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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 investigación realizada en 

suelos cafetaleros de la comunidad nativa El Dorado, región San Martín, en condiciones de 

invernadero, se plantearon los siguientes objetivos: i) determinar la presencia de glifosato en el 

suelo de la finca cafetalera El Cedro, ii) identificar morfológica y bioquímicamente 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 acondicionó un invernadero dentro del Laboratorio de Ciencias Básicas de la Universidad 

Católica Sedes Sapientiae Filial Rioja: Nueva Cajamarca, en un periodo de 120 días desde 

setiembre 2019 hasta enero de 2020. Se preparó 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. Según la técnica de los gránulos 

de suelo se agregó 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 El Dorado presentó cantidades de glifosato no 

detectables según el método de plaguicidas polares rápidos con un límite de cuantificación de 

0,01 mg/kg de suelo, lo cual fue evaluado a 30 días de aplicado el herbicida Octano. Las 

bacterias fijadoras de nitrógeno 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 bioquímicamente como Gram negativas y reaccionaron de 

manera positiva a diversos azúcares. El glifosato, en su formulación comercial de gránulos 

solubles, según dosis empleadas en el experimento afectó el pH del suelo de manera significativa 

(KW = 21,409, p-value = 0,0002627), en un proceso temporal de acidificación que va desde 
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5,23 hasta 3,88. El glifosato, en su formulación comercial de gránulos solubles, según dosis 

empleadas en el experimento, afectó a las bacterias Azotobacter spp. disminuyendo su población 

de manera significativa (KW = 23,022, p-value = 0,0001254) y en ningún caso este ingrediente 

activo estimuló su crecimiento. 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xv 

 

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 Martín 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 El 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 

Católica 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 El 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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INTRODUCCIÓN 

 

En el mundo, el uso de herbicidas se ha incrementado notablemente durante los últimos años 

debido a factores como la aparición de malezas resistentes que requieren de mayores dosis, 

reducción de los precios del producto y en algunos países el incremento de áreas de cultivo 

(Avigliano, 2018). Según Pedemonte (2017), los herbicidas pueden tener efectos nocivos sobre 

la salud del ser humano, el medio ambiente y la biodiversidad, especialmente la microbiología 

del suelo, incluyendo la micro y macrofauna. 

 

 

Nuestro país es uno de los que más 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. 

Además, 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 traerá consigo efectos nocivos para la salud de los que consumen productos producidos sin 

ningún control (Mejía, 2005; Ramos, 2016). 

 

 

Los herbicidas, entre ellos el glifosato, han causado problemas al ecosistema como la 

degradación de los suelos, la toxicidad en los cultivos, la contaminación de las aguas y del 

hábitat humano y también han favorecido a la adquisición de resistencia a ellos por parte de los 

arvenses o 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 aplicación sobre las malezas, puede ser traslocado 

distribuyéndose a todas las partes de la planta, desde ella al suelo y de allí hacia los seres vivos 

o 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 
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cultivo. Las bacterias utilizan mecanismos de colaboración con otros microorganismos y las 

plantas en la rizosfera de modo que logran una armonía 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 situación viene generando diversos problemas ambientales, 

entre los que destacan: deforestación, erosión de suelos, contaminación del recurso hídrico, 

disminución de la microbiología del suelo por el uso de herbicidas y otros agroquímicos. 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 nitrógeno, 

considerando que el glifosato tiene respuestas sensibles a la temperatura y condiciones 

climáticas (Martínez 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 fijación del nitrógeno molecular para que éste 

pueda ser asimilado por las plantas (Calvo, 2011). La presente investigación evalúa cinco dosis 

de glifosato en condiciones de invernadero para determinar el efecto de este herbicida sobre la 

población de bacterias Azotobacter spp. presente en el suelo cafetalero de la comunidad nativa 

El Dorado, provincia de Moyobamba. Además, permite conocer la presencia actual del glifosato 

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

 

Objetivo general 

 

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

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

 

Objetivos específicos 

 

− Determinar la presencia de glifosato en el suelo de la finca cafetalera El Cedro 

perteneciente a la comunidad nativa El Dorado. 

− Identificar morfológica y bioquímicamente 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 El 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 El Cedro en condiciones de 

invernadero. 
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CAPÍTULO I: MARCO TEÓRICO 

 

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 Químico Nacional (NCL) Pune-India luego se cultivaron según 

especificaciones técnicas del (NCL) para ser sometidas a pruebas PGPR y evaluar la producción 

de ácido indol acético (IAA) mediante la técnica caldo Luria Bertani (LB), la capacidad de 

solubilización de fosfatos a través del medio de cultivo Pikovskaya y la producción de 

sideróforos a través de cultivos bacterianos B de King. Durante el experimento se prepararon 4 

matraces de 250 ml a los que se les añadió también diversas dosis de organofosforados (0,025; 

0,05; 0,1 y 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 

nitrógeno 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 análisis estadístico fue 

realizado con el software Origin 6,0 y 85,0 para el ANOVA. Como resultados determinaron que 

la producción de ácido indol acético en las 5 cepas bacterianas varía considerablemente con 

concentraciones de producción: Pseudomonas fluorescens (NCIM-5096) 83 μ/ml, Rhizobium 

leguminosarum (NCIM-2749) 74,5 μ/ml, Bacillus Brevis (NCIM-2532) 59 μ/ml y Azotobacter 

vinelandii (NCIM-2821) 48,10 μ/ml, en Salmonella typhimurium (NCIM-2501), las 

concentraciones de producción de IAA es bastante baja (20 μg/ml) en comparación con los 

otros; respecto a la capacidad de solubilización 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 días de 

incubación, cuando se cuantificó   espectrofotométricamente, el fosfato máximo fue solubilizado 

por Bacillus brevis (NCIM-2532), el rango de solubilización de P varió de 2 a 16 μg/ml y 

respecto a la producción de sideróforos el glifosato afectó hasta en un 23 % de producción en 

las bacterias Azotobacter vinelandii lo que significa a mayor dosis de herbicida aplicado 

disminuyó 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, así como la capacidad de producir 

sideróforos. 

 

 

Shahid et al. (2019) estudiaron la toxicidad de pesticidas como glifosato, atrazina y otros para 

las bacterias fijadoras del nitrógeno en los suelos de Uttar Pradesh, India. El objetivo fue evaluar 

el efecto de los pesticidas sobre las bacterias fijadoras de nitrógeno del género Azotobacter. En 

el experimento colectaron muestras de suelo de la rizosfera de Brassica campestris en campos 

agrícolas tratados con pesticidas, para luego ser llevadas a laboratorio y realizar los aislados 

bacterianos. Tomaron 10 g de suelo y prepararon una solución salina normal (NSS); para el 

aislamiento de Azotobacter hicieron en el medio de cultivo manitol de Ashby en placas Petri; 

sobre el agar sólido colocaron gotas de la solución (NSS) y las incubaron a 28 °C durante 4 y 5 

días hasta observar colonias que mostraron coloración marrón 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 

incubación fue durante 48 horas para posteriormente medir el crecimiento bacteriano a través 

de espectrofotómetro a 600 nm, el daño celular (alteraciones de la membrana y muerte) se hizo 

a través la técnica naranja de acridina (AO) y yoduro de propidio (PI) mediante microscopía de 

fluorescencia. Para el análisis estadístico utilizaron la prueba de comparaciones múltiples de 

Duncan, prueba de rango (DMRT) y las diferencias mínimas significativas (LSD) a través del 

software Minitab 17. Como resultados identificaron que Azotobacter es una bacteria Gram 

negativa y mostró reacción positiva a la catalasa, la oxidasa y reducción de nitratos, respecto a 

los daños 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; además, altas concentraciones de glifosato, disminuyeron significativamente la 
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población porcentual (41 %) de bacterias debido a la solubilidad, movilidad y absorción del 

compuesto. En conclusión, los pesticidas causaron impactos tóxicos elevados en estas bacterias 

alterando su metabolismo, disminuyendo la fijación del nitrógeno y solubilización del fósforo. 

Bórtoli et al. (2012) investigaron los efectos del glifosato sobre las comunidades microbianas 

presentes en suelo de olivo (Olea europea L.) en Córdoba, Argentina. La investigación 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 árbol seleccionado; posteriormente 

tomaron 500 g de suelo y lo colocaron en bandejas plásticas 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 evaluación de la actividad microbiana según número de poblaciones de bacterias, 

hongos y biomasa fúngica en cuatro momentos (1, 10, 30 y 55 días posteriores a la aplicación 

del compuesto). Las variables estudiadas fueron actividad microbiana, concentración de 

fluoresceína, respiración y biomasa microbianas, el cálculo de la estimación de poblaciones 

bacterianas y fúngicas cultivables lo realizaron mediante la técnica de dilución en placa, 

sembrado en Trypticase Soy Agar (TSA) y agar papa glucosado (APG) incubadas a 25 ºC 

durante dos y cuatro días. 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, respiración y biomasa de los hongos y bacterias cultivadas fueron 

sometidas a un análisis de varianza a una vía poniendo a prueba la normalidad de datos mediante 

la prueba de Shapiro-Wilks y en todos los análisis estadísticos utilizaron el software 

INFOSTAT/Profesional 2005. Los resultados obtenidos por los investigadores mostraron que 

la actividad microbiana registra una ligera caída frente al uso del herbicida en el suelo, 

generando un aumento de la capacidad de respiración 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 sufrió una disminución considerable al día 30. 

Concluyeron que el glifosato aplicado en concentraciones altas altera la actividad y estructura 

de las poblaciones microbianas del ecosistema edáfico. 
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Conde (2011) estudió la influencia del herbicida glifosato sobre los microorganismos presentes 

en suelos de Colonia, Uruguay. Esta investigación tuvo como objetivo conocer los efectos del 

glifosato, producto de la intensificación agrícola, sobre algunas comunidades microbianas 

patógenas (Fusarium solani sensu lato, Fusarium oxysporum, Fusarium graminearum y 

Pythium debaryanum) y benéficas (Trichoderma harzianum, Trichoderma atroviride y 

Pseudomonas fluorescens) del suelo y rastrojo. Utilizó la molécula de glifosato bajo las 

presentaciones de sal de potasio y sal de isopropilamina, también seleccionó aislados 

microbianos patógenos y benéficos de sistemas agrícolas del país. En la primera fase realizó 

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 patógenos, tercero estudió in vitro el efecto 

de la molécula sobre la producción de peritercios y finalmente instaló un ensayo macetero en 

invernadero con suelo extraído de distintas parcelas de uso y frecuencia de aplicaciones de 

glifosato. El experimento tuvo un diseño en bloques completos al azar con arreglo factorial de 

los tratamientos (tres moléculas x cinco dosis), con tres repeticiones simultáneas, realizó 

ensayos utilizando diversas dosis de glifosato (0, 20, 60, 100, 140 mg/L en placas Petri con agar 

papa dextrosa (PDA) donde inicialmente sembró cepas de los microorganismos seleccionados. 

