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RESUMEN

Esta investigacion se realizd en el Centro de Bio-Sistemas de la Fundacion
Universidad de Bogota Jorge Tadeo Lozano con el fin de evaluar el efecto de los fungicidas
dimetomorf y metalaxilo, asi como los insecticidas metomilo y tiociclam sobre la
formacion, namero, didmetro, biomasa y porcentaje de humedad de los nddulos de trébol
rojo (Trifolium pratense) proveniente de cultivos de tomate de Santa Sofia (Boyacd),
Colombia. Para este fin, las semillas de trébol fueron inoculadas con Rhizobium spp.
aislado de la zona de estudio; posterior a la germinacion se evaluaron cinco tratamientos
sobre estas: testigo (T0), dimetomorf (T1), metalaxilo (T2), metomilo (T3), tiociclam (T4)
y mezcla (T5) de los funguicidas y los insecticidas anteriormente nombrados. La aplicacion
de los plaguicidas fue a los 80 dias, 97, 104 y 111 dias, con las dosis recomendadas por las
casas comerciales. A los 134 dias se retiraron los nddulos de los sistemas radicales para sus
mediciones correspondientes. Los resultados demostraron diferencias significativas en las

siguientes variables: diametro de los nddulos el mayor valor fue en el T3(3,42), para el



peso seco de los nodulos el que alcanzdé mayor valor fue T5; para el peso fresco de los
nodulos el de mayor valor fue en el T5(0,09) y T3 ( 0,09), para el porcentaje de humedad
de los nddulos el mayor resultado fue con el T2 (65,24) y para el peso seco del nddulo fue
el T3 (4,09 e-04 ). Los resultados menores en las anteriores variables fueron obtenidos en el
T4. No se encontraron diferencias significativas en la variable formacion de los nodulos en
los distintos tratamientos con respecto al testigo, por lo cual se concluye que los
plaguicidas aplicados en la zona no afectan la nodulacion del Trébol, aun cuando las otras
variables pueden verse afectada.

Palabras Claves: nitrogeno, Rhizobium spp., simbiosis.

ABSTRACT

The investigation was realized in Bio-Sistema Center of the Fundacion Universidad
of Bogota Jorge Tadeo Lozano University in order to evaluate the effect of the fungicides
dimetomorph and metalaxyl, as well as the insecticides methomyl and thiocyclam on the
formation, number, diameter, biomass and percentage of moisture of the red clover nodules
(Trifolium pratense) from Santa Sofia (Boyacd), Colombia. For this purpose, the clover
seeds were inoculated with Rhizobium spp isolated from the study area; after germination,
the five treatments employees were: control (T0), dimetomorf (T1), metalaxyl (T2),
methomyl (T3), thiocyclam (T4) and mixture (T5) of fungicides and insecticides previously
appointed. The first application of the pesticides was at 80 days since it was delayed in
germinating the seeds then at 97, 104 and 111, with the recommended doses, at 134 days
the nodules were removed from the root systems for their corresponding measurements.

The results showed that there were significant differences in the following variables:



diameter of the nodules the greatest value was in T3, for the dry weight of the nodules the
one that reached the highest value was T5; for the fresh weight of the nodules the highest
value was in T5 and T3, for the percentage of moisture in the nodules the greatest result
was with T2 and for the dry weight of the nodule was T3. The minor results in the previous
variables were obtained in T4. No significant differences were found in the variable
formation of the nodules in the different treatments with respect to the control. which
concludes that the pesticides applied in the area do not affect the Clover's nodulation, even

though the other variables may be affected

Keywords: nitrogen, Rhizobium, symbiosis

INTRODUCCION

En la produccion de tomate bajo invernadero en Colombia es comdn el uso de
plaguicidas de sintesis quimica para el manejo fitosanitario de plagas y enfermedades, los
residuos de estas moléculas en el suelo pueden afectar microorganismos benéficos que se
encuentran en este compartimiento ambiental tales como bacterias importantes en las
relaciones simbiéticas que se establecen con algunas especies de leguminosas, para la
fijacion de nitrégeno, este un elemento esencial para las plantas, ya que forma parte de
compuestos fundamentales como proteinas, acidos nucleicos y clorofila, necesarios en los
tejidos vegetales en crecimiento (Urzla, 2005): En la fijacion de Nitrégeno podria ser
magnificado por el manejo inadecuado, dosificacion y modo de aplicacion de estas
sustancias quimicas de origen sintético. Algunos de estos productos tienen propiedades

fisicas y quimicas especificas que hacen que su comportamiento en el suelo sea diferente, a



su vez, estas caracteristicas determinan si se pueden degradar facilmente o por el contrario
se pueden acumular.

El trébol rojo (Trifolium pratense) es una especie introducida, perteneciente a la
familia Fab&ceae, denominada comunmente carreton, la cual se encuentra en zonas
ubicadas a méas de 1.800 m.s.n.m. (Lobatdn et al., 2012). Esta planta es reconocida por su
presencia en algunos agroecosistemas de tomate, por su rapido crecimiento y su capacidad
de fijar nitrégeno atmosférico, debido a la presencia de bacterias nitrificantes del género
Rhizobium y otras como los rizobios, los cuales realizan asociaciones simbioticas en los
nodulos ubicados en sus raices (Shuel, 1951; Sturz et al., 1997; Hamdi, 1985; Lloret &
Martinez, 2005). Las asociaciones simbidticas entre rizobios y leguminosas forrajeras son
considerados los sistemas de fijacion de nitrdgeno mas importantes en la agricultura
(Herridge et al., 2008).

