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RESUMEN

El constante uso de metam sodio (N- metil ditiocarbamato de sodio, MITC) en la
agricultura protegida en Mexico ha atraido la atencion de investigadores y productores
sobre sus efectos en el ambiente. Algunos estudios del MS estan centrados en ensayos de
campo abierto y laboratorio. Los reportes en agroecosistemas intensivos (elevada
aplicacion de insumos y ambiente controlado) son escasos. El objetivo general del
estudio es contribuir en los conocimientos basicos sobre el comportamiento e influencia
del MITC en dichos agroecosistemas. Dos objetivos especificos fueron establecidos: 1)
evaluar los efectos del MITC en la estructura bacteriana y en su funcionalidad a través
del proceso de nitrificacion; 2) determinar los efectos de las practicas agricolas, como la
aplicacion de abono organico y acolchado pléastico, con el contenido y persistencia del
MITC en el suelo, los efectos en plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) recién
trasplantadas. Los resultados del primer ensayo, realizado en condiciones de invernadero
con cultivo de tomate, muestran que la aplicacion al suelo de MITC en dosis de 400 L
ha no mostrd efecto significativo sobre la riqueza bacteriana (S’), pero si modifico la
estructura de la comunidad (H’ y J”) en cada una de las etapas fenoldgicas del cultivo.
Los cambios estructurales encontrados no afectaron el proceso de nitrificacion del suelo.
En el segundo ensayo, se aplicé al suelo una dosis de 600 L ha™* de MITC para el cultivo
de tomate en malla sombra, se obtuvo que la accion conjunta de la aplicacion de la
gallinaza y acolchado provocaron que el MITC pudiera persistir en el suelo hasta 25 dias
después del trasplante de tomate. Las propiedades fisicoquimicas del suelo que se
relacionaron a los contenidos de MITC, por efecto de la aplicacion de gallinaza y
acolchado, fueron la materia organica y el fosforo aprovechable, que pudieron tener
efecto en la retencién del MITC. Los contenidos de MITC residual afectaron las plantas
de tomate en el contenido de prolina en hoja medido a los 31 dias después del trasplante,
pero no afectd la clorofila y eficiencia del fotosistema Il. El efecto observado en la
prolina no afectd el crecimiento de las plantulas, la accion conjunta de la aplicacion de
gallinaza y acolchado pléstico lograron que las plantulas pudieran crecer adecuadamente
aun con la presencia del MITC en el suelo a los 25 dias después del trasplante, la

retencion del agroquimico por la materia organica, una posible disminucion del MITC



en el suelo, asi como la suplementacion de elementos nutritivos de la gallinaza, pudieron

ser las causas de este efecto.



SUMMARY

The constant use of metam sodium (N-methyl dithiocarbamate sodium, MITC) in
protected agriculture in Mexico has attracted the attention of researchers and producers
about its effects on the environment. Some MS studies are focused on open agricultural
field and laboratory tests. Reports on intensive agroecosystems (high application of
inputs and controlled environment) are scarce. The general objective of the study is to
contribute to the basic knowledge about the behavior and influence of the MITC in said
agroecosystems. Two specific objectives were established: 1) to evaluate the effects of
MITC on the bacterial structure and its functionality through the nitrification process; 2)
determine the effects of agricultural practices, such as the application of organic
fertilizer and plastic mulch, with the content and persistence of the MITC in the soil, the
effects on recently transplanted tomato plants (Solanum lycopersicum L.). The results of
the first trial, carried out in greenhouse conditions with tomato culture, show that the
application to the soil of MITC in doses of 400 L ha-1 showed no significant effect on
the bacterial richness (S '), The structural changes found did not affect the nitrification
process of the soil. In the second trial, a dose of 600 L ha-1 of MITC was applied to the
soil for shade cloth tomato culture, it was obtained that the joint action of the application
of the poultry manure and mulch caused that the MITC could persist in the soil until 25
days after the tomato transplant. The physicalchemical properties of the soil that were
related to the contents of MITC, due to the application of poultry manure and mulching,
were organic matter and usable phosphorus, which could have an effect on the retention
of the MITC. Residual MITC contents affected the tomato plants in the leaf proline
content measured at 31 days after the transplant, but it did not affect the chlorophyll and
efficiency of photosystem Il. The effect observed in proline did not affect the growth of
the seedlings, the joint action of the application of chicken manure and plastic mulch
achieved that the seedlings could grow adequately even with the presence of the MITC
in the soil at 25 days after the transplant, the retention of the agrochemical by the
organic matter, a possible decrease of the MITC in the soil, as well as the
supplementation of nutritious elements of the chicken manure, could be the causes of
this effect.



INTRODUCCION

Los pesticidas fueron formulados para ayudar en la prevencion, destruccion vy
disuasion de plagas en el medio ambiente, son compuestos tdxicos inorganicos u
orgénicos que estan formulados para evitar la destruccion de la vegetacion de las plantas
(productos alimenticios) por plagas (malas hierbas, hongos, insectos, etc.). Los
pesticidas desempefian un papel fundamental en la produccion de alimentos y la
contaminacion ambiental en todo el mundo (Asantewaa y Asumadu, 2016).

De acuerdo a la FAO (2002), un pesticida es cualquier sustancia o mezcla de
sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, y los vectores de
enfermedades humanas o animales, especies de plantas o animales no deseados que
causan dafio durante o interfieren con la produccién, procesamiento, almacenamiento,
transporte o comercializacion de alimentos, productos agricolas, madera y productos de
madera 0 piensos, o0 sustancias que pueden administrarse a animales para el control de
insectos, aracnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos.

Los pesticidas se pueden clasificar o agrupar de acuerdo a plagas que controlan,
modo de accién o estructura quimica. Otra forma es la clasificacion quimica que
proporciona informacion sobre las propiedades fisicas y quimicas de los plaguicidas
(Semen et al., 2016).

Los pesticidas benefician al matar plagas agricolas y humanas, pero a la vez, generan
un costo por su adquisicion y aplicacion, asi como un impacto en la salud humana y el
ambiente (Bourguet, 2016). Existen, a nivel mundial, mas de 80,000 sustancias quimicas
diferentes que se usan como pesticidas (Ansari et al., 2013), y se aplican
aproximadamente dos millones de toneladas por afio (45% en Europa, 25 % en los
Estados Unidos de América 'y 25 % el resto del mundo) (De et al., 2014). Son utilizados
en el control de plagas y en la agricultura bajo diversas condiciones climéticas y la
proteccién a los cultivos, disminuyendo y/o eliminando perdidas de rendimiento, asi
como en procesos industriales, contribuyendo en la mejora y produccién de alimentos y

bienes para la creciente poblacion (Begun et al, 2017).



También son utilizados en programas de proteccion de salud publica para
enfermedades a seres humanos transmitidas por vectores como la malaria, el dengue y
esquistosomiasis (Nicolopoulou et al., 2016).

Los pesticidas agricolas se clasifican quimicamente en cuatro grandes grupos:
organolcorados, organofosforados, carbamatos y piretroides. También se clasifican en
cuanto a su uso en insecticidas, herbicidas, bactericidas, etc., y a su funcion. Los
pesticidas de contacto generalmente controlan una plaga como resultado del contacto
directo. No penetran en los tejidos de las plantas. Por otro lado, los sistémicos son
pesticidas, que son absorbidos por las plantas o los animales y transportados a los tejidos
no tratados. Los pesticidas sistémicos penetran los tejidos de la planta y se mueven a
través de las hojas, tallos o raices. Los venenos estomacales matan las plagas de los
animales después de la ingestion y deben ser consumidos. Los fumigantes son sustancias
quimicas que se aplican como gas téxico o como un solido o liquido que forma un gas
toxico. El gas penetra en las estructuras o el suelo (Zacharia 2011).

A nivel mundial el 36% de la poblacion laboral activa se emplea en la agricultura
(Ansari et al., 2013). La Organizacién Mundial de la Salud informé que el 23% de las
muertes mundiales se deben a factores ambientales modificables en los que se incluye el
uso de plaguicida. El trabajo en la agricultura plantea riesgos para los trabajadores
rurales cuando estan expuestos rutinariamente a los pesticidas (Sena et al., 2017).

Las préacticas agricolas actuales hacen uso extensivo de pesticidas conocidos por
causar efectos negativos a la salud humana, vida silvestre y degradan el medio ambiente
siendo necesario un enfoque estratégico en la reduccién de agroquimicos (Nicolopoulou
et al., 2016). Cuando se aplican plaguicidas en un agroecosistema horticola intensivo
pueden conllevar a efectos e impactos residuales en su aplicacion en suelo, agua, planta
y atmodsfera. Los residuos de los pesticidas agricolas, en general, son el principal
contribuyente a la exposicion humana y no se considera actualmente en la practica de
evaluacion del ciclo de vida (Frantke y Olivier, 2016). La priorizacion del desarrollo
tradicional sobre el desarrollo sostenible y la complejidad percibida de estrategias
alternativas para mejorar los rendimientos de los cultivos han limitado este cambio
(Hough Peter, 2013).



La agricultura intensiva en México ha crecido en ultimas décadas a raiz del TLCAN.
Los cultivos protegidos pasaron de 790 ha en el afio 2000 a 23251 ha en el afio 2014, por
lo que la actividad se encuentra en expansion y tiene un gran potencial de crecimiento ya
que el 97% de la produccién de hortalizas se realiza en campo abierto (SNITT, 2016).

Como primer paso en las actividades del proceso de produccion horticolas intensivos,
es la preparacion del suelo, que comprende la labranza y desinfeccion de los suelos que
han sido usados con monocultivos, entre los que se destaca el cultivo del tomate. Hasta
la fecha, la fumigacion (o vaporizacion) es el enfoque més efectivo para controlar las
plagas transmitidas por el suelo (Parvatha, 2016), ésta tiene como objetivo promover
cultivos saludables y productivos, la incidencia de las plagas aumenta con los cultivos
frecuentes, especialmente con los monocultivos (Parvatha 2016; Gamliel y Katan, 2005)
como el tomate (Solanum lycopersicum L.). La desinfeccion del suelo es un método
esencial para controlar nematodos transmitidos por el suelo, hongos y bacterias
patdgenas para prevenir su dafio y mantener la produccion en los niveles requeridos
(Mao et al., 2016).

La fumigacion del suelo se realiza mediante la aplicacion de plaguicidas toxicos al
suelo por diversos medios, y estos fumigantes se mueven hacia abajo y a través del perfil
del suelo y alcanzan los organismos objetivo, los cuales pueden afectar adversamente la
cantidad y calidad de las plantas (Sederholm et al., 2017). Los fumigantes del suelo son
pesticidas que se usan para controlar una gran variedad de plagas transmitidas por el
suelo, incluidos nematodos, patdgenos y malezas, después de la aplicacion al suelo,
forman répidamente gas mediante volatilizacion o transformacion quimica. Mediante la
difusion en los poros del suelo y la particion en la fase acuosa del suelo, el gas
fumigante desempefia el papel principal para controlar las plagas transmitidas por el
suelo (Ajwa et al., 2010). Uno de los principales problemas de los fumigantes actuales
es la mala distribucion en los lechos de suelo y los cultivadores, se deben considerar
métodos de aplicacion que logren una distribucion mas uniforme de los fumigantes.
(Chamorro et al., 2016). Por otra parte, los fumigantes pueden causar alteraciones en la
nitrificacion del suelo, y también se cree que varios factores ambientales afectan o

controlan la nitrificacion en el suelo (Yan et al., 2017).



Uno de los productos més utilizados actualmente en la desinfeccion de suelos es el
MS, que se utiliza contra varios patégenos trasmitidos por el suelo tanto en el cultivo al
aire libre como cubierto en suelos himedos. EI MS sufre rapidamente descomposicion a
su ingrediente activo, metil isotiocianato (MITC) producto toxico (76 g litro™ a 20 °C)
soluble en agua (50 LD (rata) = 95-175 mg kg™) con una presion de vapor 20.7 mm Hg a
20 °C, el MICT constituye alrededor del 90% de los productos de degradacion de
metam-sodio (lbrahim, 2000), otros productos de descomposicion gaseosos incluyen
disulfuro de carbono, sulfuro de carbonilo y sulfuro de hidrogeno (Triky-Dotan et al.,
2010).

El MITC al difundirse la fase liquida y de vapor del suelo controla nematodos,
hongos, malas hierbas e insectos de los cuales se une a las moléculas que transportan
oxigeno y evita que los tejidos lo utilicen, las dosis recomendadas para suelos arenosos,
pesados y muy pesados son 490-650, 800 y 1000 L ha?, respectivamente, la temperatura
del suelo también es un factor critico en la aplicacion efectiva del producto quimico
MITC: es mejor fluctuar entre 10 °C y 30 °C a una profundidad de suelo de 10 cm
(Parvatha, 2016), de amplia actividad biocida. La descomposicion acelerada del MITC
se asocia con aplicaciones repetidas del fumigante, relacionado estrechamente con
aplicacion de pesticidas o compuestos homologos (Gamaliel y Katan, 2005).

El uso recurrente de los agroquimicos, como el MS, puede empobrecer el suelo y
disminuir la porosidad, capacidad de amortiguamiento etc., ademas de disminuir la
fauna microbiana del suelo, la cual tiene como funcion realizas las reacciones
bioguimicas que suceden dentro de este complejo y heterogéneo sistema, viviente y
dindmico. El destino de pesticidas en los suelos en México, como en todo el mundo, es
preocupante (Ortiz et al., 2014). Los fumigantes en la agricultura requeriran mas
investigaciones en suelos, condiciones ambientales, comunidades microbianas etc., y
conocer la efectividad en la biodiversidad (lbekwe, 2004). De acuerdo con Sande
(2011), los fumigantes también causan dafio en las poblaciones microbianas no objetivo
benéficas (antagonistas, competidores, parasitos patbgenos y hongos micorricicos).

Estudios realizados por Warton et al. (2001), en laboratorio, en suelos de una granja
en Australia, muestras tomadas fueron esterilizadas a 100 °C, por una hora, la cual no

elimino los microorganismos responsables de degradacion del MITC. Después se utilizd



agar que contenia MITC como fuente de carbono para los microorganismos, para aislar
las bacterias del suelo fresco que presenta una degradacion mejorada. De los
microorganismos aislados, 11 se parecian a Rhodococcus spp., 4 se parecian a Bacillus
spp y 3 de ellos no fueron identificados. La inoculacién con estos aislados agrupados en
suelo que habia sido esterilizado en autoclave realizaron biodegradacion del MITC en
ese suelo. El fumigante MITC, es utilizado como fuente de energia y nutriente por los
microorganismos. Los fumigantes cominmente se cree que son de corta vida en el suelo,
pero se han encontrado residuos en los suelos afios después de la aplicacion (Guo et al.,
2003)

La asociacién planta-comunidad bacteriana es beneficiosa a las plantas, ya que
promueve el crecimiento y las protege del estrés, por lo que es muy importante en los
ecosistemas naturales y en los agroecosistemas (Herrera and Lebeis, 2016). El
comprender estas relaciones, asi como el comportamiento de las comunidades
bacterianas en el transcurso de la evolucion del cultivo o el ciclo de vida de las plantas
dentro del ambiente agricola permite mejorar sosteniblemente la produccién. La
definicion de una red en una comunidad microbiana es un desafio por el alto nivel de
diversidad, pero los rapidos avances en las técnicas moleculares han ayudado (Cong et
al., 2015), la secuencia de ADN, ofrecen formas de explorar la microbiota del suelo con
mayor cobertura y alta resolucion (Hartmann et al., 2015).

