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RESUMEN

El glifosato, herbicida extendido en diversas partes del mundo, acarrea efectos nocivos para la
salud de las personas, el ambiente y la biodiversidad. En la presente investigacion realizada en
suelos cafetaleros de la comunidad nativa ElI Dorado, region San Martin, en condiciones de
invernadero, se plantearon los siguientes objetivos: i) determinar la presencia de glifosato en el
suelo de la finca cafetalera EI Cedro, ii) identificar morfologica y bioquimicamente cepas de
Azotobacter spp. a nivel de género, iii) evaluar los cambios de pH del suelo de la finca cafetalera
El Cedro bajo cinco concentraciones de glifosato, iv) evaluar el comportamiento poblacional de
Azotobacter spp. bajo cinco concentraciones de glifosato aplicado al suelo de la finca cafetalera
El Cedro.

Se acondicion6 un invernadero dentro del Laboratorio de Ciencias Basicas de la Universidad
Catolica Sedes Sapientiae Filial Rioja: Nueva Cajamarca, en un periodo de 120 dias desde
setiembre 2019 hasta enero de 2020. Se prepar6 un caldo que tuvo como base la dosis comercial
del herbicida Octano (1 kg/200 L de agua), una subdosis y tres sobredosis con cinco tratamientos
y cinco repeticiones en vasos de precipitado con 500 g de suelo. Segun la técnica de los granulos
de suelo se agreg6 por tratamiento el suelo contaminado con glifosato en la placa Petri preparada

con las bacterias del género Azotobacter en Agar Ashby Manitol.

El suelo cafetalero de la comunidad nativa ElI Dorado presentd cantidades de glifosato no
detectables segun el método de plaguicidas polares rapidos con un limite de cuantificacion de
0,01 mg/kg de suelo, lo cual fue evaluado a 30 dias de aplicado el herbicida Octano. Las
bacterias fijadoras de nitrogeno del género Azotobacter cultivadas en 27 placas, incubadas a 32
°C, utilizando el medio de cultivo Agar Ashby Manitol, presentaron formas de bacilos y cocos
con fluorescencia, se identificaron bioquimicamente como Gram negativas y reaccionaron de
manera positiva a diversos azucares. El glifosato, en su formulacion comercial de granulos
solubles, segin dosis empleadas en el experimento afectd el pH del suelo de manera significativa

(KW = 21,409, p-value = 0,0002627), en un proceso temporal de acidificacion que va desde
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5,23 hasta 3,88. El glifosato, en su formulacion comercial de granulos solubles, segin dosis
empleadas en el experimento, afecto a las bacterias Azotobacter spp. disminuyendo su poblacion
de manera significativa (KW = 23,022, p-value = 0,0001254) y en ningun caso este ingrediente

activo estimulé su crecimiento.

Palabras clave: Azotobacter spp., glifosato, bacterias fijadoras de nitrégeno, suelo cafetalero.
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ABSTRACT

Glyphosate, herbicide widespread in various parts of the world, has harmful effects on people's
health, the environment and biodiversity. In the present investigation, carried out in coffee soils
of the El Dorado native community, San Martin region, under greenhouse conditions, the
following objectives were set: i) to determine the presence of glyphosate in the soil of the El
Cedro coffee farm, ii) identify morphologically and biochemically strains of Azotobacter spp.
at the genus level, iii) evaluate the changes in soil pH of the EI Cedro coffee farm under five
concentrations of glyphosate, iv) evaluate the population behavior of Azotobacter spp. under

five concentrations of glyphosate applied to the soil of the El Cedro coffee farm.

A greenhouse was conditioned within the Laboratory of Basic Sciences of the Universidad
Catolica Sedes Sapientiae Filial Rioja: Nueva Cajamarca, in a period of 120 days from
September 2019 to January 2020. A broth was prepared based on the commercial dose of the
herbicide Octano (1 kg/200L of water), one underdose and three overdose with five treatments
and five repetitions in beakers with 500 g of soil. According to the technique of soil granules,
the soil contaminated with glyphosate was added by treatment in the Petri dish prepared with

the bacteria of the genus Azotobacter in Ashby Mannitol Agar.

The coffee soil of the EI Dorado native community has non-detectable amounts of glyphosate
according to the fast polar pesticide method with a quantification limit of 0,01 mg/Kg of soil,
which was evaluated 30 days after the Octane herbicide was applied. Nitrogen-fixing bacteria
of the genus Azotobacter cultivated in 27 plates, incubated at 32 °C, using the culture medium
Ashby Mannitol Agar, presented forms of bacilli and cocci with fluorescence, were
biochemically identified as Gram negative and reacted positively to various sugars. Glyphosate,
in its commercial formulation of soluble granules, according to the doses used in the experiment,
significantly affected the soil pH (KW = 21,409, p-value = 0,0002627), in a temporary
acidification process that ranged from 5,23 to 3,88. Glyphosate, in its commercial formulation

of soluble granules, according to the doses used in the experiment, affected the Azotobacter spp.
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decreasing its population significantly (KW = 23,022, p-value = 0,0001254) and in no case did
this active ingredient stimulate its growth.

Key words: Azotobacter spp., Glyphosate, nitrogen fixing bacteria, coffee soil.
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INTRODUCCION

En el mundo, el uso de herbicidas se ha incrementado notablemente durante los ultimos afios
debido a factores como la aparicion de malezas resistentes que requieren de mayores dosis,
reduccion de los precios del producto y en algunos paises el incremento de areas de cultivo
(Avigliano, 2018). Segun Pedemonte (2017), los herbicidas pueden tener efectos nocivos sobre
la salud del ser humano, el medio ambiente y la biodiversidad, especialmente la microbiologia

del suelo, incluyendo la micro y macrofauna.

Nuestro pais es uno de los que mas ha invertido en pesticidas para la agricultura de la costa,
sierra y selva, debido a la facilidad con que se encuentran estos compuestos en el mercado.
Ademas, existe un control limitado por parte de las autoridades, dejando a merced de los
agricultores poder elegir sus productos. Otra de las razones por las que se ha extendido el uso
de pesticidas es el bajo costo comparado con la mano de obra para realizar un cultivo. Sin duda,
esto traera consigo efectos nocivos para la salud de los que consumen productos producidos sin
ningun control (Mejia, 2005; Ramos, 2016).

Los herbicidas, entre ellos el glifosato, han causado problemas al ecosistema como la
degradacion de los suelos, la toxicidad en los cultivos, la contaminacion de las aguas y del
habitat humano y también han favorecido a la adquisicion de resistencia a ellos por parte de los
arvenses 0 malezas (Soares et al., 2019). De modo que el uso indiscriminado del herbicida
glifosato afecta la calidad del suelo y de los microorganismos que habitan dentro este ecosistema
(Rivera, 2018). El glifosato, después de su aplicacion sobre las malezas, puede ser traslocado
distribuyéndose a todas las partes de la planta, desde ella al suelo y de alli hacia los seres vivos

o0 plantas no objetivo (Florida et al., 2012).

La importancia de los microorganismos en los ecosistemas naturales y en las parcelas de cultivo

de café, se encuentra en la diversidad e interacciones que proveen de nutrientes a las plantas de



cultivo. Las bacterias utilizan mecanismos de colaboracion con otros microorganismos y las
plantas en la rizosfera de modo que logran una armonia de los seres vivos superiores.
Normalmente transforman los compuestos inertes en sustancias asimilables para las plantas y

estas les dan soporte (Cano, 2011).

En las comunidades nativas del Alto Mayo, los comuneros alquilan los suelos a agricultores del
lugar para el cultivo del café. Esta situacion viene generando diversos problemas ambientales,
entre los que destacan: deforestacion, erosion de suelos, contaminacion del recurso hidrico,
disminucion de la microbiologia del suelo por el uso de herbicidas y otros agroquimicos. Existe
la incertidumbre causada por el uso de glifosato en suelos de cultivos de café y su posible efecto
negativo de manera temporal en las poblaciones de Azotobacter spp. fijadoras de nitrogeno,
considerando que el glifosato tiene respuestas sensibles a la temperatura y condiciones
climéticas (Martinez et al., 2011). Es indispensable que el agricultor conozca los efectos que
puede producir este herbicida sobre poblaciones de microorganismos, ya que las bacterias
Azotobacter spp. influyen de forma directa en la fijacion del nitr6geno molecular para que éste
pueda ser asimilado por las plantas (Calvo, 2011). La presente investigacién evalGa cinco dosis
de glifosato en condiciones de invernadero para determinar el efecto de este herbicida sobre la
poblacién de bacterias Azotobacter spp. presente en el suelo cafetalero de la comunidad nativa
El Dorado, provincia de Moyobamba. Ademas, permite conocer la presencia actual del glifosato

en dicho suelo y la dosis respuesta del de dicho herbicida sobre la poblacion de Azotobacter spp.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto del glifosato sobre la poblacion de Azotobacter spp. presente en el suelo

cafetalero de la comunidad nativa El Dorado en condiciones de invernadero.

Obijetivos especificos

- Determinar la presencia de glifosato en el suelo de la finca cafetalera EI Cedro
perteneciente a la comunidad nativa EI Dorado.

- Identificar morfoldgica y bioquimicamente cepas de Azotobacter spp. a nivel de género,
presente en suelos cafetaleros de la zona de Soritor.

- Evaluar los cambios de pH del suelo de la finca cafetalera EI Cedro bajo cinco
concentraciones de glifosato en condiciones de invernadero.

- Evaluar el comportamiento poblacional de Azotobacter spp. bajo cinco concentraciones
de glifosato aplicado al suelo de la finca cafetalera EI Cedro en condiciones de

invernadero.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

Internacional

Kumar et al. (2019) estudiaron la influencia de pesticidas en bacterias de los géneros
Azotobacter, Pseudomonas, Rhizobium, Bacillus y Salmonella en Punjab, India. El objetivo fue
evaluar los efectos de diferentes pesticidas organofosforados sobre los microorganismos con
capacidad de transportar hierro como Azotobacter vinelandii. Las cinco cepas bacterianas se
adquirieron del Laboratorio Quimico Nacional (NCL) Pune-India luego se cultivaron segun
especificaciones técnicas del (NCL) para ser sometidas a pruebas PGPR y evaluar la produccién
de &cido indol acético (IAA) mediante la técnica caldo Luria Bertani (LB), la capacidad de
solubilizacion de fosfatos a través del medio de cultivo Pikovskaya y la producciéon de
sideroforos a traves de cultivos bacterianos B de King. Durante el experimento se prepararon 4
matraces de 250 ml a los que se les afiadi6é también diversas dosis de organofosforados (0,025;
0,05; 0,1y 0,2 g/L), después de ser autoclavados se colocaron 10 ml por cada placa y bajo flujo
laminar fueron solidificados; en seguida se aplicaron los microorganismos fijadores de
nitrdgeno como Pseudomonas fluorescens (NCIM-5096), Rhizobium leguminosarum (NCIM-
2749), Bacillus Brevis (NCIM-2532), Azotobacter vinelandii (NCIM-2821) y Salmonella
typhimurium (NCIM-2501) y se incubaron a 28 °C durante 72 horas. El analisis estadistico fue
realizado con el software Origin 6,0 y 85,0 para el ANOVA. Como resultados determinaron que
la produccion de acido indol acético en las 5 cepas bacterianas varia considerablemente con
concentraciones de produccion: Pseudomonas fluorescens (NCIM-5096) 83 p/ml, Rhizobium
leguminosarum (NCIM-2749) 74,5 wml, Bacillus Brevis (NCIM-2532) 59 u/ml y Azotobacter
vinelandii (NCIM-2821) 48,10 wml, en Salmonella typhimurium (NCIM-2501), las
concentraciones de produccion de IAA es bastante baja (20 pg/ml) en comparacion con los

otros; respecto a la capacidad de solubilizacion de fosfatos las cinco cepas seleccionadas
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pudieron formar una zona clara en las placas de agar de Pikovskaya después de 7 dias de
incubacidn, cuando se cuantificd espectrofotométricamente, el fosfato maximo fue solubilizado
por Bacillus brevis (NCIM-2532), el rango de solubilizacion de P vario de 2 a 16 pg/ml y
respecto a la produccion de sideroforos el glifosato afectd hasta en un 23 % de produccion en
las bacterias Azotobacter vinelandii lo que significa a mayor dosis de herbicida aplicado
disminuyd la capacidad de transportar el hierro por parte de las bacterias respecto al control.
Los investigadores concluyeron que los plaguicidas evaluados inhibieron el crecimiento de
microorganismos del suelo, disminuyendo la fluorescencia, asi como la capacidad de producir

sideroforos.

Shahid et al. (2019) estudiaron la toxicidad de pesticidas como glifosato, atrazina y otros para
las bacterias fijadoras del nitr6geno en los suelos de Uttar Pradesh, India. El objetivo fue evaluar
el efecto de los pesticidas sobre las bacterias fijadoras de nitrdgeno del género Azotobacter. En
el experimento colectaron muestras de suelo de la rizosfera de Brassica campestris en campos
agricolas tratados con pesticidas, para luego ser llevadas a laboratorio y realizar los aislados
bacterianos. Tomaron 10 g de suelo y prepararon una solucién salina normal (NSS); para el
aislamiento de Azotobacter hicieron en el medio de cultivo manitol de Ashby en placas Petri;
sobre el agar sélido colocaron gotas de la solucidon (NSS) y las incubaron a 28 °C durante 4y 5
dias hasta observar colonias que mostraron coloracion marron mucilaginoso a las que
suministraron diversas dosis de pesticidas (0,9; 1,2; 1,5; 1,8; 2,1; 2,4; 2,7 g/L), la segunda
incubacidon fue durante 48 horas para posteriormente medir el crecimiento bacteriano a través
de espectrofotometro a 600 nm, el dafio celular (alteraciones de la membrana y muerte) se hizo
a través la técnica naranja de acridina (AQO) y yoduro de propidio (Pl) mediante microscopia de
fluorescencia. Para el andlisis estadistico utilizaron la prueba de comparaciones multiples de
Duncan, prueba de rango (DMRT) y las diferencias minimas significativas (LSD) a través del
software Minitab 17. Como resultados identificaron que Azotobacter es una bacteria Gram
negativa y mostrd reaccion positiva a la catalasa, la oxidasa y reduccion de nitratos, respecto a
los dafios celulares las que crecieron en medios con diferentes concentraciones tuvieron rupturas
en las membranas, incluso muchas de ellas mostraron un color rojo, es decir las células

murieron; ademas, altas concentraciones de glifosato, disminuyeron significativamente la



poblacion porcentual (41 %) de bacterias debido a la solubilidad, movilidad y absorcion del
compuesto. En conclusidn, los pesticidas causaron impactos tdxicos elevados en estas bacterias
alterando su metabolismo, disminuyendo la fijacion del nitrogeno y solubilizacion del fosforo.
Bértoli et al. (2012) investigaron los efectos del glifosato sobre las comunidades microbianas
presentes en suelo de olivo (Olea europea L.) en Cérdoba, Argentina. La investigacion tuvo
como objetivo analizar los efectos del uso de este herbicida sobre el comportamiento de
microorganismos. Recolectaron muestras de suelo de plantaciones de olivo de 1 ha a dos metros
de radio y a 15 cm de profundidad desde el tronco de arbol seleccionado; posteriormente
tomaron 500 g de suelo y lo colocaron en bandejas plasticas de 20 cm de ancho x 25 cm de largo
X 7 cm de profundidad. Dentro del experimento fueron incubados los dos tipos de suelo en
condiciones controladas para aplicar tres dosis de herbicida 20, 200 y 2 000 mg/kg de suelo y
realizaron la evaluacion de la actividad microbiana segin nimero de poblaciones de bacterias,
hongos y biomasa fungica en cuatro momentos (1, 10, 30 y 55 dias posteriores a la aplicacion
del compuesto). Las variables estudiadas fueron actividad microbiana, concentracion de
fluoresceina, respiracion y biomasa microbianas, el calculo de la estimacion de poblaciones
bacterianas y flngicas cultivables lo realizaron mediante la técnica de dilucion en placa,
sembrado en Trypticase Soy Agar (TSA) y agar papa glucosado (APG) incubadas a 25 °C
durante dos y cuatro dias. La cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de
suelo la calcularon a través del conteo visual de colonias formadas en cada placa Petri, la
actividad microbiana, respiracion y biomasa de los hongos y bacterias cultivadas fueron
sometidas a un andlisis de varianza a una via poniendo a prueba la normalidad de datos mediante
la prueba de Shapiro-Wilks y en todos los andlisis estadisticos utilizaron el software
INFOSTAT/Profesional 2005. Los resultados obtenidos por los investigadores mostraron que
la actividad microbiana registra una ligera caida frente al uso del herbicida en el suelo,
generando un aumento de la capacidad de respiracidn de bacterias, mientras que en la biomasa
microbiana no se mostraron diferencias significativas en ninguno de los tratamientos; sin
embargo, la cantidad de hongos y bacterias sufrié una disminucion considerable al dia 30.
Concluyeron que el glifosato aplicado en concentraciones altas altera la actividad y estructura

de las poblaciones microbianas del ecosistema edafico.