Segun Urzua (2005), el nitrégeno fijado por la relacion simbiotica entre las bacterias
del género Rhizobium y T. pratense produce entre 100 y 480 Kg de N ha afio™, a su vez,
las ventajas de la simbiosis son mdltiples, la planta logra autoabastecerse de nitrégeno
elevando considerablemente su contenido de proteinas, aportan nitrégeno a un cultivo
acompariante y dejan nitrégeno disponible en el suelo para el cultivo siguiente. La fijacidn
de nitrégeno contribuye a alcanzar una eficiencia en la utilizacion del nitrogeno fijado por
parte de la planta cercana al 100%, en comparacion con solo 50-60% de los fertilizantes
nitrogenados aplicados al suelo.

El uso excesivo de plaguicidas de sintesis quimica puede actuar en alguno de los
procesos de la nodulacién como es la supervivencia de los rizobios, el proceso de infeccién,
formacion y desarrollo de los nddulos vy la fijacién de nitrogeno en el nédulo. Los primeros

estudios fueron realizados en Norte América por Kadow et al., (1937), quienes analizaron



el efecto en la nodulacion en semillas de guisantes (Pisum sativum) inoculadas con
Rhizobium leguminosarum por algunos funguicidas con contenido de 6xido cuproso. Por su
parte, Komanduri et al., (1979) estudiaron la interaccion el fungicida tiram y del herbicida
treflan en la nodulacion en semillas del frijol (Phaseolus vulgaris) inoculadas y no
inoculadas con Rhizobium phaseoli.

En el Reino Unido Fisher & Hayes (1982) compararon los efectos de los residuos de
los funguicidas en el suelo: procloraz, imazalil, diclobutrazol, triadimefon y propiconazol,
en el crecimiento, nodulacion y fijacion del nitrégeno de las bacterias del género Rhizobium
en el trébol blanco (Trifolium repens). En Polonia, Niewiadomska (2003) investigd el
efecto de los fungicidas carbendazim, thiram y el herbicida imazetapir sobre la fijacion del
nitrégeno atmosférico, numero de microorganismos en el suelo, nodulacion vy el
rendimiento del trébol rojo (T. pratense).

En Santiago de Chile, Urzua et al., (1986) estudiaron el efecto del DDT sobre la
fijacién de nitrégeno y la nodulacion del trébol blanco (T. repens) en suelo volcanico y
suelo Andisol. En Colombia Lobatén et al., (2012) realizaron estudios sobre la fenologia y
oferta floral del Trofolium pratense en praderas de Kikuyo como fuente de alimento de los
abejorros (Bombus atratus). En cuanto a la presencia de residuos de plaguicidas de
plaguicidas en cultivos de tomate (Solanum lycopersicum) bajo invernadero se han hecho
diferentes estudios, incluyendo la metodologia para su determinacion en la region
Cundiboyacense especificamente en el municipio de Santa Sofia y Bogota principal centro
de consumo en Colombia, donde se ha encontrado residuos de algunos plaguicidas
utilizados en el manejo fitosanitario en frutos, hojas y suelo (Bojaca et al., 2013;
Ahumada et al., 2013; Garzén, 2014; Arias et al., 2014); por lo cual en el presente trabajo

se evaluo el efecto de los fungicidas dimetomorf y metalaxil y de los insecticidas metomilo



y tiociclam sobre el nimero de nodulos, diametro de nodulos, peso hiumedo de nodulos,
porcentaje de humedad de los nddulos, peso seco de nédulos, peso seco de nodulo, del
trébol rojo asociado con bacterias del género (Rhizobium spp.) en suelo de Santa Sofia;

debido a que son los plaguicidas mas usados en el cultivo del tomate en la zona de estudio.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se llevd a cabo en el municipio de Santa Sofia, en Boyaca,
Colombia. El area de estudio fue la finca “Palo Negro” dedicada a produccion de tomate
bajo invernadero a una altura de 2.366 m.s.n.m., ubicada a 5° 42" 26” Ny 73° 36" 42” W;
con un érea de 20.000 m?. En esta region predomina el clima himedo premontano, con

temperatura media de 22°C y precipitacion entre 1.800 y 2.400 mm afio™* (Corpoica, 2005).

Segiin datos previos obtenidos del proyecto “Multidisciplinary assessment of
efficiency and sustainability of smallholder-based tomato production systems in Colombia,
with a roadmap for change” (Cddigo: ZEIN2009PRE364), las propiedades quimicas del
suelo de la finca son: pH de 5,92; conductibilidad eléctrica 3,48 ds m™; Nitr6geno mineral
138,5 ppm; NO3 100,7 ppm; NH4 37,8 ppm; P 344 ppm; K 588 ppm; Ca 3.786 ppm y de S
404,5 ppm. En cuanto a las propiedades fisicas del suelo presenta una densidad aparente de
1,06 g cm® 1 y la textura es arcillo limosa con los siguientes porcentajes (arena 22.36%,

limo 29.80 %, arcilla 47.84 %).
Fase de campo — area de estudio — Santa Sofia (Boyacd)

Para la obtencién de las semillas de T. pratense, se colectaron 100 inflorescencias

maduras (Lobaton et al., 2012) al azar en la finca “Palo Negro”, en las inmediaciones de los



cultivos de tomate bajo invernadero en el mes de marzo y 100 inflorescencias mas en el
mes de noviembre del 2015. Estas fueron conservadas en bolsas pléasticas herméticas y
transportadas al Centro de Bio Sistemas de la Universidad Jorge Tadeo Lozano (C-Bios),
ubicado en Chia Cundinamarca, donde se separaron las flores de los involucros y
pedunculos, posteriormente se secaron a temperatura ambiente durante un mes, para

garantizar la madurez de las semillas, las cuales fueron separadas de los vestigios florales.