Una de las piedras angulares de la gestion agricola es la buena administracion del
suelo, la intensificacion lleva al ecosistema a la degradacion y pérdida de productividad
a largo plazo y se considera una amenaza a la diversidad mundial, la capacidad de
administrar la microbioma del suelo con organismos benéficos sin organismos
perjudiciales seria un gran enfoque en la mejora de la produccion agricola (Hartmann et
al., 2015).

Los legados microbiologicos después de la fumigacion también seran influenciados
por las condiciones fisicas y quimicas (fertilizacion). La sucesion bacteriana involucra
interacciéon de phyllas con asociaciones como la competencia, depredacién y
mutualismo. Las préacticas de manejo de suelos agricolas tienen un efecto en las
estructuras microbianas de acuerdo a Wu et al., (2008), quienes encontraron diferencias

en la diversidad bacteriana con diferentes practicas de gestion de la tierra y la



produccion de cultivos agricolas. También en cultivo de canola en invernadero, la
utlilizacion del metam sodio (MITC) fue mas eficiente al cubrirse el suelo con pléstico,
mejorando la eficacia del fumigante, reflejado en el crecimiento posterior de la planta y
redujo la severidad de la raiz ciliar (Hwang et al., 2017).

Las poblaciones microbianas interactian entre ellas ademés del ambiente, temporal y
espacialmente, dando a la comunidad atributos de estructura y funcion (libro). La
estructura puede ser conocida o descrita por la diversidad (composicion de las especies),
quienes cumplen funciones especializadas en los agrosistemas. Los ecosistemas
agricolas tienen suelos distintos y plantean retos sorprendentemente diferentes para la
vida microbiana del suelo que, a menudo, no conocemos qué hacen funcional o
ecologicamente, estudios clave a menudo combinan métodos basados en la
identificacion con métodos basados en la actividad (Balser et al.,, 2010). Los
microorganismos son Vvitales en la degradacion de la materia organica del suelo,
recambio de nutrientes, supresién de patégenos y un componente esencial para los
sistemas agricolas sostenibles (Nguyen et al., 2018).

Las diversas practicas de los estudios agricolas limitan su comparabilidad, por un
lado, los agrosistemas organicos y por el otro los convencionales, pudiera encontrarse
entre ambos, estrategias combinadas entre sintéticos y fertilizantes organicos (Hartmann
et al., 2015). Los xenobidticos (agroguimicos) al no ser degradados, se pueden
estabilizar o ser degradados en la rizosfera, adsorbidos (forman parte del humus y
podrian entrar a la cadena alimentaria) o acumulados en las raices y/o ser transportados a
las partes aéreas, volatilizados o degradados en el tejido de la planta (EI-Sheikh and
Ashour, 2010). Es necesario el uso adecuado de los agroquimicos en su aplicacion y
dosis correctas, tomado en cuenta el rendimiento, el campo, el suelo y variabilidad del
cultivo (Nicolopoulou et al., 2016), por otro lado, los pesticidas pueden aumentar en el
medio ambiente al no ser descompuestos por las cepas microbianas del suelo (Jaiswal et
al., 2017).

La aplicacién de insumos agricolas (como los pesticidas y fertilizantes) y actividades
como labranza, cultivo intercalados y de rotacién, practicas de riego, acolchados,
aplicacion de compostas y/o &cidos humicos etc., tienen implicaciones en los cultivos,

pero también en el microcosmos del suelo.



Los efectos de los plaguicidas en la microbiologia del suelo deben determinarse en
pardmetros funcionales como la mineralizacion de carbono o nitrdgeno, se debe
establecer aprobaciones de protocolos con métodos incluyentes de las posibles
implicaciones ecoldgicas de la diversidad bacteriana alterada (Johnsen et al., 2001), ya
que son indicativos de la fertilidad del suelo.

La diversidad microbiana del suelo es importante para la agricultura sostenible
porque los microbios actdan en procesos que apoyan la produccion agricola. Todos los
ecosistemas estdn compuestos por multiples especies que desempefian numerosas
funciones. La biodiversidad es un importante motor del funcionamiento de los mismos
(Normand et al., 2014). Las comunidades microbianas que impulsan el ciclo del
nitrégeno contribuyen a los servicios del ecosistema, como la produccion de cultivos y
la calidad del aire, el suelo y el agua (Crouzet et al., 2016).

La calidad del suelo es un indicador clave del uso sostenible de la tierra que es la
gestion del entorno natural y el entorno construido para conservar los recursos que
ayudan a mantener la poblacion humana actual y futura (Zuazo et al., 2011). La materia
organica del suelo desempefia un papel crucial en la fertilidad de las tierras de cultivo, la
proteccion del medio ambiente y el desarrollo sostenible de la agricultura. Es un
continuo de compuestos organicos en descomposicion progresiva (Lehmann y Kleber,
2015). La agricultura y produccion de materiales biologicos (alimentos,
biocombustibles, madera, textiles, papel), requiere el mantenimiento de la calidad del
suelo (Garrigues et al., 2013). La materia organica del suelo esta disminuyendo
afectando a servicios que sustentan la produccion agricola como el ciclo de nutrientes y
control de plagas, las practicas agricolas que aumentan la materia organica de los suelos
proporciona una oportunidad para la intensificacion ecoldgica de los sistemas de cultivo
(Garratt et al., 2018). Los suelos fértiles son recursos centrales para la produccion de
biomasa y la provision de alimentos y energia. Una poblacion mundial creciente
demanda mas alimentos y bioenergia, lo que requiere preservar y mejorar la
productividad a largo plazo de los suelos como recurso bioecondmico, se deben
mantener otras funciones del suelo y los servicios del ecosistema: filtrar el agua limpia,
secuestro de carbono, provision y reciclaje de nutrientes y habitat para la actividad
biologica (Wollschlaeger et al., 2017).



Las bacterias del suelo proporcionan una amplia gama de servicios ecosistémicos,
como el ciclo de nutrientes. A pesar de su importante papel en los sistemas del suelo, las
respuestas composicionales y funcionales de las comunidades bacterianas a los
diferentes regimenes de uso y manejo de la tierra no se comprenden completamente
(Kaiser et al., 2016).

En las investigaciones sobre impactos en la estructura de las comunidades
microbianas tras sufrir perturbacion por la aplicacion de pesticidas al suelo, se han
utilizado indicadores de biodiversidad como son los indices de riqueza (S), diversidad
(H’) y equidad (J’) (Tipayno et al., 2012), para lo cual, se han utilizado las técnicas
moleculares en estudios de la estabilidad funcional de microorganismos (Griffiths et al.,
2000, Macalady et al., 1997) asi como extraccion del ADN bacteriano del suelo (Keshri
et al., 2013, Tiquia, 2005, Toyota et al.,1999) etc. La recuperacion de las comunidades
microbianas del suelo, tratados con fumigantes se han estudiado en suelos esterilizados e
incubados mostrando recuperacién microbiana después de la aplicacién, asi como
cambios en la estructura microbiana (Ibekwe et al., 2001) en condiciones de laboratorio,
en donde existen limitaciones y deben evaluarse con mayor precisién mediante ensayos
de campo (Mocali et al., 2015).

Los estudios de MS estan centrados en ensayos de campo abierto y laboratorio. Son
escasos los reportes en agroecosistemas intensivos, los cuales tiene una dinamica
diferente por la elevada aplicacién de insumos y ambiente controlado, lo que pueden
tener efectos diferentes en la dindmica del MS, la microbiologia del suelo, persistencia y
fisiologia de las plantas.

La aplicacion de MS a los suelos en la pre-siembra de cultivos intensivos: podria
afectar a la estructura como a la diversidad de las comunidades bacterianas, y procesos
de suelo relacionados, que a su vez también afectaria al funcionamiento de las plantas
del cultivo. A su vez, las practicas agrondmicas pueden modificar la persistencia del
MITC en el suelo y acumulacion en la planta
Por lo anterior y con el objetivo general de contribuir en los conocimientos basicos sobre
el comportamiento e influencia del MITC en los agroecosistemas intensivos, se realizo6
el presente estudio con los siguientes objetivos especificos.

Obijetivos especificos:



1. Estudiar los efectos del N-metil ditiocarbamato de sodio en la diversidad
bacteriana del suelo a través del indice de riqueza S), diversidad (H”) y equidad
@).

2. Evaluar el efecto del MITC en la funcionalidad de la microbiologia bacteriana del
suelo para realizar la nitrificacion con la aplicacion del N-metil ditiocarbamato de
sodio.

3. Estudiar el efecto de préacticas agricolas, como la aplicacion de abono organico
con y sin acolchado plastico con aplicacion del MS, en el contenido y persistencia
del MITC durante las etapas fenoldgicas del cultivo de tomate (Solanum
lycopersicum L.)

Con estos estudios se estara contribuyendo al conocimiento sobre la efectividad del
MS vy los efectos que pueda tener en el suelo, haciendo un uso mas eficaz y racional, asi
como la repercusion de su empleo en el ambiente del agroecosistema; guiando a mejorar
las practicas agricolas y de conservacion, esperando un crecimiento e inversiones en
estrategias benéficas a la conservacion de recursos los cuales son el sostén de nuestra
produccién, por lo cual al identificar las areas agricolas con problemas y poder controlar
cambios en la sostenibilidad relacionado al manejo empleado a los suelos se colaborara

hacia una agricultura sostenible.
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SODIUM N-METHYLDITHIOCARBAMATE IMPACT ON SOIL BACTERIAL
DIVERSITY IN GREENHOUSE TOMATO (Solanum lycopersicum L.) CROP
IMPACTO DEL N-METIL DITIOCARBAMATO DE SODIO EN LA
DIVERSIDAD BACTERIANA DE UN SUELO CULTIVADO CON TOMATE
(Solanum lycopersicum L.) EN INVERNADERO

RESUMEN

El uso constante de metam sodio (N-metilditiocarbamato de sodio, MS) en la
agricultura protegida en Mexico ha atraido la atencidn de investigadores y productores
sobre sus efectos en el ambiente. El objetivo de este estudio fue evaluar el impacto del
MS en la estructura y funcion de la comunidad bacteriana en un suelo agricola con
cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.) considerando las diferentes etapas
fenoldgicas del cultivo. El experimento se realizd en invernadero, con un disefio de
bloques completamente al azar con dos tratamientos: 1) sin MS y 2) con aplicacion de
400 L-ha de MS. Para la determinacion de la estructura bacteriana se utilizaron los
indices de biodiversidad: riqueza (S), diversidad (H’) y equidad (J”) ¢ identificacion de
unidades taxondmicas operacionales (UTO) a través de la técnica T-RFLP. La funcién
se determind por el proceso de nitrificacion en el suelo. La aplicacion de MS en suelo no
mostrd efecto significativo sobre la riqueza bacteriana (S). Sin embargo, la aplicacion
del MS si modifico la estructura de la comunidad bacteriana (H” y J’) en cada una de las
etapas fenoldgicas del cultivo. Dentro de las bacterias identificadas, la phylla
Proteobacteria presentdé mas cambios en los porcentajes de las abundancias relativas
(UTO) relacionadas a la presencia del MS. Los cambios estructurales en la comunidad
bacteriana encontrados no se reflejan el proceso de nitrificacion del suelo. Finalmente se
identifica la necesidad de incluir en futuros estudios la evaluacion de los efectos del MS
en la fisiologia de cultivos intensivos su funcion y persistencia en diversos tipos de
suelo.
Palabras clave: Indices de biodiversidad, suelo, nitrégeno, T-RFLP, comunidad

bacteriana.



ABSTRACT

The constant use of metam sodium (sodium N-methyldithiocarbamate, MS) in
protected agriculture in Mexico has attracted the attention of researchers and producers
on their effects on the environment. The objective of this study was to evaluate the
impact of MS on the bacterial community structure in an agricultural soil with tomato
crop (Solanum lycopersicum L.) considering the different phenological stages of the
crop. The experiment was carried out in a greenhouse, with a completely randomized
block design with two treatments: 1) without MS and 2) with application of 400 L-ha*
of MS. For the determination of the bacterial structure, the biodiversity indexes of
wealth (S), diversity (H”) and equity (J°), identification of operational taxonomic units
(OTU) through the T-RFLP technique were used. The function was determined by the
nitrification process in the soil. Application of MS in soil showed no significant effect
on bacterial (S) richness. However, the application of MS does alter the structure of the
bacterial community (H> and J’) in each of the phenological stages of the culture.
Application of MS in soil showed no significant effect on bacterial (S) richness.
However, the application of MS does alter the structure of the bacterial community (H’
and J’) in each of the phenological stages of the crop. Among the bacteria identified, the
phylla Proteobacteria showed more changes in the relative abundance percentages
(OTU) related to the presence of MS. The structural changes in the bacterial community
found are not reflected in the N-NOz™ content of the soil. Finally, the need to include in
future studies the evaluation of the effects of MS on the physiology of intensive crops
and functions in different soil types.

Key words: biodiversity indexes, soil, nitrogen, T-RFLP, bacterial community.



INTRODUCCION

El metam sodio (N-metilditiocarbamato de sodio, MS) es un desinfectante de suelos
agricolas del grupo de los tiocarbamatos. EI MS se aplica en el cultivo de tomate en
condiciones de invernadero. En México, el uso del MS ha aumentado debido al
incremento de la superficie con sistema de agricultura protegida. Actualmente, la
superficie con dichos sistemas comprende mas de 23000 hectareas (SNITT, 2016). Esta
area sigue en incremento a razon de 1200 ha-afio™ (AMPHAC, 2016). En estos sistemas,
el tomate (Solanum lycopersicon L.) es el cultivo més importante porque representa el
70% de la superficie total protegida. El cultivo de tomate en invernadero se lleva a cabo
como monocultivo intensivo, lo que orienta, en su mayoria, a la aplicacién del MS
durante el inicio de cada ciclo agricola para la prevencion en enfermedades provocadas
por Fusarium spp., Phytophthora spp., Pyhlum spp., Rhizoctonia spp., Verticillium spp.
y Sclerotinia spp., entre otras especies (Laincon, 2010).

El MS se transforma a metil isotiocianato (MITC) cuando se aplica en suelos
himedos y se distribuye como gas en el suelo (Triky et al., 2009, Laincon, 2010). En lo
general, los pesticidas, como el MS, afectan a las poblaciones microbianas nativas y no
objetivo del suelo. Estas poblaciones pueden tener una recuperacion critica después de la
fumigacion, pero sobre ello se sabe poco (Sande et al., 2011, Dangi et al., 2015).

La diversidad de las poblaciones bacterianas del suelo, de acuerdo al impacto de MS,
pueden ser estimadas por los indices de biodiversidad: riqueza (S), diversidad (H”) y
equidad (J’) (Typaino et al., 2012). Tales indices pueden ser obtenidos a partir de
unidades taxondmicas operacionales (UTO) utilizando asignacion filogenética
determinadas a través de la técnica molecular de T-RFLP (poliformismos de longitud de
fragmentos de restriccion) (Tiquia 2005). Dicha técnica puede estudiar un mayor
porcentaje de microorganismos del suelo en comparacion a los métodos independientes
de cultivo, en donde menos del 1% de los microorganismos pueden ser cultivados
(Trosvik y Ovreas, 2002).

