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m. Temas tratados en la Tesis (palabras claves): Propiedades biologicas, fisicas y
quimicas de suelos de sistemas horticolas y sistemas no productivos. Disipacion de
plaguicidas (procimidone, trifluralina y clorpirifos). Andlisis cromatografico.
Biodegradacion: enriquecimiento, aislamiento y purificacion de bacterias resistentes
a ciertos plaguicidas (endosulfan). Movilidad vertical de plaguicidas (clorpirifos,
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n. Resumen en espaiol (hasta 1000 caracteres):

La actividad horticola tradicional tiene asociado un uso intensivo de
plaguicidas. Para determinar el impacto de estos productos sobre el suelo productivo
se llevaron adelante una serie de ensayos de caracterizacion biologica, quimica y
fisica de esta matriz en comparacion con suelos del mismo tipo pero no perturbados
por la actividad productiva.

Con este proposito, se muestrearon suelos de una huerta del Partido de
Moreno (Bs. As.) y se midieron las variables biologicas y fisicoquimicas segun
parametros espaciales y estacionales. Se determino la cinética de degradacion para
trifluralina, procimidone y clorpirifos, y como la actividad degradativa de estos suelos
resulto superior a la de los sistemas de referencia se realizo un enriquecimiento,
aislamiento y caracterizacion de los microorganismos de los mismos. Adicionalmente
se ensayo la movilidad de clorpirifos, trifluralina y atrazina en columnas de suelo
horticola y de referencia.

Como conclusiones principales de este estudio se puede afirmar que:

-Entre los suelos productivo y controles las propiedades fisicoquimicas varian
de forma significativa, pero no entre sitios de la misma huerta,

-se observo mayor movilidad de los plaguicidas en los suelos controles que en
los horticolas,

-se lograron aislar siete cepas bacterianas del suelo de la huerta y dos de los
suelos controles

-la cinética de degradacion de los plaguicidas en los suelos de huerta fue
mayor que en las referencias.

0. Resumen en portugués (hasta 1000 caracteres):

A horticultura envolve o uso intensivo de agrotoxicos. Para saber se afeta os
solos locais, se caracterizaram os solos agricolas de maneira biologica, quimica
fisica, e se estudaram cinéticas de degradacdo e movimento de certos agrotoxicos.

As amostras eram terras de uma horta do Partido Moreno (Bs.As.). Mediu-se
variaveis biologicas e fisico-quimicas segundo parametros especiais e da estagdo.

Determinou-se a cinética de degradagdo para trifluralina, procimidone e
clorpirifos; realizou-se o enriquecimento desses trés produtos, isolou-se e
caracterizou-se as bactérias resistentes. Finalmente, fez-se um experimento de seus
movimentos em colunas, os agrotoxicos foram extraidos do solo com solvente e a
contagem foi feita por cromatografia gasosa. Comparou-se as amostras da horta com
solos ndo produtivos dentro da area.

Entre controle e solos produtivos as propriedade fisico-quimicas variam,
porem, ndo entre os locais da mesma horta observou-se maior movimento nos solos
controlados.
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Isolou-se sete cepas bacterianas da horta e dos controles.
A cinética de degradagdo na horta foi maior que nas referéncias.

p- Resumen en inglés (hasta 1000 caracteres):

Traditional horticulture involves the intensive use of pesticides. To study how it
affects local soils, these were characterized biologically, chemically and physically
and compared with non- perturbed soil. On the other hand, degradation kinetics and
mobility of some pesticides were studied.

Soils from Moreno district (Bs. As.) were sampled. Biological and chemical-
physical variables were measured according to spatial and temporal parameters.
Degradation kinetics were determined for trifluralyn, procymidone and chlorpyrifos;
as the degradation was higher in horticultural soils than in reference soils, resistant
bacteria were isolated and characterized. Finally column mobility was determined. All
pesticides were extracted from soil wusing solvent and quantified by gas
chromatography. Samples from horticultural units were compared with non-
productive soils from the same region.

The main conclusions of this work are:

Physicochemical properties vary between controls and horticultural soil, but
are equivalent between sites within the field.

Mobility was higher in control soils.

Seven bacterial strains were isolated from horticultural soil and two from
controls.

Degradation kinetics were higher in productive soil than in controls.
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Aportes Originales:
Si bien existen antecedentes sobre el impacto de estos productos sobre la

criptofauna (Rionda, M et al, 2008) o acerca de la distribucién de estos productos en
distintos cultivos (Ramos et al, 2010), no se han encontrado otros estudios que traten
temas vinculados a las alteraciones de los suelos locales argentinos por las practicas
de cultivo horticola de la zona del periurbano bonaerense; mds adn, no se
encontraron estudios sobre la capacidad degradadora de los plaguicidas que se
trataron en este trabajo en los suelos horticolas.

En el capitulo tres de este trabajo, referido a resultados y discusion, se pueden
observar los datos determinados para las muestras de suelos que dan cuenta de
como la actividad horticola modifica diferentes propiedades de esta matriz. Es
interesante observar cdmo el suelo proveniente de la huerta tuvo mayor capacidad
para degradar los productos aplicados. Mds aun, la cantidad de bacterias aisladas
mediante un enriquecimiento en clorpirifés, procimidone, trifluralina y luego
endosulfan, permitieron explicar, al menos parcialmente, por qué el suelo de huerta
posee mayor capacidad para degradar los productos frente a uno no horticola
ubicado en la misma area de estudio. Estos resultados permitirian inferir procesos de
adaptacion bacteriana a este medio, como consecuencia de una presién selectiva
dada por la utilizacién de manera constante de productos fitosanitarios.

Sumado a la cuestion de la cinética de degradacion de los plaguicidas
mencionados en estos suelos, se encontraron otras modificaciones importantes, tales
como las variaciones en algunas propiedades fisicoquimicas respecto a los suelos de
referencia (tierras no utilizadas para la producciéon horticola), en particular
propiedades como los contenidos de fosforo, materia organica y densidad aparente;
parametros vinculados con la preparacién de los suelos para la siembra y el cultivo.

En resumen, se identificaron algunas cuestiones asociadas a como afecta la
horticultura periurbana los suelos locales. Ademads, se abrid una posible linea de
estudio relacionada con la remediacion de suelos debido al aislamiento de cepas
autdctonas capaces de metabolizar algunos de los plaguicidas mas utilizados en esta

actividad.
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Resumen

La produccion horticola es una de las actividades que en los ultimos anos fue
progresando sobre el periurbano bonaerense, con la caracteristica particular de que
involucra el uso de plaguicidas en forma manual e intensiva. Para saber cémo
repercuten estas practicas en los suelos locales, se planted el objetivo de estudiar
algunos de los efectos que los plaguicidas tienen sobre dicha matriz. Especificamente,
se estudiaron las cinéticas de degradacién y movilidad de ciertos plaguicidas y se
caracterizaron los suelos horticolas de manera biolégica, quimica y fisica. En todos los
casos se obtuvieron resultados relativos, es decir, comparativos respecto de la
situacidn de suelos control no perturbados.

En particular, se muestrearon suelos de una huerta dedicada al cultivo de
frutas y verduras, ubicada en Cuartel V (Partido de Moreno, provincia de Bs. As.
Argentina). Las propiedades fisioquimicas y bioldgicas del suelo se estudiaron
teniendo en cuenta la distribucién espacial dentro de la huerta y el parametro
temporal/estacional. En estas etapas siempre se compararon las muestras de huerta
con suelos no productivos dentro de la misma zona. Se determind, ademas, la cinética
de degradacidon para tres plaguicidas: trifluralina, procimidone y clorpirifds,
experimento para el cual se utiliz6 microcosmos de suelo de la huerta y del suelo de
referencia. En paralelo, se realizé un enriquecimiento microbiano de muestras de
suelo en estos tres productos y se aislaron las bacterias tolerantes a ellos, las cuales
se caracterizaron morfolégica y biogquimicamente asi como también se hicieron
pruebas de compatibilidad entre las cepas aisladas. Por ultimo, con algunos de los
plaguicidas mencionados, se ensay6 la movilidad vertical comparando el suelo de
huerta y el suelo control. Los plaguicidas fueron incorporados en las tierras
muestreadas, comparando su movilidad en columnas de vidrio con un producto de
movilidad media como lo es la atrazina. Tanto en los ensayos de movilidad como los
de cinética, los plaguicidas se extrajeron del suelo con solvente organico y se
cuantificaron por cromatografia gaseosa.

En cuanto a las caracteristicas fisico-quimicas de las muestras se observo que

entre sitios de la misma huerta no hubo diferencias significativas; las que si
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evidenciaron entre los controles y el suelo productivo, presumiblemente resultado del
agregado de enmiendas y el laboreo mecanico. Entre los valores mas sobresalientes
gue diferencian las muestras de la huerta y los controles, se puede mencionar el
fosforo total, que es marcadamente mayor en huerta, mientras que el porcentaje de
materia orgdnica es significativamente mayor en los controles. Las velocidades de
degradacién de los productos, en todos los casos, fueron mayores en suelos
horticolas que en suelos controles. Se observd que en los suelos provenientes de
huerta, los plaguicidas practicamente desaparecian Iluego de 25 dias
aproximadamente, mientras que en los suelos controles los productos todavia
estaban presentes inclusive a los 25 dias luego de la aplicaciéon en cantidades
significativas. Esto se encuentra estrechamente vinculado con los aislamientos
microbianos, donde se pudieron diferenciar siete cepas bacterianas provenientes del
suelo de huerta y dos de los controles con importante actividad degradativa.
Probablemente la cinética de degradacion de los plaguicidas en suelo de huerta
responda a la adaptacion de la poblacidon microbiana a las condiciones de este suelo.
Con respecto a la movilidad de los productos, los resultados preliminares indican que

es mayor la movilidad en los suelos horticolas que en los suelos controles.
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Capitulo 1:
Introduccion
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1. 1-Introduccion

Actualmente, la produccidn horticola es una de las actividades mds importantes
en el periurbano del Area Metropolitana de Buenos Aires (AMBA). En esta zona, la
horticultura es llevada a cabo en forma manual y generalmente por familias
pertenecientes a la comunidad boliviana que tiene afios realizando esa labor. Para la
produccion de hortalizas, los trabajadores utilizan algunos productos fitosanitarios
(insecticidas, herbicidas, fungicidas, etc.) que al incorporarse al suelo pueden producir
modificaciones tanto sobre el ecosistema como sobre el propio suelo. Ademas de los
productos fitosanitarios, también suelen utilizar otro tipo de agregados tales como los
abonos que pueden alterar la composicién del suelo.

En este trabajo se pretende estudiar el efecto de la aplicacidon de plaguicidas
sobre un suelo horticola, en el cual las alteraciones mencionadas anteriormente se
podrian traducir en deficiencias en el funcionamiento productivo del suelo y en su
posible agotamiento para usos con fines agricolas, poniendo en juego la
sustentabilidad de la actividad.

Por otra parte, en los sistemas agricolas la actividad microbiana es muy
importante. Entre otras funciones estos organismos se encargan de reciclar elementos
esenciales para las plantas convirtiéndolos en sustancias facilmente asimilables;
también, las poblaciones microbianas pueden degradar productos xenobidticos
reduciendo muchas veces su toxicidad. Estos microorganismos podrian ser utilizados
como indicadores de estado de ese medio, y también como agentes de
biorremediacidon. Es por esto que seria interesante saber cdmo responde la microbiota
de estos suelos a la presencia de plaguicidas.

Sabiendo entonces la complejidad que presenta el suelo horticola y, para la
mejor comprension de los procesos que ocurren alli, se tiene la intencion de
caracterizarlo fisicoquimicamente, junto con un suelo de la misma zona pero no
explotado con fines productivos, de forma que pueda ser usado como control. Por otro
lado, se pretende comprender ciertos procesos que ocurren en estos suelos como

movilidad, degradacion y adaptacion de microorganismos a la actividad que presiona
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sobre ese sistema.

En relacidn con el estudio de la degradacion de los productos fitosanitarios en
suelos horticolas, se utilizaron en microcosmos de suelo un insecticida comercialmente
conocido como Lorsban y cuyo principio activo es el Clorpirifés, un fungicida cuyo
principio activo es el Procimidone y se comercializa bajo el nombre de Sumilex y por
ultimo un herbicida comercialmente llamado Trigermin del cual la Trifluralina es el

principio activo.

Si bien existen antecedentes sobre el impacto de estos productos sobre la
criptofauna (Rionda et al, 2008) o acerca de la distribucién de estos productos en
distintos cultivos (Ramos et al, 2010), no se han encontrado otros estudios que
vinculen actividad microbiana con estos productos en ambientes y condiciones locales
argentinas. No se encontraron estudios sobre la capacidad degradadora en los suelos
horticolas de estos plaguicidas generando la pregunta: équé efectos producen los

plaguicidas sobre los suelos horticolas en relacion a su degradacion y movilidad?

1.2- Objetivos
1.2.1- Objetivo general

Estudiar el efecto de los productos fitosanitarios en los suelos de los sistemas
productivos horticolas, particularmente de la zona de Moreno (Pcia. de Buenos Aires),
de forma de poder estimar el potencial riesgo de contaminacion de los mismos y
evaluar los fendmenos de movilidad en esta matriz.

1.2.2- Objetivos especificos

* Caracterizar bioldgica, fisica y quimicamente los suelos de la huerta
frente a un suelo no-productivo (control), y evaluar la heterogeneidad
de los mismos, en funcién de variacién posicional y estacional de sus
propiedades.

e Realizar un estudio comparativo de la velocidad de degradacién de los

plaguicidas en los suelos productivos versus suelos control.
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e Aislar y caracterizar las cepas bacterianas degradadoras de plaguicidas
de los suelos.

e Evaluar la movilidad de los plaguicidas en suelos productivos y en suelos

control.
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1.3- Zona de estudio

Si bien el trabajo experimental se realiz6 a escala de laboratorio, las muestras de suelo
provinieron de una zona de huertas ubicada en Cuartel V, Partido de Moreno, Pcia. de Buenos Aires
(Fig. 1.1). Dicha zona pertenece al segundo corddn periurbano cuyas actividades son muy
diferentes entre si. En terrenos colindantes se pueden observar urbanizaciones cerradas, centros
de actividad industrial, campos horticolas, producciones floricolas, asi como urbanizaciones
precarias. Las producciones horticolas son llevadas a cabo en campos desde 1 ha. hasta terrenos de

no mas de 10 hectareas.

i de la Plata - s

Referancias

a Superficie Sgricola (ha)

0,0-300,0

I Horticola W 300,1 - 1865,1

[ Flaricola - 1685,2 - 4652,7

— Ve M 46528 - 10606,5 0 5 a0 20 1] A0

| Manores @ 300 NEE = provincias T — —
=5 Fuenta; Elabaracian propia oil baca 4 datas del CHA 2002

Fig. 1.1: Ubicacion del area de estudio con porcentaje de actividades floricolas y
horticolas.
Fuente: Flores P, 2014. Elaboracion en base a datos del CNA 2002

El Partido de Moreno fue creado en 1864 y se encuentra en el extremo oeste del Area
Metropolitana de Buenos Aires (AMBA) en lo que se denomina segunda corona del AMBA. Limita
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con los Partidos de San Miguel, José C. Paz, Gral. Rodriguez, Merlo e ltuzaingo.

En cuanto a los aspectos fisicos de la region, desde el punto de vista geomorfoldgico, el
Partido de Moreno estd inserto en lo que se denomina Llanura Pampeana. Es una llanura de poca
pendiente y un desnivel de aproximadamente 120 m con suelos ricos en materia orgdnica, de gran
fertilidad y aptitud para la agricultura. Dentro de esta llanura, Moreno se encuentra en la Pampa
Ondulada que se caracteriza por las lomadas y desniveles en los terrenos a causa de la erosidon
fluvial. El clima en Moreno es templado humedo con fendmenos meteoroldgicos localizados, como

las precipitaciones (Alsina, G. et al, 1998).

1.3.1- Aspectos productivos

Los productos que mas se cultivan en estas huertas son verduras de hoja (acelga, lechuga,
brocoli) seguidos por la produccion de tomate y frutilla. Segun datos del Instituto Municipal de
Desarrollo Econdmico Local (IMDEL) del total de la superficie en produccién, el 56 % se destina a la
produccion de verduras de hoja (en orden decreciente: lechuga, acelga, cebolla de verdeo, perejil y
espinaca) y el 32% a la hortaliza de fruto (tomate, zapallito, berenjena, chaucha, choclo, frutilla), el
5,7% a cruciferas (repollos, brdocoli), el 4,8% a cultivos de raiz (remolacha) y el 1,5% restante se
destina al cultivo bajo cubierta (tomate y pimiento) (IMDEL, 2008). La comercializacién de estos
productos se realiza generalmente en mercados locales o de partidos vecinos.

Cada uno de esos cultivos requiere condiciones de crecimiento y cuidados diferentes. A
modo de ejemplo, se sefialan algunas caracteristicas del cultivo de brdcoli (como ejemplo de
verduras de hoja) y de frutilla. En relacién con los cultivos de brécoli corresponden a extensiones
moderadas, el riego debe ser abundante y regular en la fase de crecimiento y, en la fase de
induccion floral, conviene que el suelo esté sin excesiva humedad. Es un cultivo que requiere un
alto nivel de materia organica, que se incorpora un mes o dos antes de la plantacidn. Por otro lado,
el cultivo de frutillas requiere mas preparacién para su produccién, se realiza exclusivamente con
“acolchonado” (también llamado mulching) de polietileno negro (de 30 micrones de espesor) ya
gue esta técnica otorga importantes ventajas: controla las malezas, conserva mas tiempo la
humedad del suelo y permite la obtencién de fruta de mejor calidad en tamano, sanidad y aspecto.
El mulching es una practica que se lleva a cabo con muchos cultivos, y consiste en una capa de

material aplicada sobre la superficie del suelo, con pequefios agujeros en donde se siembran los
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plantines. Como ya se menciond, provee de muchas ventajas tales como la conservacion de la
estructura y fertilidad del suelo y la reduccion del crecimiento de las malas hierbas. Este material
puede quedar en el suelo en forma permanente o temporal.

Respecto a la recoleccidn de frutilla, ésta se realiza cuando presentan alrededor del 75% del
fruto con color rojo. El sistema de raices se desarrolla principalmente en los primeros 30
centimetros del suelo, por lo que hay que cuidar la humedad del mismo. Los mayores
requerimientos de humedad de este cultivo son: inmediatamente después del transplante; en la
formacion de botones florales; y durante la floracién y fructificacion y durante la cosecha. El
sistema de riego mads aconsejable es el sistema por goteo, debido a que aumenta los rendimientos
y se logra un ahorro de agua. Entre las enfermedades de este tipo de cultivo se encuentran: Moho
gris (Botrytis cinérea), Podredumbre por Antracnosis y Pulgones (Aphididae) (Guia del

emprendedor, 2004).

1.4- El suelo

El suelo es una mezcla compleja de compuestos organicos e inorganicos, resultado de la
combinacidn de la roca madre, la topografia, el clima, el tiempo y la actividad bioldgica (Grant y
Long, 1989). En funcién de esta definicion, se puede decir que el suelo es una sucesion de capas
fragmentadas en la superficie terrestre, formada inicialmente a partir de la desintegracion,
descomposicidn y recomposicidon del material mineral contenido en las rocas expuestas a procesos
fisicos, quimicos y bioldgicos.

La propiedad mas importante del suelo es su textura, ya que influye sobre los demds rasgos
del mismo (Plaster, 1997) lo que afecta cuestiones tales como la capacidad de retencion de agua y
aireacion del suelo. El término textura del suelo refiere al rango de tamafios de las particulas que lo
componen, denota la distribucion precisa de los tamanos de las particulas y la proporcion en la que
se encuentran. La textura del suelo es un atributo intrinseco y el mds usado para caracterizar el
estado fisico: como consecuencia de la textura, la superficie puede ser lisa o con pozos, granular o
agrietada, tapada o expuesta, con cobertura vegetal o desértica. Estas condiciones afectan los
procesos de radiacion e intercambio de calor, de movilidad de agua y otras soluciones y la difusién
de gases.

De acuerdo al tamafio de particula, se puede tener arcilla, limo o arena. Muchos suelos
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contienen rocas grandes que obviamente no se comportan como suelo pero pueden afectar la
densidad. La definicion convencional de material del suelo incluye todas las particulas menores a 2
mm de didmetro. Las particulas mas grandes generalmente reconocidas como material del suelo se
denominan arena. La siguiente fraccion es limo, el cual consiste en particulas de tamano
intermedio entre la arena y la arcilla, es decir entre 2 um y 20 um, es la fraccidn coloidal (Tabla

1.1).

Tabla 1.1: tamafios de las diferentes fracciones texturales del suelo segiin diferentes

organizaciones
Dimension de la | Clasificacion segun | Clasificacion segun
particula elemental | Sistema Dep. de Agricultura
(mm) Internacional E.U.
<0,001 Arcilla Arcilla
<0,002
0,005 Limo Limo
0,01
0,02
0,05 Arena fina Arena muy fina
0,1
0,25 Arena fina
0,2
0,5 Arena gruesa
1,0 Arena gruesa
2,0 Arena muy gruesa
3,0 Grava fina Grava fina
5,0
10,0 Grava Grava
20,0 Grava gruesa y |Grava gruesa 'y
>20,0 piedras piedras

Por ultimo, la arcilla es la fraccidn con mayor influencia en el comportamiento del suelo, sus
particulas tienen una forma caracteristica de plato y generalmente estdn compuestas por
aluminosilicatos. Estas particulas absorben agua causando el humedecimiento del suelo.
Tipicamente llevan carga electroestatica negativa y, al ser hidratadas, forman una doble capa
electroestatica permitiendo intercambio iénico con la solucion que la rodea.

Las tres fracciones juntas constituyen la fase sélida del suelo, y se pueden combinar en

varias configuraciones formando |la matriz del suelo (Fig. 1.2).
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Fig 1.2: Triangulo textural segun clasificacion USDA.
Fuente: http:/soils.usda.gov/technical/handbook/images/Part6 1 8Exhibit8 hi.jpg

La organizacién de las particulas en el suelo es llamada estructura del suelo. La estructura
afecta la retencion y transmision de fluidos en el suelo, incluyendo la infiltracion y aireacion. En
funcidon de esto, se pueden reconocer tres categorias de estructura de suelo: granular, masiva y
agregada (Baird, 2000). Cuando las particulas estan desprendidas totalmente las unas de las otras,
o sea que la estructura esta completamente perdida, es el caso de un suelo granular o un depésito
no consolidado de polvo desértico. Asi se conoce a los suelos desestructurados o una estructura
solo granular. Cuando el suelo esta fuertemente empaquetado en bloques cohesivos la estructura
puede ser masiva. La condicidén intermedia en la cual las particulas de suelo estdn asociadas en
terrones pequefios cuasi estables es llamada agregados. Esta ultima es la condicion mas deseable
para el crecimiento de las plantas (Baird, 2000)

Los agregados visibles, los cuales estan generalmente en el orden de milimetros a algunos
centimetros de didmetro, son llamados macroagregados. Los mas pequefios, que ensamblados
forman los macroagregados, son llamados microagregados.