Posteriormente, en el mes de marzo de 2016 utilizando palas desinfectadas con
hipoclorito de sodio al 10% se colectaron 20 muestras de suelo de aproximadamente 3 Kg
en forma aleatoria a una profundidad de 5-10 cm, adicional a ello se tomaron 20 plantas
completas de T. pratense con palas desinfectadas, incluyendo el vastago y el sistema radical
completo donde se encontraban los nédulos para la obtencion del inoculo del Rhizobium
spp. Tanto las muestras de suelo, como las plantas del trébol rojo se depositaron en bolsas
plasticas esterilizadas, fueron etiquetadas y conservadas en una nevera de icopor para su

transporte al Laboratorio de Suelos del Centro de Bio-Sistemas.
Fase de Laboratorio

Para la obtencién del in6culo de Rhizobium spp, se realiz6 un corte de la raiz de T.
pratense desde la zona de transicion. Se lavd con agua la zona radical y se separaron los
nodulos con ayuda de una pinza, se ubicaron en tubos Eppendorf® y se conservaron en
nevera a 4°C. Posteriormente, se esterilizd la superficie de los nédulos con una breve
inmersion de alcohol etilico al 95%, seguida de una inmersion de cuatro minutos en

hipoclorito de sodio y se realizardn enjuagues repetidos con agua estéril (Vincent, 1970).



Para la extraccion del inoculo, se colocaron los ndédulos en un mortero y se
maceraron mecanicamente en un 1 ml de solucion salina para liberar las bacterias del
género Rhizobium spp., y se le adicionaron 300 cm® més de solucion salina. Estas bacterias
fueron identificadas en el Laboratorio de Microbiologia de Suelos del Departamento de
Biologia de la Universidad Nacional de Colombia. Posteriormente las semillas del trébol
rojo fueron desinfectadas superficialmente con alcohol 90% durante 3 minutos, se realizo
un lavado con agua estéril con una solucién de hipoclorito de sodio al 40 % por 5 segundos
y sucesivos lavados con agua estéril (Hernandez, 2011). La inoculacion consistié en
sumergir las semillas del trébol rojo durante 30 minutos en el inoculo para su posterior

siembra.

Se esterilizaron 10 Kg de los 60 Kg de suelo colectados del area de estudio en un
horno de ventilacion forzada (WWTB 740 Binder) durante un dia a una temperatura de 40 °
C, el cual se utilizé para las réplicas del Testigo absoluto (TO) y verificar le efectividad de

la inoculacion con respecto a los tratamientos.
Fase de experimentacion en campo

Con el fin de evaluar el efecto de los plaguicidas metomilo, dimetomorf, metalaxilo
y tiociclam, previamente detectados en suelos de la regién del Santa Sofia (Garzon, 2014),
se esterilizaron 30 materas con hipoclorito de sodio, luego se depositaron en cada una 2 Kg
del suelo provenientes del area de estudio para mantener la microbiota de la region. se
evaluaron en total cinco tratamientos y un testigo absoluto, con cinco repeticiones cada
uno; para este Ultimo se utilizé6 suelo esterilizado. Las caracteristicas de los cuatro

plaguicidas utilizados en el estudio se muestran en las Tabla 1y 2.



Tabla 1. Plaguicidas utilizados en el estudio (Tomado y modificado de Garzon, 2014).

Clase Grupo Ingrediente Modo de Mecanismo Dosis
Funcional quimico . accion » recomendada por
Activo de accién el fabricante*
Morfolinas Dimetomorf Sistémico Afecta la formacion 0,60 a
. de la pared celular del J
Translaminar patégeno 0,80 Kg ha
Inhibe el crecimiento
Funguicidas  conilamidas  Metalaxilo Sistémico del  micelio 'y 20425 Kg de
formacion de esporas  p ¢ pat
Carbamato Metomilo Sistémico Inhibe la enzima 1,51ha?
acetilcolinesterasa.
Contacto
Insecticidas
o . Bloquea la 300gha®
Nereistoxina Tiociclam Contacto acetilcolinesterasa del
hidrogenoxalato  Ingestion sistema Nervioso
central
Sistémico

*Basf®, Syngenta®, Dupont ®, Arysta Lifescience®.