Las aplicaciones de los plaguicidas en suelos agricolas deben ser minimizados, ya
que pueden afectar las funciones del suelo, por lo tanto, del ecosistema (Prakash et al.,
2014). En este contexto se requiere el analisis de la composicion y el comportamiento de



las comunidades microbianas del suelo después de la fumigacion, con la finalidad de
determinar el impacto de los agroquimicos sobre el estatus funcional de un suelo
(Mocali et al., 2015). Una de estas funciones se puede ver reflejada por el proceso de
nitrificacion en el suelo, mismo que relaciona la actividad microbiana.

Las comunidades microbianas del suelo interactGan entre si, y con las especies
vegetales, y compiten por nutrientes. De esta forma, los consorcios de microorganismos
participan activamente en los ciclos biogeoquimicos, como el del nitrégeno
biodisponible, el cual es indispensable para el crecimiento de las plantas, la fijacion del
nitrogeno se realiza por grupos filogenética y fisiolégicamente diversos. El nitrato (NOs
) es la principal fuente para el crecimiento de las plantas, pero puede ser utilizado
simultaneamente por los microorganismos del suelo, éstos ademas inciden en la
nutricion de plantas, en la degradacién de xenobidticos y en las funciones de un
ecosistema (Amadou y Huang, 2013, Keshri 2013, Di Ciocco et al., 2014).

En relacion a los microorganismos que habitan en el suelo después de la fumigacion,
existen limitaciones en los experimentos realizados en laboratorio, los cuales deben
evaluarse con mayor precision mediante ensayos de campo (Mocali et al., 2015). A
diferencia de los sistemas de produccion agricola a campo abierto, en los sistemas de
agricultura protegida debe considerarse su dindmica ambiental, la cual es diferente por
su manejo principalmente con respecto a nutrientes, humedad relativa, temperaturas, etc.

Las actividades agricolas intensivas, que utilizan la aplicacion de MS al suelo
pudieran afectar la estructura y funcion de la comunidad microbiana durante el
desarrollo de cultivos protegidos, se realiza la presente investigacion con objetivo de
evaluar el impacto del MS en la estructura bacteriana de un suelo agricola con cultivo de
tomate (Solanum lycopersicon L.) en invernadero, en las diferentes etapas fenologicas
del mismo, a través de los indices de biodiversidad: riqueza (S), diversidad (H’) y
equidad (J’), identificacion por bases de datos a unidades taxondmicas operacionales

(UTO), asi como sus efectos en el proceso de nitrificacion en el suelo.



MATERIALES Y METODOS

Dos ensayos fueron realizados para despejar la hipotesis, que el MS afecta a los
microorganismos microbioldgicos del suelo y subsecuentemente a la funcionalidad

mediante el proceso de nitrificacion.

Estudio del Efecto del MS en la Estructura Microbiana
Sitio de estudio

Este estudio se realizd en la Facultad de Agronomia y Veterinaria de la Universidad
Autoénoma de San Luis Potosi, México (22° 13 48°° Ny 100° 51° 35”* O, 1834 msnm).
El clima de la zona es clasificado como semiarido, con promedio de lluvias de 450 mmy
una temperatura anual media de 21°C (INEGI 2016). El estudio se establecié en un
invernadero experimental de 135 m? de area y 506.25 m® de volumen, con cubierta de
polietileno (tricapa de 608 galgas), orientado en direccion norte-sur.
Caracteristicas del suelo

Las caracteristicas del suelo fueron determinadas al inicio del estudio utilizando los
métodos de la Norma Oficial Mexicana de Analisis de Suelo (NOM-MX-021-RECNAT
2001). Para ello una muestra compuesta fue analizada obteniendo los siguientes valores:
limo 20 %, arena 61 %, arcilla 19 % (franco arenoso), materia organica 1.5 % (bajo),
potasio intercambiable 1.2 C* mol kg? (alta), fosforo aprovechable 6 ppm (medio),
nitrdgeno inorganico 10 ppm (muy bajo), pH en el extracto de saturacion 8.17
(medianamente alcalino), conductividad eléctrica 0.86 dS-m™ (efectos despreciables de
salinidad). La humedad del suelo al momento de la fumigacion fue a capacidad de
campo. El suelo se preparé una semana antes de la aplicaciéon de MS con dos pasos de
rastra y la adicion de gallinaza en dosis equivalente a 4 t-ha™.
Disefio experimental y tratamientos

El ensayo se realizo en el invernadero experimental, los tratamientos que se
involucraron en este estudio fueron: 1) sin aplicacion de MS (testigo), y 2) con
aplicacion Unica de 400 L-ha™ de MS. El tratamiento dos se aplico de manera preventiva
contra enfermedades del suelo, tal como lo realizan los productores en parcelas de

produccion. La fuente del MS fue Vapam al 45 %, en estado liquido (Buckman Lab. SA



de CV, EUA). La temperatura del suelo al momento de la aplicacion del MS fue 30 °C a
25 cm de profundidad y humedad del 20 %. Inmediatamente a la aplicacion del
fumigante, el suelo se cubrio con polietileno negro para evitar su volatilizacion, y se
mantuvo asi por 18 dias.

El disefio experimental fue de bloques al azar con tres repeticiones por tratamiento y
las unidades experimentales fueron parcelas de 2.2 m? La justificacion del disefio
experimental es considerar la heterogeneidad del suelo y reduccion de la varianza, segun
se ha usado en estudios de diversidad microbiana en suelos (Feng et al., 2003, Wang et
al., 2014, Wei et al., 2016).

Manejo del cultivo de tomate

A los 22 dias después de la aplicacién del MS, se trasplantaron plantulas de tomate
variedad Anibal (Harris Moran, EUA) de crecimiento indeterminado, con 4-5 hojas
verdaderas a una distancia de 30 cm entre ellas y 160 cm entre hileras o camas. El
programa de fertilizacion se muestra en el Cuadro 1, el cual fue disefiado para cada una
de las etapas fenoldgicas del cultivo (vegetativa, floracion y fructificacion) (Castellanos
2008). Durante la evolucion del cultivo, la fertirrigacion se ajusté a pH de entre 6 y 6.5,
con conductividades eléctricas entre 2 y 2.5 dS-m™. Los riegos se realizaron con el uso
de tensiometro (Irrometer, EUA) manteniendo una tension de humedad de entre 10 y 14
centibares. La fluctuacion para las temperaturas en el periodo de estudio fue de 20 a 30
°C y humedades relativas de 40 a 70 %.

Cuadro 1.1. Cronograma de fertilizacion del cultivo de tomate.

Fertilizante 8 a 25 DDT 26 a 45 DDT 46 a 70 DDT
(kg ha'! dia!)
N 1.0 2.0 6.0
P,O; 1.0 1.5 1.5
K,O 2.0 4.0 10.0
Ca 1.8 3.0 35
Mg 0.6 1.0 2.0

DAT=dias después del trasplante



Anélisis de muestras de suelo
Muestreo

Se realizaron cuatro muestreos de suelo, el primero se tom6 15 dias antes de la
aplicacion del MS, el segundo muestreo fue a los 22 dias después de aplicar el MS
(momento de trasplante), el tercero a los 40 dias después del trasplante (en floracion) y
el cuarto a los 70 dias después del trasplante (primer corte del fruto).

El procedimiento de muestreo consistio en tomar tres muestras de cada parcela a una
profundidad de 25 cm (30 g por muestra) y al mezclarlas se formd la muestra compuesta
para cada parcela. Las muestras se almacenaron en tubos plasticos esterilizados y se
trasladaron a laboratorio en hielera a una temperatura de 4°C para mantener conservada
la muestra para su posterior analisis.

Extraccion de ADN
El ADN total de las comunidades microbianas del suelo fue extraido de muestras

compuestas de 10 g de suelo, con el kit Power Soil DNA (MoBio, Carlsbad, California,
USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN gendmico extraido se purifico
con el kit DNA Clean and Concentrator (Zymo Research, Irvine, California, EE.UU.),
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Anaélisis de T-RFLP

El ADN total extraido de las muestras de suelo fue utilizado como molde para la

amplificacion por PCR de un fragmento de 1.5 kb de la region del ADN ribosomal 16S,
con par de cebadores universales para bacterias (F27, 5’-AGA GTT TGA TCM TGG
CTC AG- 3’ y R1492, 5> TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT-3’) (Lane 1991). El
cebador F27 fue marcado con 6-carboxifluoresceina (6-FAM) en el extremo 5°. Las
amplificaciones por PCR con cebadores marcados se realizaron en un termociclador
personal MultiGene Mini (Labnet), la reaccion se llevo a cabo en un volumen de 25 pl;
cebador F27-FAM a 0.2 uM; cebador R1492 a 0.2 uM; 1 U de enzima MyTaq
polimerase (Biolane, Reino Unido) y 3 pl de ADN (1:20 v:v). El ciclado fue de 5 min a
94 °C para la desnaturalizacion inicial, seguido de 35 ciclos de desnaturalizaciéon a 95 °C
durante 45 s, hibridacién a 50 °C durante 45 s, extension a 72 °C durante 2 min y 10 min
a 72 °C como extension final. La amplificacion por PCR se verificO mediante
electroforesis en gel de agarosa 1%, los productos marcados de PCR con el tamafio



esperado fueron purificados utilizando el kit Clean DNA Concentrator (Zymo Research,

Irvine, California, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los productos

purificados de la PCR (10 pL) fueron digeridos con la endonucleasa de restriccion Ndel

(Thermo Fisher Scientific) a 37°C durante 2 h, seguido de un paso de inactivacion a 60

°C por 10 minutos. El tamafio de los fragmentos de restriccion terminales (T-RF) fueron

determinados en secuenciador capilar automatizado ABI 3130 (Applied Biosystems,

Foster City, CA), con el patrén interno de tamafio BTO 550 (Qiagen, EUA), en un rango

de 50 a 550 pares de bases (pb). Los perfiles obtenidos fueron analizados con el software

Genemapper V3.7 (Applied Biosystems, Inc., EUA) con una deteccion de altura del pico

de 50 unidades fluorescentes.

Estructura Bacteriana del Suelo

Caélculos de parametros de diversidad
La biodiversidad genética microbiana fue estimada con tres indices para expresar la

estructura bacteriana en virtud de la practica del cultivo intensivo en la produccion de

tomate.

1) Riqueza (S), representa el numero de especies bacterianas que conforman la
poblacion del suelo. Fue calculada con el nimero de T-RF presentes en las muestras,
representan las unidades taxonémicas operacionales (UTO) (40). Una UTO es un
grupo de organismos filogenéticamente relacionados sin especificar su rango
taxonémico (Normand et al.,2015).

2) Indice de Shannon (H”), representa el nivel de diversidad de la poblacion bacteriana
del suelo. Fue calculada con la formula H* = -X(pi) (In pi), donde pi es la abundancia
relativa de cada especie respecto a la poblacién total, que a su vez fue calculada
basandose en el area del pico de cada T-RF dividido por la suma de todas las areas T-
RF de la muestra correspondiente (Babendreier et al., 2007). Los valores de H’ van
del 0 al 5, los valores generalmente se encuentran entre 1,5y 3.5, es poco comun que
excedan el 4.5. Si H’ presenta un valor 0 entonces se tiene una especie presente, lo
cual se interpreta como baja biodiversidad (Normand et al.,2015).

3) Indice de equidad (J*), representa la distribucion de la abundancia de las distintas

especies en el suelo. Fue calculada con la formula J’=H’/ In S. Los valores J’ van del



0 al 1. Al incrementarse este valor se incrementa la diversidad y uno es la maxima

diversidad (Boyd y Gill, 2007).

Asimismo, se realizd la asignacion filogenética de los T-RF obtenidos en cada
muestra, a grupos taxonomicos, mediante la herramienta T-RFLP Phylogenetic
Assignment Tool (PAT) (Kent et al., 2003), albergada en el sitio web Microbial
Community Analysis (MICA) (Shyu et al., 2007), tomando como base de datos Silva
(R106) 16/18S rRNA (Shyu et al., 2007, Nakano et al., 2008).

Andlisis estadistico

En los andlisis de los datos (electroferrogramas) en el desarrollo del experimento se
utilizé el software especializado T-REX (Culman et al., 2009) disponible en linea
(http://trex.biohpc.org/), se calculd la riqueza (S) los datos de la misma fueron
transformados logaritmicamente, tambien el ndmero de UTO bacterianas en cada
tratamiento asi como el analisis de componentes principales (ACP) para conocer la
asociacion de grupos bacterianos con respecto al efecto de la aplicacién del Metam
Sodio en los diferentes tiempos. Los indices de diversidad fueron evaluados con prueba
de normalidad de Anderson-Darling (p<0.05), los cuales se tranformaron
logaritmicamente, también se realiz6 un ANDEVA (p<0.05) para comparar medias de
tratamientos completamente al azar, tambien para el obtenido de muestras de nitrogeno
en campo Yy laboratorio con el programa SAS (version 9.0, EE.UU.).

Funcionalidad Bacteriana del Suelo

Se realizaron dos estudios, uno en campo, en donde fueron medidos los nitratos del
suelo, esto durante la evolucion del cultivo. Posteriormente, se realizd un ensayo en
laboratorio para conocer, si la funcion nitrificadora realizada por las bacterias del suelo
habria sido afectada por la aplicacion del MS.

Contenido de nitratos (NOs’) en campo con cultivo

Del ensayo en campo (invernadero), descrito anteriormente en materiales y métodos,
de las muestras que fueron tomadas se les analizd contenido de nitratos. Se utiliz6 el
método de Micro-Kjeldahl, para la determinacion de nitratos (NO3’) en muestras de
suelo tomadas en el invernadero durante la evolucion del cultivo (15 dias antes de la

aplicacion del MS, a los 22, 40 y 70 dias después de la aplicacion del MS). El método



se basa en la extraccién del amonio intercambiable por equilibrio de la muestra de suelo
con KCI 2N su determinacion por destilacion mediante arrastre de vapor en presencia de
aleacion de Devarda (NOM-MX-021-RECNAT 2001).

Analisis estadisticos en ensayos de campo

Los datos de concentrracion N-NOs (ppm), fueron evaluados con prueba de
normalidad de Anderson-Darling (p<0.05), se realiz6 un ANDEVA (p<0.05) para
comparar medias entre tratamientos, se utilizé el programa SAS (version 9.0, EE.UU.).
Ensayo de nitrificacion en condiciones de laboratorio

La prueba consistié en medir el grado de nitrificacion del N-NH4" previamente
afiadido al suelo de cada tratamiento.

Se procedi6 a tratar a dos porciones de suelo, a las cuales se les adiciond6 MS y MS
mas gallinaza respectivamente, ambos suelos fueron cubiertos con plastico para evitar
volatilizacion. Se utilizé gallinaza orgéanica certificada de la marca Vertia®, a una dosis
de 4 t-hal. La dosis de MS utilizada correspondié a 400 L-ha. Los tratamientos
realizados fueron a) suelo sin tratamiento (blanco), b) suelo con MS y c) suelo con MS 'y
gallinaza, con tres réplicas por tratamiento. Los muestreos se realizaron a los 5, 10 y 15
dias de incubacidon a 28 °C en camara oscura, manteniendo la humedad.

