo, tienden a carecer de algunos de ellos. Otros suelos poseen una pequefia capa
organica llamada horizonte O, la cual esta constituida por hojas, residuos animal y vegetal,

hongos y diversos materiales organicos con indicios de descomposicion (INECC, 2007).
2.4 Las propiedades fisicoquimicas del suelo.

Las propiedades fisicoquimicas del suelo son aquellas caracteristicas que reflejan el
comportamiento de los diferentes componentes del suelo en cuanto a la capacidad de retencion
de liquidos y nutrientes. Estas propiedades son determinadas por el tamafio de las particulas
minerales (fisicas) y la proporcién de los distintos minerales y sustancias organicas que
componen el suelo (quimicas) (FAO, 2018).

Las propiedades fisicas del suelo determinan la rigidez y la fuerza de sostenimiento, la
penetracion de las raices, la aireacién, capacidad de drenaje y almacenamiento de agua, la

plasticidad y la disponibilidad de nutrientes.
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Lo anteriormente mencionado es importante debido a que ayuda a comprender en qué medida
y de qué forma influyen éstas en el crecimiento de las plantas y como pueden alterarse por la

actividad humana.

Algunas de las caracteristicas fisicas del suelo son textura, humedad gravimétrica, densidad
aparente y real, contenido de humedad, permeabilidad, infiltracion y humedad volumétrica; las
quimicas serian el pH, la conductividad eléctrica, materia organica, capacidad de intercambio

catiénico (CIC), fosforo y nitrogeno.

A continuacion se describen algunas de las propiedades fisicoquimicas mas importantes.

2.4.1 Textura.

La textura determina la proporcion en que se encuentran distribuidos los elementos que

constituyen el suelo seglin su tamafio; arena, arcilla y limo (Rucks, 2004).

El procedimiento més utilizado para determinar esta distribucion, es el analisis granulométrico
0 mecanico. También es posible emplear otro método, el cual se basa en la velocidad de caida

de las particulas del suelo a través del agua.

La clasificacion de las fracciones de las particulas del suelo segin el Departamento de

Agricultura de Estados Unidos (USDA\) se especifica en la Tabla 3.

Tabla 3. Clasificacion de las particulas del suelo segun el USDA.

Arena 2-0,05
Limo 0,05 -0,002
Arcilla < 0,002

Fuente: USDA, 2014.

La determinacion de la distribucion porcentual de las particulas del suelo es importante, porque
segun esta se puede establecer diferentes aspectos que influyen directamente en la fertilidad

del suelo; como lo es la disponibilidad de nutrientes y la retencién de agua (FAO, 2018).
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En los reportes de literatura se indica la relacion que presentan diferentes tipos de suelo con las
propiedades fisicoquimicas. Asi los suelos arenosos se pueden asociar con escases de
nutrientes, una alta tasa de infiltracion y por ende, una baja retencion de agua, lo que lo hace
un suelo de baja productividad. De igual manera los suelos limosos, debido a que poseen
particulas de menor tamafio, tienden a ser mas fértiles que los suelos arenosos, mas faciles de
laborar y poseen un mayor porcentaje de materia organica, lo que representa un incremento en
la disponibilidad de nutrientes. Finalmente, los suelos arcillosos se caracterizan por tener una
alta disponibilidad de nutrientes, capacidad de retencién de agua y poco drenaje, lo que los

clasifica como suelos fertiles pero dificiles de trabajar (FAO, 2018).

Es por esto que el suelo que representa una mayor rentabilidad de produccién agricola, seria
aquel cuyas fracciones predominantes sean el limo y la arcilla, ya que tendria capacidades de

retencion y permeabilidad mas estables, junto con una mayor disponibilidad de nutrientes.

242 pH

La acidez del suelo se determina mediante la medicién de la concentracién de los iones H* en
la solucion acuosa del suelo y su resultado se expresa mediante el parametro Ilamado potencial
hidrogeno (pH) (Espinosa, 1999).

La medicion del pH del suelo permite deducir la presencia o ausencia de diversos compuestos
tales como el carbonato de calcio y el aluminio bioasimilable, los cuales influyen notablemente
en la actividad bioldgica del suelo (Gémez, 2012). Tal es el caso de un pH &cido, que segln el
USDA, puede ser un indicador del exceso de aplicacion de Nitrégeno o pérdida del mismo por
lixiviacion (USDA, 1999).

La escala de pH va desde 0 a 14, tomando el valor de 7.0 como neutro (igual nimero de iones
H*y OH"), mientras que los valores menores a 7 indican un medio &cido y los mayores a este
indican un medio basico. Lo mencionado anteriormente se cumple si la temperatura es estandar

(25C). En la tabla 4 se ilustra la clasificacion del pH del suelo (Espinosa, 1999).

Tabla 4. Clasificacion del pH del suelo a temperatura estandar.

Valor Clasificacién

<45 Extremadamente &cido
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4,6 -5,0 | Muy fuertemente acido

51-6,0 Medianamente acido

6,1-6,5 Ligeramente &cido
6,6 -7,3 Neutro

74-178 Ligeramente alcalino

79-84 Medianamente alcalino

8,5-9,0 Fuertemente alcalino

>9,0 Muy fuertemente alcalino
Fuente: Gonzalez J, 2014.

Debido a que los acidos débiles se disocian en concentraciones muy bajas de H*, se define el
pH en forma logaritmica, lo cual significa que cada unidad que cambie el pH determina un
incremento de 10 veces en la cantidad de acidez o basicidad del suelo (Rucks, 2004).

Esto indica que un suelo con pH de 5.0 posee 10 veces més iones H* activos que otro con pH
de 6.0 (Rucks, 2004). Lo anterior es de importancia debido a que este pardmetro controla los
microorganismos que se encuentran en este medio y se encargan de mineralizar la materia

organica.

El pH también influye en la concentracion de fosforo, iones de Al*3, la CIC y por consiguiente,
la fertilidad del suelo. Ademas permite determinar el uso mas conveniente para la aplicacion
de fertilizantes y otros insumos de uso constante en la actividad agroindustrial (Barbaro, 2014).
Seguin Espinosa J y sus colaboradores (1999) a un pH inferior a 5,5 los iones de aluminio (Al*%)
del suelo aumentan su concentracion a medida que el pH disminuye, ya que estos iones de Al*3
son desplazados de los minerales arcillosos del medio por otros cationes; lo que hace que el
Aluminio se hidrolice (reaccione con las moléculas de agua presentes en el suelo) y forme

complejos monoméricos y poliméricos hidroxi-aluminicos.
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En la Figura 2, se evidencian las reacciones hidroliticas del Al*®,

Figura 2. Hidrolisis de las formas monoméricas del aluminio (Al).

AR + H,0 ——> A(OH)* + H*
AI(OH)¥* + H,0 —> AI(OH)," + H*
AI(OH),* +H,0 —» AlOH); + H*

Fuente: Espinosa J. 1999.

Segun la Figura 2, todas las reacciones de hidrolisis del aluminio liberan iones hidrogeno (H*),
lo que aumenta la acidez del suelo. Este incremento de acidez promueve una mayor presencia
de AI*® que posteriormente volveria a reaccionar. La Figura 3 describe el comportamiento de

las diferentes especies monoméricas del Al con base al pH del suelo.

Figura 3. Distribucion porcentual de las formas de Al a diferentes pH

100

ANOH),

a0 —
A(OH),
60 — Al

40 —
AOH)Z,

20 —

Porcentaje total del aluminio

Fuente: Espinosa J; 1999.

En la Figura 3, se observa que a un pH=3 la concentracion de aluminio trivalente esta en un
100% y va disminuyendo este porcentaje hacia un pH correspondiente a 5,5; cuando inicia la
formacion de los complejos de aluminio. Las elevadas concentraciones (>1ppm) de Al*3 estan
asociadas a efectos toxicos sobre las plantas, afectando su desarrollo, inhibiendo la division
celular y causando deficiencias de fosforo e impidiendo la absorcién de calcio, magnesio y
potasio (Espinosa, 1999).

22



2.4.3 Conductividad eléctrica (CE).

La conductividad eléctrica es el pardmetro que mide la concentracion de sales solubles en el
suelo. Esto determina la capacidad de un material para conducir una corriente eléctrica a través
de éste, por lo que al obtenerse un valor alto en esta variable, demostraria una alta presencia de

sales en el suelo (Barbaro, 2014).

Segun el estudio de Lorena Barbaro y sus colaboradores (2014), el valor de CE deberia ser bajo
en el suelo (<1 ds/m) ya que esto facilita un buen manejo de la fertilizacion y la disminucion

de problemas fitotdxicos en los cultivos.

El valor de CE se puede incrementar debido a la presencia de fertilizantes insolubles,
introducidos en exceso o por un elevado valor de la capacidad de intercambio catiénico (CIC).

Los valores tipicos de conductividad eléctrica para suelos segin Elena Martinez (2014) se

resumen en la tabla 5.

Tabla 5. Valores tipicos de conductividad eléctrica en suelos.

<2 No salino
2-4 Ligeramente salino
4-8 Salino

>8 Muy salino

Fuente: Martinez, 2014.

Como se observa en la tabla 5, los suelos con una conductividad eléctrica menor a 2 dS/m, se
clasifican como no salinos; sin embargo, la literatura reporta que los valores de C.E > a 1dS/m

pueden ocasionar problemas fitotoxicos en las plantas (Barbaro, 2014).

2.4.4 Humedad del suelo.

Segun el manual de procedimientos analiticos de Flores y sus colegas (2010), la humedad del

suelo es la masa de agua contenida por unidad de masa de solidos del mismo. Este parametro

23



influye directamente en la densidad aparente, espacio poroso y compactacion. La humedad del
suelo esta influenciada a su vez por diversas variables tales como clima, vegetacion y la
profundidad del suelo (Flores, 2010).

La humedad del suelo puede ser gravimétrica o volumétrica (con base a masa o volumen
respectivamente). La primera mide la proporcién de agua por unidad de suelo seco y permite
determinar la cantidad de agua disponible para las plantas; mientras que la humedad
gravimétrica permite calcular el contenido de agua presente en una determinada profundidad
del suelo (IGAC, 2011).

De acuerdo con el Instituto Geografico Agustin Codazzi (2011), los valores de retencion de
humedad en el suelo poseen una estrecha relacion con el contenido de arcilla, tipo de mineral,
estructura, contenido de materia orgénica, permeabilidad, drenaje interno y con la
microporosidad del suelo. En la tabla 6 ilustra la interpretacion de la humedad gravimétrica del

suelo.

Tabla 6. Clasificacion de la Humedad Gravimétrica aprovechable del suelo.

<10 Muy baja
10-15 Baja
15-20 Media
20-25 Alta

>25 Muy alta

Fuente: Alban, 2006.

La humedad gravimétrica del suelo tiende a ser mayor en suelos con predominancia de arcilla,
debido a que el espacio poroso es menor, la presencia de materia organica es mayor y por ende,

la permeabilidad es menor que la de un suelo con predominancia de arena (Castro, 1998).

2.45 Densidad del suelo.

La densidad del suelo es la masa total de solidos por volumen y se divide en real y aparente.
Este parametro influye en la porosidad y la distribucion del tamafio de particulas. Ademas, da

a conocer las condiciones de compactacion, disponibilidad de agua y oxigeno del suelo
(Carvajal, 1997).
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La densidad real hace referencia a la relacion entre el volumen y la masa de particulas del suelo,
tomando en cuenta la fraccién mineral y organica del medio sin incluir los espacios porosos.
Esta aumenta con la profundidad del suelo (IGAC, 2011).

Asi mismo, si un suelo no posee proporciones significativas de minerales pesados y su
porcentaje de M.O no supera el 1%, la densidad real tiende a tomar un valor cercano a 2,65
g/cm?® (Rucks, 2004).

La densidad aparente es la relacion del peso del suelo seco con el volumen total del suelo,
teniendo en cuenta los espacios porosos del mismo. Este pardmetro es inversamente
proporcional al porcentaje de la porosidad total; esto indica que entre mayor sea la densidad
aparente, menor sera la porosidad total, por lo que la compactacion del suelo sera mayor y por
consiguiente la disponibilidad de agua, oxigeno y la penetrabilidad de las raices se veran
disminuidas (Rucks, 2004). Ademas, el valor de densidad aparente disminuira a medida que

el valor de materia organica del suelo aumente (Osman 2013).

El conocimiento de estas propiedades permite analizar la compactacion del suelo y el peso de

la capa arable. En la tabla 7 ilustra la relacion entre la densidad aparente y la porosidad total.

Tabla 7. Relacién entre la densidad aparente y la porosidad total.

<10 >63
1,0-1.2 55-62
12-14 47 -54
14-16 40 — 46
16-18 32-39

>1,8 <31

Fuente: Ramirez 1997.

Como se evidencia la tabla 7, los suelos con densidades aparentes entre los rangos (<1,0y 1,5
gr/cm®) se caracterizan por tener un porcentaje de porosidad alta, es decir, que no son
compactados y poseen caracteristica de ser disgregables. De igual manera poseen una alta

proporcién de materia organica a medida que la densidad aparente sea menor. De lo contrario,
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un suelo con una densidad aparente entre >1,4 gr/cm®, indica que este posee una alta

compactacién y por ende una baja materia organica (Castro, 1998).

2.4.6 Porosidad del suelo.

La porosidad del suelo es el espacio que hay entre el material solido del suelo (Flores, 2010).

Seguln su tamafio los poros poseen una clasificacion y una funcién (Ver tabla 8).

Tabla 8. Clasificacion y funcion de los poros del suelo segin su tamafio.

Tamanfo (micras) Clasificacion Funcion

Permite la conducciéon del

>60 Grandes 0 macroporos )
aire y el agua
) Permiten la conduccién del
60 - 10 Medianos 0 mesoporos
agua.
B _ Almacenamiento del agua
9-0,2 Pequefios 0 microporos

disponible para las plantas.

Fuente: Instituto Geografico Agustin Codazzi (IGAC), 2011

La porosidad se puede relacionar también con la actividad bioldgica, cual depende de la

disponibilidad de agua y aire en el suelo.

2.4.7 Permeabilidad o conductividad hidraulica.

La conductividad hidraulica o permeabilidad, es la capacidad del suelo para conducir el agua
o el aire a través del medio. Esta propiedad es directamente proporcional a la infiltracion y a la
porosidad; por lo que un suelo con predominancia de arenas, tendra una mejor permeabilidad
que otro con abundancia de arcillas. La permeabilidad también esta influenciada por la
estructura del suelo, ya que si esta es laminar, los espacios porosos aumentan, sin embargo esto
restringe la circulacién del agua (Steer, 2008). Este parametro depende de la porosidad total,

del contenido de humedad y de la distribucion del tamafio de los poros.
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La permeabilidad o conductividad hidraulica se clasifica midiendo el tiempo que tarda un
determinado volumen de agua en pasar a través de una muestra de suelo. De acuerdo al tiempo
que gaste el agua en atravesar la estructura del suelo, se halla un indice de permeabilidad que

permite la clasificacion de la muestra.
En la tabla 9, se relaciona la conductividad hidraulica o permeabilidad con su interpretacion.

Tabla 9. Clasificacion de la Conductividad Hidraulica.

<0,1 Muy lenta
0,1-05 Lenta
05-16 Moderadamente lenta
16-5,0 Moderada
50-12,0 Moderadamente rapida
12,0 - 18 Rapida

> 18 Muy réapida

Fuente: Steer, 2008.