Un prerrequisito para la agregacién es que la arcilla pueda ser floculante, es decir que

26



Universidad Macional
de General Sarmiento

DOCTORADO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA

Evaluado y acreditado por la Comisién Nacional de Evaluacién y Acreditaciéon Universitaria (CONEAU).
Resolucion N° 1178/ 11. Calificacion “B”.

permita la aglutinacién de sus particulas coloidales en agua. La agregacion se relaciona con la
cementacidn, la precipitacidon de estas particulas que quedan unidas entre si.

La compleja interrelacion entre las propiedades fisicas, biolégicas y quimicas esta
involucrada en la formacion y degradacion de los agregados del suelo. Los exudados de las raices y
su continua mortandad promueven la actividad microbiana, en particular los pelos de las raices, la

cual resulta en produccién de cementantes himicos (Baird, 2000).

1.4.1- Perfil del suelo

Se llaman horizontes del suelo a una serie de niveles horizontales que se desarrollan en el
interior del mismo y que presentan diferentes caracteres de composicion, textura, adherencia, etc.

El perfil del suelo (Fig. 1.3) es la organizacion vertical de todos estos horizontes (Buol et al, 1973).

El caracter del perfil depende primeramente del clima que prevalece durante el proceso de
formacion. También depende del material parental, la vegetacién, topografia y tiempo. Estas cinco
variables se conocen como los factores de formacion del suelo (Hans, 1994).

El desarrollo tipico del suelo y su perfil es llamado pedogénesis, comienza con una
desintegracion fisica de la roca madre mas expuesta, la cual provee al suelo el material parental
gue gradualmente es colonizado por organismos vivos, ocasionando la acumulacion de residuos
organicos sobre y debajo de la superficie terrestre. El perfil tipico del suelo consiste en una
sucesion de estratos mas o menos diferentes. El estrato que toma lugar debido a la formacion
interna del suelo es llamado horizonte.

El horizonte A es donde se encuentran las plantas y animales, y sus residuos interactian con
la enorme y diversa multitud de microorganismos, como bacterias protozoos y hongos. El horizonte
A es en general el mas fértil pero también es el mas vulnerable a la erosién por agua y el viento.

El horizonte B es mas grueso que el A. La presion de la capa superior hace que se reduzca la
porosidad en las capas mas profundas, lo que puede inhibir el intercambio gaseoso, el drenaje de
agua vy la penetracion de las raices. Debajo de este horizonte esta el C el cual es material de la roca

madre, en otros casos este horizonte puede consistir en depdsitos aluviales, edlicos o glaciales.
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Fig. 1.3: Perfil del suelo.
Fuente: http://soils.usda.gov/education/resources/lessons/profile/profile.jpg
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1.4.2- Aire, agua y matriz del suelo

Las tres fases que caracterizan al suelo son: la sdlida, que constituye la matriz del suelo, la
liguida que refiere al agua del suelo, la cual contiene siempre sustancias disueltas por lo cual se
llama solucion del suelo, y una gaseosa que es denominada la atmdsfera del suelo .

La matriz sélida consiste en particulas que varian en composicién quimica y mineraldgica asi
como también en tamafio, forma y orientacion en el espacio. También contiene sustancias
amorfas, y materia orgdnica particulada que es anexada a los granos minerales y puede unirlos en
ensamblajes llamados agregados. Tal como se sefialé previamente, la organizacion de los
componentes sélidos del suelo determina las caracteristicas geométricas de los espacios porales,
en los cuales el agua y el aire tanto difunden como son retenidos (Hans, 1994).

En lo que respecta a la solucion del suelo, se diferencian tres formas: una llamada
“higroscopica”, que corresponde a aquella agua que es absorbida directamente desde la humedad
del aire y no esta sometida a movimiento ni es asimilable por las plantas. Otra clase denominada
“capilar”, lo cual se refiere al agua retenida en microporos por fendmenos de capilaridad y tensiéon

|II

superficial, que es la aprovechable por las plantas. Por ultimo, estd la “gravitacional” que se
desplaza libremente por el suelo bajo efecto de la gravedad, generando infiltracién efectiva
(Herrera et al, 2008).

En relacién con la fase gaseosa, el suelo posee una atmdsfera que se ubica en los poros
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libres de agua, la composicién de la misma estd marcada por altas concentraciones de CO, debido
a la respiracion de los microorganismos y de las raices vegetales. Esta atmdsfera contiene, ademas,
otros gases bioldgicamente activos tales como amoniaco, etileno y metabolitos volatiles (Hans,
1994).

Para el crecimiento adecuado de las raices, se requiere que el suelo esté aireado, es decir,
gue el intercambio gaseoso tome lugar entre el aire en el suelo y en la atmdsfera en una magnitud
tal que prevenga la deficiencia de oxigeno y el exceso del diéxido de carbono, para desarrollar
adecuadamente la zona radicular (Chessworth, 2008). A su vez, los microorganismos también
respiran, y pueden competir con las raices de las plantas mas grandes por el oxigeno.

Dependiendo de factores como la estacion del afio, temperatura, estructura del suelo,
profundidad, crecimiento radicular, actividad microbiana, pH y sobre todo la velocidad de
intercambio gaseoso a través de la superficie del suelo, el aire puede difundir mejor o peor desde
la atmodsfera externa. La concentracion de diéxido de carbono en la atmdsfera es alrededor de
0,036%; en el suelo, sin embargo, puede ser hasta diez veces superior, debido a que el CO; es
producido en el suelo por oxidacién de C. Este incremento en el CO, esta generalmente asociado a
la disminucién de oxigeno. Respecto de las concentraciones variables de gases en el suelo, muchas
plantas pueden tolerar e incluso utilizar para su metabolismo altas concentraciones de didxido de

carbono y de otros gases, tanto en la fase gaseosa como en la acuosa.

1.4.3- Arcilla en el suelo

En secciones anteriores se menciond que texturalmente el suelo tiene diferentes porciones:
arena, limo, arcilla. Las dos primeras difieren notablemente de la ultima principalmente porque
consisten en minerales primarios mas resistentes, esto es, minerales presentes en la roca madre de
la cual fueron formados. La arcilla, sin embargo, estd incluida en los minerales secundarios
formados en el suelo mismo por descomposicion de minerales primarios y su recomposicion en
nuevos minerales.

El término arcilla sugiere un suelo que tiende a retener agua y volverse suave y pegajoso
cuando se humedece. Los minerales prevalecientes en la fraccion arcillosa en los suelos de la
region templada son silicatos, entre ellos los aluminosilicatos (Baird, 2000). Las particulas de arcilla
casi nunca estdn completamente secas, incluso luego de calentarlas a 105 2C durante 24 horas.
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Esta afinidad de la superficie de las arcillas por el agua se evidencia en la naturaleza higroscdpica
de los suelos arcillosos, esto es, su habilidad por sorber y condensar el vapor de agua del aire.

Los aluminosilicatos son estructuras cristalinas inorganicas de un tamafio menor a 0,2 mm,
comunmente se encuentran clasificados dentro de los minerales de arcilla. Estas particulas
contienen uniones Si-O tetraédricas en la cual el dtomo de silicio se encuentra centrado entre
cuatro atomos de oxigeno. También hay uniones Al-O octaédricas, siendo el aluminio el atomo
central rodeado de los oxigenos. Ambas estructuras forman capas al compartir los dtomos de
oxigeno. Tanto el Si como el Al pueden ser sustituidos en cada estructura (tetraédrica y octaédrica)
entre si, o por cationes divalentes en el caso de la estructura octaédrica. De acuerdo a las
sustituciones que se realicen en las capas, y el radio del atomo central, se diferenciaran las
propiedades de los diferentes minerales de arcilla.

La sustitucion de los cationes de Si y Al por otros de menor carga le proporciona a la
estructura una carga negativa permanente, es decir una capacidad de intercambio catidnico. Este
fendmeno de intercambio catidnico es de gran importancia en el suelo, afecta la retencién vy
liberacion de nutrientes y otras sales asi como también la floculacion/dispersién de los coloides del

suelo.

1.4.4- Materia orgdnica

La materia orgdanica, generalmente de color oscuro, se puede encontrar principalmente en
la superficie del suelo. El Glossary of Soil Science Terms de la Soil Science Society of America en
1996 definid a esta fraccion del suelo como “la fraccion medianamente estable del suelo,
remanente de una porcibn mayor de residuos de plantas y animales que estdn en
descomposicién”; es decir que el humus es resultante de la descomposicion de los residuos
vegetales y animales.

El humus no es un Unico compuesto ni tampoco tiene la misma composicion en diferentes
ubicaciones, mds aln, su composicion quimica exacta no se puede describir en su totalidad, pero
es caracterizada como una mezcla compleja de productos de condensacién de unidades fendlicas,
polisacaridos y proteinas. Durante la hidratacion, cada particula de humus forma un micelio que
actla para componer un conjunto que es capaz de adsorber varios constituyentes organicos e

inorganicos incluyendo cationes. Por ello es que la materia organica del suelo es generalmente
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descripta como una estructura tridimensional que abriga particulas minerales y puede estar
electrostaticamente unida a las arcillas y 6xidos metadlicos en el suelo (Baird, 2000).

Los coloides organicos del humus son vulnerables a la accidon bacteriana, particularmente si
la temperatura, estructura o regimenes de aireacion del suelo son modificados, estimulando asi el

metabolismo bacteriano (Hans, 1994).

1.4.4.1- Materia orgdnica y actividad microbiana

La estructura del suelo es afectada por la actividad de los microorganismos, especialmente
por las bacterias de la rizdsfera, asociadas a las raices de plantas especificas. La composicién de la
microbiota del suelo depende de los regimenes termales y estructurales, del pH del suelo y el
potencial redox, el estado nutritivo del sustrato y el tipo y cantidad de materia organica presente
(Grant, 1989).

En suelos lejos de la rizésfera, el ambiente para las bacterias es estresante. La mayoria de
las bacterias existen en estas condiciones de bajos nutrientes y pueden necesitar mas para su
metabolismo. La distribucidon y abundancia de estos microorganismos en el suelo es irregular, por
lo cual es muy dificil determinar sus abundancias sin tener un rango de incertidumbre muy alto,
viéndolo a escala macro. Esta variacién se debe al encuentro de la materia organica —también
dispersa- por los microorganismos. Hay agregados de microorganismos alrededor de las raices,
muchas veces provenientes de enmiendas como cama de pollo y otras fuentes de materia organica
(Sparling, 1997).

La respiracion del suelo representa la descomposicion de los residuos vegetales y animales,
la respiracién de las raices y el decaimiento lento de la materia organica del suelo. En un
ecosistema agricola, los residuos de los cultivos constituyen la fuente de carbono primaria que
forman el sustrato para la biota del suelo y da lugar a la liberacién de CO, por medio de la
respiracion. Es decir que los microorganismos heterdtrofos del suelo utilizan la energia del
carbono, derivada de la fotosintesis de las plantas verdes.

Los microorganismos del suelo usan los componentes de esos residuos no sélo como
sustratos para energia, sino también como fuente de carbono en la sintesis de nuevas células. Estos
microorganismos son generalmente de vida corta y pueden ser descompuestos y consumidos por
las sucesivas poblaciones que encuentran las células muertas. Una de las transformaciones mas
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estables en el curso del decaimiento de los residuos es la formacion de la materia organica del
suelo, a partir de la descomposicidn de la lignina (Slonczewski et al, 2011). Esta ha sido reconocida
como un constituyente valioso porque imparte propiedades bioldgicas, quimicas y fisicas al suelo.
La naturaleza de los residuos orgdnicos y la subsecuente descomposicion microbiana de sus
componentes definen la materia organica del suelo, que usualmente es relacionada con la calidad
del suelo.
La materia orgdnica en el suelo proporciona una serie de propiedades benéficas que
pueden ser agrupadas de la siguiente manera:
e Bioldgicas: Provee carbono lentamente disponible y una fuente de energia para
abastecer una poblacion microbiana grande, diversa y activamente metabdlica. Es,
también, fuente de compuestos que pueden ejercer efectos promotores de

crecimiento en las plantas.

* Quimicas: Incrementa la capacidad de intercambio catidnico en el suelo. Contribuye
a la regulacion de pH. Provee una fuente de liberacion lenta de nutrientes como N, P
y S. Tiene una alta capacidad adsortiva de compuestos orgdnicos y reduce la

biodisponibilidad de xenobidticos tdxicos.

e Fisicas: Contribuye a mejorar la agregacidén y estructura del suelo. Disminuye la
densidad aparente e incrementa el espacio poral. Aumenta la capacidad de retener

agua (Chesworth, 2008).

El contenido organico es tenido en cuenta con respecto a la distribucién y nimero de los
microorganismos en el suelo, los otros factores que influyen son la humedad, el pH vy la
temperatura; estos factores son determinantes para la proliferacién de las especies microbianas. La
mayor proporcion de éstas se ubica en la parte superior del suelo (horizonte A) y en segundo lugar
en el horizonte B. Es por ello que los microorganismos se ubican rapidamente en las superficies
erosionadas de suelo, si se realiza un recuento seguramente se observara que en su mayoria se
encuentran en el limite superior, el cual es rico en humus (Grant, 1989).

Hay muchas categorias de microorganismos en el suelo, entre ellas las bacterias. Las que

habitan en el suelo generalmente tienen forma de barras, de aproximadamente 1 um de ancho y
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son ligeramente alargadas, si bien la mayoria son aerobias, muchas crecen en suelos anaerobios.
En general son bacterias saprofitas y algunas son parasitos que causan la muerte de las plantas.
Ademas de bacterias, en el suelo se pueden encontrar a nivel microscopico: hongos, actinomicetos
(también llamadas bacterias del moho), levaduras y algas (Plaster, 1997); y, también, a nivel de
mesofauna pueden hallarse especies de la familia de los microartrépodos y colémbolos, entre

otros (Coleman et al, 2004).

1.4.5- Microorganismos del suelo y la practica agricola

En la practica agricola, se realizan agregados de diferentes productos cuya estabilidad esta
determinada, entre otros factores, por la accion de microorganismos propios del suelo. Estos
agregados funcionan como fuente de nutrientes, en el caso de fertilizantes y la cama de pollo, o
como control de plagas en el caso de los insecticidas o fungicidas. Los agregados de origen
biolégico proveen un gran numero de microorganismos de todo tipo, ademas incluyen nutrientes
vegetales, nitrégeno, fésforo, magnesio, calcio, azufre y micronutrientes (Grant et al, 1989).

En el caso de la cama de pollo, se trata de excretas animales que se combinan con restos
vegetales (paja, pastos, cascaras, etc.) que absorben los liquidos. Este abono tiene una elevada
carga de contaminacion microbioldgica, extremadamente fitotdxico para los suelos y constituye
una manera rapida de contaminar los recursos naturales. La combinacion de aplicaciones repetidas
a lo largo del tiempo y de altas dosis conduce al lavado y la acumulacién en profundidad y en las
aguas subterraneas de nitrato, fosfato y otras sustancias en cantidades contaminantes. En este
sentido hay que destacar que puede producirse una distorsion en la composicion de la flora edafica
al entrar al suelo grupos de baja o nula eficacia en los procesos de humificacién. Los
microorganismos consumen estos agregados externos, y en consecuencia la composicién de su
poblacién cambia, actuando asi como indicador de calidad de suelo. Estos cambios producen
alteraciones en funciones esenciales para mantener un suelo sano y dentro de los pardmetros

normales de la zona (Van Elsas et al, 1997).
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1.4.6- Caracteristicas generales de los suelos de la zona

Dentro de la clasificacion taxondmica de suelos que se ha adoptado en nuestro pais, el
orden mas representado en la provincia de Buenos Aires es el de los Molisoles (Puentes , 2009).
Los molisoles de la Pampa Ondulada se desarrollaron en un ambiente humedo denominado
"Udico" y tienen un horizonte subsuperficial enriquecido en arcilla denominado "argilico". Estos
suelos son clasificados como "Argiudoles"; la composicion y proporcion de arcillas en ellos permite
diferenciarlos en Argiudoles tipicos y Argiudoles vérticos, con diferentes propiedades fisicas. En el
oeste del Gran Buenos Aires, los Argiudoles vérticos se encuentran localizados en las zonas mas
elevadas del relieve, coronando las lomas mas altas, en tanto los Argiudoles tipicos se presentan en
las pendientes y en las lomas de altura intermedia. Particularmente, los suelos de la Pampa
Ondulada, donde se encuentra localizado el AMBA, se caracterizan por su fertilidad y la facilidad

para el desarrollo de las actividades agricolas.

1.5- Interaccion entre plaguicidas y el medio

Los productos fitosanitarios se definen como sustancias, agentes biolégicos o mezclas de
ambos cuyo fin es prevenir, controlar o destruir cualquier organismo nocivo que cause un perjuicio
o interferencia negativa en la produccién, elaboracion o almacenamiento de los vegetales y sus
productos (Hughes, 2005). Estos productos estan destinados, por lo tanto, a influir en el proceso
vital de los vegetales, mejorar su conservacién y destruir, controlar o evitar un crecimiento
inadecuado de vegetales inconvenientes (Flores, 2005)

Cuando un producto fitosanitario es aplicado, existen procesos de transferencia tales como
volatilizacidn, disolucidn, arrastre por escorrentia, etc. que desvian los productos del objetivo
inicial (Fig. 1.4). Sin embargo, éstos son basicamente procesos de transferencia donde el plaguicida
es movido del sitio objetivo sin ninguna alteracidén en su estructura quimica. Por otra parte, existen
procesos de degradacion o rotura donde la estructura quimica del plaguicida es profundamente

alterada o incluso completamente mineralizada a compuestos mas simples y no toxicos.
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Fig 1.4: Esquema de posibles interacciones y destinos de los plaguicidas al ingresar al
medio.

Los mecanismos por los cuales estos productos son transformados incluyen los siguientes
(Bailey et al, 2002):

- Hidrdlisis con agua: el agua reacciona con algunos grupos funcionales, por ejemplo los
ésteres. En general, la hidrdlisis de estos grupos vuelve la parte organica mas soluble en agua, y
mas asimilable a la degradacién microbiana.

- Reaccidn en superficies minerales: algunos minerales catalizan la descomposicidn de estas
sustancias, ya sea mediante hidrdlisis, reducciones u oxidaciones.

- Fotdlisis: las reacciones fotoquimicas ocurren principalmente con los compuestos
organicos volatiles, pero es importante también para los demds, ya que al rociarse sobre tierra y
plantas pueden quedar expuestos a la radiacidn solar; por su accidon pueden oxidarse, isomerizarse,
o sufrir otras reacciones de degradacion. También existe la degradacion fotocatalitica, término
utilizado para referirse a los procesos ciclicos de fotodegradacion regenerandose de forma
espontanea el catalizador que permite que la secuencia continte indefinidamente hasta que todo
el sustrato sea destruido (Burrows et al, 2002).

- Degradacién microbiana: el metabolismo de los microorganismos es la fuerza ambiental
mas poderosa de degradacion de compuestos organicos. Los microorganismos muchas veces son

capaces de destruir compuestos que normalmente no estan en el ambiente.
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- Biotransformacion: el metabolismo de estos productos ocurre a través de procesos
enzimaticos de plantas, debido a que las enzimas son catalizadores que pueden alterar las
estructuras de las moléculas una vez incorporadas al organismo vegetal (Juraske et al, 2008).

El término disipacidn se refiere a la reduccidn de la cantidad de plaguicida que se encuentra
en el ambiente, luego de su aplicacion; se considera un proceso mediado por factores ambientales
abidticos, metabdlicos y de translocacidn. La disipacidn de sustancias como estas es principalmente
controlada por sus propiedades fisico-quimicas (Ying et al, 2000). La velocidad de disipacién de un
plaguicida depende de muchos factores como la habilidad del producto para adsorberse a las
superficies, sus propiedades fisico-quimicas, la textura de la superficie y las condiciones climaticas
(Ying et al, 2000). Los factores climaticos proporcionan el medio para que las diferentes reacciones
se encuentren favorecidas: la temperatura, el viento, la humedad relativa ambiente, régimen de
lluvias, entre otros, influyen en la volatilizacién, el arrastre sobre particulas de polvo y la

escorrentia.

1.5.1- Degradacion microbiana

Una habilidad intrinseca de los microorganismos es la de degradar gran variedad de
compuestos organicos. Algunos microorganismos no fotosintéticos dentro de los cuales se
encuentra el grupo de las Pseudomonas pueden consumir distintos compuestos organicos. En el
ambiente, los microorganismos se hallan en poblaciones donde se puede encontrar mucha
variabilidad morfoldgica y funcional, la accidon conjunta de éstos se denomina consorcio. La
versatilidad metabdlica de los microorganismos en consorcio es mas eficiente y difiere mucho de la
individual (Stainer et al, 1987)

La degradacién microbiana es el resultado del metabolismo de los plaguicidas, que se da
cuando estos productos xenobidticos son usados por los microorganismos como fuente de carbono
y energia, exclusivamente o junto con otros recursos del suelo (Juraske et al, 2008). Estas
reacciones de biotransformacion resultan en cambios en las estructuras quimicas que son
transformadas finalmente en sus constituyentes inorgdnicos, es decir, son mineralizados. Durante
el proceso, esta biotransformacién puede generar, en la mayoria de los casos, moléculas de
menores masas moleculares, como por ejemplo en la hidrélisis de grupos éster. La biodegradacion

es frecuentemente iniciada por una de estas tres estrategias:
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1- Oxidacion por una forma electrofilica del oxigeno,
2- Reduccion por una forma nucleofilica del hidrégeno o un metal reducido
3- Hidrdlisis.

Las dos primeras no ocurren en forma abidtica debido a que la energia bioquimica es
necesaria para formar las especies reactivas. La utilizacion de energia bioquimica es importante
porgue estas especies, altamente reactivas, modifican los compuestos organicos de forma tal que
sean menos toxicos que los compuestos iniciales, mas polares y/o compatibles con rutas
metabdlicas centrales para los organismos (Mitchell et al, 2010).

