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RESUMEN
En este trabajo de Tesis Doctoral se ha estudiado el efecto de la adicién de dos

residuos de almazara sobre el comportamiento de herbicidas, la fisiologia de plantas de
Olea europaea y sobre las poblaciones microbianas del suelo.

A través de estudios de adsorcidon-desorcion, disipaciéon, mineralizacion,
lixiviacidn y bioensayos realizados en laboratorio con tres suelos procedentes de cultivos
intensivos de la Vega del rio Guadalquivir, se ha estudiado el efecto de la adicién de dos
residuos organicos de almazara sobre el comportamiento de los herbicidas MCPA y S-
metolacloro. Como consecuencia del distinto grado de humificacion y compostaje, los
residuos mostraron componentes organicos solubles de distinta naturaleza. La adicion de
estos residuos a los suelos no reveld un efecto negativo sobre la poblacidon microbiana de
los suelos, ya que se incrementd el contenido en carbono organico soluble y la respiracion
de los mismos. Por otro lado, la adicion de los residuos al suelo se tradujo en
comportamientos diferentes en MCPA y S-metolacloro: mientras en el caso de S-
metolacloro se produjo un aumento en la retencion, y con ello menor lixiviacion vy
degradacidn, no fue asi para MCPA.

Se ha comparado el efecto de la materia orgdnica transformada en suelos
tratados con dos residuos de almazara (un alperujo y un orujo) durante 9 afios en campo
en el comportamiento de bentazona y S-metolacloro, comparandose los resultados con
los obtenidos con los de suelos enmendados con estos mismos residuos frescos en
laboratorio. El envejecimiento de la materia organica exdgena afiadida al suelo con los
residuos reveld diferencias en el comportamiento de estos herbicidas en suelo
principalmente debido a las diferencias en materia orgdnica soluble y porosidad de los
sistemas.

La aplicacién al suelo de terbutilazina, a diferencia de glifosato, es una fuente
indirecta de fitotoxicidad para los olivos (Olea europaea), reduciendo la eficiencia
fotosintética. Esta fitotoxicidad es contrarrestada por la adicion de OW a los suelos,
debido al aumento de la adsorcién del herbicida en suelos enmendados.

En lo que respecta al efecto de los residuos de almazara sobre la poblacidon
microbiana del suelo, los resultados obtenidos indican que estos residuos no reducen la

poblacién microbiana presente en suelos. Estudios de tolerancia a altas dosis de



herbicidas, mostraron cepas tolerantes a MCPA y S-metolacloro, sin embargo, estas cepas

no lograron crecer en presencia de estos herbicidas como unica fuente de carbono.



ABSTRACT

In this Doctoral Thesis we present an evaluation of the effect of addition of
organic wastes from olive oil extraction to soils on herbicide fate, Olea europaea
physiology, and microbiota of soils.

The effect of addition of olive oil wastes on MCPA and S-metolachlor behavior in
soils was studied through sorption-desorption, dissipation, mineralization, leaching and
bioassays assays under laboratory conditions with three soils from intensive crops. Due to
the different degree of humification and composting state, the residues used showed
different composition of dissolved organic components. The addition of these residues to
soils did not negatively affect soil microbial population since dissolved organic matter and
soil respiration increased. Different effects were found in MCPA and S-metolachlor
behavior upon amendment with the residues: while no effect was detected in the case of
MCPA, increase in retention and lower leaching and dissipation was found for S-
metolachlor.

The effect aged residues from olive oil extraction after 9 years application in the
field on bentazone and S-metolachlor fate was also studied and compared to the results
obtained with soils amended with fresh organic residues under laboratory conditions.
Different behaviour was observed and attributed to differences in dissolved organic
matter and porosity of the soils systems.

This work also shows indirect phytotoxicity of the herbicide terbuthylazine
reducing the photosynthetic efficiency of Olea europaea plants under greenhouse
conditions. This reduction was counterbalanced by the addition of organic residues due to
the increase in sorption of the herbicide to soil particles, minimizing plant absorption. No
negative effect was observed in the case of glyphosate.

The study of herbicide addition and soil amendment with organic residues on soil
microbial communities did not reveal a negative effect on microbiota when herbicides
MCPA, S-metolachlor or organic residues were added. While resistant to herbicides using
these as only carbon source were not detected, tolerant organisms to high herbicides

doses were found.
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CAPITULO I. Introduccion General
l.1. Antecedentes

Uno de los pilares de la economia espafiola lo constituye la produccién agricola,
y es que Espafia cuenta con la segunda extensién agraria mas importante de Europa (en
torno a 16-18 millones de hectareas) y cuyo VAB (Valor Afiadido Bruto) agrario, a precios
basicos, se situd en tercer lugar entre los paises de la UE, después del de Italia y el de
Francia, asi como también con la contribucién mas importante de Europa a la Red Natura
2000 (MAGRAMA, 2009). Sin embargo, el sector agricola se ha visto durante afios
perjudicado por grandes pérdidas econdmicas generadas por la accién de patégenos y
pardsitos sobre los cultivos. En los ultimos 50 afios la introduccién del uso de sustancias
xenobidticas, sobre todo plaguicidas, para combatir plagas y enfermedades de las plantas,
ha conseguido compensar estas pérdidas, haciendo que el uso de plaguicidas sea
indispensable en la agricultura e incrementdndose su uso en las ultimas décadas. Gracias a
esto, la produccidn en los cultivos se ha visto incrementada y se ha podido afrontar la gran
demanda de alimentos que una poblacidn cada vez mayor solicitaba.

De acuerdo con los informes de la FAO (Organizacion para la Alimentacién y la
Agricultura de las Naciones Unidas), a pesar del uso de plaguicidas gran parte de las
cosechas se pierden, llegando estas pérdidas a suponer hasta un 25% en los paises
desarrollados. Uno de los motivos de estas pérdidas es que frecuentemente sdlo entre un
1y un 20% del producto aplicado (plaguicida) alcanza la plaga contra la que se destinaba
actuar y, por tanto, mas del 80% del producto se dispersa en el ambiente, llegando éstos a
estar disponibles para sufrir procesos de degradacion, lixiviacion o escorrentia. Esto ha
conducido al incremento en las dosis de aplicacion de plaguicidas en los suelos, hasta
lograr obtener beneficios en las cosechas. Este incremento supone un beneficio en el
sector agricola, pero la aplicacion de plaguicidas en exceso a lo largo de los afios, puede
llegar a convertirse en fuente de contaminacion puntual y/o difusa de plaguicidas y sus
residuos. Esto hacia que los plaguicidas alcanzaran lugares hacia los que no estaban
destinados, como por ejemplo las aguas subterraneas y superficiales, suponiendo un grave
riesgo tanto para el ecosistema y organismos que lo habitan, como para el ser humano.

El suelo como sistema complejo, dinamico y vivo, esta constituido por

compartimentos de diversa naturaleza, (tierra, agua, aire, organismos vegetales y
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animales) y todo en su conjunto posee la capacidad dentro de una medida, de
autodepuracion de sustancias xenobidticas como son los plaguicidas, contrarrestando, o
amortiguando el impacto producido por su aplicacion (Cornejo et al., 2005). Sin embargo,
en los ultimos afios el aporte de éstos al suelo es mayor que la propia capacidad del
mismo de amortiguar su efecto negativo, pasando los agroquimicos a ocupar espacios
para los que no estaban destinados. Aqui reside el origen del problema del uso abusivo de
plaguicidas. Este creciente problema ha despertado la necesidad de estudiar en
profundidad el comportamiento de estos compuestos en suelo, y poder asi minimizar su
impacto sobre la salud humana y el medioambiente.

Aragon et al. (2001) detectd valores maximos de 1.96 y 0.6 ug I"" de herbicidas
como la terbutilazina y el glifosato, respectivamente, en aguas subterraneas, siendo la
familia mas representativa en este estudio la de las triazinas. Otros estudios han
detectado otros compuestos organicos en aguas subterraneas a valores también
superiores a los establecidos por la Directiva CE sobre agua potable 80/778/EC y la nueva
directiva 98/83/CE en la que la méxima concentracién para un plaguicida es 0.1ug I o la
suma total de todos los plaguicidas presentes 0.5 ug I'* (Carabias-Martinez et al., 2003,
Arias-Estévez et al., 2008, Hildegrandt et al., 2008).

Como consecuencia se modificaron la autorizaciones de algunas materias
activas como por ejemplo terbutilazina por parte del Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacién MAPYA, restricciones y suspensiones temporales a nivel nacional en
determinados ambitos territoriales de riesgo por su proximidad a embalses destinados a la
produccion de aguas de consumo humano, constituyéndose para su uso la dosis maxima
permitida de 1 kg ha™ y afio de sustancia activa en el olivar (Lifian, 2009).

Ademas de la restriccion en el uso de las materias activas aplicadas, el modo
adecuado de aplicacidon de las mismas ha de ser tenido en cuenta, sobre todo en
escenarios de riesgo como es el cultivo del olivar, para el control de contaminacion de
aguas y optimizacion de la eficiencia en el uso de plaguicidas (Manual de buenas practicas

en el olivar).



1.2. Dinamica de los plaguicidas en el suelo

Los plaguicidas pueden incorporarse al suelo a través de tres vias principales. En
primer lugar estd la aplicacién directa, tipica de tratamientos sobre la superficie del
suelos, en segundo lugar estd la aplicacion sobre las partes aéreas de las plantas, a través
de la cual puede posteriormente ser arrastrado al suelo por efecto de la lluvia o por el
viento, y en tercer lugar, por medio de restos vegetales desprendidos durante la cosecha o

de forma natural, que transportan restos de plaguicidas al suelo.

APLICACION PARTES
AEREAS PLANTAS

APLICACION DIRECTA

Figura I.1. Procesos por los que se pueden incorporar los plaguicidas al suelo.

Una vez que el plaguicida se ha incorporado al suelo, va a sufrir la accion de
diversos procesos simultdneamente, los cuales se pueden agrupar en dos grandes tipos:
procesos de transferencia o transporte y procesos de transformacion o degradacion.

Los procesos de transferencia o transporte son aquellos por los que el
herbicida se ve desplazado de una a otras fases del suelo sin experimentar ningun tipo de
transformacién quimica de la molécula. En este grupo se engloban los procesos de
adsorcién, desorcion, volatilizacion, lixiviacidn, escorrentia, absorcién y exudacién por
organismos vivos y difusion y arrastre por aire y suelo. Por el contrario, los procesos de

transformacion, implican modificacion de las propiedades quimicas de los plaguicidas,
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transformdndose en otros compuestos distintos, que pueden tener la misma, mayor o

menor toxicidad. Estos son la degradacién quimica, biodegradacién o Fotodegradacién.

Tabla I.1.Procesos que determinan el comportamiento de los plaguicidas en

suelo
[ PROCESOS DE PROCESOS DE \
TRANSFERENCIA TRANSFORMACION

-Adsorcién-desorcion -Fotodegradacién
-Volatilizacion -Biodegradacién
-Lixiviacion -Degradacién quimica

-Escorrentia
-Absorcion-exudacion

k-Difusién-arrastre /

Hay que tener en cuenta que todos los mecanismos que se mencionan se

pueden dar simultdneamente en el sistema suelo. Ademas, estos procesos pueden
afectarse unos a otros en mayor o menor medida, siendo el comportamiento en suelo de
los plaguicidas resultado de la accidn conjunta de todos ellos. El proceso de adsorcién
condiciona a cada uno de los demads, ya que modifica la cantidad de plaguicida en
disolucion y por ello la cantidad que puede lixiviar, volatilizar, perderse por escorrentia o

ser absorbida por plantas u otros organismos.

1.2.1. Procesos de transferencia o transporte

1.2.1.1. Procesos de adsorcion-desorcion

El proceso de adsorcidn se define como el paso de un soluto desde una
fase liquida o gaseosa a la superficie de una fase sdlida sin producir cambios en esta
misma (Osgerby, 1970). Los procesos de adsorcidn en el suelo ocurren con mayor
frecuencia entre la disolucidon del suelo y la fase sélida del suelo, ya que ésta se encuentra
siempre rodeada de una fina capa de agua y sélo en casos de extrema aridez se produciria
la adsorcion gas-solido (Pignatello, 1989). El proceso de adsorcidn se debe a la atraccién o
repulsion entre la superficie del adsorbente del suelo y las moléculas o iones del
adsorbato (plaguicida) (Calvet, 1989). Los procesos de adsorcidon son muy importantes en
la dinamica del plaguicida en suelo, ya que determinan la cantidad de plaguicida libre en

solucién y por tanto que puede sufrir transformacidon o transporte por otros procesos



(Cornejo et al., 2005). Por ejemplo, la volatilizacidn, la lixiviacidon o la biodisponibilidad,
disminuyen con la adsorcidn, (Ferreira et al., 2002), mientras que la degradacién quimica o

el transporte por particulas en suspension pueden verse favorecidos (Cox et al., 1993).

-
=)

FOTODEGRADACION "™

AGUAS
'SUBTERRANEAS

Figura I.2. Procesos que determinan el comportamiento de los plaguicidas en
suelo.

Otro proceso que también estd implicado en la cantidad de herbicida
que esta disponible en la solucidn del suelo, es el proceso inverso a la adsorcién: la
desorcién. Durante éste, las sustancias adsorbidas vuelven a la disolucién del suelo o a su
fase gaseosa. En caso de desorcidon total de las moléculas adsorbidas, se habla de
adsorcién reversible (Wauchope y Myers, 1985, Monkiedje y Spiteller, 2002), pero si las
moléculas adsorbidas se desorben parcialmente, se habla entonces de adsorcidon
irreversible (Cox et al., 1995). La irreversibilidad o histéresis es un fendmeno importante
ya que en gran medida, determina la biodisponibilidad del plaguicida en el suelo
(Wauchope, 2002).

Las fuerzas de atraccién responsables de la adsorcidén pueden ser de diferentes
tipos y se clasifican como mecanismos de adsorcion. En funcién de las propiedades de los
solutos y de la superficie adsorbente son posibles varios tipos de mecanismos que pueden

ocurrir simultdneamente.

