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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto del Carbofuran sobre la
poblacion de Azotobacter spp. en suelo cafetalero del caserio La Primavera, Provincia de
Moyobamba, region San Martin. Se realizaron bioensayos de toxicidad utilizando cepas
bacterianas de Azotobacter spp. bajo condiciones de invernadero y de campo, donde se
definieron tres tratamientos con diferentes dosis de Carbofuran (T1=0,4, T2=0,8y T3=1,2
ml/200 ml de agua destilada), con 3 repeticiones cada una, mas 3 muestras control. Para
determinar la muerte de las bacterias se utilizaron 24 placas Petri (12 para la fase de
laboratorio y 12 para campo) con agar Ashby-Manitol, a los que se afiadieron granulos de
suelo contaminado con Carbofuran, recogidos en el dia 1 y 15 después de la aplicacion de la
sustancia; posteriormente, fueron incubados durante 7 dias y se realizaron las evaluaciones
de muerte mediante la observacién y conteo. Los resultados de la evaluacién del
comportamiento poblacional de Azotobacter spp. en condiciones de laboratorio
determinaron que, segun el dia y el incremento de las dosis por tratamiento, el efecto era
mayor en el tratamiento T3-2, en el que se observd 76 colonias muertas en el dia 1y en el
tratamiento T2-3 se observo 517 colonias muertas a los 15 dias de haber aplicado el
insecticida, siendo estos los dos mayores nimeros de mortalidad bacteriana alcanzados en
los bioensayos, con un 40 y 34 %. Los resultados obtenidos de la evaluacion en condiciones
de campo determinaron que segun el incremento de las dosis de Carbofuran, los efectos
sobre Azotobacter spp. era mayor en las evaluaciones del dia 1 y 15. En el tratamiento T2-2
hubo mayor incremento de muertes, con 105 colonias en el dia 1; mientras que la repeticion
T3-1 mostro un mayor efecto con 190 colonias muertas a los 15 dias. Se concluye que el
insecticida Carbofuran presento efectos significativos en la reduccion poblacional de

bacterias Azotobacter spp. en las dos fases (Campo y laboratorio).

Palabas claves: Efecto del Carbofuran, bioensayos, Azotobacter spp, dosis, efecto.
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ABSTRACT

The objective of this research was to determine the effect of Carbofuran on the population
of Azotobacter spp. in coffee soil of the La Primavera village, Moyobamba Province, San
Martin region. Toxicity bioassays were carried out using bacterial strains of Azotobacter spp
under greenhouse and field conditions, where three treatments with different doses of
Carbofuran were defined (T1= 0,4, T2= 0,8 and T3= 1,2 mI/200 ml of distilled water), with
3 repetitions each, plus 3 control samples. To determine the death of the bacteria, 24 Petri
dishes were used (12 for the laboratory phase and 12 for the field) with Ashby-Mannitol
agar, to which granules of soil contaminated with Carbofuran were added, collected on day
1 and 15 after of the application of the substance; subsequently, they were incubated for 7
days and death evaluations were performed through observation and counting. The results
of the evaluation of the population behavior Azotobacter spp. under laboratory conditions,
they determined that, depending on the day and the increase in doses per treatment, the effect
was greater; in treatment T3-2, 76 dead colonies were observed on day 1 and in treatment
T2-3, 517 dead colonies were observed 15 days after applying the insecticide, these being
the two highest numbers of bacterial mortality reached in the bioassays, with 40 and 34 %.
The results obtained from the evaluation under field conditions determined that depending
on the increase in Carbofuran doses, the effects on Azotobacter spp. it was greater in the
evaluations of day 1 and 15. In treatment T2-2 there was a greater increase in deaths, with
105 colonies on day 1; while the T3-1 repetition showed a greater effect with 190 dead
colonies at 15 days. It is concluded that the insecticide Carbofuran presented significant
effects in the population reduction of Azotobacter spp. in the two phases (Field and

laboratory).

Keywords: Effect of Carbofuran, bioassays, Azotobacter spp, dose, effect.
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INTRODUCCION

Con el transcurrir de los afios y debido al cambio climético la agricultura ha sido afectada
por un sinndmero de plagas y enfermedades, donde el hombre se ha visto obligado a hacer
uso indiscriminado de pesticidas para controlar las mismas (Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion [FAO], 2014). Ademas, la FAO menciona que
el uso de insecticidas se ha convertido en una problematica muy grande debido al uso
irracional, por tal motivo establecié cédigos de distribucion y uso adecuado para evitar dafios

a los ecosistemas.

Durante los ultimos 30 afios los insecticidas son utilizados como controladores de diferentes
plagas dentro de la agricultura; sin embargo, no se esta haciendo un uso adecuado de estas
sustancias al momento de ser aplicados en los campos agricolas; motivo por el cual, es
necesario obtener informacion sobre los dafios que ocasionan estos xenobidticos a los
ecosistemas y con ello fortalecer los conocimientos a nivel local, regional y nacional sobre
el uso indiscriminado de los insecticidas que traen como consecuencia la pérdida de la
microfauna existente en los suelos cafetaleros del Alto Mayo y de esta manera evitar el
deterioro ambiental, la bioacumulacién y la resiliencia de las plagas (Ruiz, 2015). Es por
ello, que en la presente investigacion se determind el efecto causado por el activo Carbofuran

sobre la bacteria Azotobacter spp.

La aplicacion constante y continua de estas sustancias quimicas (insecticidas) en el
desarrollo agricola han generado residuos que con el tiempo se han ido acumulando en el
suelo, ocasionando consecuencias como la compactacion, salinizacion del suelo,
disminucion de la actividad microbiana y problemas en el drenaje, siendo principalmente
afectados la diversidad de microorganismos como las de género Azotobacter quienes
contribuyen al incremento de la fertilidad del suelo como parte de su metabolismo, son
promotoras del desarrollo de las plantas, fijan el nitrdgeno, producen antibidticos, hormonas
y otros compuestos que son de vital importancia para el crecimiento de los cultivos y
equilibrio en el suelo (Escobar et al., 2011). Es por ello, que muchos se han preocupado y

han realizado estudios para evaluar y dar a conocer cuéles son los efectos de los pesticidas



entre ellos el Carbofuran, sobre la biota del entorno agricola, entre ellos Avellaneda (2022),
quien realizé la evaluacion del efecto del herbicida Glifosato sobre la bacteria Azotobacter
spp. las cual fue desarrolladas en laboratorio, donde concluye que el glifosato causa dafios

sobre las bacterias disminuyendo su poblacion e inhibiendo su crecimiento.

En los ultimos 10 afios, el valle del Alto Mayo se vio afectado por el uso inadecuado de
agroquimicos, entre ellos el insecticida Carbofuran, el cual es utilizado para el control de
plagas (insectos) que atacan la planta y el fruto de los diferentes cultivos como el café,
platano, maiz, etc. Asimismo, los residuos generados por la aplicacidn de este insecticida
van a parar en los riachuelos y rios cercanos al campo de aplicacion por factores como la
infiltracion y escorrentia, provocando dafios al ecosistema acuéatico. La aplicacion del
Carbofuran ha generado consecuencias ambientales muy graves a diferentes factores del
ecosistema, siendo el suelo uno de los méas afectados ocasionando la disminucion de la
microbiologia edafica entre ellos microorganismos beneficiosos que no es el objetivo al

momento de su aplicacion (Acosta y Gil, 2015).

Segun Delgado et al. (2018), el uso indiscriminado de insecticidas como el Carbofuran por
los agricultores que se dedican a la siembra de café y platano en las zonas rurales se ha
incrementado notoriamente en el control de plagas y con ello mueren los microorganismos
benéficos para el suelo. Motivo por el cual la presente investigacion se sustenta en conocer
el efecto de este compuesto quimico en bacterias del género Azotobacter ya que generan

beneficios para el suelo y las plantas mediante el proceso de fijacion de nitrogeno.

La presente tesis de investigacion estd estructurada en seis capitulos: en el capitulo | se
abordd el marco teorico considerando los antecedentes y las bases tedricas especializadas
que sirvieron de sustento al presente estudio; en el capitulo 11 se detall6 la metodologia y los
materiales utilizados en los bioensayos de toxicidad tomando en cuenta el disefio de
investigacion, en el capitulo 111 se mostraron los resultados de las evaluaciones de los
ensayos, incluyendo los datos estadisticos procesados. Finalmente, en los capitulos IV, V' y

VI se registraron las discusiones, conclusiones y recomendaciones, respectivamente.



OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el efecto del Carbofuran en la poblacion de Azotobacter spp. en suelo cafetalero

del caserio La Primavera, Provincia de Moyobamba.

Objetivos Especificos

o Realizar la caracterizacion fisico — quimica del suelo para reconocer las condiciones

adecuadas para la vida de las bacterias Azotobacter spp.

o Evaluar el comportamiento poblacional de Azotobacter spp. bajo tres tratamientos de

Carbofuran aplicado al suelo en condiciones de laboratorio.

o Evaluar el comportamiento poblacional de Azotobacter spp. bajo tres concentraciones

de Carbofuran aplicado al suelo en condiciones de campo.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

1.1.1. Internacional

Rivera et al. (2010) desarrollaron un trabajo de investigacion sobre el efecto de diferentes
plaguicidas en el crecimiento de Azotobacter chroococcum, donde el objetivo fue evaluar el
efecto del Carboxamide, Imidacloprid, Cipermetrina, Fenoxibencilo, Fluometuron y
Glifosato, sobre la viabilidad del inoculante biolégico Monibac, desarrolladas en el
Laboratorio de Microbiologia de suelos (CBB-Corpoica C.l. Tibaitatd), Colombia. EI
proyecto de investigacion presentd un proceso experimental explicativo, donde utilizé un
disefio de bloques completamente aleatorio (DBCA). La metodologia consistio en utilizar
cepas de A. chroococcum ACL1, la misma que fue aislada de cultivos de algodén de la
estacion experimental Motilonia, Cadazzi-Cesar. La reactivacion del inéculo fue realizada
mediante un medio de cultivo agricola a través de una siembra por agotamiento;
seguidamente, estas fueron incubadas por un periodo de 48 horas a 30 £ 2 °C, realizando
tincién de Gram para confirmar la pureza de la cepa. Los datos fueron analizados a través de
un disefio estadistico de comparacion de medias y analisis de varianza mediante la prueba
de Duncan al 5 % de probabilidad usando SPSS, version 17. Los resultados mostraron que
las bacterias fueron susceptibles frente al insecticida Cipermetrina al 50 %, individualmente
y al ser mezclado con los demas plaguicidas en las dosis utilizadas en campo. Ademas,
determinaron que no hubo efectos significativos (P< 0,05) en la aplicacién de los plaguicidas
Carboxin, Thiram, Imidacloprid, S-metolachloro, Fluometuron y Glifosato, sobre el
crecimiento de A. chroococcum AC1, bajo las diferentes dosis evaluadas; estableciendo de
esta manera que la bacteria objeto de estudio en condiciones de laboratorio tiene la capacidad
de tolerar estas sustancias quimicas a traves de diferentes mecanismos fisiologicos que

presenta sin afectar su crecimiento.



Angelini et al. (2013) realizaron una investigacion sobre los efectos de los pesticidas en las
bacterias fijadoras de nitrégeno en el area de cultivo de mani, cuyo objetivo fue evaluar el
efecto de dos herbicidas de preemergencia (S-metolacloro y Diclosulam), tres herbicidas de
postemergencia (Imazetapir, Imazapic y Glifosato), un insecticida (Gamma+Cihalotrina y
lambda-cihalotrina) y un fungicida (Azoxistrobina + Ciproconazol), sobre las bacterias
Rizobianas (Rhizobium), desarrollados en el Laboratorio de la Universidad Nacional de Rio
Cuarto, Argentina. La investigacion fue experimental siguiendo un disefio de bloques
completamente al azar (DBCA) con cuatro repeticiones. La metodologia desarrollada fue
basada en realizar ensayos en campo e invernadero; para los experimentos de campo
acondicionaron microparcelas en 10 m?, con tres repeticiones cada una, mas una muestra
control; donde semillas de mani Oleico fueron sembrados a mano en cada microparcela;
seguidamente, la primera aplicacion de herbicidas e insecticidas fue a los dos dias y la
segunda aplicacion fue a los 45 dias después de la siembra. Para las pruebas en invernadero
tomaron treinta y seis muestras de suelo inalterado del campo sin tratamiento agroquimico,
los cuales fueron colocados dentro de una bolsa plastica y posteriormente procedieron a la
siembra de una semilla de mani esterilizada en la superficie a 5 cm de profundidad. Después
de 2 dias agregaron un agroquimico diferente a cada bolsa equivalente a la concentracion
utilizada en el campo. Para el analisis de los datos utilizaron el andlisis de varianza ANOVA
del software Infostat; las diferencias entre los tratamientos fueron detectados mediante la
prueba ISD. Los resultados de los estudios realizados en condiciones de campo demostraron
que los plaguicidas afectaron negativamente el nimero y la actividad nitrogenasa de las
poblaciones diazotroficas del suelo. Los efectos de agroquimicos no fueron transitorios, ya
que estos parametros no se recuperaron a los niveles previos al tratamiento ni siquiera 1 afio
después de la aplicacion de los plaguicidas. Mientras que los resultados obtenidos de los
experimentos de invernadero revelaron que la adicion de herbicidas o fungicidas disminuyé
el nimero de Diazotrofos vivos alcanzando los niveles encontrados en el suelo modificado
con los pesticidas y que el numero de Diazotrofos simbidticos no se vio afectado
Concluyeron que el uso de estos plaguicidas puede alterar significativamente la composicion

de la comunidad bacteriana diazotréfica y reducir la nitrogenasa del suelo.

Chaves et al. (2013) realizaron una investigacion sobre el efecto de la aplicacion de
agroquimicos en el cultivo de arroz sobre microorganismos del suelo, donde el objetivo

principal fue evaluar el efecto del Glifosato, Dispirilina, Azoxistrobina y Malation, sobre los
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microorganismos edaficos en un Oxisol cultivado con arroz secano en los Llanos Orientales
de Colombia. La investigacion fue experimental con un disefio de bloques aleatorizados
(DBCA). La metodologia consistio en preparar (arado) el terreno agricola (30 bloques de
100 m?) un mes antes de la aplicacion de los agroquimicos, para el cual definieron 4
Tratamientos con diferentes dosis por cada sustancia. Seguidamente, procedieron a la
aplicacion del Glifosato en una dosis de 2,5 L/ha (Tratamiento 1) como herbicida pre-
emergente; acto seguido, 12 dias despues realizaron la siembra del arroz al voleo; mas
adelante, 20 dias después de la germinacién aplicaron el herbicida Bispiribac en una dosis
de 0,4 L/ha (Tratamiento 2) para las malezas y gramineas de hoja angosta; posteriormente,
40 dias después de la germinacién aplicaron el fungicida Azoxystrobin a razon de 0,5 L/ha
(Tratamiento 3) para el manejo de hogos en el cultivo; finalmente, 65 dias después de la
germinacion aplicaron el insecticida Malation en una dosis de 1,5 L/ha (Tratamiento 4). Para
el conteo de microorganismos tomaron 5 muestras compuestas de suelo rizosférico de 500 g
tomados antes y 3 dias después de la aplicacién de cada sustancia, donde realizaron el conteo
de microorganismos empleando dilucién en placa con medios especificos para cada grupo
microbiano. Los conteos de microrganismo fueron analizados en el software Minitab 14
empleando el analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de comparaciones multiples de
Dunnet. Los resultados obtenidos mostraron que en el recuento encontraron bacterias Gram
(+), Gram (-), actinomicetos y grupos funcionales fijadores de nitrégeno y solubilizadores
de fosforo junto con los hongos Trichoderma spp., Fusarium spp. y Penicillium spp. En
cuanto al efecto de estas sustancias, los hongos, actinomicetos y solubilizadores de fésforo
fueron los microorganismos mas afectados por los agroquimicos quienes presentaron
reducciones significativas en su abundancia cuando aplicaron el Glifosato, Bispiribac y
Azoxystribin; a diferencia de las bacterias, quienes presentaron comportamientos variables
segun el agroquimico aplicado. Concluyeron que las bacterias mostraron comportamientos
versatiles que pueden afectar de distinta manera los microorganismos que se encargan de la

descomposicién de la materia organica.