Las muestras de suelo de 25 gr, de cada uno de los tratamientos establecidos, se
depositaron en frascos de vidrio de 500 ml y con tapdn hermético, se les agrego la
cantidad de 5 mg de (NH4)2SOs, por Kg de suelo seco, como fuente de energia para los
microorganismos nitrificantes (Mellbye et al., 2016). EI (NH4)2SO4 utilizado fue grado
reactivo de la marca JT Baker. Pasados los dias de incubacion de los 25 gr de suelo seco
clocados en cada frasco, se les afiadio 75 ml de solucion de K2SO4 0.5 M, en seguida se
agito mecanicamente durante 30 minutos y se centrifugd por 20 minutos a 6000 rpm,
posteriormente se filtrd y se tomo el volumen del sobrenadante. Para la determinacion
del N-NHz- por destilacion se tomé una alicuota de 20 ml se agregaron
aproximadamente 0.3 g de MgO, el amonio destilado fue recolectado en 10 ml de una
solucion de HzBOs, después, para determinar el contenido de N-NOs se analizd
afiadiendo 0,3 g de aleacion de Devarda para reducir los nitratos a amonio y realizando
una segunda destilacion, ambas destilaciones se titularon con H2SOs, de acuerdo al
método Micro-Kjeldahl (NOM-MX-021-RECNAT 2001).



Anélisis estadisticos de ensayos de Laboratorio
Los datos de concentrracion N-NHas+/ N-NOs-(ppm), fueron evaluados con prueba de
normalidad de Anderson-Darling (p<0.05), se realizO un ANDEVA (p<0.05) para

comparar medias entre tratamientos, se utilizo el programa SAS (version 9.0, EE.UU.).

RESULTADOS Y DISCUSION
Estudio del efecto del MS en la Estructura Microbiana

La huella genética de las comunidades bacterianas del suelo, sin la aplicacion de MS
y con aplicacién de MS al considerar todas las etapas del experimento (0, 22, 40 y 70
dias), fue determinada mediante el andlisis del perfil de fragmentos de ADN terminales
del extremo 5° (T-RF) de la region gendmica 16S rADN de bacterias, derivados de una
restriccion con la endonucleasa Ndel, cominmente conocido como andlisis T-RFLP
(Lane 1991).

El perfil genético puede ser visualizado en términos de intensidad y tamafio de T-RF,
que es la longitud de secuencia con unidades pares de bases (50-500 pb), como lo
indican los electroferrogramas para cada uno de los dos tratamientos (Figura 1). Cada T-
RF proviene de una secuencia particular de 16S rADN, por lo que cada T-RF es asumido
como una Unidad Taxonomica Operacional (UTO) (Typano et al., 2012).
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Figura 1.1. Perfil genético bacteriano obtenido por la técnica molecular T-RF (tamafio e
intensidad) de suelo sin tratamiento con MS y suelo tratado con MS, al

considerar todas las etapas del experimento (0, 22, 40 y 70 dias después del
trasplante). MS: N-metil ditiocarbamato de sodio.

Riqueza (S)

Los resultados de riqueza se muestran en la tabla 2, donde se observa que el MS no
cambid esta propiedad de manera estadistica con respecto a la no aplicacion del MS en
cada una de las etapas fenoldgicas (p < 0.05). La riqueza (S) de UTO inicial (antes de la
aplicacion del MS) fue de 3.4. En el dia 22 se observaron valores de 3.7 y 4.1 UTO sin
MS y con MS, respectivamente. En el dia 40, los valores observados fueron 2.6 y 2.3
UTO, sin MS y con MS respectivamente; en el dia 70, los valores encontrados fueron de

3.7y 3.2 UTO, para sin MS y con MS, respectivamente, mostrandose en la etapa de
floracion una marcada disminucion en la riqueza.



Riqueza Shannon (H”) Shannon evennes (J°)

Muestreo Sin MS Con MS Sin MS Con MS Sin MS Con MS
media+ DS media+ DS media+ DS media+ DS media+ DS media+ DS
0 Dias 34+£042 - 2.92 £0.067 - 0.919+0.047
22 Dias (transplante) 3.7+ 0.30a 4.1+0.16a 3.7+0.329 3.74+0.08a 0.887+0.052b 0.911+0.041a
40 Dias (floracion) 2.6+0.20a 23+0.23a 2.97+0.071a 2.52+0.212b 0.904+0.007b 0.982+0.011a
70 Dias (fructificacion) 3.7+041a 32+044a 3.46+0.079a 3.82+0.357b 0.890+0.013a 0.851+0.020b

NO

TA: Letras diferentes en filas (etapas fenoldgicas) denotan diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05).

Letras iguales denotan diferencias no significativas entre tratamientos (p < 0.05).

Cuadro 1.2. Indices de biodiversidad: riqueza (S), Shannon (H’) y Shannon evenness (J°)
(media £ DE) para los tratamientos sin MS y con MS en cada etapa

fenoldgica del tomate. MS: N-metil ditiocarbamato de sodio.

La riqueza bacteriana del suelo (nimero de especies diferentes), cultivado con tomate
en condiciones intensivas, fue capaz de sobreponerse al disturbio inicial que representd
la aplicacion del MS. Este fendbmeno muestra una elevada resiliencia del suelo, esto es,
la capacidad de una comunidad de tratar de volver a su estado inicial después de una
perturbacion (Bathes et al., 2015). ElI fendmeno descrito ha sido reportado por otros
autores en suelos sometidos a diferentes tipos de disturbios. Marschner y Rumberger
(2004) describen un efecto similar en la recuperacion de la riqueza de bacterias tras
haber esterilizado un suelo agricola en autoclave a 120°C por 20 minutos con intervalos
de 48 horas y posteriormente mezclar con suelo sin esterilizar. En otro estudio en un
suelo donde se cultivo por més diez afios tomate en sistema convencional y desinfeccion
de suelo con bromuro de metilo y cloropicrina, desmostraron que después de tres afios
de haber realizado un cambio en la gestion del suelo con cinco sistemas diferentes
(incluyendo un manejo organico), no encontraron diferencias en la riqueza bacteriana
(Wu et al., 2008).

Diversas causas pudieron contribuir a mantener la riqueza bacteriana similar en el
suelo agricola a través del tiempo tras la aplicacion de MS: a) La fertilizacion; los
elevados niveles de nutrientes aplicados en el cultivo de tomate en el sistema intensivo
(1-6 kg N-hal-dia!, Cuadro 1), tales nutrientes pudieron ser aprovechados por las

comunidades bacterianas (17, 47); b) La funcién de las raices (Habig et al., 2015), que



libera compuestos quimicos en forma de exudados como son azucares, aminoacidos,
flavonoides, proteinas etc., a través de las diferentes etapas fenoldgicas del cultivo de
tomate (Chaparro et al., 2012); ¢) La descomposicion acelerada del MS, incluso después
de una sola fumigacion fomenta un aumento en bacterias degradantes en los suelos
(Gamliel y Tirky, 2010); d) La aplicacion de una dosis baja (400 L-ha™), segun la ficha
técnica del producto, se puede aplicar hasta 1200 L ha® (Buckman Lab. SA de CV,
EUA).

La variacion de la riqueza durante la evolucion del cultivo de tomate, indica la
existencia de diferencias en cada una de las etapas del cultivo y las cantidades de
recursos nutritivos, ya que cuando la planta crece, cambian los exudados de la raiz de la
planta y también lo hacen los microorganismos del suelo (Chaparro et al., 2012).
Diversidad H” y Equidad J’

El Iindice de Shannon H’, indica la diversidad de la riqueza encontrada a través de las
UTO en el suelo agricola con cultivo de tomate. En esta variable, los resultados
obtenidos muestran un cambio significativo en términos estadisticos debido a la
aplicacion del MS al suelo en las diferentes etapas vegetativas (p<0.05) (Tabla 2). Antes
de la aplicacion de MS, H’ presentd un valor de 2.92. A los 22 dias, los valores de H’
fueron 3.37 y 3.74, sin MS y con MS respectivamente, (p<0.05). A los 40 dias, los
valores de H’ fueron 2.97 y 2.52, sin MS y con MS respectivamente, (p<0.05). A los 70
dias, los valores de H’ fueron 3.46 y 2.82 sin MS y con MS respectivamente, (p<0.05).
En todas las etapas fenoldgicas del cultivo las diferencias fueron estadisticamente

diferentes con MS.
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Figura 1.2. Comparacion entre las etapas fenoldgicas del cultivo de tomate con los
indices de riqueza de biodiversidad (S), diversidad (H ") y equidad (J') para
tratamientos sin MS (a) y con MS (b). MS: N-metilditiocarbamato de sodio.

En cuanto al indice de equidad J’, el cual indica la organizacion de la comunidad
bacteriana, también se encontraron cambios significativos en términos estadisticos
debido a la aplicacién del MS al suelo en las diferentes etapas vegetativas (al igual que
H’) (p < 0.05) (Cuadro 2). Antes de aplicacion del fumigante J* presentd valores de
0.919. A los 22 dias, los valores de J’ fueron 0.887 y 0.911, sin MS y con MS
respectivamente, (p < 0.05). A los 40 dias, los valores de J* fueron 0.904 y 0.982, sin
MS y con MS respectivamente. A los 70 dias, los valores de J” fueron 0.890 y 0.851, sin
MS y con MS respectivamente; con diferencia significativa entre los tratamientos (p <
0.05). (Cuadro 2).

Los resultados descritos, evidencian cambios en la estructura de la comunidad por
accion del MS. Al aplicarse fertilizantes quimicos y pesticidas al suelo, se modifican
contenidos de nutrientes, el carbon organico en el suelo, pH, humedad entre otros
(Prashar y Sachi, 2016). Lo anterior pudiera explicar los resultados obtenidos donde se
muestran cambios significativos en la diversidad y equidad de las UTO. En otros dos
estudios también se tuvo cambios en la diversidad y equidad después de la fumigacion
(Marscher y Rumberger, 2004; Wu et al., 2008). El aumento de la diversidad conlleva
aumento en la actividad microbiana en los suelos restaurando el equilibrio en los

ecosistemas aumentando la produccion sostenible de los cultivos (Habig et al., 2015) y



la capacidad de recuperacion hacia el estrés y disturbios (Trosvik y Ovreas, 2002). El
comportamiento bacteriano, en los suelos agricolas muestran una tendencia de la
capacidad de recuperacion ante la perturbacion del MS (Mocali et al., 2015). La
diversidad genética contribuye en las funciones de los ecosistemas ejerciendo efectos
sobre la productividad primaria, estructura y resistencia de la comunidad, asi como la
energia y modulacion de flujos de nutrientes (Latta et al., 2011), estas actividades
microbianas tienen tasas de crecimiento exponencial rapidas en su poblacion, asi como
flexibilidad genética a nivel microcosmos y sus impactos son macroscopicos (Konopka,
2009).

Estudios futuros deberan demostrar si los cambios en la diversidad encontrados en
este trabajo (en H’ fluctuaron entre 10 y 18 %; en J’ fueron de 3 y 8 %), representan una
afectacion a la sustentabilidad del suelo cultivado en sistemas intensivos (invernaderos),
estos es, que sus funciones bésicas se vean anuladas o reducidas permanentemente,
(estabilidad de agregados, mineralizacion, transformacién de la materia orgéanica,
participacion en los ciclos de los elementos, regular crecimiento de las plantas, etc.), o
solo representan cambios de arreglo estructural temporales. Los suelos arables son un
bien limitado, deben ser protegidos de dafios y destruccion para preservar su fertilidad
esto es, su capacidad para producir cualquier tipo de rendimiento o productividad
(Blume et al., 2015).

Abundancia Relativa en Unidades Taxondémicas Operacionales (UTO)

La interpretacion exacta de los efectos de MS en unidades taxondémicas bacterianas se
vuelve dificil por el hecho de que no todas las UTO pueden ser identificadas. Se utiliza
una de las bases de datos de las mas completas MiCA3, que ha sido utilizada en diversos
estudios por Typaino et al., (2012) y Zhang et al.,, (2013). La interpretacion por
asignacién en grupos taxonémicos, de acuerdo a Wei et al., (2016) se enfrenta a una
gran incertidumbre, aunque no afecta a la conclusion sobre la poblacion en general, asi
como comparaciones de abundancia de UTO individuales. La fisica, quimica, y la
naturaleza fisico-quimica del suelo, sus microorganismos y depredadores indigenas
influyen en la poblacion microbiana, cuantitativa y cualitativamente (Khare y Arora,
2014). La composicion y estructura de las poblaciones y comunidades microbianas es un

punto de partida importante en los estudios de la biodiversidad mostrando un escenario



del efecto de los fumigantes (Triky-Dotan et al., 2010, Wei et al., 2016). La asignacion
filogenética de las UTO, que en este caso se realiz6 mediante coincidencia de las
mismas en base de datos MICA (Shyu et al., 2007). Seis grupos filogenéticos de
bacterias se adecuaron a los perfiles de T-RFLP generado en este trabajo. En la Figura 3,
se muestra el comportamiento de cada grupo con base en las abundancias relativas de las
UTO bacterianas mostrando cambios en las diferentes etapas fenoldgicas. En el
tratamiento sin MS sobresalen: a-Proteobacteria, d-Proteobacteria, g-Proteobacteria,
Firmicutes, Cyanobacteria y Terrabacteria. Para el tratamiento con MS:
Proteobacteria, = a-Proteobacteria, = b-Proteobacteria,  d-Proteobacteria,  g-
Proteobacteria, Firmicutes, Cyanobacteria y Terrabacteria. Las phylas muestran los
cambios en el porcentaje de las abundancias relativas de las unidades taxonomicas
operacionales (UTQO) a través de las etapas fenoldgicas del cultivo del tomate
evidenciando los cambios en las comunidades bacterianas para ambos tratamientos (sin

MS vs con MS), y que fueron coincidentes en el indicador H” (diversidad).
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Figura 1.3. Phylla (asignacion filogenética) versus % Abundancia relativa UTOs, para
tratamientos sin MS (a) y con MS (b). MS: N-metil ditiocarbamato de sodio.
Dentro de cada fecha de muestreo.

Los cambios en la estructura de la comunidad, durante todo el tiempo de la evolucién
del cultivo, fueron marcados por las phylla a-Proteobacteria, g-Proteobacteria,
Firmicutes y Agrobacterium las cuales se encuentran dentro de las bacterias mas
abundantes en los suelos agricolas, son particularmente conocidas por sus

potencialidades promotoras del crecimiento de plantas (Chihaoui et al., 2015). De esta



composicion in situ de la comunidad bacteriana identificada, la mas abundante fue la
phylla proteobacteria la cual es un grupo metabdlicamente diverso, cuatro subphyllas
(a-, B-, y- y o0-) se reportan cominmente en suelo (Aislabi y Deslippe, 2013). Las
proteobacterias representan mas del 40% de todos los géneros procariotas validamente
publicados y muestran una extrema diversidad metabdlica (Kersters et al., 2002).

Los miembros de los sub-phylla o, f y 7 se consideran copiotroficos: son mas
frecuentes cuando la disponibilidad de recursos es alta. Las p-Proteobacterias
probablemente juegan un papel importante en la rotacion de carbono: son
metabdlicamente diversas, usando aminoacidos simples y azlcares y compuestos
aromaticos y fendlicos recalcitrantes como sustratos de carbono. Las y-proteobacterias
en el suelo incluyen heterotréficos, litotréficos y fototroficos. Entre los heterotrofos las
especies de Pseudomonas exhiben una notable versatilidad nutricional. La mayoria crece
en mas de 50 sustratos diferentes, algunos en mas de 100. Estos sustratos incluyen
azucares, aminoacidos, acidos grasos, alcoholes e hidrocarburos. Las d-proteobacterias
contienen principalmente bacterias sulfato y reductoras de hierro. (Aislabi y Deslippe,
2013).