37



a) Mecanismos de adsorcion

La adsorcion y retencidn de plaguicidas en la fase sélida del suelo se debe a una
serie de mecanismos que implican fuerzas de atraccion. Normalmente no se da un Unico
mecanismo, ya que en la mayoria de los casos la retencidn de los plaguicidas se produce
por una variedad de fuerzas y factores. Segun Cornejo y Hermosin (1996) hay mecanismos
favorecidos por cambios de entalpia y otros en los que la adsorcidon produce cambios de
entropia, como son las interacciones hidrofdbicas. Y por otro lado, describen mecanismos
relacionados con cambios de entalpia, como son el enlace idnico, el enlace covalente,
fuerzas de Van der Waals, puente de Hidrdégeno, transferencia de carga y cambio de

ligando.

b) Medida de adsorcion

La medida y caracterizacion de la adsorcién permite investigar los mecanismos
de este tipo de interacciones y obtener por tanto resultados comparativos, entre
adsorbatos (plaguicidas) y adsorbentes (suelos) diferentes y en diversas condiciones (Beck
et al., 1993). La adsorcién al suelo se caracteriza normalmente por una constante de
reparto K, con el subindice d para indicar distribucion. Se define como la proporcién entre
la cantidad de moléculas adsorbidas y la cantidad de moléculas en disolucién en el

equilibrio:

Ky
Ce  (m— Cs
Siendo C, la concentracion de soluto en equilibrio con el suelo y C la cantidad
adsorbida por unidad de masa del sélido.

Frecuentemente se asume que C, depende linealmente de C. y se define un

coeficiente de distribucién, Ky, como:

Kd = CS/Ce Ecuacion 1.1

Esta forma lineal generalmente describe correctamente el equilibrio a bajas

concentraciones de adsorbato en la fase liquida. El coeficiente K4 puede utilizarse para



comparar le grado de adsorcién de diferentes compuestos en un mismo suelo o de un
mismos compuesto en diferentes suelos en wunas condiciones experimentales
determinadas y a la concentracion inicial del compuesto en cuestidon. Por lo general,
valores elevados de Ky indican que el plaguicida presenta una gran afinidad por el
adsorbente y se suelen corresponder con plaguicidas hidrofébicos e insolubles en agua
(Wauchope et al., 2002).

No obstante, en la mayoria de los casos la relacién entre la cantidad adsorbida y
la cantidad en disolucién no es lineal, por lo que el valor de Ky depende de la
concentracion a la que se evalle. En estos casos, una caracterizacion adecuada de la
adsorcioén requiere la obtencién de isotermas de adsorcion.

Isotermas de adsorcion

Las isotermas de adsorcion representan la cantidad adsorbida por unidad de
masa del sdlido (C;) en funcién de la concentracion de soluto en equilibrio (C.) a una
determinada temperatura. Para eso se hacen interaccionar cantidades conocidas de sdlido
y soluciones de plaguicida con diferentes concentraciones iniciales. Una vez alcanzado el
equilibrio, se determina la cantidad de plaguicida en disolucién C,, asi como la cantidad
adsorbida, C,, para las distintas concentraciones conocidas.

El valor de C; se puede obtener directamente, determinando la cantidad de
plaguicida que queda adsorbida en suelo tras la extraccion del mismo por técnicas
adecuadas, o indirectamente, por diferencia entre la cantidad inicial del plaguicida y la
cantidad en equilibrio, asumiendo que la desaparicién del plaguicida se debe a la
adsorcién y no a otros procesos.

La forma de las isotermas es una caracteristica importante porque proporciona
mucha informacidn acerca de los mecanismos de adsorcion (Calvet, 1989) y esta también
relacionada con la naturaleza de la molécula a adsorber y de la superficie adsorbente.
Segun Giles et al. (1960) las isotermas de adsorcidn pueden ser clasificadas en cuatro tipos
distintos, dependiendo de la pendiente del tramo inicial de la curva. A continuacién se

describen.
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Isotermas tipo S

Estas isotermas son tipicas de adsorbentes con una alta afinidad por el
disolvente. La curvatura inicial de la isoterma indica que la adsorcidn se ve facilitada a
medida que aumenta la concentracién del plaguicida. Esto implica que ocurra una
asociacion entre las moléculas adsorbidas, y las moléculas aun en solucion, constituyendo
lo que se denomina “adsorcién cooperativa”. Estas isotermas pueden observarse cuando
ocurre una interaccién especifica entre el soluto y el adsorbente, una atraccion
intermolecular moderada o competencia entre el soluto, el disolvente y las moléculas
adsorbidas por los sitios especificos de adsorcion.

Isotermas tipo L

Son las mejores conocidas, y en ellas se observa una alta afinidad relativa entre
el soluto y el adsorbente en la fase inicial de la curva. Mientras los sitios especificos de
adsorcién van siendo ocupados, le resulta mas dificil al soluto encontrar un lugar libre
para adsorberse. Estas isotermas indican multiples interacciones entre el soluto y el
adsorbente, una fuerte atraccion molecular entre las moléculas de soluto o poca
competencia entre el soluto y el disolvente por los sitios de adsorcién.

Isotermas tipo C o de reparto constante

Se caracterizan por un reparto constante del soluto entre la disolucién y el
adsorbente. Muestran una particién del adsorbato independiente de la concentracion.
Son tipicas en las interacciones entre compuestos no idnicos y superficies organicas y la
mayoria de los compuestos quimicos en un estrecho rango de concentraciones.

Isotermas tipo H

Son isotermas muy poco comunes y se consideran un caso especial de las
isotermas tipo L. Se observan cuando hay una afinidad muy elevada entre el soluto y la
superficie adsorbente, sobre todo a bajas concentraciones de soluto, donde todo o

practicamente todo, queda adsorbido en la superficie.
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Figura I.3. Tipos de isotermas de adsorcion segun Giles et al. (1960).

Modelos de adsorcion

Para la descripcién cuantitativa de los procesos de adsorcidn, las isotermas
obtenidas experimentalmente suelen ajustarse a diferentes ecuaciones matematicas o
modelos de adsorcién. La mas frecuentemente usada es la de Freundlich.

La ecuacion de Freundlich es una ecuacidon empirica que relaciona la cantidad
de soluto adsorbido con la concentracion en equilibrio existente en disolucion. Se expresa

comao:

C = fo Ce 1/nf Ecuacién 1.2

S

O su expresion logaritmica:

C = Kf X Ce 1/nf Ecuacién 1.3

S

Donde C; es la cantidad de plaguicida adsorbido, C. la cantidad de plaguicida en
el equilibrio y K¢ y 1/n¢ son constantes caracteristicas que pueden obtenerse del ajuste
lineal de los datos de log C, frente a log C..

El valor absoluto de K:; corresponde a la cantidad de plaguicida adsorbido
cuando la concentracién del plaguicida en el equilibrio es |la unidad y es considerada como
una medida de la capacidad de adsorcién del suelo para el plaguicida en cuestion. El
parametro 1/n; es la pendiente de la representacién lineal de log C, frente a log C. y se
considera una medida de la intensidad de adsorcidn. Los valores de K; permiten comparar
la capacidad de adsorcion de diferentes plaguicidas y de distintos suelos, siempre y
cuando se hayan utilizado condiciones experimentales similares (Bowman y Sans, 1985) y

los valores de 1/n¢ sean parecidos (Hance, 1967). También es importante que el valor de
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C.=1 esté dentro o muy cerca del intervalo de concentraciones experimentales (Hermosin
y Cornejo, 1987).

Cuando 1/n; es igual a 1, la ecuacién de Freundlich se expresa como: C,=K; x C. y
se cumple la relacién lineal existente entre C, y C,, y ademas, K; coincide con el coeficiente
de distribucidn Ky, siendo independiente de la concentracién. Cuando 1/n; difiere de la
unidad el error introducido al asumir una relacion lineal entre C, y C. depende del valor de
1/n¢y de la concentracién. A medida que el valor de n; se aleja de la unidad, las diferencias
entre K; y Kyq se hacen mayores, especialmente para valores de Ce muy diferentes de la
unidad (Hamaker y Thompson, 1972; Green y Karichoff, 1990).

Al igual que las isotermas de adsorcion, las isotermas de desorcidn se pueden
ajustar a la ecuacién de Freundlich. El estudio de la desorcidn suele llevarse a cabo
mediante diluciones sucesivas, por las que, tras la medida de la adsorcidén, se sustituye
parte de la disolucion de equilibrio por una disolucion libre de plaguicida n permitiendo
que se restablezca el equilibrio. Cuando la isoterma de desorcidn no coincide con la de
adsorcidn, se dice que existe un fendmeno de histéresis. La diferencia entre las cantidades
de plaguicida adsorbidas en la desorcion y en la adsorcion indica el grado de histéresis. Los
coeficientes de histéresis se pueden calcular como el cociente entre los valores de 1/nf de

la desorcion y la adsorcion (O’connor et al., 1980, Barriuso et al., 1994).

H=1/nfy/ 1/nf Ecuacién 1.3

Los fendmenos de histéresis pueden deberse a la presencia de plaguicidas
fuertemente adsorbidos o atrapados en los poros de la materia organica o de las
particulas de la arcilla, y por tanto irreversiblemente adsorbido a los coloides del suelo.
(Wauchope y Myers, 1985).

El coeficiente H puede oscilar entre 0, para procesos completamente
irreversibles, y 1, cuando la isoterma de desorcién sigue el mismo camino que el de la
adsorcidn. La existencia de histéresis puede ser atribuible a artefactos experimentales
como: no haberse alanzado las condiciones de equilibrio durante la adsorcidn eliminacion
de particulas de suelo durante la desorcidon, formaciéon de precipitados o pérdidas de

plaguicida por volatilizacidn, degradacion o ambos, asi como a cambios en la composicidon



del sistema producidos durante la dilucion de la disolucién de equilibrio tras la adsorcién
(Koskinen y Harper, 1990; Gu, 1994). Sin embargo en otras ocasiones la existencia de
histéresis puede ser generada bien por la deformacién de los poros del soluto, lo que
origina que el camino de la adsorcién difiera del de la desorciéon (Washington et al., 2003)
o bien por la formacidn de residuos irreversiblemente adsorbidos a las particulas de suelo,
donde la desorciones cinéticamente tan lenta que hace que experimentalmente no sea
posible observarla (Karickhoff, 1982; Celis et al., 1999). Asi, por ejemplo, Celis y Koskinen
(1999) cuantificaron, mediante un método basado en intercambio isotdpico, la fraccion
del plaguicida adsorbido de forma irreversible en un experimento de adsorcion, sufriendo
un incremento en el componente irreversible de la adsorcién a bajas concentraciones de
plaguicida y mayores tiempos de equilibrio. Este método podria, por tanto, tener utilidad

para ser incorporado en modelos predictivos que tengan encuentra la irreversibilidad.

c) Factores que influyen en los procesos de adsorcion-desorcion. Propiedades
fisico-quimicas del plaguicida

Las caracteristicas fisico-quimicas del plaguicida pueden indicarnos su
comportamiento en la adsorcion. Entre las caracteristicas mds determinantes destacan la
estructura, carga y tamafio molecular, ademds de su solubilidad en agua.

Segun Bailey y White (1970), los factores estructurales que determinan el
caracter quimico de los plaguicidas, y por tanto, su influencia en la adsorcién son: la
naturaleza de los grupos funcionales, la naturaleza y posicién de los grupos sustituyentes
respecto al grupo funcional y la presencia y magnitud de insaturaciones en la molécula
gue puede afectar al balance hidrofilico-hidrofébico.

La carga molecular del plaguicida y su distribucién son factores a tener en
cuenta en el proceso de adsorcion. Los compuestos que existen en disolucién como
cationes son rdpidamente atraidos por las superficies con carga negativa de los minerales
de la arcilla y de las sustancias humicas. Por el contrario, los compuestos anidnicos son
repelidos por éstos constituyentes, aunque son atraidos por las superficies de carga
positiva como los dxidos metdlicos. En ambos casos pueden establecerse enlaces iénicos y
la adsorcidn serd proporcional a la densidad de carga y dependerd del pH del suelo
(Weber et al., 1980; Weber et al., 1986). En algunos casos la carga molecular puede ser
débil, produciéndose entonces una simple polaridad de la molécula y la interaccion con la
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superficie adsorbente puede darse entre dipolos inducidos o permanentes. En disolucién
acuosa los plaguicidas con baja polaridad tienen gran dificultad en competir con las
moléculas de agua por las superficies polares y, por ello, las interacciones hidrofébicas
parecen jugar un papel fundamental en la adsorcidn.

El tamafio de la molécula de plaguicida puede influir en la adsorcidn por
diferentes razones. Por una parte tiene una relacion directa con las fuerzas de van der
Waals, por lo que en moléculas voluminosas este tipo de interaccion puede ser
importante en la adsorcién. Por otro lado, el mayor tamafio puede impedir que la
molécula llegue a los microporos de los éxidos metalicos, minerales de la arcilla y otros
componentes del suelo. Ademas, el tamafio molecular influye en la solubilidad en agua (a
mayor tamafio menor solubilidad) y, por tanto, de una forma indirecta en la magnitud de
la adsorcion.

De acuerdo con Calvet (1989), parece haber una correlacién negativa entre la
solubilidad de los plaguicidas en agua y la adsorcién a suelos, especialmente para
moléculas apolares o de escasa polaridad. Por otro lado, Bailey et al. (1968) Y Bailey y
White (1970) encontraron una relacion directa entre la solubilidad en agua y la adsorciéon
de s-triazinas y ureas sustituidas a Na-montmorillonita, aunque no observaron el mismo
comportamiento en el caso de anilinas, fenilcarbamatos, anilida y amidas. Para una familia
de plaguicidas, muchos factores pueden interactuar para determinar si hay o no una
relacion directa entre adsorcidén y solubilidad, éstos pueden incluir propiedades tales

como la acidez de la superficie y la polaridad.

Composicion coloidal del suelo

De los distintos componentes del suelo, los minerales de la arcilla, los 6xidos
metalicos y la materia organica (componentes coloidales del suelo) aportan gran parte de
la superficie involucrada en los procesos de adsorcion. La importancia relativa de cada uno
de estos componentes depende en gran medida de las caracteristicas de carga del
compuesto a adsorber. La fraccidon coloidal o arcilla del suelo se define como aquella que
engloba las particulas de didmetro inferior a 2 um. Por su elevada superficie especifica y
reactividad superficial, se considera a los componentes de la fraccién arcilla como los
principales responsables de las interacciones que tienen lugar entre la fase sélida del suelo

y los compuestos organicos e inorgdnicos que a él llegan, principalmente cuando estan en



disolucion. Por eso es conocido también como la fraccién activa del suelo y estd formada
por dos tipos de componentes: los componentes inorganicos o minerales y los

componentes organicos.