Como consecuencia, por ejemplo para los plaguicidas organoclorados, el primer paso en el
proceso degradativo es la deshalogenacién reductiva. La misma consiste en la remocién de un
sustituyente halogenado por otra especie quimica. Esta sustitucién puede ocurrir en hidrogendlisis,
es decir que el sustituyente halogenado es reemplazado por un atomo de hidrégeno, o por
dihaloeliminacion. Esta dltima consiste en remover dos sustituyentes haldgenos de los carbonos
adyacentes mientras se inserta un enlace adicional entre los carbonos. Ambos procesos requieren
un donor de electrones que, para la deshalogenacion de diferentes compuestos clorados puede ser
el hidrégeno (Willey et al, 2014).

Las condiciones ambientales pueden afectar las cinéticas microbianas, entre ellas podemos
citar al sustrato y los niveles de nutrientes, temperatura, pH y estructura de la molécula (Mitchell
et al, 2010). Por ejemplo, un factor importante que influencia la degradacion es la estereoisomeria
del compuesto; los microorganismos a menudo degradan un isémero y no el otro. Al menos un
25% de los herbicidas son compuestos que presentan centros estereoisoméricos.

Otro aspecto interesante de la degradacidon microbiana es que eventualmente una
comunidad puede volverse eficiente a la degradacion de ciertos compuestos organicos, si los
mismos son agregados repetidas veces. Esta situacién puede cambiar las tasas de degradacién

volviéndolas mds rapidas, este proceso es lo que se conoce como aclimatacion (Willey et al, 2014).
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1.5.2- Formas de accion de los plaguicidas

Todos los plaguicidas comparten una propiedad comun, que es la de bloquear algun
proceso metabdlico vital de los organismos para los cuales son blanco. A nivel de los organismos
vegetales, estos se dividen en productos de contacto o sistémicos. En cuanto a los primeros, no
penetran en la planta, su uso en general es preventivo, y existe un amplio espectro de mecanismos
de accidn. Los sistémicos en cambio penetran en la planta y se redistribuyen por todos sus tejidos,
ademas no sélo son preventivos sino que también son curativos y erradicantes (Evangelou, 1998).

Segun su objetivo, los plaguicidas se pueden dividir en insecticidas, herbicidas y fungicidas.

1.5.2.1- Insecticidas

La motivacion para el uso de estos productos es la prevencion de la accion de insectos que
ataquen los cultivos de alimentos. Puede ocurrir, sin embargo, que los insectos luego de afios de
recibir la aplicacion de un insecticida determinado, generen resistencia a dicho producto. Esta
situacion lleva a que, con el uso extensivo de algun insecticida, los cultivos sean igualmente

destruidos.

1.5.2.1.1- Insecticidas organoclorados

Se denominan asi los productos activos cuyas moléculas contienen atomos de cloro unidos
a carbono, sin otro grupo funcional de relevancia (Fig. 1.5). Muchos de ellos comparten varias
propiedades notables (Baird, 2004):
e Estabilidad respecto de la descomposicion o degradacion en el ambiente
e Muy baja solubilidad en agua, a menos que el oxigeno vy el nitrégeno estén también
presentes en las moléculas.
e Alta solubilidad en medios hidréfobos, tales como los tejidos grasos de los
organismos vivientes.

¢ Relativamente alta toxicidad en los insectos pero baja en los seres humanos

Debido a su estabilidad, toxicidad y afinidad por los entornos hidréfobos, muchos de estos
compuestos han sido encontrados en los tejidos de peces, en concentraciones mas altas que las de

las aguas de las cuales proceden. Hay muchas razones para esta bioacumulacion de sustancias
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hidrofébicas en los sistemas biolégicos. En primer lugar, la mayoria de los organoclorados son
inherentemente mucho mads solubles en medios hidrocarbonados, como los tejidos grasos de
peces, que en agua. Cuando el agua pasa a través de las branquias de los peces, los componentes
difunden selectivamente desde ese medio hacia los tejidos grasos del pez donde se acumulan; este

proceso es llamado bioconcentracién (Baird, 2004).
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Fig. 1.5: Ejemplos de insecticidas organoclorados.

1.5.2.1.2- Insecticidas organofosforados

Los plaguicidas organofosforados constituyen un amplisimo grupo de compuestos de
sintesis, en general altamente téxicos. Estos son menos persistentes por lo cual representan un
avance frente a los organoclorados. Estos plaguicidas presentan como caracteristica estructural
comun un atomo de fésforo pentavalente que se encuentra conectado a (Fig. 1.6):

1- Un oxigeno o azufre con enlace doble al 4tomo de fésforo.
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2- Dos grupos metoxi (CH3-O-) o etoxi (CHs-CH,-O-) unidos con enlace simple al atomo de
fésforo.
3- Un grupo R mas complejo y grande unido por enlace simple al fosforo, usualmente

mediante un oxigeno o azufre.

O O
Il I I [l
RO-I?-OX RO -1?—8)( RO—]lv—OX RO-?—SX
OR OR OR OR
Fosfatos O-Alquil fosforotiatos Fosforoditioatos
0 0 W i
RS -—1'3 -OX RS-P-OX RO ~l|3—X RO-I? -OX
OR OR OR R
S-Alquil fosforotioatos Fosfonatos Fosfonotioatos

Fig. 1.6: Familia de insecticidas organofosforados.

Se trata de compuestos en general marcadamente no polares, lo que significa que desde el
punto de vista quimico la mayoria son escasamente solubles en agua, aunque con grandes
diferencias de un compuesto a otro, y desde el punto de vista bioldgico tienden a disolverse en
grasas. Por tal motivo, la piel, donde se encuentra una importante capa de tejido con elevado
contenido en lipidos, puede constituirse en una importante via de entrada de estas sustancias a los
organismos animales. La estabilidad de los organofosforados depende del pH del medio; a pH
fuertemente alcalino se descomponen, lo que puede ser utilizado para destruirlos.

Los organofosforados son téxicos para los insectos y animales porque inhiben la enzima del
sistema nervioso responsable de la hidrélisis de los neurotransmisores de ésteres de colina. En
particular interrumpen la comunicacién entre las células mediada por la molécula acetilcolina,
provocando que la transmision célula a célula no pueda operar correctamente. En cuanto al modo
de accion de este proceso, se sabe que estos plaguicidas se unen selectivamente a las enzimas
cuyo trabajo es destruir a la acetilcolina, y por ello bloquean su accién. En consecuencia, se

suspende la continua transmision de impulsos entre las células nerviosas, provocando en el caso
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extremo la consecuente muerte de los organismos (Stoytcheva, 2011).

1.5.2.2- Herbicidas

Los herbicidas son productos quimicos que afectan a las plantas. Generalmente se utilizan
para destruir malezas sin causar dafios al cultivo principal.

No existe un solo sistema de clasificacién de los herbicidas. Estos se basan en criterios muy
dispares, como su naturaleza quimica, su mecanismo de accidén o su toxicidad. Sin embargo, se

puede hacer la siguiente distincion:

Segun su persistencia
» Residuales: Se aplican al suelo, sobre la tierra desnuda y forman una pelicula téxica que
controla la proliferacién de malezas al atravesarla durante su germinacién (Ej.: Terbutilazina).
* No residuales: Se degradan normalmente en poco tiempo, solo actian sobre las plantas en

las que fueron aplicados.

Segun su movilidad dentro de la planta
« Sistémicos: Se aplican sobre la planta, se absorbe y al ser traslocado a otras zonas de la
planta a través del floema puede afectar a zonas de ella sobre las que el producto no llegé a
tratarla. (Ej.: Glifosato).
» De contacto: No se traslocan por el floema por lo que solo afecta a las zonas de las plantas

sobre las que caen. (Ej.: Paraquat).

Segun la accion sobre las plantas
» Selectivos: Son aquellos herbicidas que respetando el cultivo indicado eliminan las hierbas
indeseadas, o al menos, un tipo de ellas. (Ej. metribuzina)

« No selectivos: eliminan una gran gama de familias de plantas (Ej. glifosato).

Segun el momento en que debe aplicarse
« De preemergencia: Se aplican antes de la emergencia o germinacion del cultivo. ( Ej.
Terbutilazina)
» De postemergencia: Se aplican después de la emergencia o germinacion del cultivo.
Segun su naturaleza quimica, los herbicidas se pueden dividir en (Fig. 1.7) fenoxiacéticos

(2,4,5 triclorofenoxiacético), carbamatos (Clorprofam), triazinas (atrazina), dinitroanilinas
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(trifluralina), difeniléteres (bifenox) y sulfonilureas (clorsulfuron).
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Fig. 1.7: Ejemplos de algunas estructuras de herbicidas segin clasificacion quimica.

Una familia muy importante de herbicidas es la de las triazinas: su estructura molecular
central consiste en una unidad aromatica de seis miembros en la cual se alternan carbonos y
nitrégenos. Un atomo de carbono del anillo se une a un cloro, y los otros dos a grupos amino (Fig.
1.6). El ejemplo mas conocido de este tipo de herbicidas es la atrazina.

Bioguimicamente, la atrazina actUa bloqueando la fotosintesis en la etapa fotoquimica que
inicia la reduccion del didxido de carbono de la atmdsfera a carbohidrato. Las plantas mas grandes
toleran la triazinas mejor que las malezas porque la degradan rapidamente a metabolitos no
toxicos. Sin embargo, si la concentracidén de triazina aumenta en el suelo se puede llegar a una
situacion en que las plantas no puedan crecer.

Se sabe que la atrazina puede ser degradada por microorganismos, comenzando con la
hidrdlisis del cloro. Otra ruta microbioldgica conocida involucra la pérdida de un grupo etilo o un

isopropilo del amino, reemplazado por un hidrégeno, generando un metabolito que es tdxico para
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las plantas (Caseley 1996).

1.6- Sorcion de productos orgdnicos al suelo

Como ya se menciond, la aplicacién de plaguicidas involucra la incorporacién de estos
productos tanto en la tierra como en los cultivos (Fig 1.3). La interaccién con estos objetivos, a su
vez, produce el pasaje a otros ambitos como aguas superficiales, subterraneas y sedimentos. Por
otro lado, el producto no incorporado a las plantas o el suelo puede ser volatilizado y de esta forma
salir del sistema suelo-planta.

Cuando los plaguicidas se encuentran dentro de la matriz suelo, pueden sufrir dos procesos
producto de la complejidad de esta matriz. Por un lado, pueden degradarse mediante la accidn de
los microorganismos los cuales utilizan estos productos organicos como sustrato para su
metabolismo (Arias Estevez et al, 2008). Este mecanismo fue mencionado en la seccién 1.5.1.

Por otro lado, los plaguicidas pueden interactuar con las particulas de suelo de modo que
gueden retenidas en la matriz mediante procesos de sorcion. Los términos adsorcidon y absorciéon
denotan la remocidn de una especie quimica desde una solucién a una superficie. La distincion
entre los dos términos estd basada en los mecanismos responsables de esa remocion. Cuando una
molécula de gas o liquido se encuentra con una superficie sélida, puede quedar fijada sobre ella, es
decir, sufrir adsorcién (Gao et al, 1997). Por otro lado, la molécula adsorbida puede difundirse
(moverse) sobre la superficie, quedarse fija, sufrir una reaccion quimica o disolverse en el interior
del sélido (proceso conocido como absorcion y del que es un conocido ejemplo el empleo de CaCl,
anhidro como desecador: el agua de la atmdsfera es primero adsorbida y a continuacién absorbida
para formar un hidrato). Sabiendo esto, se define como adsorcion al proceso de uniéon de una
molécula procedente de otra fase sobre la superficie de un sélido; y desorcion al proceso inverso a
la adsorcion. También se utiliza el término sorcidén, para nombrar aquellas situaciones en las que
no se conoce (o no interesa) el mecanismo preciso involucrado en la retencién de la molécula en el
sélido.

Los procesos de sorcidon y desorcion tienen una profunda influencia en la persistencia de los
plaguicidas, a través del control de la velocidad de los procesos de disipacidn especificos como la
volatilizacion, biodegradacién, fotdlisis e hidrdlisis. Se ha reportado que la adsorcion impide la

degradacion de varios productos quimicos, aparentemente porque reduce el acceso de los
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microorganismos a los productos sorbidos (Arias Estevez et al, 2008).

La adsorcidn es uno de los procesos clave que afectan el destino final de los plaguicidas en
el suelo. Es un proceso que da cuenta de cdmo el suelo retiene dicha sustancia, y es interpretado
como la acumulacién del plaguicida en la superficie de las particulas de suelo. En particular,
depende de las interacciones en la interface entre los coloides orgénicos e inorganicos del suelo y
los plaguicidas, afectando su disponibilidad para las plantas o el aprovechamiento por los
microorganismos, asi como la posibilidad de que sean transformados por agentes bidticos o
abidticos. Para muchos plaguicidas, el contenido de materia orgdnica del suelo es la propiedad mas
importante para controlar el grado de adsorcién (Gao et al, 1997).

Los procesos de sorcion estan vinculados con los de degradacion. La degradacién reduce la
presencia de los productos tal y como fueron aplicados dado que los microorganismos transforman
estos compuestos. Por otro lado la sorcién hace que los plaguicidas puedan quedar unidos
covalentemente al material humico del suelo, y sean por lo tanto menos accesibles a los
microorganismos (Arias Estévez, 2008), aumentando entonces la persistencia de los mismos en el

medio.

1.7 Plaguicidas utilizados en los ensayos

1.7.1- Clorpirifos

Clorpirifés (nombre IUPAC: O,0O-dietil-O-3,5,6-tricloropiridin-2-il-fosforotioato) (Fig. 1.8) es
un insecticida organofosforado que inhibe la acetilcolinesterasa. Se lo comercializa bajo muchas
formulaciones diferentes, con distintos nombre comerciales, por ejemplo Lorsban. El clorpirifds es
moderadamente téxico para los seres humanos y la exposicidn cronica se ha relacionado con

efectos neurolégicos, trastornos del desarrollo y trastornos autoinmunes.
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Fig. 1.8: Estructura de la molécula de clorpirifés.

No es muy soluble en agua, de manera que generalmente se mezcla con liquidos aceitosos
antes de aplicarse a cosechas o a animales. También se puede aplicar en forma de capsulas. Este
insecticida se comercializa normalmente en forma de una emulsién donde el plaguicida se halla en
una concentracion del 23,5% o 50% (p/v). La concentracion recomendada en EE.UU. para la
aplicacién por pulverizaciéon directa es de 0,5% y para la aplicacion en zona amplia 0,03 - 0,12%. En
agricultura se utiliza bajo forma de rocio para el control de plagas de cosechas (cochinillas, moscas
blancas, trips de la platanera, numerosas orugas desfoliadoras y minadoras, algunos escarabajos y
otros insectos). Los cultivos en los cuales se utiliza son, entre otros, soja, maiz, girasol, alfalfa,

algoddn, tabaco, ciruelo, durazno, damasco y pelén.

El clorpirifds presenta toxicidad aguda en cantidades mayores a las recomendadas y efectos
neurologicos en el feto y los nifios, incluso en cantidades muy pequenas. Para los efectos agudos,
la EPA clasifica el clorpirifés como Clase Il: moderadamente téxico. Fue probado que los nifios
expuestos al clorpirifés en el Utero tienen un mayor riesgo de retrasos en el desarrollo mental y
motor a los tres afos y una mayor incidencia de trastornos generalizados del desarrollo como el

TDAH (trastorno por déficit de atencion con hiperactividad) (Rauh et al, 2006).

La Dosis Letal 50 (DL50) oral para el clorpirifés en animales de experimentacion es de 32 mg
/ kg a 1000 mg / kg. La DL50 por via cutanea en ratas es superior a 2000 mg / kg y de 1000 mg / kg
a 2000 mg / kg en conejos. La Concentracion Letal 50 (CL50) por inhalacion de 4 horas para el

clorpirifés en ratas es superior a 200 mg/m3 (Whyatt et al, 2004).
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1.7.2 Procimidone

El procimidone es un fungicida que pertenece a la familia de las dicarboximidas. Su nombre

IUPAC es N-(3,5-diclorofenil)-1,2-dimetilciclopropano-1,2-dicarboximida (Fig. 1.9).

Cl N

Cl

Fig. 1.9: Estructura de 1a molécula de procimidone.

Este fungicida tiene accion especifica para el control de las enfermedades provocadas por
los géneros de hongos Sclerotinia sclerotiorum y Botrytis, actuando preventivamente inhibiendo la
germinacién de las esporas y bloqueando el micelio; y curativamente frenando la propagacion del
hongo (Guia SATA, 2013).

Botrytis cinerea es una importante plaga, que afecta un gran ndmero de cultivos, como
frutilla, cebolla, lechuga, vid y florales, produciendo podredumbres que causan pérdidas tanto en
la calidad como en el rendimiento. Por otra parte, Sclerotinia sclerotiorum ataca severamente el
cultivo de poroto y practicamente todas las hortalizas. En girasol, produce serios dafios en la
produccidn de semilla y castigos en la comercializacién del grano (Tenesaca Campos, 2010).

Uno de los productos comerciales que contiene como principio activo el procimidone es el
Sumilex, en formulados tanto liquidos como polvos. Este producto ejerce un control de las cepas
resistentes a los benzimidazoles y su formulacion es muy estable al lavado por lluvias. Entre otros
formulados comerciales que contiene procimidone se pueden encontrar Produre 50 SC y Sialex 50

SC.

1.7.3- Trifluralina
La trifluralina es un producto utilizado como herbicida. Su nombre IUPAC es 2,6-Dinitro-
N, N-dipropil-4-(trifluorometil)anilina (Fig 1.10). Se aplica en un amplio rango de cultivos, como las

brassicas, zanahorias, lechuga, frutilla y caiia de azucar.
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L

Fig. 1.10: Estructura de la molécula de trifluralina.

Se presenta en forma de cristales amarillos anaranjados, fundiéndose a temperatura
ambiente. Se evapora con facilidad ya que su presién de vapor (25 2C) es 0,014 Pa. No es soluble
en  agua, pero se disuelve facilmente en disolventes organicos (PPDB:

http://sitem.herts.ac.uk/aeru/ppdb/en/Reports/667.htm).

Esta sustancia puede absorberse por inhalacion. Una exposiciéon de corta duracién puede
producir irritaciéon ocular, y el contacto prolongado o repetido con la misma puede producir
sensibilizacion de la piel. Su toxicidad es baja para mamiferos y aves. Por el contrario, los peces y
otros organismos acuaticos son altamente sensibles a la trifluralina, asi como las abejas y otros
insectos. En la cadena alimentaria referida a los seres humanos tiene lugar bioacumulacién,
concretamente en peces. Puede persistir en el terreno de seis a ocho meses, aunque se
descompone rapidamente en condiciones anaerobias, proceso catalizado por la luz ultravioleta.

Este producto podria causar efectos prolongados en el medio ambiente (EPA, 1996).

1.7.4- Atrazina

La atrazina es un herbicida de la familia de las triazinas (Fig 1.11), su nombre IUPAC es 1-
Cloro-3-etilamino-5-isopropilamino-2,4,6-triazina. Este herbicida es utilizado para prevenir las
malezas de hoja ancha de pre y post-emergencia en cultivos como el maiz y la cafia de azucar,
canola resistente a la triazina, y en el césped, en situaciones como campos de golf y céspedes

residenciales.
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Fig. 1.11: Estructura de la molécula de atrazina.

La acciéon de este herbicida produce la muerte de la planta, como resultante de la
interrupcion del proceso de transporte de electrones, lo que lleva a falta de nutricidn y estrés
oxidativo. Los efectos de la atrazina en seres humanos y animales implican principalmente la
afeccidn del sistema enddcrino: los estudios sugieren que la atrazina es un disruptor enddcrino que
puede causar desequilibrios hormonales.

En relacidn con su efecto en el ambiente, la atrazina permanece en el suelo durante unos
meses (aunque en algunos suelos pueden persistir por lo menos 4 afios) y puede migrar del suelo
al agua subterrdnea donde se degrada lentamente. Se degrada en el suelo principalmente por
accion de los microorganismos (Fig 1.12), con una vida media en el suelo que varia desde 13 hasta

261 dias; las vias de biodegradacién se pueden dar en dos pasos (Zeng et al, 2004):
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Fig. 1.12: ruta degradativa para la atrazina mediada por microorganismos.

1. La hidrdlisis del enlace C-Cl, seguido por los grupos etilo e isopropilo, catalizadas por las
enzimas hidrolasas llamadas AtzA, AtzB, y AtzC. El producto final de este proceso es el acido
cianurico. Los organismos mejor caracterizados que utilizan esta via son las bacterias del género
Pseudomonas sp. colar ADP.

2. La desalquilacion de los grupos amino para dar 2-cloro-4-hidroxi-6-amino-1,3,5-triazina,
la degradacién de los cuales es desconocida. Esta ruta también se produce en especies de
Pseudomonas y otras bacterias.

Aunque los dos restos alquilo son metabolizados facilmente por ciertos microorganismos, el
anillo de atrazina es una fuente de energia pobre. De hecho, la via mas comun para la degradacion
implica que la atrazina, cuyo intermediario es el acido cianurico, se oxida completamente, por lo
qgue el anillo resulta ser principalmente una fuente de nitrégeno para microorganismos aerobios
(Crawfor et al, 1998). La atrazina puede ser catabolizada como fuente de carbono y nitrégeno, y

algunos microorganismos aerdbicos degradadores de atrazina pueden utilizar el compuesto para el
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crecimiento bajo anoxia en presencia de nitrato como aceptor de electrones, un proceso referido
como desnitrificacion. Cuando se utiliza atrazina como fuente de nitrégeno para el crecimiento
bacteriano, la degradacion puede ser regulada por la presencia de fuentes alternativas de
nitrégeno. En cultivos puros de bacterias, asi como también poblaciones activas en el suelo que
degradan atrazina, se asimila el nitrégeno del anillo de la molécula, pero no el carbono. Las bajas
concentraciones de glucosa pueden disminuir la biodisponibilidad, mientras que las

concentraciones mas altas promueven el catabolismo de la atrazina (Wackett et al, 2002).

1.7.5- Endosulfan

El endosulfan es un insecticida y acaricida organoclorado. El nombre IUPAC del endosulfan
es 6,7,8,9,10,10-hexacloro-1,5,5a,6,9,9a-hexahidro-6,9-metano-2,4,3-benzodioxatiepina-3-oxido.
Es un insecticida ciclodieno (Fig. 1.13), quimicamente similar a aldrin, clordano, y heptacloro. Este
plaguicida es una mezcla de estereoisdmeros, designados "a" y "B," en una relacion 7:3. Los
isémeros a- y B-endosulfan son conformacionales, y pueden ser interconvertidos sin romper los
enlaces. El a-Endosulfan es termodindmicamente mas estable, y B-endosulfan se convierte lenta e

irreversiblemente a la forma a a lo largo del tiempo. (Schmit et al, 1997)

Cl

S—0O

Cl

Fig. 1.13: Estructura de la molécula de endosulfan.