Tabla 2. Estructura quimica, formula quimica, Nimero CAS, Toxicidad, Persistencia en el suelo, Movilidad
en el suelo y Vida media. Fuente: Fichas Técnicas de las casas comerciales”

Datos de identificacién de los plaguicidas

Férmula NUmero Persistencia Movilidad Vida
o Quimica CAS o en el Suelo en el suelo Media
Estructura Quimica Toxicidad
Dimetomorf:
'}Q C2:1H2:CINO4 110488-70-5 | Clase IV Alta a Baja 4-1
@ mediana. movilidad
. hora




Metalaxilo:

' 00—t C15H21NO4 57837-19-1 Clase IV No Moderada 7- 170

[ %-and™ persistente dias
“-L‘N o Aalta

G-

Tiociclam:
/@ aQ _f C7H13NO4S3 31895-22-4 Clase 111 Poca Extrema 11 dias
< ersistencia
b AW P
CHy
Metomilo:
CsH10N20,S 16752-77-5 Clase: 1 Baja Extrema 14 dias
L
"-} _N_c(c"' persistencia

$—CH,

*Basf®, Syngenta®, Dupont ®, Arysta Lifescience®.

En marzo del 2016, se sembraron 10 semillas de trébol rojo en cada una de las
materas de las cinco réplicas por tratamiento, se completaron en total 30 materas, estas se
ubicaron en el cuarto No 1 del invernadero del Control Biolégico del C-Bios a una

temperatura entre de 12 - 38 °C.

Desde que empez0 la nodulacién de las plantas es decir a los 80, 97, 104 y 111
dias de germinadas las semillas se realizaron las aplicaciones de los plaguicidas,
pertenecientes a cada tratamiento con las dosis recomendadas por las casas fabricantes.
Para los diferentes tratamientos la frecuencia de aplicacion fue contemplada
especificamente y se encuentra en la Tabla 3, aclarando que la mezcla son todos los
productos sintéticos empleados. La aplicacion de los plaguicidas en cada uno de los

tratamientos se hizo directamente sobre el vastago y suelo.




Tabla 3. Tratamiento, tiempo de aplicacion de cada uno de los tratamientos. Dosificacion y ndmero de
aplicaciones Fuente: Fichas Técnicas de las casas comerciales *

Tratamiento Dosis Ndmero de 80 97 104 111

aplicaciones  dias ., . .
dias dias  dias

T1=suelo + inéculo + 0,80 kg ha' 4 veces X X X X
dimetomorf

T2=suelo + inéculo + 2,5 kg ha! 3 veces X X X
metalaxilo

T3=suelo + inéculo + 0,3 kg ha* 2 veces X X

tiociclam

T4=suelo + indculo+ 1,51 hat 1 veces X

metomilo

T5=suelo + inéculo+ X X X X

metomilo+ dimetomorf +
metalaxilo y tiociclam

To=Testigo absoluto NA** NA NA NA NA NA

(suelo estéril + indculo)

*Basf®, Syngenta®, Arysta Lifescience®, Dupont ®, ** NA: No aplicacion.

A los 23 dias de la dltima aplicacion se retiraron las plantas de trébol rojo de las
materas en cada uno de los tratamientos y el testigo, se lavaron los sistemas radicales con
una manguera de agua a baja presion para quitar todas las particulas de suelo y no dafiar los
nodulos y asi dejar la raiz de la planta visible. Se seleccionaron cuatro plantas de cada una
de las réplicas, se colocaron en bandejas de plastico y se llevaron al laboratorio de
entomologia del C-Bios donde se cortd el sistema radical y vastago de cada una de las
plantas. Se observaron en el estereoscopio los nédulos del sistema radical de cada una de
las plantas del trébol rojo y con ayuda de una Asa de laboratorio se separaron y se
colocaron en cajas de Petri para comenzar a medir las variables del experimento que
fueron: numero, diametro, peso fresco, porcentaje de humedad y peso seco de los nodulos,

y peso seco del nédulo. Se caracterizaron las variables de los nodulos de la siguiente



manera: para el niumero de nddulos se realizé conteo visual con contador manual bajo
estereoscopio; para el didmetro, se empled un calibrador digital marca Mitutoyo Sul
Americana modelo N° CD- 6” ASX-B; para el registro del peso fresco y seco se empleo
una balanza analitica marca Mettler modelo Mettler AJ50, para el peso fresco, primera se
pesaron los nodulos una vez separados del sistema radical se colocaron en bolsas de papel
marcadas y se llevaron al deshidratador a 70° C constantes durante 48 horas, momento en
el cual se registré el peso seco, finalmente se calculé la proporcion entre el peso fresco (Pf)
y seco (Ps) del mismo nddulo para determinar el porcentaje de humedad H (%) (Ecuacion

1).
(1) H (%) = %* 100

En el programa estadistico R se realizaron pruebas de normalidad de Shapiro -Wilk,
dado que ninguna variable resulté con este tipo de distribucion se procedio a aplicar la

prueba no paramétrica de Kruskall Wallis con valor de significancia de 0,05.

RESULTADOS

El efecto de los cuatro plaguicidas en las variables estudiadas sobre el trébol rojo (Trifolium

pratense) fueron los siguientes:

Numero de nodulos: no se encontraron diferencias significativas (p-value =
0,1135) para esta variable entre los tratamientos. Sin embargo, se observa que el mayor

promedio de nddulos se obtuvo con el tratamiento de la mezcla de todos los plaguicidas



(dimetomorf, metalaxilo, metomilo, tiociclam) con 184 nodulos, y el menor promedio fue

conseguido con el insecticida tiociclam con 110 nodulos (Tabla 4).

Tabla 4. Comparacién de la media, desviacién estandar, mediana y el rango del nimero de nédulos en el
trébol rojo.

Numero de Nédulos

Tratamiento Media £ D.S. Mediana Rango
(Min. — Méax.)