Este parametro es importante en el desarrollo de los microorganismos y plantas, las cuales no
logran asimilar adecuadamente el agua y los nutrientes si la permeabilidad es alta (IGAC,
2011). Los suelos arenosos debido al tamafio de sus particulas y la presencia de los espacios

porosos, tienden a tener una mayor permeabilidad.

Es por esto, que comprender los valores de la permeabilidad es importante, ya que permite
conocer el movimiento del agua dentro de la estructura del suelo y asi disefiar un sistema
adecuado de riego para maximizar el crecimiento o desarrollo de los cultivos. En el caso donde

se necesita 0 en suelos de baja permeabilidad.
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2.4.8 Infiltracion.

La infiltracion es la cantidad de agua que recorre la estructura del suelo por unidad de tiempo
bajo condiciones de campo y este parametro disminuye a medida que el volumen de agua que
haya entrado aumente (IGAC, 2011).

El método empleado mayormente para conocer la capacidad de infiltracion de un suelo es el
del procedimiento de los cilindros infiltrometros, el cual consiste en incrustar uno de estos a
unos centimetros de profundidad y depositar dentro del cilindro un volumen conocido de agua
y determinar el tiempo que esta se tarda en penetrar la columna de suelo (IGAC, 2011).

La interpretacion de este método se ilustra en la tabla 10.

Tabla 10. Clasificacion de la velocidad de infiltracion.

<0,1 Muy lenta
0,1-05 Lenta
05-20 Moderadamente lenta
20-6,3 Moderada
6,3 12,7 Moderadamente rapida
12,7-25,4 Rapida
> 25,4 Muy rapida

Fuente: Steer, 2008.

El proceso de infiltracion del agua es de gran importancia para la agricultura, debido a que este
proceso permite estimar la disponibilidad del liquido para los microorganismos y plantas;

ademas, una infiltracion moderada ayuda a reducir la erosion del suelo (Gonzélez, 2014).

2.4.9 Materia organica.

La materia organica (M.O) esta asociada a la concentracion de nutrientes del suelo, los cuales
pueden ser nitrégeno, fosforo, azufre, boro y molibdeno. Estos elementos son necesarios para
el adecuado crecimiento de las plantas. Debido a esto, es importante determinar su

concentracion para asi plantear estrategias de manejo adecuado del suelo (IGAC, 2011).
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El incremento de cargas negativas del suelo (asociadas a las arcillas) propicia una mayor
concentracion de cationes, que al momento de mineralizarse la materia organica, aportan
nutrientes para los microorganismos y las plantas. Es por esto que los suelos con predominancia
de arcillas, tienden a tener una mayor concentracién de M.O que otros suelos con abundancia
de arena o limo (IGAC, 2011).

Algunos de los principales beneficios que otorga la materia organica al suelo tras su
descomposicion en moléculas mas simples, es la adicion de particulas reducidas que forman
agregados, adecuada infiltracion, buena aireacion, el aumento de la disponibilidad de nutrientes
para los macro y microrganismos del medio (IGAC, 2011).

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, se evidencia la importancia de este
parametro para determinar la productividad del suelo, ya que se asocia directamente con la

fertilidad del medio.

En la tabla 11, se ilustra la clasificacion segun el contenido de la materia organica del suelo,

segun la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales de México (SEMARNAT).

Tabla 11. Interpretacién del contenido de materia organica del suelo.

Muy bajo <0,5
Bajo 0,6-15
Medio 16-35
Alto 3,6-6,0

Muy alto >6,0

Fuente: SEMARNAT, 2006.

2.4.10 Capacidad de intercambio Cationico.

La capacidad de intercambio cationico (CIC) se define como la capacidad que tiene el suelo
para retener cationes intercambiables. Este pardmetro esta influenciado directamente por la
fraccion de arcilla y materia orgéanica contenida en el suelo; ya que ambas poseen cargas

negativas en sus superficies que son las que retienen los cationes (Ca*?, Mg*?, K*, Cu*2, Zn*?,
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Fe™2, Mn*2, NH4") y los vuelven solubles para que sean absorbidos por las plantas y los

microorganismos (IGAC, 2011).

Segun Carvajal y sus colaboradores (1997), los valores de pH afectan directamente la CIC; ya
gue un aumento en el pH, desencadena un incremento en las cargas negativas del suelo, debido
a la precipitacion del aluminio (AI*®) y la disminucidn en la concentracion de H*, provocando
el aumento del CIC (Carvajal, 1997).

La capacidad de intercambio catidnico, es una propiedad del suelo, la cual depende de la textura
y del porcentaje de materia organica del mismo. Esto indica que entre mayor sea el contenido
de arcilla y M.O del suelo, mayor sera la CIC (Carvajal, 1997). El estimado de la cantidad de

cationes intercambiables en el suelo se ilustra en la tabla 12.

Tabla 12. Estimaciéon del valor del CIC segln la textura y el porcentaje de arcilla del suelo.

Arenoso < 10% 10
Franco 10-30% 15
Arcilloso > 30% 20

Fuente: Martinez E, 2014.

2.4.11 Fosforo.

El fosforo (P) es uno de los elementos esenciales para el desarrollo de las plantas, ya que juega
un papel vital para la sintesis de acidos nucleicos, fosfolipidos, vitaminas y enzimas; ademas
de ser de importancia en la transferencia de energia, la sintesis de proteinas, los procesos
respiratorios y de division celular. Este elemento también promueve la formacién y crecimiento
radicular (IGAC, 2011).

En el suelo hay 2 formas de fosforo: fosforo organico e inorganico. La forma orgéanica del
fosforo en el suelo es aquella que se encuentra en la descomposicion del humus y la materia
orgénica, y sus niveles pueden variar de 0 a 0,2%. Por otro lado, el fosforo inorganico, esta
conformado por compuestos con el hierro, aluminio, calcio y flGor. Esto es importante, ya que

el incremento de los elementos mencionados anteriormente, como el aluminio, provocan un
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mayor aumento en la formacion de fosforo inorganico, haciendo que las concentraciones de

fosforo biodisponible se reduzcan (Fernandez, 2006).

El fosforo disponible para las plantas (P2Os) es muy escaso y se deriva de la descomposicion
de la materia organica y de los materiales provenientes de la descomposicion de la roca madre.
Esto se lleva a cabo mediante procesos de oxidacion de la materia organica (M.O), los cuales
son realizados por microorganismos presentes en el suelo; permitiendo de esta manera que las
formas reducidas de M.O como el humus, sean absorbidas por las superficies minerales del
suelo e impidan la formacion de complejos estables del fosfato, los cuales no son aprovechables
por las plantas. A su vez, las bacterias también llevan a cabo la mineralizaciéon de fosforo
organico mediante una enzima llamada fosfatasa que ayuda a descomponer la materia organica
(Herrero, 2004).

Cuando un suelo presenta acidez, los fosfatos reaccionan con hierro y aluminio solubles para
formar nuevas formas fosfatadas con bajas solubilidades, por lo que el P obtiene una baja
movilidad. Por otro lado, ademas de que las formas minerales de este elemento no son solubles,
no existe una manera eficaz en que los iones de fosfato dihidrégeno (H.PO#) sean absorbidos
por las plantas y microorganismos en forma de iones intercambiables sobre la arcilla o el
humus, por lo que el fosforo que es utilizado por las plantas, proviene principalmente de la

descomposicion de la materia organica (IGAC, 2011).

El aprovechamiento de fosforo organico es posible mediante la simbiosis de micorrizas entre
las plantas y algunas especies de hongos, los cuales pueden llegar a suministrar cerca del 50%

de fosforo que la planta requiere.

Por otro lado, aquellos compuestos fosfatados que son insolubles, son inmovilizados dentro de
los microorganismos y solo vuelven al suelo luego de que estos perecen (IGAC, 2011).

Las sustancias como el humus y otros aniones orgénicos simples que se generan de la
degradacion de la materia organica, son absorbidos por las superficies minerales del suelo y
compite con los iones fosfatos al impedirle formar complejos més estables con los coloides

inorganicos (Fernandez, 2006).
Una fertilizacidn constante de fosforo superior a las necesidades del cultivo, ocasionaria una

acumulacién del elemento en el medio, debido a la baja movilidad de este en el suelo, lo cual

llevaria a que los iones fosfatos no podrian ser absorbidos por las raices de las plantas cuando
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estos se encuentren separados por una distancia mayor a 2 mm. Lo mencionado anteriormente,
es importante en el disefio del plan de fertilizacion, ya que una cantidad considerable del abono
que se le afade a los cultivos no serd asimilado por las plantas y solo ocasionara un
enriquecimiento en las reservas del suelo (Herrero, 2004).

En la tabla 13 se ilustran los valores de fosforo que permiten determinar la calidad de un suelo.

Tabla 13. Criterios para determinar la calidad de un suelo con respecto al contenido de fosforo.

Bajo <5,5
Medio 55-11
Alto >11

Fuente: Normas Oficiales Mexicanas (NOM), 2002.

2.4.12 Nitrdgeno.

El nitrégeno es uno de los elementos que presenta mayor limitante en suelo y en la produccion
de los cultivos, debido a que la molécula N2 es inerte y posee una gran estabilidad a causa de
su enlace triple. Esta forma natural del nitrégeno atmosférico no puede ser asimilada por la
planta directamente, es por esto que depende principalmente de la fijacion simbiética y
asimbiotica que ejecutan las bacterias fijadores de nitrégeno, las cuales realizan un proceso de
simbiosis con las plantas y le suministran la mayoria del nitrdgeno gque estas necesitan. A pesar
de lo mencionado anteriormente, la planta también posee la capacidad de asimilar el nitrégeno
que se precipita disuelto en el agua de lluvia (IGAC, 2011).

El nitrogeno igualmente puede sufrir procesos de mineralizacion y desnitrificacion. EI primer
proceso se lleva a cabo cuando los microorganismos transforman los compuestos organicos en
inorganicos como: la forma de nitrégeno amoniacal, de nitritos y nitratos (NH4", NO2"y NOs’
). Este proceso consta de 3 etapas:

e Aminizacion: Etapa mediante el cual se producen aminas y aminoacidos a partir de la
descomposicion de proteinas y diversos compuestos nitrogenados que realizan los

microorganismos heterotrofos.
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e Amonificacion: Etapa en la cual se adquiere el amoniaco a partir de la transformacién de
las aminas y aminoacidos resultantes del proceso de Aminizacidn, mediante la intervencion
de algunas bacterias del género Bacillus, Clostridium y Pseudomonas; asi como de especies
de hongos (Aspergillus y Actonomicetos.

e Nitrificacion: En esta etapa el amoniaco es oxidado en nitratos. Inicialmente el NH4* es
transformado en NO> debido a la intervencion de las bacterias nitrosomonas, hongos
(Aspergillus y Penicillum), Nocardia y Streptomices. Posteriormente el NO>™ se oxida en

NO3” mediante la accién de las bacterias nitrobacter.

Finalmente en el proceso de desnitrificacion los nitratos son empleados como fuente de oxigeno
por parte de algunos microorganismos (Achromobacter, Bacillus, Alcaligenas, Agrobacterium,
Azospirillum, Flavobactertum, Halobactertum, Hipomicrobium, Rhizoblum y Micrococcus) y
asi el N2 es liberado nuevamente a la atmosfera. A este suceso se le conoce como la
volatilizacion del nitrégeno (IGAC, 2011).

Establecer la concentracion de nitrogeno en el suelo es importante, debido a que este elemento
limita el crecimiento de la pifia y es una variable que determina el rendimiento de la planta,
debido a que esta, utiliza el N para sus procesos de sintesis proteica y este proceso a su vez,
depende de los carbohidratos disponibles, la temperatura, la intensidad luminosa y la
concentracion de CO». Ademas, el nitrdgeno es importante en el desarrollo vegetativo de la
planta, debido a que es uno de los principales constituyentes de clorofila, proteinas, acidos

nucleicos y auxinas (Py, 1968, tomado de Lopez J, 2016).

Algunos de los valores de nitrogeno total que permiten evaluar la fertilidad de un suelo estan

presentes en la tabla 14.

Tabla 14. Criterios para evaluar la fertilidad de un suelo con base en su contenido de nitrégeno

total.

Extremadamente pobre <0,032
Pobre 0,032 - 0,063
Medianamente pobre 0,064 — 0,095
Medio 0,096 — 0,126
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Medianamente rico 0,127 - 0,158
Rico 0,159 - 0,221
Extremadamente rico > 0,221
Fuente: Fernandez L. 2006.

Los bajos niveles de nitrdgeno en los suelos donde se cultiva la pifia, causan clorosis en el
follaje, hojas angostas y en menor cantidad, plantas mas pequefias y de menor crecimiento,

bajando asi la calidad de la produccion (Py, 1968, tomado de Lopez J, 2016).

Ademas, la carencia de este elemento en el suelo puede afectar el crecimiento microbiano, los
cuales no presentarian un desarrollo 6ptimo. Por otro lado, el exceso de este elemento tendria
un efecto de desarrollo acelerado en el crecimiento y descomposicion de estas poblaciones de
microorganismos. Adicionalmente, se liberaria parte del nitrégeno aprovechable al medio en

forma de gas, lo cual indicaria la perdida de este elemento valioso al cultivo (Fernandez, 2006).
2.5 Propiedades microbioldgicas del suelo.

Los microorganismos juegan un papel importante en los ciclos biogeoquimicos y en las
trasformaciones de los procesos de humificacion y mineralizacion de la materia organica. Un
ejemplo de esto son las bacterias, las cuales se encargan de transformar quimicamente
diferentes compuestos a formas asimilables para las plantas (Hernandez, 2010); (Carvajal,
1997).

Tal es el caso de las bacterias Thiobacillus thioxidans. T. nove/luso T. thiopams. T.
denitriflCans, las cuales transforman compuestos de azufre; Bacilos. Pseudomonas.
Clostrldlum. Nitrosomonas. Nitrobacter. Achromobacter, encargadas de transformar y fijar los
compuestos de nitrogeno. Por Gltimo, diferentes especies de bacterias (no especializadas) se
encargan de solubilizar los compuestos fosfatados mediante asociaciones con las raices de las
plantas y algunos hongos (micorrizas), los cuales le aportan cerca del 50% del requerimiento
de fosforo de la planta (Carvajal, 1997).

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, es de importancia conocer la diversidad
microbiana presente en el suelo. Sin embargo, los métodos para cultivar las diferentes especies

en el laboratorio solo permite el estudio de un bajo porcentaje (<1%). Para poder contrarrestar
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el déficit de especies microbioldgicas que se pueden estudiar, se ha desarrollado la técnica de

amplificacion de genes ribosomales 0 ADN (Metagendmica) (Hernandez, 2010).

2.5.1 Diversidad bacteriana en el suelo.

El suelo es considerado como un albergue de microorganismos, ya que la literatura reporta que
el espacio estimado que ocupa la microbiota viva es menor al 5% del espacio total. La ubicacion
de la mayoria de los microorganismos se da principalmente en las zonas de agregados con

materia organica acumulada, llamada rizosfera (Tilak, 2005).

Las plantas influyen fuertemente en la diversidad y abundancia de las bacterias del suelo,
debido a las numerosas sustancias que exudan sus raices. De esta forma, la comunidad
bacteriana que se desarrolla en la rizosfera depende de la naturaleza, tipo de suelo y las
concentraciones de los componentes organicos expulsados por las plantas. A pesar de lo
mencionado anteriormente, hay poblaciones bacterianas que se denominan de vida libre, ya
que no dependen de las sustancias generadas por las raices de las plantas para su supervivencia
(Tilak, 2005).