Delgado y Fajardo (2015) desarrollaron una investigacion sobre la determinacion de la
movilidad del activo Carbofuran en suelos de cultivo de papa ubicado en el municipio de
Villapinzon — Cundinamarca, donde tuvieron como objetivo evaluar la movilidad del
plaguicida a distintas profundidades del suelo mediante cromatografia liquida de alta eficacia

(HPLC), desarrollados en el Laboratorio de la Universidad Santo Tomés, Colombia. La
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investigacion fue de tipo experimental explicativo, con un disefio completamente
aleatorizado (DCA). La metodologia consistié en tomar 12 muestras de suelo a 3 diferentes
niveles de profundidad de un punto especifico de la finca. Definieron 3 Tratamientos
diferentes, los cuales fueron diferenciados por alturas del suelo; el Tratamiento 1 referia una
altura de 20 cm, el segundo de 40 cm y el tercero de 60 cm de profundidad, con 3 repeticiones
cada uno y un testigo. Para la recoleccion de las muestras de suelo utilizaron columnas de
PVC con un didmetro de 7,62 cm, donde 4 de ellos tenian 30 cm de altura (20 cm de suelo),
4 presentaban una altura de 50 cm (40 cm de suelo) y las 4 ultimas tenian una altura de 70
cm (60 cm de suelo). Seguidamente, aplicaron a cada columna un total de 700 ml de agua
destilada (100 ml/dia); posteriormente, aplicaron 456 ml de Carbofuran (Carbofed) diluido
en agua a cada columna (228 ml en el dia 1y 228 ml en el dia 8), los cuales fueron evaluados
durante 10 dias. Los datos obtenidos fueron procesados utilizando el método estadistico
ANOVA, mediante pruebas de normalidad y comparaciones multiples (DMS), del Software
SPSS. Los resultados determinaron que en las tres profundidades de suelo pudo evidenciarse
mas del 98 % de retencion del ingrediente activo Carbofuran, esto debido a las caracteristicas
fisicas y quimicas obtenidos en las muestras de suelo, donde la materia organica, textura y
pH presentaron mayor influencia en la movilidad del Carbofuran, es decir, estos factores
fueron determinantes para la adsorcion y retencion de plaguicidas en las tres muestras del
suelo, concluyendo que la movilidad del Carbofuran depende de la presencia de materia
organica, la estructura fisica y quimica presente en el suelo; asimismo, observaron que tiene

que pasar mucho tiempo para que el activo de este plaguicida vaya desapareciendo.

Gulhane et al. (2015) realizaron un trabajo de investigacion sobre la influencia de los
plaguicidas en las bacterias fijadoras de nitrégeno, donde tuvieron como objetivo el estudio
del efecto de los plaguicidas Hilcyperil y Nuvan sobre las bacterias fijadoras de nitrogeno
Rhizobium spp. y Azotobacter spp., desarrollados en el Laboratorio del Colegio de Ciencias
Shri Shivaji Education Society Amravati’s (SSESA), La India. El estudio de investigacion
fue experimental, con un disefio completamente al azar (DCA). La metodologia consistio en
recolectar nddulos de raiz de plantas de soja y guisantes para el aislamiento e identificacion
de las bacterias Rhizobium spp., los cuales fueron esterilizados con alcohol de 95 % durante
4 minutos, lavado con hipoclorito de calcio (10 g/150 ml de agua destilada) y triturado; el
material triturado fue transferido a 5 ml de solucion estéril de agua, de los cuales 0,1 ml fue

extendida sobre la superficie de agar manitol extracto de levadura (YEMA); seguidamente,
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las placas fueron incubadas a 28 °C durante 48 horas. Para el aislamiento de Azotobacter
spp. recolectaron 8 muestras de suelo (1 g) de la filosfera de las cuatro plantas como: maiz
(Zea mays Linneo), algodon (Gossypium hirsutum Linneo), dedo de dama (Abelmoschus
esculentus Moench) y berenjena (Solanum melongena Linneo), los cuales fueron mezcladas
con agua destilada estéril (9 ml) en tubos de ensayos; posteriormente, tomaron 1 ml de cada
muestra para ser inoculadas en placas con agar glucosa Ashby y finalmente incubadas a 28
°C durante 48 horas. Los resultados indicaron que las bacterias fijadoras de nitrégeno fueron
inhibidas por ambos pesticidas. En las muestras de suelo encontraron que las bacterias
(Azotobacter spp) de las filosfera de las plantas fueron inhibidas por Hilcyperil y Nuvan a
razén de 20 y 24 mm para la berenjena y maiz, 16 y 26 mm para algodon y 19 y 24 mm para
el dedo de dama. La investigacion de los nddulos radiculares determind que las bacterias
(Rhizobium spp) fueron inhibidas por Hilcyperil y Nuvan a razon de 20 y 22 mm para la raiz
de soja y 14 y 10 mm para la raiz de guisantes, respectivamente. Concluyeron que los
pesticidas tienen resultado diferencial en el crecimiento de bacterias fijadoras de nitrégeno
y su accién varia de acuerdo con el lugar y dosis de aplicacidn, lo cual implica una reduccion

en el rendimiento de las plantas.

Kareem y Hasan (2018) realizaron una investigacion sobre el efecto de las concentraciones
de residuos de plaguicidas en el crecimiento de algunas bacterias del suelo. El objetivo del
estudio fue utilizar tres tipos de plaguicidas para el control de arbustos de trigo (Topic 100
Ec, Granistar 75 DF y Jantastar — 75 DF) en el crecimiento y actividad de tres bacterias con
el fin de determinar el efecto en la degradacion de los plaguicidas que se encuentran en el
suelo, desarrollados en el Laboratorio de la Universidad de Kufa, Irag. La investigacion fue
experimental y explicativo, con un disefio completo al azar (DCA). La metodologia consistio
en obtener y propagar tres bacterias (Bacillus subtilis Ehrenberg, Azospirillum brasilense
Tarrand et al. y Azotobacter chroococcum) en un medio de cultivo NA en placas Petri y
tubos de ensayo, los cuales fueron incubados a 30 °C hasta su uso. Para el crecimiento de las
bacterias prepararon agar nutritivo en placas petri, sembraron y los mantuvieron bajo
refrigeracion a una temperatura de 2 °C. Seguidamente, las muestras de suelo fueron
esterilizadas y distribuidas en una bolsa plastica de 150 g con 5 ml de bacterias en
crecimiento en medio BN de 48 horas, agregaron 15 ml de cada pesticida en cuatro
concentraciones diferentes (cero, dosis completa, media dosis y doble dosis) y fueron

incubados a 30 °C durante 4 semanas. El andlisis de los datos fue realizado mediante un
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ANOVA; asimismo, los promedios fueron comparados utilizando la diferencia minima
significativa y el nivel de probabilidad (0,05) en el software SPSS. Los resultados
determinaron que el plaguicida Jantastar mostro un mayor efecto en namero de celdas sobre
B. subtilis (223,49 x 107 células/ml de medio) en comparacion con el Granistar (181,83 x
107 células/ml de medio) durante 4 semanas. Para las bacterias A. brasilense, los pesticidas
Granistar, Jantastar y Topic presentaron un efecto mas significativo sobre la reduccion en el
crecimiento de las células bacterianas en la dosis doble, alcanzando un promedio de 197,22
x 107 células/ml de medio, donde el Granistar mostrd el efecto mas bajo (119 x 107 células/ml
de medio). En las bacterias A. chroococcum, el Granistar y Jantastar, redujeron el
crecimiento en un total de 183,16 x 107 células/ml de medio y 248,49 x 107 células/ml de
medio; mientras que el Topic redujo el crecimiento bacteriano en un promedio de 259,08 x
107 células/ml de medio. En conclusion, determinaron que los plaguicidas utilizados
mostraron un efecto significativo en el crecimiento bacteriano, donde el incremento en la
concentracion de cada plaguicida redujo el crecimiento de bacterias, mostrando una relacion

entre la concentracion y el efecto.

Udochukwu et al. (2018) realizaron un estudio sobre los efectos de la aplicacion de un
pesticida en el crecimiento de bacterias nitrificantes del suelo, donde tuvieron como objetivo
determinar los efectos del pesticida Lindano sobre las bacterias Nitrosomonas spp.,
desarrollado en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de Ciencias y Tecnologias
de Benin. El desarrollo de la investigacion fue experimental con alcance explicativo, donde
utilizaron un disefio completo al azar (DCA). La metodologia consistio en aislar y
caracterizar bacterias nitrificantes (Nitrosomonas spp.) presentes en muestras de suelos de 5
lugares diferentes dentro de la universidad, utilizando como medio Winigradsky para la fase
1 de nitrificacion. Posteriormente, procedieron con la preparacién de diluyentes para los
diferentes estados de toxicidad a base de Nitrito de sodio (0,25 mg de NaNO3z/caldo
Winigradsky) y sulfato de amonio (5,0 mg (NH4)2SO4/caldo Winigradsky), los cuales fueron
esterilizados a 121 °C y 15 psi, durante 15 minutos; asimismo, usaron concentraciones de
insecticida de 120, 140, 160, 180 y 200 ppm y una muestra control con diluyente puro (NHa)>
para la determinacién de la concentracion letal media (CLsg). Para las pruebas de toxicidad
aguda, 10 ml de cada una de las concentraciones de toxico (90 ml) fueron inoculadas en
matraz aforado de 250 ml; seguidamente, determinaron el contenido de nitrato e inocularon

placas (28 £ 2 °C) de las distintas concentraciones de toxico después de intervalos de 1, 2, 3
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y 4 horas, durante 72 horas. Para el analisis de los datos obtenidos y la determinacion de la
CEso Y Clso utilizaron el analisis Probit del software SPSS. Los resultados determinaron
que las muestras de suelo dieron positivo para la presencia de Nitrosomonas spp.; después
de 4 a 5 dias de crecimiento, los recuentos de Nitrosomonas spp. obtenidos del medio
Winigradsky variaron de 4,8 x 10% hasta 9,2 x 10° ufc/g. Asimismo, el crecimiento de
bacterias a una menor concentracion de pesticida presentd un incremento que comenzo a
disminuir al aumentar las dosis. El porcentaje de acumulacion de nitrito disminuyd
gradualmente con el tiempo (1h= 82,16 %; 2h=56,73 %; 3h= 28,91 y 4h= 11,31 %); ademas,
los valores de la LCso fueron superiores a la CEsp en todos los intervalos de tiempo, donde a
las 4 horas de exposicion alcanzaron valores de 256,54 y 22,38, respectivamente. En
conclusion, estos resultados demostraron que las bacterias pudieron sobrevivir y crecer a
concentraciones mas bajas de plaguicidas; sin embargo, estas fueron inhibidas por completo
a concentraciones mas altas de plaguicidas.

Qardash et al. (2019) realizaron una investigacion sobre el efecto de seis pesticidas en
bacterias del suelo bajo condiciones de laboratorio, donde tuvieron como objetivo evaluar el
efecto de los pesticidas Supermectina, Novacron, Mores Agrinate, Shahin y Mark a tres
concentraciones diferentes (25, 50 y 100 %) sobre una determinada cantidad de bacterias,
desarrollados en el Laboratorio de Microbiologia, perteneciente al Ministerio de Salud,
Yemen. La investigacion fue experimental y explicativo, con un disefio de bloques
completamente aleatorizado (DBCA). La metodologia consisti en recolectar cinco muestras
de suelo de los campos de cultivo de maiz de la ciudad de Al dhale'e a una profundidad de
15 cm, los cuales pasaron por un tamiz de 2 mm; seguidamente, todas las muestras fueron
combinadas, de los cuales seleccionaron 1 g para ser mezclada en un tubo de ensayo con 99
ml de agua esterilizada; a continuacion, 1 ml de este suspendido fue afiadido a otro tubo de
ensayo con 9 ml de agua esterilizada, obteniendo una dilucion de 1071, Para el aislamiento
de las bacterias utilizaron medio de agar nutritivo los cuales fueron vertidos en placas Petri
hasta quedar mezclado con el suelo. Posteriormente, aplicaron 100 ul de la solucién de 1 a
4 diluciones, fueron esparcidas en un medio nutritivo que contenia diferentes
concentraciones de pesticidas (25, 50 y 100 %); finalmente, todas las placas fueron
incubadas a 37 °C durante 48 horas. Los datos experimentales fueron procesados por el
método de dispersion de analisis matematico utilizando el software para PC Microsoft Office

Excel. Los resultados determinaron que los pesticidas Agrinate, Supermectina y Novacron
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produjeron un efecto inhibidor sobre el crecimiento de las bacterias en todas las
concentraciones utilizadas (25, 50 y 100 %), mientras que los pesticidas Shahin, Mark y
Mores no registraron efecto inhibidor en el recuento bacteriano a una concentracion de 25
%. Concluyeron que el efecto de estos insecticidas sobre las bacterias del suelo dependi6 de
la dosis 0 concentracion que utilizaron; ademas, el impacto obedece a la interaccion entre
los microorganismos y las sustancias activas, ya que estos pueden desarrollar la capacidad

de utilizar un pesticida aplicado como fuente de energia y crecimiento.

AL-Ani et al. (2019) realizaron un estudio sobre el efecto de los plaguicidas en los
microrganismos del suelo, donde tuvieron como objetivo evaluar la influencia del herbicida
Glyset IPA (Glifosato 48 %) y los insecticidas Miraj (Alfacipermetrina 10 %) y Malation
(50 % WP) en el recuento de microorganismos del suelo y las actividades microbianas en
forma de produccion de CO, desarrollado en el Laboratorio de la Universidad de Mosul,
Irak. El proyecto de investigacion fue experimental y factorial, con un disefio completamente
al azar (DCA). La metodologia consistié como primer paso en tomar muestras de suelo de
la superficie (0-20 cm) del area de Alrashedia, los cuales fueron tamizados (2 mm) e
identificados. Para las pruebas definieron 12 tratamientos (4 por cada plaguicida), con 3
repeticiones cada una; colocaron 200 g de suelo tamizado en un matraz de 250 ml (36 en
total), a los que afadieron diferentes concentraciones de cada plaguicida (0, 50, 100 y 200
ppm) segln corresponda. Finalmente, fueron evaluados durante 7 semanas. Para el analisis
de los datos utilizaron el disefio estadistico ANOVA, y las medias fueron comparados
mediante la prueba de LSD con diferencia minima significativa (p< 0,05). Los resultados
demostraron que en la primera semana la adicion de Glyset, a los 50, 100 y 200 ppm, redujo
el recuento de bacterias en un 4, 11y 13 % respectivamente; a las 7 semanas de incubacion,
la reduccidn fue del 6, 9 y 9 %. En la primera semana de incubacion, la adicién del Miraj a
50, 100 y 200 ppm redujo el recuento de bacterias en un 18, 24 y 32 % respectivamente; a
las 7 semanas, la reduccion fue de 9, 17 y 45 %. La adicion del Malation a los 50, 100 y 200
ppm, disminuyo6 el nimero de bacterias en un 40, 42 y 59 % respectivamente; a la semana
7, lareduccién fue del 32, 38 y 41 %. La adicion de Glyset a 200 ppm, disminuyd el recuento
de hongos en un 20 y 13 % en la primera y séptima semana; ademas, como resultado de la
adicion del insecticida Miraj durante la séptima semana a los 50, 100y 200 ppm, la poblacién

de actinomicetos disminuyo en un 63, 64 y 69 % respectivamente. Concluyeron que los
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plaguicidas afectan negativamente los recuentos microbianos y la actividad de los mismos

en el suelo, lo que confirma y refuerza preocupaciones ambientales previamente reportadas.

Garmashov et al. (2021) realizaron una investigacion sobre el desarrollo de Azotobacter en
Agrocenosis saturadas con herbicida que contiene Glifosato, cuyo objetivo fue evaluar el
efecto a largo plazo del herbicida Tornado 500 (Glifosato) sobre el niUmero de Azotobacter
presente en el suelo sin labranza (siembra directa) encontrado en la region econémica de la
Tierra Negra Central, desarrollados en el laboratorio del Centro Federal de Investigacion
Agricola, Rusia. El proyecto fue experimental y presentd un disefio aleatorio (DCA). La
metodologia consistio en preparar el terreno con variantes de arado a una profundidad de 20-
22 cm (labranza habitual en la planta Central de Chernobil,) sin uso del Glifosato y terreno
sin labranza (uso de glifosato) para las evaluaciones, en las que utilizaron el herbicida
Tornado-500 BP a razon de 2,5 L/ha. Establecieron una prueba de microcampo para evaluar
el impacto del aumento de las tasas de Glifosato en ambos suelos, donde establecieron
concentraciones de 3, 6 y 9 L/ha. Para los analisis microbioldgicos tomaron muestras
representativas de suelo mixto de cada objeto de estudio a una capa de 0-20 cm, dos veces
durante la temporada de crecimiento bajo rotacién de cultivos en el primer experimento
estacionario. Los datos experimentales fueron procesados por el método de dispersion de
analisis matematico utilizando el software para PC Microsoft Office Excel 2016. Los
resultados de los estudios realizados en las muestras de suelo tomadas anualmente
determinaron que el uso del herbicida glifosato tuvo un mayor efecto negativo en suelo
superficial de 0-5 cm, presentando una disminucion de cuatro veces en el nimero de
Azotobacter (305 a 74), mientras que con un aumento en el espesor de la capa estudiada a 0-
20 cm, el efecto del &cido glifosato sobre la biota del suelo fue significativamente menor.
Asimismo, un aumento en la tasa recomendada del uso del glifosato (3,0 L/ha) en tres veces
(9,0 L/ha), redujo el nimero de azotobacter en la capa del suelo de 0-5 cm por 20 veces. En
conclusion, los estudios realizados determinaron que existe una dependencia entre el nUmero
de bacterias sobrevivientes del genero Azotobacter, con el periodo y dosis de aplicacion del

Glifosato.
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1.1.2. Nacional

Avellaneda (2022) desarrollé una investigacion con la finalidad de evaluar el efecto del
glifosato sobre la poblacion de Azotobacter spp. presente en el suelo cafetalero de la
comunidad nativa El Dorado en condiciones de invernadero, la investigacion fue de tipo
experimental con un disefio completamente al azar (DCA). La metodologia consistio en
acondicionar un invernadero dentro del Laboratorio de Ciencias Basicas de la Universidad
Catdlica Sedes Sapientiae Filial Rioja: Nueva Cajamarca, por un periodo de 120 dias.
Prepard un caldo de (1 kg/200 L de agua) del herbicida Octano, una subdosis y tres
sobredosis con cinco tratamientos y cinco repeticiones en vasos de precipitado con 500 g de
suelo; posterior a ello agregd por tratamiento granulos de suelo contaminado con glifosato
en la placa Petri preparada con bacterias del género Azotobacter en Agar Ashby Manitol. El
suelo cafetalero de la comunidad nativa EI Dorado present6 cantidades de glifosato no
detectables segln el método de plaguicidas polares rapidos con un limite de cuantificacion
de 0,01 mg/kg de suelo, lo cual fue evaluado a 30 dias de aplicado el herbicida Octano. Las
bacterias fijadoras de nitrégeno del género Azotobacter cultivadas en 27 placas, incubadas a
32 °C, utilizando el medio de cultivo Agar Ashby Manitol, presentaron formas de bacilos y
cocos con fluorescencia, se identificaron bioguimicamente como Gram negativas Yy
reaccionaron de manera positiva a diversos azucares. El glifosato segin dosis empleadas en
el experimento afecto el pH del suelo de manera significativa (KW = 21,409, p-value = 0,000
262 7), en un proceso temporal de acidificacion que fue desde 5,23 hasta 3,88. Concluy6 que
el herbicida afectd a las bacterias Azotobacter spp. disminuyendo su poblaciéon de manera
significativa (KW = 23,022, p-value = 0,0001254) y en ningun caso este ingrediente activo

estimulo su crecimiento.