Los datos recolectados de los experimentos in vitro fueron procesados y analizados empleando 

análisis de varianza utilizando el programa PRC GLM de SAS System versión 9.2, para los 

aislados Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Fusarium graminearum y Pythium 

debaryanum analizó la variable Área 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 mínima significativa (MDS) y el 

test de Fisher con p= 0,05. En los resultados determinó que la densidad poblacional de especies 

patógenas 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 última 

la más afectada. Concluyó que el glifosato, en función de la dosis utilizada, redujo el crecimiento 

de las comunidades microbianas benéficas, afectó la interacción entre Fusarium spp. y 

Trichoderma spp. y tuvo un efecto inhibitorio mayor entre los aislados antagonistas con relación 

a los patógenos. 
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Martínez et al. (2011) estudiaron los efectos del glifosato sobre microorganismos fijadores del 

nitrógeno presentes en el ecosistema Alto Andino y Seco Tropical de Cundinamarca y Tolima, 

Colombia. Esta investigación tuvo como objetivo evaluar el efecto del glifosato sobre 

microorganismos diazotróficos 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 diseño 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 solución por cada contenedor. Evaluaron la densidad poblacional de bacterias 

nitrificantes y fijadoras de nitrógeno mediante la técnica del número más probable (NMP) en 

tres momentos: antes de la aspersión (t=0 h), después de 48 h y a las 192 h de haberse aplicado 

el glifosato. Los investigadores emplearon un análisis de varianza de cuatro factores, y 

verificaron las diferencias a través de la Prueba Múltiple de Duncan. Los resultados demostraron 

que los microorganismos oxidantes del amonio y del nitrito presentaron diferencias 

significativas en la respuesta de aspersión 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 nitrógeno son temporales, dependen del tipo de ecosistema y la zona muestreada y 

de las dosis aplicadas del herbicida. 

 

 

Piola (2011) evaluó el impacto de plaguicidas como glifosato y clorpirifos en suelos agrícolas 

de Buenos Aires, Argentina. El objetivo fue estudiar el uso de plaguicidas a través de bioensayos 

integrados laboratorio-campo. La investigación tuvo un enfoque cuantitativo y diseño 

experimental que consistió en implementar una batería de biomarcadores con Eisenia andrei 

para los ensayos de laboratorio en condiciones controladas de temperatura y humedad. Para el 

bioensayo exposición a papel las lombrices fueron depositadas en frascos de vidrio, cubiertos 
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por papel filtro, posterior a ello aplicó distintas concentraciones de glifosato 7,5; 15 y 30 µg/cm2 

para el formulado A y 60, 120 y 240 µg/cm2 para el formulado C quedado en contacto por 28, 

48 o 72 horas y para el bioensayo exposición 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 días. 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 diseño en bloques completos al azar (DBCA) con 

3 parcelas de 13 x 5 m cada uno y tres repeticiones. En todos los análisis estadísticos empleó el 

programa GraphPad InStat 3, aplicó el ANOVA o test no paramétrico de Kruskal-Wallis, 

comparó 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 variación significativa en el peso de las lombrices, además evidenció un efecto 

subletal en todos los ensayos; respecto al bioensayo suelo artificial a los 14 días de exposición 

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 evasión 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 días las 

lombrices mostraron variabilidad en la densidad de su población. El investigador concluyó que 

estos plaguicidas, utilizados para el control de malezas, producen estrés tóxico; además de 

afectar la población objetivo, afectan a otros seres vivos de los agroecosistemas, produciendo 

evasión, muerte y lesiones cutáneas 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 nitrógeno en la zona agrícola de 

Córdoba, Colombia, realizaron aislamientos de bacterias diazotróficas de los géneros 

Azotobacter sp. y Azospirillum sp. a partir de la rizosfera de cultivos de plátano, pasto, maíz y 

rastrojos. El objetivo fue determinar la producción del ion amonio a partir de los aislados. El 

experimento consistió 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 
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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 ºC durante 3 días. Los datos estadísticos 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 

nitrógeno de las baterias Azotobacter, obteniendo valores de hasta A16PG=5.15ml/L y 

A26M1P=5.17 ml/L. Concluyeron que estas bacterias fueron las más eficientes en la fijación 

biológica del nitrógeno (FNB), en la producción del ion amonio (NH4+) de forma libre, lo cual 

trae consigo grandes beneficios con mejoras en la producción agrícola, contribuyendo de esta 

manera para que los agricultores no usen agroquímicos ya que estos producen salinización de 

los suelos, problemas de drenaje, compactación del suelo y disminución de la actividad 

microbiana comprometida en el proceso de nutrición vegetal. 

 

Nacional 

 

Rivera (2018) realizó una tesis sobre los efectos del herbicida glifosato para la microfauna del 

suelo cafetalero en San Ignacio, Perú. El objetivo fue evaluar la influencia de la aplicación de 

diferentes dosis de glifosato en la microfauna del suelo del cultivo de café (Coffea arabica) 

variedad Catimor. El enfoque de la investigación fue cuantitativo con un diseño experimental, 

las variables de estudio fueron: aplicación de glifosato y microfauna del suelo. La población 

estuvo constituida por 1400 plantas de café de 3 años; ubicó 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 análisis de 

parámetros fisicoquímicos, después de la aplicación del herbicida tomó 3 y posteriormente 4 

muestras para el estudio biológico del suelo. En el experimento, el autor utilizó un diseño en 

bloques completamente al azar (DBCA), aplicó tres dosis de diferentes concentraciones del 

herbicida (1; 1,5 y 2 L/ha), la parcela control no recibió ningún tratamiento. En el estudio 

consideró a los microorganismos presentes en el suelo, dentro de los cuales hubo bacterias y 

hongos. El análisis estadístico fue realizado a través del programa Microsoft Excel. Los 

resultados mostrados fueron valores no significativos en cantidades de Pseudomonas (T1: 180 

000, T2: 3 400 y 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 nitrógeno libre (T1: 180 000, T2: 150 000 y T3: 180 000 

NMP/g), los cuales fueron asociados a la temporada del lugar. En conclusión, el investigador 

determinó que el herbicida glifosato no influye directamente en los microorganismos del suelo 

cafetalero debido a que las condiciones climáticas del lugar favorecen la lixiviación de las 

moléculas del herbicida.  

 

 

Ramos (2016) desarrolló una tesis sobre el efecto del glifosato para los organismos y las 

propiedades del suelo en una plantación forestal de Cedrela lilloi C.DC. en Huánuco, Perú. El 

objetivo de la investigación fue explicar el efecto del glifosato sobre las propiedades del suelo 

con plantaciones forestales. La investigación tuvo un enfoque cuantitativo, alcance 

comparativo-explicativo y diseño experimental. La población estuvo constituida por la totalidad 

de monolitos de un área de 1600 m2 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, utilizó un diseño 

completamente al azar en campo con 32 unidades experimentales, a las que aplicó dos dosis de 

glifosato 1,0 y 1,5 kg/ha para evaluar las siguientes variables: propiedades físicas, químicas y 

biológicas del suelo. Para el análisis estadístico empleó el ANOVA aplicando la prueba de 

Duncan a los grupos con diferencia significativa a través del software SPSS v.20; además 

incluyó la prueba de correlación de Pearson para determinar el grado de relación entre las 

variables de estudio. Como resultado, determinó que el glifosato alteró las propiedades físicas 

del suelo con un incremento del nivel de humus a 1,15 cm y obtuvo un valor de fósforo alto en 

suelos con glifosato (8,88 ppm); obtuvo un descenso significativo de lombrices, hormigas y 

termitas (-20, -378, -178 ind/m2 respectivamente). En conclusión, determinó que las propiedades 

biológicas del suelo son más sensibles a los efectos del herbicida glifosato ocasionando la 

muerte de los organismos vivos. 

 

 

Florida et al. (2012) desarrollaron una investigación acerca de los efectos de dos herbicidas 

(paraquat y glifosato) en propiedades del suelo, la presencia de bacterias y hongos en Tingo 

María, Perú. El objetivo fue evaluar los efectos del paraquat y glifosato en bacterias y hongos, 

determinando el número de bacterias y hongos por gramo de suelo. El área donde instalaron las 
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parcelas fue de 6 m2 por cada tratamiento con características homogéneas; además, tuvieron en 

cuenta el tipo de plantación forestal Calycophyllum spruceanu de 12 años de edad, incluyendo 

plantas herbáceas como: Arachis pintoi, Buddleja globosa y Pueraria phaseoloides. El 

experimento tuvo un ajuste estadístico del diseño 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 análisis 

inicial físico y químico del suelo y la enumeración de bacterias y organismos fungi; conocido 

los datos anteriores procedieron a suministrar diferentes concentraciones de herbicidas (0, 1, 2, 

3 y 4 ml/L) con tres repeticiones por tratamiento. El análisis estadístico fue realizado en el 

programa SPSS 19, a través de análisis de varianza Duncan y análisis de regresión lineal. Los 

resultados obtenidos con cuatro evaluaciones a intervalos de tres meses fueron significativos 

pues el número de bacterias por gramo de suelo disminuyó (de 276,0-1330,9 a 34,2-681,0*103) 

en los tratamientos con ambos herbicidas. Los investigadores concluyeron que el glifosato 

afectó el número de bacterias y hongos por gramo de suelo; además, incrementó la temperatura, 

el pH y la materia orgánica, propiedades del suelo que condicionan el desarrollo de estos 

microorganismos. 

 

1.2. Bases teóricas especializadas 

 

1.2.1. El suelo como nicho de la biodiversidad microbiológica 

 

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 captación de nutrientes. Según Jordán (2006, p. 

47) menciona que “el número puede oscilar entre 60 y 3 000 millones de bacterias por gramo 

de suelo”. 

 

 

El suelo como un sistema cumple tres características fundamentales: (a) complejidad, entendida 

como la atmósfera interna e interrelación entre el agua, la flora y la fauna, partículas orgánicas 

y minerales; (b) dinamismo, a través del cual el suelo adquiere propiedades por la acción 
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combinada entre las condiciones climáticas y la vegetación, 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 característica hace 

posible la mayor o menor facilidad de degradación (Jordán, 2006). Con estas características, el 

suelo se convierte en ecosistema viviente y dinámico, que alberga a diversos seres vivos y 

gracias a la biodiversidad se pueden obtener beneficios como diversos cultivos, servicios y 

fijación de elementos (García, 2011). 