Dado los resultados filogenéticos y abundancias relativa, cabe la posibilidad del
inicio de una sucesion bacteriana, las cuales suelen ocurrir en sistemas ecoldgicos
disturbados tanto por causas naturales como antropogénicas (Panikov 2010). Sin
embargo, esto debe ser corroborado en estudios posteriores con tiempos de evaluacién
mas prolongados.

Anélisis de Componentes principales (ACP)

Los datos de las abundancias relativas fueron analizados por componentes principales
obtenidos a partir de la técnica molecular de T-RFLP, los cuales no se distribuyen
normalmente (Dollhopf et al.,, 2001). La aplicacibn de métodos multivariantes
alternativos para el analisis de los datos de T-RFLP generados a partir de un estudio
factorial multiple se realizé con T-REX (Culman et al., 2009), donde fue analizada una
matriz de datos con efectos principales aditivos y el modelo de interaccion multiplicativa
(AMMI) como un método adecuado para el andlisis T-RFLP, proporcionando

informacion valida y solida en el analisis de las comunidades microbianas.



La distancia entre las letras representa similitud, si se encuentran juntas tienen una
estructura similar, si la distancia es grande representa grandes diferencias para la
estructura bacteriana. De acuerdo a la figura 4a, en el tratamiento sin MS, el componente
principal (CP1), explico el 26% de la varianza total de las abundancias relativas, misma
que se identifica por la agrupacion de datos (E1, E2 y E3) que corresponden los 0 dias.
El CP2 que corresponde a la etapa de trasplante explica el 47.7% de la varianza total
acumulada (E4, E5 y E6). EI CP3 presenta el 60.54% de la varianza correspondiente a la
etapa de floracién (E7, E8 y E9). En tanto el CP4 en la etapa de fructificacion explicé el
72.6 % de la varianza total acumulada (E10, E11 y E12). Con un porcentaje de
interaccion del 56 % entre las UTO y las etapas fenoldgicas del cultivo de tomate.

En la figura 4b correspondiente al tratamiento con MS, el componente principal
(CP1) explico el 24.45 % de la variacion total de las abundancias relativas (UTO),
identificada a los O dias por datos (E1, E2 y E3), de manera acumulada la variacién en el
componente 2 (CP2) en la etapa de trasplante es del 43.8 % (E4, E5 y EG6), para los 40
dias la etapa de floracion la variacion del CP3 fue de 58 % (E7, E8 y E9), el CP4
correspondiente a la etapa de fructificacion mostré una variacion total acumulada de las
abundancias relativas del 70 % (E10, E11 y E12).
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Figura 1.4. Analisis de componentes principales en tratamientos sin MS (a) y con MS

(b), discriminados por cada fecha de muestreo. MS: N-metil ditiocarbamato

de sodio. E: réplicas en cada fecha de muestreo.



Para ambos tratamientos (sin MS vs con MS) a los 0 dias se identifica a las UTO
agrupadas observandose el valor més alto de la varianza de las abundancias relativas
(E1, E2 y E3), pudiendo ser debido a que no se habia tenido perturbacion alguna en el
suelo con la aplicacién del MS. En todas las etapas fenoldgicas de la evolucion del
cultivo se tiene una variacién acumulada del 72% para el tratamiento sin MS y del 70 %
para el tratamiento con MS, evidenciando diferencias en la estructura de las
comunidades microbianas, lo que se habia descrito en H’ y las abundancias relativas de
las UTO identificadas (Tabla 2 y Figura 2, respectivamente).

La causa de la dispersion de las UTO en el tratamiento sin MS, pudo ser
influenciado por la fertilizacién quimica y el desarrollo del cultivo de tomate. Para el
tratamiento con MS se muestra mayor dispersion de las UTO mostrando el efecto del
MS. La modificacion del suelo con fertilizantes y pesticidas influye fuertemente en una
gama de funciones y propiedades (pH, humedad, actividad enzimaética, etc.) del mismo,
las cuales conducen a un cambio en la dindmica poblacional (Prashar y Sachi, 2016).

Funcion Nitrificadora Bacteriana en el Suelo
Estudio de campo: N-NOs-en el suelo con cultivo

Es ampliamente conocido que las bacterias del suelo participan activamente en el
ciclo biogeoquimico de los elementos esenciales de las especies vegetales. Por lo tanto,
cualquier actividad que afecte a tales microorganismos, afectara esta funcién elemental
(Di Ciocco et al., 2014). Los resultados del comportamiento de los nitratos en la pasta de
saturacion del suelo con cultivo intensivo de tomate sin MS y con MS, muestran
diferencias no significativas entre tratamientos en las tres etapas fenologicas (p < 0.05)
(Figura 5). Pareciera que el fumigante no afect6 la microbiologia del suelo responsable
de la nitrificacion; sin embargo, los efectos pueden estar enmascarados por las altas
dosis de N-NOz3™ aplicado a traves de los fertilizantes nitrogenados altamente solubles
(fosfonitrato y nitrato de calcio), los cuales son comunes en sistemas intensivos en
invernadero, asi también, a la fertilizacion de los suelos le suele seguir un periodo de
inmovilizacion limitando al N (Eneji et al., 2002).

Por lo anterior, es muy recomendable estudiar la afectacion del MS de manera

dirigida a bacterias nitrificantes al final del ciclo agricola, esto es, cuando se retire por



completo la fertilizacion y se pueda medir el proceso de nitrificacion natural del suelo.
También es importante estudiar el efecto del MS sobre el proceso de nitrificacion,
durante el transcurso del cultivo, cuando se emplean fertilizantes que deben ser
transformados por las bacterias nitrificantes, como la urea, que es el fertilizante mas

utilizado en el mundo como fuente de nitrogeno para los cultivos agricolas.
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Figura 1.5. Comportamiento de nitratos en las etapas fenolégicas del cultivo a los 22, 40
y 70 dias entre tratamientos con MS y sin MS. MS: N-metil ditiocarbamato

de sodio.

Otros estudios examinaron los efectos de la fumigacion de los suelos (MS y bromuro
de metilo) y la fuente de fertilizante nitrogenado (nitrato de calcio, nitrato de amonio y
sulfato de amonio) sobre el crecimiento del tomate y los N-NO3z™ y N-NHa4™ del suelo en
la produccion de campo; concluyendo que los fumigantes tuvieron poco o ningun efecto
sobre la concentracion de N-NOs” 0 N-NH4 en el suelo y que la fuente N, para superar la
inhibicidn de la nitrificacion, no es necesaria en los sistemas de produccion de plantas
que involucran la fumigacion (Welsh et al., 1998).

Otro trabajo demostré la dinamica del N organico disuelto en suelos fumigados por
separado con cloropicrina (CP), 1,3-dicloropropeno y metam sodio (MS) durante 7 dias

y luego incubados a 25 °C durante 84 dias. EI N organico disuelto (DON) a los 14 dias



después de la fumigacion fue principalmente aminodacidos disueltos (DAA) que luego se
mineralizaron rapidamente en amonio. Sin embargo, el pool de DON en tiempos de
incubacion posteriores era principalmente N organico de alto peso molecular que era
resistente a la descomposicion microbiana. Los tres fumigantes del suelo aumentaron las
proporciones de DON en N disuelto total y DAA en DON. EI N orgénico disuelto se
convirtié en una fuente N mévil mucho mas importante en suelos fumigados con CP y
MS (Zhang et al., 2011).

Ensayo de Nitrificacion en condiciones de laboratorio

En el experimento de incubacion en laboratorio de suelo con un contenido inicial de
10 mg Kg* N-NH.4*, y conocer el curso en dias del nitrégeno para lo cual al tratamiento
T1y T2 se les adicion6 5 mg de N-NH.* en forma de (NH4)2SO. y al tratamiento T3 se
le agregaron 75 mg en forma de gallinaza.

El contenido inicial de N-NH4" en el suelo de cada tratamiento mostr6é disminucion
durante la incubacién a los 5 dias T1-5.2 mg, T2-7 mg y T3-5.5 mg (figura 6(a)), y
siguio decreciendo a los 10 y 15 dias de incubacion.

En cuanto al N-NOgz" sus cantidades aumentaron con el tiempo a los 5 dias el T1-6.3
mg, T2-8.56 mg y T3-16.8 mg, a los 10 dias T1-6.3 mg, T2-9,4 mgy T3-18.2 y a los 15
dias T1- 5,95 mg, T2-9.45mg y T3-24.1 mg, con estos datos se calcul6 el porcentaje de
nitrificacion se cuantificé utilizando la ecuacion de Kandeler (1996):

% Nitrif. = 100 = (N-NO-, (n) - N-NO+ (i)) / [N-NH.: (i) + (Nmin n)- Nmin )]

El porcentaje de nitrificacion, es la nitrificacion porcentual durante un intervalo de
tiempo (n — i, dias) el porcentaje de N-NHs* que se transforma. Calculado como la
cantidad inicial (Ni) de N-NH4" en el suelo mas la cantidad de N-NH", afiadida al T1- 15
mg, T2 -15 mg y T3- 86 mg, las cantidades de N se expresaron en: mg N kg™de suelo
seco. El término Nmin ) y Nmin ¢) en el denominador se introduce para corregir la
produccién de N mineral por el proceso de mineralizacién de la MOS y de los substratos
organicos y el consumo de N mineral en los procesos de inmovilizacion, volatilizacion y
desnitrificacion. El % de Nitrificacion se calculé a cada uno de los tratamientos a (n): 5,

10 y 15 dias de incubacion.
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Figura 1.6. Curso en dias de las cantidades de N en forma de N-NH.*, para los
tratamientos: T1 (blanco), T2 (MS) y T3 (MS y gallinaza) (a) y el
porcentaje de nitrificacion (b), a los 5, 10 y 15 dias de incubacion. MS: N-

metil ditiocarbamato de sodio.

Los mayores porcentajes de nitrificacion encontrados fueron para el tratamiento que
contiene gallinaza (T3-5dias- 17%, T3-10 dias- 20% y T3-15 dias- 28.3%) (Figura 6(b)),
ya que las excretas de aves de corral se convierten en urea y N-NH4", con humedad,
oxigeno y pH adecuados para la actividad microbiana (Dorivar et al., 2008), ademas
tiene impacto como nutriente apoyando el crecimiento de la actividad microbiana de los
suelos y la diversidad (Habig et al., 2015). Un estudio similar se realiz6 por Ruiz et al.
(2007), mediante incubacién de suelos para examinar el nitrégeno disponible (N-NO3)
del estiércol de pollo, se utilizd una tasa aproximada de 86 mg de N kg™ total incubada
ademas se incluyeron dos fuentes mas, urea y &cido Urico durante 112 dias. La mayoria
de la acumulacién de N-NOs™ ocurrié dentro de los 7 dias de incubacion. Las fuentes de
estiércol aviar proporcionaron altos niveles del 66% de N-NOgz™ del estiércol aplicado.

Una primera fase de nitrificacion a los 5 dias, mostré una tendencia similar entre los
tres tratamientos, en la segunda fase a los 10 dias, T1 y T3 son muy similares, el T2 que
contiene MS muestra un decremento en la nitrificacion, pudiendo deberse a la afectacion
del MS hacia los microorganismos nitrificadores. El proceso de nitrificacion se realizé
desde los 5 hasta los 15 dias de incubacidn, en donde el tratamiento con gallinaza obtuvo
el mayor porcentaje de nitrificacion en el suelo de estudio. La variacion de N-NOs™ y N-
NHs" encontradas entre los dias de incubacion podria atribuirse al efecto por la

aplicacién del MS.



CONCLUSIONES

La evaluacion del sistema agricola intensivo de tomate en invernadero con la
aplicacion de MS en suelo permitié identificar que no hubo efecto significativo sobre la
riqueza bacteriana (S) a partir de las abundancias relativas de las UTO (Unidades
Taxonomicas Operacionales). Sin embargo, la aplicaciéon del MS si modificd la
estructura de la comunidad bacteriana (H” y J’) en los tratamientos (con MS y sin MS)
para cada una de las etapas fenoldgicas del cultivo. Dentro de las bacterias
identificadas, la phyla Proteobacteria presentdé mas cambios en los porcentajes de las
abundancias relativas (UTO) relacionadas a la presencia del MS. Los cambios
estructurales en la comunidad bacteriana encontrados no se reflejan en los contenidos de
nitrogeno (N-NOs™ y N-NH4") del suelo, el ensayo de nitrificacion en condiciones de
laboratorio, evidencia que el proceso de nitrificacién no se inhibe. EI hecho de que la
aplicacion MS modifique el indice de diversidad (H” y J’) de la comunidad bacteriana
del suelo en todas las etapas fenologicas del tomate sugiere que el uso de este producto
en términos de dosis y frecuencia de aplicacion necesita mas atencion. Ademas, se
necesitan estudios futuros que consideren la fisiologia del cultivo y los efectos sobre mas

funciones basicas del suelo.
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RELACION DE PRACTICAS AGRONOMICAS CON CONTENIDO Y
PERSISTENCIA DEL METIL ISOTIOCIANATO EN SUELO Y EFECTOS EN
PLANTAS DE TOMATE (Solanum lycopersicum L.) EN POST-TRASPLANTE

RELATION OF AGRONOMIC PRACTICES WITH CONTENT AND
PERSISTENCE OF METHYL ISOTIOCIANATE IN SOIL AND EFFECTS ON
TOMATO PLANTS (Solanum lycopersicum L.) IN POST-TRANSPLANTATION

RESUMEN
Las practicas agronémicas pueden modificar la quimica del suelo agricola, lo cual podréa
influenciar la presencia y biodisponibilidad de las sustancias quimicas del suelo. El
metam sodio (MS) (i.a. metil isotiocianato), es un fumigante que poco se ha estudiado en
agroecosistemas horticolas intensivos. Se evaluaron las relaciones de las practicas
agricolas, como el uso de gallinaza y acolchado, en la persistencia y contenido de MITC
en el suelo (propiedades fisicoquimicas) y los efectos en plantulas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) recién trasplantadas en una malla sombra. El disefio experimental fue
un bloques al azar con cinco tratamientos: T1=sin metam sodio; T2=metam sodio-sin
gallinaza-sin acolchado; T3=metam sodio-sin gallinaza-con acolchado; T4=metam
sodio-con gallinaza-sin acolchado; T5=metam sodio-con gallinaza-con acolchado. Los
muestreos del MITC en el suelo fueron a los 0 dias (antes de la aplicacion de MS), 10,
45 y 85 dias después de la aplicacion. Los parametros fisiol6gicos: clorofila, prolina,
fluorescencia de clorofila, biomasa fresca y seca y area foliar fueron muestreados a los
5, 17, 24 y 31 dias después del trasplante. La cuantificacion del MITC se realizd por
cromatografia de gases cuadrupolo. EI MITC persistio en el suelo a los 10 dias después
de su aplicacion, donde el mayor valor fue de 6.5 ppm para el tratamiento T5 y la menor
concentracion resulté en T2 (0.81 ppm). A los 45 dias después de la aplicacion se
detect6 MITC, donde la mayor y menor concentracion fue de los tratamientos T5 (2
ppm) y T4 (0.4 ppm). A los 85 dias no se detectd MITC en el suelo. EI MITC se
correlacioné con el % MO del suelo (r?=0.915) y MITC-P (r?=0.954). Contenido de
clorofila, eficiencia del fotosistema no mostraron diferencias significativas entre

tratamientos y fechas de muestreo. La prolina, biomasa fresca y secay el area foliar si



mostraron diferencias significativas a los 31 dias, obteniéndose los valores mas altos en
el tratamiento T5, evidenciando el efecto de las practicas agricolas. Como conclusion se
tiene que la accién conjunta de la aplicacion de gallinaza (previa al transplante) y el
acolchado pléstico en los surcos, provocaron que el MITC pudiera persistir en el suelo,
hasta una vez trasplantada la plantula de tomate en un agroecosistema intensivo (malla
sombra) hasta 45 dias después. Las propiedades fisicoquimicas del suelo que se
relacionaron a los contenidos del MITC, debido a la aplicacion de la gallinaza y
acolchado, fueron la materia organica y el fosforo aprovechable, que pudieron tener
efecto de retencion del MITC. Sin embargo, los contenidos de MITC no fueron lo
suficientemente altos o pudieron ser retenidos ya que poco se afect6 la fisiologia y no
hubo efectos negativos en el crecimiento de las plantulas, o bien, que los beneficios de
las précticas agronomicas fueron mayores a el dafio fisioldgico observado.