Componentes inorgdnicos

La fraccion coloidal inorganica del suelo estd compuesta en su mayoria por
minerales de la arcilla o filosilicatos y por éxidos, hidroxidos y oxihidréoxidos metalicos,
fundamentalmente de Fe, Al y Si. El término arcilla se refiere generalmente al material
inorganico de tamafio inferior a 2 um, mientras que mineral de la arcilla se refiere a un
tipo especifico de minerales que se encuentran en la fraccidon de tamafio arcilla (< 2um) de
los suelos (Moore y Reinolds, 1987).

Los minerales de la arcilla estdn constituidos por l|dminas de unidades
estructurales sobrepuestas, constituyendo los iones una red regular en el que figuran las
dos unidades siguientes: octaedro, constituido por un idon metalico (AI3+, Mg2+, Fe2+) en el
centro y en los vértices por iones 0> o OH’ y el tetraedro formado por un i6n si** que
ocupa el centro y los vértices ocupados por iones 0" o excepcionalmente OH'. Estas
unidades se repiten formando unas capas octaédricas o tetraédricas, respectivamente.
Las unidades estructurales (laminas) estan en general formadas por la conexidn de dos o
tres capas (una o dos tetraédricas, respectivamente, y una octaédrica). La estructura
global de los minerales resulta del apilamiento de laminas tridimensionales, existiendo
entre ellas lo que se define como el espacio interlaminar, que contribuye a la elevada
superficie especifica de estos minerales.

Entre dos laminas adyacentes pueden intervenir fuerzas de van der Waals o
fuerzas electrostaticas. En diversos minerales de la arcilla, la estructura esta
desequilibrada electrostaticamente como resultado de la sustitucion de iones durante la
formacién de los minerales, sin alterar sus dimensiones. Estas alteraciones son
denominadas sustituciones isomérficas. Es el caso de la sustitucién del ion Si** por el i6n
AI3+, del AI** por Fe* o Mg“, que originan un exceso de cargas negativas permanente. Este
desequilibrio queda compensado por cationes, hidratados o no. Cuando en la disoluciéon
del suelo existen otros cationes se da el cambio de los que existen en la fase interlaminar
por los que existen en la solucién hasta llegar a un equilibrio, esta propiedad se denomina
capacidad de cambio catiénico (CCC).
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Como la montmorillonita y la vermiculita tienen mayor superficie especifica y
CCC, su capacidad de adsorcién de compuestos organicos es mayor que en el caso de
otros minerales de la arcilla no expansibles (Cox et al., 1993, Hermosin et al., 1993). Segun
Green (1974), el grado en que estas superficies adsorben moléculas organicas depende
principalmente de la naturaleza de los cationes de cambio, del grado de hidrataciéon de la
arcilla y de las propiedades de la molécula organica en cuestion.

La adsorcién de plaguicidas a los minerales de la arcilla puede ocurrir
fundamentalmente en los cationes de cambio (bien directamente o por medio de
moléculas de agua coordinadas a los cationes de cambio) o por interaccién con los grupos
OH basales de la caolinita y los de los bordes de las laminas de los silicatos (Calvet, 1989).
Laird (1996) y Celis et al. (1997a), pusieron de manifiesto la existencia de micrositios
hidréfobos situados entre las cargas de los espacios interlaminares que pueden adsorber
moléculas organicas neutras por simple interaccion hidrofébica. También en este espacio
interlaminar, los plaguicidas se pueden adsorber por interaccion donador-aceptor de
electrones (Hederlain y Schwarzernbech, 1993).

Los oxidos metalicos coloidales que incluyen hidroxidos, oxohidréxidos y éxidos
propiamente dichos son componentes muy importantes de la arcilla, siendo los de
aluminio, silicio y sobre todo los de hierro especialmente abundante (Schwertamann vy
Taylor, 1989). En estos minerales los centros activos de adsorcidn son los hidroxilos
superficiales que, segin el pH del medio en que se encuentren, se pueden comportar
como aceptores o donadores de electrones, es decir, tienen cargas dependientes del pH
(Hingston et al., 1972). En suspensidon acuosa, los dtomos metalicos terminales del 6xido
completan su esfera de coordinacidon con grupos hidroxilos y moléculas de agua que
adsorben H" o OH™ dependiendo del pH de la disolucién. El pH al cual las cantidades
adsorbidas de H" y OH™ es la misma se denomina punto de carga cero del éxido. Los 6xidos
y oxihidroxidos poseen una elevada superficie especifica, lo que significa que pueden ser
buenos adsorbentes de compuestos organicos, fundamentalmente anidnicos (Madrid vy
Diaz Barrientos, 1991; Hermosin y Cornejo, 1991; Celis et al., 1999b, Dubus et al., 2001).

En general los compuestos organicos de baja polaridad no son capaces de
competir con las moléculas de agua, que solvatan las superficies hidrofébicas de los
coloides minerales, por posibles sitios de adsorcion. Ademds, la concentracion del

compuesto orgdnico en la disolucién del suelo suele ser demasiado pequefia, para



competir eficazmente con las moléculas de agua por los sitios de adsorcién (Calvet, 1989).
Por ello, frecuentemente se considera que los coloides minerales tienen un papel
secundario en la adsorcién de plaguicidas no idnicos salvo en el caso de suelos de muy
bajo contenido en carbono organico. Para estos compuestos muy hidrofébicos y en suelos
con un contenido en materia organica mayor que el 2%, la adsorcion ocurre
fundamentalmente debido a la materia orgdnica (Senesi, 1992; Schulten et al., 2001,
Nemeth-Konda et al., 2002).

Muchos autores han puesto de manifiesto las limitaciones de considerar a la
materia organica como la Unica responsable de la adsorcion en el caso de compuestos
polares (Weber et al., 1986; Reddy y Gambrell, 1987; Calvet, 1989, Hermosin y Cornejo,
1991; Cox et al., 1995; Cox et al., 1996; Wauchope et al., 2002; Fernandes et al., 2003). En
muchos casos se ha encontrado una mayor correlacién entre la adsorcién y el contenido
de arcilla de los suelos que con el de materia organica (Hermosin et al., 1991; Hermosin y
Cornejo, 1991; Cox et al., 1993; Cox et al., 1994a; Aguer et al., 2000; Hermosin et al.,
2000). En estos casos el compuesto organico considerado tenia siempre caracteristicas
polares, idnicas o ionizables. Para estas condiciones Hermosin y Cornejo (1994) proponen
el uso de un coeficiente de adsorcién normalizado al contenido de arcilla, Kgs,,, similar al
coeficiente de adsorcion normalizado al contenido de carbono organico, Koc, que resalta la
importancia de los coloides minerales en la adsorcién y reduce la variabilidad en la

adsorcion.

Componentes orgdnicos
Aunque la fraccién organica en el suelo estda compuesta por organismos
vivos y sus restos no descompuestos, parcialmente descompuestos y completamente
descompuestos, el término de materia organica en el suelo es usado para referirse mas
especificamente a los componentes no vivos, siendo una mezcla heterogénea
compuesta de un gran numero de productos resultantes de las transformaciones

quimicas y microbianas de desechos organicos.
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Sustancias no humicas

Son compuestos pertenecientes a los polisacaridos, polipéptidos, dcidos grasos
y otros compuestos de bajo peso molecular procedentes de restos animales y vegetales y
para los que es posible asignar una formula molecular precisa de las subunidades que los
componen. Son, en general, facilmente atacados o degradados por los microorganismos,
lo que hace que el tiempo de vida media de estas sustancias en el suelo sea relativamente
corto (Khan, 1980).

Sustancias humicas

Grupo de compuestos organicos que se forma a partir de las sustancias no
humicas a través de procesos de biodegradacién y de sintesis. Son mucho mas estables,
por lo que constituyen el grueso de la materia organica de la mayoria de los suelos (Khan,
1980).

Las sustancias humicas se caracterizan por tener una estructura quimica
compleja y amorfa, caracter acido, color oscuro y elevado peso molecular. Se considera
que estan formadas por un esqueleto fundamentalmente aromdtico, a base de
heterociclos nitrogenados, quinonas, fenoles y acidos benzoicos, con cadenas alifaticas
laterales. Mas que polimeros tridimensionales, las sustancias hdmicas son
predominantemente lineales con puentes de unién entre diferentes puntos de los tramos
lineales (Oades, 1989).

Segun su solubilidad las sustancias humicas se dividen en tres grupos (Aiken et
al., 1985):

a) huminas, fraccion de las sustancias humicas que es insoluble en agua a

cualquier pH,

b) acidos humicos, fraccion de sustancias himicas que es insoluble en

acido, pero soluble a pH mas elevados,

c) acidos fulvicos, fraccidn que es soluble en cualquier pH.

d) Estructuralmente los acidos humicos y los acidos fulvicos son muy
similares, diferenciandose sélo en el peso molecular y en el contenido en grupos
funcionales. Las huminas pueden consistir, segin Stevenson (1985), en: (i) acidos humicos
intimamente ligados a la fraccién mineral que no pueden ser separados, y (ii) materia
himica altamente condensada con un contenido elevado en carbono (>60%) y por eso

insoluble en alcalis.



Los grupos funcionales presentes en las sustancias hiUmicas son muy numerosos
y variados. Incluyen grupos carboxilos, carbonilos, hidroxilos, sulfhidrilos, aminos,
sulfénicos, etc. Los grupos carboxilos e hidroxilos son los principales responsables de su
elevada capacidad de intercambio catidnico (CCC), dependiente del pH, asi como de su
capacidad para acomplejar metales. Se considera que los grupos hidroxilos y carboxilos
estan directamente implicados en la interaccion con compuestos organicos catiénicos y
otros componentes como los éxidos metalicos y los minerales de la arcilla (Theng, 1974,
Cornejo y Hermosin, 1996).

Por su naturaleza aromatica y contenido en grupos funcionales polares, las
sustancias humicas tienen un doble caracter hidrofobo e hidréfilo. Asi, las estructuras
lineales pueden adoptar en disolucién acuosa una conformacion esférica de forma que las
regiones hidréfobas quedan hacia el interior mientras que la mayoria de los grupos
polares quedan préximos a la periferia (Wershaw, 1986, Oades, 1989). Los grupos
periféricos polares son los responsables del hinchamiento de las sustancias humicas en
disolucion acuosa, donde pueden llegar a adsorber de 2 a 6 veces su propio peso de agua
(Ahlrichs, 1972). Existen, no obstante, grupos internos responsables de una cierta
capacidad de cambio idnico que ocurre lentamente en comparacion con los grupos
periféricos (Oades, 1989).

Los compuestos organicos apolares interaccionan fundamentalmente con las
regiones hidrofdbicas de la materia organica del suelo de forma que la adsorcién es menor
al aumentar el contenido en grupos funcionales polares (Rutherford et al., 1992). Por el
contrario, las regiones hidrofilicas contribuyen a la retencién de solutos polares, mas aun
teniendo en cuenta que la saturacion en agua de la materia organica del suelo en
disolucion aumenta alin mas su polaridad, y por tanto su compatibilidad con los solutos
polares (Rutherford y Chiou, 1992, Negre et al., 2001).

Excepto en el caso de solutos polares o suelos con bajo contenido en materia
organica se considera que los coloides organicos del suelo juegan un papel prioritario en
los procesos de adsorcion. Es frecuente obtener una correlacién bastante alta adsorcion-
contenido de materia organica (Wolfe et al., 1990, Ferreira et al., 2002), lo que segun
Chiou et al. (1985) es una consecuencia de la alta afinidad de las moléculas de agua por las
superficies minerales, quedando por tanto excluidas para la adsorcion de compuestos
organicos.
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Caracteristicas de la disolucion del suelo

Es importante tener en cuenta el efecto del pH y de la fuerza idnica de la
disolucion. Numerosos trabajos han puesto de manifiesto la importancia del pH en los
procesos de adsorcidon de plaguicidas (Hermosin y Cornejo., 1987; Li et al., 2001). El pH de
la disolucién del suelo determina la carga superficial de los componentes con carga
variable del suelo y la ionizacién de los plaguicidas con propiedades acidas o basicas.

La variacion de la carga superficial de los coloides del suelo influye
directamente en su capacidad de interaccionar con especies idnicas. Asi, por ejemplo, la
adsorciéon de compuestos anidnicos a oxidos metalicos aumenta al disminuir el pH como
consecuencia del aumento del nimero de centros positivos en la superficie del éxido. La
adsorcién de compuestos catidnicos a sustancias humicas disminuye con la disminucién
del pH debido a la protonacién de los grupos -COO" y O del polimero organico. El pH
también afecta a la ionizacion de los plaguicidas con caracteristicas acidas o basicas e
influye directamente en el proceso de adsorcién. El efecto del pH depende del caracter
acido o basico del compuesto asi como de la carga de la superficie adsorbente.

La fuerza idnica asume un papel importante en los procesos de adsorcidn por
fuerzas electrostaticas, ya que con el aumento de la fuerza iénica disminuye la adsorcion
debido a la competencia por los sitios de adsorcidn entre el soluto y los iones en solucién
(Watson et al., 1973). Segun Calvet (1989), en el caso de moléculas neutras se observa
gue un aumento de la fuerza idnica por encima de la unidad da lugar a un aumento de la
adsorcién, mientras que para valores por debajo de la unidad no existe una tendencia

general.

Temperatura

Los procesos de adsorcion son exotérmicos, mientras que los de desorcidn son
endotérmicos (Clark, 1974), por lo que un incremento de temperatura dara lugar a una
disminucion de la adsorcidn y a un aumento de desorcion. Por otra parte, la temperatura
afecta a la solubilidad de los plaguicidas afectando también indirectamente a la adsorcion.
Segun Hamaker y Thompson (1972), el efecto de la temperatura en la adsorcion depende
de la fuerza de la interaccion entre el soluto y la superficie, a mayor fuerza de interacciéon

mayor es la influencia de la temperatura.