Algunos de los filos de bacterias més abundantes en el suelo son Actinobacterias,
Acidobacterias, Proteobacterias, Verrucomicrobia, Firmicutes, Planctomycetes, Cholofexi,

Gemmationadetes, Spirochaetes, Bacteroidetes y Thermotogae.

2.5.1.1 Actinobacterias.

Actinobacterias (Actinomicetos), se caracterizan por ser Gram positivas, aerobias y anaerobias;
crecen entre temperaturas de 25°C a 30°C y son poco acido-tolerantes, por lo que requieren un
pH neutro para su maximo crecimiento. Sin embargo, se ha documentado que crecen en un
rango de pH entre 5,0 y 9,0 (El-Tarabily, 2006; Franco 2008; Jayasinghe, 2008). También se

resalta la capacidad de resistencia a altas concentraciones de aluminio (Suela, 2013).

Las poblaciones de Actinobacterias se reducen a medida que baja la humedad relativa, pH,
disponibilidad de nutrientes en el suelo y contenido de materia organica; sin embargo, pueden
aumentar su abundancia en un clima tropical (Shrivastava, 2008; Jayasinghe, 2008; Ventura,
2007).
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Estas bacterias desempefian un rol indispensable en el ciclo de compuestos organicos, ya que
median en la degradacion de la materia organica y la produccion de pigmentos fundamentales

(melanina) relacionados con el &cido humico del suelo (Gomes, 1996).

Uno de los géneros que mas se destaca dentro del filo Actinobacteria, es Streptomycetes, el
cual se caracteriza por desarrollarse 6ptimamente en rangos de temperatura entre 28a30°C y
en una humedad alta; ademéas de participar activamente en procesos de degradacion y
mineralizacion de materia organica en el suelo. También desempefian un papel importante en

la formacion de humus (Sanchez, 2009).

Otro género perteneciente a este filo, es Conexiobacter, el cual se caracteriza por ser
estrictamente aerobio y crecer de forma éptima en rangos de pH entre 7 y 7,5; al igual que en
rangos de temperatura entre 28 a 37 °C (Monciardini, 2003). También poseen la capacidad de
reducir el nitrato a nitrito e hidrolizar los carbohidratos, por lo que probablemente puedan

contribuir al ciclo del carbono del suelo (Monciardini, 2003; Riidiger, 2010; Tamae, 2012).

2.5.1.2 Acidobacteria.

Las bacterias pertenecientes al filo Acidobacteria, comparten rasgos genémicos con diferentes
miembros de los filo Proteobacteria y Cianobacteria. Estos rasgos gendmicos revelan el uso
de diversas fuentes de carbono que van desde azucares simples hasta sustratos mas complejos

como hemicelulosa, celulosa y quitina (Ward, 2009).

Segun la literatura, Acidobacterias se ven afectadas por las propiedades fisicoquimicas del
suelo como el pH, carbono orgéanico, nitrégeno total, el fosforo, el nitrato, el amonio, la
humedad y la relacion de C/N del suelo; sin embargo, se destaca que el contenido de nitrégeno
en el suelo afecta directamente la abundancia poblacional de este filo. A pesar de lo
mencionado anteriormente, estas bacterias poseen la capacidad de adaptarse facilmente a
condiciones bajas de nutrientes y pH (3,0 a 6,5) (Naether, 2012; Ward, 2009).

A pesar de que no son capaces de fijar nitrogeno, por la carencia de la enzima nitrogenasa, Si
pueden reducir los nitratos y nitritos al asimilarlos. Ademas estas bacterias pueden comportarse

como intermediarios en la captura de metales del suelo (Ward, 2009).

Tambien se resalta la presencia de genes orientados a la sintesis de celulosa y una variedad de

clase de nuevas proteinas de alto peso molecular excretadas por estas bacterias, que sugiere un
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potencial para la resistencia a la desecacion, la formacion de biopeliculas y la contribucion a la
estructura del suelo. A su vez, la literatura sugiere que las Acidobacterias contribuyen al

adecuado funcionamiento del ciclo del carbono en el suelo.

Dentro de este filo, se destaca un género de reciente descubrimiento, el cual es Candidatus
Koribacter. Este género se caracteriza por ser acidofilo, heterétrofo aerébico gramnegativo,
altamente encapsulado y crecer en un rango de temperatura entre 4 a 37 °C. Ademas es capaz

de oxidar CO y degradar polimeros complejos de las plantas (Sait, 2002)

Otro género que también es de reciente descubrimiento y pertenece al filo Acidobacteria, es
Candidatus de Solibacter. Este género se caracteriza por ser moderadamente acidofilo,
heterdtrofo versatil y por reducir los nitratos en nitritos, sin embargo no participa en la fijacion
ni en la desnitrificacion de N2. También tiene el potencial de degradar polisacaridos, pectinas
y hemicelulosas, haciendo que las bacterias de este género participen en la oxidacion del
carbono organico (Rawat, 2012; KEGG, 2019).

2.5.1.3 Proteobacterias.

Las bacterias del filo Proteobacterias son Gram negativas, con una notable presencia de lipo-
polisacaridos en su membrana celular; poseen formas muy variables, en las que se pueden
encontrar desde bacilos hasta Coccos simples. Varias de estas bacterias poseen movilidad
gracias a flagelos (Rocha, 2015). También se caracterizan por ser muy sensibles a las
diminuciones de pH vy alteraciones en la relacion Carbono — Nitrdgeno del suelo. Esto indica
que estas bacterias tienden a presentar una menor poblacion en suelos acidos y con baja

cantidad de nutrientes (Hermans, 2016).

2.5.1.4 Verrucromicrobia.

El filo Verrucromicrobia se describid recientemente, por lo cual no hay una informacién
suficiente que describa su funcion en el suelo. Sus primeras descripciones datan del 2001 a
2004 (Stevens, 2017). Este filo es considerado como un bioindicador en los cambios de la
fertilidad del suelo, ya que son muy sensibles a las variaciones repentinas en las
concentraciones de nitrogeno, fosforo, potasio, calcio, magnesio, pH, CIC, contenido de
materia organica y humedad. Esto indica que el crecimiento de las poblaciones de

Verrucromicrobia se ve limitado por los parametros anteriormente mencionados y que el
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aumento de su poblacion puede asociarse a un incremento en la fertilidad del suelo o su

afectacion (Navarrete, 2015).

En el filo Verrucromicrobia se destaca el género Chthoniobacter, el cual también es de reciente
descubrimiento (2004) y se encuentra principalmente en la biomasa vegetal, por lo que
probablemente sea participe en la transformacion del carbono organico (Kant, 2011). Las
bacterias pertenecientes a este género se caracterizan por crecer entre rangos depHde4 a7y
de temperatura entre 25 a 34 °C. También se resalta que las mayoria de bacterias de este género
son estrictamente aerobias y que degradan azucares, polimetros de azUcar y piruvato, pero no

acidos organicos (Sangwan, 2004).

2.5.1.5 Firmicutes.

Las bacterias pertenecientes al filo Firmicutes, se caracterizan por tener la capacidad de formar
endosporas aerobias, las cuales les permite resistir el calor, la radiacion, accion desinfectante,
rayos ultra violeta (UV) y desecacion. Esto les confiere la capacidad de sobrevivir a una gran
variedad de estas bacterias en condiciones fisicoquimicas en el suelo, que serian adversas para
otros microorganismos. Ademas poseen enzimas que permiten degradar los glucanos

(Azucares), materia organica y compuestos de celulosa.

Dentro del filo Firmicutes se destaca el género Bacillus, el cual se caracteriza por promover el
crecimiento vegetal a través de la solubilizacion de fosforo y la produccion de sustancias como
el acido indol acético, que regula el crecimiento de microorganismos patdgenos (Corrales,
2017).

2.5.1.6 Planctomycetes

Las bacterias del filo Planctomycetes se caracterizan por tener compartimentacion celular,
paredes celulares sin peptidoglicanos, presencia de lipidos inusuales como esteroles y
ladderana. Algunas especies como la Anammox, se especializan en la oxidacion de amonio en
condiciones anaerobias (Fuerst, 2017). La literatura tambien reporta un potencial de las
bacterias Planctomycetes para la degradacion de materia organica polimérica y la produccion
de gas N a partir de NO2" y NH4 (Ivanova 2018; Kirkpatrick, 2006).

El género Isosphaera, perteneciente al filo Planctomycetes, es de reciente descubrimiento y se

destaca por ser estrictamente aerobio, termdfilo, inmovil y generalmente no filamentoso
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(Wang, 2002). Ademas tienen la capacidad de ser acido tolerantes, resistiendo valores de pH
de hasta 3,6 y también pueden resistir temperaturas entre los 10 a 30 °C, siendo el rango de

temperatura 6ptimo para su crecimiento de 25 a 28 °C (Kulichevskaya, 2012).

2.5.1.7 Chloroflexi

El filo Chloroflexi es un grupo de bacterias que en su mayoria no son cultivables por métodos
tradicionales, por lo que aln se desconoce la variabilidad de especies y potencial en diferentes
roles ecoldgicos. Sin embargo, el pequefio grupo de bacterias cultivables ha permitido
identificar las siguientes caracteristicas: son aerobias aerobios y termdfilos anaerdbicos,
fototrofos anoxigénicos filamentosos, anaerdbicos respiradores de organohalidos, reductores
de hidrocarburos clorados y fermentadores anaerobios (Cantera, 2014; Krzamarzick, 2011).

Las bacterias del filo Chloroflexi pueden respirar organohaluros y se distribuyen ampliamente
como parte de los ecosistemas terrestres no contaminados y se correlacionan con la fraccion de
carbono organico total (COT) presente como organoclorados, y aumentan en abundancia
mientras se decloran los organoclorados. Estos hallazgos sugieren que Chloroflexi tendrian una

importante participacion en el ciclo del cloro biogeoquimico (Krzamarzick, 2011).

2.5.1.8 Gemmationadetes.

El filo Gemmationadetes contiene solo una especie nombrada y descrita, Gemmatimonas
aurantiacus. Esta bacteria es un heterétrofo aerébico gram-negativo. Se encuentran en suelos
aridos, lo que sugiere una adaptacion a ambientes de baja humedad. Por lo que las mayores
abundancias relativas de Gemmatimonadetes se observan durante periodos de humedad mas
baja del suelo (DeBruyn, 2011).

Los miembros del filo Gemmatimonadetes constituyen un promedio del 2% (rango, 0 a 4%) de

las comunidades bacterianas del suelo (DeBruyn, 2011).

La literatura ha reportado mayores abundancias relativas de Gemmatimonadetes en suelos
cerca de pH neutro que en suelos acidos, lo que sugiere que después de la humedad, el pH
puede actuar como una restriccion secundaria en Gemmatimonadetes en el suelo (DeBruyn,
2011).
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2.5.1.9 Spirochaetes.

El filo Spirochaetes son bacterias heterotrofas de forma helicoidal, Gram-negativas, aerobias
y facultativas anaerobias. Ademas pueden interactuar de forma simbidtica con organismos
como termitas para descomponer compuestos organicos complejos presentes en el suelo. EI pH
Optimo de estas bacterias estan entre el intervalo de 6,0 a 7,0; pH el cual se encuentra en el
tracto digestivo de las termitas y su temperatura optima es de 30 °C (Droge, 2006).

Existen gran variedad de espiroquetas adaptadas a todo tipo de ambientes, desde vida libre
flageladas hasta parésitos de insectos y animales, aunque todas son quimiorganotrofas. Algunas
especies de Treponema viven en el rumen del estdmago de una vaca, donde descomponen la

celulosa y otros polisacaridos vegetales dificiles de digerir para su huésped (Drdge, 2006).

2.5.1.9 Bacteroidetes.

El grupo Bacteroidetes se caracteriza por ser bacterias Gram negativas y anaerobias, con una
diversa distribucién en suelos, sedimentos terrestres y marinos y en el tracto digestivos de
animales (Francois 2011). Estas bacterias no pueden sobrevivir en el medio, ya que como se

menciond anteriormente, son estrictamente anaerobias.

2.5.1.10 Thermotogae.

Son bacterias termofilas e hipertermofilas, aerobias y Gram negativas. Se caracterizan por tener
la capacidad de envolver sus células en una membrana exterior adicional, lo que les permite
tolerar cambios en oxigeno, pH y salinidad. También pueden reducir la cistina, tiosulfato y

compuesto de hierro azufre (Goker, 2014).

2.6 Técnica de amplificacion de cadenas de ADN (metagenomica).

La metagenomica es aquella ciencia que estudia el metagenoma de un nicho particular, es decir
que analiza el ADN gendmico de una comunidad completa (Hernandez, 2010). El metagenoma
es el conglomerado total de ADN que se encuentra en una muestra ambiental. Esto involucra
el material genético de las células vivas, el ADN de las especies microbianas en estado de
latencia, muertas y el ADN extracelular.
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Tomando en cuenta lo anterior, se comprende que la metagenomica es la ciencia en la cual
intervienen diversas técnicas moleculares con el fin de estudiar comunidades microbianas en
cada uno de sus ambientes naturales sin tener que realizar un aislamiento, cultivo u
observaciones previas de dichos organismos (Balagurusamy, 2014). Esto imparte una clara
ventaja de esta ciencia sobre los métodos tradicionales de analisis microbioldgicos, ya que en
estos Ultimos solo es posible analizar menos de 1% de los microorganismos presentes en una
muestra de suelo, siempre y cuando estos hayan sido previamente aislados y cultivados en el
laboratorio, mientras que las técnicas moleculares utilizadas en la metagendmica, posibilita el

estudio de diversas familias microbioldgicas presentes en una muestra ambiental (Kato, 2015).

Una de las principales funciones de la metagendmica es la de reconstruir el metabolismo de los
diversos organismos que componen la comunidad mediante la secuenciacion molecular, y asi

lograr predecir los roles funcionales de estos en sus ecosistemas (Hernandez, 2010).
2.7 Técnica de secuenciacion genética mas empleada en la metagendmica.

Los diversos estudios empleados alrededor de la ciencia de la metagenémica pretenden
caracterizar la estructura taxonémica de una o varias comunidades microbioldgicas. La técnica
méas empleada es mediante el uso de un gen marcador, este es el 16S ARNr para células

procariotas y el 18S ARNr para células eucariotas

En la tabla 15 se ilustra la metodologia empleada para la caracterizacion de comunidades
microbioldgicas de una muestra ambiental mediante el uso de marcadores genéticos (16S y 18S
ARNI) y el uso de secuenciacion aleatoria.

Tabla 15. Metodologia empleada para la secuenciaciébn metagendmica de una muestra
ambiental por medio de marcadores genéticos (16S y 18S).

Extraccion de ADN
Purificacion de ADN

Procesamiento de la muestra Verificacion de ADN por espectrofotometria

Amplificacion de ADN por PCR
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Secuenciacion por plataforma Illumina

Identificacion del metagenoma —— - -
g Analisis de las secuencias obtenidas

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

Posterior a la recoleccion de la muestra de interés, se procede a realizar la extraccion del ADN

mediante un Kit de DNA. Luego se procede a purificar las muestras.