Palabras clave: préacticas agricolas, indicadores fisicoquimicos, suelo.

ABSTRACT

Agronomic practices can modify agricultural soil chemistry, which may influence the
presence and bioavailability of soil chemicals. Metam sodium (MS) (i.a. methyl
isothiocyanate), is a fumigant that has been little studied in intensive horticultural
agroecosystems. The relationships of agricultural practices, such as the use of poultry
manure and plastic mulching, were evaluated, in the persistence and content of MITC in
the soil (physicochemical properties) and the effects in tomato seedlings (Solanum
lycopersicum L.) newly transplanted in a shaded mesh. The experimental design was a
randomized block with five treatments: T1=without sodium metam; T2=sodium metam-
without poultry manure-without mulching; T3= sodium metam-without poultry manure-
with mulching; T4= sodium metam -—with poultry manure-without mulching;
T5=sodium metam-with poultry manure-with mulching. The MITC samplings in the soil
were at 0 days (before the application of MS), 10, 45 and 85 days after the application.
The physiological parameters: chlorophyll, proline, chlorophyll fluorescence, fresh and
dry biomass and foliar area were sampled at 5, 17, 24 and 31 days after transplantation.
The quantification of the MITC was performed by quadrupole gas chromatography. The

MITC persisted in the soil at 10 days after its application, where the highest value was



6.5 ppm for the T5 treatment and the lowest concentration resulted in T2 (0.81 ppm). At
45 days after the application, MITC was detected, where the highest and lowest
concentration was of the treatments T5 (2 ppm) and T4 (0.4 ppm). At 85 days no MITC
was detected in the soil. The MITC was correlated with the soil % MO (r? = 0.915) and
MITC-P (r? = 0.954). Chlorophyll content, photosystem efficiency did not show
significant differences between treatments and sampling dates. The proline, fresh and
dry biomass, and the foliar area did show significant differences at 31 days, obtaining
the highest values in the T5 treatment, evidencing the effect of agricultural practices.
The conclusion is that the joint action of the application of poultry manure (prior to
transplanting) and plastic mulching in the furrows, caused the MITC to persist in the
soil, until transplanted the tomato seedling in an intensive agroecosystem (shaded mesh)
up to 45 days after. The physicalchemical properties of the soil that were related to the
contents of the MITC, due to the application of poultry manure and mulch, organic
matter and usable phosphorus were, that could have an MITC retention effect. However,
the contents of MITC were not high enough or could be retained since little physiology
was affected and there were no negative effects on the growth of the seedlings, or that
the benefits of the agronomic practices were greater than the observed physiological
damage.

Key words: agricultural practices, physicochemical indicators, soil.



INTRODUCCION

La agricultura y produccion de alimentos, biocombustibles, madera, textiles y papel,
requiere que la calidad del suelo se mantenga (Garrigues et al., 2013). Los sistemas de
produccién resilientes y ambientalmente sostenibles cada vez son mas necesarios
(Ponisio et al., 2014). La sostenibilidad de suelos agricolas se evalUa con indicadores
fisicoquimicos, relacionados con la calidad del suelo, éstos deberian ser conocidos y
utiles para los administradores de la tierra (Doran y Zeiss 2000; Estrada et al., 2017).
Los indicadores seleccionados, son herramientas para la evaluacion de las practicas de
gestidn actuales y su compresion con las futuras (Wienhold, 2004). En éstas practicas,
los pesticidas también se utilizan, por lo que, su evaluacion es esencial en cantidad
frecuencia e impacto ambiental que se han utilizado como indicadores (Peshin, 2014),
por el debate sobre sus beneficios y consecuencias en la salud y el ambiente (Bourguet,
2016). El estudio de las practicas agrondmicas e indicadores de calidad del suelo puede
proporcionar informacion sobre la sostenibilidad ambiental. EI fumigante MS es
utilizado en los sistemas agricolas intensivos, su uso se ha incrementado en razén al
aumento de la superficie de sistemas de agricultura protegida en México con mas de
23,000 ha (SNITT, 2016), en los monocultivos como el tomate (Solanum lycopersicum
L.).

El MS, perteneciente al grupo quimico de los tiocarbamatos, se transforma a metil
isotiocianato (MITC) cuando se aplica en suelos himedos distribuyéndose como gas en
el suelo con efecto biocida (Triky-Dotan et al., 2009), ayuda en la prevencion en
enfermedades en el suelo provocadas por Fusarium spp., Phytophthora spp., Pyhlum
spp., Rhizoctonia spp., Verticillium spp. y Sclerotinia spp., entre otras especies (Laincon,
2010). Para la realizacion de este estudio, se parte de que al adicionar gallinaza antes
del transplante (materia organica) y el acolchar con plastico los surcos (practicas
comunes en los sistemas de produccion agricola intensivos) se modifican las condiciones
ambientales y la quimica del suelo, lo que podrian afectar a la persistencia y contenido
del MITC en el suelo y éste a su vez a la planta. Las fuentes organicas benefician en
calidad, vitaminas, enzimas y deposicion de materia organica en el suelo, asi como
suministro de micronutrientes al medio ambiente del suelo (Panda et al., 2015). El

material organico, como la gallinaza, se identifica como un fertilizante organico



adecuado, varios experimentos han demostrado que la gallinaza es lo mejor para el
cultivo de tomate (Adekiya y Agbede, 2017).

El uso de gallinaza se puede utilizar eficazmente para fines agricolas aumentando el
contenido de P, Zn, Cu y Mn y las concentraciones de los cationes intercambiables (K,
Ca y Mg) en el suelo, disponibles para las plantas (Inal et al., 2015). Por su parte, los
acolchados plasticos mejoran la temperatura del suelo y las condiciones de humedad que
promueven el crecimiento del cultivo, lo que a su vez afecta los presupuestos de agua y
energia en el mismo (Liu et al., 2014), crean un microambiente que favorece la actividad
microbiana, aumentando la biodiversidad del suelo (Memon et al., 2017). EIl objetivo
del presente estudio fue evaluar las relaciones entre las practicas agricolas: abonado con
gallinaza y acolchado plastico con la persistencia, contenido de MITC, propiedades

fisicoquimicas del suelo y efecto en las plantas de tomate transplantadas.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio

Este estudio se realizo en la Facultad de Agronomia y Veterinaria de la Universidad
Auténoma de San Luis Potosi, México (22° 13* 48’ N y 100° 51° 35”° O, 1834 msnm).
El clima de la zona es semiarido, con promedio de lluvias de 450 mm y una temperatura
anual media de 21°C (INEGI, 2016). Las caracteristicas del suelo iniciales fueron: limo
20 %, arena 61 %, arcilla 19 % (franco arenoso), materia organica 1.5 % (bajo), potasio
intercambiable 1.2 C* mol-kg™ (alta), fosforo 6 ppm (medio), nitrégeno inorganico 9.5
ppm, el pH en el extracto de saturacion 8.15 (ligeramente alcalino), conductividad
eléctrica 0.88 dS-m™ (efectos salinos despreciables). La metodologia de analisis fue de
acuerdo a la Norma Oficial Mexicana de Analisis de Suelo (NOM-MX-RECNATO021-
2001).

El estudio se estableci6 en una malla sombra de 600 m? de area, orientada en
direccion norte-sur. Cinco tratamientos se evaluaron en un disefio de bloques al azar
(Cuadro 2.1). Cada unidad experimental fue de 2.2 m? (1.1 x 2 m de largo. Cada

tratamiento se repitid en tres ocasiones.



Cuadro 2.1. Tratamientos experimentales.

Tratamiento Practicas Agricolas
il Sin Metam sodio
T2 Metam sodio - sin gallinaza - sin acolchado
T3 Metam sodio - sin gallinaza - con acolchado
T4 Metam sodio - con gallinaza - sin acolchado
TS Metam sodio - con gallinaza -con acolchado

La aplicacion de gallinaza en el lomo del surco fue equivalente a 4 t ha® de la marca
Vertia® (Cuadro 2.2), con aplicacion preventiva de MS en dosis media de 600 L-ha en
el lomo de surco. La fuente del MS fue Vapam al 45%, en estado liquido (Buckman
Lab., EE. UU.). La temperatura del suelo en el momento de la aplicacion del MS fue de
30 °C a 25 cm de profundidad, con humedad a capacidad de campo. El suelo se cubri6
con el acolchado plastico cubierta gris y al revés color negro. Veinte dias después de la
aplicacion de MS, la gallinaza y el acolchado, se hizo el trasplante de las plantulas de
tomate de la variedad Pony express (Harris Moran, EE. UU.), de crecimiento
determinado, con 4-5 hojas verdaderas. Se realizd fertilizacion en el cultivo para las

fases vegetativa, floracion y fructificacion del cultivo (Cuadro 2.3), (Castellanos, 2009).

Cuadro 2.2. Analisis fisico-quimico de la gallinaza.

Analisis Promedio Gallinaza Vertia®

Nitrégeno Total 2%
Fosforo (P,05) 5%
Potasio (K,0) 3%

Materia Organica 30%
Material Inerte 5%

Porcentaje de humedad 14%




Cuadro 2.3. Programa de fertilizacién implementado en las diferentes etapas del cultivo

de tomate.

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
Elementos 8a25DDT 26a45DDT 46a70DDT
(kg ha! dia!)

N 1 2 6
P,O; 1 1.5 1.5
K,O 2 10

Ca 1.8 3 3.5

Mg 0.6 1 2

DDT= Dias después del trasplante

La fertirrigacion se ajustd a un pH entre 6 y 6.5, con conductividad eléctrica entre 2 y
25 dS-mt. Los riegos fueron aplicados al tener una tension de humedad de
aproximadamente 10 y 14 centibars. Las fluctuaciones de temperatura, en la casa
sombra, durante el periodo de estudio fueron de 21 a 31°C y la humedad relativa de 59 a
70%.

Variables de estudio

Contenido de MITC en suelo
Los muestreos fueron a los 10, 25 y 85 dias después de su aplicacion. El suelo fue

tomado en el lomo del surco en el estrato de 0-25 cm, fueron colocadas en viales y
almacenados a -20° C, hasta su anélisis. El estandar del MICT fue grado alta pureza al
5% de la marca Santa Cruz, EUA, la solucién madre fue preparada con concentraciones
cercanas a los 500 pg mlt en acetona y fueron almacenados a -20 °C. Los solventes
empleados fueron de la marca J. T. Baker grado residuos. La extraccion del MITC se
realiz6 mediante extraccién solido-liquido asistida por ultrasonido (Thermo). Se
tomaron 5 g de muestra de suelo, se adicionaron 5 g de Na;SO4 con 10 ml de acetato de
etilo y se colocaron en bafio de agua ultrasénico por 30 min, fueron sometidas a
centrifugacion fria, se filtraron con filtro estéril de 0.20 um, se colocaron en vial para su
analisis. La cuantificacion del MITC se realizé por cromatografia de gases cuadrupolo
con un equipo 5975 series MSD y 7820A GC System de Agilent Technologies. (Tadeo
et al., 2004, Zhang et al., 2005, Peruga et al., 2014).



Determinacion de las propiedades fisicoquimicas del suelo

En las propiedades fisicoguimicas del suelo, fue determinado materia organica (MO),
pH, potasio (K), fosforo (P) y nitrégeno inorgénico (Ni) a los 10, 25 y 85 dias después
de la aplicacion del MS, en acorde a la Norma Oficial Mexicana de Analisis de Suelo
(NOM-021, 2001).

Clorofila Total

Se realiz6 una correlacion entre unidades SPAD vy la clorofila, la lectura de los
valores SPAD, fue para los cuatro muestreos a los 5, 17, 24 y 31 dias. El equipo
utilizado fue el SPAD-minolta 502. La cuantificacién de clorofila se realizd por el
método establecido en Standard Operating Procedures 2030 de SERAS-EPA (1994), se
utilizé un espectrofotometro marca Thermo Orion, los datos obtenidos de clorofila se
utilizaron para correlacionarlos con las unidades SPAD medidos de las hojas. Se obtuvo
la ecuacion de regresion lineal y se estimd la cantidad de clorofila a en los diferentes

tratamientos.

Prolina

Para cuantificar la prolina en hojas de tomate en base a peso seco, se utiliz6 el
método descrito por Bates et al., (1973) y modificaciones realizadas por Shabnam et al.,
(2016). Se midi6 a 508 nm en un espectrofotdmetro (Thermo).
Eficiencia del fotosistema 11

Se utilizé el analizador de rendimiento de fotosintesis MINI-PAM-II. Las muestras
de hojas de tomate se midieron directamente del cultivo a los 31 dias del experimento a
las 0, 9, 12 y 17 hrs. Los pardmetros calculados fueron: a) Fv/Fm (fluorescencia

variable/fluorescencia maxima) y b) Eficiencia del fotosistema 11 (Y (11)).

Avrea foliar
Se utilizo un dispositivo fotografico inmovil para obtener imagenes de las hojas de

cuatro plantas de tomate para cada uno de los tratamientos por triplicado para calcular el



area foliar. Posteriormente, la determinacion del area foliar se realizé mediante el

software ImageJ para Microsoft (1997) en linea.

Peso de biomasa en fresco y seco de plantula
A los 5 y 31 dias después del trasplante, se extrajeron las plantas, se etiquetaron y
fueron secadas en una estufa (Rysa) a 65 °C por 24 horas hasta obtener peso constante.

Anélisis Estadistico

Se realizé un analsis factorial y un ANDEVA para comparar medias y un prueba de
Tukey (p < 0.05) en los tratamientos de bloques completamente al azar. Para conocer la
relacién de las propiedades fisicoquimicas con los contenidos de MITC del suelo y las
aplicaciones de gallinaza y acolchado, se realizaron las pruebas de correlacién, regresion

y el analisis de componentes principales, se utilizo6 el software MINITAB.