Conde (2011) estudio la influencia del herbicida glifosato sobre los microorganismos presentes
en suelos de Colonia, Uruguay. Esta investigacion tuvo como objetivo conocer los efectos del
glifosato, producto de la intensificacion agricola, sobre algunas comunidades microbianas
patdgenas (Fusarium solani sensu lato, Fusarium oxysporum, Fusarium graminearum y
Pythium debaryanum) y benéficas (Trichoderma harzianum, Trichoderma atroviride y
Pseudomonas fluorescens) del suelo y rastrojo. Utilizé la molécula de glifosato bajo las
presentaciones de sal de potasio y sal de isopropilamina, también selecciondé aislados
microbianos patdgenos y benéficos de sistemas agricolas del pais. En la primera fase realizo
ensayos in vitro para evaluar el efecto de dosis crecientes de glifosato sobre el crecimiento
radical; luego hizo experimentos con cultivos duales para evaluar el efecto de la molécula sobre
las interacciones entre microorganismos benéficos y patdgenos, tercero estudid in vitro el efecto
de la molécula sobre la produccion de peritercios y finalmente instal6 un ensayo macetero en
invernadero con suelo extraido de distintas parcelas de uso y frecuencia de aplicaciones de
glifosato. El experimento tuvo un disefio en bloques completos al azar con arreglo factorial de
los tratamientos (tres moléculas x cinco dosis), con tres repeticiones simultaneas, realizo
ensayos utilizando diversas dosis de glifosato (0, 20, 60, 100, 140 mg/L en placas Petri con agar
papa dextrosa (PDA) donde inicialmente sembro cepas de los microorganismos seleccionados.
Los datos recolectados de los experimentos in vitro fueron procesados y analizados empleando
analisis de varianza utilizando el programa PRC GLM de SAS System version 9.2, para los
aislados Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Fusarium graminearum Yy Pythium
debaryanum analizé la variable Area Debajo de la Curva (ADC) y para Trichoderma harzianum,
Trichoderma atroviride y Pseudomonas fluorescens la variable analizada fue UFC/ml, las
medias de los tratamientos fueron separadas por la diferencia minima significativa (MDS) y el
test de Fisher con p= 0,05. En los resultados determind que la densidad poblacional de especies
patogenas y benéficas disminuyeron de manera significativa al utilizar dosis crecientes de
glifosato, afectando a la especie Fusarium graminearum (ADC=26,2) y Trichoderma harzianum
(ADC=12,9; 240 UFC inicial y 165 UFC después de utilizar las moléculas), siendo esta ultima
la mas afectada. Concluy6 que el glifosato, en funcion de la dosis utilizada, redujo el crecimiento
de las comunidades microbianas benéficas, afectd la interaccién entre Fusarium spp. y
Trichoderma spp. y tuvo un efecto inhibitorio mayor entre los aislados antagonistas con relacion

a los patogenos.



Martinez et al. (2011) estudiaron los efectos del glifosato sobre microorganismos fijadores del
nitrégeno presentes en el ecosistema Alto Andino y Seco Tropical de Cundinamarca y Tolima,
Colombia. Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto del glifosato sobre
microorganismos diazotréficos y nitrificantes. Para el muestreo de suelos eligieron cuatro zonas,
dos pertenecientes a ecosistema Alto Andino (bosque y arroz) y dos a Seco tropical (bosque y
papa) de los que obtuvieron 15 muestras, para ser homogenizadas y obtener 226 g de suelo por
cada muestra, luego fueron colocadas en contenedores. Las unidades experimentales utilizadas
siguieron un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factorial con tres repeticiones por
tratamiento, en total obtuvieron 36 unidades experimentales (9 unidades por cada zona, es decir
18 por cada ecosistema), luego suministraron dos dosis de glifosato (3,1 L/ha'y 10,4 L/ha) por
100 ml de solucion por cada contenedor. Evaluaron la densidad poblacional de bacterias
nitrificantes y fijadoras de nitrégeno mediante la técnica del nimero mas probable (NMP) en
tres momentos: antes de la aspersion (t=0 h), después de 48 h y a las 192 h de haberse aplicado
el glifosato. Los investigadores emplearon un andlisis de varianza de cuatro factores, y
verificaron las diferencias a través de la Prueba Multiple de Duncan. Los resultados demostraron
que los microorganismos oxidantes del amonio y del nitrito presentaron diferencias
significativas en la respuesta de aspersion del herbicida (P=0,0214 y P=0,0214 respectivamente)
a las 48 h y a medida que fueron aumentando las dosis de glifosato en los cuatro tipos de
ecosistema. Concluyeron que los efectos del glifosato sobre las poblaciones microbianas
fijadoras del nitrégeno son temporales, dependen del tipo de ecosistema y la zona muestreada y

de las dosis aplicadas del herbicida.

Piola (2011) evalud el impacto de plaguicidas como glifosato y clorpirifos en suelos agricolas
de Buenos Aires, Argentina. El objetivo fue estudiar el uso de plaguicidas a través de bioensayos
integrados laboratorio-campo. La investigacion tuvo un enfoque cuantitativo y disefio
experimental que consistié en implementar una bateria de biomarcadores con Eisenia andrei
para los ensayos de laboratorio en condiciones controladas de temperatura y humedad. Para el
bioensayo exposicion a papel las lombrices fueron depositadas en frascos de vidrio, cubiertos



por papel filtro, posterior a ello aplico distintas concentraciones de glifosato 7,5; 15y 30 pg/cm?
para el formulado A y 60, 120 y 240 pg/cm? para el formulado C quedado en contacto por 28,
48 0 72 horas y para el bioensayo exposicion a suelo artificial los organismos fueron expuestos
a concentraciones subletales de 200 mg/kg (A) y 500 mg/kg (C) usando 6 lombrices por cada
réplica (3 repeticiones por cada tratamiento) en recipientes de (20 x 10 x 10 cm) por un tiempo
de 14 dias. Para los ensayos en campo las tierras con cultivo de trigo fueron fumigadas con
glifosato y clorpirifos a dosis recomendadas para el control de plagas (960 g/ha), los
tratamientos fueron realizados siguiendo un disefio en bloques completos al azar (DBCA) con
3 parcelas de 13 x 5 m cada uno y tres repeticiones. En todos los analisis estadisticos emple6 el
programa GraphPad InStat 3, aplico el ANOVA o test no paramétrico de Kruskal-Wallis,
comparé las medias a través de la prueba de Tukey y las correlaciones mediante la prueba de
Pearson. Los resultados mostraron que en el bioensayo papel filtro para el glifosato durante 72
horas existe una variacion significativa en el peso de las lombrices, ademés evidencio un efecto
subletal en todos los ensayos; respecto al bioensayo suelo artificial a los 14 dias de exposicion
la pérdida de masa de las lombrices fue mayor al 30 %, pero no hubo mortalidad, de manera
particular pudo notar el efecto negativo por la evasion de las lombrices a suelos contaminados
con los plaguicidas, finalmente para el ensayo en campo durante el primer monitoreo no hubo
diferencias significativas entre los tratamientos y la muestra control, posterior a los 118 dias las
lombrices mostraron variabilidad en la densidad de su poblacion. El investigador concluy6 que
estos plaguicidas, utilizados para el control de malezas, producen estrés toxico; ademas de
afectar la poblacién objetivo, afectan a otros seres vivos de los agroecosistemas, produciendo
evasion, muerte y lesiones cutaneas por lo que existe un riesgo asociado al uso extensivo de

plaguicidas influenciados por las condiciones ambientales de cada lugar.

Lara et al. (2007), en el estudio sobre bacterias fijadoras de nitrogeno en la zona agricola de
Cordoba, Colombia, realizaron aislamientos de bacterias diazotroficas de los géneros
Azotobacter sp. y Azospirillum sp. a partir de la rizosfera de cultivos de platano, pasto, maiz y
rastrojos. El objetivo fue determinar la produccion del ion amonio a partir de los aislados. El
experimento consistio en obtener las muestras de suelo considerando una profundidad de 15 cm

a partir de la superficie haciendo un recorrido en zig-zag, luego aplicaron el método de cuarteo



hasta obtener una muestra de 1000 g de suelo de cada cultivo. Para el aislamiento de las bacterias
tomaron diluciones de cada muestra de suelo y fueron sembradas en placas Petri con medios
como el Asbhy a una temperatura de 28 °C durante 3 dias. Los datos estadisticos fueron
analizados con el software Analyse-it Microsoft Excel, los valores entre medias fueron
comparados mediante t de Student. Los resultados demostraron la capacidad fijadora de
nitrogeno de las baterias Azotobacter, obteniendo valores de hasta A16PG=5.15ml/L y
A26M1P=5.17 ml/L. Concluyeron que estas bacterias fueron las mas eficientes en la fijacion
bioldgica del nitrégeno (FNB), en la produccion del ion amonio (NH**) de forma libre, lo cual
trae consigo grandes beneficios con mejoras en la produccién agricola, contribuyendo de esta
manera para que los agricultores no usen agroquimicos ya que estos producen salinizacién de
los suelos, problemas de drenaje, compactacion del suelo y disminucion de la actividad

microbiana comprometida en el proceso de nutricidn vegetal.

Nacional

Rivera (2018) realiz6 una tesis sobre los efectos del herbicida glifosato para la microfauna del
suelo cafetalero en San Ignacio, Peru. El objetivo fue evaluar la influencia de la aplicacion de
diferentes dosis de glifosato en la microfauna del suelo del cultivo de café (Coffea arabica)
variedad Catimor. El enfoque de la investigacion fue cuantitativo con un disefio experimental,
las variables de estudio fueron: aplicacion de glifosato y microfauna del suelo. La poblacion
estuvo constituida por 1400 plantas de café de 3 afios; ubic6 la muestra en el centro de la parcela
consiguiendo un total de 96 plantas separadas en parcelas de 12 plantas cada una, de las cuales
obtuvo inicialmente de manera aleatoria 2 muestras de 500 gramos de suelo para el andlisis de
parametros fisicoquimicos, después de la aplicacién del herbicida tomé 3 y posteriormente 4
muestras para el estudio bioldgico del suelo. En el experimento, el autor utilizé un disefio en
bloques completamente al azar (DBCA), aplicé tres dosis de diferentes concentraciones del
herbicida (1; 1,5y 2 L/ha), la parcela control no recibié ningun tratamiento. En el estudio
consider6 a los microorganismos presentes en el suelo, dentro de los cuales hubo bacterias y
hongos. El analisis estadistico fue realizado a través del programa Microsoft Excel. Los
resultados mostrados fueron valores no significativos en cantidades de Pseudomonas (T1: 180
000, T2: 3400y T3: 63 000 NMP/g), actinomicetos (T1:390 000, T2: 390 000 y T3: 180 000
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UFC /g) y bacterias fijadoras de nitrégeno libre (T1: 180 000, T2: 150 000 y T3: 180 000
NMP/g), los cuales fueron asociados a la temporada del lugar. En conclusién, el investigador
determind que el herbicida glifosato no influye directamente en los microorganismos del suelo
cafetalero debido a que las condiciones climaticas del lugar favorecen la lixiviacion de las

moléculas del herbicida.

Ramos (2016) desarrollé una tesis sobre el efecto del glifosato para los organismos y las
propiedades del suelo en una plantacion forestal de Cedrela lilloi C.DC. en Huéanuco, Peru. El
objetivo de la investigacion fue explicar el efecto del glifosato sobre las propiedades del suelo
con plantaciones forestales. La investigacion tuvo un enfoque cuantitativo, alcance
comparativo-explicativo y disefio experimental. La poblacion estuvo constituida por la totalidad
de monolitos de un area de 1600 m?y la muestra por 32 monolitos de suelo de 25 cm x 25 cm
x 30 cm de profundidad, 8 monolitos por cada tratamiento; en el experimento, utiliz6 un disefio
completamente al azar en campo con 32 unidades experimentales, a las que aplico dos dosis de
glifosato 1,0 y 1,5 kg/ha para evaluar las siguientes variables: propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas del suelo. Para el analisis estadistico emple6 el ANOVA aplicando la prueba de
Duncan a los grupos con diferencia significativa a través del software SPSS v.20; ademas
incluyd la prueba de correlacién de Pearson para determinar el grado de relacion entre las
variables de estudio. Como resultado, determiné que el glifosato altero las propiedades fisicas
del suelo con un incremento del nivel de humus a 1,15 cm y obtuvo un valor de fosforo alto en
suelos con glifosato (8,88 ppm); obtuvo un descenso significativo de lombrices, hormigas y
termitas (-20, -378, -178 ind/m? respectivamente). En conclusion, determind que las propiedades
bioldgicas del suelo son mas sensibles a los efectos del herbicida glifosato ocasionando la

muerte de los organismos vivos.

Florida et al. (2012) desarrollaron una investigacion acerca de los efectos de dos herbicidas
(paraquat y glifosato) en propiedades del suelo, la presencia de bacterias y hongos en Tingo
Maria, Peru. El objetivo fue evaluar los efectos del paraquat y glifosato en bacterias y hongos,

determinando el numero de bacterias y hongos por gramo de suelo. El area donde instalaron las

11



parcelas fue de 6 m? por cada tratamiento con caracteristicas homogéneas; ademas, tuvieron en
cuenta el tipo de plantacion forestal Calycophyllum spruceanu de 12 afios de edad, incluyendo
plantas herbaceas como: Arachis pintoi, Buddleja globosa y Pueraria phaseoloides. El
experimento tuvo un ajuste estadistico del disefio de bloques completamente randomizado
(DBCR). Luego de instalar las parcelas procedieron a limpiar y delimitar de manera
independiente tres bloques con sus respectivos tratamientos de los herbicidas paraquat y
glifosato, haciendo un total de 30 unidades experimentales. Seguidamente realizaron el analisis
inicial fisico y quimico del suelo y la enumeracion de bacterias y organismos fungi; conocido
los datos anteriores procedieron a suministrar diferentes concentraciones de herbicidas (0, 1, 2,
3y 4 ml/L) con tres repeticiones por tratamiento. El andlisis estadistico fue realizado en el
programa SPSS 19, a través de analisis de varianza Duncan y andlisis de regresion lineal. Los
resultados obtenidos con cuatro evaluaciones a intervalos de tres meses fueron significativos
pues el nimero de bacterias por gramo de suelo disminuy6 (de 276,0-1330,9 a 34,2-681,0*10%)
en los tratamientos con ambos herbicidas. Los investigadores concluyeron que el glifosato
afecto el nimero de bacterias y hongos por gramo de suelo; ademas, incremento la temperatura,
el pH y la materia organica, propiedades del suelo que condicionan el desarrollo de estos

microorganismaos.

1.2. Bases tedricas especializadas

1.2.1. El suelo como nicho de la biodiversidad microbioldgica

El suelo es un ecosistema en el que se albergan gran cantidad de flora y fauna que sirven para
dinamizar, degradar y acelerar los procesos de captacion de nutrientes. Segun Jordan (2006, p.
47) menciona que “el nimero puede oscilar entre 60 y 3 000 millones de bacterias por gramo

de suelo”.

El suelo como un sistema cumple tres caracteristicas fundamentales: (a) complejidad, entendida
como la atmosfera interna e interrelacion entre el agua, la flora y la fauna, particulas organicas

y minerales; (b) dinamismo, a través del cual el suelo adquiere propiedades por la accién
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combinada entre las condiciones climéticas y la vegetacion, en gran medida la diversidad de
microorganismos del suelo van formando la capa del suelo rica en nutrientes que pueden ser
asimilados por las plantas y éstas ofrecen sustancias para el metabolismo de dicha micro fauna;
(c) permeabilidad, ya que el suelo es considerado un sistema abierto y esta caracteristica hace
posible la mayor o menor facilidad de degradacién (Jordan, 2006). Con estas caracteristicas, el
suelo se convierte en ecosistema viviente y dindmico, que alberga a diversos seres vivos y
gracias a la biodiversidad se pueden obtener beneficios como diversos cultivos, servicios y

fijacion de elementos (Garcia, 2011).

1.2.2. Funcion de los microorganismos dentro del suelo

Los microorganismos son los seres vivos capaces de degradar azUcares, celulosa y proteinas de
los residuos orgénicos. De este modo ayudan a la formacion de la materia orgénica y el
enriquecimiento de los suelos proveyendo de sustancias asimilables para las plantas (Jordan,
2006). Esto seres vivos en el suelo desarrollan una amplia gama de acciones que inciden en el
crecimiento y nutricion vegetal (Lépez et al., 2015). Las bacterias utilizan mecanismos de
colaboracién con otros microorganismos y las plantas en la rizosfera de modo que logran una
armonia de los seres vivos superiores. Normalmente, transforman los compuestos inertes en

sustancias asimilables para las plantas y estas les dan soporte (Cano, 2011).

Jaramillo (2002) afirma que, dentro de los microorganismos del suelo, los mas numerosos y
pequefios son las bacterias, éstas en su mayoria son heter6trofas y actGan como los
descomponedores mas importantes de la materia organica, el reciclaje de energia y nutrientes
como el carbono (C), nitrogeno (N) y fosforo (P). Dentro de las bacterias que predominan en el
suelo encontramos a los géneros Pseudomonas, Bacillus, Azotobacter y Azospirillum (Garcia,
2011).
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1.2.3. Etapas de la fijacion del nitrégeno molecular por las bacterias

La fijacion del nitrégeno o diazotrofismo es realizada por algunas bacterias que tienen la
capacidad de producir una enzima llamada nitrogenasa, la cual reduce el nitrégeno molecular o
atmosférico (N2) en amoniaco (NHzs), esta disociacion que requiere de gran cantidad de energia
(Madigan et al., 2003) se va haciendo como simbiosis en asociacion con las plantas o en forma

libre (Jaramillo, 2002), logrando su asimilacion por las plantas (Calvo, 2011).

En diversos medios existe una gran biodiversidad microbiol6gica de bacterias que hace posible
la fijacion del nitrégeno molecular, sintesis de proteinas, solubilizacion de elementos como el
fosforo y fierro, asi como la produccion de antibidticos (Lépez et al., 2015). Esta diversidad
bioldgica de bacterias fijadoras del nitrégeno ya sea por su taxonomia y fisiologia, pertenece
principalmente al género arquea y bacteria (Ramos et al., 2018).

1.2.4. Condiciones que influyen en la fijacion del nitrégeno por bacterias

Las condiciones que influyen para la fijacion del nitrogeno por medio de las bacterias son las
siguientes: (a) presencia de oxigeno como ayuda imprescindible para la supervivencia de los
microorganismos aerobicos; (b) las condiciones de acidez o alcalinidad varian de acuerdo con
los diversos organismos, por ejemplo, las bacterias Azotobacter spp. tienen preferencia por
suelos con pH > 5; (c) altas concentraciones de nitrogeno que limitan las actividades de estos
microorganismos pues inhiben el adecuado funcionamiento de la nitrogenasa; (d) los elementos
como el Ca, Mg, Fe, S, B, Co, Mo y V son indispensables para el proceso de fijacion del
nitrégeno molecular; (d) elementos como el Al y Mn influyen de manera negativa en la fijacion
del nitrégeno molecular; () la temperatura se encuentra dentro del rango de 28 a 40 °C para las
bacterias fijadoras del nitrgeno; (f) la humedad afecta a las bacterias por su relacion que tiene
con el oxigeno; (g) factores de manejo de suelo y de cultivos trastocan el desarrollo de los
microorganismos dentro del suelo; (h) y los factores bidticos como la especificidad en cuanto a
las bacterias simbioticas, la competitividad propia de los microorganismos y la supervivencia
(Orozco, 1999, citado por Jaramillo, 2002).
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1.2.5. Bacterias Azotobacter spp.