Humedad

La importancia del contenido de humedad del suelo en la adsorcién del
plaguicida puede ser explicada por dos mecanismos, uno se relaciona con la solubilidad
del plaguicida, ya que la solubilidad varia con el contenido de agua (Bailey y White, 1970).
Cuando este contenido es bajo, debido a la baja solubilidad que generalmente presentan
la mayor parte de los plaguicidas, tienden a quedar en estado sélido y, por tanto, dificil de
adsorberse. El otro mecanismo tiene que ver con la competencia del plaguicida por los
lugares de adsorcion a diferentes niveles de humedad. El agua esta adsorbida muy
fuertemente en los lugares de adsorcién del coloide por ser un compuesto muy polar. Por
ello los contenidos bajos en humedad provocan una fuerte retencion del agua, que deja
pocos sitios activos libres para que el plaguicida pueda adsorberse (Navarro Blaya, 1986).

De acuerdo con Chiou y Shoup (1985), la retencién de los compuestos organicos
por los constituyentes minerales y organicos depende de la humedad del suelo. En suelos
secos, la adsorcion de compuestos organicos resulta fundamentalmente de las
interacciones del plaguicida con los componentes minerales, mientras que en suelos
humedos, es la materia organica la que tiene un papel mas importante. Esto es debido a la
fuerte interaccién de dipolo entre la fraccion mineral del suelo y las moléculas de agua, la
cual excluye a los compuestos orgdnicos, especialmente los pocos solubles en agua de
esta fraccion del suelo. Asi, la solubilidad del plaguicida en el agua seria uno de los

principales factores que afectan al fenémeno de adsorcion (Chiou et al., 1983).

1.2.1.2.- Procesos de lixiviacion. Factores que afectan la movilidad de plaguicidas
en el suelo

La lixiviacién es el proceso por el cual el agua, procedente de lluvia o de riego,
arrastra o disuelve moléculas dando lugar a un movimiento vertical a lo largo del perfil del
suelo. Esto incide en la efectividad bioldgica del plaguicida y favorece la contaminacion de
aguas subterraneas. El riesgo de contaminacion de acuiferos por el movimiento vertical de
plaguicidas depende fundamentalmente de la velocidad de transporte a través del suelo y
de su adsorcion y degradacion a lo largo del perfil del mismo, ya que ambos procesos
disminuyen el riesgo de contaminacion de las aguas subterraneas (Bowman, 1989).

La movilidad de los plaguicidas se ve afectada principalmente por factores como
las propiedades fisico-quimicas del plaguicida, la adsorcidn por los coloides del suelo, las
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propiedades fisicas, quimicas y microbiolégicas del suelo, la estructura del suelo, el clima,

la forma y época de aplicacién y las practicas culturales.

Propiedades fisico-quimicas del plaguicida

La mayor o menor lixiviacion de los plaguicidas se ve afectada por la retencion
del mismo en el suelo, y ésta esta determinada entre otros factores por las caracteristicas
fisico-quimicas de los plaguicidas. Caracteristicas como la ionizabilidad, solubilidad en
agua, presion de vapor y cardcter hidrofébico modifican el grado de retencion del
plaguicida por las particulas del suelo (Weber et al., 1980). Estas caracteristicas, como se
dijo anteriormente, también influyen en la adsorcion de plaguicidas al suelo. Por esta
razén, mientras mayor sea la adsorcién menor sera el riesgo de lavado, aunque si el
lavado es continuo el plaguicida puede desorberse y asi aumentar la concentracién de
plaguicida en el lixiviado.

Los herbicidas catidnicos, como es el caso del paraquat y el diquat, son poco
moviles, debido a los fuertes enlaces i6nicos que forman con el complejo de cambio
cationico de los coloides del suelo. Herbicidas con propiedades basicas como las s-
triazinas, presentan una movilidad de baja a moderada, dependiente del pH de los suelos:
teniendo en cuenta que existe una relacién inversa entre el pH y la adsorcidn, la movilidad
sera mayor bajo condiciones neutras o alcalinas que en condiciones acidas. En cambio, los
herbicidas acidos, como es el caso del picloram, dicamba, 2,4-D, bentazona o MCPA, son
muy moviles debido a su baja adsortividad. Los herbicidas no iénicos, poco solubles en
agua, como la trifluralina, son muy poco modviles en disolucién, debido a su baja
solubilidad (Calderon et al., 1999). Los herbicidas muy solubles, como la hexazinona y el

fenurén (Bouchard y Lavi, 1985) son muy maviles por su baja adsortividad.

Adsorcion por los coloides del suelo

La lixiviacion de plaguicidas es un proceso que se ve afectado directamente por
la adsorcion, manteniendo una relacidn inversamente proporcional (Beck et al., 1993). Los
herbicidas muy solubles, como la hexazinona y el fenurén (Bouchard y Lavi, 1985) son muy
moviles por su baja adsortividad. Sin embargo, se ha visto que en ocasiones una alta
adsorcién puede llevar acompafada lixiviacion. Estos son los casos en los que los

plaguicidas se ven transportados al moverse las particulas a las que se encuentran



adsorbidos (transporte facilitado) (Roy y Dzombak, 1997; Graber et al., 2001; McGechan y
Lewis, 2002). Esto es frecuente en herbicidas de baja solubilidad que se adsorben a
particulas organicas del suelo que se mueven a lo largo del perfil (Nelson et al., 1998; Cox
et al., 20002; Graber et al., 2001). Los coloides minerales y la materia organica son los
principales componentes del suelo responsables de los procesos de adsorcién. En los
horizontes mas superficiales, la materia orgdnica es, en general, el factor determinante de
la adsorcidn, impidiendo o reduciendo los procesos de lixiviacion (Bouchard y Lavi, 1985),
mientras que al aumentar la profundidad, es la fraccién mineral, arcillas y o6xidos
metdlicos, la que controla los procesos de adsorcion-desorcion (Beck et al., 1993).También
hay que mencionar que la desorcién de los plaguicidas vuelve a poner en solucién los

plaguicidas previamente sorbidos, disponibles para lixiviar (Worrall et al., 1999).

Estructura del suelo

El suelo como compartimento heterogéneo esta compuesto por particulas de
distinto tamafo y naturaleza, construyendo un complejo sistema de poros de distinto
tamafio. Los de mayor tamafio, llamados macroporos son los formados por los conductos
animales, canales de raices, roturas y fisuras que se forman por el efecto del agua o por
expansion y contraccién del suelo, congelamiento y deshielo y conductos formados por la
accion erosiva del agua, y que pueden existir a profundidades considerables del perfil del
suelo. El movimiento de plaguicidas en el suelo se ve influenciado por la presencia de esos
macroporos, originando flujos preferenciales sin atravesar la masa del suelo (Beven y
Germann, 1981, Larsson et al., 1999). En este caso se habla de transporte hidrodinamico,
mientras que el movimiento del plaguicida a través de la masa del suelo ocurre por
procesos de difusidn. Los poros de menor tamafio son los mesoporos y microporos donde
el movimiento vertical de los plaguicidas en el suelo ocurre lentamente predominando los

procesos de difusion, adsorcién y degradacion.

Intensidad y frecuencia de lluvia y/o riego

El aporte de agua al suelo, ya sea procedente de lluvia o de agua de riego, es un
factor de gran importancia en lo que se refiere a la persistencia y lixiviacién de plaguicidas
en suelos. La intensidad, frecuencia, distribucién y estacionalidad del agua aplicada

afectan enormemente al movimiento y distribucion de los plaguicidas en el suelo. La
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retencion de plaguicidas en el suelo aumenta progresivamente con el tiempo tras su
aplicacion (Pignatello et al., 1993), por tanto las lluvias al principio de la aplicacién tendran
gran influencia en la cantidad de herbicida lavada (Wauchope, 1978) v,

consecuentemente, en la contaminacién de aguas.

Prdcticas culturales

Las practicas culturales tienen un efecto directo en la lixiviacion de plaguicidas,
creando o destruyendo rutas preferenciales de transporte, y modificando la estructura,
naturaleza y actividad microbiana del suelo.

Una practica cultural que tiene una gran influencia en la lixiviacion es el tipo de
laboreo. Estudios han determinado que el laboreo convencional tiende a destruir los
canales y macroporos conectados (Ehlers, 1975). Por otra parte, la utilizacion de un
minimo laboreo aumenta la microfauna y microflora del suelo, con lo que puede favorecer
la biodegradacién y, consecuentemente, una disminucidn en el riesgo de contaminacion al
reducirse la cantidad de plaguicida en la solucién del suelo (Cox et al., 1996; Calderdn et
al., 1999; Cox et al., 1999a). También se ha encontrado que en laboreo de conservacion la
materia orgdnica en los primeros milimetros del suelo es mayor que en suelos con laboreo
convencional (Calderdn et al., 1999), por lo que la adsorcién se puede ver favorecida y la
lixiviacién reducida.

La adicion de enmiendas organicas al suelo de cultivo como practica cultural
aumenta el contenido en materia organica del suelo, modificando la estructura y actividad
microbiana del suelo. Por una parte, el aumento en materia organica del suelo tras la
enmienda podria llevar a un aumento de adsorcion de plaguicidas y/o a una mayor
degradacién dando lugar a una menor lixiviacién (Guo et al., 1993; Cox et al., 2000a). Por
otra parte, el cambio en la estructura del suelo puede dificultar o favorecer el
desplazamiento del plaguicida (Sanchez-Camazano et al.,, 1996; Cox et al.,, 1997a).
También puede haber un transporte facilitado del plaguicida cuando estad adsorbido a la
materia organica en solucién en el caso de enmiendas con alto contenido en materia

organica soluble. (Cox et al., 2000a; Williams et al., 2002; Worrall et al., 2001)



1.2.1.3.-Volatilizacion

La volatilizacién es el proceso fisico-quimico por el cual un compuesto es
transferido a la fase gaseosa. Puede resultar de la evaporacién de la fase liquida,
sublimacidn de la fase sélida, evaporacidn de una solucion acuosa o desorcién de la matriz
del suelo (Bedos et al.,, 2002). Los factores que influyen en la volatilizacion son:
propiedades fisico-quimicas del plaguicida, las caracteristicas del suelo, las condiciones
climaticas (sobre todo la temperatura y humedad) y las practicas de cultivo (Bedos et al.,
2002). Este proceso se da principalmente en los primeros centimetros de la superficie del
suelo, aunque también se da en la superficie de plantas y durante la presencia del

plaguicida en la disolucion del suelo (Thomas, 1982).

1.2.1.4.- Escorrentia

El proceso de escorrentia tiene lugar cuando la precipitacién o el riego supera la
tasa de infiltracion de agua en el suelo. Segin Wauchope (1978), las pérdidas de
plaguicidas por escorrentia tienen lugar en disolucion en el caso de plaguicidas
relativamente solubles en agua, plaguicidas con solubilidades mayores de 2 mg I, o con el
plaguicida adsorbido a los coloides del suelo para plaguicidas con solubilidades inferiores a
2mg I"". Los factores mas importantes que determinan las pérdidas por escorrentia son las
condiciones climaticas, las caracteristicas del suelo y del plaguicida y las practicas
culturales. El proceso de arrastre que constituye la escorrentia y la lixiviacion estan
relacionados, ya que el movimiento lateral de los plaguicidas hacia aguas superficiales, no

contribuiran al movimiento a través del perfil de suelo o lixiviacidn.

1.2.1.5.- Absorcion y exudacion por plantas y organismos

Las plantas y microorganismos del suelo asimilan plaguicidas, acumulandolos y
metabolizandolos. La gran variedad de plantas y organismos resistentes a determinados
plaguicidas, lo son porque los metabolizan a compuestos no tdxicos, lo que constituye una
via natural de descomposicion (Schmidt y Fedtke, 1977). Este proceso de absorcidn esta
determinado en gran medida por la fijacion del plaguicida por los coloides del suelo, ya
que esto determina la cantidad de plaguicida en la solucion del suelo. El plaguicida en
solucién es absorbido por el sistema radicular. Los organismos también exudan estos
compuestos, volviendo asi a estar disponibles en la disolucion del suelo.
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1.2.2.- Procesos de degradacion o transformacion

La desaparicion de los plaguicidas en el suelo en ocasiones ocurre por procesos
que conducen a su transformacién a otros residuos generalmente, pero no siempre, de
menor toxicidad (Cheng y Lehman, 1985) y que, por tanto, reducen la contaminacion de
plantas y aguas superficiales y subterraneas.

Los procesos de degradacién o transformacion se suelen dividir, segin su
origen, en tres grupos: 1.- degradaciéon quimica, mediadas por gran cantidad de
compuestos orgdnicos e inorganicos, 2.- degradacion microbiana o biodegradacion,
catalizada exclusivamente por enzimas y 3.- procesos de fotodegradacién. Los factores
que, de forma general, afectan a estos procesos son: la estabilidad quimica de la molécula,
la adsorcién a componentes del suelo, el efecto del plaguicida en cuestidon sobre la
microflora del suelo, factores ambientales como la humedad del suelo, la radiacién solar y

temperaturay las propiedades fisico-quimicas de los suelos.

1.2.2.1.- Degradacion quimica

Los procesos de degradacidon quimica mas frecuentes son las reacciones de
hidrélisis y de sustitucion y las reacciones redox, y pueden ocurrir tanto en
disolucioncomo catalizadas por la superficie de las particulas del suelo (Cornejo et al.,
1983). Todas estas reacciones suelen ser catalizadas en mayor o menor grado por la
superficie de las arcillas, 6xidos metalicos, iones metalicos, superficies de sustancias
himicas y materiales organicos diversos (Cornejo et al., 1983). Entre los factores mas
importantes que afectan a los procesos de degradacién quimica se encuentran el pH, el
potencial redox, la temperatura y la composicion de la disolucién y de la fraccidn coloidal
del suelo. La adsorcidn del plaguicida a los coloides del suelo puede tener un doble efecto,
ya que pude proteger al mismo de la degradacion quimica, pero también puede
potenciarla, como en el caso de reacciones catalizadas por la superficie de los

componentes coloidales.

1.2.2.2.- Biodegradacion
Los procesos de biodegradacién se deben fundamentalmente a la microflora del

suelo (bacterias y hongos) y generalmente se ven favorecidos a mayor temperatura y



humedad, condiciones en las que aumenta la poblacién microbiana (Yen et al., 2003). Las
transformaciones que pueden ocurrir por parte de los microorganismos son diversas. Los
microorganismos asimilan estos compuestos y los transforman para al final producir los
productos. Estos pueden sufrir una total degradacién llegdndose a transformar en
moléculas simples, como es la degradacion del plaguicida hasta la obtencién de CO, H,0 y
NH," (mineralizacién), o bien pueden llegar a producir sustancias de complejidad
intermedia entre la original y la mas sencilla. Estos procesos afectan significativamente a
las propiedades quimicas o toxicoldgicas del herbicida, generando productos que pueden
ser utilizados como sustrato por otros organismos. Esto es lo que se llama cometabolismo,
y es frecuente entre poblaciones microbianas del suelo.