T1=suelo + inéculo + dimetomorf 145,45+ 153,47 84,5 0-561
T2=suelo + indculo + metalaxilo 129,65+ 78,76 136 9-281
T3=suelo + in6culo + tiociclam 110,15+ 80,15 99,5 15-331
T4=suelo + in6culo+ metomilo 123,35+ 155,97 52,5 0-584
Tozsuelo + inoculor metomilot| ) g, 425 67 126 92-650
dimetomorf + metalaxilo y tiociclam
To=Testigo absoluto 146,53+55,35 1325 59-278

(suelo estéril + in6culo)

Diametro de los nddulos: se encontraron diferencias significativas (p-value = 6,156
e-05) en los diferentes tratamientos. El insecticida tiociclam presentd el mayor promedio
del didmetro de los n6dulos con un valor de 3,42 mm, mientras que el de menor didmetro
fue el del insecticida metomilo con un valor de 0,5 mm (Tabla 5). Comparando las
medianas de las Tablas 5 y 6, se obtuvieron diferencias entre ellas asi: la mayor fue
obtenida entre los tratamientos de los insecticidas metomilo (0,59 mm) y tiociclam (0,79
mm); seguido entre los tratamientos del insecticida metomilo y la mezcla (0,79 mm); entre
el insecticida metomilo y el testigo (0,77 mm) y el menor valor se dio entre los tratamientos

del funguicida metalaxilo (0,78 mm) y el insecticida metomilo (0,59 mm).



Tabla 5. Comparacion de la media, desviacion estandar, mediana y el rango del diametro de nddulo (mm)
en el trébol rojo.

Diametro de N6dulos(mm)
Tratamiento Media = D.S. Mediana Rango
(Min. — Méax.)

T1=suelo + in6culo + dimetomorf 0,65+0,48 0,72 0-2,15
T2=suelo + inéculo + metalaxilo 0,89+0,41 0,78 0,43-1,9
T3=suelo + inéculo + tiociclam 3,42+10,951 0,79 0,61-49,86
T4=suelo + in6culo+ metomilo 0,5+0,37 0,59 0-1,55
T5=suelo + in6culo+ metomilo+ 0,85+0,31 0,79 0,62-2,16
dimetomorf + metalaxilo y tiociclam
To=Testigo absoluto 0,79+0,10 0,77 0,57- 0,97
(suelo estéril + indculo)

Tabla 6. Comparacion de los valores de la Observacion critica y la Diferencia critica de las medianas de la
prueba Kruskall - Wallis del diametro de los nddulos, peso seco de los nédulos, peso himedo, porcentaje de
humedad y el peso seco del nédulo entre los diferentes tratamientos en el trébol rojo.

Variable Comparacién Obs. Critica Dif. Critica
Diametro de N6dulos Metalaxilo-Metomilo 37,375 32,28719 TRUE
Metomilo-Mezcla 43,875 32,28719 TRUE
Metomilo-Testigo 43,25 32,28719 TRUE
Metomilo-Tiociclam 46,225 32,28719 TRUE
Peso seco de los nédulos  Metomilo-Mezcla 39 32,28719 TRUE
Peso himedo Metomilo-Mezcla 36,125 32,28719 TRUE
Metomilo-Tiociclam 39,05 32,28719 TRUE
Porcentaje de Humedad  Metalaxilo-Metomilo 41,275 32,28719 TRUE
Metalaxilo-Mezcla 42,175 32,28719 TRUE
Metalaxilo-Testigo 49,525 32,28719 TRUE
Peso seco del nddulo Dimetomorf-Tiociclam 37,4 35,28719 TRUE
Metomilo-Mezcla 45,8 35,28719 TRUE
Metomilo-Testigo 40,75 35,28719 TRUE
Metomilo-Tiociclam 53,45 35,28719 TRUE




Peso fresco de los nodulos: se hallaron diferencias significativas para esta variable
en los diferentes tratamientos (p-value = 0,005149); se encontrd que para los tratamientos
del insecticida tiociclam y la mezcla se presentdé el mayor peso humedo de los nédulos
(0,09 g), mientras que el menor fue obtenido con el insecticida metomilo (0,03 g) (Tabla 6).
Comparando las medianas en las Tablas 6 y 7, entre los diferentes tratamientos, se
obtuvieron diferencias asi: la mayor se obtuvo entre los insecticidas metomilo (0,01 g) y el
insecticida tiociclam (0,07 g) y la menor se obtuvo entre los tratamientos del insecticida

metomilo (0,01 g) y la mezcla (0,06 g).

Tabla 7. Comparacion de la media, desviacion estandar, mediana y el rango del peso fresco de los nédulos
(g) en el trébol rojo.

Peso fresco de los Nodulos (g)
Tratamiento Media = D.S. Mediana Rango
(Min. = Méx.)