Las bacterias del género Azotobacter spp. son microorganismos capaces de fijar el nitrégeno en
vida libre haciendo que este elemento se vuelva asimilable para las plantas, ademas ayudan a
solubilizar el fésforo (P) y proveen de sustancias que promueven el crecimiento de las plantas
(Jiménez, 2007). Este género de bacterias son Gram negativas que viven en presencia de
oxigeno, tienen formas diversas como bacilos y cocos; algunas especies podrian contar con
flagelos, su tamarfio se encuentra en un rango de 2 a 10 um de longitud y 1 a 2 um de ancho
(Jnawail et al., 2015). Las colonias observadas en la placa (Figura 1 y 2), incubadas a una
temperatura de 30 °C a partir de las 48 horas, presentan colores amarillentos y son mucilaginosas

transparentes (Romaén et al., 2014; Esqueche y Quispe, 2017).

Figura 1. Colonias Azotobacter spp. en agar libre de nitr6geno. Fuente: Esqueche y Quispe (2017).
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Figura 2. Observacidén microscopica de bacilos y quistes de Azotobacter spp. Fuente: Escobar et
al., (2011).

El género de bacterias Azotobacter puede ser identificado bioquimicamente mediante pruebas
(Tabla 1) como catalasa, oxidasa, utilizacion de azUcares, produccién de pigmentos, formacion

de quistes y motilidad (Leon y Rojas, 2015).

Tabla 1

Pruebas bioquimicas para la caracterizacion de Azotobacter spp.

Especies
Prueba A A A A A A
vinelandii  beijerinckii  paspali armeniacu nigricans  chroococcu
S m
Movilidad + - + + - -
Filamentos en cultivos -b -b + -b -b -b
jévenes
Oxidasa + D - D D D
Peroxidasa + + + D + +
Nitrato-nitrito + + + - + +
Meso-inositol + D - D - -
Fructosa + + + + + +
Glucosa + + + + + +
Sucrosa + + + + + +
Malonato + + - - D D
Benzoato D + - - -
Caproato + - - - - +
Caprilato + - - + - -
Maltosa D - D +
Rafinosa D D - D D +
Glicerol + D - - - D
Sorbitol + D - + D
Manitol + D - + D +
Ramnosa + - - - - -
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Nota: -b: produccion de filamentos, D: 11 a 89 % cepas positivas, +: 90 % 0 mas cepas positivas, -: 90 % o0 mas
cepas negativas.
Fuente: Ledn y Rojas (2015).

Funcion de las bacterias Azotobacter spp.

Las bacterias Azotobacter spp. son capaces de producir antibidticos y estimulantes para el
crecimiento de las plantas como auxinas, giberelinas y citoquininas; de modo particular fijan el

nitrégeno atmosférico, producen vitaminas, pigmentos y aminoacidos (Jiménez, 2007).

Segun Holt (2000), citado por Jiménez (2007, p. 28) estas bacterias, en el proceso de
degradacion de la materia orgéanica asimilando los azlcares, pueden “fijar al menos 10 mg de
N2 por gramo de carbohidrato consumido”. Siendo este el género de bacterias mas empleado

para la biofertilizacion de cultivos (Huete et al., 2019).

Proceso de fijacion del nitrogeno por bacterias Azotobacter spp.

Las bacterias Azotobacter spp., son microorganismos reductores de N, presentan actividad del
complejo enzimatico N-asa, en un ambiente aireado. Se ayudan de los cofactores fierro y
molibdeno (FeMoCo) haciendo posible la reduccidon del nitrégeno. Esto permitira la utilizacion
de estas bacterias como biofertilizantes reemplazando los fertilizantes quimicos (Eimerich,
2012, citado por Ramirez y Ugaz, 2014).

Medios de cultivo para bacterias Azotobacter spp.

Las bacterias Azotobacter spp. en su proceso de asimilacion de nutrientes, utilizan diversos
acidos organicos, azlcares o derivados alcoholicos, los cuales son su fuente de carbono y

energia; de modo general, se emplean agares como el manitol (Jiménez, 2007).

Dentro de los medios de cultivo selectivos para este género de bacterias tenemos el Agar Ashby

(Valderrama, 2013). En este medio libre de nitrégeno, después de 48 h de incubacién a 30 °C,
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podemos observar el desarrollo de colonias transparentes y mucilaginosas de color amarillo

consideradas del género Azotobacter spp. (Roman et al., 2014).

1.2.6. El glifosato

Definicion y estructura quimica

Avigliano (2018, p. 7) define el glifosato (N-fosfonometil-glicina, C3HsNOsP, CAS 1071-83-6)
como “un herbicida sistémico no selectivo que puede inhibir eficientemente el crecimiento de
plantas, tanto terrestres como acudticas, interfiriendo con la sintesis de los aminoacidos

aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptdfano)”.

Se muestra como sal de isopropilamina, sal de potasio y sal de amonio; ademas contiene agentes
surfactantes, antiespumantes, biocidas e inorganicos (Campuzano et al., 2017). Se trata de un
solido cristalino con un peso molecular de 228,18 g/mol, solubilidad de 12 g/L a 25 °C y
densidad aparente de 0,5 g/cm?, en cuanto a la concentracion se extiende desde los 350 a 720 g
de ingrediente activo por kilogramo (Salazar y Aldana, 2011). Tiene la siguiente estructura

molecular (Figura 3).

OH
| OH
e P/\N/\C/
P

Figura 3. Estructura molecular del glifosato. Fuente: Zhan et al., (2018).

HO
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Difusion del herbicida glifosato

Existe una excesiva aplicacion de herbicidas en la agricultura, sobre todo como controladores
de malezas en cultivos de lento crecimiento, debido a que son econémicamente rentables
comparado con la mano de obra empleada para la limpieza de las plantaciones (Perea y Tupac,
2016). El glifosato, cuyo metabolito mayoritario es el &cido aminometilfosfonico (AMPA),
viene siendo usado desde la década de los 70 introducido por Monsanto con el nombre comercial
de Roundup como controlador de las malezas. Se trata de uno de los herbicidas mas utilizados
en el mundo y dentro de la agricultura (Camino y Aparicio, 2010), siendo el herbicida méas
utilizado en el sector agricola, s6lo en el afio 2013 la produccion de este herbicida a nivel
mundial se estimo en 630 000 t, superando a otros herbicidas (Ramirez et al., 2017), para el afio
2014 aumento a 825 000 t (Huhn, 2018); actualmente este herbicida es fabricado por mas de 90
productores en 20 paises (Centner et al., 2019).

Modo de accion

El glifosato es un herbicida que, una vez realizada la fumigacion, entra en la planta y su efecto
se extiende a todos los meristemos distantes, logrando eliminar la maleza de forma lenta (Duke,
2017). De manera sistémica entra en la planta, interfiere en la sintesis de proteinas, destruye las
células y promueve un crecimiento descontrolado de las hojas (Sousa et al., 2019);
particularmente interviene en la degradacion de la clorofila, logrando como resultado un color

amarillento y la necrosis del follaje (Van Bruggen et al., 2018).

Villalba (2009) mostro el recorrido de la molécula glifosato una vez que entra en contacto con
las hojas de las plantas: (a) entra en las células de la planta, (b) inhibe la 5-enopiruvil-shikimato-
3-fosfato sintetasa (EPSPS), (c) codificada por el nucleo va al cloroplasto, (d) enlaza una
molécula de shikimato-3-fosfato (S3P) junto a una de PEP, (e) toma el sitio de la enzima, (f)
por su parecido al PEP compite con éste y queda formado al complejo shikimato, (g) comienza

a actuar en la planta paralizando su crecimiento, (h) causa la muerte de la planta.
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Persistencia del glifosato en el suelo

El glifosato tiene la facilidad de movilizarse dentro del suelo por su semejanza con muchos
compuestos que se encuentran en la naturaleza. Esto responde a la estructura quimica del mismo,
por lo cual no es netamente reactivo. El destino final dentro del ambiente segun Paz y Lépez
(2011) es la formacion de complejos con iones de Ca?* y Mg?* presentes en el agua; a través del
proceso de adsorcion se encuentra en forma de sedimentos o particulas suspendidas en el agua
y el suelo; y ademas por accion de las plantas entran dentro de su metabolismo siendo asimiladas

junto a los nutrientes y algunos microorganismos logran degradarlo.

Este compuesto, una vez que entra en contacto con la planta, se introduce dentro de ella de forma
sistematica y de alli se puede movilizar en el suelo por competencia con el fésforo, el cual podria
ser asimilado por las plantas consideradas no objetivo (Salazar y Aldana, 2011; Soares et al.,
2019). La adsorcion del glifosato en el suelo se atribuye a la reactividad del grupo funcional
fosfonometilo (Padilla et al., 2019), y su permanencia se ve influenciada por caracteristicas del
suelo como el potencial de fijacion de fosforo, el hierro disponible para la planta, pH, cantidad
de arena, materia organica y capacidad de intercambio cationico (Salazar y Aldana, 2011). A
las caracteristicas ya mencionadas se afiaden la presencia de fosfatos y carbono organico; los
fosfatos empleados en el proceso de fertilizacion creando competencia con el glifosato (Huhn,

2018) en el proceso de absorcion de elementos para las plantas (Sidoli et al., 2015).

La persistencia del glifosato en el suelo es amplia, algunos estudios muestran que en 60 dias
esta molécula solo logra una mineralizacion de 12 % para el horizonte A del suelo (Tévez y Dos
Santos, 2015). Se puede sefialar que esta molécula se mantiene activa en el suelo por varios dias
e incluso meses, llegando a permanecer 315 dias segin condiciones climaticas y caracteristicas
del suelo (Montero et al., 2017; Ansari et al., 2019) por su adherencia a la materia organica y la

arcilla lo cual le permite acumularse en el tiempo (Sidoli et al., 2015; Sousa et al., 2019).
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El glifosato es adsorbido por suelos que tienen mayor cantidad de materia orgénica, mientras
que, en aquellos suelos minerales, es menor debido a la lixiviacion producto de lluvias en
determinados lugares (Pérez et al., 2013). Existe riesgo potencial que este compuesto afecte los
ciclos biologicos del suelo, acumulacion y aumentacion en el ambiente (Ansari et al., 2019). Y,
considerando el suelo como un ecosistema, los herbicidas van a influir de manera activa sobre

su calidad y fertilidad, contaminado las plantas de cultivo (Santric et al., 2018).

Descomposicion del glifosato en el suelo

El glifosato, en su proceso de degradacion, tiene dos rutas metabdlicas o vias de descomposicion
(Figura 4). La primera ruta es la degradacion del glifosato en acido aminometilfosfonico
(AMPA) que luego es metabolizado a CO> y la segunda ruta es de la sarcosina que da lugar a la
unién C-P resultando en fosfato inorganico y glicina (Vera, 2011). La molécula glifosato puede
degradarse al final como carbono, nitrégeno y fosforo, segin esta descomposicion las bacterias

y hongos pueden asimilarlo como alimento (Ansari et al., 2019).
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Figura 4. Vias de descomposicion del glifosato en el suelo. Fuente: Zhan et al., (2018).

Productos comerciales en base a glifosato

El glifosato en el Peru tiene las siguientes denominaciones segun las distintas empresas:
Productos Campo-Agro Perd S. A. C. como Campo Sato 757 SG e Interoc como Erraser,
CapeAgro S. A. C. como Herbaglif, Agrinor S. A. C. como 18 Glifo Cem, Farmagro S. A. como
Destructor, Quimica Suiza Industrial del Perd S. A. como Quimifosato y Farmex S. A. lo
denominara Roundup 747 SG (Ramos, 2016), Montana como Octano. Se muestra en la siguiente

tabla algunos d ellos mas usados en San Martin (Tabla 2).
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Tabla 2

Lista de productos con ingrediente activo de glifosato

NuUmero de registro Nombre comercial Nombre Titular del registro Dosis
comun (kg/200 L)
1733 - SENASA OCTANO GLIFOSATO MONTANAS.A. 1
389-97-AG-SENASA GLYPHOGAN 48 SL GLIFOSATO PROFIANDINA PERU 2
S.A.
420-97-AG-SENASA GLYFO 4 GLIFOSATO SERFIS.A. 2
421-97-AG-SENASA RUSTER UP GLIFOSATO SERFIS.A. 1
423-97-AG-SENASA QUIMIFOSATO GLIFOSATO INDUSTRIAL DEL PERU 2
S.A
592-98-AG-SENASA HERBOSATO GLIFOSATO DROKASAPERUS.A 4
635-98-AG-SENASA GLITEC GLIFOSATO KLINGE S.A. 2
747-98-AG-SENASA FUEGO GLIFOSATO NEO AGRUM S.A.C. 2
840-99-AG-SENASA BATALLA 480 SL GLIFOSATO BAYERS.A. 2

Fuente: SENASA (2015)

1.2.7. Efecto del glifosato sobre los microorganismos

Los herbicidas en general afectan a los microorganismos presentes en el suelo (Bailon et al.,
2015). El herbicida glifosato genera dafios al ambiente y a la poblacién expuesta (Campuzano
etal., 2017). El suelo es el primer ecosistema afectado por el uso de agroquimicos, cuyos efectos
se extienden a la floray fauna, alterando sus condiciones naturales e interfiriendo en el equilibrio
existente antes de la fumigacion, con el paso del tiempo y las repeticiones de diversas dosis en

campos de cultivo, existe el riesgo de afectar plantas que nos proveen de alimento (Pérez et al.,

2013).

Algunos estudios demuestran que el glifosato interviene en la composicion microbiana y la
actividad enzimatica en rizosferas vegetales (Hagner et al., 2019), disminuye la poblacion de
bacterias encargadas de la colonizacion micorrizica en el suelo (Caldas, 2019). Este efecto se

mostrara segun las concentraciones de glifosato, las condiciones fisicoquimicas del suelo y las

condiciones climéticas de la region (Santric et al., 2018).
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CAPITULO Il: MARIALES Y METODOS

2.1. Disefio de la investigacion

La investigacion tuvo un enfoque cuantitativo, fue experimental y se utiliz6 un disefio
completamente al azar (DCA); cumplid con un plan en el que se abord6 una serie de etapas muy
rigurosas con la finalidad de recolectar datos para describir procesos de aislamiento de bacterias
fijadoras de nitrogeno del género Azotobacter asi como su identificacion morfoldgica y
bioquimica y la evaluacion de los efectos del glifosato sobre la poblacion de estas bacterias con
el fin de probar la hipétesis; ademas, se determinaron variables contextualizadas con base en la
medicion numérica, el andlisis estadistico, prueba de teorias y la elaboraciéon final de
conclusiones (Hernandez et al., 2014). Se abordd el tema con un alcance exploratorio a través
del descubrimiento de conceptos o fendmenos y se establecid las relaciones entre ellos; durante
el proceso de experimentacion se ha verificado las causas de los sucesos estudiados por lo que
también tuvo un alcance explicativo (Hernandez et al., 2014).

2.2. Lugar y fecha

Para el aislamiento e identificacion de bacterias Azotobacter spp., se colectaron muestras del
suelo cafetalero de la finca El Alba (se incluy6 los pelos radiculares del café) (Escobar, et al.,
2011), ubicada en el caserio Nuevo Horizonte, distrito de Soritor (Figura 5) durante la primera
semana del mes de setiembre del afio 2019, siguiendo un muestreo sistematico (Tabla 3), se

eligieron tres puntos.
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Para identificar la presencia de glifosato se colectaron muestras de suelo en la finca El Cedro,
ubicada en la comunidad nativa El Dorado, distrito de Moyobamba, regién San Martin (Figura
6), durante la tercera semana del mes de setiembre del mismo afio, empleando un muestreo
sistematico en forma de zigzag (Schweizer, 2011) eligiendo cinco puntos (Tabla 4), las mismas

que fueron utilizadas durante el proceso experimental.

La investigacion se realizé desde el mes de setiembre de 2019 hasta febrero de 2020.
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Figura 5. Muestreo de suelo en fincas de café de EI Dorado. Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 3

Puntos de muestreo fincas de la comunidad nativa El Dorado

Puntos Coordenadas UTM

Este Norte
M1 01 241579 9364518
M2_02 241613 9364571
M3_03 241672 9364557
M4 _04 241705 9364507
M5_05 241760 9364589

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 6. Muestreo de suelos en fincas de café de Soritor. Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 4
Puntos de muestreo en la finca El Alba

Puntos Coordenadas UTM

Este Norte
M1 01 265902 9308533
M2_02 265954 9308582
M3_03 265881 9308573

Fuente: Elaboracion propia.

2.3. Descripcion de la investigacion

2.3.1. Fase preliminar

Se hizo un reconocimiento de las parcelas de café, finca EI Alba y finca ElI Cedro para
seleccionar de manera provisional los puntos de muestreo; ademas, se definid los laboratorios
para los andlisis de pardmetros fisicos y quimicos del suelo e identificacion de la molécula de

glifosato.

2.3.2. Fase de campo

a. Obtencién de muestras de suelo

Para el aislamiento e identificacion de bacterias Azotobacter, las muestras de suelo cafetalero se

obtuvieron de la finca El Alba (Figura 7 y 8). En la toma de muestras de suelo se sigui6 la Guia

para el muestreo de suelos del Ministerio del Ambiente [MINAM], (2014) adaptando el

siguiente procedimiento:

— ldentificacion de puntos de muestreo de la parcela en donde no se ha utilizado agroquimicos
durante los Gltimos cinco afios.

— Utilizacion de la indumentaria adecuada (guantes estériles, mascarillas, botas de jebe y
vestimenta adecuada).

— Limpiezay acondicionamiento de cada punto identificado.
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— Siguiendo a Hernandez et al. (2018); Escobar et al. (2011) y Garcia (2019) se colecto el
suelo perteneciente a los cinco centimetros de profundidad.

— Luego se realizé el colocado de muestras en bolsas y el posterior rotulado de las mismas.

Una vez recogidas las muestras (5 kg de suelo) se trasladé al Laboratorio General de Ciencias
Basicas N° 02 de la Universidad Catolica Sedes Sapientiae, Filial Rioja: Nueva Cajamarca,

fueron colocadas en una refrigeradora a una temperatura de 4 °C.