Después la muestra se somete a un estudio de espectrofotometria, para verificar asi la presencia
Unica de cadenas de ADN Yy descartar alguna otra sustancia que pueda alterar el estudio.
Posterior a esto, al ADN extraido se le debe suministrar amplicones por reaccion de cadena
polimerasa (PCR) para que asi se generen las piezas de ADN del gen 16S y 18S. Para la
amplificacion de gen ARNr 16S de la region V3-V4, se emplean los oligonucledtidos (primers)
27F  5-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3> 'y  1492R  5’-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-3’; para el gen 18S se utilizaran los
primers ITS1IF / ITS2 (Gardes & Bruns, 1993) Forward primer (ITS1f)
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC GG CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA,
Reverse primer (ITS2) CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT NNNNNNNNNN CG
GCTGCGTTCTTCATCGATGC (Hernandez, 2010). Al obtener los amplicones se empiezan

a secuenciar por el método Illumina.
El procedimiento de amplificacion por PCR se evidencia en la Figura 4.

Figura 4. Amplificacion por PCR.
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Fuente. lllumina, 2018.
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Para llevar a cabo la amplificacion por PCR, inicialmente se debe aislar el gen de interés 16S
ribosomal (16Sr), el cual posee 1500 pares de bases (pb). Posterior a esto se determina la region
de mayor provecho para el estudio, dentro del gen; las regiones utilizadas generalmente son las
V3 - V4 y V6 — V8. Para llevar a cabo la amplificacion del area de interés, se adicionan 2
adaptadores (primers), los cuales marcan el inicio y el final de la region a amplificar. Luego se
adiciona el adaptador PE, que permite unir los primers con el index y el P# Tail; este adaptador
es de importancia, ya que permite la lectura de las secuencias por parte de la plataforma
Illumina MiSeq. Después se adiciona el adaptador index, el cual determina el sentido de las
lecturas de las bases nitrogenadas de la region de interés. Finalmente se adiciona el adaptador
P# Tail, que contiene la informacion especifica de la muestra, como ubicacion y nombre
(IMlumina, 2018).

La secuenciacion por el método Illumina MiSeq arroja diversas lecturas metagenomicas de
cada muestra. Posteriormente las secuencias se comparan con las diferentes bases de datos para
encontrar similitudes y asi poder identificar los géneros microbioldgicos y su abundancia.

El proceso de secuenciacién de las regiones del gen 16Sr varian dependiendo de las diferentes
plataformas disponibles en el mercado; las cuales pueden ser: Roche454 (FLX454+), lllumina
MiSeq, AB Solid, lon Proton (lon Torrent) y PacBio RS Il. Dentro de las plataformas de
secuenciacion existentes, se destaca lllumina MiSeq, debido a que presenta un bajo margen de
error en las lecturas de datos (<1%), bajo costo por Gigabyte de informacion, simple, escalable
y un alto rendimiento (Ari, 2016).

Segun Hernandez y sus colegas (2010) para posibilitar la creacion de las bibliotecas o bancos
de clonas, los genes ribosomales 16S se clonan en vectores o plasmidos y son transferidos a
bacterias huésped que contienen las secuencias del gen 16S de diversos microorganismos. Esto
posibilita el analisis de cada una de las secuencias previamente clonadas.

Al aplicar lo mencionado anteriormente se obtiene diversas secuencias de ADNr 16S de
diferentes microorganismos que son reportadas en distintas bases de datos tales como GenBank
del National Center for Biotechnology Information (NCBI), y el Ribosomal Database Project
(RDP).

Al filtrar las bases de datos de las secuencias filogenéticas por el MG-RAST, se pueden
presentar filos o géneros que comparten una identidad genética muy alta con otros o que por lo

contrario, no poseen semejanza en su material genético con algun otro filo o género registrado
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en las bases de datos de las diferentes bibliotecas; aun asi comparten un porcentaje de ADN
del orden de las bacterias o de determinado filo o género, por lo que se les otorga la

clasificacion de derivados o candidatos de bacteria o determinado filo o género.

Tal es el caso del genero “Candidato de Koribacter”, el cual se presume que se clasifica asi,
debido a que presenta una identidad genética muy alta con este género, pero no lo suficiente
para entrar dentro de este, por lo que presumiblemente se considera que pueden llegar a
compartir ciertas caracteristicas como la de ser un grupo de bacterias acidofilas, heterotrofas,
aerobias, Gram-negativas, altamente encapsuladas y cuya poblacién varia dependiendo de la
diversos azucares, polimeros de azlcar y &cidos organicos (Sait, 2002).

A pesar de que los estudios sobre este filo son relativamente nuevos (1991), se destaca la
presencia de este en suelos con una alta acidez, por lo que se presume gue son tolerantes a

ambientes con pH muy bajos (Sait, 2002)

2.8 Generalidades del cultivo de pifia (Ananas comosus L.)

La planta Ananas comosus L. pertenece a la familia de las Bromeliaceas de tipo herbaceo y
perenne. Sus raices proceden de la parte inferior del tallo y se desarrollan en los proximos 15
centimetros del horizonte del suelo, haciéndolas superficiales (Dane, 2016). La pifia puede
desarrollarse de forma 6ptima entre los 50 a 600 msnm, sin embargo, al darse en mayores
alturas, el fruto es proclive a ser mas acido. Por lo general, el cultivo requiere una temperatura
entre los 20 a 30 °C, un requerimiento minimo de 50 mm de agua por planta al mes y un suelo
franco con un intervalo de pH entre 5-6, un contenido de materia orgénica entre 5 a 10% y una
concentracion de fosforo de 20 a 50 mg/L (CENTA, 2011; Molina, 2012).

2.8.1 Plagas que afectan el cultivo de pifia (Ananas comosus L.)

Las principales plagas que afectan al cultivo de pifia son Pseudococcus maritimus (Queresa
harinosa), Saissetia coffeae (Queresa hemisférica), Metamasius hemipterus L. (perforador de
los frutos), Trigona spinipes (abeja), Techla basilides (Broca de la pifia), Techla basilides,
Techla basilides (Mosca de los frutos de la pifia) asociada a manchas de los frutos o con
galerias), los Hongos Fusarium sp y Penicillum sp y Dysmicoccus brevipes (Cochinilla o piojo
blanco) (Arellano G, 2015). Esta Ultima se destaca debido a que mantiene una relacion

simbidtica con las hormigas, lo cual le permite a la Cochinilla beneficiarse del desplazamiento
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que le brindan las hormigas y estas a su vez se alimentan de las excretas que produce esta plaga
luego de alimentarse de la pifia (Jiménez, 1999).

El piojo blanco de la pifia pertenece al orden Homopteros y a la familia Pseudococcidae. Este
artrépodo se alimenta del cultivo de pifia mediante la absorcion de la sabia en las hojas y a su
vez, permite la accion de patdgenos tales como Fusarium moniliforme y Penicillum
foniculosum, produciendo asi diversas enfermedades. Estas se evidencias con la aparicion de
las manchas negras y las formaciones de costras epidérmicas o internas, que se manifiestan
mediante la aparicion de franjas rojas, negras y verdes, finalizando con la marchitez de la planta
(Arellano G, 2015; Vargas E. 2009).

2.9 Insecticidas quimicos utilizados en el cultivo de pifa.

Para controlar la proliferacion y los efectos nocivos de las diferentes plagas que afectan al
cultivo de pifia, se utilizan diferentes insecticidas quimicos como el Lorsban 4EC, Diazinon,
Vexter 4EC, Rimon Duo y Eredamix 247 SC (ICA, 2018). Estos insecticidas poseen diferentes
grupos quimicos, tales como: organofosfatados (Lorsban, Diazinon y Vexter), Benzoilureas y

Piretroides (Rimon Duo), Neonicotinoide y Piretroide (Eredamix).

A pesar de que varios insecticidas comparten un mismo grupo quimico, las caracteristicas que
estos poseen para contrarrestar la actividad de las diferentes plagas presentes en el cultivo de
pifia pueden variar. Tal es el caso del Diazinon, que se caracteriza por la inhibicion de la
colinesterasa y por ende altera la transferencia de impulsos nerviosos del insecto (ANLA,
2012); o el Lorsban y el Vexter, los cuales inhiben la enzima acetilcolinesterasa, ocasionando

la excesiva transmision de impulsos nerviosos (ANLA, 2011); (ANLA, 2011).

Por otro lado, el insecticida Rimon Duo se caracteriza por impedir la biosintesis de quitina de
los insectos y la alteracidn del sistema nervioso central (ANLA, 2012). Finalmente el producto
Eredamix, ocasiona un bloqueo irreversible de los receptores nicotinérgicos postsinaptico de
acetilcolina e interrumpe la transmisién de los impulsos nerviosos, causando una pérdida de
control muscular al insecto (ANLA, 2017).

2.10 Generalidades del Lorsban 4EC.

Segun la compariia quimica Dow Agrosciences de Colombia S.A, la cual distribuye el Lorsban
4EC, este producto es un acaricida en forma de suspension concentrada que actla mediante

ingestion, contacto e inhalacion de los insectos, ya sea en su etapa adulta o larvar. La materia
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activa de este insecticida es clorpirifos, el cual representa cerca del 48% de la composicion del

producto.

El Lorsban es un acaricida de alto control de plagas durante una vida media de 6 a 25 semanas
y posee una mediana fotoestabilidad y resistencia al lavado. Es utilizado para el control de
plagas en cultivos de algoddn, maiz, café, papa y pifia. Sin embargo presenta una alta toxicidad
para aves, peces, abejas y otros insectos benéficos (ANLA, 2011).

2.10.1 Antecedentes del uso de Clorpirifos.

Para determinar la influencia del insecticida Lorsban sobre los ecosistemas y las diversos
microorganismos que habitan en estos, se han hecho diversos estudios a lo largo del mundo
sobre las alteraciones biologicas y fisicoquimicas que conlleva el uso de la sustancia activa de

este producto (Clorpirifos), la cual representa cerca del 48 % de este insecticida.

Gimenez y Penna (2004) analizaron los efectos de diferentes concentraciones de Clorpirifos
sobre la lombriz de tierra (Lumbricus Terrestris), teniendo en cuenta la variacion de peso,
actividad individual y supervivencia de los individuos. Al finalizar el estudio, se concluyo que
el uso de Clorpirifos en las dosis recomendadas para el control de los insectos presentes en el

suelo, no afecta la supervivencia, desplazamiento o alimentacién de L. Terrestris.

Cocca C. y sus colegas (2015) estudiaron los efectos de Clorpirifos (CPF) sobre las personas,
mediante modelos experimentales in vitro e in vivo. Como resultado, demostraron que el CPF
no solo inhibe la enzima acetilcolinesterasa en los insectos, como describe la literatura referente
a la sustancia, sino que también se comporta como un disrruptor endocrino modulando la
accion de los estrdgenos y alterando la normal estructura del tejido mamario; facilitando asi la

aparicion del cancer de mama.

Los diferentes estudios realizados alrededor del mundo se centran en el impacto contaminante
que el Clorpirifos genera en los humanos y en los macroorganismos del medio ambiente. Sin
embargo, se destaca la falta de investigaciones respecto al comportamiento de la microbiota
del suelo frente a la constante presencia de los residuos del clorpirifos en el medio; lo cual es

de suma importancia para aumentar la productividad del suelo y los cultivos.
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3. Metodologia.

El proyecto se realizd en convenio con la Universidad De Santander (UDES), donde se
desarrollaron las pruebas microbioldgicas en Laboratorio de Biotecnologia y Biologia
Molecular. En la Universidad Pontificia Bolivariana-Bucaramanga, en el laboratorio de suelos
se efectuaron los analisis fisicoquimicos y en laboratorio de Estudios Ambientales se
analizaron los parametros de nitrogeno total (NTK) y fosforo total. La parte experimental de
campo se llevé a cabo en la granja Bellavista del municipio de Lebrija-Santander, donde al
inicio se delimité el &rea de estudio en 3 zonas, con las mismas dimensiones de 6m de largo x

1,5m de ancho.

La primera zona se denomind el blanco (B), que fue el suelo sin cultivo de pifia ni fumigacion.
La siguiente zona llamada control (C), fue sembrada con pifia, pero no se le aplico el insecticida
quimico (Lorsban). La ultima zona fue sembrada con pifia y fumigada con el insecticida
quimico (FQ) tras 4 semanas del sembrado y posteriormente una vez al mes durante 8 meses.
El proceso de fumigacion se realizé de 5:00 a 6:00 pm, aplicando las instrucciones adjuntas al

insecticida Lorsban 4EC.

Todas las areas descritas anteriormente han recibido el mismo tratamiento del riego con agua
cruda, manejo tradicional de cultivo y la adicion de fertilizante mineral (triple quince) el dia 10
de febrero y 10 de marzo.

En la figura 5 se ilustra la distribucion de las areas experimentales descritas anteriormente.

Figura 5. Esquema de las zonas de estudio en la granja Bellavista.
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3.1 Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas iniciales y el analisis
metagenomico del suelo, destinado para el cultivo de Ananas comosus en el municipio de

Lebrija, Santander.

La toma de muestras de suelo se realizé en cada una de las areas, tras dos semanas de haber
sembrado la pifia, aplicando la guia de muestreo segin IHOBE (1998). Segun esta metodologia
en cada area se recolectaron 4 sub muestras de manera aleatoria, todas a 15 cm de profundidad
de suelo. Las sub muestras se almacenaron en las bolsas tipo ziplock y se rotulé debidamente.
Posteriormente fueron transportadas en la nevera de icopor hasta el laboratorio de suelos de la

Universidad Pontificia Bolivariana, donde fueron procesadas.

Este proceso se repitio al mes y a los 8 meses de haberse iniciado la siembra. En la tabla 16 se

especifica el cronograma de muestreo de suelos de interés.

Tabla 16. Cronograma de muestreo de suelos de interés.

9 Febrero de Muestra 1 Toma de muestra del suelo B,C, FQ y la fumigacién
2018 (inicial) posterior del suelo FQ con Lorsban
10 Febrero de Muestra 2 Toma de muestra del suelo B,C, FQ
2018
9 Marzo de Muestra 3 Toma de muestra del suelo B,C, FQ y la fumigacion
2018 posterior del suelo FQ con Lorshan
10 Marzo de Muestra 4 Toma de muestra del suelo B,C, FQ
2018
5 Octubre de Muestra 5 Toma de muestra del suelo B,C, FQ
2018

Fuente: Autor.

Una vez en el laboratorio, las sub muestras de suelos fueron mezcladas, homogenizadas y

secadas a temperatura ambiente durante 24 horas. Posteriormente se realizd el analisis
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fisicoquimico por triplicado para cada una de las zonas de muestro y se promediaron los

resultados.

En la tabla 17 se reportan los métodos empleados para la determinacién de parametros

fisicoquimicos en las muestras de suelo recolectadas.

Tabla 17. Métodos empleados para la determinacion de parametros fisicoquimicos.

pH *NTC 5264

Conductividad Eléctrica NTC 5596

Acidez y aluminio Intercambiable | NTC 5263

Textura (Bouyoucos/ | *ASTM WK38106 / NTC 1522
Granulometria)

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 Orgéanica *L.V.N.E — 121- 07

Capacidad de Intercambio | NTC5268

Cationico

Fosforo total *SM 4500-P-B,E

Nitrogeno total SM 4500

Carbono Organico Total NTC 5403

Fuente. Departamento de agricultura de Estados Unidos (USDA), 2014. NTC: Normas
Técnicas Colombianas; ASTM: American Society of Testing Materials: 1.N.V: Instituto
Nacional de Vias; SM: Standard Methods.

El criterio para la seleccién de los parametros fisicoquimicos fue la calidad y productividad del

suelo, utilizado en cultivo de pifia.