El endosulfan se descompone por accidon microbiana en endosulfan sulfato y endosulfan
diol (Fig 1.13), ambos, segun la EPA, tienen "estructuras similares al compuesto parental y también
tienen interés toxicologico. La vida media estimada para los residuos téxicos combinados

(endosulfan mas endosulfan sulfato) varia desde 9 meses a 6 anos (EPA, 2002).

El endosulfan se ha usado en agricultura alrededor del mundo para controlar plagas de

insectos incluyendo moscas blancas, afidos, langostas, escarabajo de la papa, gusano de la col.
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También se ha usado en la preservaciéon de maderas, jardineria, y control de la mosca Tse-Tse,
aunque no es corrientemente usado con propésitos de salud publica (World Health Organization,

1984).
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Fig 1.14: Rutas de degradacion de endosulfan.

Con respecto a su toxicidad, este insecticida es undisruptor enddcrinoy es
altamente téxico en forma aguda. Ha sido prohibido en mas de 50 paises, que incluyen la Unién
Europea y varias naciones de Asia y Africa occidental, alin se usa extensamente en muchos otros
paises como India, Brasil, y Australia. Es producido por Bayer CropScience, Makhteshim Agan, y
por Hindustan Insecticides Limited, de propiedad del gobierno de la India, entre otros, y vendido
bajo los nombres comerciales de Thionex, Endocil, Phaser, y Benzoepin. A causa de su alta
toxicidad y su alto potencial de bioacumulacién y contaminacidn ambiental, una prohibicidén global

sobre el uso y fabricacion de endosulfan fue considerada bajo el Convenio de Estocolmo. En agosto
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del 2009, Bayer CropScience, la rama agroquimica de Bayer, informd que planificaba terminar las
ventas de endosulfan para fines de 2010 en todos los paises donde se encontraba legalmente
disponible (11ISD, 2008). En Argentina la resolucion 511/2011 de SENASA regula la prohibicion de la
elaboracion, formulacion, comercializacion y uso de este principio activo a partir del 1 de julio de

2013.

Este insecticida es un neurotodxico agudo parainsectos y mamiferos, incluyendo a los
humanos. La clasificacién de la EPA es de Categoria I: "Alta toxicidad aguda" basada en un valor
de DLsg media de 30 mg/kg para ratas hembras, mientras que la Organizacion Mundial de la Salud
lo clasifica como Clase Il "Moderadamente riesgoso" basado en un valor de DLsg de 80 mg/kg en
ratas (EPA, 2002). La dosis de referencia aguda de la EPA para exposicion al endosulfan es 0,015
mg/kg para adultos y 0,0015 mg/kg para nifios. Para exposicidén crénica, las dosis de referencia de

la EPA son 0,006 mg/(kg-dia) y 0,0006 mg/(kg-dia) para adultos y nifios, respectivamente.
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Capitulo 2:
Materiales y métodos
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2.1- Materiales
2.1.1- Plaguicidas

Se utilizaron los siguientes productos comerciales:

e Procimidone: (3-(3,5-diclorofenil)-1,5-dimetil-3-azabiciclo[3.1.0]hexano-2,4-diona,

CASRN [32809-16-8]), Sumilex ® (CS, 50% p/v, Summit Agro Argentina)

e Clorpirifés: (0,0- dietil-0-(3,5,6-tricloro-2-piridinil)-fosforotioato, CASRN [2921-88-
2]), Lorsban® (EC, 48% p/v, Dow AgroSciences)

e Trifluralina (o,a,a trifluoro-2,6-dinitro-N, N-dipropil-p-toluidina), trifluralina: CASRN
[1582-09-8], Trigermin® (CS, 48% p/v, Cheminova)

e Endosulfan: (hexacloro-endometileno-biciclohepteno-bis(oximetileno)sulfito, CASRN

[115-29-7]), Thionex® (EC, 35%p/v, Makhteshim).

e Atrazina: (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina, CASRN [1912-24-9]),
muestra Agrofina S.A. (polvo mojable 95% pureza)

Los patrones de cada plaguicida fueron preparados a partir de los productos comerciales,

extraidos y recristalizados en el laboratorio. Su identidad fue confirmada por RMN-lH y -13C. Se
prepararon soluciones madre de cada producto en ciclohexano, de concentraciones entre 1500
mg/L — 2900 mg/L. Los solventes utilizados fueron ciclohexano (Aberkon grado p.a.) y acetona
(Aberkon grado p.a.) destilados, su pureza fue confirmada mediante la inyeccion de los solventes
en el cromatégrafo gaseoso en las condiciones de analisis de los plaguicidas estudiados, vy la
observacion del perfil cromatografico resultante.

A modo de ejemplo se incluye el protocolo para la extraccidon de trifluralina, realizado para
este trabajo:

Para extraer el principio activo se utilizé el producto comercial Trigermin y se realizd una
columna de cromatografia utilizando aproximadamente 200 g de silica gel. Se sembraron en la
columna 10 mL de Trigermin y se utilizd como solvente de corrida ciclohexano: acetato de etilo
99:1. Se colectd el producto corrido en tubos de ensayo, luego el contenido de cada tubo fue
desarrollado en ccd utilizando un patréon de trifluralina con ciclohexano: acetato de etilo 1% y

revelado por lampara UV. Los tubos que coincidieron con el revelado del patrén se mezclaron y el
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contenido se rotaevapord con bomba de agua y luego la mezcla se purificd por recristalizacién con
etanol. La identidad del producto obtenido se compard con un patréon cuya identidad estaba

confirmada como trifluralina, a partir de cromatografia en capa delgada.

2.1.2- Medios de cultivo para microbiologia

Medio minimo (M9)

K,HPO, 7,3 g/L
KH,PO, 3,0 g/L
NH,Cl 1,0 g/L
MgS0, 0,1202 g/L
CaCl -2H,0 0,01M

PyG
Peptona 2,5 g/L
Extracto de Levadura 1,25 g/L

Glucosa®1H,0 0,55 g/L

Agar para Recuento (PCA)

Peptona de caseina 5,0 g/L
Extracto de Levadura 2,5 g/L
D(+)-glucosa 1,0 g/L

Agar-agar 14,0 g/L

2.1.3- Equipos e instrumentos

Los equipos utilizados en los diferentes ensayos fueron:
e Lavador ultrasénico TBO4. Testlab S.R.L.
e Balanza analitica Adventurer Ohaus capacidad 110g +/- 0,0001

e Balanza granataria AND 1200g +/- 0,1g
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Agitador orbital Ferca con campana de acero inoxidable y vidrio con temperatura

termostatizada mediante caloventor controlado

Shaker orbital con temperatura controlada Scientifica S.A.
Cromatdgrafo gaseoso Perkin-Elmer (Norwalk CT, USA) AutoSystem.
Sonda multiparamétrica Horiba, Water Quality Checker U10

pHimetro portatil Hanna HI8424, calibrado con soluciones buffer: “BX 1628-1 solution

tampon rouge pH 4,00 EM Science” y “BX 1633-1 buffer solution blue pH 10,00 EM Science”

Espectrofotometro UV/Vis Perkin Elmer Lambda 20. Lectura directa, no se utilizd el

software asociado.

Sistema de posicion geografica (GPS) eTrex vista C, Garmin

Jeringas Hamilton de 250 y 500 Ly Perkin Elmer de 50 uL

Pipetas automaticas Eppendorf de 1000 ML y 100 pL y Oxford Labware de 5mL
Mufla ORL hornos eléctricos

2.1.4- Valoracion de reactivos: ensayo de biomasa microbiana

Para valorar el NaOH y el HCl se siguio el siguiente protocolo (Voguel, 1960):

Valoracion NaOH con ftalato dcido de potasio

El ftalato de potasio debe secarse a 120 2C durante por lo menos 2 horas y dejarlo enfriar

en un desecador.

Se pesa por triplicado el ftalato en un erlenmeyer y se agregan 10 mL de agua destilada con

2 gotas de indicador acido base (para este caso se utilizé fenolftaleina). Luego, se titula la solucién

con NaOH. Se realiza el siguiente célculo:

(Vol NaOH x Conc NaOH)(g) / 1000ml/L= m ftalato / | Mg ftalato|
Conc NaOH = m ftalato / | Mg ftalato| x (1000ml/L) / Vol NaOH

Se promedian los resultados de las concentraciones obtenidas para las tres réplicas.

Valoracion del HCl con NaOH .

Una vez valorada la base, se procede a valorar el acido:
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Se vierten 10,00 mL de NaOH en un erlenmeyer junto con 2 gotas de fenolftaleina; este
procedimiento de realiza por triplicado. Luego, se titula el NaOH con HCl :
Conc HCI= (Vol NaOH x Conc NaOH)/ Vol HCI

Se promedian los valores obtenidos en las tres réplicas.

2.2 Metodologia

Las muestras de suelo fueron recolectadas de una huerta de produccién de frutas y

verduras ubicada en Cuartel V, Partido de Moreno, Provincia de Buenos Aires, Argentina.

Para llevar a cabo los muestreos, se realizé un relevamiento de la huerta mediante la toma
de coordenadas geograficas “in-situ” con un sistema de posicionamiento global (GPS) y se elaboré
un plano de la huerta (Fig 2.1). Los poligonos se delimitaron de acuerdo a las separaciones mas
importantes entre los campos. Es decir, como se ve en el Fig. 2.1, dado que la huerta no era un
terreno continuo, se consideraron como poligonos las porciones mds grandes en extension de
tierra separadas por las calles mas anchas de acceso a los campos; entre el poligono 1y el 3 la
separacion fue un campo cuyo arrendatario era diferente al productor con el que se trabajé para
este trabajo. Se consideraron como secciones a los sectores dentro de cada poligono que fueron
delimitados de acuerdo a las calles internas y senderos utilizados por los mismos productores para
recorrer el campo. Los puntos de muestreo dentro de cada seccion fueron elegidos al azar, en total

se fijaron 20 puntos constituyendo el esquema de muestreo espacial.

Las muestras de suelo tomadas como referencia fueron recolectadas de un campo aledafio,
al sudeste de los poligonos correspondientes a campo horticola. Este campo aledafio, no era
utilizado para la produccion sino que presentaba caracteristicas de no haber recibido ningun tipo
de perturbacién. Segun lo dicho por el productor del campo horticola con el que se trabajo, este
terreno de “referencia” llevaba al menos 20 afios sin perturbacion por produccién. Dentro de ese
campo se recogieron dos tipos de referencias, dado que ese terreno poseia una aglomeracién de
arboles de eucalipto importante, se tomaron muestras provenientes de debajo de esa
aglomeracion que se llamdé “eucalipto” o Rf2. Por otro lado, las muestras definidas como
“referencia” o Rfl, fueron recolectadas del limite mas alejado de la huerta estudiada y fuera de la

aglomeracion de eucaliptos.
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En todas las campafias de muestreo, se tomaron muestras hasta una profundidad de 10 cm
y la tierra fue colocada en bolsas individuales de polietileno, para su traslado al laboratorio. Cada
bolsa individual fue rotulada segun el lugar de extraccion de la muestra utilizando la nomenclatura

del mapa. La cantidad de tierra colectada por campaiia fue entre 0,5 kg y 1 kg por punto.

Esquema del campo productivo. Partido de Moreno, Pcia Buenos Aires, Argentina

Poligono 1

Poligono 2

¢ Puntos Muestreados

Poligono 3
[__] secciones

N
100 0 100 200 Meters

— 8

Fig 2. 1 plano de la huerta muestreada.

2.2.1- Acondicionamiento de muestras

Luego de tomar las muestras e identificarlas de acuerdo a su ubicacion en el mapa, la tierra
fue secada al aire en el laboratorio, de 24 h a 48 h. dependiendo de la humedad ambiente, y luego
tamizada (malla: 2,8 mm); se consideraron listas para realizar los estudios al llegar a una humedad
de aproximadamente 20%. Todos los ensayos realizados fueron hechos con las muestras tamizadas.

A excepcidn del estudio de densidad aparente para el que se utilizé un sacabocado para la toma de

muestras.
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2.3-Determinacion de propiedades biologicas, guimicas y fisicas de las muestras

Para caracterizar el suelo de la huerta, se realizaron muestreos en las diferentes secciones
(Fig. 2.1) para clasificar las parcelas segun sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, en funcién

de su ubicacién dentro del lote productivo, y de la época del afio.

Se realizd6 un muestreo espacial para el cual se trabajé con veinte puntos, los cuales fueron
caracterizados e identificados, ademas de los suelos usados como referencias o controles. La
hipotesis de esta parte del trabajo era que podrian existir diferencias entre las secciones de la
huerta producto del tratamiento que los diferentes cultivos deben recibir para su produccion asi

como también por la rotacidn de los cultivos.

Por otro lado, el muestreo temporal se realizd con nueve puntos localizados segun la
Fig.2.2. El motivo de esta etapa consistia en observar si las propiedades bioldgicas, fisicas y
guimicas en cada punto se alteraban considerablemente de acuerdo a la estacién del ano, en

particular, al variar el clima y los estadios de los cultivos.

Mediante el uso del programa STATISTIX 8.0 Copyright (C) 1985-2003, se realizd una
ANNOVA para verificar la existencia de diferencias significativas entre los resultados para los

diferentes parametros de los muestreos espacial y temporal.

2.3.1- Muestreo espacial
Considerando el mapa de muestreo realizado (Fig. 2.1) y la distribucion de los poligonos

descrita previamente, se tomaron alrededor de 500 g de tierra de cada punto.

Una vez en el laboratorio, el acondicionamiento de las muestras fue como se describid en la
seccion 2.2.1 de este capitulo. Este acondicionamiento fue utilizado para todos los ensayos a
excepcion de densidad aparente; en este caso las muestras no fueron tamizadas porque el objetivo
era mantener la estructura del suelo. Luego de estar en condiciones apropiadas, se le realizd a cada

muestra los ensayos de caracterizacidon que se describiran en la seccion 2.3.3.

2.3.2- Muestreo temporal
Para poder estimar las variaciones en el tiempo de las propiedades bioldgicas, fisicas y

guimicas, se elaboré un segundo esquema de puntos de muestreo (Fig. 2.2). Esta nueva
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distribucién redujo la cantidad de sitios de muestreo, de veinte puntos a nueve mas los

correspondientes a los suelos de referencia. Se realizaron mediciones en forma estacional: t:

primavera, octubre de 2010; t: otofio, mayo de 2011; t: invierno, agosto de 2011.

Los suelos fueron tratados como se menciond en la seccién 2.2.1, tras lo cual se realizaron

los ensayos para caracterizarlas.

Esquema del campo productivo. Partido de Moreno, Pcia Buenos Aires, Argentina

Poligono 1

\ Poli 2
5 oligono

Poligono 3

¢  Puntos Muestreados

[] secciones

.
w E
100 0 100 200 Meters

Fig 2. 2 Plano de la huerta, sitios utilizados para el muestreo temporal.

~

2.3.3- Caracterizacion fisica quimica y bioldgica de las tierras

2.3.3.1- Densidad Aparente
Para su determinacidén, se extrajo un cilindro de suelo utilizando un sacabocado de 2,5 cm

de didmetro interno por 6 cm de alto. La altura del cilindro resultante de suelo variaba entre 1,5
cmy 6 cm dependiendo de la humedad del suelo. Una vez en el laboratorio, se peso el cilindro con
balanza analitica y se midid su altura. Con estos datos se determind la densidad aparente segun la

ecuacioén 1.1.
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Ecuacién 1.1

masa

Thr?

Donde

6: densidad aparente
h: altura del cilindro
r: radio del cilindro

Esta determinacion se realizd en el muestreo espacial.

2.3.3.2- Humedad

El porcentaje de humedad, una vez que las muestras fueron secadas al aire, fue medido
referido al peso seco. Se pesod una cantidad de tierra entre 5 gy 7 g aproximadamente y se llevé a
1052C en estufa durante una noche. Luego de sacar las muestras de la estufa y enfriarlas en un
desecador, fueron pesadas nuevamente a temperatura ambiente. La diferencia entre el peso inicial
y el de las tierras luego de sacarlas de la estufa corresponde a la cantidad de agua presente en la
muestra, a partir de la cual se calculd el porcentaje de humedad. Este porcentaje es el que se

utilizdé en el resto de los ensayos para normalizar los valores.

2.3.3.3- Porcentaje de Materia Orgdnica

Para determinar el porcentaje de materia organica en las tierras de la huerta, se utilizd el
método de ignicidn (Nelson et al, 1996). Se calentd una muestra de suelo de peso conocido, secada
previamente a 1052C en estufa, durante 12 h a 4002C en una mufla, tras lo cual fue enfriada en un
desecador y vuelta a pesar. La diferencia de esos pesos corresponde al contenido de materia

organica perdido. El porcentaje de materia organica se calculd referido a tierra seca a 105°C.

2.3.3.4- Retencion de agua

Se pesd una cantidad conocida de tierra, entre 35 g g y 45 g. La tierra se colocd en un
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embudo Bichner con papel de filtro previamente cortado y humedecido para fijarlo en posicion. A
este sistema, dentro del embudo, se le agregaron 50 mL de agua destilada y se dejé escurrir por
gravedad, cubierto por un film plastico para evitar pérdidas de humedad durante 24 h. Se recogio
el liquido escurrido en una probeta, registrando durante las primeras ocho horas, cada dos horas
aproximadamente, el volumen que atraveso la columna de tierra, luego se registré el volumen al
cumplir las 24 h. La diferencia de volumen entre el agua tomada al final de la experiencia y la
inicialmente incorporada es la cantidad de agua retenida por ese suelo. El resultado se informa

como mL de agua retenida/g de suelo seco.

2.3.3.5- Conductividad y pH
Para realizar ambos ensayos, se suspendieron 200 g de cada tierra en 600 mL de agua

destilada. De esta forma con una misma suspension se pudieron realizar las dos mediciones.

En el caso de la medicidon de conductividad, se utilizé la sonda multiparamétrica Horiba. El
instrumento se calibré con soluciones de KCI 0,005 M, 0,05 M y 0,5 M preparadas en el laboratorio

para la experiencia.
Para la medicién de pH, se utilizd un electrodo de vidrio: Hg/HgZCIZ, KCI(Sat)// solucion de

prueba/ vidrio/ 0,1 M HCI, AgCl/ Ag. La calibracién del equipo se realizé con dos soluciones buffer,

una a pH=4y otra a pH=7 (ver seccién de materiales).

2.3.3.6- Determinacion de fosforo total

El método utilizado es una adaptacion del método de Bray y Kurtz (1945) el cual se basa en
la reaccion del idn fosfato con molibdato que da lugar a fosfomolibdato. Este, por reduccion,
origina un compuesto denominado azul de molibdeno que se puede medir

espectrofotométricamente.

Para llevar a cabo la experiencia, se pesaron 5 g de suelo previamente tamizado, se realizd
una extraccion acida utilizando 20 mL de una mezcla HCI 0,5 My H,SO, 0,0125 M. La suspension se
agitd 5 min en un agitador orbital, y se filtraron 15 mL del sobrenadante a través de una membrana

de acetato de celulosa de 0,45 um de diametro de poro. Al filtrado se lo hizo reaccionar con 5,00
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mL de una solucion de molibdato de amonio (12% m/v) y 3,00 mL de solucidn reductora (ac.
ascorbico 1% p/v) y se lo llevd a un volumen final de 50,00 mL. La mezcla se homogeneizd y se la
dejd reposar 6 minutos. La reaccion produce una coloracién azul que es medida

espectrofotométricamente a 660 nm.
En paralelo se realizd la curva de calibrado utilizando una solucion madre de K HPO, 50,8

ppm. En matraces de 50 mL se pipeted la cantidad adecuada de disolucidén patrén de fosfato. A
continuacién se anadieron los 5,00 mL de molibdato y 3,00 mL de la disolucién reductora, se siguio
el mismo procedimiento detallado anteriormente. En el caso de esta experiencia el rango de

calibracion fue de 0 a 4 ppm (Fig. 2.3).

Calibrado- determinacion de fosforo total

0.8

0.6 y=0.191x- 0.007

0.5 R?2=0.998
04 -

0.3
0.2 -
0.1

0 . . . .

0 1 2 3 4 5
Conc. de P (ppm)

abs

Fig 2. 3: Curva de calibrado para la medicion de fosforo total.

2.3.3.7- Biomasa microbiana

La biomasa se estimd por medicion directa del CO; producido por los microorganismos.
El método utilizado para esta variable se basa en una trampa de CO, (con NaOH), donde el

NaOH sin reaccionar se titula con HCl (Fig. 2.4). Para ello se pesaron 20,0 g de tierra a humedad
ambiente, a la que se le agregd 2 g de glucosa (en solucién acuosa) para estimular el metabolismo
microbiano. Esta tierra se colocd dentro de la cdmara contenedora a la que se le agregd un vaso de
precipitados con 25,00 mL de NaOH valorado (aprox. 0.1 M) y dos gotas de indicador a la
fenolftaleina. La cdmara se cerrd y se dejo incubar a 322C durante 24 Hs. Transcurrido ese tiempo,

se tituld la solucion contenida en el vaso con HCl 0,1 M hasta el viraje de la fenolftaleina. Luego, se
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agregd el indicador naranja de metilo y se continud titulando hasta el primer viraje de este
indicador. La diferencia de volumen entre el viraje de la fenolftaleina y el del naranja de metilo

corresponde a la cantidad de CO, disuelta en el NaOH (Fig. 2.4). Durante 24 h de incubacion el

didxido de carbono generado fue atrapado por el NaOH segun ec. 1.2. Luego, se tituld la solucién
con HCl segun la reaccion de la ec. 1.3 y 1.4, en este caso se neutraliza el NaOH sin reaccionar y el
CO5%'se transforma hasta HCOs'. Finalmente, se agregd naranja de metilo y se continud titulando
hasta transformar el HCO3; en CO,. La diferencia de volumen utilizado en titular hasta viraje de la
fenolftaleina y naranja de metilo llevaron al calculo de la cantidad de didxido de carbono generado

por respiracion de los microorganismos (ec. 1.6).

Ecuacion 1.2: se atrapa el CO,

2NaOHy¢) + COz) —  CO3Nayaq+ Ha0g)
Ecuacion 1.3: se titula a la fenolftaleina

NaOHaq) + HCl (g ——  NaCl 5 + H,0
Ecuacién 1.4:

Co32-(aC) + HCI (ac) —p HCO3-(aC)+ Cl (ac)
Ecuacion 1.5: se titula al naranja de metilo

HCO3'(a) + HCl (50 ——® CO;(g+ Cl (s + H20 g
Ecuacién 1.6: nCO; = [ Vol HCl (naranja de metilo) = VOI HCl (fenoiftaleina)] X Conc HCI

mC02 = Nco2 X MRCOZ = Nco2 X 44g/mo|
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Fig 2. 4: Procedimiento experimental del ensayo de biomasa microbiana y justificacion
del cambio quimico mediante el diagrama de especiacion.