Figura 8. Toma de muestras de suelo, finca cafetalera EI Alba. Fuente: Elaboracion propia.

Para suministrar diversas dosis de glifosato y evaluar el comportamiento de la poblacion de
Azotobacter spp., se utiliz6 suelo cafetalero (cinco muestras) de la finca EI Cedro con manejo
convencional, el area de la parcela fue de 2,43 hectareas ubicada en la comunidad nativa El

Dorado distrito de Moyobamba (Figura 9). Para determinar si la muestra contiene la molécula
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de glifosato se hizo un andlisis de suelo en el laboratorio SGS de Peri SAC (ver Apéndice 3).
Ademas, se realizo el analisis de parametros fisicoquimicos, en el Laboratorio de Suelos del

PEAM — Nueva Cajamarca (ver Apéndice 4).

Figura 9. Toma de muestras de suelo, finca el Dorado. Fuente: Elaboracion propia.

Una vez recogidas las muestras (15 kg de suelo) se traslado6 al Laboratorio General de Ciencias

Basicas N° 02 de la Universidad Catélica Sedes Sapientiae, Filial Rioja: Nueva Cajamarca.

2.3.3. Fase de laboratorio

a. Acondicionamiento del lugar de trabajo

— Se solicit6 una autorizacion para el uso del laboratorio de ciencias basicas de la Universidad
Catdlica Sedes Sapientiae (ver Apéndice 1).
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— Se construy6 un invernadero de vidrio de 1 m de largo por 0,79 m de ancho y una altura de
0,40 m.
b. Aislamiento e identificacion de bacterias

Para este proceso se tuvo en cuenta los siguientes pasos:

— Se procedid con la esterilizacion de materiales (placas Petri, Pinzas, Matraces y Vasos de
precipitado) en un horno Pasteur por dos horas a 180 °C.

— Se prepar6 agar Ashby Manitol; este medio de cultivo esté libre de nitrégeno (Figua 10 y
Apeéndice 2) y los microorganismos que crecen son considerados del género Azotobacter
(Shahid et al., 2019), la cantidad utilizada fue 4,07 g por cada 100 ml de agua destilada.
Homogenizada la solucion se vertié a un matraz para ser aforado con algodon y papel
aluminio y luego ser llevado a esterilizar en autoclave durante 30 minutos a 121 °C y 0.11

megapascales (MPa).

Figura 10. Preparacion de agar Ashby Manitol. Fuente: Elaboracion propia.

— Posteriormente se refrigerd durante 24 horas a 4 °C.

— Pasado el tiempo de refrigeracion, el agar fue solubilizado haciendo uso de una cocina
eléctrica, en seguida se agreg6 20 ml a cada placa Petri.

— Siguiendo la técnica de granulos de suelo (Aquilinti et al., 2004, citado por Jiménez, 2007),
se tomd 10 g de suelo, para posteriormente colocar 20 granulos en cada placa a 1 cm de

distancia entre los granulos, se preparo un total de 26 placas Petri (Figura 11).
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Figura 11. Técnica de los granulos de suelo. Fuente: Elaboracion propia.

Las placas Petri se incubaron durante cuatro dias a una temperatura de 28 °C (Figura 12) en
las que se pudo verificar la pigmentacion y colonias separadas, colonias traslicidas y
mucilaginosas; ademas se hizo uso de la tinciébn Gram para observar al microscopio diversas
formas de bacterias del género Azotobacter. Se observo (Figura 13 y 14) formas celulares
de bacilos, cocos, individuales, en pares o formando agregados irregulares, y algunas veces
formando cadenas de tamafio variable (Roman et al., 2014). De estas placas se realizé la
identificacion bioquimica evaluando el comportamiento quimico de las bacterias frente a la
fermentacion de glucosa, maltosa, manitol y ramnosa (Jiménez, 2007), en el laboratorio de

Microbiologia y Biotecnologia de la Universidad Catdlica Sedes Sapientiae (Aprendice 15).

Figura 12. Incubacién de placas Petri. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 14. Formas de las bacterias observadas en el microscopio. Fuente: Elaboracion propia

Una vez identificadas las bacterias Azotobacter spp. se realiz6 la siembra de las bacterias
por agotamiento en placa Petri (26 placas) con Agar Ashby Manitol a partir de las colonias
antes aisladas (Figura 15).
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Figura 15. Crecimiento de bacterias en Agar Ashby Manitol. Fuente: Elaboracion propia.

Se incubd las placas Petri durante cuatro dias a una temperatura de 28 °C hasta observar

colonias trasldcidas y mucilaginosas (Shahid et al., 2019).

Implementacion de tratamientos para evaluacion del glifosato

Las muestras de suelo cafetalero de la finca El Cedro, pasaron por un proceso de secado en
autoclave y luego se tamizaron (tamiz estandar de 4,75 mm) para obtener granulos
homogéneos.

Con la ayuda de una balanza analitica se realizo el pesado de muestras de 0,5 kg, para ser

colocados en vasos de precipitado de 500 ml dentro del invernadero (Figura 16).

Figura 16. Muestras de suelo en vasos de precipitado. Fuente: Elaboracion propia.
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A cada muestra puesta dentro del invernadero se tomo la medicion de pH, siguiendo el
protocolo de Van Lierop (1981), citado por Jiménez (2007), segun el cual se coloca suelo
tamizado en un vaso de precipitado limpio y agua destilada en proporcion 1:1 p/v; luego la
proporcion se dejo reposar durante cinco minutos y una vez preparada la muestra se tomd la
medicion del pH, haciendo uso de un pHmetro HI9811-5 marca HANNA.

A cada vaso de precipitado con 500 g de suelo se agrego las siguientes cantidades del
herbicida Octano segun tratamiento (T) y sus repeticiones: para T1 se utilizé 1 g de glifosato
diluido en 1 L de agua destilada, T2 se utiliz6 5 g de glifosato diluido en 1 L de agua
destilada, T3 se utiliz6 10 g de glifosato diluido en 1 L de agua destilada, T4 se utiliz6 15 g
de glifosato diluido en 1 L de agua destilada y T5 se utiliz6 20 g de glifosato diluidoen 1 L
de agua destilada.

Una vez preparado el caldo segln el tratamiento, se extrajo 200 ml para ser aplicado en un
volumen de 50 ml cada 24 horas durante cuatro dias, utilizando una pipeta milimétrica.
Una vez terminado la aplicacion del glifosato segun tratamiento, las muestras de suelo se
Ilevaron al laboratorio de suelos del PEAM de Nueva Cajamarca para el analisis de las

propiedades fisicas y quimicas (ver Apéndices 5 - 9).

Recuento de colonias y agregado de granulos de suelo con diferentes dosis de glifosato

Se colocé mecheros de alcohol con llama, para que al momento de sacar las placas Petri de
la incubadora se evite la contaminacion directa o cruzada de las muestras que contenian las
colonias de Azotobacter spp.

Se realizo el primer recuento de las colonias bacterianas haciendo uso de equipo cuenta
colonias J2 Colony Counter marca HINOTEK.

Con la ayuda de pinzas metalicas estériles se sacaron granulos de suelo con diversas dosis
de glifosato para ser colocadas en las placas Petri de Agar Ashby-Manitol con colonias de

Azotobacter spp. a una distancia de 1 cm entre si (Figura 17).
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Figura 17. Colocado de granulos de suelo con diversas dosis de glifosato. Fuente: Elaboracion
propia.

— Las placas Petri fueron nuevamente puestas a incubacion durante 7 dias a una temperatura
de 28 °C.

— Concluidos los 4 dias de incubacion se realizd un nuevo recuento de colonias para
determinar si hubo incremento o disminucion de estas, de modo que podamos evaluar asi el

efecto de las distintas dosis de glifosato sobre la poblacion de Azotobacter spp. (Figura 18).

Figura 18. Recuento de colonias después de agregar suelo con diversas dosis de glifosato.
Fuente: Elaboracidn propia.
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2.3.4. Tratamientos

La investigacion consté de cinco tratamientos y un control absoluto donde solo se le afiadio
agua. En total se acondicion6 26 vasos de precipitado que contenian 500 g de suelo procedente

de la finca El Cedro, a los cuales se agrego la dosis de glifosato por tratamiento (Tabla 5).

Los tratamientos tuvieron como base la dosis comercial del producto del Herbicida Octano (1
kg/200 L de agua), ademas de una sub-dosis y tres sobredosis en las cuales se utilizaron un
multiplo de la dosis comercial. En cuanto a las dosis del herbicida glifosato se siguié cantidades

crecientes empleadas por Martinez et al., (2011).

Tabla 5

Tratamientos experimentales para evaluacion del efecto del glifosato

Tratamiento Dosis del producto comercial Dosis / tratamiento
(kg/200 L) (g/L)
TO (control) 0 0
T1 0,5 1
T2 1(%) 5
T3 2 10
T4 3 15
T5 4 20

(*) Se tomé como base la dosis comercial del herbicida Octano segun ficha técnica

Fuente: Elaboracion propia.

2.3.5. Unidades experimentales

Cada tratamiento consistio en 5 unidades experimentales, cada unidad experimental estuvo
representada por 1 vaso de precipitado que contenia 500 g de suelo por tratamiento en los cuales
se afiadio la dosis por tratamiento (Tabla 5). EIl experimento tuvo 26 unidades experimentales y

un control absoluto que contenia solo agua. Las muestras de suelo con dosis de glifosato
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permanecieron durante siete dias dentro del invernadero, se coloco los granulos de suelo dentro

de las placas con Agar Ashby Manitol y se realizé el conteo de colonias.

2.3.6. ldentificacién de variables y su mensuracion

Las variables de estudio se evaluaron de la siguiente manera (Tabla 6). El recuento de las
bacterias Azotobacter spp. se realizo siguiendo la metodologia empleada por Shahid et al.,
(2019), en la cual se tom6 una muestra de la colonia pigmentada de color marrén, se sembrd en
una placa Petri con Agar Ashby Manitol, las placas por tratamiento (Figura 15) fueron incubadas
a una temperatura de 28 °C durante cuatro dias y finalmente se realizo el conteo (ver Apéndice
13).

Tabla 6

Variables de investigacidn y su mensuracion

Variables Mensuracion Unidad de medida
Variable Dependiente: Recuento de bacterias UFC
. Azotobacter spp. siguiendo a
Poblacion de Azotobacter spp. Shahid et al.
Variable Independiente: Dosis de glifosato g/L

Glifosato

Fuente: Elaboracidn propia.
2.3.7. Disefio estadistico del experimento
Se hizo uso del disefio completamente al azar (DCA), con cinco tratamientos y cinco

repeticiones. La media de los valores obtenidos en los tratamientos se realiz6 mediante la prueba

de comparacion multiple de Kruskal-Wallis (p<0.05).
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2.4. Materiales

2.4.1. Material biologico

Se logré aislar bacterias del género Azotobacter segun formas y colores caracteristicos en un
medio libre de nitrégeno (Figura 19).

Figura 19. Bacterias del género Azotobacter. Fuente: Elaboracion propia.

2.4.2. Herbicida Octano
Descripcion
El herbicida Octano, fabricado por la empresa Montana S.A.C., tiene una composicion de 880

mg/kg, es comercializado bajo la formulacion de granulos solubles, del grupo quimico
fosfonoglicinas en presentaciones de 1 kg (Apéndice 19).
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Propiedades del producto

El ingrediente activo glifosato tiene una solubilidad en agua a 25 °C es de 15 700 mg/L a pH 7,
con un punto de fusion de 189,5 °C, se descompone antes de la ebullicion de 100 °C y no es

volatil. Se recomienda el uso de dosis de 1 kg/200 L de agua (Apéndice 19).

Toxicidad

El glifosato es un plaguicida moderadamente toxico para aves silvestres, anfibios, peces e

invertebrados como las abejas. Su vida media en el suelo varia entre dias e incluso afios.

2.4.3. Materiales equipos

- Equipos de laboratorio: autoclave, estufa, congeladora, balanza, incubadora (Apéndice 20),
contador de colonias (Apéndice 21), multipardmetro (Apéndice 22) y microscopio.

- Equipos de proteccién de bioseguridad: guardapolvo blanco, mascarilla, guantes y gafas.

- Materiales de laboratorio: papel aluminio, matraz, pipeta, probeta, algodon, placa Petri,
mecheros y aza bacterioldgica.

- Reactivos empleados: medio de cultivo Agar Ashby Manitol, alcohol, glifosato y agua

destilada.
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CAPITULO I1I: RESULTADOS

3.1. Determinacion de la presencia de glifosato en el suelo de la finca cafetalera El Cedro
perteneciente a la comunidad nativa El Dorado

Segun los resultados del analisis de suelo (Tabla 7) realizado por el Laboratorio SGS del Pera
SAC através del método de plaguicidas polares rapidos (method QuPPe) que implica extraccion
simultanea con metanol; la muestra de suelo obtenida de la finca EI Dorado, con un Limite de

Cuantificacion (LOQ) de 0,01 no presenta valores detectables de Glifosato (ver Apéndice 3).

Tabla 7
Determinacion de glifosato en suelo cafetalero

Muestra  Determinacion Unidad Resultados LOQ Método de ensayo

1kgsuelo Glyfosato mg/kg  No 0,01 Método de analisis de numerosos
detectable plaguicidas que implica extraccion

simultanea con metanol

Fuente: Laboratorio SGS del Per( SAC.

3.2. ldentificacion morfoldgica de cepas de Azotobacter spp. a nivel de género, presente
en suelos cafetaleros de la zona de Soritor

3.2.1. Morfologia de las colonias

En los aislamientos realizados se evidencié dos morfologias diferentes de las colonias (Figura,

20). El 95 % de las colonias observadas en las placas, incubadas a una temperatura de 28 °C a
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partir de las 48 horas presentaron color amarillento, con aspecto mucilaginoso brillante,
medianas y grandes viscosas, con bordes redondos e irregulares; mientras que, un 5 % presento

color blanco translucido no mucilaginoso.

Figura 20. Morfologia de bacterias del género Azotobacter. Fuente: Elaboracion propia.

3.2.2. Morfologia de las bacterias

Mediante la coloracion Gram se logré identificar dos morfologias celulares, bacilos Gram
negativos ovalados, grandes, gruesos y alargados y bacilos Gram negativos cortos o pequefios.
Ambas morfologias presentaron forma de bacilos hasta cocos, individuales, en pares o formando

agregados irregulares, y algunas veces formando cadenas de tamafio variable (Figura 20 y 21).

Figura 21. Bacilos Gram negativos del género Azotobacter. Fuente: Esqueche y Quispe (2017).
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Figura 22. Bacterias del género Azotobacter. Fuente: Elaboracion propia.

3.3. Identificacion bioquimica de cepas de Azotobacter spp. a nivel de género, presente en

suelos cafetaleros de la zona de Soritor

La Tabla 8 y Apéndice 15 se muestran los resultados de la prueba bioquimica de lectura
inmediata de identificacion a nivel de género de la bacteria Azotobacter, este tipo de prueba
permitié determinar las caracteristicas metabolicas de las bacterias. Las cepas tuvieron
resultados positivos utilizando la técnica de tincion Gram, debido a que estos microorganismos
tienen una capa gruesa de peptidoglicano en su pared. El tipo de célula segin su forma fue
bacilos rectos y cocos en forma de bastones, la reaccidn ante las enzimas catalasa y oxidasa
fueron positivas por la presencia de citocromos; es decir, la reaccion oxidasa positiva ocurre en
microorganismos capaces de desarrollarse y reproducirse en presencia de O2 y producir en
paralelo la enzima catalasa. Las bacterias también mostraron capacidad para fermentar glucosa,

sacarosa, fructosa y maltosa y reduccion de nitratos dando positivo en todas las reacciones.
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Tabla 8
Caracteristicas de las bacterias del género Azotobacter

Caracteristicas Azotobacter

Células Bacilos rectos
Coloracion de Gram -

Catalasa +

+

Oxidasa
Acidificacion de:
- Glucosa

- Sacarosa

- Fructosa

- Maltosa

+ + o+ o+ o+

Reduccion de nitratos

Fuente: Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia UCSS.

3.4. Evaluacion de los cambios de pH del suelo de la finca cafetalera EI Cedro bajo cinco

concentraciones de glifosato en condiciones de invernadero

3.4.1. Analisis fisico quimico del suelo cafetalero sin glifosato de la finca cafetalera El
Cedro

En la Tabla 9, se muestran los valores del analisis de parametros fisicoquimicos de las muestras
de suelo sin emplear el herbicida glifosato. La clase textural fue franco, el valor de pH 5.23, la
materia organica 3.10 %, nitrogeno 0.14 %, fosforo 22.86 ppm y potasio 29.27 ppm; se observa

igualdad en los resultados por parametros de los 5 tratamientos.
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Tabla 9

Datos del analisis fisico quimico del suelo sin glifosato

Muestra Clase pH CE MO N (%) K CIC
textural (ds/m) (%) (ppm)  (ppm)

T1 Franco 523 0,00098 3,10 0,14 22,86 29,27 16,28

T2 Franco 523 0,00098 3,10 0,14 22,86 29,27 16,28

T3 Franco 523 0,00098 3,10 0,14 22,86 29,27 16.28

T4 Franco 523 0,00098 3,10 0,14 22,86 29,27 16,28

T5 Franco 523 0,00098 3,10 0,14 22,86 29,27 16,28

Fuente: Laboratorio de Suelos del PEAM — Nueva Cajamarca.

3.4.2. Analisis fisico quimico del suelo cafetalero con glifosato de la finca cafetalera El

Cedro

En la Tabla 10, se muestran los valores promedios del analisis de parametros fisicoquimicos de

las muestras de suelo con diversas dosis de glifosato empleadas (ver Apéndice 10). La clase

textural fue franca, el valor del pH presentd un limite superior de 5,23 y un limite inferior de

3,88 es decir mientras mayor fue el incremento de la dosis de glifosato las muestras de suelo

tuvieron un pH maés acido. Respecto a la materia organica el promedio se mantuvo en 3,10 %

para todas las muestras, registrandose una ligera variacion en el tratamiento 3y 5 0,29 % de los

demés tratamientos 0,28% respecto al nitrégeno.