 

1.2.2. Función de los microorganismos dentro del suelo 

 

Los microorganismos son los seres vivos capaces de degradar azúcares, celulosa y proteínas de 

los residuos orgánicos. De este modo ayudan a la formación de la materia orgánica y el 

enriquecimiento de los suelos proveyendo de sustancias asimilables para las plantas (Jordán, 

2006). Esto seres vivos en el suelo desarrollan una amplia gama de acciones que inciden en el 

crecimiento y nutrición vegetal (López et al., 2015). Las bacterias utilizan mecanismos de 

colaboración con otros microorganismos y las plantas en la rizosfera de modo que logran una 

armonía 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 más numerosos y 

pequeños son las bacterias, éstas en su mayoría son heterótrofas y actúan como los 

descomponedores más importantes de la materia orgánica, el reciclaje de energía y nutrientes 

como el carbono (C), nitrógeno (N) y fósforo (P). Dentro de las bacterias que predominan en el 

suelo encontramos a los géneros Pseudomonas, Bacillus, Azotobacter y Azospirillum (García, 

2011). 
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1.2.3. Etapas de la fijación del nitrógeno molecular por las bacterias 

 

La fijación del nitrógeno o diazotrofismo es realizada por algunas bacterias que tienen la 

capacidad de producir una enzima llamada nitrogenasa, la cual reduce el nitrógeno molecular o 

atmosférico (N2) en amoniaco (NH3), esta disociación que requiere de gran cantidad de energía 

(Madigan et al., 2003) se va haciendo como simbiosis en asociación con las plantas o en forma 

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

 

 

En diversos medios existe una gran biodiversidad microbiológica de bacterias que hace posible 

la fijación del nitrógeno molecular, síntesis de proteínas, solubilización de elementos como el 

fósforo y fierro, así como la producción de antibióticos (López et al., 2015). Esta diversidad 

biológica de bacterias fijadoras del nitrógeno ya sea por su taxonomía y fisiología, pertenece 

principalmente al género arquea y bacteria (Ramos et al., 2018). 

 

1.2.4. Condiciones que influyen en la fijación del nitrógeno por bacterias 

 

Las condiciones que influyen para la fijación del nitrógeno por medio de las bacterias son las 

siguientes: (a) presencia de oxígeno como ayuda imprescindible para la supervivencia de los 

microorganismos aeróbicos; (b) las condiciones de acidez o alcalinidad varían de acuerdo con 

los diversos organismos, por ejemplo, las bacterias Azotobacter spp. tienen preferencia por 

suelos con pH > 5; (c) altas concentraciones de nitrógeno 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 fijación del 

nitrógeno molecular; (d) elementos como el Al y Mn influyen de manera negativa en la fijación 

del nitrógeno molecular; (e) la temperatura se encuentra dentro del rango de 28 a 40 °C para las 

bacterias fijadoras del nitrógeno; (f) la humedad afecta a las bacterias por su relación que tiene 

con el oxígeno; (g) factores de manejo de suelo y de cultivos trastocan el desarrollo de los 

microorganismos dentro del suelo; (h) y los factores bióticos como la especificidad en cuanto a 

las bacterias simbióticas, 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 nitrógeno en 

vida libre haciendo que este elemento se vuelva asimilable para las plantas, además ayudan a 

solubilizar el fósforo (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 

oxígeno, tienen formas diversas como bacilos y cocos; algunas especies podrían contar con 

flagelos, su tamaño se encuentra en un rango de 2 a 10 µm de longitud y 1 a 2 µm 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 (Román et al., 2014; Esqueche y Quispe, 2017). 

 

 

Figura 1. Colonias Azotobacter spp. en agar libre de nitrógeno. Fuente: Esqueche y Quispe (2017). 
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Figura 2. Observación microscópica de bacilos y quistes de Azotobacter spp. Fuente: Escobar et 

al., (2011). 

 

El género de bacterias Azotobacter puede ser identificado bioquímicamente mediante pruebas 

(Tabla 1) como catalasa, oxidasa, utilización de azúcares, producción de pigmentos, formación 

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

 

Tabla 1 

Pruebas bioquímicas para la caracterización de Azotobacter spp. 

Prueba 

Especies 

A. 

vinelandii 

A. 

beijerinckii 

A. 

paspali 

A. 

armeniacu

s 

A. 

nigricans 

A. 

chroococcu

m 

Movilidad + - + + - - 

Filamentos en cultivos 

jóvenes 

-b -b + -b -b -b 

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: producción de filamentos, D: 11 a 89 % cepas positivas, +: 90 % o más cepas positivas, -: 90 % o más 

cepas negativas. 

Fuente: León y Rojas (2015). 

 

Función de las bacterias Azotobacter spp. 

 

Las bacterias Azotobacter spp. son capaces de producir antibióticos y estimulantes para el 

crecimiento de las plantas como auxinas, giberelinas y citoquininas; de modo particular fijan el 

nitrógeno atmosférico, producen vitaminas, pigmentos y aminoácidos (Jiménez, 2007). 

 

 

Según Holt (2000), citado por Jiménez (2007, p. 28) estas bacterias, en el proceso de 

degradación de la materia orgánica asimilando los azúcares, pueden “fijar al menos 10 mg de 

N2 por gramo de carbohidrato consumido”. Siendo este el género de bacterias más empleado 

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

 

Proceso de fijación del nitrógeno por bacterias Azotobacter spp. 

 

Las bacterias Azotobacter spp., son microorganismos reductores de N2, presentan actividad del 

complejo enzimático N-asa, en un ambiente aireado. Se ayudan de los cofactores fierro y 

molibdeno (FeMoCo) haciendo posible la reducción del nitrógeno. Esto permitirá la utilización 

de estas bacterias como biofertilizantes reemplazando los fertilizantes químicos (Eimerich, 

2012, citado por Ramírez y Ugaz, 2014). 

 

Medios de cultivo para bacterias Azotobacter spp. 

 

Las bacterias Azotobacter spp. en su proceso de asimilación de nutrientes, utilizan diversos 

ácidos orgánicos, azúcares o derivados alcohólicos, los cuales son su fuente de carbono y 

energía; 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 nitrógeno, después de 48 h de incubación a 30 °C, 
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podemos observar el desarrollo de colonias transparentes y mucilaginosas de color amarillo 

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

1.2.6. El glifosato 

 

Definición y estructura química 

 

Avigliano (2018, p. 7) define el glifosato (N-fosfonometil-glicina, C3H8NO5P, CAS 1071-83-6) 

como “un herbicida sistémico no selectivo que puede inhibir eficientemente el crecimiento de 

plantas, tanto terrestres como acuáticas, interfiriendo con la síntesis de los aminoácidos 

aromáticos (fenilalanina, tirosina y triptófano)”.  

 

 

Se muestra como sal de isopropilamina, sal de potasio y sal de amonio; además contiene agentes 

surfactantes, antiespumantes, biocidas e inorgánicos (Campuzano et al., 2017). Se trata de un 

sólido 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/cm3, en cuanto a la concentración se extiende desde los 350 a 720 g 

de ingrediente activo por kilogramo (Salazar y Aldana, 2011). Tiene la siguiente estructura 

molecular (Figura 3). 

 

 

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

 

Existe una excesiva aplicación de herbicidas en la agricultura, sobre todo como controladores 

de malezas en cultivos de lento crecimiento, debido a que son económicamente 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 ácido aminometilfosfónico (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 más utilizados 

en el mundo y dentro de la agricultura (Camino y Aparicio, 2010), siendo el herbicida más 

utilizado en el sector agrícola, sólo en el año 2013 la producción de este herbicida a nivel 

mundial se estimó en 630 000 t, superando a otros herbicidas (Ramírez et al., 2017), para el año 

2014 aumentó a 825 000 t (Huhn, 2018); actualmente este herbicida es fabricado por más de 90 

productores en 20 países (Centner et al., 2019). 

 

Modo de acción 

 

El glifosato es un herbicida que, una vez realizada la fumigación, 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 síntesis de proteínas, destruye las 

células y promueve un crecimiento descontrolado de las hojas (Sousa et al., 2019); 

particularmente interviene en la degradación de la clorofila, logrando como resultado un color 

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

 

 

Villalba (2009) mostró 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 núcleo 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 química del mismo, 

por lo cual no es netamente reactivo. El destino final dentro del ambiente según Paz y López 

(2011) es la formación de complejos con iones de Ca2+ y Mg2+ presentes en el agua; a través del 

proceso de adsorción se encuentra en forma de sedimentos o partículas suspendidas en el agua 

y el suelo; y además por acción 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 

sistemática y de allí se puede movilizar en el suelo por competencia con el fósforo, el cual podría 

ser asimilado por las plantas consideradas no objetivo (Salazar y Aldana, 2011; Soares et al., 

2019). La adsorción 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 características del 

suelo como el potencial de fijación de fósforo, el hierro disponible para la planta, pH, cantidad 

de arena, materia orgánica y capacidad de intercambio catiónico (Salazar y Aldana, 2011). A 

las características ya mencionadas se añaden la presencia de fosfatos y carbono orgánico; los 

fosfatos empleados en el proceso de fertilización creando competencia con el glifosato (Huhn, 

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

 

 

La persistencia del glifosato en el suelo es amplia, algunos estudios muestran que en 60 días 

esta molécula solo logra una mineralización de 12 % para el horizonte A del suelo (Tévez y Dos 

Santos, 2015). Se puede señalar que esta molécula se mantiene activa en el suelo por varios días 

e incluso meses, llegando a permanecer 315 días según condiciones climáticas y características 

del suelo (Montero et al., 2017; Ansari et al., 2019) por su adherencia a la materia orgánica 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 orgánica, mientras 

que, en aquellos suelos minerales, es menor debido a la lixiviación producto de lluvias en 

determinados lugares (Pérez et al., 2013). Existe riesgo potencial que este compuesto afecte los 

ciclos biológicos del suelo, acumulación y aumentación 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). 

 

Descomposición del glifosato en el suelo 

 

El glifosato, en su proceso de degradación, tiene dos rutas metabólicas o vías de descomposición 

(Figura 4). La primera ruta es la degradación del glifosato en ácido aminometilfosfónico 

(AMPA) que luego es metabolizado a CO2 y la segunda ruta es de la sarcosina que da lugar a la 

unión C-P resultando en fosfato inorgánico y glicina (Vera, 2011). La molécula glifosato puede 

degradarse al final como carbono, nitrógeno y fósforo, según esta descomposición las bacterias 

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

 

Productos comerciales en base a glifosato 

 

El glifosato en el Perú tiene las siguientes denominaciones según las distintas empresas: 

Productos Campo-Agro Perú 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, Química Suiza Industrial del Perú S. A. como Quimifosato y Farmex S. A. lo 

denominará Roundup 747 SG (Ramos, 2016), Montana como Octano. Se muestra en la siguiente 

tabla algunos d ellos más usados en San Martín (Tabla 2). 
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Tabla 2 

Lista de productos con ingrediente activo de glifosato 

Número de registro Nombre comercial Nombre 

común 

Titular del registro Dosis 

(kg/200 L) 

1733 - SENASA OCTANO GLIFOSATO MONTANA S.A. 1 

389-97-AG-SENASA GLYPHOGAN 48 SL GLIFOSATO PROFIANDINA PERU 

S.A. 