Fuente del diagrama de especiacion: http://tierra.rediris.es/hidrored/ebooks/ripda/contenido/capitulo12.html

2.4- Diserio del ensayo de degradacion de los plaguicidas

Para evaluar la velocidad de degradacion de plaguicidas se realizaron ensayos, en los cuales
las muestras extraidas de las diferentes secciones (Fig. 2.1) fueron combinadas dando origen a una
sola muestra consolidada llamada ‘huerta’”, y se comparé con suelos control (referencia y
eucalipto). En paralelo a los analisis de velocidad de degradacion, se llevaron a cabo ensayos de
estimacion de biomasa microbiana mediante la determinacién de CO,. Tanto los ensayos de
velocidad de degradacion como los de biomasa microbiana fueron realizados con los mismos

suelos en las mismas condiciones, de manera de poder saber qué ocurria con los microorganismos
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durante la degradacion de los productos incorporados a las tierras.

Por otro lado, con el objetivo de evaluar la degradacién en funciéon de las diferentes
ubicaciones dentro de la huerta, se ensayd otra experiencia diferente en la cual las muestras de
suelo provenientes de la huerta no fueron consolidadas para formar una sola sino que se
consideraron puntos dentro de las diferentes secciones de la huerta. En consecuencia, los suelos
provenientes de la huerta debieron estudiarse por separado, por lo cual resultd necesario disefiar

un nuevo esquema de muestreo.

2.4.1- Tratamiento de las muestras en laboratorio para el ensayo de degradacion
Una vez que las muestras fueron acondicionadas, se pesaron 50 g + 0,1 g en frascos de
vidrio individuales; los mismos se taparon con tapas de aluminio perforadas, lo que permitié el

intercambio de aire entre la cdmara que quedaba en el recipiente y el exterior.

Se realizaron dos experiencias que tomaron un tiempo de duracién total entre 24 y 32 dias,
extrayendo los plaguicidas a tiempos fijos; cada uno de estos tiempos tenia asignados frascos de

vidrio que funcionaban como contenedores.

Se prepararon cinco frascos por cada tiempo de extraccidén, a cuatro se les incorporo el
pulso inicial de los productos trifluralina, procimidone y clorpirifés. De estos cuatro, tres se
destinaron para la extraccién de los productos de manera que se pudiera evaluar la velocidad de
degradacién, a partir del cambio en la cantidad de plaguicidas en los diferentes tiempos por
triplicado. El cuarto frasco se reservd para los ensayos de biomasa microbiana en presencia de
plaguicidas tratando de respetar las mismas condiciones de incubacion que los frascos para
degradacion. El quinto frasco no recibié agregados de plaguicidas, el objetivo de éste era tener un
control para los ensayos de biomasa microbiana. En paralelo, sélo a los suelos utilizados para los

ensayos de biomasa microbiana se les midié el porcentaje de humedad.

Los principios activos utilizados para estas experiencias fueron clorpirifés, procimidone y
trifluralina. Las cantidades aplicadas en el primer y en el segundo ensayo se informan en la Tabla
3.2. Como se menciong, los productos fueron aplicados una Unica vez al principio de la experiencia.
Se prepard por cada ensayo una Unica solucién acuosa contenedora de los tres productos; dicha

solucién contenia los productos comerciales en sus formulaciones emulsionables: Lorsban, Sumilex
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y Trigermin (ver seccidon de materiales) y agua destilada.

Tabla 2.1: Concentraciones de plaguicidas incorporadas en las tierras estudiadas.
ENSAYO 1 ENSAYO 2

CANTIDAD DE PRINCIPIO ACTIVO AGREGADO POR MACETA

(mg principio activo/g suelo )

Trifluralina: 0,015 Trifluralina: 0,200
Clorpirifos : 0,035 Clorpirifos: 0,15
Procimidone: 0,023 Procimidone: 0,200

La eleccion de las cantidades de plaguicidas que se incorporaron, se realizé en base a las

dosis recomendadas en la guia CASAFE 2001 para el caso de los cultivos de |la huerta muestreada:

e Trifluralina: 1,2 L/haa 2,4 L/Ha
*  Procimidone: 100 mL/HI
e Clorpirifés: 4 L/ha a 6 L/Ha

Una vez distribuido el suelo en las macetas, se agregaron 10 mL de la solucidon acuosa con
estos tres productos y se pesaron las macetas. Al ser una solucion acuosa, al mismo tiempo se
estaba aumentando el porcentaje de humedad de la muestra, razén por la cual en el caso del

control que no recibié agregados de plaguicidas, también se agregaron 10 mL de agua destilada.

En el caso del ensayo de degradacion diferenciando las tierras provenientes de los
diferentes sitios de la huerta, también se utilizé clorpirifds, procimidone y trifluralina. El disefio fue
igual a lo detallado anteriormente, cinco réplicas de las cuales dos se utilizaron para los ensayos de
control bioldgico y tres para los ensayos de velocidad de degradacion. Se aplicaron, nuevamente,
los productos comerciales en solucidn acuosa (0,017 mg/g-0,035 mg/g suelo) en un uUnico pulso
inicial. Debido a que en los dos ensayos anteriores de degradacion, se pudo observar que luego de
15 dias de incubacién de las muestras los productos ya habian practicamente desaparecido, en este
muestreo solo se realizaron dos puntos temporales de extraccion: T1 (2hs luego de la aplicacion) y

T15 (15 dias luego de la aplicacion).
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2.4.2- Extraccion de plaguicidas de la matriz suelo

La extraccion consistié en tratar, dentro de los frascos de vidrio individuales, los 50 g de
suelo con 100 mL de una mezcla de ciclohexano y acetona (50:50), medido con probeta. Ademas,
se agregaron aproximadamente 25 g de sulfato de sodio anhidro. Se agitd la mezcla y esta
suspension fue sonicada durante 20 min, luego de lo cual una porcion del extracto (de 10 mL) fue
filtrada a través de una columna de vidrio con 1 g de silica gel. Un mililitro del filtrado resultante se
paso a viales para cromatografia y se determind la curva de los plaguicidas en el cromatdgrafo

gaseonso.

2.5- Enriquecimiento, aislamiento y purificacion de bacterias

Los suelos utilizados para este ensayo fueron los de “huerta “y “referencia” acondicionados,
utilizando el mismo criterio que para los ensayos de degradacion (seccidn 2.4). Se trabajé con tres
réplicas de cada uno. Para el enriquecimiento, se suspendié una porcién de la muestra de suelo en
solucion fisiolégica estéril (NaCl 150 mM) en una relacién 1:10. Un volumen de 2,5 mL de esta
suspension fue transferido a un erlenmeyer de 125 mL con 25 mL de medio estéril M9,
suplementado con 1% v/v de los plaguicidas en sus presentaciones comerciales Lorsban, Sumilex y

Trigermin. Las muestras se incubaron 15 dias a con agitacion orbital a 32°Cy 120 rpm.

Pasado ese tiempo, se realizo el paso de aislamiento tomando un indculo del cultivo liquido
y estriando en placa de Petri con el mismo medio de enriquecimiento agarizado (M9-plaguicidas-
15 g/L agar). De acuerdo a los fenotipos vistos en cada placa, se purificaron las colonias obtenidas

en las mismas condiciones hasta homogeneidad.

2.5.1- Caracterizacion morfologica y bioquimica

2.5.1.1- Caracterizacion morfoldgica: Tincion de Gram
Se prepard un extendido de microorganismos sobre un portaobjeto, se dejo secar y se fijé a

la llama. Se cubrié el extendido con una solucion de cristal violeta y se dejo actuar 3 minutos.
Transcurrido ese tiempo se volco el colorante y se cubrié el portaobjetos con una solucién de
Lugol, durante un minuto. Se volcé el exceso de colorante, se decolord con alcohol y luego se lavé

con agua. Por Ultimo, se cubrié el extendido con fucsina basica y se dejé actuar 30 segundos. Esta
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se lavo bien con agua y el portaobjeto se dejo secar al aire. Luego de realizar todas estas tinciones,

se observaron los extendidos al microscopio con objetivo de inmersion (100x) (Vullo et al, 2000).

Al visualizar los preparados al microscopio se pudo identificar la forma basica de los

microorganismos de manera tal que se logré poder completar su caracterizacién morfoldgica.

2.5.1.2- Caracterizacion bioquimica: sistema multipruebas API 20 E-Biomerieux

APl 20 E es un sistema por el cual se pueden identificar bacterias de la familia
Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram negativos no exigentes. El ensayo consiste en inocular con
una suspension bacteriana los 20 microtubos que contienen sustratos deshidratados. La respuesta
de la bacteria produce cambios de color con o sin agregados de reactivos especificos y, de acuerdo
con la tabla de lectura y la identificacion y el programa informatico, se obtienen resultados que

permiten informar a nivel género de la bacteria.

Ademds del sistema APl 20 E, se complementd la identificacion bioquimica con una
evaluacion de crecimiento a 43°C, una vez caracterizado el género bacteriano. Se sabe que
Pseudomonas aeruginosa tiene la capacidad de crecer a dicha temperatura mientras que otras

especies no, por lo tanto se podria discriminar entre especies del mismo género.

2.5.2- Crecimiento bacteriano en presencia de endosulfin

Se realizé un enriquecimiento bacteriano en presencia de endosulfan, con una suspension
del mismo suelo de huerta que se utilizé para el ensayo de degradacion con este producto. En este
caso se suplementé el medio M9 con 1% del producto comercial (Thionex) y se dejé en agitacidon
orbital a 32°C durante 15 dias. Luego, utilizando placas con M9-endosulfan-agar, se sembrd un

indculo del caldo de enriquecimiento. En este caso, se utilizé endosulfan recristalizado al 1%.

Se ensayd otro protocolo de siembra en placa utilizando M9-agar rociado sobre la superficie
con una solucién etandlica de endosulfan recristalizado al 5%, que actué como unica fuente de
carbono. Una vez preparadas, las placas se dejaron abiertas en el flujo laminar encendido, para
evaporar el solvente. Luego, se secaron las placas invertidas en la estufa (32°C aproximadamente)
durante dos horas. Se sembré un inéculo del enriquecimiento siguiendo la misma metodologia que

para preparar las placas, se sembraron las colonias aisladas individualmente para purificarlas.
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2.5.2.1- Toxicidad de los solventes sobre las cepas

Debido a que el endosulfan es insoluble en agua, se evaluaron diferentes solventes para su
incorporacién en los medios de cultivo.

Este ensayo se realizd para dos de las cepas aisladas - huen 1y huen 3 - por duplicado cada
prueba. Para esta experiencia fue utilizado el medio M9 variando las fuentes de C con el objetivo
de identificar y evaluar cémo respondian las cepas a los solventes organicos seleccionados. Los
solventes elegidos para ensayar fueron metanol, dimetilsulfoxido (DMSO) y dimetilformamida
(DMFA); realizdndose de la siguiente manera (%v/v):

Crecimiento con distintas fuentes de carbono

e M9-glucosa (control)

¢ M9-Metanol (5% y 10%)
e M9-DMSO (5% y 10%)

e MO9-DMFA (5% y 10%)

La falta de crecimiento indica que el solvente no fue consumido por la cepa, por lo
tanto serian potencialmente Utiles como vehiculo inerte para aplicar endosulfan, a menos
gue resultasen toxicas para las bacterias. Por eso a continuacién, para las combinaciones
gue no registraron crecimiento, se ensayo la toxicidad.

Para evaluar la toxicidad de los solventes organicos seleccionados, se realizo,
utilizando el medio M9, la evaluacién de la maxima tolerancia al solvente incorporandolo al
7, 10, 12 y 15% v/v. Teniendo en cuenta como fue el crecimiento anteriormente
mencionado, las combinaciones ensayadas fueron:

Toxicidad: mdxima tolerancia al solvente

® M9-Glucosa (control)
® Huen 1: M9-Glucosa-DMFA (7-10-12-15%)
® Huen 3: M9-Glucosa-Metanol (7-10-12-15%)

2.5.2.2- Utilizacion de endosulfan como fuente de carbono y/o azufre
Seguido de esto, se intentd resolver si los microorganismos utilizan el plaguicida como
fuente de carbono y/o de azufre, dada la estructura de la molécula de este principio activo. Se

prepararon diferentes composiciones (Tabla 2.2) del medio minimo (M9) sélo en un erlenmeyer vy,
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por otro lado, con endosulfan (100 mg/L) que fue agregado al medio con un co-solvente adecuado

para cada cepa (previamente probada su toxicidad).

a) Para evaluar el consumo de carbono: se comparo el crecimiento de una misma cepa en
dos medios M9 con la misma composicidén pero diferente fuente de carbono: glucosa (5 g/L) vy

endosulfan (100 mg/L).

b) Para evaluar el consumo de azufre: se agregd endosulfan (100 mg/L) en medio minimo
con composiciones diferentes. Un medio con M9 teniendo MgSQO, vy, por otro lado, M9 con MgCl,

para asegurar la carencia de S.

Controles: se hicieron dos controles, por un lado uno para evaluar el agregado de MgCl, y

otro con MgSQO,, endosulfan y bacteria para eliminar cualquier sospecha de contaminacién.

Tabla 2.2: combinaciones utilizadas en los medios liquidos

Tubo Contenido

1 M9 (MgSO,)

2 M9 (MgCly)-Endosulfan

3 M9 (MgCly)-Glucosa

4 M9 (MgSQa)-Glucosa

5 M9 (MgSQa)-Endosulfan

6 M9 (MgCly)-Endosulfan-Glucosa

7 M9 (MgSOQ,)-Endosulfan-Glucosa

8 M9 (MgCly)

9 M9 (MgSOa)-Endosulfan-Glucosa
(control sin bacterias)
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A continuacién, se realizé una extraccidon del plaguicida y sus metabolitos del cultivo, con

solvente organico siguiendo el esquema detallado en la Fig. 2.5.

Extraccion
5mL =—=> Cetrifugado Y filtrado (45um)
de
medio
Pellet Sobrenadante

4

Lavado con 5mL de
agua destilada

3 extracciones con 5
mL de una mezcla

ciclohexano:acetona
@ (3:1) @
Suspensién con omL de
ciclohexano:acetona (3:1) Na,SO,(anh)
Vortex
Na,S0,(anh) Filtro (teflon 45um)
Vortex

Filtro (teflén 45pu m)@ ﬂ

Cuantificacion por cromatografia
gaseosa

Fig 2. 5: Esquema de extraccion del endosulfan y sus productos de degradacion de
medio de cultivo bacteriano.

2.5.3- Evaluacion de consorcios

Para comprender cdmo interactuan las cepas del suelo provenientes de la huerta, se realiz
un ensayo de compatibilidad de cepas en placa de Petri. Aproximadamente 24 horas antes de
realizar el ensayo se preparo el precultivo para las cepas aisladas de suelo de huerta mediante el
enriguecimiento con clorpirifés, procimidone vy trifluralina. Las bacterias fueron inoculadas, por
duplicado, desde tubos en pico de flauta de medio PyG (g/L: peptona, 2,5; extracto de levadura,
1,25; glucosa monohidratada, 0,55) e incubadas a 32°C. Una vez crecido el indculo, por triplicado,
se sembrd mediante la técnica de hisopado cada cepa en placas de Petri con agar para recuento

(PCA). A continuacion de esto, se sembraron 10 uL de las cepas restantes en la misma placa de
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modo que una cepa fuese el césped y sobre éste las demas cepas distribuidas sectorialmente por
la placa. Las placas fueron vistas a 24 h y 48 h, y se evaluo el comportamiento bacteriano sobre la

superficie del medio en cuanto a crecimiento o inhibicion de las cepas inoculadas.

2.6- Obtencion de la muestra para el ensayo de movilidad

Para realizar los ensayos de movilidad de plaguicidas en suelo horticola, se utilizaron
alrededor de 200 g de suelo de la huerta ya mencionada. La metodologia utilizada al igual que los
sitios muestreados mantuvo la misma logica de los demds ensayos. La ubicacion de los puntos
muestreados coincide con la del muestreo espacial (Fig 2.1), en cada uno se extrajeron los
primeros 10 cm de suelo; de igual forma, se extrajo suelo de la zona de referencia aledana al
campo. Una vez en el laboratorio, las muestras se acondicionaron como se describe en el apartado
2.2 de este capitulo. Los suelos provenientes de cada punto de la huerta se combinaron vy

homogeneizaron para conformar una Unica muestra denominada “huerta”.

2.6.1- Procedimiento experimental para la determinacion de la movilidad de plaguicidas

Se evalué la movilidad vertical de tres plaguicidas utilizando los procedimientos
estandarizados en la guia OECD 2004. Los plaguicidas evaluados fueron: clorpirifds, trifluralina y
procimidone. Para esta experiencia se construyeron unas columnas de 4 cm de diametro y 45 cm
de largo; la técnica consistido en llenar 35 cm de altura de la columna con tierra previamente
tamizada, y saturarla con agua mediante inundacion desde abajo hacia arriba (Fig. 2.6). Una vez
inundada la columna, al extremo superior de la misma se le incorporé en una mezcla acuosa, el
producto comercial (esta evaluacidn se realizd en forma separada para cada plaguicida) de cada
uno de los plaguicidas a evaluar y, al mismo tiempo, de igual manera y en la misma columna, un
plaguicida de referencia (atrazina). Con una solucién de CaCl, 0,01 M se simuld una lluvia artificial
sobre el extremo superior de la columna. Mediante un dispositivo para regular caudal de entrada
se controlo el flujo de esta solucidén para poder incorporar 250 mL en 48 h vy, por otro lado, se
ajustd el caudal de salida en el vastago de la columna para mantenerla siempre saturada de agua.
Luego de las 48 h, se recolectd el liquido de lixiviacion drenando la columna, y se secciond la

columna de tierra en porciones de 5 cm. Dichas porciones se dejaron secar al aire antes de ser
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extraidas.

Fig 2. 6: Inundacion de las columnas de movilidad
en sentido de abajo hacia arriba.

Las muestras que se utilizaron para este ensayo corresponden al suelo referencia y el

mencionado "huerta’ acondicionados tal como se detalla en la seccién 2.1.

Tanto al liquido drenado como a las secciones de suelo se les realizé6 una extraccion con
solvente organico, como la detallada en la seccidon 2.4.2, para extraer el principio activo de cada

plaguicida y cuantificarlo por cromatografia gaseosa.

Con respecto al uso de la atrazina, la OECD en su protocolo aconseja usar una sustancia de
referencia. Describe que deberia ser aplicada en la parte superior de la columna de la misma
manera que la sustancia a evaluar y, aconseja como mas eficiente, incorporar esta referencia en el
mismo suelo y la misma columna donde va a correr el plaguicida. En cuanto a la naturaleza de la
sustancia de referencia, la guia para evaluacién de productos quimicos de la OECD en su anexo 3
propone una tabla con diferentes plaguicidas con distintas clases de movilidad: de | (inmovil) a VI

(muy mdvil). Teniendo en cuenta que la cuantificacidn se realiza con un detector ECD, es necesario
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gue el plaguicida de referencia tenga al menos un dtomo de Cl en su estructura. La atrazina reunia

todas estas condiciones: tiene un cloro en su estructura y es de categoria Ill de movilidad.

Las cantidades a incorporar de cada plaguicida fueron calculadas mediante la ecuacion 1.7
estandarizada en el protocolo de la OECD, siendo en este caso 361,73 ug de clorpirifés, 62,8 ug de
procimidone y 144,69 pg de trifluralina. En cuanto al plaguicida de referencia, la atrazina, se

incorporaron en todos los casos 1,16 mg.

Ecuacion 1.7

kg sieg 2 2
_4( ,hﬂ)Xl{J I,-kgxd(c."mjx;r

M (pg) =

donde:
M = cantidad aplicada por columna [ug]
A = tasa de aplicacién [kg - ha™]

d = didmetro de la columna de suelo [cm]

2.7- Anadlisis cromatogrdfico

Se realizaron corridas cromatograficas utilizando un método que permitié ver todos los
plaguicidas en un mismo cromatograma. Se contd con un inyector automatico Autosampler, y un
detector de captura electréonica (ECD); columna capilar de PE-5, (5% difenilpolisiloxano - 95%
dimetilpolisiloxano fase estacionaria) de 30 m de longitud, 0,25 mm didmetro interno y 0,25 um

espesor de pelicula.

Las condiciones de corrida se optimizaron para poder analizar en forma simultanea los
plaguicidas utilizados en cada ensayo; éstas fueron: temperatura del inyector: 280 °C; temperatura
del ECD: 375 °C; temperatura del horno: 190 °C por 1,5 min, 45 "C-min_1 hasta 300 °C luego 10
°C-min_1 hasta 320°C y mantener 2 min; volumen de inyeccion 1 uL, splitless; gas fase movil: N,, 30

psi; ECD flujo auxiliar 30 mL-min—l. El software utilizado fue TotalChrom Navigator version 6.3.10504

Copyright [J 2006 PerkinElmer, Inc.
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2.7.1- Linealidad

Los ensayos para evaluar el rango lineal del método fueron hechos adicionando a los suelos
una solucion madre que contenia trifluralina, procimidone y clorpirifés. La solucion madre fue
preparada a partir de los productos recristalizados. La extraccion fue realizada con solvente
organico segun fue descripta en la seccién 2.4.2, y la cuantificacion fue por cromatografia gaseosa.
Se realizé el mismo procedimiento de incorporacion de plaguicidas utilizando como matriz
ciclohexano:acetona en proporcion 1:1, y se cuantificé por cromatografia gaseosa en la misma
corrida y bajo las mismas condiciones que los ensayos utilizando suelo como matriz. Las figuras 2.7
a 2.9 muestran los graficos resultantes, con las pendientes y el coeficiente de regresidon obtenido

para ambas matrices.

a)
— Ciclohexano: Acetona
y=548034,0x + 48630,7
R*=0,984 e i
800000
o 600000 e
@ -
< ¢  Ciclohex:Acet
ARA0A0 ’ ——————————— Regresién lineall
200000+
.
0 T T T T T T T ]
0 0,2 0.4 0,6 0,8 1 1,2 1.4 1,6
concentracion (ppm)
b)
1000000 Suelo s
y=555934,0x + 102118,0 W
R?=0,998
800000
600000 | =
8
< * tierra
4000007 ’ fffffffffff Regresién lineall
200000 |
b
9] T T T T T T T ]
0 0,2 0.4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
concentracion (ppm)

Fig 2. 7: Curvas de calibrado para trifluralina en las diferentes matrices siendo a)
solvente y b) suelo
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Area

Ciclohexano: Acetona

400000

y=209414,0x + 14825,9

R?=0,989

300000 |

200000 —

100000+

* Ciclohex: Acet
Regresion lineall

T T T
0.5 1 1.5

concentracién (ppm)

b)

Area

600000

Suelo

500000

Y=283579,0x +49389,0

R?=0,997

400000

300000

200000 —

100000 —

* tierra
Regresion lineall

| | |
0.5 1 1.5

concentracion (ppm)

Fig 2. 8 Curvas de calibrado para procimidone en las diferentes matrices, siendo a)

solvente y en b) suelo
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a)
Ciclohexano: Acetona
2000000
y=807135,0x +21335,1
R?=0,996
1500000
5]
© 1000000
< * Ciclohex:Acet
* Regresion lineall
500000 |
0 T T T T 1
0 0,5 1 1.5 2 2.5
concentracién (ppm)
b)
Suelo
2000000
y=810828,0x +28916,9
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1500000
(1]
© 1000000+
< * tierra

Regresién lineall

500000

09 T T T T ]
0 0,5 1 1,5 2 2,5
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Fig 2. 9: Curvas de calibrado para clorpirifos en las diferentes matrices a) solvente y
en b) suelo

No se encontraron mayores diferencias entre las pendientes de las curvas en solvente y

en suelo, en todos los casos ambas fueron del mismo orden.