Tabla 10

Datos del analisis fisico quimico del suelo con glifosato

Muestra Dosis de Clase pH CE MO N P K CIC
glifosato (g)  textural (ds/m) (%) (%) (ppm) (ppm)

T1 1 Franco 523 12,32 3,10 0,28 1496 132,80 12,32

T2 5 Franco 500 13,02 3,10 0,28 1956 8421 13,02

T3 10 Franco 464 1360 3,10 0,29 16,40 107,86 13,60

T4 15 Franco 427 1187 3,10 0,28 16,36 79,35 11,87

T5 20 Franco 388 11,24 3,10 0,29 17,74 5538 11,24

Fuente: Laboratorio de Suelos del PEAM — Nueva Cajamarca.
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3.4.3. Evaluacion de los cambios de pH del suelo de la finca cafetalera El Cedro bajo cinco

concentraciones de glifosato en condiciones de invernadero

En la Tabla 11 se observan los estadisticos descriptivos (media, desviacion estandar, coeficiente
de variacion y mediana) de pH por dosis de glifosato. La media més alta 5,232 es para T1 que
tuvo la dosis de glifosato con menor concentracion 1 g/L en 500 g de suelo y la media més baja
3,878 es para T5 cuya concentracion de glifosato fue la mas alta 20 g/L en 500 g de suelo,
expresando que existe una progresiva acidificacion del pH del suelo respecto al incremento de
las dosis de glifosato empleadas. En el tratamiento T2 al que se le aplico 5 g de glifosato, la
desviacion estdndar tuvo mayor dispersion de datos con 0,5688 respecto a los demas
tratamientos, esto también influencid para que el coeficiente de variacién de T2 sea el mayor
(11,37%).

Tabla 11

Estadisticos descriptivos de pH por dosis de glifosato

Desviacién

Muestra Dosis n Media i CVv Mediana
estandar
T1 1g 5 5,232 0,0084 0,16 % 5,23
T2 59 5 5,002 0,5688 11,37 % 4,93
T3 10g 5 4,644 0,1946 4,19 % 4,56
T4 159 5 4,270 0,2191 513 % 4,43
T5 209 5 3,878 0,0798 2,06 % 3,90

Nota. CV = Coeficiente de variacidn que se obtiene desviacién estandar entre la media, n es cantidad de muestras
por tratamiento.
Fuente: Elaboracion propia.

La Figura 24 representa la variabilidad de los datos del pH segun las dosis del glifosato respecto
a la media, expresando los valores promedio de las cinco dosis de glifosato suministradas por
cada tratamiento; ademas, la mayor dispersion (11,37 %) se visualiza en la dosis de 5 g y existe

una dispersion bastante reducida (0,16 %) en la dosis de 1 g.
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Figura 23. pH promedio para cada una de las cinco dosis de glifosato.

Nota. | (barras de error). Fuente: Elaboracion propia.

La Figura 25 muestra la aproximacion de los datos de pH a una distribucién normal,
aparentemente se evidencia una distribucion normal, la misma que deberé ser contrastada con

la prueba de normalidad.
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Figura 24. Visualizacion de la normalidad del conjunto de datos.
Nota. Cuantiles muestrales (Sample quantiles) y cuantiles tedricos (Theoretical quantiles).

Fuente: Elaboracién propia.

El pH se distribuye aproximadamente como una distribucion normal (p>0,05), supuesto

necesario para el andlisis de varianza de un experimento (Tabla 12).
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Tabla 12

Prueba de normalidad para el pH a diferentes dosis de glifosato

Test de Normalidad de Shapiro-Wilk
data: pH
W =0,94327, p-value = 0,1761

Nota: p>0.05, los datos proceden de una distribucion normal

Fuente: Elaboracion propia.

La Figura 26 expresa la dispersion existente en los datos dentro de los valores encontrados en

el experimento; es decir, existe mayor dispersion en la dosis de 10 g.
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Figura 25. Boxplot del pH en cada una de las dosis de glifosato.

Nota: El boxplot permite visualizar la dispersion de los datos.
Fuente: Elaboracion propia.

La prueba de homogeneidad de varianzas del pH muestra una dispersion significativa (p<0,05),
lo que indica que no se estd cumpliendo el supuesto de homocedastecidad para el analisis de

varianza paramétrico (Tabla 13).
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Tabla 13

Prueba de homogeneidad de varianzas de pH entre diferentes dosis de glifosato

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = ""mean")

Df F value Pr(>F)
group 4 3,3805 0,02877 *
20

Nota: Signif. codes: 0 “*** 0,001 “**> 0,01 ‘*> 0,05°. 0,1 " 1

Fuente: Elaboracion propia.

Ya que no se cumple con el supuesto de homogeneidad, se utilizd el andlisis de varianza no
paramétrico, Kruskal-Wallis que compara méas de dos grupos utilizando las medianas las cuales
no estan afectadas por los valores extremos. Las medianas en las dosis de glifosato
experimentadas son significativamente diferentes (p<0,05), en al menos una de las cinco dosis
(Tabla 14).

Tabla 14

Analisis de varianza del pH con cinco diferentes dosis de glifosato

Kruskal-Wallis rank sum test

data: pH by Tratamiento
Kruskal-Wallis chi-squared = 21,409, df = 4, p-value = 0,0002627
Nota: p-value<0.05, df= degrees of freedom (grados de libertad).

Fuente: Elaboracion propia.

La tabla 15 muestra la prueba de comparaciones multiples para saber en qué grupos de dosis de
glifosato el pH es diferente de manera significativa. Los datos muestran que en el grupo 3 donde
la concentracion fue de 1/L g y 15 g/L de glifosato por 500 g de suelo existe diferencia
significativa (p >0,05); en el grupo 4 donde las concentraciones fueron 1/L g y 20 g/L de
glifosato por 500 g de suelo existe diferencia significativa (p >0,05) y por dltimo en el grupo 7
donde las concentraciones fueron 5/L g y 20 g/L de glifosato por 500 g de suelo también existe

diferencia significativa (p >0,05).
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Tabla 15
Comparaciones multiples entre el pH de las cinco dosis de glifosato

Prueba de comparacion multiple de Kruskal-Wallis

Grupos p.value: 0,05

Comparaciones  obs. dif critical. dif difference
1 19g-5¢ 4,1 13,06603 FALSE
2 1g-10g 7,9 13,06603 FALSE
3 1g-15¢ 14 13,06603 TRUE
4 1g-20¢ 19 13,06603 TRUE
5 5¢-10¢ 3,8 13,06603 FALSE
6 5g-15¢ 9,9 13,06603 FALSE
7 59-20¢ 14,9 13,06603 TRUE
8 10g-15¢ 6,1 13,06603 FALSE
9 10g-20 ¢ 11,1 13,06603 FALSE
10 15g-20¢g 5,0 13,06603 FALSE

Nota: Diferencia promedio de los rangos (Obs.dif), Valor critico para considerar una diferencia significativa

(Critical.dif). Fuente: Elaboracion propia.

3.5. Evaluacion del comportamiento poblacional de Azotobacter spp. bajo cinco
concentraciones de glifosato aplicado al suelo de la finca cafetalera El Cedro en

condiciones de invernadero

En la Tabla 16 se muestran la cantidad de colonias encontradas en promedio por cada
tratamiento sin la aplicacion de glifosato por placa Petri posterior a 4 dias de incubacion después
de la siembra. Para T1, el promedio mas alto (92 colonias) estuvo en la repeticion 1 y el
promedio mas bajo (82 colonias) en la repeticion 4. En el tratamiento T2, el promedio més alto
(104 colonias) estuvo en la repeticion 5 y el promedio méas bajo (87 colonias) en la repeticion 2.
En el tratamiento T3, el promedio mas alto (104 colonias) estuvo en la repeticion 3 y los
promedios més bajos (80 colonias) en las repeticiones 1y 2. En el tratamiento T4, el promedio
mas alto (113 colonias) estuvo en la repeticion 5 y los promedios mas bajos (89 colonias) en las

repeticiones 1 y 2. Finalmente en el tratamiento T5, los promedios més altos (99 colonias)
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estuvieron en las repeticiones 1y 4 y el promedio més bajo (95 colonias) en la repeticion 2. El
punto de partida de la investigacion no es homogéneo.

Tabla 16

Namero de colonias por placa Petri después de 4 dias de incubacion

Recuento de colonias sin glifosato

Repeticiones Numero de colonias por tratamiento
T1 T2 T3 T4 T5
1 92 91 80 89 99
2 87 87 80 89 95
3 91 92 104 101 98
4 82 88 89 107 99
5 83 104 87 113 97

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 17 se muestran la cantidad de colonias muertas en promedio por cada tratamiento
después de 7 dias de la aplicacion de glifosato. Para T1 donde la concentracion fue de 1g, el
promedio mas alto de muertes (28 colonias) estuvo en la repeticién 2 y el promedio méas bajo
(25 colonias) en la repeticion 4. En el tratamiento T2 donde la concentracién fue de 5 g el
promedio mas alto (50 colonias) estuvo en la repeticion 2 y el promedio més bajo (39 colonias)
en la repeticion 3. En el tratamiento T3 donde la concentracién fue de 10 g el promedio mas alto
(59 colonias) estuvo en la repeticion 2 y el promedio méas bajo (50 colonias) en la repeticion 3.
En el tratamiento T4 donde la concentracion fue de 15 g el promedio maés alto (79 colonias)
estuvo en la repeticién 3 y los promedios méas bajos (75 colonias) en las repeticiones 2 y 4.
Finalmente en el tratamiento T5 donde la concentracion fue de 20 g los promedios mas altos (96
colonias) estuvieron en las repeticiones 4 y 5 y el promedio méas bajo (92 colonias) en la

repeticion 2.
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Tabla 17

Namero de colonias muertas por placa Petri segin dosis de glifosato

Numero de colonias muertas segun dosis de glifosato

Repeticiones (9) por tratamiento
19-T1 5¢9-T2  10g-T3  15¢g-T4 20g-T5
1 27 46 56 76 94
2 28 50 59 75 92
3 27 39 50 79 95
4 25 41 57 75 96
5 26 47 58 78 96

Fuente: Elaboracion propia.

Se observa los estadisticos descriptivos de la muerte de colonias después de 7 dias de haberse
aplicado las diferentes dosis de glifosato (Tabla 18). EI promedio mas alto fue para el
tratamiento T5 (94,6 colonias muertas) y el promedio mas bajo para el tratamiento T1 (26,6
colonias muertas), expresando que existe un progresivo efecto de disminucion de las colonias
en cada placa segun se incrementa la dosis. Respecto a la Desviacién Estandar, el tratamiento
T2 fue el mas alto (4,5056) seguido por el tratamiento T3 (3,5355) es decir estos dos
tratamientos tuvieron mayor dispersion en comparacion a los demas tratamientos, influenciando

también en los valores del Coeficiente de Variacion de estos T2=10,10 % y T3=6,31 %.
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Tabla 18

Estadisticos descriptivos de muertes de colonias por dosis de glifosato

) Dosis ) Desviacion )
Tratamiento n Media ] CVv Mediana
(9) estandar

T1 1 5 26,6 1,1402 4,29 % 27
T2 5 5 446 4,5056 10,10 % 46
T3 10 5 56,0 3,5355 6,31 % 57
T4 15 5 76,6 1,8166 2,37 % 76
T5 20 5 94,6 1,6733 1,77 % 95

Nota. CV = Coeficiente de variacién que se obtiene desviacion estandar entre la media, n es cantidad de muestras
por tratamiento.
Fuente: Elaboracion propia.

Se representa la variabilidad de datos respecto a su media indicando las muertes de colonias
bacterianas del género Azotobacter segun dosis de glifosato suministrada (Figura 27). La mayor
dispersion (10,10 %) se expresa en el grupo de 5 g y la més reducida (1,77 %) se encuentra en

el grupo de 20 g.
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Figura 26. Muertes promedio de colonias para cada una de las cinco dosis de glifosato.

Nota: Las barras de error representan la variabilidad de los datos respecto a su media.
Fuente: Elaboracion propia.
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El conjunto de los datos se aproxima a una distribucion normal (Figura 28) mostrando una

aparente normalidad.
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Figura 27. Visualizacion de la normalidad del conjunto de datos.

Nota. Cuantiles muestrales (Sample quantiles) y cuantiles teéricos (Theoretical quantiles).
Fuente: Elaboracion propia.

Las muertes de colonias bacterianas no se distribuyen como una distribucién normal (p>0,05),

supuesto necesario para el analisis de varianza (Tabla 19).

Tabla 19

Prueba de normalidad para muertes de colonias a diferentes dosis de glifosato

Shapiro-Wilk normality test

data: Muertes
W =0,91793, p-value = 0,04598

Nota: p<0,05, los datos no proceden de una distribucién normal.

Fuente: Elaboracién propia.

El conjunto de los datos encontrados en el experimento expresa mayor dispersion y un dato

atipico se muestra en la dosis de 10 g (Figura 29).
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Figura 28. Boxplot de muertes de colonias en cada una de las dosis de glifosato. Fuente:
Elaboracién propia.

La prueba de homogeneidad de varianzas de las muertes de colonias muestra una dispersion
significativa (p<0,05) lo cual indica que no se cumple este supuesto para un analisis de varianza

paramétrico (Tabla 20).

Tabla 20

Prueba de homogeneidad de muertes de colonias y diferentes dosis de glifosato

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = ""mean"")
Df F value Pr(>F)
group 4 3,0574 0,0406 *

20
Nota: Signif. codes: 0 “***> (0,001 “*** 0,01 “**0,05°°0,1°"1

Fuente: Elaboracidn propia.

Como no se cumplen los supuestos se utiliza la prueba de Kruskal-Wallis (Tabla 20), obteniendo

como resultado que existe diferencias significativas (p<0,05) en al menos una de las cinco dosis.
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Tabla 21

Analisis de varianza de las muertes de colonias con cinco dosis de glifosato

Kruskal-Wallis rank sum test

data: Muertes by Tratamiento

Kruskal-Wallis chi-squared = 23,022, df = 4, p-value = 0,0001254
Note: p-value<0,05, df= degrees of freedom (grados de libertad).

Fuente: Elaboracion propia.

La tabla 22 muestra la prueba de comparaciones multiples para saber en qué grupos de dosis de
glifosato la muerte de colonias es diferente de manera significativa. Los datos muestran que en
el grupo 3 donde la concentracion fue de 1 g/L y 15 g/L de glifosato existe diferencia
significativa (p >0,05) en la muerte de colonias de Azotobacter spp. después de los 7 dias; en el
grupo 4 donde las concentraciones fueron 1 g/L y 20 g/L de glifosato existe diferencia
significativa (p >0,05) en la muerte de colonias de Azotobacter spp. después de los 7 dias y por
ultimo en el grupo 7 donde las concentraciones fueron 5 g/L y 20 g/L de glifosato también existe
diferencia significativa (p >0,05) en la muerte de colonias de Azotobacter spp. después de los 7
dias.

Tabla 22

Comparaciones multiples entre muertes de colonias y cinco dosis de glifosato

Prueba de comparacion multiple de Kruskal-Wallis

Grupos p-value: 0,05

Comparaciones  obs. dif critical. dif difference
1 19-5¢ 51 13,06603 FALSE
2 19-10g 9,9 13,06603 FALSE
3 1g-15¢ 15 13,06603  TRUE
4 1g-20 g 20 13,06603  TRUE
5 50-10¢ 4,8 13,06603 FALSE
6 50-15¢ 9,9 13,06603 FALSE
7 59-20 g 14,9 13,06603  TRUE
8 10g-15¢g 51 13.06603  FALSE
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Continuacién
9 10g-20¢g 10,1 13,06603 FALSE
10 15g-20¢g 5 13,06603 FALSE

Nota: obs.dif=diferencia promedio de los rangos. Critical.dif=valor critico para considerar una diferencia
significativa (diference).

Fuente: Elaboracion propia.
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CAPITULO IV: DISCUSIONES

4.1. Determinacion de la presencia de glifosato en el suelo de la finca cafetalera El Cedro

perteneciente a la comunidad nativa El Dorado

El glifosato dio valores no detectables con un limite de cuantificacion de 0,01 mg/kg en el
analisis realizado en laboratorio SGS del Pert (Tabla 6). Sin embargo, diversos autores
demostraron que las moléculas de glifosato se mantienen en el suelo por meses, segun
condiciones climéticas y caracteristicas del suelo (Montero et al., 2017 y Ansari et al., 2019), al
adherirse con la materia orgénica y la arcilla (Sidoli et al., 2015; Sousa et al., 2019) y para ser

adsorbido necesita de suelos con mayor cantidad de materia organica (Pérez et al., 2013).

Las condiciones climéticas como las lluvias frecuentes, debido a la lixiviacion, trasladarian esta
sustancia (Rivera, 2018 y Camino y Aparicio, 2010) y la actividad microbiana podria disiparla
en forma de carbono, nitrégeno y fésforo; se ha demostrado que la degradacion microbiana es
una de las formas para descomponer los residuos de herbicidas (Bortoli et al., 2012). Ademas,
existe riesgo potencial que este compuesto afecte los ciclos bioldgicos del suelo (Ansari et al.,
2019). Y, considerando el suelo como un sistema dindmico vivo que contiene muchas enzimas
que participan en reacciones de adsorcién, oxidacion, reduccién, hidrélisis y complejacion; los
herbicidas van a influir en cambios temporales de caracter e intensidad sobre la actividad de los

microorganismos del suelo (Santric et al., 2018).
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4.2. ldentificacidbn morfoldgica y bioquimica de cepas de Azotobacter spp. a nivel de

género, presente en suelos cafetaleros de la zona de Soritor

Las colonias de las bacterias del género Azotobacter después de las 48 horas de incubacion a 28
°C presentaron colores amarillentos y mucilaginosos transparentes, al realizar la tincion a través
de microscopia dptica fueron Gram negativas y se presentaron en formas de bacilos de diversos
tamanos. Estos resultados concuerdan con diversos autores (Tejera et al., 2005; Aquilanti et al.,
2004; Valderrama, 2013; Roman et al., 2014; Garcia, 2019 y Shahid et al. 2019), los cuales al
incubar placas Petri con Agar Ashby que contenian cepas de Azotobacter por 48 y 72 horas a
28 °C las colonias presentaron el fenotipo mucosas y color blanquecino, mucilaginoso
transparente, marron mucilaginoso y bordes redondeados e irregulares; otros investigadores
como Jnawail et al., (2015), Esqueche y Quispe (2017) y Kumar et al., (2019) mostraron que
las bacterias del género Azotobacter son Gram negativas, viven en presencia de oxigeno, tienen

formas diversas como bacilos y cocos.