El pH fue analizado debido a que este parametro es importante en el cultivo de pifia, siendo el
rango de 5,0 y 5,8 recomendado por la literatura (DANE-ENA, 2015).
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La medicion de la conductividad se relaciona con la cantidad de sales presentes en el suelo,
donde una gran concentracion de éstas puede inhibir el crecimiento de las plantas y el buen

desarrollo de los microrganismos.

El analisis de la textura del suelo se realizé para determinar el porcentaje y la distribucion de
las particulas del suelo con didmetro menor a 2 mm y asi poder relacionarlo con la
permeabilidad e infiltracién, la humedad, la porosidad total y la densidad del mismo. Esto
permite conocer el porcentaje de agua y sus posibles vias de movilizacion dentro de la
estructura del suelo. Asi mismo, se puede asociar con el oxigeno disuelto presente en los poros
del suelo, necesario para la estabilidad y supervivencia de las diferentes especies

microbioldgicas.

La materia organica, carbono organico total y la capacidad de intercambio catiénico inciden
sobre la disponibilidad de nutrientes y de esta manera la fertilidad del suelo.

De la misma forma la cantidad de fosforo y nitrégeno, marcan la productividad del mismo, por
lo cual es importante saber los cambios de estos pardmetros en el transcurso del tiempo

experimental en campo.

Cabe resaltar que todos los andlisis fisicoquimicos del presente capitulo son realizados en

condiciones iniciales.

La metodologia de anéalisis microbioldgicos iniciales y finales fue la misma y se detalla en el

capitulo 3.3 del presente documento.

3.2 Evaluacion de las propiedades fisicoquimicas en suelos cultivados con Ananas

comosus, tras la aplicacion del insecticida quimico (Lorsban).

El cultivo de la pifia se realizd en area de suelo C y FQ y a un mes de haber sembrado se realiz6
el primer muestreo de suelos en B, C, FQ para establecer condiciones iniciales. La fumigacion
se efectud Unicamente en la zona FQ. Todos los anélisis fisicoquimicos realizados fueron

iguales que al inicio, aplicando la misma metodologia.
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3.3 Analisis de los cambios microbioldgicas presentes en el suelo cultivado con Ananas

comosus, despues de la aplicacion del insecticida quimico (Lorsban).

El andlisis metagendmico del suelo se realiz6 al inicio y al final del estudio. En la figura 6 se
indica la metodologia empleada para el estudio metagenémico.

Figura 6. Metodologia empleada para el estudio metagenémico.
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Fuente. Cutrina F. 2016.

El proceso de muestreo de suelo se realizé en los mismos sitios seleccionados para analisis
fisicoguimicos. Cada muestra se tomo en tubo Falcon de 50ml, los cuales se almacenaron en
una nevera portatil, refrigerada a una temperatura aproximada de 0 - 4°C, la cual se trasportd
hasta la Universidad de Santander (UDES-Laboratorio de Biologia Molecular y

Biotecnologia), donde fue almacenada a -80°C hasta su posterior analisis.

El analisis metagenomico de suelo de interes implico el desarrollo de 3 pasos, de los cuales el
primero fue la extraccion del ADN de cada muestra problema. Posteriormente se realizo la
secuenciacion y ensamblaje de las cadenas de ADN previamente extraidas, para asi formar
unas secuencias de bases nitrogenadas. Finalmente se identificaron los géneros microbianos
presentes en las muestras analizadas.

La metodologia empleada en cada uno de los pasos, se especifica a continuacion.
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3.3.1 Extraccion de ADN metagendmico.

El protocolo de extraccion que se empled6 fue el E.Z.N.A Soil DNA Kit de la empresa OMEGA
BIO-TEK, donde la secuencia de pasos empleados se ilustra en el anexo Ay se resumen en la

figura 7.

Figura 7. Secuencia metodoldgica para la extraccion de ADN.
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Fuente. Omega Bio-Tek. 2016

3.3.2 Secuenciacion y ensamblaje del ADN metagendmico.

Debido a la falta de los equipos adecuados para los procesos de secuenciacion y ensamblaje de
ADN, se tom0 la decision de enviar el material de andlisis a la empresa MacroGen en Corea
del Sur. Esta empresa desarroll6 los procesos anteriormente mencionados siguiendo la
metodologia estandarizada de Illumina, creando asi las secuencias de bases nitrogenadas

necesarias para la identificacion de los géneros de microorganismos presentes en las muestras.

3.3.3 Identificacion y Cuantificacion.

Una vez obtenida las secuenciaciones se procesaron a través de las herramientas informaticas:
FastOC, Trimmomatic y Usearch, las cuales permiten la verificacion de la calidad de las
muestras, eliminacion de secuencias técnicas y emparejamiento y anotacion de las secuencias

respectivas.
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4. Datos y analisis.

A continuacidn se reportan los datos recolectados en el desarrollo de los objetivos planteados

para este proyecto y su respectivo analisis.

4.1. Determinacion de la caracterizacion fisicoquimica inicial y el analisis metagenémico
del suelo, destinado para el cultivo de Ananas Comosus en el municipio de Lebrija,
Santander.

Seguidamente se depositan los resultados de la caracterizacion fisicoquimica y microbiol6gica
de los suelos de interes.

4.1.1 Caracterizacién fisicoquimica inicial de los suelos B, Cy FQ.

En la tabla 18 se muestran los valores iniciales de los parametros fisicoquimicos de los suelos
B, CyFQ.

Tabla 18. Caracterizacion fisicoquimica inicial de los suelos de interés.

pH 4.7 42 45
Conductividad
o 0,6 dS/m 0,5 dS/m 0,5 dS/m
Eléctrica
Acidez
3,3 meq/100g 3,2 meq/100g 2,9 meq/100g

Intercambiable

Aluminio
) 3,5 meq/100g 3,1 meq/100g 1,3 meq/100g
Intercambiable

Arena 68,72% Arena 68,72% Arena 66,67%

Textura ] ] .
Arcilla 26,00% | Arcilla 23,33% Arcilla | 25,15%
(Bouyoucos)

Limo 5,28% Limo 7,95% Limo 8,19%
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Franco Arcillo | Franco Arcillo | Franco Arcillo
Arenoso Arenoso Arenoso.
Dia % Dia % Dia %
Humedad Humedad Humedad
1 24 % 1 3,7% 1 7,0 %
Humedad
o 2 2,0% 2 2,9% 2 4,3%
gravimétrica
3 1,4% 3 2,4% 3 3,6%
4 1,1% 4 0,9% 4 1,7%
Densidad aparente 1,6 g/lcm?® 1,6 g/cm?® 1,6 g/lcm?®
Densidad real 2,02 g/cm?® 2,02 g/lcm?® 2,22 g/lcm?®

Infiltracion 268,94 cm H20/h 175,85 cm H20/h 397,57 cm H20/h
Materia Orgéanica 1,7% 2,5% 2,5%
CIC 12,4 meq/100g 9,1 meq/100g 15,9 meq/100g

Fosforo total

120 mg PO4/Kg

104 mg PO4/Kg

123 mg PO4/Kg

Nitrogeno total

448 mg NTK/Kg

476 mg NTK/Kg

448 mg NTK/Kg

Carbono Orgénico
Total

0,72 %

0,61 %

0,98 %

Fuente: Autor.

Los suelos B, C y FQ presentaron el pH inicial semejante con una variacién de valores entre
4,5 a 4,7 siendo este rango tipico para zonas tradicionalmente utilizada para el cultivo de la
pifia en el municipio de Lebrija (CORPOICA, 1997).

La conductividad eléctrica de estos suelos oscila entre 0,5 a 0,6 dS/m, lo cual permite

clasificarlo como un suelo no salino.
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La alta acidez de los tres suelos, correspondiente a un intervalo de 2,9 a 3,3 meq/100g se
relaciona con un registro de pH bajo y representa una alerta para la disponibilidad de aluminio

intercambiable, cual en estas condiciones puede conllevar un efecto toxico para las plantas.

El analisis de la textura de los tres suelos, coincide con el porcentaje de arena, limo y arcilla,
siendo la diferencia entre 2 a 15% la variacion presentada entre los reportes del método de
Bouyoucos y granulométrico (Ver anexo B). Segun estos resultados, la textura de todos los
suelos se clasifica como franco arcillo arenoso al inicio del proceso experimental. Estos
resultados coinciden con la alta infiltracion, densidad aparente, baja densidad real y bajo
contenido de la materia organica obtenida en el presente estudio y propiciada por el elevado

contenido de arenas.

La pérdida de la humedad gravimétrica esta correlacionada con la infiltracion y la textura del
suelo, donde los resultados sefialan la coherencia entre estos parametros. Como se puede
observar en la tabla 18, los altos valores de infiltracion relacionados con el alto porcentaje de
arenas, propician un bajo porcentaje de humedad inicial.

Al comparar los suelos B, C y FQ se evidencia la importancia del cultivo para la retencion de
la humedad, por lo cual el area B (sin cultivo) tiene menor porcentaje de humedad inicial que
las C y FQ, ambas cultivadas. Se destaca el valor de porcentaje de humedad en el suelo FQ,
cual se ubica en la parte baja de la inclinacion del terreno, presentada en las areas

experimentales.

Las densidades aparentes iniciales en las areas experimentales son iguales para los tres suelos,
pero sus altos valores pueden ocasionar dificultades en el crecimiento radicular, cual es muy
sensible a los factores fisicoquimicos del medio (USDA, 1999).

La densidad real de los tres suelos representa valores bajos correlacionados con el bajo

porcentaje de las arcillas presentes en estos suelos.

La infiltracion de los tres suelos es alta, siendo mas significante en el suelo FQ, lo cual se puede

atribuir a su ubicacion en la parte baja del terreno.

El porcentaje de la materia orgéanica para el suelo B fue 1,7 %, lo cual representa un bajo nivel,
siendo los suelos C y FQ, que representan un nivel medio de materia organica, correspondiente
a 2,5%. Estos valores iniciales, estan correlacionados con el porcentaje de carbono organico

total, el cual es mayor para estos dos suelos. Adicionalmente, los resultados de porcentaje de
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materia organica en los suelos del municipio de Lebrija, obtenidos por CORPOICA, coinciden

con los valores presentados en este informe (CORPOICA 1997).

La capacidad de intercambio catidnico para los suelos de interés, se ubica entre valores de 9,1
meq/100g para el suelo C a 15,9 para el suelo FQ, lo cual es coherente, con el bajo porcentaje

de la materia orgénica y carbono organico total.

Los valores de fosforo presentes en los tres suelos, representan valores muy altos en contraste
con la concentracion de nitrogeno en estas mismas areas, lo cual indica la necesidad de una

correccion mediante una fertilizacion adecuada, para un desarrollo 6ptimo del cultivo de pifia.

4.1.2 Andlisis metagendmico inicial del suelo B, Cy FQ.

Los filos identificados en este estudio, no cuentan con informacion de caracterizacion, pues en
su mayoria no se han aislado y cultivado en laboratorio, por lo tanto los resultados que se
presentan a continuacion representan un aporte para indicar su existencia en la microbiota
asociada al cultivo de pifia en presencia de insecticidas organofosforados, especialmente

porque no hay informacion en la literatura.

Debido a que area del suelo FQ no fue fumigada al tomar la muestra inicial, los reportes de
familias y géneros microbianos y su correspondiente poblacidn en esta zona, son iguales que

en el suelo C (con cultivo y sin fumigacion).

En las figuras 8 y 9 se ilustran las familias y géneros de las poblaciones bacterianas presentes
en los suelos B y C respectivamente.
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Figura 8. Filo y géneros microbioldgicos iniciales presentes en el suelo B.

Actinobacteria - 26,460 (42.05%)

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

Verrucomicrobia - 4,809 (7.64%)

Protecbacteria - 4,515 (7.17%)

Firmicutes - 4,367 (6.94%)

Planctomycetes - 3,914 (6.22%)

Chlorcoflexi - 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%)

Bacteroidetes - 84 (0.13%)

Streptomyces - 8,228 (16.83%)

unclassified (derived from Bacteria) - 7,554 (15.45%)
Candidatus Koribacter - 3,450 (7.08%)

Chthonicbacter - 3,153 (6.45%)

Isosphaera - 2,746 (5.62%)

Burkholderia - 2,513 (5.14%)

Bacillus - 2,180 (4.46%)

Candidatus Solibacter - 1,839 (3.76%)

unclassified (derived from Verrucomicrobia subdivision I
Mycobacterium - 1,360 (2.78%)

Conexibacter - 1,028 (2.10%)

Dehalogenimonas - 958 (1.86%)

unclassified (derived from Ktedonobacteria) - 877 (1.79¢
Actinomadura - 770 (1.58%)

Filo

Fuente: Autor.

En la figura 8, se puede visualizar la presencia de 14 filos y 14 géneros de bacterias
predominantes en el suelo B, al inicio del proceso experimental. Entre ellos, los filos con el
mayor porcentaje de abundancia son Actinobacteria (42%), secuencias sin clasificar derivadas
de bacterias (SCB) (12%), Acidobacteria (11,21%), Verrucomicrobia (7,64%) vy
Proteobacteria (7,17%).

La denominacién SCB, probablemente se presentd debido a que al comparar los datos de las
secuencias con los registrados en las bases de datos, no se pudo definir filos para las secuencias
que se agruparon en esta denominacion; debido a que a la falta de informacion sobre muchos

filos microbianos del suelo.

Los géneros bacterianos que fueron més abundantes son: Streptomyces (16,83%), SCB
(15,45%), candidato de Koribacter (7,06%), Chthoniobacter (6,45%), Isosphaera (5,62%).

La clasificacion de un género como candidato se debe a la alta coincidencia genética que
presenta con esta variedad- Tal es el caso de candidato de Koribacter y Solibacter. El primer
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género, se identifica de esta forma, debido a que comparte una gran similitud con el género

Koribacter; mientras que el segundo poseen esta semejanza con el género Solibacter.
En la figura 9 se ilustra los filos y géneros microbioldgicos iniciales del suelo C.

Figura 9. Filo y géneros microbioldgicos iniciales presentes en el suelo C.

Actinobacteria - 38,721 (48.59%)

unclassified (derived from Bacteria) - 13,539 (16.99%)
Planctomycetes - 5,793 (7.27%)

Acidobacteria - 5,648 (7.09%)

Verrucomicrobia - 3,988 (5.00%)

Firmicutes - 3,782 (4.75%)

Protecbacteria - 3,355 (4.21%)

Chloroflexi - 3,226 (4.05%)

unclassified (derived from Eukaryota) - 283 (0.36%)
Gemmatimonadetes - 280 (0.35%)

Spirochaetes - 234 (0.29%)

Ascomycota - 229 (0.29%)

Bacteroidetes - 193 (0.24%)

Thermotogae - 171 (0.21%)

Filo

unclassified (derived from Bacteria) - 13,5638 (25.85%)
Isosphaera - 4,120 (7.87%)

Streptomyces - 3,118 (5.95%)

Candidatus Koribacter - 3,009 (5.74%)

Conexibacter - 2,874 (5.49%)

Chthoniocbacter - 2,790 (5.33%)

Mycobacterium - 1,882 (3.21%)

Candidatus Solibacter - 1,626 (3.10%)

Burkholderia - 1,609 (3.07%)

Actinomadura - 1,546 (2.95%)

Dehalogenimonas - 1,148 (2.19%)

unclassified (derived from Verrucomicrobia subdivision {
Ktedonobacter - 1,046 (2.00%)

Bacillus - 1,017 (1.94%)

Género

Fuente: Autor.