2 

420-97-AG-SENASA GLYFO 4 GLIFOSATO SERFI S.A. 2 

421-97-AG-SENASA RUSTER UP GLIFOSATO SERFI S.A.  1 

423-97-AG-SENASA QUIMIFOSATO GLIFOSATO INDUSTRIAL DEL PERU 

S.A 

2 

592-98-AG-SENASA  HERBOSATO GLIFOSATO DROKASA PERU S.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 BAYER S.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 (Bailón et al., 

2015). El herbicida glifosato genera daños al ambiente y a la población expuesta (Campuzano 

et al., 2017). El suelo es el primer ecosistema afectado por el uso de agroquímicos, cuyos efectos 

se extienden a la flora y fauna, alterando sus condiciones naturales e interfiriendo en el equilibrio 

existente antes de la fumigación, 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 composición microbiana y la 

actividad enzimática en rizosferas vegetales (Hagner et al., 2019), disminuye la población de 

bacterias encargadas de la colonización micorrízica en el suelo (Caldas, 2019). Este efecto se 

mostrará según las concentraciones de glifosato, las condiciones fisicoquímicas del suelo y las 

condiciones climáticas de la región (Santric et al., 2018). 
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CAPÍTULO II: MARIALES Y MÉTODOS 

 

2.1. Diseño de la investigación 

 

La investigación tuvo un enfoque cuantitativo, fue experimental y se utilizó un diseño 

completamente al azar (DCA); cumplió con un plan en el que se abordó una serie de etapas muy 

rigurosas con la finalidad de recolectar datos para describir procesos de aislamiento de bacterias 

fijadoras de nitrógeno del género Azotobacter así como su identificación morfológica y 

bioquímica y la evaluación de los efectos del glifosato sobre la población de estas bacterias con 

el fin de probar la hipótesis; además, se determinaron variables contextualizadas con base en la 

medición numérica, el análisis estadístico, prueba de teorías y la elaboración final de 

conclusiones (Hernández et al., 2014). Se abordó el tema con un alcance exploratorio a través 

del descubrimiento de conceptos o fenómenos y se estableció las relaciones entre ellos; durante 

el proceso de experimentación se ha verificado las causas de los sucesos estudiados por lo que 

también tuvo un alcance explicativo (Hernández et al., 2014). 

 

2.2. Lugar y fecha 

 

Para el aislamiento e identificación de bacterias Azotobacter spp., se colectaron muestras del 

suelo cafetalero de la finca El Alba (se incluyó los pelos radiculares del café) (Escobar, et al., 

2011), ubicada en el caserío Nuevo Horizonte, distrito de Soritor (Figura 5) durante la primera 

semana del mes de setiembre del año 2019, siguiendo un muestreo sistemático (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, región San Martín (Figura 

6), durante la tercera semana del mes de setiembre del mismo año, empleando un muestreo 

sistemático en forma de zigzag (Schweizer, 2011) eligiendo cinco puntos (Tabla 4), las mismas 

que fueron utilizadas durante el proceso experimental. 

 

 

La investigación se realizó 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 El Dorado. Fuente: Elaboración propia. 
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Tabla 3 

Puntos de muestreo fincas de la comunidad nativa El Dorado 

Fuente: Elaboración propia. 

 

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 



28 

 

Figura 6. Muestreo de suelos en fincas de café de Soritor. Fuente: Elaboración propia. 
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Tabla 4 

Puntos de muestreo en la finca El Alba 

Fuente: Elaboración propia. 

 

2.3. Descripción de la investigación  

 

2.3.1. Fase preliminar  

 

Se hizo un reconocimiento de las parcelas de café, finca El Alba y finca El Cedro para 

seleccionar de manera provisional los puntos de muestreo; además, se definió los laboratorios 

para los análisis de parámetros físicos y químicos del suelo e identificación de la molécula de 

glifosato. 

 

2.3.2. Fase de campo 

 

a. Obtención de muestras de suelo  

 

Para el aislamiento e identificación 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 siguió la Guía 

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

siguiente procedimiento: 

− Identificación de puntos de muestreo de la parcela en donde no se ha utilizado agroquímicos 

durante los últimos cinco años. 

− Utilización de la indumentaria adecuada (guantes estériles, mascarillas, botas de jebe y 

vestimenta adecuada). 

− Limpieza y acondicionamiento de cada punto identificado. 

Puntos Coordenadas UTM 

Este  Norte 

M1_01 265902 9308533 

M2_02 265954 9308582 

M3_03 265881 9308573 
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− Siguiendo a Hernández et al. (2018); Escobar et al. (2011) y García (2019) se colectó el 

suelo perteneciente a los cinco centímetros de profundidad. 

− Luego se realizó el colocado de muestras en bolsas y el posterior rotulado de las mismas.  

 

Una vez recogidas las muestras (5 kg de suelo) se trasladó al Laboratorio General de Ciencias 

Básicas N° 02 de la Universidad Católica Sedes Sapientiae, Filial Rioja: Nueva Cajamarca, 

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

 

 

Figura 7. Finca cafetalera El Alba. Fuente: Elaboración propia. 

 

Figura 8. Toma de muestras de suelo, finca cafetalera El Alba. Fuente: Elaboración propia. 

 

Para suministrar diversas dosis de glifosato y evaluar el comportamiento de la población de 

Azotobacter spp., se utilizó suelo cafetalero (cinco muestras) de la finca El Cedro con manejo 

convencional, el área de la parcela fue de 2,43 hectáreas 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 análisis de suelo en el laboratorio SGS de Perú SAC (ver Apéndice 3). 

Además, se realizó el análisis de parámetros físicoquímicos, en el Laboratorio de Suelos del 

PEAM – Nueva Cajamarca (ver Apéndice 4).   

 

 

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

 

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

Básicas N° 02 de la Universidad Católica Sedes Sapientiae, Filial Rioja: Nueva Cajamarca. 

 

2.3.3. Fase de laboratorio  

 

a. Acondicionamiento del lugar de trabajo 

  

− Se solicitó una autorización para el uso del laboratorio de ciencias básicas de la Universidad 

Católica Sedes Sapientiae (ver Apéndice 1). 
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− Se construyó 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 identificación de bacterias 

 

Para este proceso se tuvo en cuenta los siguientes pasos: 

− Se procedió con la esterilización de materiales (placas Petri, Pinzas, Matraces y Vasos de 

precipitado) en un horno Pasteur por dos horas a 180 °C. 

− Se preparó agar Ashby Manitol; este medio de cultivo está libre de nitrógeno (Figua 10 y 

Apéndice 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 solución se vertió a un matraz para ser aforado con algodón y papel 

aluminio y luego ser llevado a esterilizar en autoclave durante 30 minutos a 121 °C y 0.11 

megapascales (MPa). 

 

 

Figura 10. Preparación de agar Ashby Manitol. Fuente: Elaboración propia. 

 

− Posteriormente se refrigeró durante 24 horas a 4 °C. 

− Pasado el tiempo de refrigeración, el agar fue solubilizado haciendo uso de una cocina 

eléctrica, en seguida se agregó 20 ml a cada placa Petri.    

− Siguiendo la técnica de gránulos de suelo (Aquilinti et al., 2004, citado por Jiménez, 2007), 

se tomó 10 g de suelo, para posteriormente colocar 20 gránulos en cada placa a 1 cm de 

distancia entre los gránulos, se preparó un total de 26 placas Petri (Figura 11). 
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Figura 11. Técnica de los gránulos de suelo. Fuente: Elaboración propia. 

 

− Las placas Petri se incubaron durante cuatro días a una temperatura de 28 °C (Figura 12) en 

las que se pudo verificar la pigmentación y colonias separadas, colonias traslúcidas y 

mucilaginosas; además se hizo uso de la tinción Gram para observar al microscopio diversas 

formas de bacterias del género Azotobacter. Se observó (Figura 13 y 14) formas celulares 

de bacilos, cocos, individuales, en pares o formando agregados irregulares, y algunas veces 

formando cadenas de tamaño variable (Román et al., 2014). De estas placas se realizó la 

identificación bioquímica evaluando el comportamiento químico de las bacterias frente a la 

fermentación de glucosa, maltosa, manitol y ramnosa (Jiménez, 2007), en el laboratorio de 

Microbiología y Biotecnología de la Universidad Católica Sedes Sapientiae (Aprendice 15).  

 

Figura 12. Incubación de placas Petri. Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 13. Vista de bacterias al microscopio. Fuente: Elaboración propia. 

 

 

Figura 14. Formas de las bacterias observadas en el microscopio. Fuente: Elaboración propia 

 

− Una vez identificadas las bacterias Azotobacter spp. se realizó 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: Elaboración propia. 

− Se incubó las placas Petri durante cuatro días a una temperatura de 28 °C hasta observar 

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

 

c. Implementación de tratamientos para evaluación 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 estándar de 4,75 mm) para obtener gránulos 

homogéneos. 

− Con la ayuda de una balanza analítica se realizó 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: Elaboración propia. 
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− A cada muestra puesta dentro del invernadero se tomó la medición de pH, siguiendo el 

protocolo de Van Lierop (1981), citado por Jiménez (2007), según el cual se coloca suelo 

tamizado en un vaso de precipitado limpio y agua destilada en proporción 1:1 p/v; luego la 

proporción se dejó reposar durante cinco minutos y una vez preparada la muestra se tomó la 

medición del pH, haciendo uso de un pHmetro HI9811-5 marca HANNA. 

− A cada vaso de precipitado con 500 g de suelo se agregó las siguientes cantidades del 

herbicida Octano según tratamiento (T) y sus repeticiones: para T1 se utilizó 1 g de glifosato 

diluido en 1 L de agua destilada, T2 se utilizó 5 g de glifosato diluido en 1 L de agua 

destilada, T3 se utilizó 10 g de glifosato diluido en 1 L de agua destilada, T4 se utilizó 15 g 

de glifosato diluido en 1 L de agua destilada y T5 se utilizó 20 g de glifosato diluido en 1 L 

de agua destilada.  

− Una vez preparado el caldo según el tratamiento, se extrajo 200 ml para ser aplicado en un 

volumen de 50 ml cada 24 horas durante cuatro días, utilizando una pipeta milimétrica. 