1.2. Bases tedricas especializadas

1.2.1. Los insecticidas en la agricultura

El control de plagas en el desarrollo de la agricultura depende en gran medida del uso de
productos quimicos sintéticos de origen industrial como insecticidas, los cuales ofrecen una
efectividad instantdnea frente a estos individuos que resultan una amenaza para la
rentabilidad en la produccion de diferentes cultivos. Si bien este método ayuda a mantener

la poblacion de plagas a un nivel tolerable, su abuso ha causado varios problemas ecoldgicos,
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entre ellos: contaminacion del suelo, aguas subterraneas, efectos toxicos en animales y
humanos, genotipos de resistencia, etc., ademas, los enemigos naturales de las mismas plagas
y de otros organismos que ante la ausencia de sus reguladores se convierten en plagas
secundarias, desencadenando asi un desequilibrio ecosistémico. Las consecuencias
ecoldgicas del uso de insecticidas son muy preocupantes, razén por el cual estos compuestos
son considerados como una de las herramientas agricolas mas relacionadas con el dafio
ambiental, por lo que puede tener efectos letales o subletales en organismos que no son su
objetivo (por ejemplo, recicladores de nutrientes del suelo, polinizadores de plantas y
depredadores de plagas) y reducir o contaminar productos alimenticios para niveles tréficos

superiores (Ruiz, 2015).

Desde el momento en que el hombre empez6 a realizar la expansion agraria se vio en
necesidad de combatir y controlar insectos que afectaban sus cultivos usando resinas capaces
de exterminarlos; a partir de la revolucion industrial y la ampliacion de zonas urbanas que
dependian de la agricultura para su alimentacion, se notdé claramente un aumento en la
elaboracion de sustancias quimicas con bajos costos como parte del sostén del progreso
agricola e industrial, sin embargo, con el transcurrir de los afios el uso desmedido ha
ocasionado grandes conflictos ambientales, obstaculizacion en la conservacion los recursos
naturales (RRNN) y ecosistemas ambientales, perturbando el bienestar de los consumidores
urbanos y de las poblaciones rurales (Del Puerto et al., 2014).

» Carbofuran

Acaricida e insecticida de contacto sistémico usado en una gran variedad de cultivos
agricolas, muy soluble en agua y presenta un alto nivel de contaminacién por lixiviacién en
aguas subterraneas; asi mismo, puede afectar a las plantas a nivel de microrganismos y
macroorganismos dependiendo de la concertacion y de los procesos fisicos en el suelo;
ademas, es absorbido por via radical para luego ser transportado a la parte aérea de la planta

sin alcanzar el fruto (Alza et al., 2016).

El Carbofuran 2,3-dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7-il-metilcarbamato es una sustancia

orgénica conformada con &cido carbamico, y un atomo de nitrégeno, de baja estabilidad
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quimica y es altamente téxico (Delgado y Fajardo, 2015). en la Figura 1 se muestra la

estructura molecular:

Figura 1. Estructura quimica del Carbofuran. Fuente: Delgado y Fajardo (2015).

» Comportamiento de Carbofuran en el suelo

a. Persistencia del Carbofuran

Este compuesto quimico queda retenido en la materia organica y arcilla del suelo por
intercambio idnico, por puentes de hidrégeno, enlace por transferencia de carga, fuerzas de
Van dar Waals e interacciones hidrofébicas. Una vez que este insecticida es dispuesto al
suelo, presenta una vida media entre dos y ocho semanas; sin embargo, esta permanencia se
encuentra condicionada por factores ambientales y parametros del suelo, los cuales
determinan la presencia de esta sustancia. El Carbofuran presenta mas estabilidad en suelo
neutro y acido que en suelo alcalino (Castellanos, 2008).

b. Movilidad del Carbofuran
El Carbofuran es un compuesto bastante movil, sobre todo en suelos arenosos debido a que

presentan una alta percolacion; sin embargo, en suelos con alto porcentaje de arcilla y

materia organica, la movilidad de esta sustancia es mas lenta (Castellanos, 2008).
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El Carbofuran al liberarse en la atmosfera en fase de vapor y particulas es degradado por el
proceso de hidrolisis; es decir, es un proceso mediante el cual se produce la ruptura de las
moléculas de la sustancia por accion del agua. ElI Carbofuran en el aire tiene
aproximadamente una vida media de trece horas y sus particulas se dispersan por
precipitacion, a diferencia de que en el suelo tiene una durabilidad entre uno y tres meses, lo

cual depende de las caracteristicas intrinsecas del suelo (Pozo, 2013).

c. Comportamiento de Carbofuran en la biota

El Carbofuran es facilmente absorbido por las raices de las plantas y a la vez es transportado
a zonas de transpiracion. El metabolito activo de este compuesto en plantas es 3-
cetocarbofuran, el cual es rapidamente hidrolizado a un metabolito menos toxico

denominado 3-cetocarbofuran-7-fenol (Figura 2) (Castellanos, 2008).
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Figura 2. Destino ambiental del Carbofuran. Fuente: Castellanos (2008).

Asimismo, Castellanos (2008), hace referencia a que los microrganismos del suelo son
sensibles al Carbofuran, la lombriz de tierra y las bacterias fijadoras de nitrégeno son

susceptibles con un valor CLso en suelo de 0,5 ppm a las 5 horas.
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1.2.2. Importancia de los microorganismos en la fertilidad del suelo

Segun Suquilanda y Manuel, (1995), los microorganismos son muy importantes para el
ecosistema y la fertilidad del suelo, quienes también contribuyen de manera positiva al
establecimiento de los ciclos biogeoquimicos, la formacion de numerosas reacciones de
oxidacion, hidrdlisis, degradacién de la materia organica y el desarrollo del carbono,
nitrogeno, fosforo y otros elementos, contribuyendo asi al desarrollo de una cubierta vegetal

estable con condiciones ideales para las interacciones con otros organismos Vivos.

Los microorganismos que existen en la rizosfera son esenciales para el desarrollo de los
ciclos biogeoquimicos (carbono, nitrégeno, azufre, fosforo, oxigeno, etc), los cuales
intervienen en la formacién del suelo; ademas, estos organismos favorecen a la fertilidad
vegetal, resisten patdgenos, degradan compuestos extrafios y desarrollan la funcion de

producir hormonas vegetales (Nogales, 2005).

1.2.3. Poblaciéon microbiana del suelo

Uno de los componentes mas importantes del suelo son los microorganismos, los cuales son
responsables de la descomposicion de la materia organica, mineralizacion de complejos
organicos, el transporte de productos biologicos y elementos minerales y también ayudan a
fijar el nitrégeno atmosférico. En un gramo de suelo fértil se encuentran millones de
microorganismos beneficiosos para el suelo y los cultivos, entre ellos podemos encontrar:
bacterias, actinomicetos, hongos, algas, protozoos y virus que controlan las poblaciones de
bacterias (Germida, 1993).

1.2.4. Bacterias fijadoras del nitrogeno

Algunas bacterias tienen la funcion y capacidad de producir la enzima nitrogenasa, la cual
se encarga de fijar el nitrogeno; es decir, consiste en reducir el nitrogeno molecular o
atmosférico (N2) en amoniaco (NHz) y asi dar como resultado compuestos absorbibles y
metabolizables por las plantas y seres vivos. Los fijadores simbidticos de nitrogeno estan
estrictamente asociados con las plantas (Lara et al., 2007).
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Algunos microorganismos tienen la capacidad de utilizar directamente nitrogeno en el aire
y formar nddulos. Estas bacterias viven en relacion con un organismo huésped (plantas),
toman el nitrdgeno atmosférico hasta convertirlo en iones absorbibles por las plantas y luego
ingresan a las vias metabdlicas celulares para formar aminoécidos y proteinas. La enzima
responsable de romper el enlace que conecta dos &tomos de nitrogeno es la nitrogenasa, que

requiere de 76 moléculas de ATP por cada reduccion de N2 (Calvo, 2011).
» Bacterias Azotobacter spp.
Son bacterias asociativas de vida libre que son capaces de fijar nitrdgeno atmosférico y

producir sustancia fisiolégicamente activa que contribuyen al crecimiento de las plantas
(Rodriguez et al., 2016) (Figura 3).
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Figura 3. (A) Colonias de Azotobacter spp. en medio Ashby. (B) Morfologia celular de
Azotobacter spp. Fuente: Jiménez (2017).

Asimismo, realizan deposiciones metabolicas que liberan enzimas las cuales pueden originar
transformaciones fisiologicas y metabolicas en las plantas, estas solubilizan elementos

minerales que producen sustancias que estimulan el crecimiento vegetal (Jiménez, 2007).
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» Funciones

Sanchez et al. (2019), mencionan que las bacterias no simbidticas corresponden al género
Azotobacter y se caracterizan por fijar nitrdgeno, ya que estos utilizan las serosidades de las
raices y suministran a las plantas nitrégeno combinado que secreta durante la adherencia de
nitrégeno atmosférico; asimismo, han identificado que las serosidades de las raices muestran
azucares, fenolicos, vitaminas, aminoacidos, acidos grasos y organicos, suministrando asi a
la bacteria su fuente de energia; esta accion asociativa con la planta destella el vigor y

engrandecimiento apreciable en la ganancia de nitrégeno.

Esqueche y Quispe (2017), mencionan que las bacterias son de vida libre y tienen la
capacidad de fijar un promedio 20 kg.h™.afio™}; ademas, estan presentes en la mayoria de
suelos en un promedio de 104 g de suelo. A partir de ellas se producen, antibidticos,
hormonas y estimulantes que contribuyen al crecimiento vegetal como auxinas, giberelinas
y citoquininas; ademas, producen el sulfuro, hidrogeno, vitaminas, pigmentos, aminoacidos

y de manera particular hidrolizan el almidén (Jiménez, 2007).

Bernal (2015), menciona que la bacteria Azotobacter, ademas de fijar el nitrogeno
atmosférico en el suelo, también pueden sintetizar algunas sustancias como la tiamina
(vitamina B-1), acido nicotinico, &cidos pantoténicos, riboflavina y otras sustancias que
estimulan las hormonas vegetales, los cuales determinan la germinacion de semillas, el

crecimiento y desarrollo de determinadas especies vegetales.

1.2.5. Medio de cultivo

» Medio Ashby

Es un medio libre de nitrégeno que ayuda a identificar las cepas bacterianas utilizadas para
la fijacion de nitrégeno. Estos microorganismos crecen en medio Ashby y reemplazan el

metabolismo del nitrégeno con nitrégeno atmosférico encerrado en el microambiente de la

placa de Petri (Salazar y Ordofiez, 2013).
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» Fijacion de nitrogeno

La fijacion de nitrégeno (N) es llevado a cabo por microrganismos (bacterias) nitrificantes
que habitan el suelo como los organismos fijadores en vida libre (Azotobacter) y organismos
fijadores en simbiosis. EI N2 es captada de la atmdsfera en estado gaseoso por estos
organismos, quienes gracias a la enzima nitrogenasa que estd constituida por: hierro-
molibdeno-proteina y hierro — proteina, lo convierten en nitratos, nitritos y amonio.
Asimismo, esta enzima necesita la colaboracion de la ferredoxina y flavodoxina que actlan
como donadores de electrones y reductores naturales de la nitrogenasa; posteriormente, los
electrones son transportados a la nitrogenasa por la ferredoxina y llegan al hierro — proteina,
quienes activan a la Mo- Fe — proteina, produciendo la reduccién del nitrégeno para luego

ser fijado como compuesto aminado (Lara et al., 2007).

» Condiciones para la fijacion de nitrégeno

En la fijacion del nitrégeno influyen diversos factores como la acidez o alcalinidad del suelo,
temperatura, tipo de especie vegetal que predominan en la zona y la presencia de bacterias
nitrificantes (simbioticas y no simbiéticas). Especificamente, las bacterias Azotobacter
prefieren suelos con pH > 6, temperatura entre los 32 y 40 °C, presencia de oxigeno, etc.;
asimismo, la presencia de humedad afecta a los microorganismos por ser aerobicas. Otros
factores como el vanadio, calcio, magnesio, fosforo, azufre, boro, cobalto y molibdeno,

también son vitales para la fijacion de nitrogeno molecular (N2) (Constanza et al., 2015).
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio de investigacion

2.1.1. Tipo de investigacion

La presente investigacion de disefio experimental, se determind el efecto de tres dosis de
Carbofuran en condiciones de campo e invernadero y se conocio el efecto sobre la poblacion
de bacterias Azotobacter spp. Tuvo un enfoque cuantitativo porque fue secuencial y
probatorio, la cual representd un conjunto de procesos con la finalidad de recolectar
informacion para probar la hipétesis, ademas, se elabor6 un plan (método estadistico) para
probar y medir las variables, obtener resultados, realizar su interpretacion y discusion;
asimismo, se establecié conclusiones con respecto a las preguntas de investigacion e

hipotesis (Dominguez, 2015).

2.1.2. Lugar y fecha

El desarrollo de la investigacion consistio en dos etapas. La primera etapa se ejecuto en el
Laboratorio General de Ciencias Basicas Il de la Universidad Catolica Sedes Sapientiae,
Filial Rioja, departamento de San Martin. La segunda etapa fue en campo y se desarrollé en
la finca El Huascaran, ubicado en el caserio La Primavera del Alto Mayo, provincia
Moyobamba, departamento de San Martin (Figura 4 y 5), a una altura de 948 m s.n.m., con

un clima tropical de sabana semicéalida y lluviosa, con temperatura entre 14 y 30 °C.

Las muestras de suelo para su identificacion (andlisis fisico — quimico) y los bioensayos de
la primera etapa, fueron recolectadas de la finca Huascaran (Tabla 1) en la segunda semana
de setiembre del 2020, siguiendo el muestreo sistematico en forma de zigzag y cadena de
custodia (Ministerio del Ambiente [MINAM], 2014) (Ver Apéndice 10). Finalmente, para

la etapa de campo, las muestras de suelo fueron obtenidas en la cuarta semana de setiembre
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del mismo afio, los cuales fueron puestas en bolsas herméticas tipo ziploc con capacidad de
1 kg las cuales fueron rotuladas, llevadas y analizadas en el Laboratorio General de Ciencias

Basicas Il de la Universidad Catolica Sedes Sapientiae Filial Rioja.