2.7.2- Recuperacion
En este caso el calculo se realizé comparando las pendientes de las curvas de calibrado en
la matriz suelo y en ciclohexano con plaguicidas; siguiendo la siguiente ecuacién:

% recuperacion = (pendiente en suelo/ pendiente en ciclohexano) x 100
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De esta forma podemos decir que los porcentajes de recuperacion para los plaguicidas
estudiados son:

% recuperacion clorpirifés 101,4%

% recuperacién procimidone 135,0 %

% recuperacion trifluralina 101,1%

2.7.3- Resolucion
Las condiciones cromatograficas fueron optimizadas de forma tal de poder separar

clorpirifds, trifluralina y procimidone.

2.7.4- Precision
La precisidn intermedia fue calculada a partir de la inyeccidon de una muestra que contenia
los tres principios activos juntos, en una concentracién de 0,06 ppm cada uno. Este procedimiento
se realiz6 en tres dias diferentes donde se hicieron diez inyecciones seguidas en cada dia. La
precision intermedia se calculd con la desviacion estandar de las 4reas obtenidas para cada
plaguicida y expresada como porcentaje. De esta forma, los resultados obtenidos son los
siguientes:
Clorpirifés (0,06 ppm) precision 5,9%
Procimidone (0,06 ppm) precisién 9,0%
Trifluralina (0,06 ppm) precision 6,8%
La desviacién de los valores con respecto a la media en el caso de los tres plaguicidas es

menor al 10%.

2.7.5- Limite de cuantificacion (LC)

El LC se calculé como dos veces la concentracion en ppm, correspondiente a la abscisade
las curvas de calibrado en suelo para cada plaguicida. De esta forma, se llegaron a los siguientes
resultados:

LC trifluralina: 0,17 ppm (0,00017 mg trifluralina/g suelo seco)

LC procimidone: 0,18 ppm (0,00018 mg procimidone/ g suelo seco)

LC clorpirifés: 0,04 ppm (0,00004 mg clorpirifés / g suelo seco)
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Resultados y Discusion
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3.1- Propiedades biologicas, quimicas y fisicas del suelo

Dentro de la produccidn en una huerta, se hallan en sitios contiguos distintos tipos
de cultivos que requieren diferentes tratamientos, esto es, agregado de enmiendas
orgdnicas e inorgdanicas y productos fitosanitarios de acuerdo a los problemas propios de
cada especie cultivada. Por lo tanto, el suelo dentro de una misma huerta podria
presentar propiedades bioldgicas, quimicas y fisicas diferentes, aun siendo parcelas
contiguas. En relacién a esto es que se realizd un muestreo espacial y temporal con el
objetivo de observar el grado de heterogeneidad en cuanto a propiedades bioldgicas,
fisicas 'y quimicas del suelo, y poder evaluar si la presumible
homogeneidad/heterogeneidad de esta matriz podria afectar el estudio de otras
propiedades como la biodegradacion de los plaguicidas.

Para evaluar esto, los parametros medidos en las muestras de suelo fueron:
densidad aparente, porcentaje de materia organica, conductividad, pH, retencién de agua,
humedad, fésforo total y biomasa microbiana. La tabla 3.1 muestra los valores para todos
los puntos del muestreo, poligono por poligono segun se identificaron en la figura 2.1 del
capitulo de materiales y métodos (pag. 57). Ademas, las mismas mediciones se realizaron
en suelos controles denominados referencia (Rf1) y (Rf2), correspondientes a un pastizal
adyacente a la huerta (Rf1) y al suelo de un bosque de eucaliptus también cercano (Rf2).
El objetivo de estos controles fue comparar cémo la actividad horticola podria alterar las
propiedades caracteristicas de los suelos de esa zona.

En la tabla 3.1, se pueden observar variaciones en relacidon con el contenido de
fosforo total, siendo P1 el poligono en donde mayor cantidad de fosforo fue encontrado,
seguido por P2 y luego por P3. Por otra parte, se encontraron valores de porcentaje de
materia organica en los tres poligonos de la huerta consistentemente menores respecto
de los valores encontrados para el suelo de referencia Rf1l. Cabe destacar que el suelo
proveniente del bosque de eucaliptos (Rf2) presenté valores marcadamente mds altos en

los que respecta a biomasa microbiana, materia orgéanica, retencién de agua y humedad; y
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cantidades muy bajas de fdsforo total en comparacion con los encontrados en los
poligonos de la huerta. Esto puede explicarse, al menos parcialmente, por la gran cantidad
de hojas de eucalipto presente en estado de descomposicion en el horizonte A de este
suelo.

Por otro lado es interesante sefialar que hacia el interior de la huerta en los tres
poligonos (P1, P2 y P3) no se observan diferencias importantes en la densidad aparente, el

pH, la conductividad, la humedad y la materia organica (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1: Propiedades biologicas, fisicas y quimicas. Muestreo espacial

Propiedades biofisico-quimicas

Punto de | RM' Hum.” | MO’ | Cond.* |pH | Vol Densidad | P°

Muestreo | (mg (%) | (%) (mS/cm) Ret” |(g/mL) | (mg/g
(Fig.) CO2/g (mL/g) tierra)

suelo)

P1-Al 0,42 15,5 | 4,79 0,114 6,45 | 1,44 NM7 0,277
P1-B1 0,29 17,8 | 4,40 0,067 5,99 | 1,28 1,10 0,226
P1-C1 0,39 14,5 4,36 0,051 6,45 | 1,12 1,80 0,258
P1-D1 0,42 16,9 | 4,41 0,045 6,55 1 0,99 2,01 0,248
PI1-E1l 0,32 20,3 | 4,75 0,032 6,09 | 0,94 1,66 0,214
P1-E2 0,46 19,6 | 4,39 0,144 7,04 | 1,29 1,52 0,194
P1-F1 0,45 20,4 | 4,82 0,058 6,35 1,10 NM 0,185
P1-F2 2,41 21,3 | 4,61 0,133 6,15 | 1,34 0,29 0,202
P2-A 1,16 12,7 6,05 0,083 595 0,94 1,52 0,066
P2-B 0,60 223 6,42 0,031 5,39 0,76 1,91 0,088
P2-C1 0,68 22,4 4,01 0,143 5,17 1,02 1,82 0,104
P2-C2 0,46 14,1 6,31 0,050 6,09 0,94 1,63 0,204
P2-D1 0,84 17,5 4,27 0,027 5,19 0,81 1,90 0,149
P2-D2 0,38 13,6 4,28 0,046 6,03 0,70 1,62 0,290
P3-Al 0,25 16,3 4,35 0,268 7,05 1,20 1,62 0,160
P3-A2 0,55 21,6 4,42 0,061 5,65 0,73 1,70 0,164
P3-B1 0,57 19,6 5,71 0,056 5,75 1,05 1,57 0,155
P3-B2 0,51 19,4 4,70 0,063 6,21 0,77 2,50 0,147
P3-C1 0,44 14,9 2,78 0,027 521 1,12 1,52 0,186
P3-C2 0,37 17,1 6,23 0,054 5,65 0,83 NM 0,168
Rfl 0,77 28,4 8,59 0,080 5,72 0,88 0,95 0,090
Rf2 2,00 344 38,16 0,203 4,70 1,55 1,00 0,040

1 RM: Respiracion microbiana (mg CO2/g suelo seco).

2 Hum: Humedad (% referido a suelo seco).

3 MO: Contenido de materia organica (% referido a suelo seco).
4 Cond.: Conductividad

5 Vol. Ret: Volumen de retencion (mL agua/g suelo seco).

6 Fosforo Total (mg P/g suelo seco).

NM: No medido

Los valores de la tabla 3.1, para el caso de las propiedades entre poligonos de la
huerta (P1, P2 y P3) fueron promediados y graficados, con las respectivas desviaciones

estandar (Fig. 3.1), con el objetivo de Vvisualizar mejor el grado de
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heterogeneidad/homogeneidad entre los poligonos horticolas.

La figura 3.1 a presenta los valores porcentuales de humedad para los tres
poligonos de la huerta. Las tierras antes de ser sometidas al ensayo de humedad fueron
secadas al aire, por lo cual la humedad medida corresponde a la porcion de agua
higroscdpica asociada a la retenida en las particulas del suelo. No se observan variaciones
importantes en los resultados, por lo cual se puede decir que las tierras presentan en
promedio un 17% de humedad. Esta homogeneidad en el valor de porcentaje de humedad
se podria asociar a las caracteristicas de la textura del suelo de huerta que presenta
porcentajes de arcilla de alrededor de un 22% (dato obtenido a partir del andlisis textural
de las tierras realizado en la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires).

La figura 3.1 b presenta la cantidad de fosforo total encontrado por gramo de
suelo seco en cada poligono productivo. Se observa que el poligono 1 difiere de los otros
dos por ser el que mayor valor de fésforo registré, alrededor de un 30% mds, mientras que
P2 y P3 muestran un valor similar entre ellos.

En cuanto a la medicién de densidad aparente (fig 3.1 c), los valores obtenidos
oscilan entre 1,4 g/mLy 1,8 g/mL, indicando el grado de compactacién importante en el
que se encuentran estos suelos.

La biomasa microbiana fue estimada a partir de la cantidad de CO, liberado de las
tierras estudiadas, es decir, se determind la biomasa midiendo la respiracién total de los
microorganismos del suelo. En la Fig. 3.1d se presentan los valores promedio para la
medicién de CO,. Estos valores oscilan entre 0,40 mg y 0,70 mg de CO, por gramo de
suelo. Sin embargo, en la Tabla 3.1, se observa una gran variabilidad para el poligono P2,

presumiblemente explicable por un mayor contenido de biomasa microbiana.
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Fig 3. 1: Muestreo espacial. Humedad (a), Fésforo total (b), Densidad (c),
Respiraciéon microbiana (d), pH (e), Volumen retenido (f), Conductividad (g) y Materia
organica (h). Los datos fueron normalizados teniendo en cuenta los % de humedad.
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En lo que se refiere al pH del suelo, para el caso del muestreo espacial (fig 3.1 e),
se puede observar que existe homogeneidad en cuanto a los valores dentro de la huerta.
La actividad horticola y las diferencias de tratamiento para los cultivos no alteraron
notablemente esta propiedad. Las mediciones de pH y conductividad fueron realizadas
simultdaneamente. Nuevamente, en el caso de conductividad (fig 3.1 g) no se observaron
diferencias entre los poligonos de la huerta, pero si en el caso de este parametro se
observé mucha dispersion en las mediciones al interior de cada poligono (ver tabla 3.1).

Con respecto al volumen de agua retenido (fig 3.1 f), se puede observar que
existe una diferencia entre el poligono 1y los poligonos 2 y 3, donde el suelo proveniente
del poligono 1 retiene aproximadamente un 25% mas que en los otros casos.

Con respecto a la medicidon de materia organica (fig 3.1 h), se utilizé el método de
ignicion para el que se calcinaban a 400°C los suelos tamizados. Como consecuencia de
este calentamiento, se consideré el resultado de la pérdida de masa como materia
organica total, y se expresd en forma porcentual. Se puede observar que los tren
poligonos tienden a mantener los valores que oscilan entre 4,5 % y 6%.

Desde este analisis surge que, en lo que refiere al muestreo espacial, los poligonos
de la huerta no presentaron diferencias importantes entre ellos por lo cual se ve una
distribucién que se podria considerar homogénea en cuanto a las propiedades bioldgicas,
fisicas y quimicas del suelo. Por otra parte, se vieron diferencias notorias entre las
propiedades de las muestras de suelo horticola y las utilizadas como control Rf1 y Rf2.
Este aspecto se discutird mas adelante.

Con respecto al muestreo temporal, en la tabla 3.2 se encuentran los valores
obtenidos para cada punto en la huerta segun la Fig. 2.2 del capitulo de Materiales y
Métodos (pag. 59). En la Fig. 3.2 se pueden observar, por otro lado, los valores promedios
y las desviaciones estandar para cada propiedad de todos los poligonos de acuerdo al

muestreo correspondiente (t;: primavera, t,: otofio y t3: invierno).
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Tabla 3.2: Propiedades biologicas fisicas y quimicas. Muestreo temporal

Propiedades Biofisico-quimicas

Punto de muestreo RM' Hum.” | MO’ p? Vol. Ret’
(mg COy/g suelo) | (%) | (%) | (mg/g suelo) | (mL/g suelo)
P1-C-t; 0,37 12,8 4,2 0,32 1,25
P1-C-t, 1,77 22,6 5,1 0,23 0,74
P1-C-t3 1,08 19,0 4,4 0,18 0,51
P1-E-t 0,39 20,0 4,6 0,20 1,11
P1-E-t, 0,40 20,6 4,0 0,29 0,87
P1-E-t3 0,73 17,8 3,9 0,15 0,46
P1-F-t; 1,43 20,9 4,7 0,19 1,22
P1-F-t, 1,66 19.9 4,4 0,41 0,85
P1-F-t; 0,66 12,0 3,9 0,53 0,65
P2-A-t; 0,68 22.4 4,0 0,10 1,02
P2-A-t, 1,15 17,9 3,6 0,14 0,76
P2-A-t; 1,50 16,3 3,6 0,08 0,50
P2-C2-t; 0,46 14,1 6,3 0,20 0,94
P2-C2-t, 1,93 21,9 3,9 0,27 1,02
P2-C2-t; 1,45 23,4 4,0 0,15 0,24
P2-D-t; 0,61 15,5 4,3 0,22 0,76
P2-D-t, 0,96 18,5 4,7 0,27 0,62
P2-D-t; 1,11 19.4 5,1 0,13 0,39
P3-A-t; 0,40 18,9 4,4 0,16 0,97
P3-A-t, 0,49 21,6 3,2 0,32 0,84
P3-A-t; 0,69 16,3 3,1 0,27 0,44
P3-C-t; 0,40 16,0 4,5 0,18 0,97
P3-C-t, 0,59 18,1 3,8 0,42 0,83
P3-C-t3 0,83 19,0 3,6 0,30 0,85

'RM: Respiracién microbiana (mg CO,/g suelo seco).

2 Hum: Humedad (% referido a suelo seco).

3MO: Contenido de materia organica (% referido a suelo seco).
*Vol. Ret: Volumen retenido de agua (mL de agua /suelo seco)
3 Fésforo Total (mg P/g suelo seco).

Claramente el porcentaje de materia organica, el contenido de fosforo y la
humedad no presentaron variaciones estacionales. Aunque cabe destacar que existe una
alta dispersion en los valores. En contraste, podrian observarse diferencias para el caso de

la respiracién del suelo y el volumen de retencion. Una posible hipdtesis podria estar dada
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por el proceso de enmienda que se realiza sobre estos suelos, utilizando componentes

naturales (cama de pollo) y quimicos. De todas maneras esta conjetura debe ser

estudiada.
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Figs3. 2: Muestreo temporal (promedio de los parametros medidos en los poligonos
para cada tiempo) Materia organica (a), Fosforo total (b), Humedad (c), Respiracion
microbiana (d), Volumen retenido (e). Los datos fueron normalizados teniendo en

cuenta los % de humedad.
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Se puede concluir entonces que no se observaron grandes diferencias entre los
valores de las propiedades medidas sobre las muestras de los diferentes poligonos dentro
de la huerta (muestreo espacial) y en las mediciones estacionales en ciertos puntos de la
huerta (muestreo temporal). Sin embargo si existen diferencias al comparar los suelos de
la huerta (HS) con los llamados “referencia” y “eucalipto”. En la fig. 3.3 se pueden observar

los correspondientes graficos con los promedios para cada parametro.
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Fig 3.3: Comparacion entre tierra de huerta y controles (referencia y
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(e), Respiracion microbiana (f), Volumen retenido (g) y Conductividad (h). Los
valores fueron normalizados teniendo en cuenta el %o humedad.
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Si bien el suelo de la huerta (HS) era similar en composicion y textura al suelo de
referencia RF1, en el caso de respiracion microbiana este pardmetro fue mayor en el suelo
de referencia Rf1 con 0,77 + 0,07mg CO,/g suelo seco mientras que HS dio valores de 0,45
+ 0,07mg CO,/g suelo seco. Por otro lado el suelo del bosque de eucaliptos (Rf2) presentd
valores de mas del doble que el resto de los sitios muestreados. Lo mismo ocurridé con el
porcentaje de materia orgdnica donde, en eucalipto, fue tres veces mayor que en el resto
de los puntos. Esto indicaria que el porcentaje de materia orgdnica y los valores de
respiracion estan correlacionados (Fig 3.2 b y f): a mayor porcentaje de materia organica
existe mayor cantidad de sustrato (fuente de carbono) susceptible de ser metabilizado por
los microorganismos incrementando consecuentemente los valores de biomasa. El control
llamado eucalipto (Rf2) correspondia a una zona donde se encuentra una aglomeracion de
estos arboles, por lo cual la cantidad de hojarasca presente en esos suelos era muy
grande. Esta observacion permitiria explicar los altos porcentajes de materia organica
hallados en el sector y el consecuente incremento en las mediciones de biomasa
microbiana por medio de respiracion. El bajo contenido de materia organica encontrado
en suelo de huerta (Fig. 3.2) podria explicarse en funcién de la produccién intensiva sobre
estos suelos.

En relacién con el efecto del agregado de enmienda sobre la estructura de los
suelos, D'Hose et al (2013) encontraron que el agregado de enmiendas produce una
disminucion de la densidad aparente variando, las propiedades estructurales del suelo. Sin
embargo, como se observa en la Tabla 3.1, los valores de densidad aparente para los
suelos estudiados son mayores a los de los suelos de referencia, es decir, se observa un
aumento en la densidad aparente a pesar de los agregados de enmiendas que las tierras
de huerta pudieran recibir. En relacion con la estructura de los suelos, se pudo determinar
a partir del analisis realizado a los suelos de huerta y referencia (Rfl) que las primeras
eran mas ricas en arcilla (21,5% suelo de huerta,18,0% suelo de referencia) y las ultimas

en arena (11.88% frente a 9% en suelo de huerta, 11.88% suelo de referencia), lo cual
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podria hacer presumir que los suelos de huerta, ademas, recibieron el aporte de “suelo
exdgeno”, es decir proveniente de otra locacion.

Como se menciond anteriormente, se encontraron altos valores de fosforo total en
los suelos productivos estudiados. Se vio que los niveles en el suelo de las huertas (0,19
+0,04mg P/g suelo seco, fig 3.3 d) representaban el doble de los valores encontrados en el
suelo de referencia (0,09+0,03mg P/g suelo seco, fig 3.3 d). Este enriquecimiento en
fosforo es consecuencia de la fertilizacidon de los campos, realizada previa al cultivo. En
particular, en estos emprendimientos horticolas estudiados, la fertilizacién se realiza con
cama de pollo, la cual tiene la caracteristica de aportar fésforo, nitrégeno y materia
organica. Si bien estos suelos reciben un aporte exégeno importante de fésforo, a su vez,
las especies de fosforo solubles en agua sufren un rapido proceso de inmovilizacidon en
estos suelos, que puede ser explicado parcialmente por la importante dureza de las aguas
de la zona. En funcién de esta hipétesis y a partir de un andlisis del ca® y el I\/Ig2+
presentes en muestras de suelo analizadas en la Facultad de Agronomia de la Universidad
de Buenos Aires, se obtuvo que las tierras de huerta poseen un nivel medio de iones Ca**
y Mg2+ de 8 meq/100g y 4meq/100g, respectivamente, que pueden considerarse como
altos. Esta hipotesis se alinea con lo postulado por Jin Fa et al (2014) quienes sugirieron
gue los agregados de fésforo en el suelo quedan mayoritariamente inmovilizados, sin
capacidad de estar biodisponibles.

Gonzalez et al (2010) postulan que las enmiendas de suelo, cuyo fin principal es el
agregado de materia organica y nutrientes, mejorarian las propiedades fisico-quimicas,
bioquimicas y microbioldgicas de los mismos. Entre los beneficios que aportan se
encuentran: mejorar la agregaciéon del suelo, la retencién de agua, reducir la densidad
aparente y estabilizar el pH. Sin embargo, éstas cuestiones no se ven reflejadas en los
resultados obtenidos para suelo de huerta, probablemente debido a que también existen
otros factores, como la compactacién del suelo que podria alterar la densidad aparente y

la retencidn de agua.
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En la figura 3.3 f se pueden observar los valores de produccion de CO, producto
de la respiracion de los microorganismos aerobios en las tres muestras de suelo. La
muestra de referencia del bosque de eucalipto (Rf2) presentd una produccién de CO,
cuatro veces mayor que la proveniente de la huerta, mientras que la del suelo de
referencia (Rf1), no tuvo diferencias significativas con la medicion en huerta. Esto podria
explicarse parcialmente teniendo en cuenta que el suelo proveniente de la huerta
presentd mayores valores de densidad aparente (Fig. 3.3 e), bajos volUmenes de retencion
de agua (Fig. 3.3 g), y menor contenido de materia organica, con lo cual se esperaria
encontrar en estos suelos menor produccién de CO, que en los de referencia. De esta
forma por el nivel de compactacién de los suelos horticolas se ve reducida la cantidad de
macroporos donde se almacenan los gases pertenecientes a la atmédsfera del suelo, donde
los microorganismos aerobios toman el O, necesario para realizar la respiracién, por lo
cual el desarrollo de la biomasa se veria desfavorecido.