− Una vez terminado la aplicación del glifosato según tratamiento, las muestras de suelo se 

llevaron al laboratorio de suelos del PEAM de Nueva Cajamarca para el análisis de las 

propiedades físicas y químicas (ver Apéndices 5 - 9). 

 

d. Recuento de colonias y agregado de gránulos de suelo con diferentes dosis de glifosato  

 

− Se colocó mecheros de alcohol con llama, para que al momento de sacar las placas Petri de 

la incubadora se evite la contaminación directa o cruzada de las muestras que contenían las 

colonias de Azotobacter spp.  

− Se realizó el primer recuento de las colonias bacterianas haciendo uso de equipo cuenta 

colonias J2 Colony Counter marca HINOTEK. 

− Con la ayuda de pinzas metálicas estériles se sacaron gránulos 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 sí (Figura 17). 
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Figura 17. Colocado de gránulos de suelo con diversas dosis de glifosato. Fuente: Elaboración 

propia. 

 

− Las placas Petri fueron nuevamente puestas a incubación durante 7 días a una temperatura 

de 28 °C. 

− Concluidos los 4 días de incubación se realizó un nuevo recuento de colonias para 

determinar si hubo incremento o disminución de estas, de modo que podamos evaluar así el 

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

 

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

 

La investigación constó de cinco tratamientos y un control absoluto donde solo se le añadió 

agua. En total se acondicionó 26 vasos de precipitado que contenían 500 g de suelo procedente 

de la finca El Cedro, a los cuales se agregó 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), además de una sub-dosis y tres sobredosis en las cuales se utilizaron un 

múltiplo de la dosis comercial. En cuanto a las dosis del herbicida glifosato se siguió cantidades 

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

 

Tabla 5 

Tratamientos experimentales para evaluación del efecto del glifosato 

Tratamiento Dosis del producto comercial 

(kg/200 L) 

Dosis / tratamiento 

(g/L) 

T0 (control) 0 0 

T1 0,5 1 

T2 1(*) 5 

T3 2 10 

T4 3 15 

T5 4 20 

(*) Se tomó como base la dosis comercial del herbicida Octano según ficha técnica 

Fuente: Elaboración propia. 

 

2.3.5. Unidades experimentales 

 

Cada tratamiento consistió en 5 unidades experimentales, cada unidad experimental estuvo 

representada por 1 vaso de precipitado que contenía 500 g de suelo por tratamiento en los cuales 

se añadió la dosis por tratamiento (Tabla 5). El experimento tuvo 26 unidades experimentales y 

un control absoluto que contenía solo agua. Las muestras de suelo con dosis de glifosato 
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permanecieron durante siete días dentro del invernadero, se colocó los gránulos de suelo dentro 

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

 

2.3.6. Identificación de variables y su mensuración  

 

Las variables de estudio se evaluaron de la siguiente manera (Tabla 6). El recuento de las 

bacterias Azotobacter spp. se realizó siguiendo la metodología empleada por Shahid et al., 

(2019), en la cual se tomó una muestra de la colonia pigmentada de color marrón, se sembró en 

una placa Petri con Agar Ashby Manitol, las placas por tratamiento (Figura 15) fueron incubadas 

a una temperatura de 28 ºC durante cuatro días y finalmente se realizó el conteo (ver Apéndice 

13).  

 

Tabla 6 

Variables de investigación y su mensuración 

Variables Mensuración Unidad de medida 

Variable Dependiente: 

Población de Azotobacter spp. 

Recuento de bacterias 

Azotobacter spp. siguiendo a 

Shahid et al. 

UFC 

  

  

Variable Independiente: 

Glifosato 

Dosis de glifosato g/L 

Fuente: Elaboración propia. 

 

2.3.7. Diseño estadístico del experimento 

 

Se hizo uso del diseño completamente al azar (DCA), con cinco tratamientos y cinco 

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

de comparación múltiple de Kruskal-Wallis (p<0.05). 
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2.4. Materiales 

 

2.4.1. Material biológico 

 

Se logró aislar bacterias del género Azotobacter según formas y colores característicos en un 

medio libre de nitrógeno (Figura 19). 

 

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

 

2.4.2. Herbicida Octano 

 

Descripción 

 

El herbicida Octano, fabricado por la empresa Montana S.A.C., tiene una composición de 880 

mg/kg, es comercializado bajo la formulación de gránulos solubles, del grupo químico 

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 ºC es de 15 700 mg/L a pH 7, 

con un punto de fusión de 189,5 ºC, se descompone antes de la ebullición de 100 ºC y no es 

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

 

Toxicidad 

 

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

invertebrados como las abejas. Su vida media en el suelo varia entre días e incluso años. 

 

2.4.3. Materiales equipos 

 

- Equipos de laboratorio: autoclave, estufa, congeladora, balanza, incubadora (Apéndice 20), 

contador de colonias (Apéndice 21), multiparámetro (Apéndice 22) y microscopio. 

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

- Materiales de laboratorio: papel aluminio, matraz, pipeta, probeta, algodón, placa Petri, 

mecheros y aza bacteriológica. 

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

destilada. 
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CAPÍTULO III: RESULTADOS 

 

3.1. Determinación de la presencia de glifosato en el suelo de la finca cafetalera El Cedro 

perteneciente a la comunidad nativa El Dorado 

 

Según los resultados del análisis de suelo (Tabla 7) realizado por el Laboratorio SGS del Perú 

SAC a través del método de plaguicidas polares rápidos (method QuPPe) que implica extracción 

simultánea con metanol; la muestra de suelo obtenida de la finca El Dorado, con un Límite de 

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

 

Tabla 7 

Determinación de glifosato en suelo cafetalero 

Muestra Determinación Unidad Resultados LOQ Método de ensayo 

1 kg suelo Glyfosato mg/kg No 

detectable 

0,01 Método de análisis de numerosos 

plaguicidas que implica extracción 

simultánea con metanol  

Fuente: Laboratorio SGS del Perú SAC. 

 

3.2. Identificación morfológica de cepas de Azotobacter spp. a nivel de género, presente 

en suelos cafetaleros de la zona de Soritor 

 

3.2.1. Morfología de las colonias  

 

En los aislamientos realizados se evidenció dos morfologías 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 % presentó 

color blanco translucido no mucilaginoso. 

 

Figura 20. Morfología de bacterias del género Azotobacter. Fuente: Elaboración propia. 

 

3.2.2. Morfología de las bacterias  

 

Mediante la coloración Gram se logró identificar dos morfologías celulares, bacilos Gram 

negativos ovalados, grandes, gruesos y alargados y bacilos Gram negativos cortos o pequeños. 

Ambas morfologías presentaron forma de bacilos hasta cocos, individuales, en pares o formando 

agregados irregulares, y algunas veces formando cadenas de tamaño 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: Elaboración propia. 

 

3.3. Identificación bioquímica 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 bioquímica de lectura 

inmediata de identificación a nivel de género de la bacteria Azotobacter, este tipo de prueba 

permitió determinar las características metabólicas de las bacterias. Las cepas tuvieron 

resultados positivos utilizando la técnica de tinción Gram, debido a que estos microorganismos 

tienen una capa gruesa de peptidoglicano en su pared. El tipo de célula según su forma fue 

bacilos rectos y cocos en forma de bastones, la reacción ante las enzimas catalasa y oxidasa 

fueron positivas por la presencia de citocromos; es decir, la reacción 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 reducción de nitratos dando positivo en todas las reacciones. 
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Tabla 8 

Características de las bacterias del género Azotobacter  

Características 

 

Azotobacter 

Células Bacilos rectos 

Coloración de Gram - 

Catalasa + 

Oxidasa + 

Acidificación de:  

- Glucosa + 

- Sacarosa + 

- Fructosa + 

- Maltosa + 

Reducción de nitratos + 

Fuente: Laboratorio de Microbiología y Biotecnología UCSS. 

 

3.4. Evaluación de los cambios de pH del suelo de la finca cafetalera El Cedro bajo cinco 

concentraciones de glifosato en condiciones de invernadero 

 

3.4.1. Análisis físico químico del suelo cafetalero sin glifosato de la finca cafetalera El 

Cedro 

 

En la Tabla 9, se muestran los valores del análisis de parámetros fisicoquímicos de las muestras 

de suelo sin emplear el herbicida glifosato. La clase textural fue franco, el valor de pH 5.23, la 

materia orgánica 3.10 %, nitrógeno 0.14 %, fósforo 22.86 ppm y potasio 29.27 ppm; se observa 

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

Datos del análisis físico químico del suelo sin glifosato 

Muestra Clase 

textural 

pH CE 

(ds/m) 

MO 

(%) 

N (%) P 

(ppm) 

K 

(ppm) 

CIC 

T1 Franco 5,23 0,00098 3,10 0,14 22,86 29,27 16,28 

T2 Franco 5,23 0,00098 3,10 0,14 22,86 29,27 16,28 

T3 Franco 5,23 0,00098 3,10 0,14 22,86 29,27 16.28 

T4 Franco 5,23 0,00098 3,10 0,14 22,86 29,27 16,28 

T5 Franco 5,23 0,00098 3,10 0,14 22,86 29,27 16,28 

Fuente: Laboratorio de Suelos del PEAM – Nueva Cajamarca. 

 

3.4.2. Análisis físico químico del suelo cafetalero con glifosato de la finca cafetalera El 

Cedro 

 

En la Tabla 10, se muestran los valores promedios del análisis de parámetros fisicoquímicos de 

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

textural fue franca, el valor del pH presentó un límite superior de 5,23 y un límite inferior de 

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

tuvieron un pH más ácido. Respecto a la materia orgánica el promedio se mantuvo en 3,10 % 

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

demás tratamientos 0,28% respecto al nitrógeno.  

 

Tabla 10 

Datos del análisis físico químico del suelo con glifosato 

Muestra Dosis de 

glifosato (g) 

Clase 

textural 

pH CE 

(ds/m) 

MO 

(%) 

N 

(%) 

P 

(ppm) 

K 

(ppm) 

CIC 

T1 1 Franco 5,23 12,32 3,10 0,28 14,96 132,80 12,32 

T2 5 Franco 5,00 13,02 3,10 0,28 19,56 84,21 13,02 

T3 10 Franco 4,64 13,60 3,10 0,29 16,40 107,86 13,60 

T4 15 Franco 4,27 11,87 3,10 0,28 16,36 79,35 11,87 

T5 20 Franco 3,88 11,24 3,10 0,29 17,74 55,38 11,24 

Fuente: Laboratorio de Suelos del PEAM – Nueva Cajamarca. 
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3.4.3. Evaluación 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 estadísticos descriptivos (media, desviación estándar, coeficiente 

de variación y mediana) de pH por dosis de glifosato. La media más alta 5,232 es para T1 que 

tuvo la dosis de glifosato con menor concentración 1 g/L en 500 g de suelo y la media más baja 

3,878 es para T5 cuya concentración de glifosato fue la más alta 20 g/L en 500 g de suelo, 

expresando que existe una progresiva acidificación del pH del suelo respecto al incremento de 

las dosis de glifosato empleadas. En el tratamiento T2 al que se le aplicó 5 g de glifosato, la 

desviación estándar tuvo mayor dispersión de datos con 0,5688 respecto a los demás 

tratamientos, esto también influenció para que el coeficiente de variación de T2 sea el mayor 

(11,37%).  