RESULTADOS Y DISCUSION

Relacién de las practicas agricolas con el contenido y la persistencia de MITC en el
suelo

Considerando los resultados entre la practica agricola y el contenido de MITC en el
suelo se destaca a los 10 dias después de la aplicacion una mayor concentracion de
MITC para el tratamiento ms-cg-ca: 6.5 = 0.04 ppm (p < 0.05), y el valor menor fue para
la practica agricola ms-sg-sa: 0.4 £+ 0.05ppm (p < 0.05) es decir una diferencia de 6.15 %
(Figura 2.1a). A los 25 dias después de la aplicacion de MS y 5 dias después del
transplante se encontré la mayor concentracion del MITC de (2.0 £ 0.03 ppm) (p < 0.05)
para la préctica agricola ms-cg-ca y el menor valor fue de (0.81 £ 0.03 ppm) (p < 0.05)
para ms-cg-sa con una diferencia de 40.5 % (p < 0.05) (Figura 2.1b), se distingue una
relacion significativa de la aplicacion conjunta de la gallinaza y el acolchado. A los 85
dias después de la aplicacion del MS y 45 dias después del trasplante ya no se encontro

rastro de MITC en el suelo.
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Figura 2.1. Concentracion de Metil Isotiocianato en suelo a los 10 y 25 dias después de

la aplicacidn, en los cuatro tratamientos.

NOTA: Letras diferentes indican diferencias significativas entre las practicas agricolas

(tratamientos) con la concentracidon del metil isotiocianato a (p < 0.05).

Las diferencias encontradas en cuanto al contenido y persistencia del MITC en el
suelo son atribuibles a las practicas agricolas: adicion de gallinaza y el acolchado.

Los fumigantes cominmente se cree que son de corta vida en el suelo, pero se han
encontrado residuos en los suelos afios después de la aplicaciéon (Guo et al., 2003). Por
otra parte, los acolchados plasticos, generalmente se usan para minimizar efectos
climaticos en los cultivos, (la temperatura, la lluvia y el aire) ademéas los surcos
cubiertos de plastico crean un microambiente que favorece la actividad microbiana del
suelo, aumenta la biodiversidad del suelo y mejora la sostenibilidad ambiental (Memon
et al., 2017). Dungan et al., (2003) evaluaron el efecto combinado de la temperatura y la
tasa de aplicacion de gallinaza en la degradacion de MITC, la cual se acelerd
significativamente tanto por el aumento de la temperatura y la tasa de enmienda.

Para minimizar las emisiones atmosféricas de MITC (Fang et al., 2017), determinaron
el efecto de la temperatura, humedad y mezclas de fumigantes sobre la permeabilidad a
MITC de pelicula de polietileno de baja densidad (LDPE) y pelicula totalmente
impermeable (TIF), utilizando camaras selladas estaticas. Los resultados mostraron que
la temperatura tuvo el mayor impacto en el coeficiente de transferencia de masa (MTC)
del MITC a través de la pelicula de LDPE; la permeabilidad aumentd 8.8 veces cuando

la temperatura se elevo de 5 a 35 ° C. Al tenerse un recubrimiento plastico en el surco



del suelo donde se aplico el MS, la incorporacién de éste tuvo un flujo maximo de
emision (MITC) en menor tiempo, mejorando la eficacia del fumigante (Chellemi et al.,
2010, Hwang et al., 2017). Otra evidencia que se presenta en este resultado, son las
concentraciones menores para el MITC a los 10 y 25 dias después de la aplicacién
coincidiendo con la practica agricola ms-cg-sa, con niveles de 4.2 y 0.81 ppm
respectivamente. Esto indicaria dos vertientes con respecto de la interpretacion de las
practicas agricolas y el comportamiento del MITC. La primera estaria deduciendo
aquellas practicas agricolas que tienen efectos reductores de las concentraciones del
MITC en el suelo y la segunda son aquellas practicas que mantienen altas
concentraciones de MITC.

De acuerdo a Duncan y Yates (2003) el MITC se degrada entre un 50 y 80 %
mediante degradacion microbioldgica. Warton et al. (2001), aislaron bacterias del suelo
fresco que presenta una degradacion mejorada, 11 se parecian a Rhodococcus spp., 4 se
parecian a Bacillus spp y 3 no fueron identificados (Alori et al., 2017), coincidiendo con
bacterias que solubilizan y mineralizan al fosforo. EI MITC fue incubado en tres suelos
diferentes de EUA durante 30 dias, con dosis de aplicacion de 1000-1700 mg kg™ de
suelo, los residuos persistentes extraidos de los tres suelos variaron de 5 a 67 mg kg™
(Guo et al., 2003). Los diferentes factores que determinan la cantidad residual del MITC
en el suelo son: tipo, humedad, temperatura, porosidad y la materia organica del mismo
(Wambeke, 2010).

Los pesticidas son sustancias organicas xenobi6ticas, que cuando han logrado efectos
deseados, los residuos quedan en los ecosistemas, el comportamiento de éstos residuos
en el sistema suelo planta se rige por las mismas que las de otros contaminates
xenobidticos organicos (Franz et al., 2016). Riffaldi et al., (2000) realizaron un
experimento en laboratorio para conocer la degradacion del MITC, de acuerdo a sus
resultados, la degradacion de MS a MITC se realiz6 en 4 horas, y el MITC se
descompuso rapidamente, pero en el suelo que contenia materia organica estaba presente
después de 15 dias. La materia organica es la causa mas importante de interaccion de los
plaguicidas en el medio ambiente del suelo (Bollag et al., 1992), retiene nutrientes y
contaminantes del suelo (Lehmann y Kleber, 2015). La aplicacion de compost modifica
la sorcion como la degradacion de pesticidas en los suelos, dependiendo de la naturaleza



del pesticida y el compost, asi como de las cantidades agregadas (Barriuso et al., 1997).
El destino de los contaminantes organicos en el medio ambiente estéa influenciado por el
tipo y la fuerza de sus interacciones que dependen de la composicion quimica de MO
(Bollag et al., 1992, Barriuso et al., 2011). La interaccion causa sorcion especifica del
sitio en la superficie (Ahmed et al., 2015). Los &cidos fulvicos (AF) o himicos (AH) son
los quimicos més involucrados en las interacciones de union, las reacciones 0 procesos
implicados parecen ser los mismos que los responsables de la formacién de sustancias
hamicas, es decir, para el proceso de humificacion, en la unién de plaguicidas (
Witwicki et al. 2015; Schellekens et al. 2017) a la materia organica puede ocurrir por:
fuerzas de Van der Waals, enlaces de hidrogeno, enlaces hidrofébicos, interacciones
electrostaticas: transferencia de carga, intercambio i6nico o intercambio de ligandos,
enlaces covalentes o combinaciones de estas reacciones (Bollag et al., 1992). De
acuerdo a Senesi et al., (2001) los AH altamente alifaticos con baja humificacién como
enmiendas orgénicas unen a los pesticidas por unién hidrofoba, en los AH bien
humificados, las formas de union son de tipo quimica. Los fumigantes pueden
reaccionar con algunos grupos funcionales: -NH., -NH, -SH, -OH, -COOH de la materia
orgénica del suelo por sustitucion nucleofilica (Schwarzenbach et al., 1993). Los
compuestos polares son adsorbidos a los AH por varios mecanismos de enlace:
hidrogeno, idnico y de transferencia de carga, para los no polares o poco solubles en
agua el mecanismo de unién a los AH es hidrofobico (Senesi et al., 2001). Spark y Swift
(2002), estudiaron algunos plaguicidas y concluyeron que el principal factor que rige la
sorcion es la fraccion orgénica en estado solido con el contenido mineral de arcilla que
influye significativamente. En experimentos de Zheng y Gan (2002) de sorcién del
pesticida imidacloprid en &cidos hdmicos, fue significativamente mayor que en los
minerales de la arcilla, indicando que el contenido de materia organica en el suelo fue
una propiedad mas importante que influyo en la adsorcion del pesticida. EI MITC
posiblemente reacciona con los grupos carboxilo (-COOH) de la MO por sustitucion
nucleofilica, se desconoce la comprensién de éstos mecanismos que no han sido
reportados (Warton et al., 2001; Dungan et al.,, 2003). La gallinaza mejora
significativamente la adsorcion del MITC, asi como con el uso de acolchado, dado las



concentraciones residuales encontradas del MITC en suelo, surge la pregunta cinetifica
si los residuos del MITC afectaran a la plantula de tomate.

Relacion de las practicas agricolas con parametros fisicoquimicos y el MITC

La productividad se puede potenciar con una nutricién apropiada de los cultivos, lo
que implica una cantidad de procesos quimicos, fisicos y bioldgicos que ocurren en el
suelo que estan influenciados por la mineralogia, la composicién organica, la

fertilizacion y el manejo del suelo (Fink et al., 2016).

Los valores promedios de las propiedades fisicoguimicas del suelo encontradas a los
10 y 25 dias después de la aplicaciéon del fumigante fueron: % MO 1.6 % + 0.57, K
139.80 + 0.2642 ppm, para P 10.24 + 6.18 ppm y la concentracién del MITC 2.40 £ 2.62
ppm. A los 25 dias de la aplicacion del MS los valores fueron: nitrégeno inorganico 5.39
+ 1.08 ppm, pH con 7.23 = 0.23 y la temperatura del suelo 23.32 £ 0.30 °C. A los 85
dias después de la aplicacion no se detecto restos de MITC.

Con el analisis de correlacion se pudo demostrar dos relaciones importantes. La
primera entre el contenido de MITC con el % MO (r?=0.915) y P (r? = 0.954). Por otro
lado se observa una baja relacion entre el resto de las propiedades fisicoquimicas: N, K,
T y pH. Los resultados se complementan con el andlisis de regresion lineal destacando
principalmente la relacion entre MO-MITC con un modelo lineal (figura 2.2a) y P—
MITC tambien con un modelo lineal (figura 2.2b), ajustando el modelo al 81.2 % y 91.3

% respectivamente.
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Figura 2.2. Analisis de regresion lineal entre variables de estudio: (a) materia organica

(%), (b) fésforo (ppm) con metil isotiocianato (ppm).

En el analisis de componentes principales (figura 2.3a) se identifican cuatro grupos
de datos de los cuales entre el primero y el segundo componente explican el 77% de la
variacion definidos por los dias de muestreo del MS, de la misma forma se indica que en
la figura 2.3b, se distinguen la agrupacion de datos definida principalmente por las
practicas agricolas ms-cg-ca y ms-cg-sa, a los 25 dias. El segundo grupo de datos es
definido por las précticas agricolas ms-ca-sg, ms-sg-sa y testigo, a los 25 dias. A los 10
dias se tiene un comportamiento similar entre las practicas agricolas. De los cuatro
grupos dos de ellos se identifican por la practica agricola con adicion de materia

organica y los otros dos sin adicion de materia organica.
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Figura 2.3. Dispersion de datos derivados del anélisis de componentes principales, para

el tiempo a los 10 y 25 dias después de la aplicacion del metam sodio.
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Figura 2.3. Dispersion de datos derivados del anélisis de componentes principales, para
las précticas agricolas (tratamientos) después de la aplicacion del metam

sodio.

Las propiedades fisicas y quimicas del suelo juegan un papel fundamental en la
naturaleza de la interaccion con el MITC. Las relaciones anteriores observadas entre

éstos indicarores fisicoquimicos, son influenciadas debido a la naturaleza de la



composicion de la materia orgénica del suelo (MOS), misma que actla sustancialmente
en las propiedades del suelo y la productividad agricola (Ahmed et al., 2015, Smith et
al., 2015).

Para éste estudio se obtuvo una correlacion muy baja (0.335) entre el MITC y el pH,
lo cual indica una baja influencia en la degradacion del MITC. El promedio del pH en
todas las practicas agricolas a los 10 y 25 dias fue de 7.1 considerado neutro y con un
tipo de suelo franco arenoso. En estudios realizados por Warton y Matthienssen (2005)
no encontraron una correlacion engtre el pH y la degradacion del MITC demostrado en
experimentos de laboratorio, utilizando CaCl, para elevar el pH a 6.8 y 7.8 con
aplicacion de MS. Las concentraiones del MS se redujeron pero no se eliming, cuando
fue aplicado bi y trimestralmente (aplicaciones repetidas). EI pH del suelo regula los
procesos biogeoquimicos del suelo y tiene efectos en la estructura y las funciones del
ecosistema terrestre (Hong et al., 2018).

El P es uno de los elementos esenciales y también uno de los macronutrientes mas
importantes para la vida vegetal. EI P juega un papel crucial en la fosforilacién y en la
produccion de trifosfato de adenosina por fotosintesis (Fink et al., 2016). El fosforo
afiadido al suelo solo esta parcialmente disponible para los cultivos, ya que se absorbe en
cierta medida por diversos componentes del suelo, las especies de P inorganico
derivadas del 4cido orto-fosférico (HsPO4) tales como H2PO4  y HPO4% son absorbidas
preferentemente por las plantas (Fink, 2016). La dindmica del P en los suelos es
influenciada fuertemente por las fases organicas e inorganicas solidas, la actividad
bioldgica y los factores ambientales (De Campos et al., 2016).

El &cido humico, fosfato y los dxidos participan en los procesos bioquimicos de los
ambientes naturales. El &cido organico interactia con 6xidos de hierro, cambiando las
caracteristicas de la adsorcién de fosfatos en las superficies de éxidos de hierro (Wang et
al., 2015). La ferrihidrita es percursor del hidréxicos de hierro que absorbe ciertos
contaminantes y nutrientes del suelo (Michel et at., 2007; Wang et al., 2013). ElI P
soluble puede ser fuertemente adsorbido en la superficie de los Oxidos de Fe y Al o
precipitado como minerales de fosfato de Al y Fe (lyamuremye et al., 1996). El hierro
oxidado puede ser inmovilizado en varios materiales como arena, tierra y zeolita

(Kaplan et al., 2016). Aniones como el fosfato y acidos humicos se adsorben



fuertemente en Oxidos de Fe y Al (lyamuremye et al., 1996). El acido humico es un
competidor por sitios de superficie y reduce la adsorcion de fosfato (Perassi y Borgnino,
2014). Fu et al., (2013), realizaron experimentos con hierro de goetita (a-FeOOH) y
acidos humicos los cuéles forman complejos que reducen la cantidad de absorcion de
PQOj4, debido a competencia por los sitios de adsorcion.

Como se observa en los estudios anteriores el P de los suelos se encuentra en fases
minerales y en formas organicas. Los procesos de adsorcion-desorcion importantes en el
control de la solubilidad del P en suelos, aunque la precipitacion y disoluciéon de
minerales también puede afectar a la solubilidad especialmente en suelos enriquecidos
con P (Eriksson et al., 2015). El aporte de fertilizantes puede explicar en gran medida la
variacion de concentracion de P inorganico y las formas de P organico, pero numerosos
factores de estabilizacion interactian en la estabilizacion del P en suelos, asi como de
procesamientos microbianos que interacttan en el control de rotacion y acumulacién de
P (Stutter et al., 2015). En el presente estudio el P y el MICT presentaron una alta
relacién lo cual podria ser a la debida a la relacién que mantiene el P con la MO, ya que
ésta, al ser soluble esta representada por acidos organicos de bajo peso molecular, puede
alterar el ciclo de los metales bioldgicamente activos mediante reacciones de
complejacion, lo cual puede mejorar la absorcion de P a través de dxidos altamente

reactivos (Abdala et al., 2015) y la gallinaza utilizada tiene un alto contenido de P (5 %).
Efectos de las précticas agricolas y el MITC en plantulas de tomate

La determinacion de los siguientes pardmetros son indicativos de la condicién
fisioldgica de la plantula del tomate la cual, al ser afectada e interrumpirse el aparato
fotosintético, causa una disminucion de la productividad de la planta y el rendimiento en
general, pudiendo deberse a las concentraciones de MITC encontradas en el suelo de
estudio, y al efecto causado por las practicas agricolas.