El género de bacterias Azotobacter se identificd bioquimicamente mediante pruebas como
movilidad, coloracion de Gram, catalasa, oxidasa, reduccion de nitratos y acidificacion de
glucosa, sacarosa, fructosa y maltosa con valores positivos. Estos resultados concuerdan con
los encontrados por (Vélez y Orellana 'y 2010 Ledn y Rojas, 2015) que de acuerdo con pruebas
bioguimicas determinaron que Azotobacter poseen enzimas catalasa, oxidasa, ureasa, amilasa,

utiliza citrato como fuente de carbono y es Gram negativa.

4.3. Evaluacion de los cambios de pH del suelo de la finca cafetalera EI Cedro bajo cinco

concentraciones de glifosato en condiciones de invernadero

El pH, tomado como referencia antes de aplicar ningun tratamiento y segin analisis de
laboratorio, ha dado un valor de 5,23 considerado relativamente &cido. Con la aplicacion de los
tratamientos se ha dado una constante disminucion del pH, debido a que las concentraciones

altas de glifosato, al degradarse son liberados los grupos amino, siguen reacciones y liberan
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iones H* que acidifican el suelo (Florida et al., 2012). EI mismo autor considera que esto es

comun en los suelos tropicales.

Las mayores diferencias significativas (p<0,05) sobre la disminucion del pH al suministrar
diversas dosis de glifosato a las muestras de suelo encontradas en el analisis de comparaciones
maultiples fueron en los grupos 1y 15 g (14,0), 1y 20 g (19,0) asi como en 5y 20 g (14,9). Estos
valores de pH decrecientes se atribuyen a procesos de disociacion acido-base segun
composicion mineraldgica del suelo (Ramos, 2016). Por otro lado, mencionan que la adsorcion
de la molécula de glifosato a las particulas del suelo disminuye con el incremento en el pH,
puesto que la adsorcion de aniones esta acoplada a la liberacion de iones OH", es decir la
adsorcion se encuentra favorecida a pH bajos; los mismos autores mencionan también, que
disminucion temporal de pH en el suelo se debe a la carga sobre la molécula debido a los
procesos de disociacion acido-base y a la carga superficial de los adsorbentes (Camino y
Aparicio, 2010).

Al darse un proceso de acidificacion temporal en el suelo segun el experimento realizado en
condiciones controladas podria afectar considerablemente el desarrollo de las bacterias fijadoras
de nitrogeno (Lara et al., 2007). Pues estos microorganismos viven en medios de suelo cercanos

a pH neutro (Salazar y Aldana, 2011).

4.4. Evaluacion del del comportamiento poblacional de Azotobacter spp. bajo cinco
concentraciones de glifosato aplicado al suelo de la finca cafetalera El Cedro en

condiciones de invernadero

Los herbicidas no han sido hechos para inhibir microorganismos, pero algunos podrian ser una
amenaza para la poblacion microbiana (Rivera, 2018). Especificamente, el glifosato en su
formulacion comercial afectd de manera significativa segin dosis suministradas disminuyendo
la poblacion de microorganismos fijadores de nitrégeno Azotobacter spp. (KW = 23,022, p-

value = 0,0001254). Existe una disminucién del nimero de colonias (Tabla 15 y 16) del género
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Azotobacter a medida que se aplica las dosis de glifosato cuya toxicidad fue experimentada por
investigadores como Shahid et al. (2019) al afirmar que dosis altas de glifosato pueden producir
rupturas en las membranas e incluso muerte celular, disminuyendo significativamente la
poblacién porcentual (41 %) de bacterias debido a la solubilidad, movilidad y absorcién del
compuesto. Del mismo modo Boértoli et al. (2012) observaron que a medida que aumenta la
concentracion del glifosato, el nimero de microorganismos Gram negativas fijadores de
nitrégeno disminuye, debido a la alteracion en la biomasa y la actividad microbiana y al alto

grado de sensibilidad que presentan las bacterias frente a las moléculas del glifosato.

Conde (2011) determind que el glifosato en funcion de la dosis utilizada tuvo un efecto negativo
sobre la densidad de poblaciones benéficas de Pesudomonas flurescens y Trichoderma
harzianum debido a la alteracion de las interacciones de los microorganismos, favoreciendo el
patdgeno en detrimento del antagonista. El glifosato no solo afecta poblaciones de bacterias del
género Azotobacter, al suministrase diversas dosis de este compuesto al suelo afecta también a
otras poblaciones de bacterias y hongos; ademas, incrementa la temperatura, el pH y la materia
organica, propiedades del suelo que condicionan el desarrollo de la microbiologia edéafica
(Florida et al., 2012). Se ha visto una disminucion significativa de la poblacion de las bacterias
Azotobacter segun las dosis de glifosato empleadas en cada tratamiento, sobre todo durante las
48 h después de aplicado el herbicida. Conde (2011) y Bail6n et al., (2015) mostraron resultados
similares en estudios acerca de los efectos de herbicidas sobre la diversidad microbiana del suelo
y demostraron que el uso intensivo del glifosato en los terrenos de cultivo trae consigo la escasez

de los microorganismos del suelo.

Las bacterias del género Azotobacter tienen la capacidad de convertir el nitrdgeno atmosférico
en amonio para que este elemento pueda ser asimilado (Lara et al., 2007). Por lo tanto, estos
microorganismos que se desarrollan en suelos de diversos ecosistemas donde no se utilizan
plaguicidas, favorecen la fertilizacién de los suelos y el desarrollo vegetativo de las plantas
(floracidn, altura, volumen radicular, etc.) incluyendo la cantidad y calidad de la produccion
(Escobar et al., 2011 y Florida et al., 2012). La investigacion, conservacion y propagacion de
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estos microorganismos favoreceran la conservacion de los suelos y la calidad de los productos,

de modo que se vaya practicando una agricultura ecoldgica.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

El suelo cafetalero de la comunidad nativa EI Dorado presenta cantidades de glifosato no
detectables segun el método de plaguicidas polares rpidos con un limite de cuantificacion
de 0,01 mg/kg de suelo, lo cual fue evaluado a 30 dias de aplicado el herbicida Octano.

Las bacterias fijadoras de nitrégeno del género Azotobacter cultivadas en 27 placas,
incubadas a 32 °C, utilizando el medio de cultivo Agar Ashby Manitol, presentaron formas
de bacilos y cocos con fluorescencia, se identificaron bioquimicamente como Gram

negativas y reaccionaron de manera positiva a diversos azucares.

El glifosato, en su formulacion comercial de granulos solubles, segun dosis empleadas en
el experimento afectd el pH del suelo de manera significativa (KW = 21,409, p-value =

0,0002627), en un proceso temporal de acidificacion que va desde 5,23 hasta 3,88.

El glifosato, en su formulacién comercial de granulos solubles, seglin dosis empleadas en
el experimento afectd a las bacterias Azotobacter spp. disminuyendo su poblacion de
manera significativa (KW = 23,022, p-value = 0,0001254) y en ningun caso este

ingrediente activo estimulé su crecimiento.
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar analisis del suelo en diversos periodos posteriores a la aplicacion
del glifosato para determinar su permanencia y proceso de adsorcién segun las
propiedades fisicoquimicas del suelo.

Se recomienda a los agricultores guiarse por las buenas practicas ambientales y segun
trabajo seguro en el momento de manipular el herbicida y aplicarlo en campo por el riesgo
potencial para la salud y la contaminacién de otras plantas como cereales dentro de los

cultivos de café.

Estudiar el comportamiento de las bacterias Azotobacter spp. frente a otros pesticidas

utilizados en la agricultura.

Realizar investigaciones sobre identificacion de diversas especies de bacterias fijadoras

de nitrégeno a nivel molecular.

Se recomienda en investigaciones posteriores analizar el pH del agua que se usara para
utilizar los tratamientos en campo por la influencia de este parametro en la eficiencia del

herbicida.
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TERMINOLOGIA

Agricultura. Es una actividad realizada de manera convencional o tecnificada que incluye un
conjunto de interacciones dinamicas entre factores bidticos y abidticos; por ejemplo, los tipos

de suelo, los microorganismos y las plantas (Vargas y Castro, 2019).

Bacteria. Es el conjunto de microorganismos caracterizado por ser el mas numeroso y pequefio
del suelo, por lo general no suelen fabricar sus propios alimentos (heterétrofos) y su actividad
la realizan dentro de la descomposicion de la materia orgénica (Jaramillo, 2002).

Colonia. Es un conjunto de bacterias agrupadas en una sola masa de célula, que pertenece a una
misma especie, ha crecido a partir de una sola célula y puede observarse a simple vista sobre el
medio de cultivo que se ha preparado (Barrero, 2016).

Fijacion bioldgica del nitrogeno (FBN). Mecanismo realizado por algunas bacterias que
consiste en la conversiéon de nitrégeno en amoniaco de manera simbidtica o asimbiotica
(Ramirez y Ugaz, 2014).

Herbicidas. Son aquellos productos fitosanitarios, en su mayoria sintéticos, cuya funcién es
combatir las malezas dentro de un campo de cultivo a través de la entrada en las células de las

plantas ya sea de forma parcial o total (Nicholls y Altieri, 1997, citado por Vera, 2011).

Medios de cultivo. Son preparados a base de agua y nutrientes con el contenido y condiciones
adecuadas para ser asimilado por los microorganismos en su proceso de metabolismo,
permitiendo su crecimiento si se cuenta con las condiciones fisicoquimicas adecuadas (Barrero,
2016).

Microorganismos. Es el conjunto de seres vivos con un tamafio menor a 200 um, que se
desarrollan en ecosistemas terrestres y acuaticos distribuidos en todo el planeta (Jaramillo,
2002).
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Nitrogeno. Es un elemento quimico que se encuentra en la atmosfera terrestre en un 78 %, su
estado es gaseoso a temperatura y presion ambiental, siendo en su forma diatdmica

relativamente inerte (Pacheco Avila et al., 2002, citado por Candela, 2016).

Nitrogenasa. Es la enzima producida por algunas bacterias que reduce el nitrdgeno molecular

en amoniaco (Jaramillo, 2002).
Rizésfera. Es la zona del suelo més cercana a las raices de los arboles donde se desarrollan

diversos microorganismos implicados en la descomposicién de la materia organica (Jiménez,
2007).
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Apéndice 1. Autorizacion para uso del Laboratorio de ciencias basicas
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Nueva Cajamarca, 8 de julio del 2019
Estimado:

Sr. MARCO AVELLANEDA VASQUEZ
Alumno de Ingenieria Ambiental

ASUNTO: AUTORIZACION PARA EL USO DE LABORATORIO

De mi especial consideracion.-

Estimado alumno, sirva la presente para comunicarle que tras didlogo con el Jefe de
Laboratorio de Ciencias Basicas, Ing. Denis lzquierdo Hernandez, se AUTORIZA su pedido de
usar fas instalaciones de laboratorio para los fines que usted expresa: ejecutar investigacion
para la obtencion de su titulo profesional.

Le pido también gque coordines con el ing. lzquierdo las condicione del uso la misma que no
debe interrumpir las horas de practicas de los alumnos.

Sin otro particular, quedo agradecido por su atencion.

Atentamente,

Ditector Agmin:strativo 3

76



Apéndice 2. Medio Agar Ashby Manitol

Nombre Formula Cantidad (g/L)
Manitol CeH1406 20,00
Hidrdgeno fosfato dipotasico K>HPO4 0,20
Sulfato de magnesio MgSQO4 0,20
Cloruro de sodio NaCl 0,20
Sulfato de potasio K2SO4 0,10
Carbonato de calcio CaCO3 5,00
Agar C14H2409 15,00
pH (25 °C) 7,4 0,2

Fuente: Shahid et al., (2019).
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Apéndice 3. Reporte de andlisis de suelo sobre rastros de glifosato

Informe N° 381501/768858
> | File : O/L AGRI/AG-230134-01A

Lima (Peru), 17 de enero, 2020

Pag. 1de 1
REPORTE DE ANALISIS

1. A solicitud de 2 UNIVERSIDAD CATOLICA SEDES SAPIENTIAE
2. Analisis a realizar : Determinacion de residuos de Pesticidas.
3. Producto identificado como 5 Suelos

Identificado por el cliente como : SUELOS / ANALISIS GLIFOSATO - UNIVERSIDAD

CATOLICA SEDES SAPIENTIAE

4. Cantidad de muestra recibida : 01 Kg. aprox.
5. Fecha de recepcion de la muestra : 06 de enero, 2020
6. Caracteristicas y condiciones

De recepcion de la muestra . Bolsa plastica
T Fecha de finalizados los analisis 3 17 de enero, 2020

De acuerdo con el Informe de Ensayo RM*56897, de laboratorio tercero acreditado, los resultados se
transcriben a continuacion:

Determinacion (*) Unidad Resultados LoQ Método de ensayo

Quick method for the analysis of
numerous highly polar pesticides in
food of vegetable origin through LC-
Glyfosato mg/Kg No Detectable 0,01 MS/MS that involves simultaneous
extraction with methanol (Method
QuPPe).

LOQ: Limite de Cuantificacion

Los resultados emitidos en el presente Informe de Anélisis corresponden a los ensayos salicitados y realizados a la
muestra recibida descrita en el item 3.

$GS del Pert SALC.
Iture, Food and Life
Maria Gracia Verand

P19101

Este documentoes emitido car Ia Comoatia bajo sus C Servico, que

agi Ihwvaw 555 peles-ES/ Terms and-Conaltions aspy.

Ultima Revisda Juka 2015 1w, Emer Faucent 3348 - Calan 11 {51.1) 577 1900 wawisgspe

Membio gel Grupo SG5 {Sacéte Gandeals de Survedance

oN

V66919

78



Apéndice 4. Reporte de andlisis propiedades fisicas y quimicas del suelo muestra patron

SanM

LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS - ESTACION EXPERIMENTAL DE NUEVA CAJAMARCA
Av. Cajamarca Norte N* 1151, Los Olivos IV Etapa - Distrito de Nueva Cajamarca
Provincia de Rioja, San Martin. Teléfono 556443

PERU

rtin

Inclusiva y Solidaria
GOBIERNO REGIONAL

RESULTADO DE ANALISIS DE SUELO - CARACTERIZACION
EFECTO DEL GLYFOSATO SOBRE LA POBLACION DE Azotobacter spp.

OCaanm

mvsc O wacuu. AI.TO MAYO

NOMBRE PRESENTE EN EL SUELO CAFETALERO DE EL DORADO - PROVINCIA PROFUNDIDAD 0-15¢m
PROCEDENCIA Comunidad Nativa E1 Dorado FECHA DE REPORTE 18.0ct-19
FECHA DE INGRESO : 4019 CULTIVO Café bajo sombra
ATENCION - Marco E. Avelianera Vasquez
Anillsls FI1s1co Knallsls _Quimico
Conduce
CLAVE z Textura tividad Elementos Disponibles | § 3 § Elementos Cambiables
Eléetrica Materia
2| tamora ek PROCEDENCIA ylo AGRICULTOR o Tk H Organica i
TORIO 83 Arena| Arcitia | Limo £ E O R S ca” | mg* | Nat| Ko [ are [P0
g
% % % 1:1 % % % | ppm | ppm / 100 gr de suelo %
1 | ASC19 - 0608 p"i:f;‘m CC.NN. El Dorado - Moyobamba  |42.12| 16.48 {41.40 Franco 1.44{523 000098 | - | 3100 |0.140 2286 29.27 | 16.28 | 12.40 | 1.86 (0.4 0.08 | 1.80 | 11.1%
UTM 18 M 241570 £, 5364518 N S T IR B
METODOLOGIA EMPLEADA EN LOS ANALISIS:
Tetura : Hidrémetro de Bouyoucos Matoria Orgdnica Walkley y Black Sodio y Potasio Fotometria de Liams
pH Potenciémaetro en suspensidn suelo: agua Nitrdgano Micro Kjeldahi Calcio y Magneslo Versenato ED.T.A
Conductividad Edctrica Extractc acuoso en la relacidén suslo: agua 1:1 Fosforo Olsen Modificado Aluminio camblable Yuan, extraccién con KCI 1N
Carbonatos con de Bermard C de Caticni Suma de Bases cambiables Acidaz Activa Yuan, extraccién con KCI 1N
B
e MHW

CILP N 32783

79




Apéndice 5. Reporte de analisis propiedades fisicas y quimicas del suelo tratamiento 1

LABORATORIO DE ANALISIS AGRICOLAS DE SUELOS - ESTACION EXPERIMENTAL DE NUEVA CAJAMARCA

Av. Cafamarca Norfe N* 1151, Las Olivos [V Etapa - Distrito de Nueva Cajamarca
Provincia de Riofa, San Martin. Teléfono 556443

San Martin

GOBIERNO REGIONAL

st peienerol

EFECTO DEL GLIFOSATO SOBRE LA POBLACION DE Azotobacter spp, PRESENTE

RESULTADO DE ANALISIS DE SUELO - CARACTERIZACION

PROYECTO ESPECIAL ALTO MAYO

Direcciin de Desarmlis Agropecusrii

NOMBRE EN EL SUELO CAFETALERO DE EL DORADO - MOYOBAMBA, SAN MARTIN PROFUNDIDAD : 0-30em
PROCEDENCIA : Comunidad Nativa "El Dorade” - Moyobamba, San Martin FECHA DE REPORTE H 1-Jul-20
FECHA DE INGRESO : 28-Feb-20 cuLTIVO : Café bajo sombra
| ATENCION MARCO E. AVELLANEDA VASQUEZ
Andlisis Fisico Analisis uimico
o Conduc. o
Textura : fividad 8 | Elementos Disponibles | 52 § Elementos Cambiables
’ CLAVE : . 2 Eléctic E E :
£| LaBORA_ PROCEDENCIA y/o AGRICULTOR s |0 pH : § §5
TORIO g Arena | Arcila | Limo ] E a N P K |8 -ﬂg ca’ | Mg | Na K" P
a &' o E nde Al
w
= =
% % % 1:1 % % meq | 100 gr de suelo %
1 'TESTIGO !UTM 18M 241579 E, 9364518 N| 4242 1648 | 41.40|  Franco 144 | 523 000098 | - | 3100 (04140} 2286 | 2927 | 1628 | 1240 | 1.86 | 014 | 008 | 180 [11.1%