 

Tabla 11 

Estadísticos descriptivos de pH por dosis de glifosato 

Muestra Dosis n Media 
Desviación 

estándar 
CV Mediana 

T1 1 g 5 5,232 0,0084 0,16 % 5,23 

T2 5 g 5 5,002 0,5688 11,37 % 4,93 

T3 10 g 5 4,644 0,1946 4,19 % 4,56 

T4 15 g 5 4,270 0,2191 5,13 % 4,43 

T5 20 g 5 3,878 0,0798 2,06 % 3,90 

Nota. CV = Coeficiente de variación que se obtiene desviación estándar entre la media, n es cantidad de muestras 

por tratamiento. 

Fuente: Elaboración propia. 

 

La Figura 24 representa la variabilidad de los datos del pH según las dosis del glifosato respecto 

a la media, expresando los valores promedio de las cinco dosis de glifosato suministradas por 

cada tratamiento; además, la mayor dispersión (11,37 %) se visualiza en la dosis de 5 g y existe 

una dispersión 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.   I (barras de error). Fuente: Elaboración propia. 

 

La Figura 25 muestra la aproximación de los datos de pH a una distribución normal, 

aparentemente se evidencia una distribución normal, la misma que deberá ser contrastada con 

la prueba de normalidad. 

 

Figura 24. Visualización de la normalidad del conjunto de datos. 

Nota. Cuantiles muestrales (Sample quantiles) y cuantiles teóricos (Theoretical quantiles). 

Fuente: Elaboración propia. 
 

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

necesario para el análisis 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 distribución normal 

Fuente: Elaboración propia. 

 

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

el experimento; es decir, existe mayor dispersión en la dosis de 10 g. 

 

 

Figura 25.  Boxplot del pH en cada una de las dosis de glifosato. 

Nota: El boxplot permite visualizar la dispersión de los datos. 

Fuente: Elaboración propia. 

 

 

La prueba de homogeneidad de varianzas del pH muestra una dispersión significativa (p<0,05), 

lo que indica que no se está cumpliendo el supuesto de homocedastecidad para el análisis 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: Elaboración propia. 

 

Ya que no se cumple con el supuesto de homogeneidad, se utilizó el análisis de varianza no 

paramétrico, Kruskal-Wallis que compara más de dos grupos utilizando las medianas las cuales 

no están 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 

Análisis 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: Elaboración propia. 

 

La tabla 15 muestra la prueba de comparaciones múltiples 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 concentración 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 último 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 múltiples entre el pH de las cinco dosis de glifosato 

Prueba de comparación múltiple de Kruskal-Wallis 

Grupos p.value: 0,05  

Comparaciones       obs.            dif critical.         dif difference  

1 1 g-5 g 4,1 13,06603 FALSE 

2 1 g-10 g 7,9 13,06603 FALSE 

3 1 g-15 g 14 13,06603 TRUE 

4 1 g-20 g 19 13,06603 TRUE 

5 5 g-10 g 3,8 13,06603 FALSE 

6 5 g-15 g 9,9 13,06603 FALSE 

7 5 g-20 g 14,9 13,06603 TRUE 

8 10 g-15 g 6,1 13,06603 FALSE 

9 10 g-20 g 11,1 13,06603 FALSE 

10 15 g-20 g 5,0 13,06603 FALSE 

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

(Critical.dif). Fuente: Elaboración propia. 

 

3.5. Evaluación 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 aplicación de glifosato por placa Petri posterior a 4 días de incubación después 

de la siembra. Para T1, el promedio más alto (92 colonias) estuvo en la repetición 1 y el 

promedio más bajo (82 colonias) en la repetición 4. En el tratamiento T2, el promedio más alto 

(104 colonias) estuvo en la repetición 5 y el promedio más bajo (87 colonias) en la repetición 2. 

En el tratamiento T3, el promedio más alto (104 colonias) estuvo en la repetición 3 y los 

promedios más bajos (80 colonias) en las repeticiones 1 y 2. En el tratamiento T4, el promedio 

más alto (113 colonias) estuvo en la repetición 5 y los promedios más bajos (89 colonias) en las 

repeticiones 1 y 2. Finalmente en el tratamiento T5, los promedios más altos (99 colonias) 
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estuvieron en las repeticiones 1 y 4 y el promedio más bajo (95 colonias) en la repetición 2. El 

punto de partida de la investigación no es homogéneo. 

 

Tabla 16 

Número de colonias por placa Petri después de 4 días de incubación  

Recuento de colonias sin glifosato 

Repeticiones Número 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: Elaboración propia. 

 

En la Tabla 17 se muestran la cantidad de colonias muertas en promedio por cada tratamiento 

después de 7 días de la aplicación de glifosato. Para T1 donde la concentración fue de 1g, el 

promedio más alto de muertes (28 colonias) estuvo en la repetición 2 y el promedio más bajo 

(25 colonias) en la repetición 4. En el tratamiento T2 donde la concentración fue de 5 g el 

promedio más alto (50 colonias) estuvo en la repetición 2 y el promedio más bajo (39 colonias) 

en la repetición 3. En el tratamiento T3 donde la concentración fue de 10 g el promedio más alto 

(59 colonias) estuvo en la repetición 2 y el promedio más bajo (50 colonias) en la repetición 3. 

En el tratamiento T4 donde la concentración fue de 15 g el promedio más alto (79 colonias) 

estuvo en la repetición 3 y los promedios más bajos (75 colonias) en las repeticiones 2 y 4. 

Finalmente en el tratamiento T5 donde la concentración fue de 20 g los promedios más altos (96 

colonias) estuvieron en las repeticiones 4 y 5 y el promedio más bajo (92 colonias) en la 

repetición 2. 
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Tabla 17 

Número de colonias muertas por placa Petri según dosis de glifosato  

Repeticiones 

Número de colonias muertas según dosis de glifosato 

(g) por tratamiento 

 

1 g-T1 5 g-T2 10 g-T3 15 g-T4 20 g-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: Elaboración propia. 

 

Se observa los estadísticos descriptivos de la muerte de colonias después de 7 días de haberse 

aplicado las diferentes dosis de glifosato (Tabla 18). El promedio más alto fue para el 

tratamiento T5 (94,6 colonias muertas) y el promedio más bajo para el tratamiento T1 (26,6 

colonias muertas), expresando que existe un progresivo efecto de disminución de las colonias 

en cada placa según se incrementa la dosis. Respecto a la Desviación Estándar, el tratamiento 

T2 fue el más alto (4,5056) seguido por el tratamiento T3 (3,5355) es decir estos dos 

tratamientos tuvieron mayor dispersión en comparación a los demás tratamientos, influenciando 

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

Estadísticos descriptivos de muertes de colonias por dosis de glifosato 

Tratamiento 
Dosis 

(g) 
n Media 

Desviación 

estándar 
CV Mediana 

T1 1 5 26,6 1,1402 4,29 % 27 

T2 5 5 44,6 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 variación que se obtiene desviación estándar entre la media, n es cantidad de muestras 

por tratamiento. 

Fuente: Elaboración propia. 

 

Se representa la variabilidad de datos respecto a su media indicando las muertes de colonias 

bacterianas del género Azotobacter según dosis de glifosato suministrada (Figura 27). La mayor 

dispersión (10,10 %) se expresa en el grupo de 5 g y la más reducida (1,77 %) se encuentra en 

el grupo de 20 g.  

 

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: Elaboración propia. 
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El conjunto de los datos se aproxima a una distribución normal (Figura 28) mostrando una 

aparente normalidad. 

 

Figura 27. Visualización de la normalidad del conjunto de datos. 

Nota. Cuantiles muestrales (Sample quantiles) y cuantiles teóricos (Theoretical quantiles). 

Fuente: Elaboración propia. 

 

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

supuesto necesario para el análisis 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 distribución normal. 

Fuente: Elaboración propia. 

 

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

atípico 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: 

Elaboración propia. 

 

La prueba de homogeneidad de varianzas de las muertes de colonias muestra una dispersión 

significativa (p<0,05) lo cual indica que no se cumple este supuesto para un análisis 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: Elaboración 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 

Análisis 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: Elaboración propia. 

 

La tabla 22 muestra la prueba de comparaciones múltiples 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 concentración 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 días; 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 días y por 

último 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 

días. 

 

Tabla 22 

Comparaciones múltiples entre muertes de colonias y cinco dosis de glifosato 

Prueba de comparación múltiple de Kruskal-Wallis 

Grupos p-value: 0,05  

Comparaciones       obs.             dif critical.    dif difference 

1 1 g-5 g 5,1 13,06603 FALSE 

2 1 g-10 g 9,9 13,06603 FALSE 

3 1 g-15 g 15 13,06603 TRUE 

4 1 g-20 g 20 13,06603 TRUE 

5 5 g-10 g 4,8 13,06603 FALSE 

6 5 g-15 g 9,9 13,06603 FALSE 

7 5 g-20 g 14,9 13,06603 TRUE 

8 10 g-15 g 5,1 13.06603 FALSE 
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9 10 g-20 g 10,1 13,06603 FALSE 

10 15 g-20 g 5 13,06603 FALSE 

Nota: obs.dif=diferencia promedio de los rangos. Critical.dif=valor crítico para considerar una diferencia 

significativa (diference). 

Fuente: Elaboración propia. 