En cuanto a los valores de densidad aparente, se puede observar en la figura 3.3
gue los valores en huerta son aproximadamente un 85% mayores que en los suelos de
referencia. Algunos autores tales como Wilson et al (2013), postulan que si aumenta la
densidad aparente, baja la retencidon de agua afectando la estructura del suelo y por ende
la fertilidad de la matriz. Los valores de densidad aparente son muy dependientes de los
procesos de compactacion que sufren los suelos horticolas producto de los procesos
mecdanicos que los productores realizan al trabajar estas tierras. Valores altos producen
alteraciones fisiolégicas y morfoldgicas en las plantas que llevan a la reduccién de los
cultivos mediante la limitacion en el crecimiento de las raices (Wilson et al, 2013).

Adicionalmente, la compactacion también afectaria en forma negativa el
almacenamiento de agua, la aeracion y la temperatura. Se puede observar en la figura 3.3
g que la tierra de eucalipto retuvo poco mas del doble del volumen de agua retenido por
los suelos de huerta. Estos resultados también se condicen con los valores hallados de

porcentaje de humedad (fig 3.3 c) en todas las tierras donde Rf2 una vez mas presenta un
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porcentaje dos veces mayor que HS.

3.2-Degradacion de plaguicidas

3.2.1- Cinética de degradacion de clorpirifos, trifluralina y procimidone

Se realizd una experiencia de degradacién aplicando simultaneamente clorpirifds,
trifluralina y procimidone en la forma de sus formulados comerciales a una muestra de
suelo de huerta y a otra correspondiente al suelo de referencia. En el caso del suelo de
huerta, la muestra de estudio resulté de una composicidon representativa de los tres lotes
de estudio. Se realizd el analisis de la degradacion de los plaguicidas durante un periodo
entre 24 y 32 dias para evaluar la disipacién de estos productos.

La Figura 3.4 presenta los resultados de la primera experiencia (dosis aplicada
0.015-0.035mg/g suelo seco), donde se aplicaron los tres plaguicidas simultaneamente en
una muestra combinada de suelo de huerta y en un control referencia. Se puede observar
gue, por la pendiente de las curvas en la Figura 3.4 a en la muestra de suelo consolidado
de la huerta la cantidad de producto hallada disminuye de manera mas rapida que en los

suelos de referencia, a las concentraciones aplicadas.
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Fig 3. 4: Disipacion de trifluralina, clorpirifés y procimidone en (a) tierra de
huerta y (b) tierra de referencia. Dosis 0,015-0,035 mg/g tierra.

Se realizaron simultadneamente los ensayos de control de biomasa microbiana, mediante

la medicién de la respiracion del suelo realizada en forma paralela al ensayo de

degradacién para los mismos intervalos de tiempo. La figura 3.5 presenta los valores de
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respiracion microbiana para suelos expuestos a los plaguicidas y para los suelos controles.
Es interesante sefialar que no se observan diferencias significativas entre la respiracion
microbiana del suelo de huerta y las de los suelos referencia a lo largo de 24 dias. Sin
embargo, se puede observar que en los primeros intervalos después de la aplicacién del
pulso de plaguicidas, los valores de respiracion aumentan para el suelo de huerta,
coincidiendo con una marcada disminucién de la concentracién de los plaguicidas (Fig.
3.4), lo que podria explicarse teniendo en cuenta el proceso de metabolizacidn de estos
xenobidticos. Es asi que los valores de respiracién parecen indicar un estrés asociado con
el pulso inicial de los productos (Fig. 3.5), que luego es superado por la poblacién
microbiana. Este efecto se pone en evidencia teniendo en cuenta que a las 2 horas luego
de la aplicacidn de los productos, el suelo de huerta presentd un valor para la respiracion
de 3,19 mg de CO,/g de tierra mientras que antes de la aplicacion del pulso inicial de
plaguicidas los valores oscilaban alrededor de 2,70 mg de CO,/g de suelo.

Para verificar el efecto de la concentracidn de los productos aplicados, se realizé
un nuevo experimento en el cual se incrementd la dosis aplicada en el pulso inicial en un
segundo ensayo. Este aumento de la cantidad de plaguicida podria alterar la capacidad
biodegradativa de los microorganismos. Fang Hua et al, (2009) observaron que a medida
gue se incrementa la dosis, mas es el tiempo que tarda el producto en disiparse del

ambiente.
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Fig 3. 5: Respiracion microbiana en tierra de referencia (a) y tierra de huerta
(b). Dosis 0,015-0,035 mg/g tierra.

En esta segunda experiencia se incrementé un orden la dosis aplicada de
clorpirifés, procimidone y trifluralina, siendo ésta de 0,111 mg/g -0,200 mg/g de suelo
seco. Cabe destacar que, en este caso, se agregd un control adicional llamado “eucalipto”
para evaluar la capacidad degradativa de este suelo que habia resultado tener una
respiracion alta (y presumiblemente una alta masa microbiana).

En las figuras 3.6, 3.7 y 3.8 se pueden observar los graficos de degradacién
obtenidos para este segundo ensayo con trifluralina, clorpirifés y procimidone
respectivamente, para los distintos tiempos de medicion de la concentracién de

plaguicidas y para las diferentes muestras de suelo (huerta, referencia y eucalipto).
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Fig 3. 6: Disipacion de Trifluralina en (a) tierra de huerta, (b) tierra de
referencia y (c) tierra de eucalipto. Dosis 0,200 mg/g tierra seca.

Utilizando cantidades dosis mayores de plaguicidas, las cinéticas de degradacién
son diferentes al caso anterior. Se observa que clorpirifos es degradado tanto en la
muestra proveniente de huerta como en la de referencia aproximadamente en un 70 % en
30 dias mientras que solo un 33% es degradado en “eucalipto”. Con procimidone no es
muy clara la tendencia en las tres muestras; los graficos muestran un perfil relativamente
constante en cuanto a la cantidad de producto. Si se toma en cuenta el estado inicial y el
final se puede decir que en el caso de procimidone la reduccidon de la cantidad de

producto fue en un 50% trancurridos mas de 30 dias mientras que en trifluralina, durante
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el mismo periodo de tiempo, fue del 57% aproximadamente.
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Fig 3. 7: Disipacion de clorpirifés en (a) tierra de huerta, (b) tierra de
referencia y (c) tierra de eucalipto. Dosis 0,15 mg /g tierra.
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Fig 3. 8: Disipacion de procimidone en (a) tierra de huerta, (b) tierra de
referencia y (c) tierra de eucalipto. Dosis 0,20 mg/g tierra.

Comparando los resultados de estas experiencias con los valores del experimento

de degradacion a dosis mas bajas, se puede concluir que a mayor dosis aplicada, mas

lenta es la disipacion de los productos. Esto es consistente con lo que otros autores

observaron, como es el caso de Fang Hua et al (2008). Conocer la velocidad de
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degradacién en relacion con la cantidad de biomasa microbiana presente, es importante y
es complementario ya que los plaguicidas tienen efectos tdxicos evidentes sobre los
microorganismos. De acuerdo con Lian-Kuet Chan et al (2010), la estructura, la
temperatura y la poblacidon microbiana son variables criticas que afectan la degradacion.
Esto explicaria, en parte, por qué al aumentar la dosis aplicada de clorpirifés, trifluralina y
procimidone no se puede observar en el intervalo de tiempo dado, una cinética de
degradacion mas rapida como la observada en el primer ensayo.

Para el experimento en el cual se incrementd en un orden la dosis aplicada,
ademas de evaluar la biomasa microbiana a través de la medicién de la respiracién (Fig.
3.9), se realizé un recuento de bacterias aerobias heterdtrofas totales. Este recuento se
realizé en las tres muestras (huerta, referencia y eucalipto) en paralelo a los ensayos de
degradacién y biomasa microbiana. Cabe destacar que las muestras destinadas a estos
ensayos microbioldgicos recibieron el mismo tratamiento que las demas, es decir, un
pulso inicial de plaguicidas (dosis 0,111-0,200 mg/g tierra) y la incubacion para realizar el
recuento también fue a tiempos fijos antes y luego de la aplicacion inicial.

Los resultados de las mediciones de biomasa mostraron diferencias entre las
muestras que recibieron agregados de plaguicidas y las que no, pero no se encontraron
diferencias entre las muestras con distinta procedencia (Fig. 3.9). Sin embargo, cuando se
realizé el recuento, se pudo observar un descenso en las UFC/g de suelo al aplicar los

plaguicidas (Fig. 3.10).
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Fig 3. 10: Recuento de bacteria heterdtrofas aerobias totales en tierra de
huerta (a), tierra de referencia (b) y tierra de eucalipto (c). Dosis: 0,15-0,20 mg/g
tierra.

Como se observd en los resultados de biomasa del primer ensayo de degradacién,
el pulso inicial de plaguicidas provocé un nivel de estrés en los microorganismos. En la
Figura 3.5 se observa que luego de transcurridas dos horas desde la aplicacién de los
plaguicidas, para el suelo horticola la cantidad de diéxido de carbono detectada es poco

menos del doble que en el control, y luego de un dia desde el pulso inicial, tanto el control
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como el suelo con plaguicidas igualan los valores de medicién de biomasa. En el caso
donde se aplicé una dosis un orden mayor ocurre que, luego de la aplicacidn, disminuye la
biomasa en los suelos con plaguicidas frente a los controles. Cabe recordar que, antes de
incorporar a los suelos los productos, se realizd un ensayo de medicién de biomasa
microbiana para poder comparar los efectos luego de la aplicacidon de los plaguicidas. Se
pudo observar que, en el caso de la tierra de huerta, antes del pulso inicial los valores
eran de 0,822 mg CO,/g tierra, luego de dos horas de la aplicacion la respiracién aumento
a 1,939 mg CO,/g tierra. Por otro lado, la muestra de huerta que recibié un agregado de
agua destilada en lugar de plaguicidas, para el mismo tiempo de incubacién arrojé como
resultado 2,797 mg CO,/g tierra. Luego de un dia de la incorporacién de los tres
productos, la muestra de tierra de huerta que tenia el pulso inicial con plaguicidas ya
presentaba una disminucion de los valores en aproximadamente en 0,100 mg CO,/g tierra.

Probablemente, la diferencia entre la respuesta del primer y segundo ensayo tenga
qgue ver con el nivel de toxicidad aportado por los productos al aumentar la dosis en un
orden. Estd reportado que el producto de degradacidn del clorpirifds, el tricloropiridinol
(TCP) posee efectos bactericidas. Se han realizado analisis en laboratorio con bacterias del
género Pseudomonas en medios liquidos en presencia de TCP donde se identificaron los
efectos téxicos de este metabolito (Fang Hua et al, 2009). Sin embargo, a los cinco dias
luego de la aplicacién la biomasa de los suelos que recibieron los productos se iguala con
la de los controles. Esto demostraria que la poblacién de microorganismos es resiliente y
que la biomasa posee mecanismos para soportar el impacto de estos productos.

Se sabe que los plaguicidas en dosis concentradas poseen un efecto inhibitorio
sobre los microorganismos del suelo (Fang Hua et al, 2008), pero también se sabe que el
género Pseudomonas tolera altisimas concentraciones de plaguicida (Ahemad et al, 2011).
Chu Xia Oqgiang et al (2007) también observaron que el clorpirifés tiene un efecto de
inhibicion/estimulo sobre los microorganismos viendo que, tras su aplicacion, la poblacién

de microorganismos se reducia a un 44,1% v, luego de 14 dias se registraba un aumento
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gue alcanzaba aproximadamente los valores anteriores a la aplicacién del insecticida. Esto
es consistente con los datos expuestos en la figura 3.10, donde para tierra de huerta se
observa un descenso en la UFC/g suelo, luego de la aplicacidon de los tres productos, frente
a la muestra control. Se puede ver también, que dias después se registré un leve ascenso.
En suelo de eucalipto se observa una tendencia similar donde la muestra con agregados
de plaguicidas registra un descenso en la cantidad de UFC/g suelo frente a la muestra
control. En el caso de la referencia no se observan diferencias significativas entre lo
registrado para el suelo control y para la muestra con agregados de los tres plaguicidas.

Se menciond y discutio en parrafos anteriores las diferencias en la disipacién de los
mismos productos aplicados en diferentes dosis. Ademdas se asocid esta cinética a la
actividad de las bacterias quienes estarian utilizando los productos como fuente de
carbono. Sumado a esto, se observd que en suelo de huerta la disipacion es mayor
respecto a los suelos de referencia y de eucalipto, probablemente asociada a la
degradacién microbiana dado que los recuentos y aislamientos probaron que en dicho
suelo existian bacterias mas tolerantes a los plaguicidas utilizados que en las otras
muestras. En base a esto, se podria concluir que las bacterias de suelo horticola estdn
adaptadas a la aplicacion de plaguicidas, es decir, poseen mecanismos de adaptabilidad
gue les permiten utilizar plaguicidas para su metabolismo dadas las repetidas
aplicaciones. En relacion con este aspecto, Arbeli & Fuente (2007) observaron que en
suelos donde existen repetidas aplicaciones de productos fitosanitarios se produce un
aumento en la velocidad de degradacién de los plaguicidas. Esto es conocido como
degradacion acelerada y es lo que podria estar ocurriendo en los suelos de la huerta
estudiados. Estos autores sostienen que mediante la formacion de estructuras de
resistencia los microorganismos pueden soportar las condiciones adversas y utilizar los
plaguicidas como una fuente continua de sustrato. Este crecimiento bacteriano a costa de
los agregados de productos para la produccion también estd asociado y condicionado por

factores ambientales; siendo el pH el factor mds importante para el crecimiento de estos

105



Universidad Macional
de General Sarmiento

DOCTORADO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA

Evaluado y acreditado por la Comisién Nacional de Evaluacion y Acreditaciéon Universitaria
(CONEAU). Resolucion N° 1178/ 11. Calificacién “B”.

organismos.

Por ultimo, en relacion a lo tratado en la seccidn 3.1, se puede decir que los
resultados observados en este caso son contrarios a las afirmaciones hechas por Kah et al
(2007) quien afirma que hay una correlacién positiva entre la materia organica y la
velocidad de degradacidn para casi todos los plaguicidas, y que esa correlacion es mayor
cuando se usaron los productos en una Unica mezcla de aplicacién. En el caso por
nosotros estudiado se pudo observar que si bien “referencia” tiene mayor porcentaje de
materia organica, la velocidad de degradacién es mayor en “huerta”; esto implica que hay
gue evaluar no sélo la materia organica sino también la comunidad microbiana y su
funcionalidad en cada suelo. En este sentido, Steenwerth et al (2002) obtuvieron
resultados mds concordantes con los de este trabajo, encontrando diferencias en la
composicion de la comunidad microbiana relacionadas mayormente con la biomasa, el pH

y factores tales como fertilizantes, herbicidas e irrigacion.

3.2.2- Cinética de degradacion de plaguicidas en funcion de los sitios
muestreados

En esta etapa se buscd identificar si existian diferencias para la degradacién de los
plaguicidas en funcion de los diferentes sectores de la huerta. La motivacion inicial para
realizar este ensayo parte de que, segun lo comentado por el productor, cada uno de los
sectores tenia una historia diferente en cuanto a rotacién de cultivos y tratamiento para
los mismos. Es decir, si la historia productiva de cada sector era diferente, esto tal vez
podria alterar los tiempos de degradacién aun considerando que las propiedades
fisicoguimicas no presentaban diferencias significativas entre sectores.

Cabe recordar que al principio se realizaron ensayos para estudiar si existia
heterogeneidad en cuanto a las propiedades bioldgicas fisicas y quimicas entre diferentes
puntos de la misma huerta. Como resultado se obtuvo que las diferencias no eran

significativas y por tal motivo para los subsiguientes ensayos de degradacion las muestras
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de distintos sitios del campo se consolidaron en una sola que se denominé “huerta”. En el
caso de este nuevo ensayo no se consolidd el suelo sino que el interés fue estudiar en
forma sectorizada la capacidad degradativa, de forma de poder evaluar si se verificaba la
hipétesis inicial sobre la homogeneidad en el comportamiento de los distintos sectores de
la huerta.

En el apartado 3.2.1, se discutid la rdpida degradacion de los productos
fitosanitarios en los primeros 15 dias cuando la dosis era 0,015-0,035 mg/g suelo. Luego
de los primeros 15 dias, la disminucidn relativa era menor y hacia el dia 30 se notaba la
tendencia a la desaparicidon total de los plaguicidas. En base a estos resultados se disefid
una experiencia para evaluar la cinética de degradacion de los plaguicidas de acuerdo a
los diferentes sitios dentro de la huerta, es decir, estudiar la cinética en funcion del punto
muestreado en campo conociendo qué se cultivd en cada sitio en las dos ultimas
temporadas. En la Figura 3.11 se puede observar el plano de la huerta, dentro de los
sectores en cada poligono se observan los puntos de muestreo para este experimento,
seleccionando siete sitios en total dentro de la huerta. Como se dijo anteriormente, la
hipdtesis inicial en esta experiencia fue que la capacidad degradativa del suelo en los
diferentes sitios podria variar, dada la historia de uso. Por esta razén en la Figura 3.11y en
el andlisis de los resultados se incorpord, para cada punto de muestreo, el cultivo
encontrado en el momento de toma de muestras, siendo “12” el primer muestreo y “29”
la segunda campafia. Por otro lado, asi como se considerd en el resto de los ensayos, se

muestreo la tierra “referencia” (Ref).
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Fig 3. 11: Mapa de la huerta muestreada y puntos dentro de la misma tomados
para el muestreo de degradacion por sitios con los correspondientes cultivos.

En la Figura 3.12 se pueden observar los resultados de los ensayos de laboratorio,
donde se aplicd un pulso inicial a las muestras de suelo de los formulados comerciales de
clorpirifés, procimidone vy trifluralina en una dosis 0.017-0.035 mg/g suelo. En la misma se
sefiala la concentracion inicial (a 2 hs. luego de la aplicacion) y la remanente a los 15 dias
de la aplicacién.

En esta experiencia se vidé que transcurridos los 15 dias luego del pulso inicial, en
todos los sitios se observé una disminuciéon de la concentracion, siendo las disminuciones
relativas de la concentracion de producto relativamente parecidas entre todos los puntos

muestreados, con excepcidon del punto 2 para clorpirifds. En este caso la cantidad de

plaguicida disminuyd en un 80%
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Fig 3. 12: Degradacion por sitios de trifluralina (a), procimidone (b) y
clorpirifos (c).

En cuanto al clorpirifds, sobresale el sitio 2 (Fig 3.12 c) para el cual la desaparicion
del producto fue casi total; por otro lado, cabe destacar que no se pudo medir la
concentracidn inicial de clorpirifés en el punto Ref. por errores de procedimiento. En
general los promedios de los valores de degradacidon en todos los puntos presentan menor
tasa de desaparicion de trifluralina (Fig. 3.12a), contrariamente a lo que se podria
conjeturar dado que la trifluralina estd reportada como producto volatil (Bellinaso et al,
2003; Beidos et al 2006) y se esperaria que se registren menores cantidades presentes en

el suelo pasados los 15 dias.
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Por otro lado, se registraron sitios donde la trifluralina, el procimidone y el
clorpirifés disminuyeron su concentracion en proporciones similares. Este es el caso de los
sitios 3y 6.

Por ultimo, se observa que el insecticida clorpirifés fue el que presentdé mayor
porcentaje de degradacién, en comparacion con los otros dos productos, en funcién de lo
gue se observa en el sitio 2 (Fig 3.12c). Por otro lado, si bien los sitios 4, 5 y 6 se hallan
cercanos en el mapa (Fig. 3.11) tienen historias de usos diferentes. Sin embargo, no
presentaron capacidades para degradar los plaguicidas muy diferentes, o al menos las
practicas de cultivo ensayadas en los sectores no incidieron en la capacidad de
degradacion de los plaguicidas ensayados.

En el caso del sitio Ref., se observa que el procimidone fue degradado en un 40%
mientras que trifluralina solo se degraddé en alrededor de un 20%. En dicho sitio, al
tratarse de la tierra de referencia, se habria esperado que la capacidad degradativa no sea
alta ni tampoco significativamente diferente entre los productos como ocurrié en los
experimentos de degradacion analizados en la seccidén 3.2.1 donde se observd que en el
suelo de huerta (en ese caso una mezcla de suelo proveniente de los diferentes sectores
conformaban la muestra) los productos se degradaban en menor tiempo que en la tierra
referencia.

De lo anterior expuesto, se concluye que pareceria no existir una gran diferencia
en la capacidad degradativa en estos suelos estudiados, cuando se tiene en cuenta
muestras tomadas en diferentes puntos de la huerta que tuvieron historias productivas
diferentes. Este hecho es coincidente con lo observado en el estudio de los pardmetros
materia organica, respiracion, pH, densidad, y conductividad en funcion de la posicion,
siendo practicamente sélo el valor de fésforo total y la capacidad de retencidn de agua las

propiedades que mostraban una dependencia posicional.
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3.3- Enriguecimiento y aislamiento de bacterias

3.3.1- Clorpirifos, procimidone y trifluralina

A partir del enriquecimiento con clorpirifds, procimidone vy trifluralina, siete cepas
fueron aisladas del suelo horticola, y dos del de referencia. Todas ellas fueron
caracterizadas como Gram negativas, por lo que luego se les realizd la caracterizacion
bioquimica API20E (Tabla 3.3). De esta ultima caracterizacién, se obtuvo que las nueve
cepas aisladas pertenecen al género Pseudomonas con una aproximacién aceptable. Con
menor discriminacidn, algunas cepas podrian responder al género Bordetella, Alcaligenes,
Moraxella u Ochrobactum (Tabla 3.4). La Fig. 3.13 presenta a manera de ejemplo las

colonias en una placa de enriquecimiento.

Fig 3. 13: Crecimiento en placa enriquecida con clorpirifos, trifluralina y
procimidone en sus formulaciones comerciales.

Se puede observar una clara diferencia entre el nimero de cepas aisladas desde el
suelo de la huerta y desde el suelo referencia, utilizando como Unica fuente de carbono
los productos comerciales con clorpirifds, trifluralina y procimidone juntos. En las tablas
3.3 y 3.4 se observan los resultados de las pruebas bioquimicas para las cepas
denominadas Hu 2, Hu 3, Hu nvo 2, Hu nvo 3, Hu nvo 4, PCA Hu 1 y PCA Hu 2, las cuales se

aislaron de los suelos de huerta; y Al nvo 1 y Al nvo 2, que fueron aisladas del suelo de
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referencia. Esta diferencia en el nimero de cepas aisladas refuerza aun mas la hipotesis
realizada en la seccién 3.2 acerca de que existe una adaptacién de las bacterias propias
del suelo de la huerta como consecuencia de la presion de seleccion dada por la
aplicacién de los productos fitosanitarios. Esta circunstancia genera un cambio en la
comunidad bacteriana del suelo de huerta; no es casualidad que las cepas en su mayoria
pertenezcan al género Pseudomonas ya que son bacterias muy versatiles en términos de
diversidad metabdlica y estrategias de supervivencia en diferentes ambientes. Es sabido
que éstas son las responsables de la degradacion de productos organofosforados
(Chamika et al, 2011).