La tasa de biodegradacidn estd muy influenciada por el grado de adsorcidn del
herbicida. La adsorcion reduce la biodegradacion, ya que las moléculas adsorbidas no
suelen estar disponibles para los microorganismos. El efecto de la materia organica en los
procesos de biodegradacion es doble. Por una parte, al adsorber el plaguicida reduce la
biodegradacién (Barriuso et al., 1997, Guo et al., 2000). Por otra parte, la materia organica
puede ser un sustrato nutritivo para la microflora, dando lugar un aumento de ésta a un
aumento de la poblacién microbiana y por tanto a una mayor tasa de degradacién de

plaguicidas biodegradables (Nair y Schnoor, 1994, Cox et al., 1999b).

1.2.2.3.- Fotodegradacion

La Fotodegradacién consiste en la transformacién del plaguicida como
consecuencia de la energia de la luz solar (Horspool, 1970). Esta reaccion es importante en
los primeros milimetros del suelo, en la superficie de las plantas y en ecosistemas
acuaticos, donde los plaguicidas pueden ser transportados en disolucion o bien adsorbidos
a la materia particulada. A medida que el plaguicida penetra en el suelo, los procesos de
Fotodegradaciéon son menos frecuentes, debido a que la radiacién solar puede llegar a
atenuarse hasta un 90% en los primeros 0.2 mm del suelo.

Seguin Burrows et al. (2003) la Fotodegradacién de plaguicidas se puede dar por
cuatro procesos: fotodegradacion o fotdlisis directa, por fotosensibilizacidn, degradacion
fotocatalizada y degradacidn por reaccién con radicales hidroxilos.

El proceso de fotodescomposicion depende de factores como la intensidad vy el

tiempo de exposicién del plaguicida a la radiacion solar, la presencia de catalizadores
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fotoquimicos, que pueden favorecer la descomposicién, el pH del suelo, el grado de
aireacion del suelo, el estado en el que se encuentra el plaguicida (sélido, en disolucién,
vapor, etc) el grado de adsorcion y la estructura quimica del plaguicida.

La Fotodegradacion puede ser directa, cuando el plaguicida se degrada por la
accion directa de la radiacion solar, o indirecta, cuando la energia de la radiacion solar es
absorbida por otros compuestos que luego transmiten esa energia a la molécula del
plaguicida o bien dan lugar a especies reactivas intermedias que pueden entrar en

reaccion con el plaguicida (Mansour et al., 1989).

1.3.-IMPORTANCIA DE LA ADICION DE ENMIENDAS ORGANICAS AL
SUELO. EL ALPERUJO COMO ENMENDANTE.

En Andalucia la pobreza en materia organica caracteristica de los suelos ha
potenciado el efecto dispersante que sufren los plaguicidas y sus residuos una vez que son
incorporados al suelo. Resultado de muchos estudios, se ha llegado a la conclusién de que
una de las mas eficaces maneras hasta ahora, de evitar pérdidas de herbicidas por
escorrentia o por lixiviaciéon es incorporar al sistema suelo enmiendas organicas. Se ha
visto que en suelos con gran contenido en materia orgdnica estas pérdidas son menores
gue en suelos con bajo contenido en materia organica, ya que se aumenta la adsorcion del
plaguicida a las particulas del suelo. También se ha visto que este aumento en la adsorcién
puede disminuir la degradacién de plaguicidas, aumentandose su persistencia y por ello su
eficacia en el cultivo.

Han sido muchos los tipos de enmiendas organicas que se han usado y que se
estan estudiando. Los primeros estudios sobre el efecto de la aplicacion de enmiendas
orgdnicas al comportamiento de plaguicidas se remontan a finales de los afios 80 (Azam et
al., 1988). Las enmiendas orgdnicas aplicadas al suelo pueden ser muy variadas y entre las
estudiadas que afectan al comportamiento de plaguicidas en suelo se encuentran: los
compost de residuos sélidos urbanos (Cox et al., 2001) lodos de depuradora (Celis et al.,
19982 y b) restos de paja (Houot et al., 1998), residuos de la industria vinicola (Andrades
et al., 2004), bioproductos de la fermentacién de maiz, serrin, compost de residuos de

jardines municipales, abono de ganado madurado (Moorman et al., 2001), turba (Si et al,,



2006), restos de madera (Menasseri et al., 2004), residuos liquidos de almazara (Cox et al.,
1997a y 2001, Fernandes et al., 2006) y recientemente se han publicado trabajos sobre el
uso de residuos sélidos de almazara (alperujo y orujo) utilizados como enmiendas
orgdnicas en suelos (Albarrdn et al., 2003 y 2004; Fernandes et al., 2006; Delgado-Moreno
y Pefia, 2007; Delgado-Moreno et al., 2007; Cabrera et al., 2007, 2008 y 2009; Cafiero et
al., 2011y 2012).

En cuanto a los aspectos positivos de la adicion de estas enmiendas, se
encuentra la incorporacién de materia orgdnica exdgena a los suelos, que como se ha
mencionado antes, resulta muy beneficioso en Andalucia, donde la mayoria de los suelos,
entre ellos los agricolas, se caracterizan por tener un bajo contenido en la misma (en
torno a 1% de carbono organico, frente un 4% en suelos no cultivados) (Hontoria et al.,
2004; Cucci et al., 2008). Entre otras ventajas se encuentra la mejora de la estructura del
suelo, disponibilidad de nutrientes, actividad biolégica y fertilidad, ayudando a la
restauracion de suelos degradados (Melero et al.,, 2007; Badalucco et al.,, 2010).
Piotrowska et al., (2006) estudiaron el efecto a corto plazo de la aplicacion de dos dosis
diferentes de un residuo de la extraccion de aceite de oliva por el proceso de tres fases
(alpechin), sobre las propiedades fisico-quimicas de un suelo y observaron incremento del
C organico total, la cantidad de N y C extraible, el P disponible y el contenido en Fe y Mg
extraibles. La aplicacion de estos productos en suelo para remediar el déficit en materia
orgdanica, supone ademds una practica ecoldgica sostenible (Rodriguez-Lucena et al.,
2010).

En lo que respecta a su efecto en el comportamiento de plaguicidas el uso de
enmiendas organicas no siempre es garantia del control y disminucion de la lixiviacién de
plaguicidas, especialmente de aquellos que son compuestos muy solubles en agua
(Worrall et al.,, 2001) en cuyo comportamiento quizas adquiera mds relevancia el
contenido en COS del residuo. Celis et al. (1998b) observaron en este caso una
disminucion la adsorcion de atrazina en suelos enmendados con lodos de depuradora,
sugiriendo que debido al pequefio peso molecular de la materia orgdnica soluble, podria
competir con las moléculas de atrazina por los sitios de adsorcién en la superficie del
suelo. Del mismo modo, Fernandes et al. (2006), no observaron ningiin aumento en la
adsorcidn del fungicida metalaxil en suelos enmendados con alperujo respecto al suelo sin

enmendar, y lo atribuyeron a las moléculas de bajo peso molecular y no humificadas de la
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fraccion soluble del alperujo que se adsorbian a los componentes minerales de la fraccién
arcilla del suelo y competian con el fungicida por los sitios de adsorcidn, lo cual se traducia
en una mayor lixiviacién. Resultados similares fueron observados por Cox et al. (2007) en
la adsorcion del herbicida diurén en un suelo arcilloso enmendado con alperujo.

Por otro lado, se ha considerado la aplicacion de enmiendas organicas para
aumentar la biodegradacién de herbicidas en suelos contaminados. Moorman et al. (2001)
estudiaron el efecto de una serie de enmiendas sobre la mineralizacidn de herbicidas y se
vio un aumento en la mineralizacion de atrazina con las enmiendas de turba, tallos de
maiz y estiércol. Esto muestra el doble papel que ejerce de la materia orgdnica que la
enmienda aporta al suelo sobre la degradacién de los plaguicidas: por un lado
aumentando su persistencia en suelo al aumentar su adsorcion, y por otro, puede
favorecer su degradacion al aumentar la actividad bioldgica del suelo.

Como se ha dicho en parrafos anteriores, en los Ultimos afios se esta centrando
la investigacion en el uso de residuos sélidos procedentes de almazara, como es el
alperujo para enmendar suelos. Cabe destacar el uso de otro residuo procedente de
almazara como es el orujo, sin bien, su aplicacidon hoy en dia como enmienda es menos
frecuente que la del alperujo, ya que su obtencidn se basa en el sistema de centrifugacion
en tres fases, cada vez mas en desuso (Roig et al., 2006).

En la actualidad, el habitat del olivo se encuentra entre las latitudes 302 y 459,
tanto en el Hemisferio Norte como en el Sur, en regiones climaticas del tipo del
Mediterraneo caracterizadas por veranos muy secos y calurosos. El patrimonio oleicola
existente se estima en aproximadamente 960 millones de olivos, de los que unos 945
millones (98% del total) se sitlan en los paises de la cuenca mediterranea, ocupando 9.5
millones de hectareas. La importancia del cultivo del olivar desde el punto de vista de la
produccion agraria, es incuestionable. La ventas de aceite de oliva y aceituna de mesa
representan en torno al 30% de la produccién final agraria y un 3% PIB total de Andalucia.
(Sostenibilidad de la produccion de Olivar en Andalucia). Estas altas ventas suponen la
generacion de productos de gran cantidad de desechos, con la consecuente problematica
del manejo de los mismos y es que Espafia es el mayor productor del mundo de aceite de
oliva, con una produccion de 1.100.000 toneladas por afio durante el periodo de 2001-
2007, (Base de datos del Consejo Internacional del Olivo, 2008) generando enormes

cantidades de restos organicos en el proceso. La tecnologia de extraccion de aceite de



oliva ha sufrido modificaciones a lo largo del tiempo, impulsando notablemente la
produccion de aceite a partir de los afios 70, especialmente en Espaia, con la introduccidn
del sistema continuo de centrifugacidn en tres fases, que sustituia al sistema tradicional
de prensado de aceitunas. Con este nuevo proceso se obtienen dos residuos, uno sélido
(orujo) y uno liquido (alpechin) y aceite de oliva. Mientras que el primero no puede
considerarse residuo como tal, sino mas bien un subproducto, ya que tras un segundo
tratamiento puede producir aceite de orujo de oliva, las grandes cantidades de alpechin
generadas (alrededor de 750 | por tonelada de aceituna molida) (Morillo et al., 2009),
constituyen un serio problema de gestién debido a su alto contenido en materia organica
y su fitotoxicidad (Roig et al., 2006).

La introduccién en la década de los 90 de un nuevo sistema de centrifugacion
en dos fases, reduce tanto las cantidades de los residuos producidos en el proceso hasta
un 75%, como el volumen de agua usado en la extraccion (Roig et al., 2006, Morillo et al.,
2009). En la actualidad, este proceso ha sustituido casi al 100% al de dos fases en toda
Espafia, mientras que en el resto de paises mediterraneos esta teniendo lugar una

incorporacion mas lenta (Roig et al., 2006).
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Figura II.1. Esquema de los sistemas de centrifugacion tradicional, en tres

fases y el actualmente mas usado, de dos fases. Adaptacion de Morillo et al., 2009.
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La nueva tecnologia de extraccidon de aceite de oliva consiste en un proceso de
2 fases que genera una parte liquida (aceite de oliva) y una parte residual sélida, conocida
por alperujo (Alburquerque et al., 2004, Alburquerque et al., 2009). Usando este sistema,
las almazaras generan aproximadamente 4.000.000 de toneladas al afio de este residuo
durante periodos muy cortos en el tiempo como es la cosecha de la aceituna, siendo su
eliminacién un problema técnico, financiero y medioambiental (Rodriguez-Lucena et al.,
2010).

La introduccidn del uso de sustancias xenobidticas, como son los plaguicidas, ha
mejorado la produccién de los cultivos, incluido el olivar, en todo el mundo durante los
ultimos 50 afios. Antes de ser lanzados al mercado, los plaguicidas sufren rigurosas
pruebas, con el objetivo de alcanzar una alta eficacia hacia su especie diana y producir
minimos dafios ambientales. Sin embargo, en ocasiones la actividad del plaguicida no
actua exclusivamente hacia los organismos para los que estan dirigidos y afectan directa o
indirectamente a organismos no-diana, bien sean organismos animales, o vegetales, entre
los que puede verse afectado el propio cultivo. Ademas, este problema se agrava ya que
el cultivo del olivar comprende en la mayoria de las veces, suelos con bajo contenido
organico y donde el 74% de la superficie de los cultivos se encuentra inclinada al menos un
7% (Junta de Andalucia, 2003). Esto favorece la desestructuracién del suelo y el lavado de
nutrientes y por consecuencia, reducen la fertilidad de los suelos en las zonas altas del
cultivo y consecuente pérdida de plaguicidas en el sistema suelo, conduciendo a aplicar
mas cantidad de producto en los campos de cultivo., provocando en ocasiones
restricciones en la capacidad de adquirir recursos por parte del cultivo y, por tanto, reduce

su productividad (Galmés et al., 2011).
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Capitulo Il. Efecto de la adicidn de alperujo sobre el
comportamiento en suelo d de los herbicidas MCPA y §-
metolacloro bajo condiciones de laboratorio. Estudios de
adsorcion-desorcion, disipacidon, mineralizacion, lixiviacion y

bioensayos






11.1 INTRODUCCION

En los ultimos afios se estd intensificando la investigacion en el uso de residuos
sélidos generados durante el proceso de extraccion de aceite de oliva en almazaras, como
el alperujo, para enmendar suelos agricolas. El alperujo es un residuo muy humedo (57-
75% de humedad), altamente rico en materia organica, en K, N total, sustancias fendlicas
hidrosolubles (ya que constituye un residuo de origen vegetal) y en grasas (Alburquerque
et al., 2004; Morillo et al., 2009). Constituidos principalmente por hemicelulosa y lignina
(Alburquerque et al., 2004; Serramia et al., 2011), incrementan la materia organica,
mejoran la estructura y enriquecen la poblacién microbiana de los suelos, a la vez que
pueden reducir la pérdida de plaguicidas, con la gran ventaja frente a otros tipos de
residuos, de su bajo contenido en metales pesados, y patégenos. Teniendo en cuenta todo
esto y el impacto que genera la gestion de esa gran cantidad de alperujo producida, su
utilizacion como enmendante en suelo supone un modo ecoldgico, eficaz y barato de
mejorar las propiedades de los suelos andaluces, ademas de controlar la posible
contaminacion del medio por parte de los plaguicidas, jugando un papel importante en el
mantenimiento de los ecosistemas naturales (Roig et al., 2006). Es importante considerar,
aun de todas las ventajas que su adicién a los suelos proporcionan, que la aplicacidon
directa de estos residuos en ocasiones tiene por consecuencia efectos toxicos sobre los
organismos vegetales del suelo, causa de un alto contenido en compuestos fitotoxicos
como los fenoles, por lo que para una aplicacidn segura, es necesario comprobar el estado
de madurez de esos componentes (Alburquerque et al., 2009). Ademas son pobres en
general en P, Ca, y Mg e incrementa el contenido en sales y la acidez de los suelos
(Alburquerque et al., 2004).