Clorofila

Las plantas se encuentran sometidas tanto a estrés abidtico y bidtico, como
temperaturas extremas, sequia, salinidad, infeccion microbiana, herbicidas y a mas
productos quimicos durante sus ciclos de vida (Wang et al., 2015). La clorofila

determinada en la plantula de tomate a los 5, 17, 24 y 31 dias despues del trasplante, no



mostraron diferencias significativas entre los tratamientos y las fechas (Figura 2.4). Los
valores aqui obtenidos oscilaron de 3 a 4.5 mg g comparados con los reportados por
Rodriguez et al., (1998) (2 a 3.5 mg g}) y Jiang et al., (2017) (1 a 2.5 mg g™) en hojas
de tomate. Rehab y Salem, 2016 experimentaron con el pesticida Actra en plantulas de
tomate, aumentando la clorofila a cuatro dias de aplicacién, aumentando 20, 15, 4.5,
32.8 y 4.1 % de aceite Actra + KZ, aceite Actra + Keme, aceite KZ, aceite Actra 'y Keme
aceite Actra + KZ, aceite Actra + Keme, aceite KZ, Actra y Aceite de keme, comparado
con el tratamiento de control, actuando como un estimulador a la produccion de
clorofila. Shakir et al., (2016) evaluaron cuatro pesticidas (benzoato de emamectina,
alfa-cipermetrina, lambda-cihalotrina e imidacloprid) en pigmentos fotosintéticos en
plantulas de tomate, todos los pesticidas probados redujeron el crecimiento del tomate
cuando se aplicaron en una concentracién mas alta que la dosis recomendada, pero a
dosis més bajas, los pesticidas tuvieron efectos estimulantes en los pigmentos

fotosintéticos y el crecimiento en comparacion con el control.
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Figura 2.4. Analisis de clorofila en hojas de plantula de tomate (Solanum lycopersicum

L.) alos5, 17, 24 y 31 dias después del trasplante.



NOTA: Letras diferentes indican diferencias significativas entre las practicas agricolas

(tratamientos) con la concentracion del metil isotiocianato a (p < 0.05).

Los plaguicidas pueden interferir con diversos procesos de las plantas como
crecimiento celular, fotosintesis, respiracion, las reacciones biosintéticas y su
composicion molecular (De Lorenzo et al., 2001). La clorofila, una base de materiales
para la fotosintesis, es el pigmento fotosintético mas importante (Jiang et al., 2017). Los
resultados en cada fecha de muestreo (Figura 2.4), sugiere que hubo asimilacion de
nitrégeno, ya que éste es parte fundamental para la formacién de la molécula de

clorofila.

Prolina

Los resultados indican que a los cinco dias después del transplante, la prolina no se
acumulo significativamente entre las plantulas de las practicas agricolas (tratamientos)
(0.2 mg g1), pero a los 31 dias el maximo aumento fue para la practica agricola ms-cg-
ca con 0.91 mg g* (193 %) y después para la practica ms-cg-sa con 0.8 mg g (170 %)
(Figura 2.5). En plantulas de tomate de 21 dias de crecimiento, la prolina fue
determinada en peso seco y mostro valores bajo estrés de 2.5 a 4 mg g (Moles et al.,
2018).
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Figura 2.5. Analisis del contenido de prolina en materia seca de hojas de tomate a los 5 y
31 dias después del trasplante para cada uno de las practicas agricolas

(Tratamientos).

NOTA: Letras diferentes indican diferencias significativas entre las practicas agricolas
(tratamientos) (p < 0.05).



La acumulacién de prolina puede ser parte de la adaptacion general a condiciones
ambientales adversas (Brake et al., 2017). La acumulacion de osmoprotectores se
demostro en plantas en respuesta a varios estreses abioticos, responden al calor o
ambientes salinos a traves de multiples mecanismos fisioldgicos, metabdlicos y
moleculares, estdn interconectados y finamente ajustados para crear respuestas
especificas que conducen a la aclimatacién de la planta a ambientes cambiantes (Rivero
et al., 2014). Los presentes resultados podrian deberse a el efecto de préactica agricola
por las sales de la gallinaza (30% MOQO) porque la prolina también aumenta con
concentraciones crecientes de salinidad, y esto también puede ser causado por el
desarrollo propio de la planta. Los resultados actuales sugieren una relacion positiva
entre la toxicidad de los pesticidas y el aumento de la prolina en los tejidos y revelan un
papel adaptativo de la prolina para mitigar los efectos dafiinos de la toxicidad de los

pesticidas.

Fluorescencia de clorofila

Alteraciones en los valores de los parametros fotosintéticos, como la inhibicién de la
fotosintesis, son buenos indicativos del estrés en la planta de tomate ya que el
crecimiento, rendimiento y la fotosintesis estan interconectados (Rivero et al., 2014). En
los fotosistemas (PSI y PSII) los pigmentos fotosintéticos al ser dafiados por factores de
estrés, resultaran en menor eficiencia de absorcion de luz (Ashraf y Harris, 2013). La
fluorescencia de clorofila es una medida no invasiva de la actividad del fotosistema I1
(PSII). La sensibilidad de la actividad del PSII a factores abidticos y bidticos ha hecho
de esta una técnica clave no solo para comprender los mecanismos fotosintéticos, y un
indicador amplio de como las plantas responden al cambio ambiental, en hoja vegetal sin
estrés Fv / Fm es de 0.81-0.83 (Murchie y Lawson, 2013).
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Figura 2.6. Analisis de rendimiento cuantico maximo Y(IlI) (Fv/Fm) en la hoja de

plantula de tomate a dia 31 después del trasplante a las 0, 9, 12 y 17 horas.

NOTA: Letras diferentes indican diferencias significativas entre las practicas agricolas

(tratamientos) con la concentracion del metil isotiocianato a (p < 0.05).

No se muestran diferencias significativas entre las practicas agricolas (Figura 2.6),
para el fotosistema de las plantulas de tomate. Dentro de los valores encontrados para
Y (1) éstos se encuentran dentro del rango de 0.7 a 0.85, éstos resultados son acordes a
los de Diao et al. (2014), en plantulas de tomate consideradas no estresadas. Estos
resultados observados sugieren que las plantulas de tomate no sufren deficiencia
fotoquimica y mantienen sus tasas de fotosintesis adecuadas, por lo cual, no se tiene

perdida de integridad de las membranas tilacoides.

Area foliar.
El area foliar presenta diferencias significativas entre los diferentes tratamientos
siendo el mayor valor para los cuatro muestreos presentado en la practica agricola ms-

cg-ca. Las hojas son uno de los principales componentes de la planta que participan en la



produccion de biomasa vegetal a través de la fotosintesis (Tondjo et al., 2015). En la
figura 7 se muestran las diferencias significativas entre el area foliar a los 5, 17, 24 y 31
dias después del trasplante, en donde el mayor valor fue para el tratamiento ms-cg-ca en

los cuatro muestreos realizados.
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Figura 2.7. Andlisis de area foliar a los 5 (a), 17 (b), 24 (c) y 31 (c) dias después del
trasplante de la plantula de tomate.

El area foliar de cultivos es importante en estudios fisoldgicos y agronémicos,
permitiendo la estimacion del rendimiento, entre otras caracteristicas. Es uno de los
parametros mas comunes evaluados en los estudios ecofisologicos de invernadero y de
campo (Wang y Zhang, 2012). La hoja es el lugar principal donde se produce la
fotosintesis, la estimacion del area foliar es necesaria para el analisis del crecimiento del
cultivo, con este proceso, las plantas pueden desarrollarse, a través de su capacidad para
producir carbohidratos, no solo por la superficie sino también por la eficiencia foliar
(Rodriguez et al., 2016)

Peso de la biomasa en fresco y seco



El peso fresco de la plantula a los 5 dias después del trasplante fue mayor en la
practica agricola ms-cg-ca (5.5 g), seguida por ms-cg-sa, ms-sg-ca, ms-sg-sa y el testigo
(Figura 2.7 a), mostrandose diferencias significativas. Lo mismo sucedio a los 31 dias, el
mayor valor lo presento ms-cg-ca (189 g) (Figura 2.7 b).

El peso seco a los 5 dias no se mostraron diferencias significativas entre tratamientos
(Figura 2.7 ¢). A los 31 dias el peso seco (Figura 2.7 d), si mostré diferencias

significativas entre tratamiento, el mayor peso seco fue para ms-cs-ca, seguido por ms-

cg-sa.
5DDT 31 DDT
6.00 a 250
e N ab % 5200
N a -
g 400 2 % g 150
£ 3.00 % £ b b
S S
100 b
2 2.00 % % 2 b % =
A A =
1.00 % 30 % = =
% [ = =
0.00 = = = = 0 = =
testigo  ms-sg-sa ms-sg-ca ms-cg-sa  ms-cg-ca testigo ms-sg-sa  ms-sg-ca  ms-Cg-sa  ms-cg-ca
Practicas Agricolas Practicas Agricolas
(a) (b)
5DDT 31 DDT
0.5000 35.00
a
0.4000 @ a 2000 i
ch a 25.00 b B=
§ 0.3000 % § 20.00 c %
7 = @ =
g 0.2000 = = 15.00 od %
~ — A 10.00 d =
0.1000 = 5.00 %
= = ' =
0.0000 = 0.00
testigo ms-sg-sa ms-sg-ca ms-cg-sa ms-cg-ca testigo  ms-sg-sa ms-sg-ca ms-cg-sa  ms-cg-ca
Practicas Agricolas Practicas Agricolas
() (@

Figura 2.8. Analisis de peso fresco (a y b) y peso seco (c y d) de la plantula de tomate a

los 5y 31 dias después del trasplante.

NOTA: Letras diferentes indican diferencias significativas entre las practicas agricolas

(tratamientos) con la concentracioén del metil isotiocianato a (p < 0.05).



En general, los pesticidas pueden causar dafio oxidativo en plantas expuestas, lo cual
aumenta actividad de enzimas antioxidantes, el aumento de prolina es importante para la
desintoxicacion de especies reactivas de oxigeno (Gopi et al., 2007, Jaleel et al., 2007).
De acuerdo a Petit et al., (2012) los pesticidas pueden inhibir a la biosintesis de la
clorofila retardando la integracion de la clorofila a los fotosistemas. El &rea de la hoja y
la biomasa seca, son pardmetros clave vinculados al crecimiento y produccion de la
planta (Tondjo et al., 2015). Los beneficios de las practicas agronémicas como el uso de
gallinaza y acolchado fueron mayores al dafo fisiologico observado en las plantulas de

tomate.
CONCLUSIONES

La accion cojunta de la gallinaza y el acolchado plactico en los surcos del suelo,
conllevan a la persistencia del MITC, hasta la etapa de plantula de cultivo de tomate (25
dias después del transplante), siendo posible que el contenido de materia organica
aportada el principal mecanismo de retencién del MITC, en contenido suficiente para
afectar parte de la fisiologia de las plantulas y su crecimiento a los 31 dias después del
transplante. El contenido de clorofila y la eficiencia del fotosistema Il no se vieron
afectadas. Sin embargo, se encontraron efectos significativos para los contenidos de

prolina, biomasa fresca y seca, a los 31 dias después del transplante.
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CONCLUSION GENERAL

Las conclusiones del trabajo de tesis doctoral “Estudio del metam sodio (N-metil
ditiocarbamato de sodio) en agroecosistemas intensivos: efectos en la microbiologia
del suelo, persistencia y fisiologia de tomate (solanum lycopersicum 1.)” se presentan
con base en los dos estudios que lo conformaron, para sustentar el impacto del uso del

MS en relacion a las précticas agricolas en sistemas protegidos con cultivo de tomate.

IMPACTO DE METAM SODIO EN LA DIVERSIDAD BACTERIANA DE UN
SUELO CULTIVADO CON TOMATE (Solanum lycopersicum L.) EN
INVERNADERO

Se estudio el efecto del MS con una concentracion baja (400 L ha) en el sistema
de produccion intensiva de tomate (Solanum lycopersicum L.), durante la
evolucion del cultivo del agroecosistema horticola, analizado primeramente el
efecto en el componente bidtico como son los microorganismos del suelo
especialmente la diversidad bacteriana la cual se vio afectada en la diversidad
(H’, J’) pero no en la riqueza con cambios en la poblacion autdctona. La
estructura de la comunidad, durante todo el tiempo de la evolucién del cultivo
(trasplante, floracién y fructificacion), fueron marcados por las phylla a-
Proteobacteria, g-Proteobacteria, Firmicutes y Agrobacterium las cuales se
encuentran dentro de las bacterias mas abundantes en los suelos agricolas. En
cuanto a la funcion nitrificadora, experimentos en laboratorio no mostraron

impacto negativo en dicha funcion.

1. RELACION DE PRACTICAS AGRONOMICAS CON CONTENIDO Y
PERSISTENCIA DEL METIL ISOTIOCIANATO EN SUELO Y
EFECTOS EN PLANTAS DE TOMATE (Solanum lycopersicum L.) EN
POST-TRASPLANTE.

Para el estudio de la persistencia del MS y la relacion de las préacticas
agrondmicas se utilizd una concentracion de media de 600 L-ha. Se determina

que la relacion del uso de la gallinaza y el uso de la técnica agricola del acolchado



es una condicionante de interés sobre el contenido y la persistencia del MITC en
el suelo. Asimismo, se demostré que el factor tiempo de aplicacion del MITC y la
relacion con la préctica agricola estan significativamente relacionadas. La adicién
de gallinaza incrementa el contenido de MO el cual se adsorben diversos
componentes del suelo y mantuvo una correlacion alta con el MITC. Siendo
posible que la accién conjunta de la gallinaza y el acolchado plastico provocaran
la persistencia del MITC, en contenidos suficientes para que se viera afectada la
fisiologia de la plantula de tomate en los contenidos significativos de prolina y
biomasa tanto fresca como seca a los 31 dias después del transplante,
evidenciando un estrés por los contendios de MITC en el suelo.



ANEXO

1. Nota Cientifica “Sodium N-methyldithiocarbamate impact on soil bacterial
diversity in greenhouse tomato (Solanum lycopersicum L.) crop”.
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ABSTRAC

The constant use of sodium N-methyldithiocarbamate (metam sodium: MS) in
protected agriculture in México has attracted the attention of researchers and producers
on their effects on the environment. The objective of this study was to evaluate the
impact of MS on the bacterial community structure in an agricultural soil with tomato
crop (Solanum lycopersicum L.) considering the different phenological stages of the crop.
The experiment was carried out in a greenhouse, with a completely randomized block
design with two treatments: 1) without MS and 2) with application of 400 L-ha* of MS.
For the determination of the bacterial structure, the biodiversity indexes of richness (S),
diversity (H") and equity (]'). identification of operational taxonomic units (OTU) were
used through the T-RFLP technique. Application of MS in soil showed no significant
effect on bacterial richness. However, the application of MS does alter the structure of
the bacterial community (H' and J') in each of the tomato phenological stages. Finally,
future studies which include the evaluation of the effects of MS on the physiology of
intensive crops and functions in the different soil types are need.
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