Tabla 3.3: Caracterizacion bioquimica API20E
Cepa
Hu Hu Hu PCA
Hu Hu nvo nvo nvo Al Alnvo PCA Hu
Ensayo 2 3 2 3 4 nvol 2 Hul 3

ONPG' - - - - - - -

ADH” -+ - - - - - + o+

LDG® - - - - T 3 o
ODG” - - - - T 3 o
cIT + + - + + - + + +
H,S° - - - - T 3 o
URE’ - - - - - - - + +
TDA® - - - - T 3 o
IND® - - - - T 3 o
vp¥ + + + + + + + +
GEL™ - - - - T 3 o
GLU"™ - + + + + - + + +
MAN® - - - - T 3 o
INO™ - - - - T 3 o
SOR® - - - - - 3 o
RHA™ - - - - T 3 o
SACY - - - - T 3 o
MEL™® + + + + + - + + +
AMY™ - - - - T 3 o
ARAZ - - - - T 3 o
ox*t + + + + + + + + +
NO,Z - - - - T 3 o

23
N; - - - - -

1B—galactosidasa, ZArginina dehidroliasa, * Lisina descarboxilasa, *Ornitina decarboxilasa, “Utilizacién de citrato, ® produccion de H,S,
7Ureasa, 8Triptofano deaminasa, °Produccién de indol, produccién de acetoina, 11Gelatinasa, 12Fermentacién/ oxidacion (glucosa), 3
Fermentacién/ oxidacion (manitol), “*Fermentacién/oxidacion (inositol), "*Fermentacién/oxidacién (sorbitol), *Fermentacién/oxidacion
(ramnosa), “Fermentacion/ oxidacion (sacarosa), ‘*Fermentacion/oxidacion (melibiosa), ‘*Fermentacion/oxidacion (amygdalyn),
20Fermentacic’)n/oxidacién (arabinosa), A Citocromo oxidasa, 2produccién de NO,, ZReduccion del gas N,
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Estos resultados se condicen con lo discutido en la seccidn anterior, a partir de la
observacion que en el suelo proveniente de la huerta la degradacién de clorpirifds,
trifluralina y procimidone es mas eficiente que en suelos no utilizados para la produccion
horticola (referencia y eucalipto). Este resultado coincide con lo que se sabe acerca de que
los plaguicidas disminuyen la diversidad microbiana y aumentan la diversidad funcional de
las comunidades (Hussain et al, 2009). Chen et al (2001) postula que los fungicidas, al
eliminar o inhibir el crecimiento de los hongos, conduce a un aumento de la actividad
bacteriana. Esto puede influenciar la superviviencia de la poblacion degradadora

promoviendo el desarrollo de la degradacién acelerada (Arbelli y Fuentes, 2007).

Tabla 3.4: Interpretacion de resultados API 20E

Hu 2 Pseudomonas putida
Hu 3 Pseudomonas putida
Hu nvo 2 Pseudomonas fluorescens/putida
Hu nvo 3 Pseudomonas putida
Hu nvo 4 Pseudomonas putida
Alnvo 1 Bordetella/Alcaligenes/Moraxella
Al nvo 2 Pseudomonas putida
PCAHu1l Pseudomonas putida
PCA Hu 3 Pseudomonas putida

Por otro lado, la biodegradacion depende de un conjunto complejo de factores
como el clima y diferentes propiedades edaficas que favorecen el metabolismo
bacteriano. El suelo a temperaturas calidas, estructura adecuada y presencia de materia
organica generalmente promueve la actividad microbiana y, consecuentemente, el

potencial metabolismo de plaguicidas.
3.3.2- Evaluacion de consorcios

Las bacterias pueden existir conviviendo con un conjunto muy grande de especies

diferentes en un mismo ecosistema, funcionando como consorcio. Esto es posible porque
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tienen un comportamiento en el cual todas cooperan para la supervivencia. Esa
cooperacion puede consistir en la degradacién de un producto cuyo metabolito le sirve a
otra cepa microbiana para su nutricidon, y esto se repite en multitud de etapas y
microorganismos, favoreciendo asi la desaparicion de las sustancias aplicadas a la huerta.

Con el objetivo de evaluar esa interaccion en las cepas aisladas del suelo de la
huerta mediante el enriquecimiento, se realizd un ensayo de evaluacion de consorcios
microbianos, cuyos resultados son expuestos en la Tabla 3.5. La experiencia consistié en
hisopar una placa con una cepa (césped) y luego incorporar las demas cepas en forma
localizada aplicando una gota con una pipeta automatica (indculo).

Las cepas llamadas Hu nvo 2, 3 y 4 no inhibieron el crecimiento de ninguna otra
cuando estaban incorporadas como césped. Sin embargo, Hu nvo 2 se vid inhibida cuando
la PCA hu 1y 2 se encontraban como césped. Hu nvo 3 y 4 presentaron crecimiento leve
frente a Hu 2 y 3 en césped. Tanto Hu 2 como Hu 3 inhibieron o dificultaron el crecimiento
de las demas cepas al encontrarse como césped de la placa. Por lo tanto, Hu 2 y Hu 3 no
serian apropiadas para formar consorcio con las demds dado que dificultaron el
crecimiento de las demas sobre ellas. No obstante Hu nvo 2, 3 y 4 mostraron un

comportamiento que podria ser dptimo para conformar un consorcio entre ellas.

Tabla 3.5: Ensayo de compatibilidad de cepas aisladas de suelo de huerta

Inéculo/

Césped pcaHul |pcaHu3 |Hunvo2 |Hunvo3 |Hunvo4 |Hu2 Hu3

pca Hu 1 + + + + crec leve | crec leve
pca Hu 3 + + + + crec leve | crec leve
Hu nvo2 Inhib Inhib + + + +

Hu nvo3 + + + + crec leve | crec leve
Hu nvo4 + + + + crec leve | crec leve
Hu2 Inhib Inhib + + + inhib
Hu3 + + + + + +
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3.3.3- Endosulfan

El endosulfan es un plaguicida con una alta vida media en el ambiente, por lo que
la busqueda de microorganismos naturales capaces de degradarlo es un objetivo
relevante. Mediante la realizacion de un nuevo enriquecimiento realizado con Lorsban y
luego con endosulfan puro se pudieron aislar tres cepas nombradas huen 1, huen 2 y huen
3 capaces de degradar este plaguicida. Las cepas fueron aisladas del suelo de la misma
huerta que las cepas tratadas en secciones anteriores. Las tres resultaron ser Gram
negativas, por lo cual fueron caracterizadas bioquimicamente usando el API20E (Tabla
3.5). Tanto huen 1 como huen 3 resultaron pertenecer al género Pseudomonas con alto
nivel de discriminacién, mientras que huen 2 podria pertenecer al género Burkhodelia

cepacia con un 52% de discriminacién (Tabla 3.5).
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Tabla 3.6: Caracterizacion bioquimica API20E e interpretacion para la serie
de cepas Huen
Cepas
Huen 1 Huen 2 Huen 3

Pseudomonas Burkhodelia Pseudomonas

. cepacia/Pseudomonas .
fluorescens/putida pacia/ . fluorescens/putida
aeruginosa

1 . 2 . . R . 3 . . . 4 s . 5 ™ .z
B-galactosidasa, “Arginina dehidroliasa, ~ Lisina descarboxilasa, Ornitina decarboxilasa, “Utilizacion de
. 6 . s 7 8+ . . 9 . s . 10 . s

citrato, ~ produccién de H,S, 'Ureasa, ~Triptofano deaminasa, "Produccidon de indol, ~"Produccién de

. 11 . 12 .z . . 13 .z . . .
acetoina, ~“Gelatinasa, ~“Fermentacion/ oxidacion (glucosa), Fermentacidon/ oxidacién (manitol),

14 .z . . . . 15 .z . .. . 16 .z . .

Fermentacidn/oxidaciéon (inositol), Fermentacién/oxidacion  (sorbitol), Fermentacidn/oxidacion
17 .z . . 18 .z . .y Sl
(ramnosa), Fermentacién/ oxidacién (sacarosa), Fermentacidn/oxidacién (melibiosa),
19 .y . .2 20 .2 . .2 . 21 . .
Fermentacién/oxidacion (amygdalyn), “"Fermentacidén/oxidacion (arabinosa), “"Citocromo oxidasa.

Luego de enriquecer en endosulfan y aislarse las cepas del suelo de huerta, fue
interesante observar cual de ellas, de manera aislada, podria metabolizar el plaguicida en
cuestioén. Este interrogante surge dado que las cepas fueron purificadas, por lo cual la
interaccién con el plaguicida de manera individual de cada cepa no necesariamente
corresponderia al comportamiento del conjunto. En una placa de Petri, con medio minimo

en agar sin fuente de carbono, se incorpord el endosulfan con etanol pulverizdndolo sobre
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la placa y dejando evaporar luego el solvente dentro del flujo laminar encendido. Debido a
las caracteristicas estructurales del endosulfan, se sabe que es muy poco soluble en aguay
por ello para la incorporacion del producto en los medios de cultivos, ya sea en placa o
liguidos, se utilizé un co-solvente; en este caso fue etanol.

Al estriar las cepas y luego de incubarlas, se observé que huen 2 no pudo crecer en
placas de Petri rociadas con endosulfan mientras que huen 1y huen 3 si. Estas ultimas no
crecieron de igual manera, huen 1 formaba un claro halo (Fig. 3.14b) mientras que huen 3
mostré un crecimiento mdas compacto (Fig. 3.14a). La aparicién de un halo, como en el
caso de huen 1, podria significar varias cosas; no sélo que la bacteria consume de alguna
forma el plaguicida, sino que también podria estar produciendo surfactantes.
Considerando esta ultima hipodtesis, el halo formado podria corresponer entonces a la
disolucién del plaguicida a partir del algun exudado secretado por parte de la colonia

bacteriana.
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Fig 3.14 Agar con endosulfan como unica fuente de C. Crecimiento de Huen 3
(a) y Huen 1 (b).

Es sabido que las bacterias pueden usar endosulfan como fuente de carbono y de
azufre (Li et al, 2009), es por esto que se decidié realizar otro ensayo para evaluar el
crecimiento de las dos cepas que se desarrollaron en placa. El objetivo de esto era saber
de qué forma utilizaban el producto y asi estimar qué posibles metabolitos se podrian
formar.

Estd reportado en bibliografia que el endosulfan es metabolizado por diferentes

vias dando lugar a la formaciéon de endosulfan diol o endosulfan sulfato como primeros
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intermediarios. El diol es la especie no toxica y las bacterias son esenciales en la formacion
de ese intermediario dado que el endosulfan tiene efectos inhibitorios de corta vida en
hongos, aumentando asi la poblacion de bacterias (Xie et al, 2011)

En cuanto a la utilizacién de endosulfan como fuente de S o C, mediante
observacion de los medios liquidos, se noté un minimo crecimiento bacteriano que no
alcanza para inferir el metabolismo. Sin embargo, en el andlisis cromatografico de los
medios liquidos (Fig. 3.15), se observé un decrecimiento en las concentraciones de
endosulfan en los sobrenadantes que podria estar relacionado con la poca solubilidad del
mismo en agua.

Los co-solventes fueron seleccionados mediante una prueba de toxicidad vy
sabiendo que las bacterias no lo usarian como fuente de carbono en su metabolismo. Los
solvente utilizados fueron di-metil-formamida en el caso de Huen 1 y metanol en el caso
de Huen 3. Sin embargo, la solubilidad del plaguicida no varié demasiado y el endosulfan,
por su caracter hidrofébico, tuvo mas afinidad para interactuar con la bicapa lipidica de las
células bacterianas. Se encuentra, por lo tanto, la mayor proporcion de plaguicida en el
pellet, por lo que se infiere que el plaguicida quedaria retenido en las células. De todas

maneras, se deberian realizar mas ensayos para corroborar estas suposiciones.
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Fig 3. 15: Evaluacion de la utilizacion de endosulfan -por triplicado- como
fuente de carbono solamente (a) y como fuente de azufre y carbono (b).

3.4 Movilidad de Plaguicidas

Con el objetivo de llevar adelante una caracterizacion inicial de la movilidad de los
plaguicidas en los suelos estudiados, se realizd un ensayo de movilidad vertical en
columna con suelo tamizado, para suelo de huerta y referencia. Los plaguicidas ensayados
fueron nuevamente trifluralina, procimidone y clorpirifés.

Todos los plaguicidas fueron comparados con uno de movilidad intermedia, la
atrazina, recomendado segun la guia OECD 2004. Este plaguicida de referencia fue
incorporado en la misma columna y al mismo tiempo que el producto a estudiar para

poder mantener uniformidad en la manera de analizar la serie de xenobiodticos, y asi
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comparar la movilidad entre ellos. La figura 3.16 muestra los promedios para los
resultados de cinco columnas para atrazina en suelo de huerta y referencia; siendo las dos

primeras realizadas junto con trifluralina, las dos segundas en paralelo con clorpirifos y la

ultima junto con procimidone.

0,45
0,40
0.35
0.30
0.25
0,20
015
010
0,05
0.00 ¢ s 4 *

0,05 6

-

2 3 4 5
seccionde lacolumna

Cantidad de atrazina (mg)

0,35 1
0,30 -
0,25 1
0,20 -
0,15 1
0,10 1
0,05 1 %

0,00 . . : ‘ ‘
0 1 2 3 4 5

Cantidad de atrazina
(mg)

seccionde lacolumna

Fig 3. 16: Movilidad de atrazina en suelos de huerta (a) y referencia (b).
Considerando la seccion 1 el fragmento de 0-5 cm, seccion 2 5-10cm, seccion 3 10-15cm, seccion 4 15-20
cm, seccion 5 20-25 cm.

En rasgos generales se puede ver que la atrazina resultd ser mas movil en el suelo
de referencia (Fig. 3.16b) que en el de huerta (Fig. 3.16a). Cabe destacar, que los
porcentajes de recuperacion de atrazina no fueron dptimos, obteniendo un porcentaje
maximo de 40%. Este hecho se evidencia en la dispersion de los resultados en el punto
gue refiere a la primera seccidn de la columna. Sin embargo, se detectaron cantidades

infimas de atrazina a lo largo de toda la columna, sefialando que este producto
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efectivamente se desplazo.
Las figuras 3.17, 3.18 y 3.19 presentan graficamente los resultados de movilidad
vertical en columna con suelo tamizado, para suelo de huerta y referencia, para

trifluralina, clorpirifés y procimidone respectivamente.
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% de producto
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Fig 3. 17: Movilidad de trifluralina en suelos de huerta (a) y referencia

(b).
Considerando la seccion 1 el fragmento de 0-5 cm, seccion 2 5-10cm, seccion 3 10-15cm, seccion 4 15-20
cm, seccion 5 20-25 cm.

En el caso de trifluralina, se puede observar que en suelo de referencia el
plaguicida se desplaza a lo largo de dos secciones, es decir entre 5y 10 cm (Fig. 3.17b). En

el caso del suelo proveniente de la huerta este herbicida sélo fue detectado en los 5 cm
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superiores de la columna (Fig 3.17a), es decir que practicamente no se desplazo del lugar
de siembra original. Estos resultados llevan a inferir que la trifluralina, a pesar de
presentar menor movilidad que la atrazina, sigue un comportamiento similar a ésta, ya

gue en principio se moveria mas en el suelo de referencia.
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Fig 3. 18 Movilidad de clorpirifos en suelos de huerta (a) y referencia (b).
Considerando la seccion 1 el fragmento de 0-5 cm, seccion 2 5-10cm, seccion 3 10-15cm, seccion 4 15-20
cm, seccion 5 20-25 cm.
En el caso del clorpirifés en el suelo de referencia, se puede observar un

porcentaje todavia significativo en la seccién 3, es decir, entre 10 y 15 cm del lugar de

siembra del insecticida en el extremo superior de la columna, e inclusive un porcentaje
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menor en las secciones 4y 5 (Fig. 3.18b). En el caso del suelo de huerta, si bien se observa
gue la mayor cantidad del producto quedd retenida en la primera seccidn, se ve un
descenso menor hacia la tercera seccién (Fig. 3.17a). Es decir, mientras el suelo de la
huerta para la tercera seccion retiene alrededor de un 10% de clorpirifds, el de referencia
retuvo menos de un 5%. Sin embargo, se observa la presencia de producto en la seccidon 5
de suelo de referencia. Es interesante sefialar que el clorpirifés es el que presenta mayor

movilidad de los tres productos estudiados, lo que lo hace comparable con la atrazina.
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Fig 3. 19: Movilidad de procimidone en suelos de huerta (a) y referencia (b).
Considerando la seccion 1 desde el extremo superior de la columna, el fragmento de 0-5 cm, seccion 2 5-
10cm, seccion 3 10-15cm, seccion 4 15-20 cm, seccion 5 20-25 cm.
Es necesario sefialar que para el caso de procimidone, los resultados de los

ensayos duplicados presentaron una dispersion importante, probablemente porque la

formulacion comercial de este fungicida es de consistencia viscosa y muy dificil de
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dosificar volumétricamente, es decir, es complicada la preparacion de las soluciones en
forma reproducible. Se intentd realizar la medicidon de procimidone gravimétricamente
pero de todas maneras los resultados dieron una dispersidon bastante importante.

En el caso del suelo de huerta, este producto resulto ser mévil hasta la seccidn 4,
es decir, entre 15 y 20 cm desde el borde superior de la columna (Fig. 3.19a). En el suelo
de referencia (Fig. 3.19b) se observo sefial del producto inclusive en la seccién 5 (25 cm).

A partir de los resultados graficados en las figuras 3.17, 3.18 y 3.19 se pudo
observar que el plaguicida que mayor movilidad tuvo en este sistema fue el clorpirifds y el
gue la menor movilidad en la columna fue la trifluralina (siempre referido a la movilidad
con la atrazina). Como en el caso de secciones anteriores cabe destacar que la trifluralina
es un compuesto volatil y esto podria estar influyendo con los porcentajes de
recuperacion.

Se sabe que los procesos de sorcidon/desorcidon influencian el lixiviado de
plaguicidas en la superficie y pueden dar pautas para la prediccion del transporte de los
productos. Estos procesos son importantes porque determinan la velocidad de liberacién
y la posible movilidad de los plaguicidas en el suelo (Boivin et al, 2005).

A priori, al ver que las tierras de referencia poseian mayor porcentaje de materia
orgdnica, se esperaba que en estas muestras la movilidad fuera menor, sin embargo los
resultados revelaron un comportamiento contrario. Este comportamiento también se
registré para la atrazina, producto que se clasificé de movilidad media.

Por otro lado, en sus microporos, el suelo alberga agua que puede actuar como
medio de transporte y distribucion de plaguicidas, aunque sean hidrofébicos. El agua en
los microporos contiene materia organica la cual puede unirse a los plaguicidas facilitando
su transporte (Gao et al, 1997). Sin embargo, en estos estudios de movilidad, el suelo se
utilizé tamizado por lo cual, si bien es interesante saber la capacidad que tienen estos
productos para desplazarse por cuestiones ambientales, sélo serviria para generar una

hipdtesis inicial, ya que la movilidad deberia estudiarse en sistemas experimentales donde

125



Universidad Macional
de General Sarmiento

DOCTORADO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA

Evaluado y acreditado por la Comisién Nacional de Evaluacion y Acreditaciéon Universitaria
(CONEAU). Resolucion N° 1178/ 11. Calificacién “B”.

la estructura del suelo estuviera intacta. De todas formas, estos resultados son
interesantes ya que, como se vio en la seccidn de caracterizacion de los suelos, la tierra de
la huerta estd compactada y tiene poca retencion de agua dada la alta densidad aparente.
El suelo de referencia, por el contrario presenta menor densidad aparente que el de
huerta y por ende, retiene menos agua que el suelo de huerta, lo que podria llevar a
pensar qué, a pesar de ser un suelo mas rico en materia organica, es propicio para que se
produzca un desplazamiento de los plaguicidas.

También, en suelos como el de la huerta, con menor materia organica, el tamafio
de la fraccién arcillosa tiene influencia: al aumentar el contenido de arcilla, suele
disminuir la movilidad (Spark et al, 2002). Es necesario destacar la diferente estructura de
los suelos utilizados, mientras que el suelo de referencia era granular, la tierra la de huerta
era mas apelmazada vy arcillosa.

En términos generales, se pudo ver en todos los casos que la movilidad es
levemente mayor en el suelo de referencia que en huerta. Sin embargo, no pareciera
haber diferencias muy grandes entre los perfiles de los graficos de movilidad al comparar
estos dos suelos. Este resultado es contrario a la hipdtesis inicial en la cual se pensaba que
el contenido de materia organica en el suelo de referencia iba a ser fundamental para

retener a los plaguicidas reduciendo la movilidad.
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CAPITULO 4:
CONCLUSIONES
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4- Conclusiones

No se observaron diferencias significativas en cuanto a las propiedades bioldgicas,
fisicas y quimicas entre las diferentes parcelas de la huerta. Sin embargo, se vieron
notables diferencias entre el suelo de huerta y el de referencia. Se vio que existen
variaciones significativas en particular respecto al fésforo total, presumiblemente
consecuencia del agregado de enmiendas.

La materia orgdnica en los suelos de la huerta estudiada es notablemente menor que
en los suelos de referencias, lo que podria explicarse por la actividad productiva
sostenida a lo largo de varios afios.

Se pudo establecer que la actividad productiva altera estructuralmente al suelo. Al
comparar los valores de densidad especifica con los de un suelo referencia, se
observaron diferencias importantes. Estos datos se lograron correlacionar con los de
retencion de agua, observandose como la influencia de la compactacién modifica
aspectos importantes a tener en cuenta a la hora de evaluar la productividad de un
suelo.

Se pudo determinar que la degradacién de los plaguicidas en el suelo de huerta es
mas rapida que en suelos control (no utilizados para tal actividad). Esto esta asociado
a la capacidad de adaptacién de los microorganismos del suelo productivo como
consecuencia de la presidon de seleccion generada por el agregado de plaguicidas.

Se comprobé que existen microorganismos que pueden utilizar los plaguicidas para su
metabolismo. Se lograron aislar estas bacterias, fundamentalmente en el suelo
horticola, haciendo un enriquecimiento bacteriano con clorpirifés, procimidone,
trifluralina y endosulfan.

Los ensayos de movilidad preliminares de clorpirifés, procimidone, trifluralina vy
atrazina permiten conjeturar que la movilidad en estos suelos estd mas relacionada

con su estructura que con la cantidad de materia organica presente.
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