Tabla 1
Puntos de muestreo de suelo de la finca “El Huascaran” - Primavera del Alto Mayo

Coordenadas UTM WGS84, ZONA 18

Puntos

Este (m) Norte (m)
M1 01 240196 9366325
M2_02 240220 9366353
M3_03 240249 9366355
M4_04 240299 9366426

Fuente: Elaboracion propia.
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2.1.3. Descripcién del experimento

Previo al desarrollo de los bioensayos tanto en fase de laboratorio como de campo, se

procedieron a realizar las siguientes actividades:

a. Obtencion de las muestras de suelo

Para la toma de muestras de suelo que se utilizaron en los bioensayos se identifico la parcela
de café “El Huascaran” de 10 000 m?, de propiedad del Sr. Alejandro Diaz Alejandria,
ubicado en el caserio La Primavera del Alto Mayo, provincia Moyobamba, con coordenadas
UTM WGS84 este: 240220 m y norte: 9366353 m, quien mediante carta autorizo la toma de
muestras (Ver Apéndice 1). Se recolectaron 25 kg de suelo, realizando calicatas a lo largo
del transecto (Figura 6). Las muestras fueron recolectadas siguiendo el muestreo sistemético
en forma de zigzag, establecidos por el Ministerio del Ambiente [MINAM] (2014).

| 48

Figura 6. Excavacién de calicatas donde se tomaron muestras de suelo.
Fuente: Elaboracion propia.
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Asimismo, para el analisis fisico - quimico se tomd 1 kg de suelo de cada punto de muestreo,

para ello se tuvo en cuenta el siguiente protocolo segun Villasefior (2016) (ver Apéndice 8):

— Identificacion de la topografia del terreno.

— Senalizacién de puntos de muestreo mediante la metodologia de zigzag.

— Limpieza del area a muestrear, para eliminar los residuos organicos frescos.
— Construccion de una calicata de 30 x 30 cm.

— Con una palana cortar los lados laterales de la muestra.

— Depositar la muestra en un balde limpio o bolsa hermética.

Se realizé la excavacion de cuatro calicatas de 30 x 30 cm para ser llevados al laboratorio
del Proyecto Especial Alto Mayo (PEAM) vy realizar los anélisis fisicos quimicos
correspondientes; asimismo, se extrajo 5 kg de suelo adicional para ser llevado al

Laboratorio General de Ciencias Basicas N° 02 de la Universidad Catolica Sedes Sapientiae.

b. Obtencion de la bacteria Azotobacter spp.

La bacteria Azotobacter spp. se obtuvo de cepas ya identificadas en la tesis “Efecto del
glifosato sobre la poblacion de Azotobacter spp. presente en el suelo cafetalero el Dorado,
provincia de Moyobamba”. Estas cepas se mantuvieron en placas Petri de 100 mm, bajo

sistema de refrigeracion a una temperatura de 4 °C.

c. Sustancia de prueba

El insecticida utilizado fue un compuesto formulado que tiene como ingrediente activo al
Carbofuran y con nombre comercial Farmadan (Farmagro S.A.), suspensién concentrada,
altamente peligroso — franja roja. Insecticida-nematicida de alto efecto residual que actla
por contacto e ingestion sobre una gama de insectos que afectan el follaje de las plantas,
inhibiendo la accion de la Acetilcolinesterasa, provocando un aumento de la enzima
acetilcolina, produciendo sintomas de hiper excitacion, paralisis y hasta provocando la
muerte del insecto (Farmagro, s.f.). En el Apéndice 2 se muestra la ficha técnica del

insecticida Farmadan.
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FASE DE LABORATORIO

Esta fase del experimento fue desarrollada en el Laboratorio General de Ciencias Basicas Il
de la Universidad Catdlica Sedes Sapientiae, Filial Rioja: Nueva Cajamarca, siguiendo la
metodologia establecida por Jiménez (2007), adaptado al siguiente procedimiento:

a. Reproduccién de Azotobacter spp. en placas Petri

El aislamiento y reproduccion de colonias de Azotobacter se realizo en placas Petri con Agar
Ashby-Manitol, siguiendo el protocolo establecido por Jiménez (2007), adaptado al

siguiente procedimiento:

— Las placas Petri y pinzas fueron lavados con agua destilada, envueltas en papel bond y
posteriormente esterilizados en el horno Pasteur por dos horas a 180 °C.

— Para la preparacion del agar Ashby se utilizd 4,07 g/100 ml de agua destilada y puesta
en un matraz aforado, sellado con algodén y papel aluminio, para luego ser esterilizado
en autoclave durante 30 minutos a 121 °Cy 0,11 mega Pascales.

—  Posteriormente fue refrigerado durante 24 horas.

— Se procedi6 a cristalizar con una cocina eléctrica para su posterior agregado a las placas
Petri (Figura 7).

Figura 7. Preparacion de agar Ashby. Fuente: Elaboracion propia.
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— Se realiz6 la siembra en 10 placas Petri de Agar Ashby-Manitol, la cual fueron

encubadas por 7 dias a 28 °C para poder visualizar colonias separadas mucilaginosas y

translucidas (Figura 8). Para observar la morfologia de células se realizé la coloracion
Gram (L6pez et al., 2014) (Figura 9).
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Figura 9. Observacidn en microscopio de la bacteria Azotobacter spp.
Fuente: Elaboracion propia.

— Finalmente, después de haber reproducido e identificado las bacterias Azotobacter spp.,
se realizé la siembra en 24 placas Petri con agar Ashby manitol para ser puestos a

evaluacion en los bioensayos.
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O

. Acondicionamiento del lugar de trabajo y preparacion del suelo

—  Se construyo un invernadero de vidrio de 0,80 m de ancho, 1 m de largo por una altura
de 0,40 m (Figura 10).

— Homogenizadas las muestras de suelo, fueron secados al aire libre, tamizados (40 mm),
pesados; finalmente, se procedi6 a colocar 0,5 kg de suelo en vasos precipitados de 500
gr, haciendo un total de 12 muestras.

— Los vasos precipitados con las muestras de suelo fueron codificados de la siguiente
manera: T1 0, T1 01, T1 02, T1 03; T2 0, T2 01, T2_02, T2_03; T3_0, T3 01,
_T3 02 y T3 03, donde los tratamientos T1 0, T2 0 y T3 0 fueron muestras sin

Carbofuran; estas mismas tuvieron que ser esterilizadas en el horno Pasteur durante dos

horas a 180 °C y posteriormente puesto en el invernadero (Figura 10).

Figura 10. Muestras de suelo esterilizadas. Fuente: Elaboracion propia.

c. Aplicacion de Carbofuran en las muestras de suelo

Los bioensayos fueron realizados con el insecticida Farmadan (Carbofuran), donde se
consideraron 3 tratamientos con diferentes concentraciones, mas 3 repeticiones cada una y
un testigo por cada tratamiento. Se preparo tres diferentes dosis del insecticida en un vaso
precipitado de 500 ml (T1= 0,4 ml /200 ml de agua destilada; T2= 0,8 ml/200 ml de agua
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destilada y T3= 1,2 ml/200 ml de agua destilada) (Tabla 2 y Figura 11) y se aplic6 10 ml de

cada solucidn a cada muestra de suelo (500 g) segun corresponda.

Tabla 2
Dosis establecidas para cada Tratamiento
Tratamiento Dosis de Carbofuran
TO Testigo sin Carbofuran
Tl 0,4 ml de Carbofuran en 200 ml de agua destilada
T2 0,8 ml de Carbofuran en 200 ml de agua destilada
T3 1,2 ml de Carbofuran en 200 ml de agua destilada

Fuente: Elaboracién propia.

l

Figura 11. Preparacion de las dosis de Carbofuran. Fuente: Elaboracién propia.

d. Aplicacion de suelo contaminado con Carbofuran a las placas Petri

Pasado 24 horas después de haber aplicado las soluciones de Carbofuran por cada
tratamiento en las muestras de suelo, se sacaron granulos de cada vaso precipitado para ser
colocados en las placas Petri de Agar Ashby-Manitol con colonias de Azotobacter spp.
(Figura 12). La aplicacion se realiz6 a una distancia de 1 cm entre cada granulo, en cada uno
de las muestras de suelo, los cuales fueron incubados durante siete dias a una temperatura
de 32 °C (Jiménez, 2007).
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Figura 12. Aplicacion de granulos de suelo con Carbofuran. Fuente: Elaboracion propia.

Pasado 15 dias de haber sido aplicado las soluciones de Carbofuran a las muestras de suelo,
nuevamente se sacaron granulos de suelo para ser colocados en las placas Petri con Agar
Ashby-Manitol, seguin corresponda a cada tratamiento y fueron incubados durante siete dias
a una temperatura de 32 °C. Luego se procedié a la identificacion de la cantidad de colonias
de bacterias Azotobacter spp. en las muestras, mediante la técnica de observacion y conteo
(Figura 13).

Figura 13. Efecto del Carbofuran sobre las bacterias Azotobacter spp.
Fuente: Elaboracidn propia.
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FASE DE CAMPO

La fase de campo se desarroll6 en la finca el Huascaran, ubicado en el caserio La Primavera
del Alto Mayo, provincia Moyobamba, departamento de San Martin. Para el desarrollo de
esta fase se siguid la metodologia establecida por Jiménez (2007), donde se realizaron las

siguientes actividades.
a. Aplicacion de Carbofuran a plantas adultas de café
Se identificaron plantas que tengan las mismas caracteristicas en cuanto a ramas, altura y

frondosidad, posteriormente se realizo la limpieza de las malezas que se encontraban debajo

de las ramas de la planta (Figura 14) (Santana et al. 2017).

Figura 14. Identificacion y limpieza de las plantas de café. Fuente: Elaboracion propia.
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Para la aplicacion del Carbofuran se definieron 3 tratamientos con las mismas
concentraciones establecidas en la fase de laboratorio (T1= 0,4 ml/200 ml de agua destilada;
T2= 0,8 ml/200 ml de agua destilada y T3= 1,2 ml/200 ml de agua destilada), méas 3
repeticiones y un testigo por cada tratamiento. Posteriormente, se aplicé a 12 plantas

diferentes con cada una de las dosis segun corresponda (Figura 15).

Figura 15. Aplicacion de las dosis de Carbofuran. Fuente: Elaboracion propia.

b. Recojo de las muestras de suelo y aplicacién en las placas Petri

Después de 24 horas de haberse aplicado la solucion de Carbofuran a cada planta, se
colocaron las muestras (12 muestras) georreferenciadas en bolsas plasticas herméticas con
su respectiva codificacion (Tabla 3); posteriormente fueron transportadas al Laboratorio
General de Ciencias Bésicas Il de la Universidad Catolica Sedes Sapientiae filial Rioja.
Luego de ser esterilizadas a 180 °C por 2 horas, se agrego granulos de suelo a una distancia
de 1 cm entre cada uno, a 12 placas Petri que contenian Agar Ashby-Manitol y colonias de
bacterias Azotobacter (Figura 16) (Flores et al., 2017).
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Tabla 3
Ubicacién de los tratamientos

Tratamientos Coordenadas UTM WGS84

Este Norte
M1_0 240192 9366356
M1_01 240184 9366333
M1_02 240185 9366340
M1_03 240186 9366353
M2_0 240246 9366346
M2_01 240240 9366339
M2_02 240237 9366357
M2_03 240233 9366366
M3_0 240308 9366424
M3_01 240312 9366393
M3_02 240313 9366391
M3_03 240302 9366416

Fuente: Elaboracion propia

Figura 16. Aplicacion de granulos de suelo. Fuente: Elaboracién propia.
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Posteriormente, las placas Petri se incubaron durante siete dias a una temperatura de 32 °C
donde se pudo observar que los granulos de suelo cafetalero con Carbofuran habian causado

efectos a las colonias bacterianas (Figura 17).

~]
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Figura 17. Conteo de colonias. Fuente: Elaboracion propia.

Después de 15 dias, nuevamente se extrajeron muestras de suelo de la finca y fueron
sometidas a evaluacion; para dicho estudio se prepard 12 placas Petri con Agar Ashby-
Manitol, se realizo el agregado de granulos a 1 cm de distancia entre cada uno, los cuales

fueron incubados durante 7 dias para las respectivas evaluaciones (Figura 18).

2

Figura 18. Efecto del Carbofuran después de los siete dias de evaluacion.
Fuente: Elaboracion propia.
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c. Medicion de (pH) de las muestras de suelo

Para realizar el calculo de (pH) se colocd en un vaso precipitado esterilizado al suelo cernido;
posteriormente, se agrego agua destilada en proporcion 1:1 p/v (Figura 19), se mezcl6 con
el suelo hasta obtener una solucion homogénea y se dejo reposar durante 5 minutos.
Siguiendo el protocolo establecido por Jiménez (2007) (ver Apéndice 9), con la ayuda de un
medidor multiparametro marca HANNA, modelo HI9811-5, se medié el pH a cada muestra

sometida a investigacion (Figura 20).

e % g -~
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Figura 19. Preparacion del suelo con agua destilada en proporcién 1/1 p/v.
Fuente: Elaboracion propia.

Figura 20. Medicion de pH con el multiparametro HI9811-5. Fuente: Elaboracion propia.
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FASE DE GABINETE

Los datos numeéricos obtenidos en la parte experimental fueron tabulados en el programa
Excel, para poder realizar los estudios y comparaciones que permitieron llegar a los

resultados deseados del estudio.

2.1.4. Tratamientos

Se realizo tres tratamientos y un testigo sin Carbofuran por tratamiento (Tabla 4), en total se
tuvo 12 contenedores de muestras en invernadero y 12 contenedores de muestras de campo,
por cada periodo de tiempo. Cada contenedor tuvo 500 g de suelo y la dosis de Carbofuran

por tratamiento.

Tabla 4
Tratamientos experimentales y sus respectivas dosis
Tratamiento Dosis de Carbofuran
TO Testigo sin Carbofuran
Tl 0,4 ml de Carbofuran/200 ml de agua destilada
T2 0,8 ml de Carbofuran/200 ml de agua destilada
T3 1,2 g de Carbofuran/200 ml de agua destilada

Fuente: Elaboracién propia.

2.1.5. Unidades experimentales

Para el estudio se realiz6 3 tratamientos, méas 3 repeticiones y un testigo por cada tratamiento,
teniendo 12 unidades experimentales para las pruebas en fase de laboratorio y 12 para las
pruebas en fase de campo, los cuales estuvieron agrupados en bloques (Tabla 5). Las
muestras de suelo con dosis de Carbofuran permanecieron en el invernadero durante todo el
proceso de evaluacion, donde se colocaron granulos de suelo con Carbofuran en las placas

y se realizo el conteo de colonias.
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Tabla 5
Distribucion de tratamientos para muestras de invernadero y campo

Dosis de Carbofuran (ml)

Repeticiones

ATO 0,4 0,8 1,2
1 ATo ATn ATz ATz
2 ATo2 AT ATz ATz
3 ATos AT ATz ATaz3

Fuente: Elaboracion propia.

2.1.6. Identificacién de las variables y su mensuracién

Las variables de investigacion y mensuracion fueron: V1 las dosis fueron medidas en
mililitros (0,4; 0,8 y 1,2 g de Carbofuran) y nimero de dias (1 y 15 dias respectivamente),

por lo tanto; la V2 en nimero de colonias muertas (Tabla 6).

Tabla 6
Variables de investigacion y mensuracion
Variables Indicador Mensuracion
V1: Dosis. 0,4;08y12ml MI
Tiempo Dias
V2: Efecto
Muerte N° de colonias

Fuente: Elaboracién propia.

2.1.7. Disefo estadistico del experimento

Para la fase de laboratorio se utilizd un disefio completamente aleatorizado (DCA) de un
factor Unico, con tres tratamientos y tres repeticiones cada una, con la aplicacion de
diferentes dosis de Carbofuran. En la etapa de campo, el disefio experimental fue un disefio

de bloques completamente al azar (DBCA) con 3 tratamientos y 3 repeticiones.
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2.1.8. Andlisis estadistico de datos

Se realizd el estudio estadistico de los tratamientos utilizando el andlisis de varianza
(ANOVA) al 5 % de confianza, prueba de normalidad (Shapiro — Wilk), prueba de
homogeneidad (Levene) mediante el paquete estadistico RStudio, version 3.4.2 y

comparaciones multiples de Tukey (Post hoc).

2.2. Materiales

2.2.1. Medio de cultivo y material biologico

e Agar Ashby-Manitol
e Bacteria Azotobacter spp.

2.2.2. Reactivos

Los reactivos que se utilizaron en la investigacion son:

— Lugol parasitologico

— Cristal violeta C24H2sNsCl con una densidad de 0,24 g/cm?®

— Safranina C20H19CIN; densidad de 1,0 g/cm?®

— Aceite de inmersion C14H120> con densidad de 1,02 g/cm?

—  Azul de metileno C16H1sCIN3S con densidad de 1,757 g/cm?®

— Farmadan C12Hi5NO3

— Decolorante Gram C3HsO y CH3OH con densidad de 0,79 g/cm?.