Tal y como se ha dicho en el Capitulo I, la adicién al suelo de enmiendas no
siempre es garantia del control y disminucién de la lixiviacion de plaguicidas,
especialmente de aquellos que son compuestos muy solubles en agua, sin embargo otros
estudios han revelado que la adicién de un alperujo y un alperujo extractado a un suelo

arenoso, produce un aumento en la adsorcion y persistencia
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11.2.- OBJETIVOS

El objetivo general de este capitulo ha sido conocer en profundidad el efecto
que tiene la adicidn de dos alperujos con similar contenido en materia organica pero
distinta calidad de la misma, sobre el comportamiento de un herbicida de caracter acido
como es MCPA y otro de cardcter neutro, como S-metolacloro, en suelos dedicados a
cultivos intensivos en el valle del Guadalquivir.
Los objetivos especificos a desarrollar en este capitulo han sido:

1.- Evaluar el efecto que la adicion de los alperujos producen sobre las propiedades
fisicoquimicas y superficiales de los suelos.

2.- Caracterizar la materia organica soluble de los alperujos por espectroscopia de
fluorescencia y espectroscopia infrarroja.

3.- Estudiar la influencia que tiene la adicion de estos residuos de almazara al suelo,
sobre los procesos de adsorcidn, desorcidn, lixiviacion, disipacidn, mineralizacién

y efectividad bioldgica de los herbicidas MCPA y S-metolacloro.
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11.3.- MATERIALES Y METODOS
11.3.1. Herbicidas

11.3.1.1.- MCPA

MCPA es un acido quimicamente muy estable (4-cloro-2-metilfenoxi) acético.
Posee un peso molecular de 200.6 g mol™ y un coeficiente de particidn octanol agua log P
=0.59apH5y-0.81apH 7 (ambos a 20 2C). Su solubilidad en agua es 0.395 g I"a pH1ly
25 °C, a la misma temperatura y con las mismas unidades, 26.2 a pH 5,293.9apH 7y
320.1 a pH 9 y en metanol 775.6 g I'* a 25°C. Presenta un pKa de 3.73 a 25 2C (Tomlin,
2006).

Es un herbicida auxinico, sistémico y selectivo. Se absorbe tanto por via foliar
como radicular y se trasloca hacia toda la planta Se acumula en el tejido meristematico,
donde inhibe el crecimiento de éste, ya que interfiere en la division y diferenciacion
celular, asi como en la sintesis de proteinas (Lifian, 2006). Se utiliza para el control de
post-emergencia de malas hierbas anuales y perennes de hoja ancha en cereales, lino,
arroz, vides, guisantes, patatas, esparragos y olivo. La dosis agroquimica para MCPA oscila
entre 0.28y 2.25 kg ha' y con frecuencia se usa en combinacién con otros herbicidas.

El producto técnico empleado para los estudios de adsorcidn-desorcidn,
lixiviacidn, disipacion y bioensayos fue adquirido a Sigma Aldrich GmbH (Seelze, Alemania)
con una pureza de 98.8%. Para los estudios de mineralizacion se usé el producto MCPA-
[U*-C-ring] marcado radiactivamente con actividad especifica de 5.55 MBg mg™ vy

proporcionado por IZOTOP (Budapest, Hungria).

Figura II.2. Estructura tridimensional de la molécula de MCPA.
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11.3.1.2.- S-metolacloro

S-metolacloro(S-2-cloro-N-(2-etil-6-metilfenil)-N-(2-metoxi-1-metiletil)
acetamida) pertenece a la familia de las cloroacetamidas. Posee un peso molecular de
283.8 y coeficiente de particién octanol agua log P= 3.05 (20 2C y pH 7). Su solubilidad en
agua es de 480 mg I"a 25 °C y es totalmente miscible en solventes organicos (Tomlin,
2006).

Es un herbicida selectivo de preemergencia o temprana postemergencia, es
comunmente usado para el control de adventicias (principalmente hierbas anuales y
algunas hierbas de hoja ancha) en cultivos de maiz, algoddn, soja, remolacha, girasol y
patata entre otros (Cao et al., 2008). Se absorbe principalmente por los hipocétilos y
brotes y actua inhibiendo la divisidn celular y la germinacion. Su dosis de aplicacién varia
entre 0.8y 1.6 kg ha™.

S-metolacloro es un producto mezcla de isémeros en una proporcién 80-100% (S-
isomeros) y hasta un 20% (R- isdmeros). Moser et al. (1982) encontré en un estudio con 10
malas hierbas distintas, que los S- isémeros poseen al menos 20 veces mas actividad
bioldgica en preemergencia que los R- isémeros.

El producto analitico usado para los estudios de adsorcién-desorcion, lixiviacidn,
disipacién y bioensayos fue suministrado por Dr Ehrenstorfer GMBH (96% de pureza). No
se realizaron ensayos de mineralizacion debido a que no se disponia del herbicida S-

metolacloro marcado radiactivamente.

Figura II.3. Estructura tridimensional de la molécula de S-metolacloro.



11.3.1.3. Método de analisis de los herbicidas

Para el andlisis de los herbicidas descritos en este capitulo se usaron dos
técnicas analiticas que se describen a continuacién. En primer lugar para la determinacion
de los herbicidas MCPA y S-metolacloro sin marcar con C" se usé la técnica analitica de la
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). El cromatégrafo usado pertenece a la
marca comercial “Waters Milipore” y estd constituido por una bomba WATERS 1525, un
inyector automatico WATERS 717 Autosampler y un detector de fotodiodos WATERS 2996
Photodiode Array Detector. El sistema esta controlado por un ordenador a través del
software “Millenium 2010 Cromatography manager” versién 2.15.01”. Se empled una
columna Nova Pack Ci;gde 150 mm de longitud y 3.9 mm de didmetro interno. El volumen
de inyeccion fue de 25 pl y el flujo del sistema eluyente de 1 ml min"" en modo isocratico.

Previo analisis de las muestras de herbicidas por HPLC se realizé la puesta a
punto de los métodos de deteccion para cada uno de los herbicidas. Se determinaron los
limites inferiores de deteccién (LOD) y cuantificacién (LOQ) segun el protocolo descrito
por Camacho-Mufioz et al. (2009) y se selecciond como sistema eluyente mas dptimo (es
decir, sistema eluyente con la que se obtuvo mayor porcentaje de recuperacion del
herbicida tras una extraccién) una mezcla de Metanol y Acido fosférico 1 N a pH 2 para el
andlisis de MCPA, en una proporciéon 60:40 (v/v) y para S-metolacloro una mezcla
Acetonitrilo y agua Mili-Q en una proporcién 55:45 (v/v). La concentracion de los
herbicidas MCPA y S-metolacloro en solucidn de las muestras se cuantificé a las longitudes
de onda de 230 y 204 nm, respectivamente, y en un tiempo de andlisis de 7 minutos. Los

valores para LOD y LOQ encontrados se reflejan en la Tabla Il.1.

Tabla II.1. Limites inferiores de deteccién (LOD) y cuantificacion (LOQ) por HPLC para
MCPA y S-metolacloro.

LOD LoQ
Herbicidas
(mgl™) (mgl)
MCPA 0.02 0.05

S-metolacloro 0.01 0.03
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Para el analisis de MCPA marcado con C* se utilizé el conteo por centelleo
liguido. Las muestras se recogian en unos viales de propileno especiales para el analisis,
con capacidad para 6.5 ml y se mezclaban homogéneamente con 5 ml de liquido de
centelleo Ecolite suministrado por Biomedicals. Las muestran permanecian 24 horas en
oscuridad y posteriormente eran analizadas con un contador de centelleo BECKMAN LD
5000 TD.

A diferencia de la cromatografia liquida de alta resolucion, que presenta limites
inferiores de deteccion y cuantificacidon especificos para cada molécula que se analice, el
conteo por centelleo posee un limite de deteccidon general para todas las moléculas,
determinado por el aparato, que en este caso y con el liquido de centelleo usado en

particular, se encontraba dentro del rango 18 y 22 dpm (desintegraciones por minuto).

Figura I1.4. Contador de centelleo (izquierda) y HPLC (derecha).

11.3.2.- Alperujos

Se han utilizado dos subproductos organicos de la produccidon de aceite de
oliva: un alperujo procedente de una almazara de Jaén (AJ) y otro procedente de una
almazara de Mordn (AM). Para reducir su alto contenido en humedad se dejo secar al aire
libre mediante volteo con pala mecdanica. El alperujo de Jaén procedia de la finca
experimental del IFAPA en Menjibar mientras que el de Morén fue proporcionado por la
empresa Hijos de Espuny Osuna S.L.
11.3.2.1. Propiedades fisico-quimicas

Propiedades fisico-quimicas (como contenido en COT, contenido en nitrégeno,

pH, CE...) de estos alperujos fueron determinadas por el Servicio de Andlisis del IRNAS con

la metodologia habitual para residuos orgénicos. El contenido en MO total de los alperujos



se determind por calcinacion a 540 °C, y el pH en una relacion 1:5 (p/v) residuo/agua
destilada. El contenido en hemicelulosa, celulosa y lignina fue determinado usando el
método descrito por Goering y Van Shoest. (1970). Ademas se analizo el contenido en
algunos macronutrientes y micronutrientes, entre ellos algunos metales pesados, de estos

residuos por ICP-OES. Estas propiedades se encuentran recogidas en la Tabla.ll.4

11.3.2.2. Caracterizacién de la materia organica soluble (MOS)

Debido a la dificultad para determinar experimentalmente la verdadera MOS en
muestras de suelo, suele estudiarse en su defecto la materia orgdnica total o COT extraible
en agua o solucién de CaCl (0.01 M) (Zsolnay y Gorlitz, 1994).

Las técnicas utilizadas para la caracterizacion d ela MOS han sido la
espectroscopia FTIR y la espectroscopia de fluorescencia, técnicas ampliamente
empleadas para la caracterizacidn de la MOS (Cox et al., 2000b; 2004; Ohno et al., 2007).
El contenido en CO de los extractos de MOS también fue determinado.

Determinacion del carbono organico soluble total

Triplicados de 1 g de AJ y AM se pusieron a interaccionar con 20 ml de CaCl, (0.01
M). Las suspensiones fueron agitadas durante 24 h a temperatura ambiente y se
centrifugaron durante 15 min a 8000 rpm. El sobrenadante se filtré usando filtros de vidrio
de 0.45 pum de poro. Se hicieron diluciones 1:100 (v/v) y el COT de los extractos se analizé
en el Servicio de Analisis del IRNAS con un Analizador de Carbono Orgénico Total y
modulo de Nitrégeno Shimadzu TOC-V sch (TOC).

Estudios por espectroscopia de fluorescencia

Triplicados de 1 g de Al y AM se extrajeron con 20 ml de una solucién CaCl,
(0.01 M) (proporcién 1:20). Las suspensiones fueron agitadas durante 15 min a
temperatura ambiente, se centrifugaron durante 15 min a 8000 rpm y finalmente se
filtraron usando filtros de fibra de vidrio de 0.45 um.

La MOS en estas muestras se analizé por espectroscopia de fluorescencia en el
espectrofotdmetro F-2500 FL-SPECTROPHOTOMETER de HITACHI, en el rango de
longitudes de onda de entre 300 y 480 nm, ya que para valores inferiores y superiores se

observa el fendmeno de dispersidn (Zsolnay et al., 1994). Por otro lado se acidificaron las
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muestras afiadiendo HCL 2N hasta alcanzar pH 2. Se midié la absorbancia a 254 nm de los
extractos de alperujo a temperatura ambiente y a pH de extracto. Se excitd la muestra a la
longitud de onda de 254 nm y se obtuvo el espectro de emisidn de fluorescencia. A partir
de estos espectros de fluorescencia, se ha calculado el indice de Humificacion (HIX) segun

Zsolnay et al. (1999):

Donde A es la longitud de onda en nandémetros y I, es la intensidad a una

longitud de onda determinada.

Estudios por espectroscopia infrarroja

Triplicados de 5 g de los distintos residuos se hicieron interaccionar con 10 ml
de CaCl, (0.01 M), se agitaron durante 24 h y se centrifugaron 15 min a 8000 rpm. El
sobrenadante se filtré usando filtros de fibra de vidrio de 0.45 um de poro y se paso a
unas placas de ceramica donde se congelaron a -4 2C durante 24 h. Una vez congeladas se
liofilizaron durante 24 h y posteriormente se molieron en mortero de agata y se secaron a
100 °C en una estufa durante 24 h. Las muestras se analizaron por espectroscopia de
infrarrojos FT-IR en un NICOLET 5PC y el barrido utilizado estuvo comprendido entre 400 y
4000 cm™ usando un promedio de 4 registros y una resolucion nominal de 4 cm-

! obteniéndose los espectros de infrarrojos para la MOS de los residuos.