T1=suelo + in6culo + dimetomorf 0,06+0,06 0,03 0,00-0,21
T2=suelo + in6culo + metalaxilo 0,07+0,06 0,05 0,00-0,18
T3=suelo + in6culo + tiociclam 0,09+0,08 0,07 0,00-0,35
T4=suelo + in6culo+ metomilo 0,03+0,04 0,01 0,00-0,20
T5= suelo+ in6culo+ metomilo+ 0,09+0,08 0,06 0,01-0,31
dimetomorf + metalaxilo y tiociclam

To=Testigo absoluto 0,0740,11 0,04 0,01-0,48
(suelo estéril + in6culo)

Peso seco de los nddulos: las diferencias significativas bajo los diferentes
tratamientos fueron (p-value = 0,001894), el mayor promedio del peso seco de los ndédulos
fue obtenido para la mezcla (0,04 g) mientras que el de menor peso seco fue obtenido para
los tratamientos del insecticida metomilo, los funguicidas metalaxilo y dimetomorf (0,01 g)
(Tabla 8). Comparando las medianas en las Tablas 6 y 8 se encontraron diferencias

significativas unicamente entre el insecticida metomilo (0,0 g) y la mezcla (0,02 g)



Tabla 8. Comparacién de la media, desviacion estdndar, mediana en el peso seco de los nodulos (g) en el
trébol rojo.

Peso Seco de los Nddulos (g)
Tratamiento Media £ D.S. Mediana Rango
(Min. — Méax.)

T1=suelo + indculo + dimetomorf 0,01 + 0,021 0,01 0,00-0,07
T2=suelo + indculo + metalaxilo 0,01 £ 0,015 0,01 0,00-0,05
T3=suelo + indculo + tiociclam 0,03+0,04 0,02 0,00-0,22
T4=suelo + inéculo+ metomilo 0,01 £ 0,02 0 0,00-0,07
T5=suelo + indculo+ metomilo+ 0,04 £0,04 0,02 0,00-0,13
dimetomorf + metalaxilo y tiociclam

To=Testigo absoluto 0,02 + 0,02 0,02 0,00-0,10
(suelo estéril + indculo)

Porcentaje de humedad: se encontraron diferencias significativas bajo los
diferentes tratamientos (p-value = 4,877e-05), el de mayor valor promedio se presento en el
funguicida metalaxilo (74.04%), mientras que el del menor promedio se presentd en el
insecticida metomilo con un valor de (45.88 %) (Tabla 9). Comparando las medianas en las
Tablas 6 y 9, la mayor diferencia se presentd entre el funguicida metalaxilo (73.24%) vy el
insecticida metomilo (60.17 %); seguido de los tratamientos entre el funguicida metalaxilo
(73.24 %) y la mezcla (56.54%) vy la diferencia menor se presentd entre los tratamientos el

funguicida metalaxilo (73.24 %) y el testigo (50.47%).

Tabla 9. Comparacion de la media, desviacién estdndar, mediana y el rango del porcentaje de humedad de
los nddulos (%) en el trébol rojo.

Porcentaje de Humedad de los Nodulos (%6)
Tratamiento Media = D.S. Mediana Rango

(Min. — Mé&x.)

T1=suelo + in6culo + dimetomorf 54,79+29,13 64,4 0,00-83,05

T2=suelo + in6culo + metalaxilo 74,040+7,17 73,24 61,50-87,70

T3=suelo + in6culo + tiociclam 65,24+15,81 67,77 32,33-91,03

T4=suelo + in6culo+ metomilo 45,88+33,29 60,17 0,0000-100,00

T5=suelo + indculo+ metomilo+ 53,90+17,26 56,54 28,47-90,00

dimetomorf + metalaxilo y tiociclam

To=Testigo absoluto 49,58+16,46 50,47 21,76-83,00




‘ (suelo estéril + indculo) ‘ | | |

Peso seco del nédulo: se hallaron diferencias significativas para la variable peso
seco, equivalente a acumulacion de materia seca o biomasa de los nédulos del trébol rojo
bajo los diferentes tratamientos (p-value =2,621 e-06). Se encontré que el insecticida
tiociclam presentd el mayor peso seco de nddulo (4,09 e-4 g), mientras que el peso menor
se presentd con el insecticida metomilo (6,47 e-5 g) (Tabla 10). Comparando las medianas
en las (Tabla 6 y 10) la mayor diferencia se presentd entre el insecticida metomilo ( 7,07
e-05 g) y el insecticida tiociclam ( 2,23 e- 04 g), sequidos entre el (7,07e-059g)y la
mezcla (1,78 e-04 g); seguido de los obtenidos entre el insecticida metomilo (7,07 e-05 g)
y el testigo (1,65 e-04 g) y el valor menor de diferencia se encontrd entre el funguicida

dimetomorf (1,10 e-04 g) y el insecticida tiociclam (2,23 e-04 g).

Tabla 10. Comparacién de la media, desviacion estandar, mediana y el rango de peso seco del nédulo (g) en
el trébol rojo.

Peso Seco del Nédulo (g)

Tratamientos Media + D.S. Mediana Rango
(Min. — Méx.)
T1=suelo + in6culo + dimetomorf 9,73e-05-5,83e-05| 1,10e-04 0-5,83¢e-05
T2=suelo + indculo + metalaxilo 1,24 e-04-6,38e-05 | 1,09e- 04| 0,0000343 - 6,38 e-05
T3=suelo + indculo + tiociclam 4,09e-04—-4,63e-04 | 223e- 04 0,0000326 - 4,63 e-04
T4=suelo + in6culo+ metomilo 6,47 e-05-5,34¢e-05 | 7,07 e - 05 0-54 e-05

T5=suelo + in6culo+ metomilo+| 2,13e-04—-1,41¢e-04 | 1,78e- 04| 0,0000285 - 1,41 e-04
dimetomorf + metalaxilo y tiociclam
To=Testigo absoluto 1,95e-04-1,70e-04 | 1,65e-04 0,0000436 - 1,70 e-04
(suelo estéril + in6culo)

DISCUSION

Segun Ahemad y Khan (2011) los plaguicidas varian en su toxicologia en los

organismos presentes en el suelo debido a los grupos quimicos presentes e incluso existe un



gran grado de variabilidad entre los plaguicidas de composicién quimica similares. En la
variable numero de nddulos los resultados no tuvieron ninguna diferencia significativa en
los diferentes tratamientos; ninguno de los ingredientes activos de los plaguicidas
(dimetomorf, metalaxilo, metomilo y tiociclam) empleados en el bioensayo tuvo efecto

negativo en esta variable.