2.2.3. Equipos de laboratorio

Los equipos de laboratorio utilizados son los que a continuacion se mencionan:

— Contador de colonias marca J-2 Colony Counter
— Balanza de 600 g

— pH metro marca HANNA HI9811-5

— Incubadora

— Cocina eléctrica
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— Autoclave

— Horno Pasteur

— Refrigerador

— Microscopio compuesto
— Invernadero

— Tubos de ensayo

— Algodén hidrofilo

— Papel aluminio

— Pinza

— Luna de reloj

— Agua destilada

— Alcohol

— Pipeta de 10 ml

— Probeta de 500 ml

— Matraces de 250, 500 y 100 ml
— Asa de siembra

— Placas Petri

— Mecheros

— Espatula metalica

— Vaso precipitado de 100 ml

2.2.4. Equipos de proteccion

— Mascarilla quirargica
— Guantes de latex
— Protector facial

— Guardapolvo blanco
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CAPITULO I1l: RESULTADOS

3.1. Caracterizacion fisico - quimica del suelo

La Tabla 7 muestra los resultados obtenidos del analisis de parametros generales de las

muestras de suelo, realizado en el Laboratorio de Suelos del Proyecto Especial Alto Mayo

(PEAM), Nueva Cajamarca, teniendo como resultados la clase textual del suelo con una

predominancia de franco a franco arcilloso, con un pH base (mayor a 7); conductividad

eléctrica no salino ( 0 — 2 mS/cm), nivel de materia orgénica media (2-3 %), nivel de

nitrégeno medio (0,15 — 0,25 ug/m?®), nivel de fosforo entre bajo y medio (>12, 12 — 24

mg/kg), nivel de potasio bajo (> 125 meqg/100 g) y una capacidad de intercambio cationico
de 15 a 30 meq/100 g (ver Apéndice 3,4,5,6y 7).

Tabla 7
Resultado del analisis fisico-quimico del suelo
Clase o o P K
Muestra textural pH CE (ds/sm) MO (%) N (%) (opm)  (ppm) CIC
Tl Franco 7,42  0,00158 2,682 0,121 9,660 80,700 12,660
T2 Franco 8,27  0,00164 2,590 0,116 10,700 86,400 11,860
T3 Franco 7,40  0,00062 2,840 0,128 18,200 106,100 13,280
Franco
T4 ) 8,66  0,00119 2,480 0,112 7,600 89,400 14,610
Arcilloso

Fuente: Laboratorio de suelos PEAM — Nueva Cajamarca.
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3.2. Evaluacién del comportamiento poblacional de Azotobacter spp. bajo tres

concentraciones de Carbofuran en condiciones de laboratorio

Para determinar el comportamiento de las bacterias Azotobacter spp en condiciones de

laboratorio, se realizaron las siguientes evaluaciones.

» Determinacion del pH de las muestras de suelo

La Tabla 8 muestra los resultados del pH obtenido en las muestras de suelo con Carbofuran,
utilizadas en la fase de laboratorio. El tratamiento testigo present6 un promedio de pH 7,
encontrandose en una clasificacion de pH neutro. Los tratamientos T1, T2 presentaron un

pH medianamente bésico (7,4 'y 7,5) y el T3 present6 un pH mas neutro que alcalino (7,3).

Tabla 8
Datos de pH de las muestras de suelo con Carbofuran — fase de laboratorio

pH de las muestras de suelo — Fase de laboratorio

TO T1 T2 T3
7 7,1 7,4 7,2
6,9 7,5 7,5 7,4
7 7,5 7,5 7,3
7,0 7,4 7,5 7,3

Fuente: Elaboracion propia.

» Bioensayos de toxicidad utilizando Azotobacter spp.

La Tabla 9 presenta la cantidad de colonias vivas iniciales y muertas finales por accién de
los granulos de suelo contaminado en todos los tratamientos, después de 1 dia de aplicacion
del Carbofuran, donde se puede visualizar que el testigo del tratamiento 1 y 2 presentd un
incremento de colonias (15 y 18); en el testigo del tratamiento 3, murieron 3 colonias. En la
repeticion T3-2 hubo mayor incremento de muertes, con un total de 76 colonias muertas. La
Tabla 10 muestra la cantidad de colonias vivas iniciales y muertas finales por accion de los
granulos de suelo contaminado en todos los tratamientos, después de 15 dias de aplicacion
del Carbofuran, donde se visualiza, que solamente el testigo del tratamiento 1 presento
incremento de colonias (35). La repeticion T2-3 present6 517 colonias muertas, siendo el

mayor nimero alcanzado en el dia 15, en comparacion con los demés tratamientos.
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Tabla 9
Numero de colonias bacterianas vivas y muertas segun tratamiento dia 1

Dia1l ) , : |
(colonias iniciales 7 dias después Colonias muertas después
vivas) (colonias finales vivas) de 7 dias

Repeticion TO T1 T2 T3 T0O T1 T2 T3 T0 T1 T2 T3

1 17 100 44 52 32 38 2 3 -15 62 42 49
2 12 66 40 80 30 5 1 4 -18 61 39 76
3 7 34 58 62 4 4 3 2 3 30 55 60

Nota. Los datos negativos representan un incremento de colonias (son tomados negativos por la ley de signos).
Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 10
Numero de colonias bacterianas vivas y muertas segun tratamiento dia 15

Dia 15 . . . .
. 7 dias después Colonias muertas después
(colonias iniciales e . .
: (colonias finales vivas) de 7 dias
vivas)

Repeticion TO T1 T2 T3 TO T1 T2 T3 TO0O T1 T2 T3

1 143 220 240 187 178 48 19 40 -35 172 221 147
2 252 205 101 412 230 20 14 12 22 185 87 400
3 210 522 717 317 210 15 200 50 O 507 517 267

Nota. Los datos negativos representan un incremento de colonias (son tomados negativos por la ley de signos).
Fuente: Elaboracion propia.

» Estadisticos descriptivos para la variable muerte

En la Figura 21 se aprecia que no se presentaron muertes de colonias en el testigo (sin
Carbofuran) en el dia 1 hubo un incremento de 10 colonias y el dia 15 hubo un incremento
de 4 colonias; asimismo, también se observa que conforme la dosis de Carbofuran se
incrementa por tratamiento (T1, T2y T3) en el dia 1 y 15, el nimero promedio de colonias
muertas también aumenta. En lo que respecta al esparcimiento de los datos (barras de error),
se aprecia menor dispersion de la media en el tratamiento 3 a los 15 dias, en comparacion a
los otros tratamientos; mientras que, el tratamiento 2, en el dia 1, presenta una menor
dispersion. Ademas, se observa que en el dia 1 de contacto, la bacteria sufre un declive en
su viabilidad de forma significativa; mientras que, a los 15 dias de contacto el nimero de

colonias disminuye.
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A un dia A 15 dias

Muertes promedio de colonias

Ls1 . x4s5pLe2

Muertes promedio de colonias
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30 30 90 160 240 320 400 480
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I T T 1 I T T 1
TO T T2 T3 TO ™ T2 T3

Tratamiento Tratamiento

Figura 21. Promedio de colonias muertas por periodo de tiempo segun tratamiento — fase

laboratorio. Fuente: Elaboracion propia.
Nota: TO= Testigo de los tratamientos (sin Carbofuran), T1=0,4 ml de Carbofuran; T2=0,8 ml de Carbofuran,
T3=1,2 ml de Carbofuran

En la Figura 22 se presenta la dispersion de las muertes de colonias por tiempo de aplicacion,
segun tratamiento. Se aprecia que en el testigo (T0), las muertes de colonias son inferiores
frente a las tres diferentes dosis aplicadas en cada uno de los tratamientos. En todos los
tratamientos (T1, T2 y T3), las muertes son inferiores en el dia 1, en comparacién con el dia
15; esto debido a que mientras mayor sea el tiempo de permanencia del Carbofuran sobre

las colonias, mayor seré el efecto de muerte de las bacterias.
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Figura 22. Box plot de la dispersion de colonias muertas por periodo segun tratamiento —

fase laboratorio. Fuente: Elaboracion propia.
Nota: TO=testigo de los tratamientos (sin Carbofuran), T1=0,4 ml de Carbofuran, T2=0,8 ml de Carbofuran,
T3=1,2 ml de Carbofuran.
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» Analisis de Varianza Aditivo (ANOVA)

La Tabla 11 presenta los resultados del contraste ANOVA aditivo que tiene como variable
respuesta (dependiente) a la cantidad de colonias muertas segun dosis aplicadas de
Carbofuran por tratamiento en laboratorio (bloques), donde se concluye que existe un efecto
significativo (p< 0,05) en al menos una de las dosis y entre fase de laboratorio. El efecto en
la fase de laboratorio (bloque) es 40 % [0,07; 0,62], similar efecto tiene las diferentes dosis

(tratamientos) que representan el 34 % [0,00; 0,53].

Tabla 11
Analisis de varianza aditivo para la muerte de colonias
Suma de Grados Media Valor Tamano . [_Llr_mt(? .
Fuente cuadrados e cuadratica de del efecto  inferior; Limite
libertad P m2) superior]
Bloque 174 421,50 1 174 421,50 12,80 0,002 0,40 [0,07; 0,62]
Tratamiento 134 261,83 3 44 753,94 3,28 0,043 0,34 [0,00; 0,53]
Error 258 909,17 19 13 626,80

Fuente: Elaboracién propia.

» Analisis de Varianza Multiplicativo (ANOVA)

EnlaTabla 12, se tiene los resultados del ANOV A multiplicativo; es decir, que la interaccion
entre periodo en laboratorio (bloque) y las dosis (tratamientos) de Carbofuran no tienen un
efecto significativo (p> 0,05) sobre las muertes de colonias; lo mismo sucede con el periodo
en laboratorio (bloque) que no tiene un efecto sobre las muertes de colonias. Sin embargo,
al menos una de las dosis, si presenta una significancia (p< 0,05) sobre las muertes de
colonias. En este modelo con interaccion, se tiene un efecto igual a 50 % [0,04; 0,65] de las

diferentes dosis, sobre las muertes de colonias.

Para el analisis de la investigacion se ha considerado el modelo aditivo, porque posee efecto
significativo en el periodo de laboratorio (bloques) y las diferentes dosis (tratamientos),
sobre las muertes de colonias. En cambio, en el modelo multiplicativo, la interaccion anula
el efecto de los blogues, ademas, la misma interaccion no tienen un efecto significativo sobre

las muertes de las colonias.
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Tabla 12

Analisis de varianza multiplicativo para la muerte de colonias

Suma de Grados Media Valor de Tamario . [.L”_mt? .
Fuente cuadrados cuadratica del efecto  inferior; Limite
libertad M3 superior]

Bloque 6 767,04 1 6 767,04 3,74 0,071 0,19 [0,11;0,70]

Tratamiento 29 086,12 3 9 695,37 5,36 0,010 0,50 [0,05; 0,66]

Blogque x 5 476 46 3 1158,82 0,64 0,600 0,11 [0,00: 0,29]
Tratamiento

Error 28 938,00 16 1 808,62

Fuente: Elaboracion propia.

» Comparaciones multiples — Pruebas post hoc (Tukey)

En la Tabla 13 y Figura 23, se muestra el resultado de las comparaciones multiples del

modelo aditivo. Este analisis fue realizado porque existié un efecto significativo en las dosis

aplicadas a base de Carbofuran (TO, T1, T2 y T3). Se concluye que existe un efecto

significativo (p< 0,05) entre las muertes promedio de colonias segun periodo en laboratorio

(blogues).

Tabla 13

Comparaciones del ANOVA aditivo sobre la muerte de colonias

Fuente Diferencia de medias Limite inferior Limite superior Significancia
Bloque
L2-L1 170,5 70,754 270,246 0,0020078
Tratamiento
T1-TO 176,666667 -12,84145 366,1748 0,0729460
T2-TO 167,333333 -22,17479 356,8415 0,0951341
T3-TO 173,666667 -15,84145 363,1748 0,0795163
T2-T1 -9,333333 -198,84145 180,1748 0,9990172
T3-T1 -3,000000 -192,50812 186,5081 0,9999671
T3-T2 6,333333 -183,17479 195,8415 0,9996915

Nota: La prueba de comparaciones multiples compara la diferencia promedio de dos grupos. Considerando un
nivel de significancia del 5 %, dicha significancia es significativa, cuando p adj es menor que 0,05.
Fuente: Elaboracion propia.
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95% family-wise confidence level

T T f T T T
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Differences in mean levels of Tratamiento
Figura 23. Intervalos de confianza de las diferencias entre tratamientos (dosis) a base de

Carbofuran sobre las muertes de colonias en laboratorio. Fuente: Elaboracion propia.

»  Prueba de normalidad (Shapiro Wilk)

La Figura 24, muestra los residuos del modelo ANOVA aditivo que estan alrededor de la
linea continua, la cual representa la normalidad; también se aprecia que un residuo esta fuera
de las bandas de confianza (lineas discontinuas). Ademas, a traves de la prueba de Shapiro-
Wilk se confirma que los residuos se aproximan a una distribucién normal (p> 0,05).
Supuesto que se requiere para la validez del ANOVA que se esta utilizando.

g . Shapiro-Wilk normality test
E data: LaboratorioimlSresiduals
S W = 0.9513, p-value = 0.2891
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Figura 24. Representacion grafica de cuantiles teoricos frente a los residuos del modelo

ANOVA aditivo en laboratorio. Fuente: Elaboracion propia.
Nota: t quantiles, representan a los cuartiles tedricos de la distribucion normal estandar.
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»  Prueba de homogeneidad de varianza (Levene)

En la Tabla 14, el supuesto de homogeneidad de varianzas también se cumple (p > 0,05), asi
como el supuesto de normalidad. Esto indica que los resultados y las conclusiones acerca de
los tratamientos (dosis) de Carbofuran son validos y se ajustan al rigor estadistico para su

extrapolacion.

Tabla 14
Prueba de homogeneidad de varianzas sobre la muerte de colonias por tratamiento

Prueba de Levene para la Homogeneidad de Varianza (centro = media)

Df F valor Pr(>F)
Grupo 3 1,353 0,2857

Nota: Df= grados de libertad. Fuente: Elaboracién propia.

3.3. Comportamiento poblacional de Azotobacter spp. bajo tres concentraciones de

Carbofuran aplicado al suelo en tres periodos en condiciones de campo

Para determinar el comportamiento de las bacterias Azotobacter spp. en condiciones de

laboratorio, se realizaron las siguientes evaluaciones.
»  Determinacion del pH de las muestras de suelo
La Tabla 15 muestra los resultados el pH obtenido en las muestras de suelo utilizadas en la

fase de campo. El tratamiento testigo presentd un promedio de pH 6,6; los tratamientos T1,
T2 y T3 se encontraron dentro del rango de pH neutro (6,8 y 6,9).
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Tabla 15
Datos de pH de las muestras de suelo con Carbofuran — fase de campo

Campo
TO T1 T2 T3
7 6,7 6,8 6,8
6 7 6,6 6,9
6,7 6,8 6,9 6,9
6,6 6,8 6,8 6,9

Fuente: Elaboracion propia.

»  Bioensayos de toxicidad utilizando Azotobacter spp.

La Tabla 16 presenta la cantidad de colonias vivas iniciales y muertas finales por accion de
los granulos de suelo contaminado en todos los tratamientos, después de 1 dia de aplicacion
del Carbofuran donde se puede visualizar que en el testigo del tratamiento 1 y 3, solamente
murid una colonia por cada una; a diferencia del testigo del tratamiento 2, donde hubo un
incremento de 3 colonias; asimismo, en la repeticion T2-2 hubo mayor incremento de
muertes, teniendo un total de 105 colonias muertas en el dia 1. La Tabla 17 presenta la
cantidad de colonias vivas iniciales y muertas finales por accién de los granulos de suelo
contaminado, después de 15 dias de aplicacion del Carbofuran, donde se puede observar que
el testigo del tratamiento 1 y 3, presentaron 1 colonia méas cada una; sin embargo, el testigo
del tratamiento 2, presentd 2 colonias mas; finalmente, la repeticién T3-1 mostro un mayor
efecto con 190 colonias muertas a los 15 dias, siendo el mayor nimero de muertes en

comparacion con los demas tratamientos.

Tabla 16
Numero de colonias bacterianas vivas y muertas segun tratamiento dia 1
Dia 1 7 dias después

L . (colonias finales
(colonias iniciales vivas) .
vivas)

Repeticion TO T1 T2 T3 TO0 T1 T2 T3 TO0 T1 T2 T3

Colonias muertas después
de 7 dias

1 71 104 62 45 70 15 39 12 1 89 23 33
2 60 66 112 60 63 14 7 6 -3 52 105 54
3 35 61 88 40 34 8 9 13 1 53 79 27

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 17
Numero de colonias bacterianas vivas y muertas segun tratamiento dia 15

Dia 15 . , . )
(colonias iniciales 7 dias después Colonias muertas después
vivas) (colonias finales vivas) de 7 dias

Repeticion TO T1 T2 T3 TO T1 T2 T3 TO T1 T2 T3

1 89 81 148 193 88 18 17 3 1 63 131 190
2 82 80 82 122 84 5 11 7 -2 75 71 115
3 49 240 65 62 48 60 16 19 1 180 49 43

Fuente: Elaboracion propia.