Como seilustraen lafigura 9, la identificacién de ADN en el suelo C muestra la predominancia
de 14 filos y 14 géneros de bacterias, de los cuales los filo que reflejaron mayor abundancia
poblacional fueron; Actinobacteria (48,59%), Sin clasificar derivados de bacterias (SCB)
(16,99%), Planctomycetes (7,27), Acidobacteria (7,09%) y Verrucomicrobia (5,0%).

En la figura 8 y 9 se puede observar que tanto en el suelo B como en el C se presentan los
mismos filos y géneros de bacterias, sin embargo la abundancia de estos es variada, siendo el
suelo C el que presenta una mayor proliferacion en la cantidad de los filos con respecto al suelo
B. Probablemente esto se debe a la presencia del cultivo de pifia y a las interacciones que se
presentan entre la rizésfera de las plantas y la actividad bacteriana, donde se puede propiciar
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una mejora en el aprovechamiento de los diferentes nutrimentos que necesitan tanto la planta

como los microorganismos (Tilak, 2005).

Los principales géneros reportados en el suelo C fueron: SCB (25,85%), Isosphaera (7,87%).
Streptomyces  (5,95%), Candidatus Koribacter (5,74%), Conexibacter (5,49%),
Chthoniobacter (5,33%), Mycobacterium (3,21%), Candidatus Solibacter (3,10%),
Burkholderia (3,07%), Actinomadura (2,95%), Dehalogenimonas (2,19%), Ktedonobacter (2,0
%) y Bacillus (1,94%). Comparado con el suelo B, que no tenia pifia, se nota que hay un efecto
de bioaumentacion en el suelo C que favorece algunos microorganismos en particular, ya que
en ciertos géneros del control como Isosphaera, Planctomycetes, Acidobacterias,
Conexibacter, Mycobacterium y Actinomadura presentaron una mayor abundancia.

Las propiedades fisicoquimicas iniciales del suelo C con respecto al suelo B indican
condiciones de mayor pobreza para el desarrollo de los microorganismos, lo cual se refleja en
la reduccion respectiva de la abundancia del filo Verrucromicrobia, el cual sugiere un

empobrecimiento del area C.

4.2. Evaluacion de las propiedades fisicoquimicas en suelos cultivados con Ananas

Comosus tras la aplicacidn del insecticida quimico (Lorsban).

4.2.1 Textura

En las figuras 10,11 y 12 se presenta los triangulos texturales para los suelo B, C y FQ paras
muestras M1, M3y M5.

Figura 10. Cambio de la Textura para el suelo B en los muestreos M1, M3y M5.

Suelo B Muestra 1 Suelo B Muestra 3 Suelo B Muestra 5

1m0 0

CLASES TEXTURALES
CLASES TEXTURALES CLASES TEXTURALES 0 ?

m e

o arzna sl
PR -—

Fuente: Autor.
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Figura 11. Cambio de la Textura para el suelo C en los muestreos M1, M3y M5.

Suelo C Muestra 1l

Suelo C Muestra 3

Suelo C Muestra 5

CLASES TEXTURALES n

CLASES TEXTURALES

CLASESTEXTURALES

Fuente: Autor.

Figura 12. Cambio de la Textura para el suelo FQ en los muestreos M1, M3y M5.

Suelo QF Muestra 1

Suelo QF Muestra 3

Suelo QF Muestra 5

100

CLASESTEXTURAIES 9

CLASES TEXTURALES

Fuente: Autor.

En transcurso de tiempo de experimentacion, se observa un cambio en la textura de Franco

arcillo arenoso en el suelo C y FQ a franco arenosos, lo cual se podria explicar por la actividad

agricola y la fumigacion correspondiente. Aunque el cambio de la textura de estos suelos indica

su empobrecimiento, el alto porcentaje y buen drenaje favorece el crecimiento radicular lo cual

favorece el cultivo de la pifia (Pefia, 1996).

4.2.2 pH

Segun la literatura los valores 6ptimos de pH para el cultivo de la pifia estan en un intervalo de

4 a5,8, siendo los valores superiores a 6, causantes de desordenes fisioldgicos en el crecimiento

de la planta, debido a la disponibilidad de metales como el hierro, zinc y manganeso, asi como

la deficiencia del elemento boro (Duque, 1995).
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En lafigura 13 se reportan resultados recolectados del pH de los suelos de interés en el intervalo

de tiempo de experimentacion.

Figura 13. Variacion del pH en los suelos B, C y FQ a través de los respectivos muestreos.

Suelo B,Cy FQ
6,0 4,7, 545 4,7 4.4 4,6
74,2 ", : 4,043 4i3 4i43, A
4,0
s
2,0
0,0
M1 M2 M3 M4 M5
muestreo
B mC = FQ

Fuente: Autor.

En la figura 13 se observa una variacion de los valores de pH en un rango de 3,8 y 4,7 entre el
muestreo 1y 5, realizados en campo. A medida que transcurre el tiempo de experimentacion,
el suelo C tiende a reducir el valor de pH, mientras que el suelo B lo mantiene. Considerando
que el suelo C esta sembrado con la pifia y el suelo B no, se puede atribuir la acidificacion de
suelo al cultivo de la pifia.

Aunque el suelo C en el quinto muestreo presentd un leve descenso del valor de pH (3,8), los
demas se encuentran en un rango recomendable de este parametro para el cultivo de pifia.

Los pH de suelo FQ presentan mayores valores, lo cual se puede atribuir a la adicién del
insecticida, debido a que la formula quimica puede incluir sustancias que aumentan este
parametro. Desafortunadamente el fabricante no especifica el contenido de los aditivos de este

producto comercial (Ver anexo C).

4.2.3 Acidez y aluminio intercambiable.

Los bajos valores de pH en el suelo se relacionan con su alta acidez y la disponibilidad del
aluminio intercambiable, el cual puede ejercer un efecto fitotdxico sobre las plantas. La
literatura reporta un limite correspondiente a un pH =5.5, por debajo del cual el aluminio se

solubiliza y puede ser absorbido por las plantas, alterando su crecimiento (Kochian et al. 2005).
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Las investigaciones en el tema indican que cuando hay menos de 1 ppm de aluminio soluble
en el suelo, la saturacion de este elemento es menor de 60%, lo cual introduce una tolerancia

moderada de este metal para las plantas (IGAC, 1986).

Los cambios de valores de acidez y aluminio intercambiable en los suelos de interés, se

visualizan en la figura 14.

Figura 14. Acidez y aluminio intercambiable de los suelos B, C y FQ.

Acidez intercambiable de suelos B,Cy FQ Aluminio intercambiable de suelos B,Cy FQ
40
' 4,0 35
35 3,33,22 5 33 31 32 3,131 3,1 3,33’1
30 i 27 y b 28 w30 28)
825 . s ) 23
o 1 S 4
220 20 17 L5
~ & < 2 ’
o o 13 T
915 g 11 T
g g . I
1,0 1,0
05
0,0 0,0
J M1 M2 M3 M4 M5 M1 M2 M3 M4 M5
muestreo muestreo
#3 mC nFQ EB EC 1FQ

Fuente: Autor.

En la figura 14 se observa la alta acidez para los 3 tipos de suelo analizados, que oscila entre
el valor de 2,4 a 3,3 meq/100g. Lo cual muestra coherencia con los bajo valores de pH
registrados para estos suelos. Nuevamente se destaca el comportamiento del suelo FQ, cuya
acidez es menor de los suelos B y C, debido a los altos valores de pH que se generan por la
adicion de sustancias tales como acido bencenosulfonico, 2-metilpropan-1-ol, nafta, 1,2,4-
trimetilbenceno, mestileno, cumeno y xileno que componen el insecticida quimico (Dow
AgroSciences, 2014)

Asi mismo se puede observar un correlacion entre altos valores de acidez y la cantidad de
aluminio intercambiable elevada, que se presenta en los suelo B y C. De lo contrario, el suelo
FQ demuestra menor disponibilidad de aluminio intercambiable por su menor acidez y pH mas

elevado.

Aun asi, los valores de aluminio intercambiable, expresados en ppm, llegan un valor maximo
de 315 ppm, que corresponde a 3,5 meqg/100g para el suelo B en el tercer muestreo, indicando

disponibilidad de este elemento para las plantas y su posible afectacién. Comparando este
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resultado con los valores tipicos, recolectados por CORPOICA-SENA para el municipio de

Lebrija, que es de 4,9 meqg/100g, representa un nivel mas bajo (3,5 meq/100g) (Ver anexo D).

4.2.4 Conductividad Eléctrica.

La literatura reporta la importancia de la conductividad eléctrica (C.E) para la identificacién

de las sales solubles presentes en el suelo, asi como el cambio de este pardmetro a medida que

progresa el cultivo. Estos cambios pueden ser causados por:

e El uso de fertilizantes de liberacion lenta como el triple quince (Ver anexo E).

e La tasa de asimilacion del fertilizante superior a la de la lixiviacion y absorcion, lo cual
genera un remanente.

e Caracteristicas quimicas del mismo fertilizante (alta CIC).

En la figura 15 se ilustra la variacion de la conductividad eléctrica en los suelos B, Cy FQ a

través del tiempo de experimentacion.

Figura 15. Variacion de la conductividad eléctrica en los suelos B, C 'y FQ

Suelo B,Cy FQ
3,0
2,4
2,5
1,9
. 2,0 I
=15 1,2
% O 7 1r0 T
L0 060,505 o7 7706 :
0,5 - . = '0,2
0,0
M1 M2 M3 M4 M5
muestreo
B mC "FQ

Fuente: Autor.

El maximo valor de C.E obtenido (2,4 dS/m), corresponde al suelo C, lo cual coincide con un
menor pH registrado para este suelo en el muestreo 5. Por lo anterior, se puede relacionar alta

concentracion de los iones H* presentes en este suelo, con su elevada conductividad. Esta
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relacion se puede evidenciar en el suelo B donde se presenta un gradual descenso del pH

simultaneo con el leve aumento de la conductividad.

El suelo FQ presenta una fluctuacion de CE, la cual puede explicarse por la adicion del
insecticida, el cual introduce en su formula gran cantidad de aditivos (55%), como lo son
emulsificantes, surfactantes y distintos iones, los cuales inciden sobre la conductividad y el
cambio de pH. (Ver anexo C). Por lo tanto, tras la fumigacion del suelo FQ, se observa el
incremento de la conductividad y su posterior disminucion en los periodos sin la adicion del

producto quimico.

Teniendo en cuenta la relacion de la conductividad con el nivel de salinidad presente en el
suelo, los valores superiores a 1 dS/m pueden dificultar el manejo de la fertilizacién y
generacion de problemas fitotoxicos en los cultivos, caso que se puede dar en los suelos de
interés, a partir del cuarto muestreo, en el cual los valores de C.E superan el limite recomendado

por la literatura (Barbaro, 2014).

4.2 5 Humedad Gravimétrica.

Las curvas de pérdida de humedad permiten determinar la cantidad de agua que se requiere a
diario para el riego con el fin de garantizar el adecuado desarrollo del cultivo y los

microorganismos presentes en el suelo.
En la figura 16,17 y 18 se reportan los datos de perdida de humedad de los suelos B, C y FQ.

Figura 16. Perdida de humedad gravimétrica en el suelo B.

30 30 20
. y =-0,4055x + 2,1227

325 y = -0,4378x + 2.8066 325 y=-04290¢ + 2817 2.5 A
320 R?=0,9887 820 R? =0,9579 E ,
E £
315 315 R
o1 el T ., M3 z M5
510 "' Lineal (M1) s 10 L1 Lineal (v3) s 30,6 - Lineal (M5)
T05 205 =

0,0 0,0 00

12 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Dia Dia Dia

Fuente: Autor.

En la figura 16 se observa una tendencia lineal de pérdida de humedad gravimétrica cuyo

coeficiente de correlacion lineal R? corresponde a valores de 0.98, 0.95 y 0. 96 respectivamente,
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lo cual permite su aplicacion para el calculo de la cantidad de agua de riego necesaria para el
cultivo de pifia. Adicionalmente se observa una pérdida de humedad mas rapida en la muestra

1 que en la 5, debido a que en esta Ultima ya se presentd un aumento del porcentaje de arenas.

Figura 17. Perdida de humedad gravimétrica en el suelo C.
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Fuente: Autor.

En la figura 17 se pueden observar que los 3 muestreos se ajustan a una tendencia lineal con

un coeficiente de correlacion lineal de 0,96, 0,86 y 0,93 para la muestra 1,3 y 5 respectivamente.

El suelo C present6 un valor mayor en el porcentaje de humedad del primer dia de la muestra

1, que el suelo B, lo cual se podria deber a la presencia de la pifia.

Figura 18. Perdida de humedad gravimétrica en el suelo FQ.
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Fuente: Autor.

De la misma manera como en las figuras anteriores, el coeficiente de correlacion lineal presenta
valores de 0,95, 0,98 y 0,96 para las muestras de suelo FQ respectivas, lo cual permite la

aplicacién de la curva para el calculo del volumen de agua necesaria para riego de cultivo.
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Al comparar el porcentaje de humedad que contiene el suelo FQ en la primera, tercera y quinta
muestra al primer dia con los suelos B y C, se destaca una gran diferencia, con valores que
oscilan entre 7 y 8,7 en este suelo. Esto se puede deber a su ubicacion al final de la pendiente
del terreno y la actividad agricola realizada en este.

4.2.6 Densidad aparente.

En la figura 19 se presentan los resultados de densidad aparente de los suelos B, C y FQ durante

los muestreos realizados.

Figura 19. Densidad aparente de los suelos B, C y FQ en los muestreos realizados.

Suelo B,Cy FQ
2,0 1,6 1,6 1,6
T 1,3 1,3 1,3 14 1,4 1,4
E T -
[-T+]
0,0
M1 M3 M5
muestreo
EB EC " FQ

Fuente: Autor.

Independientemente del muestreo realizado, se observa un registro de la densidad aparente
igual para los 3 suelos. De la misma manera se puede ver un descenso del valor inicial de este
parametro a través del tiempo de la experimentacion de 1,6 en el primer muestro a 1,4 g/ml en
el ultimo. Este cambio en el espacio interlineal de valores esta coherente con la textura franco

arcillosa arenosa que presenta todos los suelos (USDA, 1999).

La densidad inicial de los suelos correspondiente a 1,6 g/ml es propia para un suelo arenoso,
sin embargo segun el USDA (1999), este valor de densidad para un suelo franco-arcillo-
arenoso puede llegar a afectar el crecimiento radicular. A pesar de lo mencionado
anteriormente, la literatura reporta este tipo de suelo tiende a una buena infiltracién, aireacion

y porosidad.

4.2.7 Densidad real

En la figura 20 se reportan los datos de densidad real de los suelos B, C y FQ.
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Figura 20. Densidad real de los suelos B, C y FQ en los muestreos realizados.
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Fuente: Autor.

Los valores de la densidad real de los suelos de interés, se mantienen a través del tiempo de
experimentacién, en un rango de 1,9 a 2,3 g/ml, lo cual esta coherente con el tipo de textura
que presentan estos suelos y se ubica dentro del intervalo que se reporta en la literatura para
estos suelos.

4.2 .9 Infiltracion

Los valores de velocidad de infiltracion del agua a través del suelo B, C y FQ se ilustran en la
figura 21.