T

TM 18M 241579 E, 9364518

™

T

| 0.00524 |

{13604 | 13.30 |

Textura

oH

Conductividad Elécirica
Carbonates

METODOLOGIA EMPLEADA EN LOS ANALISIS:

Hidromeiro de Bouyoucos

Petencidmeliro en suspensian suelo: agua
Extractn acuceo en la relacion susk: agua 1.1
Gasovelumétrico cen caleimetra de Bernard

Carios Egoavil De la Cruz
CIP. N 32743

Materia Organics
Mitrégene
Fosforo

Capacidad ds Intercambio Catidnico

80

Walkley y Black
Micre Kjekiahl
Olsen Medificade
Suma de Bases cambiahles

Zogio y Potasio
Calcle y Magnesio
Aluminia cambiable
Acidez Activa

AN

Gleader Huiz Flores
Laboratorista de Suelos

Fetomatria da Liama
Versenato ED.TA

Yuan, extraceisn eon KCI 1N
Yuan, extraccian eon KCI 1N



Apéndice 6. Reporte de anélisis propiedades fisicas y quimicas del suelo tratamiento 2
LABORATORIO DE ANALISIS AGRICOLAS DE SUELOS - ESTACION EXPERIMENTAL DE NUEVA CAJAMARCA
” Av. Cajamarca Norte N® 1151, Los Qlivos IV Etapa - Distrito de Nueva Cajamarca
San MQI‘tln Provincia de Ricja, San Martin. Teléfona 556443

GOBIERNO REGIONAL RESULTADO DE ANALISIS DE SUELO - CARACTERIZACION ﬁe Q m

PROYECTO ESPECIAL ALTO MAYO

EFECTO DEL GLIFOSATO SOBRE LA POELACION DE Azotcbacter spp. PRESENTE lNireccion de Desarrniic Agropecuariy
EN EL SUELO CAFETALERO DE EL DORADO - MOYOBAMEA, SAN MARTIN PROFUNDIDAD : 0-30em
PROCEDENCIA : Comunidad Nativa "El Dorado” - Moyobamba, San Martin FECHA DE REPORTE : 1-Jul-20
FECHA DE INGRESO : 28-Feb-20 CULTIVO z Café bajo sombra
2 ATENCION E MARCO E. AVELLANEDA VASQUEZ
Analisis Fisico Andlisis Quimico
2 Conduc- o
Textura . tividad Elementos Disponibles | &5 § Elementos Cambiables
o CLAVE B Eléctica B
S| LABORA_ PROCEDENCIA y/o AGRICULTOR = E 35 [
ARORa w Clase Textural | @ £ e a o - +
g Arena Arcilia Limo 2 3- = N B K £ Ca Mg Na K AT e
5 E
% % % 1:1 - mea / 100 gr de suelo
1! ASC20-0100 ! {UTM 18M 241643 E, 9364571 N| 4388 | | ! Franco 000783 | - | 3400 | {1900 {13118 | 1352 | i D032 |
4360 | Franco i 0.00821 ] : i 18. : 140 | 028
Franco 000702 | - | ; 88 | § {150 | 030
0.00756
| 4390 | Franco | 150 |

METODOLOGIA EMPLEADA EN LOS ANALISIS:

Textura Hidrémetro de Bouyoucos Materia Crganica i Walkiey y Black Sadlo y Pofasio : Faotometria de Llama

oH : Peotanciémetro en suspensidn suelo: agua Nitrdgana : Micro Kjeldahl Calclo y Magnesia ] Versenato ED.T.A
Conductividad Eléctrica L Entracic acupso en |a refacidn suelo: agua 1.1 Fosfere i Olsen Modificado Aluminio cambiable : Yuan, exiraccidn con KCI 1N
Carbonates - Gasovolumedrico con calcimedro de Bernard Capacicad de Infercambio Catlonico Suma de Bases camblables Acldez Activa H Yuan, exiraccion con KGN

sileode ¥ uiz Flores
Labaratorista de Sustas

. Carlos Egoavil De la Cruz
CLP-Ne32743
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Apéndice 7. Reporte de anélisis propiedades fisicas y quimicas del suelo tratamiento 3

. LABORATORIO DE ANALISIS AGRICOLAS DE SUELOS - ESTACION EXPERIMENTAL DE NUEVA CAJAMARCA
m P Av. Cajamarca Norte N° 1151, Los Olivos IV Etapa - Distrito de Nueva Cajamarca
. Qﬁ‘-"?* San Martln Provincia de Ricfa, San Martin. Teléfono 556443
3_&&?(‘.3 ‘: GOBIERNO REGIONAL RESULTADO DE ANALISIS DE SUELO - CARACTERIZACION c o m
“}‘5"'3:«;:‘ ol PROYECTO ESPECIAL ALTO WMAYO

EFECTO DEL GLIFOSATO SOBRE LA POBLACION DE Azotobacter spp. PRESENTE Dreccibn de Desarroll Agropecuario
NOMERE : EN EL SUELO CAFETALERC DE EL DORADO - MOYOBAMBA, SAN MARTIN PROFUNDIDAD . 0-30 em
PROCEDENCIA F Comunidad Mativa "El Doradg™ - Moyobamba, San Martin FECHA DE REPORTE £ 1=Jul-20
FECHA DE INGRESO : 28-Feb-20 CULTIVO H Café bajo sombra
3 ATENCION 2 MARCO E. AVELLANEDA VASQUEZ
o Andlisis Fisico Andalisis Quimico
. = :
CLAVE g Textura Elementos Disponibles. 'S_E 8 Elementos Cambiables
LABORA o ROCEDENCIA yio AGRICULTO :
£ TORIO w | - e Clase Textural é_ﬁﬁ
3 Arena | Arcilla Lime N P K £6 | ca* | Mgt | Na' K A
o
S b b b m meg [ 100 grde suelo. ]
T3 UTM 18M 241672 E. 9364557 N Franco 1 0.290 17.20 12470 1276 1,38 0.36
T3 | ! Franco 02688 | 16:80 | 11660 | 1394 | 154 | 030 | 030 | 180 [129%
T3 | i Franco {0288 | 16.00 | 90.69 | 1325 | i o160
w5 ! Franco {0287 1490 | 12656
i { Franco {0289 1710 | 77.74
METODOLOGIA EMPLEADA EN LOS ANALISIS:
Textura i Higremetro de Bouyoucos Materia Organica i ‘Walkley y Black Sodic y Potaslo : Fotometria de Liama
pH ] Patenciometra en suspensian suele: agua MNitrogene i Micra Kjeldah! Calcio y Magnesia 1 Versenato ED.T.A
Conductividad Eléctrica : Extracto acuceo en la relacion suslo: agua 1:1 Fasfara : Olgen Medificado Aluminic cambiable : Yuan, extraccian con KCI 1N
Carbonatos £ Gasovolumétrico con calcimetro de Barnard Capacidad de Intercambic Catiénico : Suma de Bases camblables Acidez Activa - Yuan, extraccion con KGN
WEB® Ing. Carlos Egoavil De la Cruz. Gleoder Huiz Flores
CIP N 32743 Laboratonsta de Sueks
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Apéndice 8. Reporte de andlisis propiedades fisicas y quimicas del suelo tratamiento 4
LABORATORIO DE ANALISIS AGRICOLAS DE SUELOS - ESTACION EXPERIMENTAL DE NUEVA CAJAMARCA

Av. Cajamarca Norte N° 1151, Los Olives IV Etapa - Distrito de Nueva Cajamarca

San Martin Provincia de Rioja, San Martin. Teléfono 556443

GOBIERNO REGIONAL RESULTADO DE ANALISIS DE SUELO - CARACTERIZACION

i€ puodin duik

PROYECTO ESPECIAL ALTO MAYOD

I¥reccinn de Dasarnn Agropecuann

EFECTO DEL GLIFOSATO SOBRE LA POBLACION DE Azotobacter spp. PRESENTE

NOMBRE z EN EL SUELO CAFETALERO DE EL DORADOQ - MOYOBAMBA, SAN MARTIN PROFUNDIDAD = 0-30cm
PROCEDENCIA x Comunidad Nativa "El Dorada” - Moyekamba, San Martin FECHA DE REPORTE . 1=Jul-20
FECHA DE INGRESO 28-Feb-20 CULTIVO : Café bajo sombra
4 ATENCION : MARCO E. AVELLANEDA VASQUEZ
Analisis Fisico Analisis Quimico
g : Conduc. FolE = :
CLAVE g Textura T fividad E = 8 | Elementos Disponibles | €3 § Elementos Cambiables
i & Eléctrica TE E
g LABORA. PROCEDENCIA ylo AGRICULTOR|—— : —i Toctural | 28 | eH 2 i i § Eg :
s Arena | Arcilla Limo E E E 5 N P K £ ca” | Mg” | Na K A (e
o w =
% % g = meq [ 100 gr de suelo
1 Franco | 153 | 4.03 | 0.00806 | - | 3. 41 780 | 106 | :

| ASC20-0102 |

Franco : 2 0.00976
Franco : X 0.01257
Franco

France

METORCLOGH EMPLEADA BN LOS ANALISIS:

Testua Higrtmelrn de Bauyouces Matena Organka Wisihley y Black Sode y Polasio FutomesTa os Liama

P Potercicmebo en suspension suek: sgua Pesigenc Micro Kiskdahl Calcic y Magresia Verserato ED.T A
Conduchvidad Eiectrica Extracio acuase en 3 relaciin susio. agua 11 Fisiom DOfsen Modhcado Aluminio cambiaiie Yuan, esraccion con KT N
Carbonatos Gasoviumdirico con caitimedro de Bemard Cepecidad de Intercamibi Calitnico Suma de Bases Lambiables Ackdez Acliva Yuan, eatraccion con KCI 1N

Gleodel -uiz Flores
Laboratonsia de Suelos

V'B" [gg Carlos Egoavil De la Cruz

CAP N 32743
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Apéndice 9. Reporte de analisis propiedades fisicas y quimicas del suelo tratamiento 5

LABORATORIO DE ANALISIS AGRICOLAS DE SUELOS - ESTACION EXPERIMENTAL DE NUEVA CAJAMARCA

'?m = Av. Cajamarca Norte N° 1151, Los Qlivos |V Etapa - Distrito de Nueva Cajamarca

. m : S an Martln Pravincia de Rioja, San Martin, Telefono 556443 o m

+ 'P‘_"\.‘-x * GOBIERNO REGIONAL RESULTADO DE ANALISIS DE SUELO - CARACTERIZACION

e 1 puntia asis peme? PROYECTO ESPECIAL ALTO MAYO

o Direccitn de Desarmil Agropecuaris
EFECTO DEL GLIFOSATO SOBRE LA POBLACION DE Azotobacter spp. PRESENTE

NOMBRE EN EL SUELO CAFETALERO DE EL DORADC - MOYOBAMEA, SAN MARTIN PROFUNDIDAD 0-30 cm
PROCEDENCIA Comunidad Nativa "El Dorado” - Moyobamba. San Martin FECHA DE REPORTE 1-Jul-20
FECHA DE INGRESO : 28-Feb-20 CULTIVO Café bajo sombra

5 ATENCION d MARCO E. AVELLANEDA VASQUEZ

Andlisis Fisico Anslisis Quimico
2 Conduc. | : T =
CLAVE Textura tividad | 2 | & § | Elementos Disponibles | 85 8 Elementos Cambiables
e ewcrea | 2| TE sEE
£ | LABORA_ PROCEDENCIA y/o AGRICULTOR : 3
RID w ; Clase Textural = |8| E 2 i -
) T Arena | Arcilla Lima = 5 o Ca” | Mg” Na' K" AT ae Al
d % )
% % % c s
5 45.08 Franco

1! ASC20-0103 | T

{UTM 18M 241760 E, 9364589 N |

1112

2 T5 11,00 Franco
3 11.20 Franco
4 11,30 Franco
5 5 10,90 Franco

0.01476 |
001973
“pmess
oota67 |

001398 | -

16.70 | 5668

METODOLOGIA EMPLEADA EN LOS ANALISIS:
Tertura H

pH

Conduttvdad Eicirica

Carbaratos:

Hidrimatro de Bouyoucos

PEMEnCiemes e SLERENSIAN SUBD” SlE
Exfracin acuosn en i reiacion sueie agua 11
GEROVHUMETID CoN CAKImeln oe Bemad

itrdgenn
Faslo

V"B Ing! Carlos Egoavil De la Cruz
CLP Nt32T43

Matena Orgénica

Cepacitad de nlerambio Calitnico

Walkleyy Black
Mcro Kjeidan)

e Moancade

Suma de Bases Laroianes

84

Sodioy Potasin
Calkio y Magnesia
Alminie cambiable
Acidez Ativa

Gleoder Ruiz Flores
Laboratorista de Suskos

Fotomesna de Liama
versenan E0T A

Yuan, exraccan con KN
YU, Exraccion con KGH 1



Apéndice 10. Datos estadisticos realizados con valores del andlisis de suelo

42.12 16.48 41.40 | Franco 144 5.23 0.00098 - 3.100 | 0.140 22,86 29.27 16.28 12,40 1.86 014 0.08 1.80 11.1%

ASC1% -

Testigo o
ﬁ&: Tl | 4045 | 1080 | 4876 | Franco | 130 523 0.01 3100 | 028 14.96 132.80 12.32 9.76 145 032 0.34 0.44 3.6%
1 ﬁ;} " lsvesee | 038 023 0.28 000 | 001 0.00 0.00 0.00 1.64 2915 076 067 0.13 0.02 0.07 0.19 0.02
A:’fnz:}' R VAR 0.94% | 2.15% | 0.58% 0.25% | 0.16% 5.86% 0.00% | 0.46% | 1097% 21.95% 6.15% 6.86% 8.94% 6,73% 21.93% 44.30% | 043%
‘&ﬁ g 4378 | 1086 | 4536 | Framnco | L.50 5.00 0.01 3.10 0.28 19.56 8421 13.02 10.24 147 0.29 0.21 0.80 6.1%
2 _"‘f_smcg: T lopsvesrs | 013 012 019 0.00 057 0.00 0.00 0.00 1.58 2805 0.60 046 0.10 0.05 0.07 023 002
Aiul; “|eor var | ©29% | L0T% | 043% 0.10% | 1137% | T.07% 0.00% | 0.59% | 8.07% | 3331% | 457% 145% | 670% | 15.77% | 33.40% | 29.32% | 028%
f&; i 41.30 13.02 4569 | Franco 1.47 4.64 .01 310 0.29 16.40 107 86 13.60 992 1.50 (.32 0.28 1.58 11.6%
3 i‘iﬁ:’ opvrse | 019 | 007 | 023 000 | 019 | 000 000 | 000 | 096 2254 0.70 0.77 0.1 0.03 0.06 031 | 002
""zfg?t corvag,| 045% | 05T% | 0.50% 005% | 4.19% | 16.89% 000% | 040% | 586% | 2090% | 5.18% 7.76% 7.60% BOS% | 21.02% | 19.71% | 021%
jﬂzf 2 i 4337 9.02 47.62 | Franco 1.53 427 0.01 310 0.28 16.36 7935 11.87 832 123 032 0.20 1.80 15.2%
4 Ajﬁ: i | oz 0.14 0.19 000 | 022 0.01 0.00 0.00 1.55 16.51 1.99 1.51 0.24 0.04 0.04 1.07 0.09
A%f-;g_' copvar| 027% | 1.50% | 0.40% 0.14% | 513% | 4085% 000% | 030% | 945% | 2081% | 1678% | 1812% | 1933% | 1154 | 2088% | $9.71% | 057%
ASC“uzﬂ] . —— 45.06 1110 43.84 | Franco 1.50 388 0,01 310 0.29 17.74 55.38 11.24 7.36 1.12 032 0.14 230 24).5%
5 ﬁgf j e e 016 | 021 0.00 0.08 0.00 0.00 0.00 L1t 9,40 0.76 0561 0.10 0.02 0.02 0.12 0.01
Aicng 3 i ViR 025% | 1.43% | 0.47% 0.14% | 2.06% 11.04% 0.00% | 0.19% 6.28% 16.98% 6.77% §.24% 9.19% T.08% 17.20% 5.32% 0.06%
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Apéndice 11. Valores de pH en promedio obtenidos por cada tratamiento

Valores de pH

Repeticiones

Dosis de glifosato (g)

1 5 10 15 20
1 5,22 4,63 4,90 4,03 3,90
2 5,24 4,93 4,50 4,43 3,93
3 5,23 5,00 4,80 4,43 3,97
4 5,24 4,50 4,56 4,43 3,80
5 5,23 5,95 4,46 4,03 3,79
Apeéndice 12. Recuento de colonias bacterianas antes de la aplicacion del glifosato
Recuento de colonias sin glifosato
Dosis de glifosato (g)
Repeticiones

1 5 10 15 20
1 92 91 80 89 99
2 87 87 80 89 95
3 91 92 104 101 98
4 82 88 89 107 99
5 83 104 87 113 97
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Apéndice 13. Recuento de colonias bacterianas después de la aplicacion del glifosato

Recuento de colonias con glifosato

Repeticiones

Dosis de glifosato (g)

1 5 10 15 20
1 65 45 24 13 5
2 59 37 21 14 3
3 64 53 54 22 3
4 57 47 32 32 3
5 57 57 29 35 1

Apeéndice 14. Identificacion morfologica a través del microscopio
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Apéndice 15. Constancia de dep6sito de material bioldgico

B
UCSS(%:9)

FACULTAD DE
INGENIERIA AGRARIA LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y BIOTECNOLOGIA

“ANO DE LA LUCHA CONTRA LA CORRUPCION E IMPUNIDAD"

CONSTANCIA DE DEPOSITO DE MATERIAL BIOLOGICO

Por medio de la presente se deja constancia que  Sr. Marco Esau Avellaneda Vasquez,
tesista con proyecto: “Efecto del glifosato sobre la poblacién de Azotobacter spp. presente en el
suelo cafetalero de El Dorado, Moyobamba-San Martin”, ha realizado el deposito del siguiente
material bioldgico:

GRUPO TIPO DE MUESTRA  NOMBRE CANTIDAD  PROCEDENCIA  CODIGO
BIOLOGICO
BACTERIA CULTIVO EN PLACA  Azotobacter 01 SUELO CMUCSS-34

El Material biolégico fue caracterizado fenotipicamente siguiendo el protocolo descrito por
Bergey et al. (1989) y se describe a continuacion:

Caracteristicas observadas de la bacteria Azotobacter y comparadas con
el Manual de Bacteriologia de Bergey’s

Caracteristicas Azotobaocter
Células Bacilos rectos
Diametro celular (micras) 1.5-2.0
Movilidad +/-
Coloracion de Gram -
Catalasa +
Oxidasa +

Acidificacion de:

Glucosa +
Sacarosa +
Fructosa +
Maltosa +
Reduccion de nitratos +

Fuente: Bergey, Krieg & Holt (1989)
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FACULTAD DE
INGENIERIA AGRARIA LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y BIOTECNOLOGIA

Las muestras se encuentran resguardadas para el uso exclusivo del proyecto, quedando
excluido cualquier uso del material con excepcion de la revision in situ o exposicion del
mismo.