> Estadisticos descriptivos para la variable muerte

En la Figura 25, se aprecia que en el dia 1 al igual que en el dia 15 el namero promedio de
colonias muertas en el testigo (sin Carbofuran) se encuentra en cero. En el dia 1, conforme
la dosis de Carbofuran se incrementa en cada tratamiento, el nimero promedio de colonias
muertas también aumenta, a excepcion del tratamiento 3; por otro lado, en el dia 15 se tiene
el mismo comportamiento en todos los tratamientos, con excepcion del tratamiento 2, donde
el nimero de bacterias muestras disminuye. En lo que concierne a la dispersion de los datos
(barras de error), respecto a la media en el dia 1, se aprecia menor dispersion en los
tratamientos 1y 3, en comparacion en tratamiento 2; asimismo, la dispersion de los datos en
el dia 15 muestra que existe una menor dispersion el tratamiento 2, en comparacion con los
tratamientos 1 y 3. Estos resultados se deben a que, con el pasar el tiempo las bacterias
Azotobacter no tienen condiciones de tolerancia frente a las diferentes concentraciones de

Carbofuran en el medio.
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Figura 25. Promedio de colonias muertas por periodo de tiempo segun tratamiento — fase de

Ccampo. Fuente: Elaboracion propia.
Nota: TO=testigo de los tratamientos (sin Carbofuran), T1=0,4 ml de Carbofuran, T2=0,8 ml de Carbofuran,
T3=1,2 ml de Carbofuran.

En la Figura 26, se observa la dispersion de las muertes de colonias por tiempo de aplicacion
segun tratamiento. En el testigo (TO), las muertes de colonias son inferiores frente a las tres
diferentes dosis aplicadas en cada uno de los dos tiempos (dia 1 y dia 15). Enel dia 1y
tratamiento 1, las muertes son inferiores al mismo tratamiento en el dia 15. Respecto al
tratamiento 3, en el dia 15, las muertes son superiores a los demas tratamientos, tanto en el
dia 1 y del dia 15; esto debido a que, en el transcurso de los dias las bacterias se tornan
susceptibles al contacto de Carbofuran en las diferentes dosis aplicadas en campo,

observandose mayor efecto a través del tiempo.
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Figura 26. Box plot de la dispersion de colonias muertas por periodo de tiempo segun

tratamiento. Fuente: Elaboracion propia.
Nota: TO= testigo de los tratamientos (sin Carbofuran), T1= 0,4 ml de Carbofuran, T2=0,8 ml de Carbofuran,
T3= 1,2 g de Carbofuran.

» Analisis de Varianza Aditivo (ANOVA)

El Disefio de Bloques Completamente al Azar (DBCA) considera dos modelos: aditivo y
multiplicativo (interaccion). En la Tabla 18, se presenta el modelo aditivo donde se ha
considerado a las muertes de colonias como variable respuesta (dependiente) en dos periodos
(dias) aplicado como blogue y a las diferentes dosis (tratamiento) a base de Carbofuran como
variables predictoras (independientes). El resultado de los bloques no mostré un efecto
significativo (p> 0,05) en las muertes de las colonias; sin embargo, las diferentes dosis
(tratamientos) si presentaron un efecto significativo (p< 0,05) y al menos una difiere de las
otras. Respecto a la aplicacion de las diferentes dosis se tiene un efecto del 47 % [0,06; 0,63]

sobre las muertes de colonias.
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Tabla 18
Analisis de varianza aditivo para la muere de colonias

Grados Tamario [Limite
Fuente Suma de d Med,'a.‘ Valor de del inferior; Limite
cuadrados . cuadratica p efecto .
libertad superior]
m2)
Bloque 6 767,04 1 6 767,04 3,97 0,061 0,17 [0,00; 0,44]
Tratamiento 29 086,12 3 9695,37 5,68 0,006 0,47 [0,06; 0,63]
Error 32 414,46 19 1 706,02

Fuente: Elaboracion propia.

»  Analisis de Varianza Multiplicativo (ANOVA)

El modelo multiplicativo del DBCA, considera a la interaccion entre los bloques y los
tratamientos sobre el efecto de la variable respuesta. En la Tabla 19 se aprecia que la
interaccion entre el periodo (bloque) y las dosis (tratamientos) de Carbofuran, no presentaron
un efecto significativo (p > 0,05) sobre las muertes de colonias; lo mismo sucede con el
periodo (bloque) sobre las muertes de colonias. Sin embargo, al menos una de las dosis si
tuvo una significancia (p < 0,05) sobre las muertes de colonias. En este modelo con
interaccion de la aplicacion de diferentes dosis, se tiene un efecto igual al 50 % [0,05; 0,66]
sobre las muertes de colonias. Para el analisis de la investigacion se ha considerado el modelo
aditivo, porque no existe significancia estadistica en la interaccion entre periodo y

tratamiento.

Tabla 19
Analisis de varianza multiplicativo para muerte de colonias
Grados . Tamafio [Limite
Fuente cﬁggrzggs de cugﬂdergltailca F \(/jzlor del efecto  inferior; Limite
libertad P m2) superior]
Bloque 6 767,04 1 6 767,04 3,74 0,071 0,19 [0,00; 0,47]
Tratamiento 29 086,12 3 9 695,37 5,36 0,010 0,50 [0,05; 0,66]
Blogquex 5 476 46 3 115882 0,64 0,600 0,11 [0,00; 0,29]

Tratamiento

Error 28 938,00 16 1 808,62

Fuente: Elaboracién propia.
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» Comparaciones multiples — Pruebas post hoc (Tukey)

En la Tabla 20 y Figura 27 se muestra los resultados de las comparaciones mdaltiples del
modelo aditivo, donde muestra que existe diferencia significativa entre los tratamientos T1,
T2y T3, con el testigo (TO0), lo que indica que, con las diferentes dosis frente al tratamiento,
mueren menos colonias. Este analisis se ha realizado porque existe significancia estadistica

del efecto de las dosis a base de Carbofuran sobre las muertes de las colonias.

Tabla 20

Comparaciones multiples por tratamiento sobre la muerte de colonias
Diferencia de

Tratamiento edias Limite inferior Limite superior Significancia
T1-TO 82,166667 15,112852 149,22048 0,0132111
T2-TO 72,500000 5,446185 139,55381 0,0313005
T3-TO 84,500000 17,446185 151,55381 0,0106812
T2-T1 -9,666667 -76,720481 57,38715 0,9768381
T2-T1 2,333333 -64,720481 69,38715 0,9996519
T3-T2 12,000000 -55,053815 79,05381 0,9573217

Nota: La prueba de comparaciones multiples compara la diferencia promedio de dos grupos. Considerando un
nivel de significancia del 5 %, dicha significancia es significativa, cuando p adj es menor que 0,05.
Fuente: Elaboracion propia.

95% family-wise confidence level

20 100 150

T3-T2 T3-T1 T2-T1 T3TO T2-TO T1-TO

i
-50 0

Differences in mean levels of Tratamiento
Figura 27. Intervalos de confianza de las diferencias entre tratamientos a base de Carbofuran
sobre la muerte de colonias — fase de campo. Fuente: Elaboracion propia.
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Para que las conclusiones basadas en un modelo de disefio de experimentos sean validas, se
requiere que los residuos de dicho modelo cumplan ciertos supuestos, tales como:

normalidad y homogeneidad de varianzas. A continuacion, se analiza dichos supuestos.

»  Prueba de normalidad (Shapiro — Wilk)

En la Figura 28 se aprecia que los residuos del modelo ANOVA aditivo estan alrededor de
la linea continua, la cual representa la normalidad; asimismo, se observa que ningln residuo
esta fuera de las bandas de confianza (lineas discontinuas). Ademas, a través de la prueba de
Shapiro-Wilk se confirma que los residuos se aproximan a una distribucion normal (p>0,05),

supuesto que se requiere para la validez del ANOVA que se esta utilizando.

Shapiro-Wilk normality test

data: campolmlSresiduals
Sl W = 0.95612, p-value = 0.3656

Studentized Residuals{campolm)

t Quantiles

Figura 28. Cuartiles teoricos frente a los residuos del ANOVA aditivo — fase de campo.
Fuente: Elaboracion propia.
Nota: t quantiles, representan a los cuartiles tedricos de la distribucion normal estandar.

»  Prueba de homogeneidad de varianza (Levene)

En la Tabla 21 el supuesto de homogeneidad de varianzas tambien se cumple (p> 0,05), asi
como el supuesto de normalidad. Esto indica, que los resultados y las conclusiones acerca
de los tratamientos (dosis) de Carbofuran son validos y se ajustan al rigor estadistico para su

extrapolacion.
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Tabla 21
Homogeneidad de varianzas sobre la muerte de colonias segun tratamiento

Prueba de Levene para la Homogeneidad de Varianza (centro = media)

Df F value Pr(>F)
Grupo 3 1,2527 0,3173

Nota: Df= grados de libertad. Fuente: Elaboracion propia.

3.4. Evaluacion comparativa del comportamiento de Azotobacter spp. en condiciones
de laboratorio y campo

Se realizaron comparaciones entre los datos obtenidos de las evaluaciones realizadas en

laboratorio y campo, donde los resultados obtenidos se detallan a continuacién:

»  Comparativo de los estadisticos descriptivos para la variable muerte

En la Figura 29 se observa que, en la prueba de campo, en el tratamiento testigo (TO) el
numero promedio de colonias muertas es menor al mismo tratamiento en la prueba de
laboratorio; también se observa que, en ambas fases de la prueba, conforme la dosis de
Carbofuran se incrementa, el nimero promedio de colonias muertas es mayor. En lo que
concierne al esparcimiento de los datos (barras de error) con respecto a la media, en la prueba
de laboratorio se aprecia mayor dispersion en el tratamiento T1 en comparacion a los otros
tratamientos, mientras que en la prueba de campo se aprecia mayor dispersion en el
tratamiento testigo (T0). Asimismo, el nimero promedio de colonias muertas es mayor en

la fase de laboratorio que en la de campo.
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Figura 29. Promedio de colonias muertas por fase (campo y laboratorio) segun tratamiento.
Fuente: Elaboracion propia.

Nota: TO=testigo de los tratamientos (sin Carbofuran), T1=0,4 ml de Carbofuran, T2=0,8 ml
de Carbofuran, T3=1,2 ml de Carbofuran

En la Figura 30 se presenta la dispersion de las muertes de colonias por fase de aplicacion
(laboratorio y campo) segun tratamiento. Se aprecia que, en la prueba de campo, en el
tratamiento testigo (TO) el numero promedio de colonias muertas es menor al mismo
tratamiento que en la prueba de laboratorio. Asimismo, en la prueba de campo, las muertes
de bacterias del tratamiento 1, 2 y 3 son inferiores a los mismos tratamientos que en la prueba
de laboratorio. Estos resultados se dan debido a que, cuanto mas tiempo transcurre, el efecto
de Carbofuran sobre las colonias es mayor y por lo tanto el nimero de colonias muertas

también se incrementa.
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Figura 30. Box plot de la dispersion de colonias muertas por fase (campo y laboratorio)

segun tratamiento. Fuente: Elaboracion propia.
Nota: TO=testigo de los tratamientos (sin Carbofuran), T1=0,4 ml de Carbofuran, T2=0,8 ml de Carbofuran,
T3=1,2 ml de Carbofuran.

» Analisis de Varianza Aditivo (ANOVA)

En la Tabla 22 se presenta los datos del contraste ANOVA aditivo que tiene como variable
respuesta (dependiente) al pH, segln las dosis aplicadas de Carbofuran (tratamientos) y la
fase (laboratorio y campo). Se concluye que existe un efecto significativo (p < 0,05) en al
menos una de las dosis y entre la fase de aplicacion. El efecto de las fases (bloques) donde
se aplica, es 65 % [0,33; 0,78]; el efecto de las diferentes dosis (tratamientos) representan un
efecto igual al 37 % [0,00; 0,55].

Tabla 22
Andlisis de varianza aditivo para el pH como efecto del Carbofuran en campo y laboratorio
e S ol Med e VR o Ut
libertad m2) superior]
Bloque 1,60 1 1,60 35,87 0,000 0,65 [0,33;0,78]
Tratamiento 0,50 3 0,17 3,76 0,028 0,37 [0,00; 0,55]
Error 0,85 19 0,04

Fuente: Elaboracién propia.
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»  Andlisis de Varianza Multiplicativo (ANOVA)

En la Tabla 23 se tiene los resultados del ANOVA multiplicativo; es decir, la interaccion de
las fases de aplicacion (bloques) y las dosis (tratamientos) de Carbofuran, tienen un efecto
significativo (p < 0,05) sobre el pH; lo mismo sucede en las fases de aplicacion (bloque),
donde tiene un efecto significativo (p < 0,05) sobre el pH. En este modelo con interaccion,
el efecto sobre el pH de las fases (campo y laboratorio) es 66 % [0,30 y 0,79], de las
diferentes dosis a base de Carbofuran es 3 % [0,00; 0,12] y de la interaccion entre ambiente
y dosis es 50 % [0,05; 0,66]. Para el analisis de la investigacidn se ha considerado el modelo
aditivo, porque tiene efecto significativo tanto en las fases de aplicacion (bloques) y las
diferentes dosis (tratamientos) sobre el pH; ademas, el interés es analizar el efecto de las
dosis de Carbofuran. En el modelo multiplicativo, la interaccion anula el efecto de los

tratamientos.

Tabla 23
Anélisis de varianza multiplicativo para el pH como efecto del Carbofuran en campo y

laboratorio

Tamarfo

Grados . [Limite
Fuente Suma de Med,"”.‘ Valor de del inferior; Limite
cuadrados . cuadratica p efecto .
libertad superior]
m2)
Bloque 50 784,00 1 50 784,00 30,68 0,000 0,66 [0,30; 0,79]
Tratamiento 862,00 3 287,33 0,17 0,913 0,03 [0,00; 0,12]
Blogue x 26 677,00 3 889233 537 0,009 0,50 [0,05; 0,66]
Tratamiento
Error 26 486,00 16 1 655,38

Fuente: Elaboracién propia.

»  Comparaciones multiples — post hoc (Tukey)
En la Tabla 24 y Figura 31 muestran que existe un efecto significativo (p < 0,05) entre el pH

promedio segun campo Y laboratorio (bloques). Se concluye que si existe una significancia

(p < 0,05) entre el pH promedio en el tratamiento 2 (T2) y el tratamiento testigo (TO0).
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Tabla 24

Comparaciones del ANOVA aditivo sobre el pH

Diferencia de

Fuente ] Limite inferior ~ Limite superior  Significancia
medias
Bloque
Laboratorio-Campo 0,5166667 0,3361135 0,6972198 9,2e-06
Tratamiento
T1-TO 0,33333333 -0,009700829 0,6763675 0,0586301
T2-T0 0,35000000 0,006965838 0,6930342 0,0445399
T3-TO 0,31666667 -0,026367495 0,6597008 0,0766625
T2-T1 0,01666667 -0,326367495 0,3597008 0,9990562
T3-T1 -0,01666667 -0,359700829 0,3263675 0,9990562
T3-T2 -0,03333333 -0,376367495 0,3097008 0,9926301

Fuente: Elaboracion propia.

95% family-wise confidence level
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0.6

Figura 31. Intervalos de confianza de las diferencias entre tratamientos sobre la muerte de
colonias bacterianas en campo y laboratorio. Fuente: Elaboracion propia.

>

Prueba de normalidad (Shapiro wilk)

En la Figura 32 se muestra que los residuos del modelo ANOVA aditivo estan alrededor de

la linea continua, la cual representa la normalidad; también se aprecia, que ningdn residuo

esta fuera de las bandas de confianza (lineas discontinuas). Ademas, a través de la prueba de

Shapiro-Wilk se confirma que los residuos de las evaluaciones, se aproximan a una
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distribucion normal (p > 0,05); supuesto que se requiere para la validez del ANOVA que se

esta utilizando.
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Figura 32. Cuartiles tedricos frente a los residuos del modelo ANOVA aditivo en campo y

laboratorio. Fuente: Elaboracion propia.
Nota: t quantiles, representan a los cuartiles tedricos de la distribuciéon normal estandar.

» Prueba de homogeneidad de varianzas (Levene)

En la Tabla 25 el supuesto de homogeneidad de varianzas tambien se cumple (p > 0,05), asi
como el supuesto de normalidad. Esto indica que los resultados y las conclusiones acerca de
los tratamientos (dosis) de Carbofuran son validos y se ajustan al rigor estadistico para su

extrapolacion.

Tabla 25
Homogeneidad de varianzas sobre pH segun tratamiento en campo y laboratorio

Prueba de Levene para la homogeneidad de Varianza (centro = media)

Df F valor Pr (>F)
Grupo 3 1,7862 0,1822

Nota: Df= grados de libertad. Fuente: Elaboracion propia.
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CAPITULO IV: DISCUSIONES

4.1. Caracterizacion fisico - quimica del suelo

Se realizaron los analisis fisico-quimicos a cada una de las muestras de suelo tomadas de la
finca “El Huascaran”, con el objetivo de conocer determinados parametros como la textura,
pH, porcentaje de materia organica, etc., que afectan la movilidad y permanencia del
Carbofuran en el suelo. Delgado y Fajardo (2015) establecieron que la textura del suelo es
uno de los pardmetros que afecta directamente la movilidad del Carbofuran, en especifico
los suelos franco arcillosos, debido a la presencia de minerales; es decir, a una mayor
cantidad de arcilla, la adsorcion de insecticida sera mayor; en cuanto a la movilidad, no existe
una relacion proporcional, ya que a mayor contenido de arcilla en el suelo, la movilidad sera
menor, lo cual explica que gran parte del Carbofuran es retenido, retardando su movilidad.
Los resultados de la caracterizacion de las cuatro muestras de suelo determinaron que tres
de las muestras pertenecen a la clase textural franco y solo una se clasifica como un suelo

franco arcilloso.