Figura 21. Velocidad de infiltracion de los suelos B, C y FQ en los muestreos realizados.
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Fuente: Autor.
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En la figura 21 se destaca el comportamiento del suelo FQ, presentando una infiltracion muy
rapida, cual va descendiendo a medida que transcurre el tiempo de experimentacion, durante
el cual se hace la fumigacion. Los valores de infiltracion para este suelo, indican un deterioro
paulatino del mismo, debido a que su comportamiento se asemeja a un suelo arenoso franco
(Castro, 1998). Teniendo esto en cuenta, se puede destacar el efecto desfavorable que ejerce la

fumigacion con un producto quimico sobre este parametro.

El suelo B presenta una tendencia similar al FQ, demostrando un descenso de la infiltracion en
tiempo con la diferencia de tener menores valores de este parametro pero tipicos para el suelo

arenoso (Castro, 1998).

Los menores valores de la infiltracion corresponden al suelo C, el cual presenta fluctuaciones
de este parametro de 47,48 a 175,85 cm HO/h, clasificando este suelo con una permeabilidad
muy alta y asociada con un suelo arenoso (Castro, 1998).

4.2.10 Materia Orgéanica

A pesar de que la materia organica indica la fertilidad del suelo, también se puede relacionar
con el carbono organico total, cual representa la parte de suelo mineral y no disponible para los

microorganismos Y la planta cultivada.

En la figura 22 se reportan los resultados del porcentaje de la materia organica de los suelos B,
CyFQ.

Figura 22. Porcentaje de Materia Organica de los suelos B, C y FQ en los muestreos realizados.
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Fuente: Autor.
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En la figura 22 se destaca el comportamiento de suelo FQ, cual presenta un aumento
significante de la materia organica, correspondiente a 3,7% en el muestreo 5 realizado a 8
meses después de haber sembrado la pifia, cual fue fumigada una vez al mes durante este
tiempo. Este aumento podria presentarse por la adicidén constante de una sustancia quimica,
cual posee diversos compuestos de carbono. De esta manera se podria sefialar la acumulacion

del insecticida quimico en area fumigada.

En el municipio de Lebrija, los suelos presentan un porcentaje de la materia organica del orden
de 2,6%, lo cual coincide con el rango de valores obtenidos para los suelos de interés, con la

excepcion de FQ anteriormente analizado.

4.2.11 Carbono organico total

El andlisis de carbono organico total en el suelo, representa informacion importante para
estimar el porcentaje del sustrato que se puede mineralizar y acumular. Por lo anterior se puede
relacionar este pardmetro con el porcentaje de la materia orgéanica en el suelo que se puede

acumular por su limitada mineralizacion (IGAC, 2011).

El porcentaje de carbono organico total hallado en los suelos A, C y FQ se ilustran en la figura
23.

Figura 23. Carbono organico total de los suelos B, C y FQ en los muestreos realizados.
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Fuente: Autor.
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En la figura 23 se observa la tasa mas alta de aumento de carbono organico total en el suelo
FQ. La constante fumigacion de este suelo puede ir acumulando el insecticida quimico

utilizado en este proceso, lo cual tiene correlacion con la materia organica no mineralizada.

4.2.12 Capacidad de Intercambio Catidnico.

La capacidad de intercambio cationico (CIC), se relaciona con el porcentaje de la materia
organica y del carbono orgénico total, sefialando la mayor fertilidad de un suelo a medida que
crece este valor. De igual manera representa la cantidad de iones presentes en un suelo que

pueden ser asimilados por las plantas.
La capacidad de intercambio cationico de los suelos B, C y FQ se ilustran en la figura 24.

Figura 24. Capacidad de intercambio cationico de los suelos B, C y FQ.
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Fuente: Autor.

Todos los suelos de interés son intercambiadores cationicos, debido a que el terreno presenta

una predominancia de cargas negativas (Ver anexo E).

En la figura 24 se destaca el comportamiento del suelo FQ, cual en comparacion con el suelo
B y C, presenta mayores valores de este parametro para todas las muestras analizadas. Esto se
puede atribuir a la ubicacion de este suelo en la parte mas baja del area experimental,
permitiendo acumulacién de agua y en ella de los iones. Lo anterior se puede relacionar con la
cantidad de porcentaje de humedad inicial de los suelos B, C y FQ, siendo este ultimo con
mayor valor reportado en las figuras 16,17 y 18. Igualmente la fumigacion con el insecticida

quimico agrega los componentes de caracter idnico que se detectan mediante analisis de CIC.
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Todos los suelos presentan las fluctuaciones de CIC que pueden atribuirse a una fertilizacion
constante de estos suelos y una introduccion significativa de los iones esenciales de K* y Mg*?
en un 15y 2% respectivamente, para garantizar el crecimiento y productividad del cultivo. (Ver

anexo E).

Adicionalmente se observa un decrecimiento en los valores de CIC al final del proceso
experimental con respecto a la muestra inicial en todos los suelos de interés. Esto se puede
deber a la disminucion progresiva del contenido de arcilla y delta de pH en las areas de estudio,
lo cual desencadeno una reduccion en las cargas negativas del terreno que afectaron de forma

perjudicial la CIC.

4.2 .13 Fosforo total

El fosforo es un elemento esencial para el crecimiento de la planta y muy escaso en el suelo.
Generalmente, sus bajos valores, se deben corregir en el suelo por la adicion de los fertilizantes.
Segun Castro (1998) los valores que superan los 30 ppm de fosforo son suficientes para las

necesidades de un cultivo.
En la figura 25 se aprecia los valores de fosforo total en los suelos B, C y F.

Figura 25. Fosforo total en los suelos B, C y FQ
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Fuente: Autor.

Los valores de fosforo presentes en forma de PO42 oscilan entre 104 y 153 mg PO4/Kg
correspondiente a 78,9 ppmy 116,13 ppm de P20s respectivamente (Ver Anexo G). Esto indica
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alto contenido de este elemento, lo cual no requiere correccion por la deficiencia. Mas sin
embargo, la constante fertilizacion con el producto triple quince y el bajo requerimiento de

fosforo para este cultivo, genera una acumulacion de residuo de fosforo en los suelos
analizados.

4.2.14 Nitrdgeno total
En la figura 26 se encuentran los valores de nitrgeno total de los suelos B, C y FQ.

Figura 26. Nitrégeno total en los suelos B, Cy FQ
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Al igual que la variacion de la concentracion del fésforo representado en la figura 25, el
comportamiento del nitrégeno, presenta una fluctuacién, que se puede explicar por una
fertilizacion constante de este suelo. Sin embargo los valores que oscilan entre 448 a 532 mg

NTK/Kg representan una deficiencia de este elemento en los suelos objeto de estudio.

Las bajas concentraciones de nitrogeno registradas en los suelos de interés, pueden ser
explicadas por el largo historial de uso de estas tierras, que fueron cultivadas por afios con pifia.
Esto se correlaciona con los reportes en la literatura, sefialando que los suelos con plantaciones
de pifia tienden a registrar una notoria reduccion del nitrégeno biodisponible (Py, 1968, tomado
de Lopez J, 2016).
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4.3. Andlisis de los cambios microbioldgicos presentes en el suelo cultivado con Ananas

Comosus, después de la aplicacion del insecticida quimico (Lorsban).

Los cambios en las poblaciones microbiologias (filo y género) de los suelos B, C y FQ se
evidencian en las figuras 27 y 28. La abundancia de los microorganismos estan especificadas

en los anexos H e I.

Figura 27. Variacion de los filo de los suelos B, C y FQ durante el muestreo M1, M2, M3 y
M4
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Fuente: Autor.

Como se ilustra en la figura 27, el filo de bacterias con mayor presencia durante cada uno de
los muestreos, en las areas B, C y FQ, fue Actinobacteria. Este resultado posiblemente se debe
a una alta acidez de los suelos analizados y la caracteristica de este filo por presentarse en
suelos acidos, aridos y con escasez de nutrientes. También se resalta la sensibilidad que tienen
estos microorganismos ante la disminucion del pH y el contenido de humedad (Chanal, 2006;
Connon, 2007).

Durante los muestreos uno y tres del suelo B, se observa la disminucién de la abundancia del
filo Actinobacteria, Proteobacteria y Firmicutes (Ver anexo 1), siendo Actinobacteria y
Proteobacterias las que presentaron mayor disminucion en su poblacion, pasando de 42,05 a

29,99y 7,17% a 4,45% respectivamente. Este comportamiento en estos tres filos se contrasta
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con la leve disminucién en el pH, CIC y carbono organico total, sefialando la afectacion de

estos microorganismos por las condiciones del suelo descritas anteriormente.

También se puede resaltar que se presentd un ligero aumento en las poblaciones de SCB,
Acidobacteria, Verrucromicrobia y Planctomycetes al mismo tiempo que disminuyé el pH de
4,7 a 4,4 y se incrementaron los valores de nitrogeno, fosforo y materia orgénica en el suelo,
lo cual sugiere que estas poblaciones tienen un buen nicho de crecimiento bajo las diferentes

condiciones fisicoquimicas que presento el area B.

En un suelo que esta cultivado con pifia (Suelo C) se encuentran las siguientes caracteristicas
fisicoquimicas: pH (4,2 — 4,0), CIC (9,1 — 6,8), infiltracion (175,85 — 47,48 cm H>O/h),
nitrégeno (476 — 532 mg N/Kg), fosforo (104 — 109 mg PO4/Kg) y materia organica (2,5 —
2,6%); que al ser contrastadas con los microorganismos que se encuentran en este suelo, se
observa que mientras que Proteobacterias, Acidobacerias, Verrucromicrobia y Firmicutes se

ven favorecidas, Actinobacteria, SCB, Planctomycetes y Bacteriodetes disminuyen.

Finalmente, en un suelo cultivado con pifia e inoculado periédicamente con el insecticida
Lorsban (Suelo FQ) se evidencia una variacion de los siguientes parametros fisicoquimicos
analizados durante el muestreo uno al dos: pH (4,5 a 4,7), fosforo (123 a 140 mg PO4/Kg),
nitrégeno (448 a 532 mg N/Kg), CIC (15,9a16,5) y COT (0,98 a 1,08 %). En estas condiciones
se favorecio el crecimiento de Verrucromicrobia y Acidobacteria, a diferencia de

Actinobacteria, Planctomycetes, Proteobacteria y Ascomycota que disminuyeron.

Por otro lado, durante los muestreos tres y cuatro, se presentd una disminucion en el CIC de
16,8 a 16,0 y en el COT de 1,26 a 1,16 %, al igual que un incremento en el fosforo de 142 a
153 mg PO4/Kg. En estas condiciones se beneficiaron los microorganismos SCB,
Verrucromicrobia, Acidobacterias, Chloroflexi, Proteobacterias y Planctomycetes, caso
contrario a lo ocurrido con Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria y Ascomycota que

redujeron sus poblaciones.

Al observar las variaciones en la abundancia de los filos del suelo FQ, se puede decir que la
adicion del insecticida quimico provee, probablemente, una fuente de carbono y nutrientes al

suelo, que favorecen los filos asociados a la fertilidad del mismo.
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Figura 28.Variacion de los géneros de los suelo B, C y FQ durante el muestreo M1y M3.
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Fuente: Autor.

Como se ilustra en la figura 28, dentro de los cambios que se evidenciaron en los principales
géneros del suelo B durante los muestreos uno al tres, se destaca la reduccion en la poblacion
de los géneros Chthoniobacter y Streptomyces. Este ultimo paso de un 16,83% a un valor no
detectable (Ver anexo 1), lo cual posiblemente se debe a que los microorganismos
pertenecientes a este género hayan entrado en un estado de resistencia como consecuencia de
la diminucién en la fertilidad y calidad del suelo. Ademas, el aumento del porcentaje de arenas
y la alta infiltracion, podrian haber facilitado el lavado y transporte del género Streptomyces a

través del suelo.

Por lo contrario, los géneros SCB, Candidato Koribacter, Isosphaera y Candidato Solibacter
presentaron un aumento en su poblacion, probablemente por el incremento de algunos de los
parametros fisicoquimicos ligados a la fertilidad del suelo, tales como nitrogeno, fosforo y

materia organica.
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En el suelo C, se observo que las secuencias sin clasificar (SCB) y los géneros Isosphaera y
Streptomycetes presentaron una disminucion en su poblacién del tercer muestreo, con respecto

al primero, debido al bajo contenido de nitrégeno y la disminucion de pH en el suelo.

En contraste, los géneros Candidatos Koribacter, Chthoniobacter y Conexiobacter,
incrementaron su abundancia, lo cual se puede asociar con el incremento en el nitrégeno (pese

a estar en niveles muy bajos), fosforo, carbono orgénico total y materia organica.

En el suelo FQ, se evidencia que del primer al segundo muestreo, se presentd una disminucion
en la abundancia de los géneros Isosphaera, Candidatos Koribacter y Conexiobacter;
posiblemente por la disminucion en las concentraciones de fosforo y a la presencia del

insecticida quimico en el suelo, cual puede generar condiciones toxicas para estos géneros.

Por otro lado, durante el mismo periodo de tiempo, los SCB y los géneros Streptomyces,
Chthoniobacter y Bacillus presentaron un incremento en el suelo FQ, lo cual se podria

relacionar con el aumento de nitrégeno, CIC, COT y pH.

Posteriormente del muestreo dos al tres del suelo FQ, se presento la disminucién de las SCB y
los géneros Chthoniobacter, Isosphaera y Candidatos Koribacter. Este comportamiento se
podria explicar por la alta acidez del suelo y el posible efecto toxico del insecticida quimico.

De lo contrario, el aumento en los géneros Streptomyces y Bacillus que son resistentes a una
alta acidez en el suelo, podria explicarse por el aprovechamiento de los componentes del

Lorsban por parte de estos.

Finalmente durante el cuarto muestro del suelo FQ, se ilustra una disminucion de los géneros
Bacillus y Streptomyces, destacandose la elevada pérdida de abundancia poblacional de este
altimo. Lo mencionado anteriormente podria ser por superar la concentracion asimilable del
insecticida Lorsban. Esto permite identificar al género Streptomyces como el mas sensible

encontrado en el suelo FQ.

Contrario a lo indicado anteriormente, se evidencia un aumento en los SCB y los géneros
Chthoniobacter, Candidatos Koribacter e Isosphaera; lo cual puede estar asociado al

incremento de fosforo en el suelo.
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5. Conclusiones.

Se realizd un estudio del efecto del insecticida quimico (Lorsban) sobre la microbiota y
propiedades fisicoquimicas del suelo, utilizado para el cultivo de la Ananas Comosus (Pifia),
demostrando la afectacion del suelo fumigado con respecto a los suelos que no recibieron este

tratamiento.

Los suelos objeto de estudio presentan bajos valores iniciales de pH que oscilan entre 4,5a 4,7,
lo cual coincide con su alta acidez (2,9 a 3,3 meq/100g) y elevada cantidad de aluminio
intercambiable (3,5 a 1,3 meq/100g), cual en estas condiciones puede estar disponible,

afectando el crecimiento del cultivo.

La textura inicial de los suelos analizados corresponde a franco arcillo arenoso, con alto
porcentaje de arena, lo cual implica un bajo porcentaje de humedad de los tres suelos,
correspondiente a 2,4 % para el suelo B, 3,7% para el suelo C y 7% para el suelo FQ y una alta
velocidad de infiltracion entre 8,8 y 19,9 cm/h. La densidad aparente y real representa valores
tipicos para el suelo de la region con la clasificacion textural indicada.

Los valores iniciales de la materia organica en los suelos analizados, se ubican entre un rango
de 1,7 a 2,5%, sefialando un suelo poco fértil, acorde con los bajos valores de carbono organico
total (0,61 a 0,98%) y de nitrogeno total menor de 0,1% para todos los suelos analizados.
Aunque los valores de CIC iniciales de los suelos analizados representan un valor medio de
este parametro (9,1 a 15,9), estos pueden ser contrarrestados con una alta concentracion de

iones H* y Al intercambiable.