Los olivos 04 de noviembre de 2019

Armando Chiclla Salazar

Jefe del Laboratorio de Microbiologia y

Biotecnologia
Facultad de Ingenieria Agraria (FIA) UCSS
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Apéndice 16. Pruebas estadisticas para pH

Prueba de normalidad — Shapiro Wilk

a. Planteamiento de hipdtesis

H,:los datos proceden de una distribucion normal.

H, :los datos no proceden de una distribuciéon normal.
b. Nivel de significancia

a = 0.05

c. Estadistico de prueba
2

1 i=h
W=—Za- Xn—i+1 — Xj
ns2 L J-n( n—j+1 J)

l=

d. Regla de decision
Si p-value. > a no se rechaza la hipétesis nula (Ho)

e. Célculos y decision

Shapiro-Wilk normality test
data: pH
W =0,94327, p-value = 0,1761

f. Conclusion

Dado que el p-value>0,05, se concluye que los datos proceden de una distribucion normal

Prueba de homogeneidad u homocedasticidad — Levene

a. Planteamiento de hipdtesis
H,: 02 = 0} = 02 = ¢} = 02 Las varianzas de pH entre las cinco dosis son iguales.
Hy: of # ajz Las varianzas de pH son diferentes entre al menos una de las cinco dosis.
b. Nivel de significancia
a = 0.05
c. Estadistico de prueba

(N-K) X iz, - 2)°

W= w 2
(k - 1) Z{'c=1 Zjél(zij - Z_)
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d. Regla de decision
Si p-value. > a no se rechaza la hipotesis nula (Ho)

e. Célculos y decision

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = "mean™)
Df F value Pr(>F)
group 4 3,38050,02877 *
20
Signif. codes: 0 “**** (0,001 “*** 0,01 “*> 0,05 . 0,1 " 1

f. Conclusion

Dado que el p-value<0,05, se concluye que las varianzas de pH en entre las dosis no son

homocedasticas.

Anélisis de varianza (ANOVA) —Kruskal Wallis

a. Planteamiento de hipdtesis

H,: Las medianas de pH en cada una de las cinco dosis de glifosato son iguales

H, : Al menos una de las medianas de pH es diferente en cada una de las cinco dosis de glifosato
b. Nivel de significancia

a = 0.05

c. Estadistico de prueba

k
12 R?
H=m;(n—i>‘3<’v“)

d. Regla de decisién
Si p-value. > a no se rechaza la hipotesis nula (Ho)

e. Calculos y decision

Kruskal-Wallis rank sum test

data: pH by Tratamiento
Kruskal-Wallis chi-squared = 21,409, df = 4, p-value = 0,0002627

f. Conclusion
Dado que el p-value<0,05, se concluye que al menos una mediana de pH es diferente entre las cinco

dosis de glifosato
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Comparaciones multiples —Tukey’s range

a. Planteamiento de hipdtesis

H,:M,; = M,; Las medianas de pH son iguales en cada dosis de glifosato

H,:M,; # M, Las medianas de pH de colonias son diferentes en cada dosis de glifosato
b. Nivel de significancia

a = 0,05

c. Estadistico de prueba

N(N+1)<i 1)
n, n,

R,—R,| = i |—
d. Regla de decision
Si p-value. > a no se rechaza la hipétesis nula (Ho)

e. Célculos y decision

Multiple comparison test after Kruskal-Wallis

p.value: 0.05

Comparisons obs.dif critical.dif difference
1g-59 4,1 13,06603 FALSE
19g-10g 7,9 13,06603 FALSE
19g-15g 14,0 13,06603 TRUE
19g-20g 19,0 13,06603 TRUE
5¢g-10g 3,8 13,06603 FALSE
5¢g-15g 9,9 13,06603 FALSE
5¢g-20g 14,9 13,06603 TRUE
10g-15g 6,1 13,06603 FALSE
10g-20g 11,1 13,06603 FALSE
159g-20g 5,0 13,06603 FALSE

f. Conclusion

Existe diferencia significativa entre las dosis 1 g — 159, 1 g —20 g, 5 g — 20 g de glifosato
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Apéndice 17. Pruebas estadisticas para muertes de colonias

Prueba de normalidad — Shapiro Wilk

a. Planteamiento de hipdtesis

H,:los datos proceden de una distribucion normal

H, :los datos no proceden de una distribuciéon normal.
b. Nivel de significancia

a = 0,05

c. Estadistico de prueba
2

1 i=h
W=—Za- Xp_iv1 — Xi
ns2 L J-n( n—j+1 J)

=

d. Regla de decision
Si p-value. > a no se rechaza la hipotesis nula (Ho)

e. Célculos y decision

Shapiro-Wilk normality test

data: Muertes
W =0,91973, p-value = 0,04598

f. Conclusion

Dado que el p-value>0,05, se concluye que los datos proceden de una distribucion normal
Prueba de homocedasticidad — Levene

a. Planteamiento de hipotesis
H,: 0% = 62 = 02 = 02 = o2 Las varianzas de muertes de colonias entre las cinco dosis son
iguales.
H,:of # of Las varianzas de muertes de colonias son diferentes entre al menos una de las cinco
dosis.
b. Nivel de significancia
a = 0,05
c. Estadistico de prueba
(N-K) X iz, - 2)°
(k= DB, 2 (2 - )’

d. Regla de decision

W =
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Si p-value. > a no se rechaza la hipotesis nula (Ho)

e. Célculos y decisiéon

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = "mean™)
Df F value Pr(>F)
group 4 3,0574 0,0406 *
20
Nota: Signif. codes: 0 “***’ 0,001 “*** 0,01 “* 0,05 “.” 0,1 “.’ 1

f. Conclusién
Dado que el p-value<0,05, se concluye que las varianzas de pH en entre las dosis no son

homocedasticas.

Analisis de varianza (ANOVA) —Kruskal Wallis
a. Planteamiento de hipdtesis

H,: Las medianas de muertes de colonias en cada una de las cinco dosis de glifosato son iguales
H, : Al menos una de las medianas de muertes de colonias es diferente en cada una de las cinco
dosis de glifosato

b. Nivel de significancia

a = 0,05

c. Estadistico de prueba

k
12 R?
H=m;(n—i>‘3<’“”

d. Regla de decisién
Si p-value. > o no se rechaza la hipdtesis nula (Ho)

e. Calculos y decision

Kruskal-Wallis rank sum test

data: Muertes by Tratamiento
Kruskal-Wallis chi-squared = 23,022, df = 4, p-value = 0,0001254

f. Conclusion
Dado que el p-value<0,05, se concluye que al menos una mediana es diferente entre las cinco dosis

de glifosato
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Comparaciones multiples —Tukey’s range

a. Planteamiento de hipdtesis

H,:M,; = M,; Las medianas de muertes de colonias son iguales en cada dosis de glifosato
H,: M, # M, Las medianas de muertes de colonias son diferentes en cada dosis de glifosato
b. Nivel de significancia

a =0.05

c. Estadistico de prueba

N(N+1)<i 1)
n, n,

R,—R,| = i |—
d. Regla de decision
Si p-value. > a no se rechaza la hipétesis nula (Ho)

e. Célculos y decision

Multiple comparison test after Kruskal-Wallis

p.value: 0,05

Comparisons obs.dif critical.dif difference
1g-59g 51 13,06603 FALSE
19g-10g 9,9 13,06603 FALSE
1g-15g 150 13,06603 TRUE
19g-20g 20,0 13,06603 TRUE
5¢g-10g 4,8 13,06603 FALSE
5¢g-15g 9,9 13,06603 FALSE
5¢g-20g 14,9 13,06603 TRUE
10g-15g 5,1 13,06603 FALSE
10g-20g 10,1 13,06603 FALSE
159g-20g 5,0 13,06603 FALSE

f. Conclusion

Existe diferencia significativa entre las dosis 1 g — 159, 1 g —20 g, 5 g — 20 g de glifosato
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Apéndice 18. Etiqueta del herbicida Octano

COctamo

PLAGUICIDA QUIMICO DE USO AGRICOLA

HERBICIDA AGRICOLA

GRANULOS SOLUBLES - SG
Composicion:
Glyphosate, en forma de sal de amonio .....cceceeeeeeeveeeeeivcveeneneeen.... 880 g/kg
i e e R e e s e o vl |

Reg. PQUAN® 1733 - SENASA
Titular del registro: MONTANA S.A.

Importado y Distribuido por: FORMULADO POR:

MONTANA S.A. ZHEJIANG XINAN CHEMICAL
Av. Javier Prado Este N° 6210, INDUSTRIAL GROUP CO., LTD.
Ofi. 401, La Molina, Lima - Penl Xinanjiang, Jiande, Zhejiang, China
Teléfono: (511) 419 3000

E-mail: info@corpmontana.com

Contenido Neto: 1kg
Lote W™
A 1.MONTANA

Fecha de Venc.:

NO CORROSIVO NO INFLAMABLE  NO EXPLOSIVO

LIGERAMENTE PELIGROSO
CUIDADO
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Apéndice 19. Ficha técnica del herbicida Octano

FICHA TECNICA VERSION NOVIEMBRE 2019

| HERBICIDA AGRICOLA |
Req. POUA N® 1733 - SEMASA

1. DATOS DE LA EMPRESA fmbsdtﬂmq-
Empresa Comercializadora: MONTANA S.A. 112% 10 “Paxm® xmol'a 20°C
Empresa Formuladora: OASIS AGROSCIENCE LIMITED 21% 107 Paxm? xmal'a 25C
Titular de Registro: MONTANA 5.A. Coefidente de Partiddn n- octanol/agua en pH 7 a 20°C:
Nidmerno de Registro: A 1733 -SEMNASA -130apH1.77

g1 -4.38 a pH 4.61
L IDENTIDAD -4.85a pH 688
Compaosicidn: Glifozato -4.14 @ pH 2.00
Concentracidn: 80 g/kg Ko tiene potencial de bicacumulacian
Formulacidn: Granulos Sofubles (5G]
Grupo Quimico: Fosfonoglicing DEL PRODUCTO FORMULADO
Clase de Uso: Herbicida Agricala Estado Fisico: Soido (granulos)
Féarmula Empiricas C3H s NO 5P Color: Ligeramenta amarille
Peso Molecular (g mol ) 1601 Olor: Sinalor
Farmula Estructural: Densidad aparente = 0.4 - Db g/mL

pH {soluddn 196): 3.0 - B0
Persistencia a la espurma: < 40 ml despuss de 1 minuto

CH, H OH Tamafioparticula: 1.0-1.5 mm
HO -H‘“HN*"'J J-‘H“”‘pf Estabilidad en Almacenamiento: El producto s estable por 2
T anos bajp condiciones nommales de almacenamiento en su
‘ | OH envase ariginal
Inflamabilidad: Mo inflamable
o H o Explosividad: Mo expiosivo
Corrasividad: No comosiva

1IL. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL INGREDIENTE ACTIVO IV. PROPIEDADES BIOLOGICAS
GLIFOSATO Mecanismo de accidon
Solubilidad en Agua a 25°C: El glifosato, ingrediente activo de OCTAND, produce la
15700mgL apH 7 inhibicidn de la enzima S-enolpiruvilthikimato  3-fosfato
11500mgL'apH 25 simtetasa (EPSF) en el cido metabdfico del dddo shikimico
La determinacién en medio alcaling no es posible debido a la bloguea la producdan de kos amincdcidos faniialaning, tirosina
formacidn de precipitados. y triptafanc ko que confleva a la muerte de la planta debido a la
Solubilidad en Solventes Orgédnicos a 20°C [mgL™ ) incapacidad de producir proteinas.
Acetona: 06
Hileno: 06 Modo de accion
Metanolk 100 OCTAMNO & un herbicida no selectivo que se absorbe tanto a
Acetato de etilo: 0.6 través de hojas y brotes. Presenta un movimiento acropétalo
Punto de Fusidn: 189.5°C {ascenderte} y basipétalo [descendente) dentro de la planta, o
Punto de Ebulliddn: 52 descompone antes de la ebullicion que conlfleva a que pueda alcanzar drganos subteraneos como
{100°C) rizomas o tuberculifios. La transbocacion del glifosato ccurre
Presidn de Vapor: hada las zonas de mayor actividad como kos menistemas. Las
0.70x 105Paa 30°C malezas tratadas muestran dorosis entre bos 2 y 3 dias de
131 %10°Paa3siC realizada la apficackdn del producto, sin embargo, la muerte de

Ia planta ocurre entre bos 10 v 21 dias después de la aplicacidn.

4IMONTANA

Avdevier Prado Este §210 Oficing 201 La Molina. Lima - Pend
Telf: (E11) 410-3000 f e-mail: infod conpmontana. com
WA, CONPIMIOITANE. oo
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FICHA TECNICA

VERSION NOVIEMBRE 2019

V. TOXICIDAD

Toxicidad: Moderadamente peligroso

DLsoral aguda (ratask =5000 mgthg de peso corporal
Ligerameante tdxico

DL% dermal aguda (ratas): =5000 mghyg de peso comporal
Ligeramente towico

CLso{4h) inhalatoria {ratask =50 mg/l de aire. Ligeraments
Rwico

Irritacidn dermal {conejos): Mo irrtante
Irritacidn ocular {conejosk Moderadamente irritante
Sensibilizacidn  cutanea (conefillos de indial: Mo
sensibilizante.

Vi. ECOTOXKIDAD E IMPACTO AMBIENTAL DEL
INGREDIENTE ACTIVO

GLIFOSATO
g Esputis Farimuirn vakn
Avmn iy o, »SRET moder
P .m L, &5 gy
; e e i ppen
Darfnimige o, 1343 ppm
Theleiwmms i
iy . dmpt
it ﬂﬁﬂ e 15
:Exuu‘ululu s Hpm
T,
evrichnzelo Absii m:l:’ﬁ;r:ﬁ.'. gl
S Lornbet i urma i, 473 ey
Comportamiento en suelo, agua y aire
La degradacion del giifosato ocwre bajo condiciones aerdbicas
y anaerdbicas, y la wvida media en el suelo vania

comsiderablements, desde unos pooos dias a meses o anos. La
tasa de degradacion del glifossto estd  comefacionada
positivaments con la actividad microbiana del suelo, mientras.
que & pH, o el porcentaje de materia orgdnica tieme poca
influencia. Glifosato presenta muy baga movilidad en el suelo y
no &5 volatil. En el swelo, [ tasa de degradacidn del glifosato s
reduce con la adicidn de metales catidnicos debido a que se
unen fuertemente como por ejemplo; Fe’ o A7, mientras que
adicidn de fostato, que compite con &l glifosato por bos sitios da
umidin, estimula la degradacidn.

Vil. RECOMENDACIONES DE USO
e PLAGA Dosis | PC | LMR
Hombre Comin | Mombes Clantifs | gm0 | ipins) | pom |
Tuge P Saroru vt
T Themew | Toaairatoal
Mardanea ol Crpermrtreiis | oo gp i ns
Trama thow SrgnamnakzeTe
Vimrka on GEATam TCAmcacderm marae |
Rap= Aramarihes Dy
Shwclgy Forts s crweo |
il conaar TR AT T
Thamia Tomrairaroner |
Iipirsga bt e Trmmnmia | gy qp 5 at
Tomma thine. Crgnam e |
el PR
“Baps Arirestan pman
“Arvor smcn Lders ywica
7 e M i peaece
Puin Verta ool gallnans Cnmnzesear manae &E-10 ¥ L
perdalan Tt laca o
Amar s e
Tapol cimanzr’ M unde piyisd
e Viwta ool gal e = T, e TR ] 14 nx
TLachaur fupnarbe feta
g peg Lronasennidsn

T ——
<M Ll Wilakias e il

VL CONDICIONES DE APLICACION

Realizar la aplcacan dirgida al follaje de las malezas en activo
credimiento, que posean al menos de 2 a 5 hojas werdaderas.
Asagurar un buen cubrimiento de las malezas presentes, de
acuerdo a las dosis estableddas.

Reipetir la apbcacidn en @so de presentarse una reinfestacion
de makezas en el campa.

Es recomendable que & susho se encuentre con una adecuada
humedad (capacidad de campo) al momento de la apficacion.

. COMPATIBILIDAD

OCTAMO es compatible con otros herblddas de uso comdn,
excepto con aquellos de marcada reaccidn alcalina. Antes de
efectuar una mezda se recomienda hacer pruebas de
compatibilidad con el producto que se desee mezdar.

X. REINGRESO A UN AREA TRATADA

Mo Engresar @ las dreas tratadas sin ropa de protecddn
adecuada, durante las primeras 12 horas después de la
aplicacion.

XL FITOTOXICIDAD
OCTAMNO s fitotdudcn a cushquier planta, por ko tanto, debe
evitarse el contacto directo con plantas culthvadas.

4 MONTANA

Ay Javier Prado Este 5210 Oficing 401 Lo Molina. Lima - Perd
TeH: (511) 478-3004 / a-mail: infod oorpmaonlana oom
WL Corpmiontana. com
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Apéndice 20. Incubadora

v
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Incubator
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Apéndice 21. Equipo cuenta colonias
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Apéndice 22. Equipo multiparametro
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