El potencial de hidrogeno (pH) del suelo también juega un rol importante en la toxicidad de
los insecticidas, sobre las bacterias Azotobacter spp presentes en el suelo. Si el valor del pH
del suelo esta por debajo de los 5,5, estas presentan cantidades elevadas y toxicas de aluminio
y magnesio; por lo tanto, existira poca actividad de organismos y por lo tanto la
biodisponibilidad sera mayor (Delgado y Fajardo, 2015). En las muestras de suelo tomadas,
los analisis determinaron que las cuatro muestras estan por encima de los 7 (M01= 7,42;
MO02= 8,27; M03= 7,40 y M04= 8,66). Asimismo, otro de los factores que interviene en la
adsorcion del Carbofuran, movilidad y toxicidad para diversos organismos vivos del suelo
(Azotobacter spp), fue la materia organica, ya que, a mayor porcentaje de este componente
del suelo, la adsorcién del insecticida serd mayor; en tal sentido, queda establecido que la
cantidad de materia organica presente en el suelo determina la toxicidad a la que estan

expuestos las bacterias (Angelini et al., 2013). Las muestras de suelo presentaron porcentajes
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de materia organica por debajo del 3 % (M01= 2,68; M02= 2,59; M03= 2,84 y M04= 2,48),
clasificandose en un nivel bajo; por lo tanto, la adsorcion del Carbofuran fue bajo para las

pruebas en campo.

4.2. Evaluacion del comportamiento poblacional de Azotobacter spp. en condiciones de

laboratorio

Los resultados de la evaluacion del comportamiento poblacional Azotobacter spp. en
condiciones de laboratorio, determinaron que a medida que pasaban los dias y se
incrementaba las dosis segun el tratamiento, el efecto era mayor, donde en el tratamiento
T3-2 se observé un total de 76 colonias muertas a 1 dia de aplicado el Carbofuran; mientras
que, en el tratamiento T2-3 se observo 517 colonias muertas a los 15 dias después de haber
aplicado el insecticida, siendo estos los dos mayores numeros de mortalidad bacteriana
alcanzados en los bioensayos, con un total de 40 y 34 %. Similar resultado encontraron
Rivera et al. (2010), quienes obtuvieron un 50 % de bacterias Azotobacter choococcum que
fueron susceptibles frente a la Cipermetrina; donde ademas sostuvieron que la bacteria
Azotobacter chroococcum no tiene condiciones de tolerancia al pasar el tiempo a estos
activos quimicos, teniendo como resultados que las bacterias son susceptibles a los
plaguicidas; por lo tanto, concluyé que el uso de plaguicidas podria afectar en un 60 % en la
fijacion bioldgica de nitrégeno. Asimismo, Izquierdo (2017) menciona que los compuestos
organoclorados como el Carbofuran ocasionan grandes dafios al suelo y al ambiente debido
a la aplicacion indiscriminada en los cultivos, llegando a ocasionar desertificacion y
compactacién de suelos, alterando sus propiedades quimicas como el pH, fertilidad y materia

organica.

Segun Diaz (2007) la materia organica, porosidad y pH son los principales determinantes de
la retencion y adsorcion de los plaguicidas en el suelo, por otro lado; Delgado y Fajardo
(2015) sostienen que la movilidad de Carbofuran depende de la materia organica presente
en el suelo y que, ademas, tiene que pasar 120 dias para que este activo vaya desapareciendo.
En las muestras de suelo utilizado en la investigacidn presentd un porcentaje promedio de
materia organica de 2,6 % (nivel bajo), razon por la cual, se presentd una baja absorcion del

contaminante y un numero alto de colonias de Azotobacter chroococcum muertas.
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El impacto de los agroquimicos es variable y es dificil medir su impacto real, porque su
efecto esta relacionado con el tiempo de exposicién, dosis y vulnerabilidad especifica de
cada especie e individuo, especialmente cuando se trata de uno de los objetivos de accidn
afectando el proceso de reproduccion y que pone en peligro la sostenibilidad de la
microfauna, especialmente la bacteria Azotobacter (Chaves et al., 2013). Asimismo,
Villacrés (2014) en su investigacion menciona que debido a la resistencia de las plagas los
agricultores se han visto en la necesidad de mezclar los insecticidas siendo estos mas letales
y en mayores concentraciones, teniendo como consecuencia graves dafios ambientales y al

mismo hombre.

4.3. Evaluacion del comportamiento poblacional de Azotobacter spp. en condiciones de

campo

Los resultados obtenidos de la evaluacidn del comportamiento poblacional de Azotobacter
spp. bajo tres concentraciones de Carbofuran aplicado al suelo en condiciones de campo,
determinaron que a medida que aumentaba la dosis del Carbofuran, los efectos sobre las
bacterias Azotobacter era mayor en las evaluaciones realizadas en dia 1 y 15. En el
tratamiento T2-2 hubo mayor incremento de muertes, teniendo un total de 105 colonias
muertas a 1 dia de aplicado el Carbofuran; mientras que la repeticion T3-1 mostrd un mayor
efecto con 190 colonias muertas a 15 dias de aplicado el insecticida, siendo el mayor nimero
de muertes en comparacion con los demas tratamientos; estos resultados se relaciona con
Rivera et al. (2010) y Udochukwu et al. (2018) quienes obtuvieron un efecto negativo del
fungicida Mankogal y Cipermetrina, sobre el crecimiento de las cepas de A. chroococcum,
respectivamente. Asimismo, manifiestan que las bacterias son susceptibles a los plaguicidas,
es decir, con el transcurso del tiempo estos microrganismos no son capaces de tolerar a estos
activos quimicos. Similar resultado manifiesta Avellaneda (2022), quien en su investigacion
determind que las cepas de Azotobacter spp. disminuyeron su poblacion en las diferentes
concentraciones de glifosato. Por lo contrario, Kareem y Hasan (2018) determinaron que
después de la cuarta semana de supervivencia la bacteria Bacillus subtilis con doble dosis de
Jantastar en el suelo (264.66 x 107 UFC) fue la mas afectada, sin embargo, a partir de la
cuarta semana aparecio una resistencia debido al cambio de secuencia en las bases del ADN

de las bacterias.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

1. Las muestras de suelo utilizadas en la investigacion pertenecen a una clase textural
de franco a franco arcilloso, con un pH base - alcalino (7,4 — 8,6), con un nivel de
materia organica de 2 — 3 %, nivel de nitrégeno medio de 0,15 — 0,25 ug/m?, nivel de
fosforo entre bajo y medio (>12,12 — 24 mg/kg), nivel de potasio bajo (>125 meq/100
g) Y una capacidad de intercambio cationico de (15 a 30 meg/100g). EI Carbofuran
influyo en los siguientes pardmetros fisico-quimicos del suelo: materia organica,
textura y pH; estos factores determinan la retencién y adsorcién de la molécula en la
primera capa del suelo; es decir, a mayor porcentaje de materia organica y contenido

de arcilla, mayor adsorcion de Carbofuran.

2. EIl Carbofuran presentd un efecto significativo tanto en el ambiente de aplicacion
(bloques) y las diferentes dosis (Tratamientos) sobre pH; concluyendo que existe un
efecto significativo (p< 0,05) entre el pH promedio segun campo y laboratorio
(blogues), teniendo un promedio de 6,8 pH en la fase de campo y 7,3 en la fase de
laboratorio, donde se concluye que a medida que pasa el tiempo por la presencia de
factores como la temperatura, materia organica y escorrentia genera que la alteracion

del pH por la presencia Carbofuran en el suelo, este vuelva a su estado inicial.

3. Segun el comportamiento poblacional de Azotobacter spp. bajo tres tratamientos de
Carbofuran aplicado al suelo en tres periodos en condiciones de invernadero, se
concluye que en el dia 1 en el Tratamiento testigo (sin Carbofuran) el nimero
promedio de colonias muertas es cero, en el Tratamiento 1 se reporta 51 colonias,
en el Tratamiento 2, 45 colonias y en el Tratamiento 3, se reportaron 62 muertes
promedio de colonias; en relacion al dia 15, el Tratamiento testigo mantiene cero
colonias muertas, existiendo un incremento de colonias muertas en relacion al dia 1,
el Tratamiento 1 con 288 colonias, el Tratamiento 2 con 275 colonias y el
Tratamiento 3 con 271 muertes promedio de colonias. En relacion con la prueba de

intervalos de confianza de las diferencias de tratamientos (dosis), existe efecto
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significativo (p< 0,05) entre las muertes promedio, segun los Tratamientos: T1, T2y

T3 con TO (Tratamiento control).

Segun el comportamiento poblacional de Azotobacter spp. bajo tres concentraciones
de Carbofuran aplicado al suelo en tres periodos en condiciones de campo, se
concluye que en el dia 1 en el tratamiento testigo (sin Carbofuran) el nimero
promedio de colonias muertas es cero, se observo que en el dia 15, conforme la dosis
de Carbofuran se incrementa, el nimero promedio de colonias muertas aumenta, sin
embargo, se observo una disminucion en el tratamiento 2. Se aprecia la dispersion de
las muertes de colonias por campo de aplicacion, respecto al tratamiento 3 en el dia
15 las muertes son superiores a los tratamientos del dia 1 y del dia 15. Esto debido a
que el transcurso de los dias, las bacterias se tornan susceptibles al contacto con
Carbofuran en las diferentes dosis aplicadas en campo, observandose mayor efecto a

través del tiempo en el transcurso de los dias.
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

Difundir los resultados de la investigacion para que las entidades competentes encaminen
acciones de fortalecimiento y sensibilizacion a la poblaciédn, sobre las consecuencias del

uso de plaguicidas en la agricultura y su impacto en el ambiente.

Realizar investigaciones similares en diferentes sembrios y tipos de suelo e incluir la
evaluacion de otras variables (Pendiente del terreno, precipitaciones pluviales, humedad
relativa, etc.) para tener mayor conocimiento sobre los efectos que produce el Carbofuran
sobre el comportamiento poblacional de Azotobacter y aquellas especies de

microorganismos que fijan nitrégeno y contribuyen con la fertilidad de los suelos.

Dar cumplimiento al marco legal nacional e internacional que regula el uso de
agroquimicos en la agricultura e incentivar el desarrollo de nuevas alternativas en el
manejo de los campos de cultivo: como el uso de microorganismos eficientes, bacterias
beneéficas, entre otros; y de esta manera, promover una agricultura sostenible, con el

objetivo de minimizar el uso de venenos en la produccion agricola.

Realizar un manejo integrado de plagas y enfermedades por parte de los extensionistas,
técnicos o agricultores; identificando a detalle el causal de las plagas o enfermedades
que esta afectando a un cultivo para determinar las estrategias de control a implementar.
Asimismo, realizar un plan de monitoreo que permita conocer los niveles de presencia
para la toma de decisiones para el control de dichas plagas o enfermedades donde el uso

de insecticidas sea la Gltima opcion.
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TERMINOLOGIA

Agricultura. Dinamica entre factores bioticos y abidticos, mediante una interrelacion

establecida y compleja ente el suelo, plantas y microorganismos (Beltran, 2008).

Adsorcién de plaguicida. EI fendmeno de atraccion entre una superficie sélida y un liquido o
vapor. A través de este mecanismo, las moléeculas de pesticidas pueden ser adsorbidas o
retenidas por coloides existentes en el suelo, la arcilla y la materia organica durante el proceso

de lixiviacion (Huayhua, 2016).

Colonia. Una colonia es una masa de células la cual se puede visualizar sin necesidad de un
microscopio sobre el medio de cultivo que se ha preparado, estas bacterias que forman la

colonia pertenecen a la misma especie bacteriana (Barrero, 2016).

Dosis. Proporcion de un medicamento, 0 una droga para prevenir o curar una plaga o
enfermedad (Bernal, 2015).

Esterilizacion. Es un proceso mediante el cual se eliminan todas las formas de vida existentes

en un medio, incluyendo esporas (Barrero, 2016).

Insecticida. Son compuestos quimicos y un tipo de plaguicida, el cual es usado para matar y
controlar insectos; se clasifican segun su estructura y modo de accion (Delgado y Fajardo,
2015).

Movilidad del plaguicida. Es la facilidad con la que el plaguicida se lixivia, es decir la
facilidad con la que es arrastrado junto con el agua de riego o de la lluvia a través de la
profundidad del suelo, incluso hasta las aguas subterraneas, la movilidad depende de la
solubilidad del plaguicida en el agua y de su afinidad con el suelo, ademas de las propiedades

fisicas y quimicas del suelo accién (Delgado y Fajardo, 20 15).

Pesticida. Producto sintético y organicos fitosanitarios, cuya funcion principal es controlar

plagas que obstaculizan el buen desarrollo de los productos agricolas (Bravo et al., 2013).
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Proceso microbioldgico. son esos estudios que se conducen a cabo en el laboratorio, usando
bacterias, seleccionando esas que tienen la posibilidad de ser utiles, o en otro caso es la

obtencidn de cepas mejoradas (Escobar et al., 2011).

Siembra de bacterias. inocular es meter artificialmente una cantidad de muestra (inéculo) en
un medio conveniente, con la intencion de empezar un cultivo microbiano. Después de
plantado, el medio de cultivo se incuba a una temperatura idonea para el aumento del o los

microorganismos de interés (Escobar et al., 2011).

Toxico. Es cualquier elemento que, siendo ingerido, inhalado, aplicado, inyectado, absorbido
0 suministrado de cualquier manera, puede ser nocivo para la salud y el ambiente. Todos los
agentes fisicos y quimicos son tdxicos, su accién depende de la dosis, circunstancias

individuales y condiciones ambientales (Pozo, 2013).
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APENDICES

Apéndice 1. Autorizacion del uso del terreno para la ejecucion del proyecto

L]

“Aiio de la universalizacién de la salud”

Nueva Cajamarca, 18 de enero del 2020.
Estimados

ALEX JORDANY DIAZ FONSECA
MARIA ANAT GARCIA HERRERA
Bach. En Ciencias Ambientales

Asunto: AUTORIZACION DE USO TEMPORAL DE TERRENO

De mi especial consideracion.

Estimados alumnos, mediante el presente el Sr. Alejandro Diaz Alejandria, identificado
con DNI 80195455, con domicilio en el caserio la Primavera del Alto Mayo, Provincia y
Distrito de Moyobamba, en calidad de propietario de la finca el Laurel autoriza a los
tesistas Alex Jordany Diaz Fonseca y Maria Anai Garcia Herrera, para los fines que
ustedes expresan: obtencion de muestras para la ejecutar su investigacion para la

obtencion de su titulo profesional.

El uso de la finca en mencion debera hacerse de acuerdo al perfil del proyecto, y al
finalizar el proyecto se debera ser adecuadamente restaurado y nivelado los puntos de

muestreo.

Sin otro particular, quedo agradecido por su atencion,

Atentamente

>4

A

L
Alejaréro Diaz Alejandria
Propietario del terreno
DNI: 80195455
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Apéndice 2. Ficha técnica del insecticida Farmadan 480 g/L

DATOS DE LA EMPRESA
Empresa Comercializadora
Titular de Registro
Mumero de Registro

IDENTIDAD
Composician
Concentracian
Formulacion
Grupo Quimicao
Clase de Uso
Farmula Empirica

Formula Estructural

Peso Molecular

CARACTERISTICAS

FICHA TECMICA
FARMADAN

T FARMAGRO 5.4,
: SHARDA PERU 5.A.C
D POUA N® 47 5-5EMNASA

: Carbofuran

1480 g/L

: Suspension concentrada

s Carbamato

: Insecticida - Nematicida.

2 H MOy

OCONHCH;
O  CHj
CHg
1 221.3 g/mal

FARMADAN es un insecticida-nematicida a base de carbofuran que aplicado al follaje

actua por contacto e ingestion y con gran efecto residual. Cuando es aplicado al suelo

actua como insecticida y nematicida sistémico al ser absorbido por la raices. Mo usar el

producto en suelos arenosos ni en zonas con napa freatica superficial.

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

Densidad Relativa

pH

Estado Fisico

Color

Olar

Estabilidad en Almacenamiento

Explosividad
Corrasividad

MODO DE ACCION

: 113 2000

: 6.5-7.5

: Ligquideo

: Blanco

: Olor fendlico

: Es estable bajo condiciones normales de
manipulacion y almacenamiento por 2 afos.