Posiblemente estos grupos quimicos no afectaron la poblacion de bacterias del
género Rhizobium spp., presentes en el suelo de los alrededores de los cultivos de tomate,
encargadas de la formaciéon de los nodulos en el trébol rojo; esto puede atribuirse al
potencial de tolerancia de estas bacterias a estos productos debido la frecuencia de
aplicacion de estos ingredientes activos en estos cultivos. Ninguno de los grupos quimicos
empleados en el bioensayo pertenece al grupo de los organoclorados. Segun Selim et al.,
(1970) este grupo tienen efectos en los microorganismos del suelo como las bacterias

fijadoras de nitrégeno afectando el nimero de nédulos en las leguminosas.

La persistencia de los plaguicidas en el suelo es otro aspecto que puede afectar el
resultado en las variables en los diferentes tratamientos, ya que pueden tener un impacto
duradero en la supervivencia y funcion de los rizobios (Eberbach & Douglas 1989 y
Martensson & Nilsson 1989). Observando los resultados de la persistencia de los
plaguicidas en la Tabla 2 donde el dimetomorf presenta alta a mediana persistencia
mientras que el metalaxilo, tiociclam y el metomilo es baja a poca persistencia, no tuvieron
repercusiones en la variable formacion de los nddulos pues los datos fueron similares
(Tabla 4). Mientras que los tratamientos de los insecticidas metomilo y tiociclam,
obtuvieron diferencias en los resultados de algunas variables como el didmetro y peso

fresco de los nodulos, ademas del peso seco del nodulo, ambos presentan baja persistencia



en el suelo con una vida media de degradacion similar, siendo estos aspectos no

determinantes en la diferencia en los resultados de estas variables.

La dosificacion es otro aspecto determinante en los resultados de las diferentes
variables, en el bioensayo el niamero de nédulos en el trébol rojo no se vio afectado en los
diferentes tratamientos segun en la Tabla 4 ya que se tuvo en cuenta las recomendaciones
por los fabricantes (Tabla 2); el menor promedio en el nimero de nédulos se obtuvo en el
insecticida tiociclam con 110 nddulos, pero tuvo el mayor promedio en el diametro de los
nddulos (3,45 mm) (Tabla 5). En muchos casos, la reduccién del namero de nddulos en
leguminosas como resultado de los tratamientos utilizados en las semillas estan
parcialmente compensada por un aumento considerable en el tamafio de los nodulos

individuales (Kadow et al., 1937) como sucedio en el caso del tiociclam.

Corroborando los resultados de la dosificacién de los plaguicidas en la nodulacién
el estudio de Sanchez (1954) encontrd que la germinacion, el crecimiento y la nodulacion
de frijoles (Phaseolus vulgaris) y crotolaria (Crotolaria ) se vieron afectados
negativamente por altas dosis de los insecticidas del toxafeno y el lindano; Magu et al.,
(1974) reportaron efectos tdxicos del insecticida lindano en dosis altas provocaron una

inhibicidn en la nodulacion del garbanzo (Cicer arietinum) en un experimento en macetas.

El proceso de nodulacidn en el trébol rojo no se vio afectado por la concentracion
del ingrediente activo de cada uno de los plaguicidas utilizados en los diferentes
tratamientos ya que se tuvo en cuenta las recomendaciones de los fabricantes. Estudios de
Selim et al., (1970) reportaron que el insecticida lindano del grupo quimico organoclorado
en una concentracion de 20 veces mayor (44,4 mg kg ) de lo normal (2,2, mg Kg ) fue

dafino en la nodulacion del haba (Vicia faba) pasando de 41 a 0,5 nodulos. Komanduri et



al., (1979) demostraron que la nodulacion temprana del frijol (Phaseolus vulgaris) se
disminuy6 al utilizar a una concentracién el funguicida thiram (1,26 g Kg™) en el

tratamiento de las semillas.

Fisher & Hayes (1980) concluyeron que el fungicida clonazol clorado en la
concentracion mas alta (15 mg Kg™) en el suelo afecto la nodulacion del trébol blanco, se
redujo a 33 nodulos gt en la raiz seca en comparacion con el tratamiento sin ningin
fungicida que fue 148 g. Segun Fisher et al., (1982) el funguicida epoxiconazole tuvo un
efecto sobre la nodulacion del trébol blanco, con las dos concentraciones mas altas 1,0 y 5,0
mg kg? redujeron la nodulacion expresada en relacion al peso de la raiz en
aproximadamente el 60% es decir que paso en la de menor concentracion 0,25 mg kg de

129 g del peso de laraiza 759y 66 g.