11.3.3.- Suelos

Se seleccionaron tres suelos (S, C y T) en base a sus distintas caracteristicas
fisico-quimicas, contenido en CO y a su uso procedentes de cultivos intensivos de la Vega
del rio Guadalquivir. El suelo S, de textura arenosa, procede de la finca experimental “La
Hampa” perteneciente al Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia de Sevilla (IRNAS)
en la localidad de Coria del Rio (37217’N, 6203’0), mientras que los otros dos (C y T), de
textura arcillosa, pertenecen a los municipios de Las Cabezas de San Juan (36259'N,
5956’0) y Tocina (37936’N, 5244’0), respectivamente (Figura I.5). Los suelos se
muestrearon a una profundidad de 0-20 cm y fueron llevados al laboratorio donde se
secaron al aire, se tamizaron con un tamiz de 2 mm de luz de malla y se congelaron a -4 °C
hasta su caracterizacion y/o utilizacion.

Los estudios de adsorcién-desorcidn, lixiviacion, disipacidon y mineralizacion de
los herbicidas se realizaron con los suelos sin enmendar y los suelos enmendados con los
alperujos de Jaén Y Morén a las dosis de 5y 10% (p/p) (S, S5J, S10J, T, T5J, T10J, C, C5J y
C10J).

wMengibar

Morén de la

oox %Frnntera

del Rio 3

Las Cabezas
. de San Juan

€3)5]) e19N|EpUY

Figura II.5. Situacién de los puntos de muestreo de los suelos S, C y
T y procedencia de los alperujos de Jaén y Morén.
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11.3.3.1.- Analisis elemental

Las propiedades fisico-quimicas de los suelos fueron determinadas por el
Servicio de Andlisis de Suelos del IRNAS por la metodologia habitual. La textura de los
suelos sin enmendar se determind por el método de la pipeta, (Gee y Bauder, 1982). El
contenido en materia organica (MO) se determind por oxidacion con dicromato potasico
(segun Nelson y Sommers (1982). El pH del suelo se midié en una mezcla de suelo/agua
destilada con relacidn 1:2 (p/p). Para determinar el contenido en COS de los extractos de
suelo (S, Cy T) sin enmendar y enmendados, para lo que se pesaron triplicados de 5 gy se
pusieron a interaccionar con 10 ml de CaCl, (0.01 M), las suspensiones se agitaron durante
24 horas a temperatura ambiente y se centrifugaron durante 15 min a 8000 rpm. El
sobrenadante se filtré usando filtros de fibra de vidrio de 0.45 um de poro. Se hicieron
diluciones a la relacion 1:25 (v/v) y se analizaron en un Medidor de Carbono Total,
Shimadzu 5020 Total Carbon Analyser del Servicio de Analisis del IRNAS. Los valores se
recogen en la Tabla 1l.3. La determinacién del contenido de Fe de las muestras de suelo se

llevd a cabo por el Servicio de Analisis del IRNAS usando un ICP-OES.

11.3.3.2.- Mineralogia

La fraccién arcilla de los suelos (fraccién de tamario de particula < 2um) se obtuvo
por sedimentacion, tras una eliminacidn previa de carbonatos con una soluciéon de
acetato/acético (pH=5) (Jackson, 1975). La composicion de las fracciones arcilla se
determind por difraccién de rayos X sobre agregados orientados saturados en MgZ+ y K

tratados con etilenglicol y calcinadas a 500 2C, respectivamente (Brown, 1961).

11.3.3.3.- Porosimetria

Para la determinacidn de la estructura de poros de los distintos suelos usados se
tomaron muestras de 1 g de agregados de suelo, se secaron en una estufa a 90 2C durante
24 h y se determind la distribucion de tamafios de poro (de 1x10° hasta 1 nm) presentes
en las muestras por Porosimetria de Intrusion de Mercurio usando un Quantachrome
Poremaster 33 GT, bajo una superficie de tensién de mercurio de y=0.48 N m™* y un angulo
de contacto de mercurio de 6=1402 y poder calcular la distribucion del tamafio de poro

con la ecuacion de Washburn (Washburn, 1921).



Figura 11.6. Porosimetro de Intrusion de Mercurio (Quantachrome Poremaster 33
GT) (Izquierda) y agregados secos para analizar (derecha).

11.3.3.4.- Determinacion de capacidad de retencion de agua

Los estudios de disipacidn, mineralizacion y respiracién se realizaron al 40% de
la capacidad maxima de retencion de agua de los suelos originales y los suelos
enmendados en laboratorio. Por duplicado para cada suelo sin enmendar y enmendado
con los alperujos al 5% y 10% (p/p) (S, S5J, S10J, T, T5J, T10J, C, C5J y C10J, S5M, S10M, T,
T5M, T10M, C, C5M y C10M) se usaron embudos de vidrio sobre los que se colocd un
papel de filtro y 30 g de suelo sin enmendar y enmendado, saturados con agua. Todo esto
se colocé sobre un matraz Erlenmeyer para favorecer el drenaje de agua. Se anotaron los
pesos del conjunto embudo+suelo+matraz inmediatamente después de saturar los suelos
y tras 24 h a temperatura ambiente. La diferencia entre estos dos pesos nos indicé la
cantidad mdaxima de retencion de agua del suelo y a partir de esto se calculd el 40% de la
capacidad de retencién, que fue aplicada al inicio y mantenida constante en todos los
suelos durante todo el periodo de estudio en los experimentos de disipacion vy

mineralizacién de los herbicidas y respiracion de los suelos.
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11.3.3.5.- Respiracidn basal

Se monitorizo la respiracion basal (la produccién de CO, por parte de organismos
vivos del suelo) durante 42 d en los suelos frescos sin enmendar y enmendados (tras 24 h
de su muestreo en campo y previo a su congelacién a -42C). Para ello, se usaron matraces
Erlenmeyer de 250 ml de capacidad con 25 g de suelo sin enmendar y enmendados, por
duplicado para cada tratamiento, con alperujo de Jaén al 5y 10% (p/p) (S, S5J, S10J, T, T5J,
T10J, C, C5J y C10J, S5M, S10M, T, T5M, T10M, C, C5M y C10M). Se afiadid agua destilada
al suelo hasta ajustar su contenido al 40% de la capacidad maxima de retencion de los
suelos. En el brazo del matraz biométrico se afiadieron 15 ml de NaOH 1 N que actuarian
como trampa de CO, resultado de la respiracion de los organismos presentes en el suelo.
El peso del matraz biométrico se controlaba semanalmente con el fin de mantener el
contenido en humedad constante del suelo durante el periodo de estudio. En caso de que
el peso disminuyera, se le afiadia agua destilada al suelo hasta reponer la pérdida de agua
de los matraces y alcanzar el peso inicial. Debido a la rapida saturacion en CO, que puede
sufrir la solucion de NaOH (1 N), los 15 ml eran retirados y reemplazados semanalmente
durante los 42 d de estudio (constituyendo las tomas de muestreo a los dias 7, 14, 21, 28,
35y 42) y eran diluidos en agua MILI Q en una relacién 1:25 (v/v). Estos extractos diluidos
eran analizados por el Servicio de Analisis de Suelos del (IRNAS) usando un Analizador de

TOC, como el citado en el apartado 11.3.2.2.

Figura I1.7 . Matraces biométricos usados en los estudios de respiracion basal de los

suelosll.3.4.-



11.3.4. Estudios con herbicidas en laboratorio
11.3.4.1.- Estudios de adsorcion

La adsorcidn de los herbicidas en los suelos sin enmendar y enmendados al 5y
10% se determind haciendo interaccionar 5 g (por duplicado) de los suelos con 10 ml de
disoluciones iniciales en CaCl, (0.01 M) como disolvente, para mantener constante la
fuerza idnica (Zsolnay, 1996), de MCPA y S-metolacloro las concentraciones iniciales (C;)
fueron de 5, 10, 20, 40 y 50 puM. El uso de disoluciones de extraccién con baja
concentracién de iones bivalentes (CaCl,), minimiza la dispersidn de arcillas e imita de
alguna forma la fuerza idnica del agua en los poros del suelo (Zsolnay, 1996). Las muestras
de suelo se pesaron en tubos de centrifuga de polipropileno de 50 ml de capacidad, se
agitaron mecdnicamente durante 24 horas a temperatura ambiente, ya que previamente
se habia comprobado que era tiempo suficiente para que se alcanzara el equilibrio entre
la solucion y las particulas del suelo y se centrifugaron a 8.000 rom durante 10 min. Los
sobrenadantes se filtraron con filtros de fibra de vidrio de 0.45 um y se analizaron por
HPLC, obteniéndose los valores de concentracién de MCPA y S-metolacloro en el equilibrio
(C. (mgl)). Se asumié que las diferencias entre C;y C, se debian a procesos de adsorcién

de los herbicidas en los suelos.

10mL de
disolucion de ’w Centrifugacion
herblCldta a L.II:la Agitacion 8.000 rpm
concentracion e 77 10 minutos
77 |77}
conocida C; 24 horas: r‘l
5q W= @ Andlisis del
de suelo sobrenadante por

HPLC

Figura II.8. Esquema del proceso de adsorcién de MCPA en los suelos..

Las isotermas de adsorcidn se obtuvieron representando las cantidades de los
herbicidas adsorbidos (C, (mg kg)) frente a las concentraciones de equilibrio (C.)

correspondientes a cada concentracidn inicial.

(Ci-Ce) xV

Ecuacion 1.2
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Siendo V (ml) el volumen de la disolucién de herbicida y m (kg) el peso del suelo.
Para la descripcidon cuantitativa de los procesos de adsorcion, las isotermas

obtenidas experimentalmente se ajustaron a la ecuacién logaritmica de Freundlich.

C, =K, C./n Ecuacién I1.3

Siendo C; la cantidad de plaguicida adsorbido por kilogramo de suelo, C,, la
concentracion de plaguicida en el equilibrio, K; el coeficiente de adsorcién que
corresponde a la cantidad de plaguicida adsorbido cuando C, es igual a la unidad y 1/nses
otra constante que indica la intensidad de la adsorcion. Del ajuste lineal de la expresidon
logaritmica de la ecuacion de Freundlich se obtienen los valores de K;como la ordenada en
el origen y de 1/n; como la pendiente de la recta de la representacion de log C; frente a log

Ce.
log C, = Kf+1/n(log C, Ecuacién I1.4

11.3.4.2.- Estudios de desorcion

Tras la adsorciéon se realizaron tres desorciones sucesivas a partir de la
disolucion de mayor concentracion (50 uM). Para ello, una vez agitadas y centrifugadas las
muestras de suelo con las disoluciones de herbicidas correspondientes en equilibrio, se
retiraron 5 ml de sobrenadante (que fueron analizados posteriormente por HPLC)
constituyendo la cantidad adsorbida a la concentraciones de 50 uM, para MCPA y S-
metolacloro y se afiadieron otros 5 ml de CaCl, (0.01 M). El suelo fue resuspendido con la
nueva disolucién y se dejé de nuevo en agitaciéon durante 24 h. Se volvié a centrifugar a
8.000 rpm durante 10 min y se retiraron 5 ml de sobrenadante, constituyendo este
sobrenadante la primera desorcién (12D) y se afiadieron de nuevo 5 ml de CaCl,0.01 M. Se
repitié el mismo procedimiento 3 veces hasta conseguir la primera desorcién (12D),

segunda desorcion (22D) y tercera desorcién (32D).
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sobrenadante pol
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12 Desorcion

12 Centrifugacion f

10ml de 8.000 rpm

disolucion de 10 min 22 Retirar 5mL del 22 Desorcién
herbicida a una sobrenadante R L
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de CaCl, 0.01M
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24h

Figura II1.9. Esquema del proceso de desorcién de MCPA a partir de suelos con
una solucién de MCPA 50 uM.

Al igual que en los estudios de adsorcién, la cantidad de herbicida en los
sobrenadantes en los ciclos de desorcién (C.,) fue determinada también por HPLC.
Para obtener las isotermas de desorcidn se represento el valor de C, frente a la
cantidad de herbicida adsorbida por el suelo en la desorcidn (Cy,).
Los coeficientes de histéresis (Barriuso et al., 1994) expresados en porcentaje, se

calcularon segun la ecuacion:

1/nfdes
%H= ——— X100 Ecuacién I1.5
1/nfads

El porcentaje de desorcidn se calculé de acuerdo a la siguiente ecuacidn:

CSAds 50— Csoessg 50
%D = x 100
Csags 00

Ecuacion 11.6

11.3.4.3.- Estudios de disipacion

El estudio de disipacidon de los herbicidas se llevé a cabo en tarros de vidrio
herméticos que contenian 500 g por duplicado de cada suelo sin enmendar y enmendados

con los residuos y se afiadié herbicida a las dosis de 1.5 kg ha™ de MCPA y 1kg ha"'para S-
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metolacloro en una solucién de etanol, que produce menor efecto téxico sobre los
organismos presentes en el suelo. Posteriormente se afiadié agua destilada suficiente para
llevar al suelo al 40% de su capacidad maxima de retencion de agua y se tamizo 2 veces
usando un tamiz de luz de malla 2 mm y con el fin de distribuir homogéneamente el
herbicida en las muestras de suelo. Los suelos se pasaron a los envases con cierres
herméticos y se guardaron en oscuridad a 25+1 2C durante todo el experimento. Para
controlar que la humedad del suelo a lo largo del estudio no variaba, se controld el peso
semanalmente de los tarros durante todo el experimento y en caso de pérdida de

humedad se reponia con agua destilada.

Figura II.10. Tarros herméticos para estudio de disipacion de los herbicidas.

Se tomaron muestras a los tiempos: 0, 7,14 ,21,28 ,42 ,56 ,77 y 118 dias tras la
aplicacién de MCPA y 0, 7, 14, 21, 28, 42, 56, 77, 90 y 118 dias tras la aplicacién de S-
metolacloro. Cada uno de esos dias se recogia 30 g de muestra que eran congeladas hasta
el momento de extracciéon de los herbicidas. Las extracciones se realizaron con una
relacion 1:2 (p/v) de 5 g de suelo y 10 ml de extractante, una mezcla de acido acido
fosforico (1 N y pH=2) y metanol en proporcion (40:60) (v/v) para MCPA y solucion
Unicamente de metanol para S-metolacloro. Una vez puesto a interaccionar el suelo con
los extractantes en un tubo de centrifuga, se dejo agitando durante 24 h, y
posteriormente se centrifugd a 8.000 rpm durante 10 min. El extracto se filtrd utilizando
filtros vidrio de 0.45 um y se analizé por HPLC. Se representaron los logaritmos neperianos
de la cantidad de herbicida extraido frente al tiempo y del ajuste lineal se calculé la vida
media (t;/;) (tiempo al cual la cantidad de herbicida inicialmente aplicado se reduce a la
mitad del inicial) de los herbicidas en los suelos originales y enmendados. Se asumid que la

disipacidn de los herbicidas en los suelos siguid una cinética de primer orden:



— -kt
C= Co e Ecuacion 11.7

La expresion logaritmica de la ecuacion es:

InC=1InC, -kt Ecuacién IL.8

Siendo C,la concentracién inicial de herbicida, C la concentracidn de herbicida en
el tiempo t y k la constante de disipacion.