 

Continuación 
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CAPÍTULO IV: DISCUSIONES 

 

4.1. Determinación 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 límite de cuantificación de 0,01 mg/kg en el 

análisis realizado en laboratorio SGS del Perú (Tabla 6). Sin embargo, diversos autores 

demostraron que las moléculas de glifosato se mantienen en el suelo por meses, según 

condiciones climáticas y características del suelo (Montero et al., 2017 y Ansari et al., 2019), al 

adherirse con la materia orgánica y la arcilla (Sidoli et al., 2015; Sousa et al., 2019) y para ser 

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

 

 

Las condiciones climáticas como las lluvias frecuentes, debido a la lixiviación, trasladarían esta 

sustancia (Rivera, 2018 y Camino y Aparicio, 2010) y la actividad microbiana podría disiparla 

en forma de carbono, nitrógeno y fósforo; se ha demostrado que la degradación microbiana es 

una de las formas para descomponer los residuos de herbicidas (Bórtoli et al., 2012). Además, 

existe riesgo potencial que este compuesto afecte los ciclos biológicos del suelo (Ansari et al., 

2019). Y, considerando el suelo como un sistema dinámico vivo que contiene muchas enzimas 

que participan en reacciones de adsorción, oxidación, reducción, hidrólisis y complejación; los 

herbicidas van a influir en cambios temporales de carácter e intensidad sobre la actividad de los 

microorganismos del suelo (Santric et al., 2018). 
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4.2. Identificación morfológica y bioquímica 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 incubación a 28 

ºC presentaron colores amarillentos y mucilaginosos transparentes, al realizar la tinción a través 

de microscopía óptica fueron Gram negativas y se presentaron en formas de bacilos de diversos 

tamaños. Estos resultados concuerdan con diversos autores (Tejera et al., 2005; Aquilanti et al., 

2004; Valderrama, 2013; Román et al., 2014; García, 2019 y Shahid et al. 2019), los cuales al 

incubar placas Petri con Agar Ashby que contenían cepas de Azotobacter por 48 y 72 horas a 

28 °C las colonias presentaron el fenotipo mucosas y color blanquecino, mucilaginoso 

transparente, marrón 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 oxígeno, tienen 

formas diversas como bacilos y cocos. 

 

 

El género de bacterias Azotobacter se identificó bioquímicamente mediante pruebas como 

movilidad, coloración de Gram, catalasa, oxidasa, reducción de nitratos y acidificación de 

glucosa, sacarosa, fructosa y maltosa con valores positivos.  Estos resultados concuerdan con 

los encontrados por (Vélez y Orellana y 2010 León y Rojas, 2015) que de acuerdo con pruebas 

bioquímicas determinaron que Azotobacter poseen enzimas catalasa, oxidasa, ureasa, amilasa, 

utiliza citrato como fuente de carbono y es Gram negativa. 

 

4.3. Evaluación de los cambios de pH del suelo de la finca cafetalera El Cedro bajo cinco 

concentraciones de glifosato en condiciones de invernadero 

 

El pH, tomado como referencia antes de aplicar ningún tratamiento y según análisis de 

laboratorio, ha dado un valor de 5,23 considerado relativamente ácido. Con la aplicación de los 

tratamientos se ha dado una constante disminución 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). El mismo autor considera que esto es 

común en los suelos tropicales.  

 

 

Las mayores diferencias significativas (p<0,05) sobre la disminución del pH al suministrar 

diversas dosis de glifosato a las muestras de suelo encontradas en el análisis de comparaciones 

múltiples fueron en los grupos 1 y 15 g (14,0), 1 y 20 g (19,0) así como en 5 y 20 g (14,9). Estos 

valores de pH decrecientes se atribuyen a procesos de disociación ácido-base según 

composición mineralógica del suelo (Ramos, 2016). Por otro lado, mencionan que la adsorción 

de la molécula de glifosato a las partículas del suelo disminuye con el incremento en el pH, 

puesto que la adsorción de aniones esta acoplada a la liberación de iones OH-, es decir la 

adsorción se encuentra favorecida a pH bajos; los mismos autores mencionan también, que 

disminución temporal de pH en el suelo se debe a la carga sobre la molécula debido a los 

procesos de disociación acido-base y a la carga superficial de los adsorbentes (Camino y 

Aparicio, 2010). 

 

 

Al darse un proceso de acidificación temporal en el suelo según el experimento realizado en 

condiciones controladas podría afectar considerablemente el desarrollo de las bacterias fijadoras 

de nitrógeno (Lara et al., 2007). Pues estos microorganismos viven en medios de suelo cercanos 

a pH neutro (Salazar y Aldana, 2011).  

 

4.4. Evaluación 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 podrían ser una 

amenaza para la población microbiana (Rivera, 2018). Específicamente, el glifosato en su 

formulación comercial afectó de manera significativa según dosis suministradas disminuyendo 

la población de microorganismos fijadores de nitrógeno Azotobacter spp. (KW = 23,022, p-

value = 0,0001254).  Existe una disminución del número 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 

población porcentual (41 %) de bacterias debido a la solubilidad, movilidad y absorción del 

compuesto. Del mismo modo Bórtoli et al. (2012) observaron que a medida que aumenta la 

concentración del glifosato, el número de microorganismos Gram negativas fijadores de 

nitrógeno disminuye, debido a la alteración 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) determinó que el glifosato en función de la dosis utilizada tuvo un efecto negativo 

sobre la densidad de poblaciones benéficas de Pesudomonas flurescens y Trichoderma 

harzianum debido a la alteración de las interacciones de los microorganismos, favoreciendo el 

patógeno 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; además, incrementa la temperatura, el pH y la materia 

orgánica, propiedades del suelo que condicionan el desarrollo de la microbiología edáfica 

(Florida et al., 2012). Se ha visto una disminución significativa de la población de las bacterias 

Azotobacter según las dosis de glifosato empleadas en cada tratamiento, sobre todo durante las 

48 h después de aplicado el herbicida. Conde (2011) y Bailón 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 nitrógeno 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 fertilización de los suelos y el desarrollo vegetativo de las plantas 

(floración, altura, volumen radicular, etc.) incluyendo la cantidad y calidad de la producción 

(Escobar et al., 2011 y Florida et al., 2012). La investigación, conservación y propagación de 
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estos microorganismos favorecerán la conservación de los suelos y la calidad de los productos, 

de modo que se vaya practicando una agricultura ecológica.  
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CAPÍTULO V: CONCLUSIONES 

 

− El suelo cafetalero de la comunidad nativa El Dorado presenta cantidades de glifosato no 

detectables según el método de plaguicidas polares rápidos con un límite de cuantificación 

de 0,01 mg/kg de suelo, lo cual fue evaluado a 30 días de aplicado el herbicida Octano. 

 

− Las bacterias fijadoras de nitrógeno 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 bioquímicamente como Gram 

negativas y reaccionaron de manera positiva a diversos azúcares. 

 

− El glifosato, en su formulación comercial de gránulos solubles, según dosis empleadas en 

el experimento afectó el pH del suelo de manera significativa (KW = 21,409, p-value = 

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

 

− El glifosato, en su formulación comercial de gránulos solubles, según dosis empleadas en 

el experimento afectó a las bacterias Azotobacter spp. disminuyendo su población de 

manera significativa (KW = 23,022, p-value = 0,0001254) y en ningún caso este 

ingrediente activo estimuló su crecimiento. 
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CAPÍTULO VI: RECOMENDACIONES 

 

− Se recomienda realizar análisis del suelo en diversos periodos posteriores a la aplicación 

del glifosato para determinar su permanencia y proceso de adsorción según las 

propiedades fisicoquímicas del suelo. 

 

− Se recomienda a los agricultores guiarse por las buenas prácticas ambientales y según 

trabajo seguro en el momento de manipular el herbicida y aplicarlo en campo por el riesgo 

potencial para la salud y la contaminación 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 identificación de diversas especies de bacterias fijadoras 

de nitrógeno a nivel molecular. 

 

− Se recomienda en investigaciones posteriores analizar el pH del agua que se usará para 

utilizar los tratamientos en campo por la influencia de este parámetro en la eficiencia del 

herbicida. 
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TERMINOLOGÍA 

 

Agricultura. Es una actividad realizada de manera convencional o tecnificada que incluye un 

conjunto de interacciones dinámicas entre factores bióticos y abióticos; 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 más numeroso y pequeño 

del suelo, por lo general no suelen fabricar sus propios alimentos (heterótrofos) y su actividad 

la realizan dentro de la descomposición de la materia orgánica (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). 

 

Fijación biológica del nitrógeno (FBN). Mecanismo realizado por algunas bacterias que 

consiste en la conversión de nitrógeno en amoniaco de manera simbiótica o asimbiótica 

(Ramírez y Ugaz, 2014). 

 

Herbicidas. Son aquellos productos fitosanitarios, en su mayoría sintéticos, cuya función 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 fisicoquímicas adecuadas (Barrero, 

2016). 

 

Microorganismos. Es el conjunto de seres vivos con un tamaño menor a 200 µm, que se 

desarrollan en ecosistemas terrestres y acuáticos distribuidos en todo el planeta (Jaramillo, 

2002). 
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Nitrógeno. Es un elemento químico que se encuentra en la atmósfera terrestre en un 78 %, su 

estado es gaseoso a temperatura y presión ambiental, siendo en su forma diatómica 

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

 

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

en amoniaco (Jaramillo, 2002). 

 

Rizósfera. Es la zona del suelo más cercana a las raíces de los árboles donde se desarrollan 

diversos microorganismos implicados en la descomposición de la materia orgánica (Jiménez, 

2007). 
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APÉNDICE 

 

Apéndice 1. Autorización para uso del Laboratorio de ciencias básicas 
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Apéndice 2. Medio Agar Ashby Manitol 

Nombre Fórmula Cantidad (g/L) 

Manitol C6H14O6 20,00 

Hidrógeno fosfato dipotásico K2HPO4 0,20 

Sulfato de magnesio MgSO4 0,20 

Cloruro de sodio NaCl 0,20 

Sulfato de potasio K2SO4 0,10 

Carbonato de calcio CaCO3 5,00 

Agar C14H24O9 15,00 

pH (25 °C) 7,4 ±0,2 

Fuente: Shahid et al., (2019). 
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Apéndice 3. Reporte de análisis de suelo sobre rastros de glifosato 
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Apéndice 4. Reporte de análisis propiedades físicas y químicas del suelo muestra patrón 

 



80 

 

Apéndice 5. Reporte de análisis propiedades físicas y químicas del suelo tratamiento 1 
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Apéndice 6. Reporte de análisis propiedades físicas y químicas del suelo tratamiento 2 
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Apéndice 7. Reporte de análisis propiedades físicas y químicas del suelo tratamiento 3 
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Apéndice 8. Reporte de análisis propiedades físicas y químicas del suelo tratamiento 4 
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Apéndice 9. Reporte de análisis propiedades físicas y químicas del suelo tratamiento 5 
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Apéndice 10. Datos estadísticos realizados con valores del análisis de suelo 
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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 

 

 

Apéndice 12. Recuento de colonias bacterianas antes de la aplicación del glifosato 

Recuento de colonias sin glifosato 

Repeticiones 

Dosis de glifosato (g) 

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 aplicación 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 

 

Apéndice 14. Identificación morfológica a través del microscopio 
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Apéndice 15. Constancia de depósito de material biológico 
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Apéndice 16. Pruebas estadísticas para pH 

 

Prueba de normalidad – Shapiro Wilk 

a. Planteamiento de hipótesis 

𝐻𝑜: 𝑙𝑜𝑠 𝑑𝑎𝑡𝑜𝑠 𝑝𝑟𝑜𝑐𝑒𝑑𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑢𝑛𝑎 𝑑𝑖𝑠𝑡𝑟𝑖𝑏𝑢𝑐𝑖𝑜𝑛 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙. 