: No explosivo

: Mo corrosiva

FARMADAM por contacto e ingestion.

e

rew

e PR MEICEIES COGEC
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MEC ANIS MO DE ACCION

FARMADAN inhibe la accién de la Acefil Colinesterass, ocumiendo un aumento de L
enzima acetikoling produciendo sintomas en el insecto de hiper excitacion, pardlisis;

provocandale la muerte

RECOMEN DACIONES DE USO
B MAGK 0SS PC | LMR
; . (dias) | (ppm}
Fomibire co min Mombire cientifico L7204 L/ha
Algedn Pulian ot 1 ks AP GUASyEN G0-01 | 0.9-04 :
Marigokd Mosquita da kos broes Proag s iongifia 04-06 | 38-15 50 !
Gorgojo de los andas Frammatypes faithoax
P, -1 -
apad Pulga sations St g4-06 |(0G8-15 3 1
\id Fioera Vifads wiohae db-df [ FH-50 14 03
hamdtodd o dal nuda Maioitoagyne foegmia 23-26 |69-78
PC. Penodo de Canendia LR Lirwte madama de nrelsduos

CONDICIOMNES DE APLICACION
FARMADAN e recomienda cuando la infestacion se encuentra dentro del nivel del umbral
de dafo econdmico. Como maximo dos aplicadiones al afo
COMPATIBILIDAD
FARMADAN &5 compatible con plaguicidas de uso comidn excepto con los de reaockin
akalina
REINGRESO A UN AREA TRATADA
Mg ingresar a las areas tratadas hasta 48 horas después de la aplicacion
FITOTOXICIDAD
FARMADAN no presenta riesgo de fitotoxicdad s se aplica en el momento y dosis
recamendada
CATEGORLA TOMCOLOGICA

Altamente peligroso
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Apéndice 3. Reporte del andlisis fisico—quimico del suelo

B S R

Ay Cajamarca Morte N* 1151, Los Ollves IV Elapa - Destnto de Mueva Calamarca
Provincla de Rigla, San Martin. Telgfono 550443

RESULTADD DE AMALISIE DE SUELD - CARACTERIZACION

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

San Martin

COERENG BECIORCAL

PRINFCAG ESECAL
Drrecimde gegaroie Saroposmnin

AR ) RERYT)

ALEX JORDANY DIAZ FONSECA PROFUNDIDAD 0-30cm
PROCEDENCIA Parcela Huascaran - Prmavera del Ao Mayo, Moyobamba FECHA DE REPORTE 1-05-20
FECHA DE INGRESOD 21-5at-20 CLLTNG Cale
Efecio dei Carbofuran 00re 13 podlacicn de Azpiobacier sppuen sueins cafelaience def caserio La Pimavesa, Moyobamba - 2020 ATENCION B.oe V. N° DOD1-D04432 del 23 g2 saflemire
i Ambdlisls Fizloao ‘Andllcic Guimisao
: Cotiduc. = 5 3 it
E LABORA_ PROCEDENCIA yio AGRICULTOR E eH i = i
ToRID : ' ; Tk E sE
Arsna Eroiks Limo l = j & P R 3!_ ca™ | wg™ maz* L N M
= = b A1 % % e = oEm enm meg | D0 Qroe sue 3
1| ASCaD-0193 M- Alex Jordany Diaz Fonseca 3835 2212 ;.52 Franco 139 | 742 | D.ODISE 2682 | 01421 | D65 BO.70 | 1266 | 1060 | 150 D.26 021 Trazas 0%
2| AZCI0-0194 M-02 |AlexJordany Diaz Fonseca Jga4 26.04 Gk Franco 137 | 627 | 000164 2590 | 0116 | 1070 | 8640 | 1185 | 988 145 D.26 D22 | Trazas | 6.8%
3| ASCI0-0135 M-03 |Alex Jordany Diaz Fonseca 36.40 24.00 3860 Franco 137 | 740 | DODDG2 2840 | 0.128 | 1820 | 106.10 | 13.26 | 1112 ) 1867 D.22 027 | Trazas %
4. ASCI0-D138 M-04  Alex Jordany DI3Z Fonseca Jz.az 34.04 3364 | Franco Arcllioso | 131 | 666 | 0ODNS 24580 | 0.2 | TED Bo.40 | 1461 | 1240 174 D.24 023 | Trazas 0%
METCDOLOGIA EMPLEADA EM LOE AHALREIE:
Textura HInSmeo de SoUymIros Adateria OFQANSCA ‘Wiakiey ¥ Back Eodoy Folasio Fotometris de Liama
pH Polencidmeto =n suspension susio ogus MNirtpeno Moo Keidati Caicic y Magresio Verenato ED.TA
Corductividad Eddrica Extracih acuoso en & reacon su=io: ag@a 1 St Dimen ModMoado Aluminko carivabie Yuan, evtraccidn com KCI 1M
Cartonatos Cascyolumiirico con caicimetro de Bermand Capacidad de infercaribic Caldnico Euma g Smas camiiahvs Aoder Achva Yuan, extraccion con KBS 1N

-

Cartos Egairal Di ba Crue
FELR M S
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Apéndice 4. Reporte del andlisis fisico-quimico del suelo del punto M-01

LABORATORIO DE ANALISIS AGRICOLAS DE SUELOS - ESTACION EXPERIMENTAL DE NUEVA CAJAMARCA
San Martin e ovincia de Fiojs, San Marin. Teléions 55643~

REGIOMNAL RESULTADOC DE AMALISIS DE SUELD - CARACTERIZACION

FROVECTD LSPECIAL ALTOD SWYD

. DTl AonpetiaTn
NOMERE : ALEX JORDANY DIAZ FONSECA PROFUNDIDAD 0-230em Birerciin Se Nesarmiile AgmpetLaro
PROCEDENCIA > Parcela Huascaran - Pimavera del Alte Mayo, Moyobamba FECHA DE REPORTE s 1-Oct20
FECHA DE INGRESO Z1-Set-20 CULTIVO £ Café
Efects del Carbofuran sobre la poblacian de Azowbacter spp.en suslos cafetaleros del caserio La Primavera, Moyobamba - 2020 ATENCION B. de . N*® OC01-004432 del 23 de setiembra
Analisis Fisico Analisis Wuimico
Conduc- o
CLAVE ﬂ g Textura telciad g a Elementos Disponibles | & 2 Elementos Cambiables
£ LABORA ak FPROCEDENCIA yio AGRICULTOR pH i i
it 2 Clase Textural - 3 g = = = = 5
o Arena arcina Lime E 3 N P K 3| ca Mg Na K A o
Y 4 % 1z 8 e ) e ppm pEm meq | 100 gr de suels 3
ASC20-0163 M-01 Alex Jordany Diaz Fonssca 38.38 52 Franco g | 7.42 | 0.0D158 2682 | 21 a.ea 8070 | 12868 | 10.80 ) 1.59 0.26 0.1 Trazas 0%
METODOLOGIA EMPLEADA EN LOS ANALISIS:
Textura = Hidrdmsbro de Bouysucos Materla Organkca ‘Walkizy y Elack Sodioy Potasio 3 Fotometria de Liama
pH : Poiencidmetrn en suspensiin suslo: Jgua Hitrigeno Micna Kjeldahl Caitia y Magnesio t Versenain ED.TA
Gonductividag Execinca : Exiracto acUDED 2N 13 relacsan Eusin agua 101 FOSTOND Clsen MomMzago Aluminig camolatie : Yuan, exwaceion con KC 1N
Carponatns : GISVIUMEINica con calcimetrs o2 Sarnard ‘Capacitad de intercambin Catianica Suma fe Bazas cambiables Aider ACING Yuan, extracsion con KCI 1IN

-

Rlrrae T Finres
Labotonsta de Suelos

WEY Ing, Casios Egoavil De la Cniz
Gl P W34
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Apéndice 5. Reporte del andlisis fisico-quimico del suelo del punto M-02

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

: i

;! f:".iﬁj\i& Sﬂ Mﬂ[ﬁl Av. Calamarca Norts N 1157, Los OWvos IV Efapa - Distrito e Nueva Cajlamarnca

e L n H Provincls o Rigls, San Martin. Telfono 550443

w Gy e -

‘H’ﬁ”—"“-‘iﬁ‘* AR REGEETAL REZULTADD DE ANALIZIE DE SUELD - CARACTERIZACION

""'"“'d__ 5 0V b Sl il
E e YLOTD L[3PCTEAE ALTD RO

HOMEBRE : ALEX JORDANY DIAZ FOMSECA PROFUNDIDAD 0 - 30 cm LT o e ECArT I Ay AT
PROCEDENCIA z Parcela Huascaran - Primavera o2l ARp Mayo, Moyobamba FECHA DE REPORTE 1-03-20

FECHA DE INGRESO 21-3al-20 CULTING Cam

Efecio ded Carbofuran sobre 13 podlacion ge AzZpiobacier epp.en sLeios calelaliens ded caserio La Prmavera, Moyobamba - 2020 ATEMCION B.de V. N 0001-004432 del 23 de sellemore

Andlisis Flsloo _Analisls Ruimiosg
g
CLAVE Taxtura e i ] | Emmentos Dicponmies | ¥ E § Elementos Cambiabiss
E LABORA_ M PROCEDENCIA yio AGRICULTOR e Tertaat i g | e 2 i 4 i g
TORM: 3 Arena | Avolks Lo 3 E a 3 N P x5 ca™ | wg" | wma [ T e b
=2 5 % o 1:1 8 S * % pom pom mey | G0 gr e sue =

1| ASCI0-D194 M-02 Alex Jorgany Dlaz Fonseca 3542 26.04 35.52 Franca 1.37 | 827 | 000164 2590 | 0118 | 10.7C | B6.4D0 | 9156 | GBS 145 D.28 Dz2 Trazas | 6.3%
METOOOLOGIA EMPLEADA EN LOB ANALINIE:
Tetury : Hidrdmeiro de Solyoucos Natera Organica ‘Wakey y Black Eodio y Potrsio Fotomatria de Liama
] Fobsncismeim en Suspension susio: agus Pétrtigana Mo e Caitio y Magresia emenao E DA
Conductvidad Eicirica Evtractn B0u050 0 i PRACion Tusio: agua 11 Fastorn Disen ModMoado AlTinin Camhistie Yuan, etraccitn con KO 1M
Carbonatcs Gasowolmitrico con cakcimetm de: Bemiand (Capacidad de Intemario Cattnio it i ikl dapbiakis Aoidez Artva Yuan, extraccion con KO 1N

i

A

Qued

T-B;Vqu, Carlon Egadrdl e la Srif
(AR T I

Letorirrivia de Soslow
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Apéndice 6. Reporte del andlisis fisico-quimico del suelo del punto M-03

San Martin

Av. Calamanca Morte N° 1157, Los Olvos IV Elapa - Disttio de Nueva Calamanca

Provincia o2 Rioja, San Martin.  Teiefono 550443

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

TR BEGORRL REIULTADC DE ANALIZE DE SUELD - CARACTERIZACION

T e PROMEDIC DE REPETICIONES POR TRATAMIENTO VROFEUML ESPECIAL AL BT
NOMEBRE : ALEX JORDANY DIAZ FONSECA PROFUNDIDAD 0-30¢cm o e Sie sardn R I
FPROCEDENCIA Parcela Huascaran - Primavera del Ao Mayo, Moyobamba FECH& DE REPORTE 1-0ci-20
FECHA DE INGREZD : 21-5et-20 CULTIVO Ca®
Efecio def Cartafuran s0ore 13 poblachin o2 AzZodobacier spp.en sueins cafelaienoe del casero L3 Pimavera, Moyobamba - 2020 ATENCION B.de V. N* 0D01-004£32 def 23 g2 sellembre

Andllels Flcloao Angllels Guimlioo
g ot =
- Taxiura ‘Dribdant .i i Elsmaintos Cloponibles |5 Elemerios Cambdzhiss
g LAnn:i_ g ¥io ABRICULTOR } PH i
PROCEDERCIA
Z Class Texharal
TORK 5 Arena Al Lima E E E 2 g N ® 3 gi ca” | mg™ Ma' B 1 m‘
<
E = m 11 % W Y =5 =R oom meg | 100 grde susic L3
1| ASC2)-0195 M-03 Alex Jordany Diaz Fonseca 36.40 2400 3560 Franco 1.37 | 740 | DuODDE2 20640 | 0128 | 18.20 | 1DG.1D | 1328 | 11.12 | 167 022 D27 Trazas %

WETODOLOGIA EMPLEADS EN LOE ANALIERE:
Textra - Fedremete oe Bausoucs Aatera Crganica Wakizy y Back Eodc y Potazio Fotometria de Liama
o Probenciomed en TusDers on susia agaa Nrigang T Wi Caicio y Magresio Vermenao EDTA
Corauctydad Edria Extraci acucso en i reacion sueic: aqua 19 =acior riser Modioado MoTia crpabe Yuar, extracrion con KCH 1N
Cartonaos Casovelurerics con cakimets de Bemand Capacidad g Inemaebic Dadsie L 8 HE ZAREE s Aodez Acva Yuar, extracrion con KCE 1N

-
b S
I
M‘E'I,- Carlon Egodd | D ba Cnae
CLOL M I74R
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Apéndice 7. Reporte del andlisis fisico-quimico del suelo del punto M-04

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

Av. Calamara Morte N° 1151, Los Olvas IV Etapa - Distiiio de Mueva Cadmarca

San Martin

ALEX JORDANY DIAZ FOMSECA

Provincia de Rigla, San Martfin.  Telefono 550443

REIULTADD DE ANALIEIE DE 3UELD - CARACTERIZACION

OYLCTD LSPICIAE ALTD MAYO

PROFUNDIDAD 0-30em LERCoin o8 Easamaly Sgrepe sy
PROCEDENCIA Parcela Huascaran - Prmavera o2l Ao Mayo, Moyobamba FECH& DE REPORTE 100520
FECHA DE INGRESD 21-Set-20 CULTNG Cats
Efecio dei Carbofuran sodre 13 podlacon de AZpiobDacier sppoen susinos calelaienns ded caserio La Pimavera, Moyobamba - 2020 ATENCION B. ce . N™ D001-004432 def 23 e sellemibre
Endlicic Fision Analicic Quimioo
g Congan
2| Lasoma_ PROCEDERCIA wo AGRICULTOR pr (| T i 3
i TORID L : : it E g g e
3 arena Aguifia Limo E a H B K a ca” | osg™ Ma" " A g
! 5 % % 111 8 w| = = ppm | ppm fea ) 100 gr o= sue %
1| ASC2D-0196 M -04 Aley Jordany Diaz Fonseca 3232 3404 3364 | Franco Archioso 1.31 | 666 | DLOODT1T 2480 | 0112 ) 7EO B4l | 1461 | 1240} 174 D.24 0:23 Trazas %
METODCLOGIA EMPLEADS BN LOE ANALITIE:
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Apéndice 8. Protocolo segun Villasefior (2016).

e Homogenizar la muestra que ha ingresado al laboratorio desde el predio o campo,
disgregando los terrones manualmente o aplicando presion con un martillo 0 mazo de
madera. Eliminar rocas y residuos vegetales de mayor tamafio como ramas o raices

gruesas, asi como también restos de insectos y otros organismos visibles.

e Separar una porcion de al menos 500 g de la muestra del terreno (muestra de laboratorio
0 muestra de suelo) y esparcirla sobre una bandeja cubierta por una lamina de plastico,
para evitar algun tipo de contaminacion. El espesor de la capa de la muestra de suelo en

la bandeja no debe superar los 15 mm.

e Secar la muestra al aire, dejando la bandeja en un ambiente ventilado libre de
contaminacion (en lo posible habilitar sala de secado), o bien en estufa a una temperatura
que no supere los 40 + 2 °C, hasta que la pérdida de masa no sea mayor del 5 % en 24

horas.

e Tamizar la muestra a través del tamiz de 2mm. Los terrones que no pasan por el tamiz
se disgregan (no se muelen) con movimientos circulares del pistilo en el mortero y se

vuelven a tamizar.

e La muestra de fraccion < 2 mm se homogeniza y se almacena en una bolsa o recipiente
pléstico y esta constituird la muestra de suelo seco al aire que se somete a los
procedimientos analiticos usuales. EI remanente de la muestra de terreno se almacena

en una bolsa plastica y permanece como contramuestra.

Apéndice 9. Protocolo establecido por Jiménez (2007), para medir el pH.

e Mezclar en un vaso una proporcion 1:1 de agua destilada y suelo tamizado.
e Remover bien la mezcla agua y suelo con una cuchara u otro utensilio, remover la
mezcla por 30 segundos y dejar reposar por 5 minutos.

e Medir el pH del sobrenadante utilizando un pH-metro o tiras de pH.
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Apéndice 10. Cadena de custodia para muestreo de suelos por MINAM (2014).

e El nimero de la hoja de custodia proporcionada por el laboratorio acreditado.

e El nombre de la empresa y del responsable del muestreo.

e Los datos de identificacion del sitio (coordenadas UTM).

e Lafechay hora del muestreo.

e Las claves de las muestras.

e Nombre del laboratorio que recibe las muestras.

e Los andlisis o la determinacién requerida.

e El nimero de envases.

e Observaciones.

e Identificacién de las personas que entregan y reciben en cada una de las etapas de

transporte, incluyendo fecha y hora.
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