El suelo fumigado por el insecticida quimico (FQ), demuestra sefiales de deterioro, manifestado
por el cambio de textura de franco arcillo arenoso a franco arenoso, a pesar del significante
aumento de la materia organica y carbono organico total. El incremento de estos dos parametros
puede asociarse con la acumulacion del insecticida quimico, correlacionada con el aumento de
la abundancia de la poblacion microbiana, cual puede utilizar los componentes del Lorsban

para su desarrollo.

La comparacion de las poblaciones microbianas iniciales del suelo B y C, permite deducir que

la presencia del cultivo de pifia favorece la bioaumentacion de los microorganismos, generando
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un nicho de proteccion, alojamiento, exudados de la planta y nutrientes presentes en el suelo,
lo cual indica la importancia de la relacion entre propiedades fisicoquimicas, la rizosfera de la

planta y los microorganismos presentes.

La disminucion de Streptomycetes en el suelo FQ puede ser relacionada con el efecto toxico

que ejerce el insecticida quimico acumulado en este suelo.

Los cambios de concentracion de aluminio intercambiable, el porcentaje de la materia organica
y capacidad de intercambio cationico inciden sobre la poblacion de Actinobacteria,

Verrucromicrobia y Planctomycetes.
Actinobacteria fue el filo predominante en este estudio y no se vio afectado mayormente en

ninguno de los tres suelos, indistinto de las condiciones fisicoquimicas, de la presencia de pifia

y la adicion del insecticida quimico.
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6. Recomendaciones.

Debido a la importancia del cultivo de pifia en el departamento de Santander y Colombia, se
deberia crear un programa de acompafiamiento académico a la poblacién rural, para optimizar
la productividad de este fruto y el seguimiento de afectacion de la poblacion en la salud, por el

uso intensivo del insecticida (Lorsban).

Se recomienda realizar el seguimiento de las propiedades fisicoquimicas a largo plazo para

poder verificar los cambios en la poblacion microbiana sefialada en este proyecto.

Se recomienda redisefar el proceso de fertilizacion de suelo de interés, para lograr el ajuste de
exceso de fosforo y deficiencia de nitrogeno, con el fin de obtener mejores resultados en el

cultivo.

Se recomienda ampliar el estudio con un analisis del cambio foliar de pifia, durante el proceso

de experimentacion.

Considerando que el analisis metagenomico se realiz6 aplicando los software académicos
disponibles gratuitamente (FastOC, Trimmomatic y Usearch), se sugiere comprar los software

avanzados, para poder comparar los resultados y ampliar los andlisis de informacion obtenida.

Se recomienda el mismo estudio para un suelo cultivado con la pifia y fumigado con el

bioinsecticida.

Las secuencias que hacen parte de SCB deben ser analizadas independientemente, para poder

refinar el hallazgo de estas secuencias y asi poder reclasificar estas secuencias.
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Anexo A. Metodologia para la extraccién del ADN celular.

» Tamizary pesar 0,7 — 0,98 gr de suelo.

» Agregar 1 ml de SLX.-Mlus Buffer y dejar en Vortex durante 10 minutos.

« Agregar 150 pl de DS-Buffer y dejar 5 minutos en el VVortex.

» Incubar a 70°C por 15 min y luego dejar en el VVortex por 5 min y luego otros 10 min.

» Centrifugar a 3000 g durante 15 min a temperatura ambiente.

» Transferir el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml.

« Adicionar 270 ul de P2 Buffer (-20°C) y dejar unos segundos en el Vortex para
homogenizar.

» Enfriar la muestra durante 10 min y luego centrifugar a 35 mil g durante 10 min.

» Transferir sobrenadante.

« Agregar 800 pl de Isopropanol

« Centrifugar a 35000 g durante 15 a una temperatura de 4°C.

+ Descartar sobrenadante.

» Dejar secar el pellet 1 0 2 min.

« Agregar 250 pl de Elution Buffer y poner unos segundos en el Vortex para
homogenizar.

 Incubar durante 25 min a 70°C y luego dejar en el Vortex durante 15 a 25 min.

» Agregar 150 pl de CHTR vy dejar unos segundos en el Vortex para homogenizar la
muestra.

« Dejar a temperatura ambiente durante 2 a 5 min.

« Centrifugar a 35000 g durante 5 min.

« Transferir sobrenadante (400 pl).

« Agregar 900 pl de XP1 Buffer y dejar unos segundos en el Vortex.

» Transferir a la columna.

« Centrifugar a 10000 g durante 1 min a temperatura ambiente.

» Descartar filtrado.

« Agregar 500 pl de HBC Buffer.

« Centrifugar a 10000 g durante 1 min.
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Descartar filtrado.

Realizar 2 lavados con etanol: uno con 750 ul y centrifugar a 10000 g por 1 min y

otro con 250 pl y centrifugar por otro minuto.

Centrifugar a 35000 g durante 2 min para eliminar el etanol.
Transferir columna.

Agregar 90 ul de Buffer elucion.

Dejar a temperatura ambiente durante 2 min.

Centrifugar a 35000 g por 1 min.

Incubar a 70°C durante 2 min.

Centrifugar a 35000 g durante 1 min y conservar a - 20°C.

Verificar la concentracion de 25 pl/g de cada muestra en el espectrofotometro.
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Anexo B. Reporte de los resultados obtenidos de los métodos de Bouyoucos

y granulometria.

%Arena 68,72 % Arena 72,58
M1 % Limo 5,28 % Gravas 0,44
6,86
%Arcilla 26,00 % Finos 26,98
%Arena 67,39 %Arena 60,05
M3 % Limo 10,61 %Gravas 0,00
B 7,34
%Arcilla 22,00 % Finos 39,95
%Arena 70,67 %Arena 73,92
M5 % Limo 9,28 % Gravas 0,05
3,25
%Arcilla 20,06 % Finos 38,85
%Arena 68,72 %Arena 66,69
M1 % Limo 7,95 %Gravas 0,03 2,03
%Arcilla 23,33 % Finos 33,29
c %Arena 74,00 %Arena 59,89
M3 % Limo 5,33 %Gravas 0,03 14,11
%Arcilla 20,67 % Finos 40,09
%Arena 76,67 %Arena 61,11 15,56
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% Limo 5,28 %Gravas 0,00
M5
%Arecilla 18,05 % Finos 38,89
%Arena 66,67 %Arena 59,71
M1 % Limo 8,19 %Gravas 0,01 6,96
%Arcilla 25,15 % Finos 40,27
%Arena 68,05 %Arena 61,90
FQ M3 % Limo 7,28 %Gravas 0,10 6,15
%Arcilla 24,67 % Finos 38,00
%Arena 72,67 %Arena 61,25
M5 % Limo 18,72 %Gravas 0,01 11,42
%Arcilla 8,61 % Finos 38,73
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Anexo C. Ficha Técnica del Insecticida quimico Lorsban.
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Etiqueta Web - Colombia

[NSECTICIDA AGRICOLA  COMCENTRADO EMULSIONABLE - EC
COMPOSICION GARANTIZADA:

INGREDIENTE ACTIVO:

ERAITIIII ococanisassssssasssnsasssi s s s S S 4 S S 5553 dhdglL
0, Doty 03,5, B-trichlora-2-pyrydyl phosphoroficale, de formulacidn & 20°C.

IR T AT e c.5.p. 1 Litro

Registro Maciorsl ICA No. 1842
Titwlsr del Registro: Dow AgroSciences de Colombia 5.4

FABRICADD ¥ FORMULADD POR:
Dhow AgroScentes da Calormbia 54,
Fiarta de Marmoral Km 14 Via Cartagera
Caragena |025) GESS000

DISTRIBUIDGD POR:

Dow AgroSciences de Colombia 5.4,
Diagonal 92 Mo, 17A-42 Peo 77
Bogata (091) 2196000

*™ Marca de The Dow Chemical Company
[“Dow’'} o una compafia afilisda de Dow

MODERADAMENTE PELIGROSO
DANINO R

Anexo D. Conversion de 1,1y 3,5 meq Al*3/100g a ppm.
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X

X =99 mg Al*3/Kg =(99 ppm

. 27
1 equivalente gramo de AlI*3= 5"

9g/eq-g

leq—g

q*
1.1 med-g 1000meq—g

=0,0011 eqg-g

0,0011 eg-g * 9 gr /1 eg-g = 0,0099g Al*3
en 100 g de suelo

0,0099g AI*¥/100 g * %

=99 mg

AI*3/100 g

9,9 mg Al*®* —100 g de suelo

— 1000 g suelo

. 27
1 equivalente gramo de Al*3= 5"

99/eg-g

leq—g

—1000meq_g =0,0035 eg-g

3,5meg-g*

0,0035 eg-g * 9 gr /1 eq-g = 0,0315 g Al*3
en 100 g de suelo

0,0315 g AI*¥/100 g * w

=31,5mg

AI*3/100 g

31,5 mg AI*®* —> 100 g de suelo

X

X =99 mg Al*}/Kg =[315 ppm

— 1000 g suelo

Anexo E. Ficha técnica del fertilizante triple 15.
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FICHA TECNICA DEL PRODUCTO F K
FERTILIZANTE VECOL 15-15-15-11S

IDENTIFICACION DEL PRODUCTO:

NOMBRE DEL PRODUCTO: FERTILIZANTE VECOL 15-15-15-118
REGISTRO DE VENTA ICA No. 9789 del 17 de abril de 2015.

COMPOSICION GARANTIZADA:  Nitr6geno Total. .........coo.oveecvveceeeee. 15%
Nitrégeno Amoniacal.................c....... 15%
Fésforo asimilable como (P,0;)................... 15%
Potasio Soluble en Agua (K:0).........ccccoccee 15%
AR (B s N i S 1%

CLASE DE PRODUCTO: Fertilizado Compuesto Complejo Granulado.

TIPO DE FORMULACION: Complejo NPK + Azufre para aplicacién al suelo.

PROPIEDADES DEL PRODUCTO

FORMULADO:

Sdlido granulado de color beige.

Los granulos de tamano (POCT 21560.1, MKXA n.° 1104-
- Apariencia 00209438-105, MKXA n.° 1104-00209438-104):

Por debajo de 1 mm como maximo 3%; 1-6 mm minimo

del 95%; menores de 6 mm 100%.

- Olor Inodoro o débil olor
- Ph (solucién 5%) 556,0

- Presion de Vapor 0,00147 Paa20°C
- Densidad relativa 162-181a20°C
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Anexo F. Calculo de delta pH para determinacion de tipo de capacidad de

intercambio idnico.

e ApH =pH(KCI) - pH (H20)

M1 4,65 3,78 -0,87
B M2 4,40 3,56 -0,84
M3 4,38 3,53 -0,86
M1 4,20 3,70 -0,50
C M2 3,96 3,32 -0,64
M3 3,78 3,39 -0,38
M1 4,50 3,75 -0,76
M2 4,68 3,80 -0,89
FQ M3 4,32 3,67 -0,65
M4 4,35 3,56 -0,79
M5 4,63 4,03 -0,60
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Anexo G. Calculo para convertir mg de PO4/ Kgy mg de NTK/ Kg a PPM.

31gdeP

mol -
® 959P205 =0,33

mol

e 104 mgPO4/ Kg*0,33=234,32mgP /kg

e 34,32 mg P /kg ={34,32| ppm de P

31gdeP

mol -
® 95gP205 =0,33
mol

e 153 mgPO4/ Kg* 0,33 =50,49 mg P /kg

40,49 mg P /kg =| 40,49| ppm de P

1g
1000 mg

o 448 mg NTK/ Kg * = 0,448 g

NTK/ Kg

0,448 g NTK — 1000 g de suelo
X — 100 g suelo

X =0,0448 %|de N

1g
1000 mg

e 532 mg NTK/ Kg * = 0,532 g

NTK/ Kg

0,532 g NTK — 1000 g de suelo
X — 100 g suelo

X =0,0532 %|de N
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Anexo H. Reporte de los filos bacterianos encontrados en los suelos B, C y
FQ durante los muestreos M1, M2, M3y M4,

Control | Control | Blanco | Blanco |Qulimico| Quimico | Quimico
M1 M3 M1 M3 M2 M3 M4
Planctomycetes 727% | 6,04% | 6,22% | 797% | 6,10% | 4,31% | 5,70%
Streptophyta 0,13% 0,42% 0,44% 0,39% 0,27% 0,26%
Thermotogae 0,21% 0,33% 0,20%
Bacteroidetes 0,24% 0,13% 0,27% 0,39% 0,16%
B Ascomycota 0,29% 0,44% 0,48% 0,58% 0,21% 0,24% 0,12%
B Spirochaetes 0,29% 0,48% 0,15% 0,23% 0,29% 0,22%
B Gemmatimonadetes 0,35% 0,42% 0,60% 0,70% 0,47% 0,63% 0,60%
B Chloroflexi 410% | 5,62% | 4,14% | 560% | 4,06% | 3,30% | 4,90%
B Proteobacteria 4,20% | 13,90% | 7,20% 4,50% 3,50% 3,70% 4,20%
W Firmicutes 470% | 6,20% | 690% | 570% | 4,70% | 11,80% | 8,40%
Verrumicrobia 5% 6,80% | 7,60% | 9,50% | 8,60% | 7,50% 9%
m Acidobacteria 7,10% | 9,60% | 11,20% | 1570% | 8,40% | 7,30% | 8,10%
Secuencias Sin clasificar (SCS) 0,15%
Sin clasificar - Eucariota (SCE)| 0,36% 0,58% 0,54% 0,71% 0,44% 0,63% 0,47%
Sin clasificar - Bacteria (SCB) 17% 10,10% 12% 17,80% | 20,10% | 10,20% 17%

102




Anexo 1.

Reporte de las abundancias de los géneros de las poblaciones

microbianas encontradas en los suelos B, C y FQ durante los muestreos M1,

M2, M3y M4.
Suelo C (M1) Suelo C(M3) Suelo B (M1) Suelo B (M3) Suelo FQ (M2) Suelo FQ (V3] Suelo FQ (V4]

Lysinibacilus 2,64%

B Acidobacterium 235% 22%% 1,62%

Stackebrandtia

Conexibacter 5,49% b,75% 2,10% 3,69% 5,30% 4,08% 430%

Micobacterium 297% 2,78%

Chthoniobacter 1.28% 6,45% 6,09% 9,04% b,16% 8,99%
W Bacillus 1.94% 285% 4.46% 271% 872% 6,69%
B Ktedonobacter % 249% 250% 143% 1,70%
B Dehalogznimonas 2,19% 315% 1,96% 1,92% 2,30% 1,69% 243%
W Actinomadura 295% 263% 1,58% 470% 1,98% 353% 6,65%
B Burkholderia 30M% 6,43% 5,14% 213% 300%
B Candidatus Solibacter 3,10% 3,00% 3,76% 5,76% 4.64% 3,18% 4.07%
1 Micobacterium 3% 3,00% 1,50%
B Conexbacter 533%

Candidatus Koribacter 5,74% 781% 7,06% 10,19% 5,08% 3,70% 453%

Streptomyces 5,95% 5,48% 16,83% 1345% 19,90% 5,23%

Isosphaera 187% b,66% 5,62% 6,36% 5,84% 431% 5,66%
BSCB 25,85% 14,83% 15,45% 21,94% 27,10% 13.40% 318%
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