𝐻𝑎 : 𝑙𝑜𝑠 𝑑𝑎𝑡𝑜𝑠 𝑛𝑜 𝑝𝑟𝑜𝑐𝑒𝑑𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑢𝑛𝑎 𝑑𝑖𝑠𝑡𝑟𝑖𝑏𝑢𝑐𝑖ó𝑛 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙. 

b. Nivel de significancia 

𝛼 = 0.05 

c. Estadístico de prueba 

𝑊 =
1

𝑛𝑠2
[∑ 𝑎𝑗.𝑛(𝑥𝑛−𝑗+1 − 𝑥𝑗)

𝑖=ℎ

𝑖=1

]

2

 

d. Regla de decisión 

Si p-value. > α no se rechaza la hipótesis nula (H0)  

e. Cálculos y decisión 

Shapiro-Wilk normality test 

data:  pH 

W = 0,94327, p-value = 0,1761 

f. Conclusión 

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

 

Prueba de homogeneidad u homocedasticidad – Levene 

a. Planteamiento de hipótesis 

𝐻𝑜: 𝜎1
2 = 𝜎2

2 = 𝜎3
2 = 𝜎4

2 = 𝜎5
2 Las varianzas de pH entre las cinco dosis son iguales. 

𝐻𝑎: 𝜎𝑖
2 ≠ 𝜎𝑗

2 Las varianzas de pH son diferentes entre al menos una de las cinco dosis. 

b. Nivel de significancia 

𝛼 = 0.05 

c. Estadístico de prueba 

𝑊 =
(𝑁 − 𝑘) ∑ 𝑛𝑖(𝑧𝑖̅. − 𝑧.̅.)

2𝑘
𝑖=1

(𝑘 − 1) ∑ ∑ (𝑧𝑖𝑗 − 𝑧.̅.)
2𝑛𝑖

𝑗=1
𝑘
𝑖=1
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d. Regla de decisión 

Si p-value. > α no se rechaza la hipótesis nula (H0)  

e. Cálculos y decisión 

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

      Df F value   Pr(>F)    

group  4  3,3805 0,02877 * 

      20                     

Signif. codes:  0 ‘***’ 0,001 ‘**’ 0,01 ‘*’ 0,05 ‘.’ 0,1 ‘.’ 1 

f. Conclusión 

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

homocedásticas. 

 

Análisis de varianza (ANOVA) –Kruskal Wallis 

a. Planteamiento de hipótesis 

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

𝐻𝑎 : Al menos una de las medianas de pH es diferente en cada una de las cinco dosis de glifosato 

b. Nivel de significancia 

𝛼 = 0.05 

c. Estadístico de prueba 

𝐻 =
12

𝑁(𝑁 − 1)
∑ (

𝑅𝑖
2

𝑛𝑖
) − 3(𝑁 + 1)

𝑘

𝑖=1

 

d. Regla de decisión 

Si p-value. > α no se rechaza la hipótesis nula (H0)  

e. Cálculos y decisión 

Kruskal-Wallis rank sum test 

data:  pH by Tratamiento 

Kruskal-Wallis chi-squared = 21,409, df = 4, p-value = 0,0002627 

 

f. Conclusión 

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 múltiples –Tukey’s range 

a. Planteamiento de hipótesis 

𝐻𝑜: 𝑀𝑒𝑖 = 𝑀𝑒𝑗 Las medianas de pH son iguales en cada dosis de glifosato 

𝐻𝑎 : 𝑀𝑒𝑖 ≠ 𝑀𝑒𝑗 Las medianas de pH de colonias son diferentes en cada dosis de glifosato 

b. Nivel de significancia 

𝛼 = 0,05 

c. Estadístico de prueba 

|𝑅̅𝑢 − 𝑅̅𝑣| ≥ 𝑧𝛼/𝑘(𝑘−1)√
𝑁(𝑁 + 1)

12
(

1

𝑛𝑢
+

1

𝑛𝑣
) 

d. Regla de decisión 

Si p-value. > α no se rechaza la hipótesis nula (H0)  

e. Cálculos y decisión 

Multiple comparison test after Kruskal-Wallis  

p.value: 0.05  

Comparisons                       obs.dif critical.dif difference 

1 g-5 g       4,1     13,06603      FALSE 

1 g-10 g      7,9     13,06603      FALSE 

1 g-15 g     14,0     13,06603       TRUE 

1 g-20 g     19,0     13,06603       TRUE 

5 g-10 g      3,8     13,06603      FALSE 

5 g-15 g      9,9     13,06603      FALSE 

5 g-20 g     14,9     13,06603       TRUE 

10 g-15 g     6,1     13,06603      FALSE 

10 g-20 g    11,1     13,06603      FALSE 

15 g-20 g     5,0     13,06603      FALSE 

f. Conclusión 

Existe diferencia significativa entre las dosis 1 g – 15 g, 1 g – 20 g, 5 g – 20 g de glifosato 
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Apéndice 17. Pruebas estadísticas para muertes de colonias 

Prueba de normalidad – Shapiro Wilk 

a. Planteamiento de hipótesis 

𝐻𝑜: 𝑙𝑜𝑠 𝑑𝑎𝑡𝑜𝑠 𝑝𝑟𝑜𝑐𝑒𝑑𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑢𝑛𝑎 𝑑𝑖𝑠𝑡𝑟𝑖𝑏𝑢𝑐𝑖𝑜𝑛 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙 

𝐻𝑎 : 𝑙𝑜𝑠 𝑑𝑎𝑡𝑜𝑠 𝑛𝑜 𝑝𝑟𝑜𝑐𝑒𝑑𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑢𝑛𝑎 𝑑𝑖𝑠𝑡𝑟𝑖𝑏𝑢𝑐𝑖ó𝑛 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙. 

b. Nivel de significancia 

𝛼 = 0,05 

c. Estadístico de prueba 

𝑊 =
1

𝑛𝑠2
[∑ 𝑎𝑗.𝑛(𝑥𝑛−𝑗+1 − 𝑥𝑗)

𝑖=ℎ

𝑖=1

]

2

 

d. Regla de decisión 

Si p-value. > α no se rechaza la hipótesis nula (H0)  

e. Cálculos y decisión 

Shapiro-Wilk normality test 

data:  Muertes 

W = 0,91973, p-value = 0,04598 

f. Conclusión 

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

Prueba de homocedasticidad – Levene 

a. Planteamiento de hipótesis 

𝐻𝑜: 𝜎1
2 = 𝜎2

2 = 𝜎3
2 = 𝜎4

2 = 𝜎5
2 Las varianzas de muertes de colonias entre las cinco dosis son 

iguales. 

𝐻𝑎: 𝜎𝑖
2 ≠ 𝜎𝑗

2 Las varianzas de muertes de colonias son diferentes entre al menos una de las cinco 

dosis. 

b. Nivel de significancia 

𝛼 = 0,05 

c. Estadístico de prueba 

𝑊 =
(𝑁 − 𝑘) ∑ 𝑛𝑖(𝑧𝑖̅. − 𝑧.̅.)

2𝑘
𝑖=1

(𝑘 − 1) ∑ ∑ (𝑧𝑖𝑗 − 𝑧.̅.)
2𝑛𝑖

𝑗=1
𝑘
𝑖=1

 

d. Regla de decisión 
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Si p-value. > α no se rechaza la hipótesis nula (H0)  

e. Cálculos y decisión 

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. Conclusión 

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

homocedásticas. 

 

Análisis de varianza (ANOVA) –Kruskal Wallis 

a. Planteamiento de hipótesis 

𝐻𝑜: Las medianas de muertes de colonias en cada una de las cinco dosis de glifosato son iguales 

𝐻𝑎 : 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 

𝛼 = 0,05 

c. Estadístico de prueba 

𝐻 =
12

𝑁(𝑁 − 1)
∑ (

𝑅𝑖
2

𝑛𝑖
) − 3(𝑁 + 1)

𝑘

𝑖=1

 

d. Regla de decisión 

Si p-value. > α no se rechaza la hipótesis nula (H0)  

e. Cálculos y decisión 

Kruskal-Wallis rank sum test 

data:  Muertes by Tratamiento 

Kruskal-Wallis chi-squared = 23,022, df = 4, p-value = 0,0001254 

f. Conclusión 

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 múltiples –Tukey’s range 

a. Planteamiento de hipótesis 

𝐻𝑜: 𝑀𝑒𝑖 = 𝑀𝑒𝑗 Las medianas de muertes de colonias son iguales en cada dosis de glifosato 

𝐻𝑎 : 𝑀𝑒𝑖 ≠ 𝑀𝑒𝑗 Las medianas de muertes de colonias son diferentes en cada dosis de glifosato 

b. Nivel de significancia 

𝛼 = 0.05 

c. Estadístico de prueba 

|𝑅̅𝑢 − 𝑅̅𝑣| ≥ 𝑧𝛼/𝑘(𝑘−1)√
𝑁(𝑁 + 1)

12
(

1

𝑛𝑢
+

1

𝑛𝑣
) 

d. Regla de decisión 

Si p-value. > α no se rechaza la hipótesis nula (H0)  

e. Cálculos y decisión 

Multiple comparison test after Kruskal-Wallis  

p.value: 0,05  

Comparisons                       obs.dif critical.dif difference 

1 g-5 g       5,1     13,06603      FALSE 

1 g-10 g      9,9     13,06603      FALSE 

1 g-15 g     15,0     13,06603       TRUE 

1 g-20 g     20,0     13,06603       TRUE 

5 g-10 g      4,8     13,06603      FALSE 

5 g-15 g      9,9     13,06603      FALSE 

5 g-20 g     14,9     13,06603       TRUE 

10 g-15 g     5,1     13,06603      FALSE 

10 g-20 g    10,1     13,06603      FALSE 

15 g-20 g     5,0     13,06603      FALSE 

f. Conclusión 

Existe diferencia significativa entre las dosis 1 g – 15 g, 1 g – 20 g, 5 g – 20 g de glifosato 
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Apéndice 18. Etiqueta del herbicida Octano 
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Apéndice 19. Ficha técnica del herbicida Octano 
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Apéndice 20. Incubadora 
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Apéndice 21. Equipo cuenta colonias 
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Apéndice 22. Equipo multiparámetro 
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