Misra y Gaur (1975) encontraron que el funguicida ceresan redujo la nodulacion de
cultivos de garbanzo (Cicer arietinum) en invernadero en concentraciones diferentes de 0,2,
2 'y 20 %; siendo la dosis recomendada 0,2 g por 100 g, paso de formarse en la 8 semana

1120, 801 y 804 nddulos en la concentracion del 20%.

Comparando la estructura quimica de los plaguicidas, se observo que el tratamiento
del insecticida tiociclam (C7H13NO4S3) en las variables diametro del nédulo, peso fresco
de los nodulos y peso seco del nodulo, presentd los mayores promedios (Tabla 2), la
diferencia con respecto al insecticida metomilo (CsH10N20,S) radica en que presenta tres
atomos de azufre con respecto al insecticida metomilo que solo presenta un atomo , y este
asuvez con respecto a los otros tratamientos tiene menos atomos de carbono, hidrégeno

y oxigeno y presenta un &tomo mas de nitrogeno; lo que determind los menores promedios



en las variables diametro de nddulo, peso fresco y seco de los nddulos, porcentaje de

humedad y peso seco del nddulo.

Puppin & Decosta (1966) informaron una reduccién en el niamero de nédulos y
fijacion de nitrégeno de frijoles inoculados (Phaseolus vulgaris ) tratados con el funguicida
semesan (CsHeCIHgO2) y el herbicida neantina (CsHsHgO2) bajo condiciones de
invernadero atribuyendo la lesion al contenido de mercurio en los productos quimicos.
Taha et al., (1966) y Salem et al., (1971) en estudios con plantas de trébol blanco
(Trifolium repens), alfalfa (Medicago sativa), habas (V. haba) y las lentejas (Lens
culinaris), encontraron un aumento en la nodulacion y fijacién de nitrégeno con los
insecticidas lindano (CsHsCls), fonofos (C10H150PS2), endrina (C12HsClsO) y triclorfon

(C4HsCl304P).

Cuando las concentraciones de nitrogeno combinado son altas se inhibe la
nodulacion (Gibson & Harper 1985 y Liu et al., 2011), segun Kadow et al., (1937) los
nitratos en dosis elevadas inhiben la nodulacion; en el andlisis de suelos de estudios
anteriores al que hacemos mencidn se encontré que el de nitratos (NO3) fue de 100,7
ppm presentando una alta disponibilidad de nitratos (por encima de 30 - 40 ppm), que
pudo darse por anteriores o mineralizacién, y que esto posiblemente repercutid
negativamente en el nimero de nddulos segun la Tabla 4, los datos fueron similares en
todos los tratamientos con respecto al testigo adicional a ello también se pudo estar
retardando un poco la nodulacion. La deficiencia de nutrientes como P, K, Ca, S y de
micronutrientes disminuyen la formacién de nddulos, en nuestro estudio los niveles fueron:
P alto (344 ppm), K 6ptimo (588 ppm), Ca exceso (3788 ppm) y el S exceso (404.5 ppm) lo

que no afectaria negativamente la nodulacién de T. pratense.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C6H6ClHgO2&sort=mw&sort_dir=asc

La salinidad en el suelo también influye en forma negativa sobre la formacién de
nodulos (Liu et al., 2011), para nuestro caso la conductividad eléctrica es alta 3,48 ds m *
lo que pudo ser un factor que influy6 negativamente en la nodulacién y la falta de aireacion

(compactacion) también influye en la nodulacidn para nuestro caso no se evidencio.

Rebuffo, et al., (2007) mencionan con respecto a los factores fisicos, que la mayoria
de los Rhizobium se desarrollan de forma 6ptima entre 29 y 31°C en el ambiente, todos los
Rhizobium presentan una misma tolerancia a la alcalinidad, con un limite de pH de 9,6.
Para nuestro bioensayo la temperatura media de ambiente fue de 12 - 38 °C y el pH fue de
5,92 estaban dentro de los rangos establecidos para no afectar el desarrollo de las bacterias

y nodulacion.

CONCLUSIONES

Los plaguicidas empleados en el presente estudio presentan baja persistencia en el
suelo lo que posiblemente no generarian un impacto negativo en la formacion de los
nodulos, sin embargo, el insecticida metomilo tuvo un efecto negativo en la nodulacion de
T. pratense en las condiciones evaluadas, por lo cual se recomienda continuar
investigaciones sobre este plaguicida que podria representar un riesgo en este servicio

ecosistémico en los agroecosistemas de tomate.

Las propiedades quimicas del suelo son determinantes para la formacion de los
nodulos, es asi como la formacién de nodulos radicales de T. pratense, se ve afectada por

altos contenidos de nitratos y nitrégeno a diferencia de otros elementos como fosforo,



potasio, calcio y azufre, por lo cual los elementos de sintesis quimica que se aporten al

suelo podrian afectar este balance de nutrientes y en esta via la formacion de noédulos.

RECOMENDACIONES

Para futuros estudios se puede correlacionar la eficiencia de los nodulos en la fijacion
bioldgica nitrégeno en el trébol rojo con la presencia o no de ingredientes activos como el
metomilo.

Tambieén, evaluar diferentes dosis del mismo producto quimico sobre las diferentes

variables que tienen que ver con la nodulacion en el trébol rojo.

Por altimo, evaluar los ingredientes activos bajo diferentes niveles de macro y

micronutrientes del suelo y su efecto en la nodulacion.
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