La vida media se calculd utilizando la ecuacion:

In2

t o= Ecuacion I1.9
1/2 ~

11.3.4.4.- Estudios de mineralizacion

Los estudios de mineralizacidn se llevaron a cabo sélo con el herbicida. Se usé
c-mcpA (marcado uniformemente en el anillo bencénico), con actividad especifica de
5.55 MBq mg'l. Se determind su mineralizacidon en el suelo arenoso (S) y los arcillosos T y
C, sin enmendar y enmendados con alperujo de Jaén al 5y 10 %. Para ello se colocaron 25
g por duplicado, en matraces biométricos de 250 ml a los que se afadio la disolucién de
herbicida marcado con C** para conseguir una radiactividad de 0.05 uCi en 25 g de suelo
(unas 4000 dpm g'1 de suelo aproximadamente) y también se aplicé el herbicida sin
marcar hasta alcanzar una concentracién de 1.5 kg ha™. Una vez ésto, se aRadié agua
destilada al suelo para ajustar el contenido al 40% de la capacidad maxima de retencién
de agua. En el brazo del matraz biométrico se afadid 1 ml de NaOH (1 N) que actuaria
como trampa de CO, resultado de la mineralizacion MCPA vy se tapé un tapén de goma. El
matraz biométrico se pesaba semanalmente para controlar que la humedad permaneciera
constante. También semanalmente se retiraba el mililitro de NAOH (1 N), que era
reemplazado por uno nuevo mientras que el retirado se mezclaba con 5 ml de liquido de

centelleo (LSC), se dejaba durante 24 horas bajo condiciones de oscuridad y por conteo de
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centelleo se registraba la radiactividad contenida, correspondiente con la cantidad de

herbicida mineralizado.

11.3.4.5.- Estudios de lixiviacion

Para los estudios de lixiviacion de MCPA y S-metolacloro en suelos alterados, se
empaquetaron manualmente columnas de vidrio de 24 cm de longitud y didmetro interno
de 3.1 cm con 140 g de los suelos sin enmendar y con los suelos enmendados. Con el fin
de evitar la pérdida de particulas de suelo durante el estudio de lixiviacion, se colocé en la
parte inferior de la columna lana de vidrio y sobre ésta, 10 g de arena de mar lavada.
Otros 10 g de arena se colocaron en la parte superior de la columna para que la
distribucion de la disolucion inicial del herbicida y las disoluciones de lavado fuera lo mas
uniforme posible. Ademas, con esta arena de mar también se reducian pérdidas por

evaporacion de dichas disoluciones.

1

Figura II.11. Columnas de vidrio empaquetadas a mano con los suelos usados.

Antes de aplicar el herbicida al suelo de las columnas se procedid a determinar
el volumen de poro de los suelos originales y enmendados en las columnas de vidrio, es
decir, la cantidad de agua que es capaz de retener el suelo bajo saturacion. Para ello se

afiadieron 80 ml de CaCl, (0.01 M) y una vez transcurridas 24 h se midié el volumen



lixiviado. La diferencia entre el volumen aplicado y el recogido corresponde al volumen de
poro de los suelos.

La dosis de aplicacion de los distintos herbicidas fueron: 1.5 kg ha™ para MCPA y
1kg ha™'para S-metolacloro. Después de 24 h de la aplicacién del herbicida se procedio a
aplicar diariamente 10 ml de CaCl, 0.01 M durante 30 dias para MCPA y 50 para S-
metolacloro. El volumen del lixiviado era medido y guardado en una camara frigorifica (4
oC) hasta el momento de ser analizados por HPLC. Para su analisis por HPLC se filtraron
con filtros de vidrio de 0.45 um.

Las concentraciones de herbicidas medidas en los lixiviados se representaron
frente al volumen aplicado obteniéndose las curvas de elucion relativa. Las curvas de
elucion acumuladas resultaron de representar el porcentaje de plaguicida acumulado en
los lixiviados frente al volumen aplicado.

Al final del estudio, se determind la cantidad de los herbicidas retenidos en el
suelo contenido en las columnas. Para ello se extrajo el suelo contenido en la columnas
con N, y se dividié en 4 fragmentos de 5 cm, correspondiendo con 4 profundidades
distintas: 0-5, 5-10, 10-15y 15-20 cm.

Las extracciones se realizaron con 100 ml de extractante, una mezcla de acido
fosforico (pH=2) y metanol en proporcion (40:60) (v/v) para MCPA y solucién Gnicamente
de metanol para S-metolacloro. Una vez puesto a interaccionar el suelo con el extractante
en un tubo de centrifuga, se dejé agitando durante 24 h y, posteriormente se centrifugé a
8.000 rpm durante 10 min. El extracto se filtré utilizando vidrio de 0.45 pum y se analizé
por HPLC la cantidad de herbicida extraido. Esta cantidad constituia el % de herbicida

retenido por el suelo de las columnas durante el estudio de lixiviacion.

11.3.4.6.- Bioensayo
Para comprobar que la efectividad de los herbicidas MCPA y S-metolacloro no
se veia afectada por la adicidn de alperujo al suelo y al mismo tiempo comprobar que este
residuo no tiene efecto fitotoxico, se llevd a cabo un bioensayo con semillas de Lepidum
sativum (para MCPA) y Ray grass (para S-metolacloro) en macetas con suelo enmendado y

sin enmendar.
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Se usaron macetas de 50 cmzy en el fondo se dispusieron 30 g de arena de mar
lavada y lana de vidrio para facilitar el drenaje de agua. Una vez se hubieron rellenado las
macetas con suelo C, se saturaron con agua y dejaron drenar durante 24 h. Tras eso se
colocaron 15 semillas en la superficie del suelo de la maceta para después semienterrarlas
con 5 g de suelo. Las macetas se dispusieron en un lugar idéneo para la germinacion y se
regaron diariamente con agua.

Se realizaron cuatro tratamientos distintos por triplicado: macetas con el
herbicida a la dosis de 1.5 kg ha™ (para MCPA) y 1 kg ha™ (para S-metolacloro), macetas a
las que se le afiadié alperujo (OW) al suelo al 10% (p/p), y macetas con herbicida junto con

el alperujo y macetas sin herbicida ni residuo organico como controles (C).



11.4. RESULTADOS Y DISCUSION

11.4.1.- Caracterizacion de Alperujos
11.4.1.1.- Propiedades fisico-quimicas
La caracterizacion de los alperujos Jaén (AJ) y Morén (AM) usados en este trabajo
se realizd segun la metodologia descrita en el apartado 11.3.2. En la Tabla Il.2. se muestran
algunas de sus propiedades fisico-quimicas y el indice de Humificacién (HIX) calculado a
partir de los espectros de fluorescencia, como se describira mas adelante. Ademas, se
determind el contenido de algunos macronutrientes y micronutrientes de estos alperujos,

entre ellos algunos los metales pesados, cuyos valores se recogen en la Tabla I1.3.

Tabla II.2. Propiedades fisico-quimicas e indice de humificacion (HIX) de los dos
alperujos utilizados.

MOT cos N CE
pH (%) I Kjeldahl (ms H C LC HIX
(sa0°c) (91 (%) cm)
Alperujo
Jaén 12.4 16.5 10.5 9.5
(AJ) 6.7 81 2.2 1.5 3.1 £1.33%  £0.66 £0.61 :
Alperujo
Morén 15.9 23.8 23.5
(AM) 4.8 91 4.1 1.1 9.1 £0.34  £0.27 £0.31 1.3

H: hemicelulosa; C: celulosa; LC: Lignina-Cutina; * error estandar

Como se puede observar en la Tabla 1.2, el pH de AM es mds bajo que el
presentado por AJ, siendo la cantidad de materia organica ligeramente mas baja en este
ultimo. Este diferente pH de los alperujos afectara al pH de la solucion del suelo y puede
ser importante en lo que respecta a la adsorcién de herbicidas acidos, como MCPA, que se
presentan en forma anidnica a los pH normales de suelos agricolas. Los valores de COS de
AM fueron dos veces mayores que para Al (4.1 frente a 2.2 g I''). Tanto el contenido en
materia organica del alperujo, como el contenido en N (ligeramente menor en AJ que en
AM), se encuentran dentro de los valores normales para este tipo de residuos, al
compararse con los valores publicados por Alburquerque et al. (2004) en un estudio de
caracterizacion de 11 alperujos procedentes de distintas localidades de Espafa. Los
contenidos en hemicelulosa, celulosa y la lignina, productos finales de la humificacion,

fueron mas altos en el caso del alperujo de Mordn, que en el de Jaén. Esto es indicativo
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del menor grado de madurez de este alperujo, ya que con el compostaje disminuyen los
niveles de lignina y celulosa (Komilis y Ham, 2003; Alburquerque et al., 2009).

La conductividad eléctrica (CE) es una variable que puede presentar valores muy
dispares en funcién del origen del residuo (Madejon et al., 1998?). Como se puede ver en
la Tabla 11.2., AJ presenta 3 veces menor CE que AM, (3.1 respecto a 9.1 mS cm™), valores
gue se encuentran entre los recogidos en una revision de propiedades fisico-quimicas de
ocho alperujos presentada por Roig et al., (2006). La diferencia en CE entre los dos
alperujos usados en este estudio se puede deber a que las aguas del lavado del residuo
procedente de Morén en su tratamiento en la almazara, presentaran mayor contenido en
especies idnicas (potasio, cloro, sulfatos, amonio y nitratos) ya que el contenido en sodio
de este alperujo fue 24 veces mayor que para AJ. Al contrario, se encontrd cuatro veces
mas Calcio en AJ que AM (Tabla 11.3), lo que se ha atribuido a la naturaleza mas calcarea de
las aguas de lavado de la aceituna, o algln otro proceso en la extraccién del aceite de oliva
o incluso el agua de riego del cultivo, en el caso de Al. Los valores de micronutrientes y
macronutrientes fueron similares a los encontrados en otros estudios (Alburquerque et
al., 2004; Roig et al., 2006). Los valores presentados por As, Cd, Co, Sy Zn se encontraban
dentro de los valores normales para este tipo de residuos. El contenido en Cu fue mayor
de lo normalmente detectado en otros alperujos (Roig et al., 2006), esto puede ser debido
a los tratamientos con sulfato de Cobre que se aplican en ocasiones al cultivo del olivar
con el fin de reducir infecciones fungicas (Tabla 11.3.). También se encontré que PB, Niy Fe
presentaron valores ligeramente mas altos de los generalmente encontrados (Tabla [1.3.),
elementos cuya presencia en los alperujos se encuentra asociada entre si y se relaciona a
la maquinaria que se usa en las almazaras en el proceso de extraccion de aceite de oliva

(Alburquerque et al., 2009). (Roig et al., 2006).

Tabla II.3. Porcentajes para algunos macronutrientes y micronutrientes metalicos y no
metalicos contenidos en los dos alperujos utilizados.

Al Co Cu Fe Mg Mn Ni Pb

(%)

Al 213 0.07 3.39 197 0.32 6.00 1.66 5.89

AM 217 <0.1 2.16 57 0.22 2.03 0.682 3.09




(%)

Al <0.1 395 <0.2 1.7 0.032 0.39 0.45 3.00

AM <0.1 1.06 <0.2 2 0.77 0.37 0.37 2.51

11.4.1.2.- Caracterizaciéon MOS
Estudios por espectroscopia de fluorescencia

La caracterizacion por espectroscopia de fluorescencia de la MOS de los
alperujos se realizé segun la metodologia descrita en el apartado 11.3.2.2. Los espectros de
fluorescencia de los extractos de MOS de los dos alperujos utilizados en este estudio se
muestran en la Figura [1.12. En ella se representa la intensidad de fluorescencia con
excitacion a 254 nm de la MOS normalizada al maximo registrado, frente a la longitud de
onda (300-480 nm) a pH del extracto y acidificado a pH2.

En la Figura 11.12. se puede observar que la forma de los espectros de la MOS de
los alperujos a pH de extracto (linea continua), es distinta: el espectro de fluorescencia de
AM muestra dos maximos de emisidn bien definidos, uno en la regién de absorbancia de
los 300-360 nm y otra a longitudes de onda mayores de 400 nm, mientras que Al muestra
un Unico maximo a longitudes de onda mayores a 400 nm. Las diferencias entre los
espectros de fluorescencia de los alperujos indica que, aunque los dos residuos contengan
similares cantidades de materia organica (AJ: 81% y AM: 91%), la MOS, la cual es indicativa
de la materia organica total (MOT), es cualitativamente distinta.

A longitudes de onda préximas a 300 nm fluorecen moléculas de menor peso
molecular, polares y no humificadas (Kumke et al., 1995; Zsolnay et al., 1999), mientras
que a longitudes de ondas superiores a 400 nm, lo hacen moléculas mayores y mas
complejas, probablemente aromaticas, tipicas del material humificado (Zsolnay et al.,
1999; Cox et al., 2000b; Senesi et al., 1991;). Esto es lo que ocurre en el caso del alperujo
Jaén y nos sugiere que su MOS se encuentra en un estado de humificacion mas avanzado

que la del alperujo Mordn.
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A partir de estos espectros de fluorescencia, se ha calculado el indice de
Humificacion (HIX) segun Zsolnay et al, (1999), usando la Ecuacién 1l.1. Los valores para
este indice se muestran en la Tabla Il.1. Estos valores indican que la materia organica
soluble de AJ, indicativa de la MOT, estd mdas humificada que la de AM. Los valores son, en
el caso del alperujo de Jaén, superiores a los HIX de suelos de la zona de las marismas del

Guadalquivir y en el caso del alperujo de Mordn, inferiores (Cox et al., 2004).
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Figura I1.12. Espectro de fluorescencia para la MOS de los alperujos de Jaén y Mordn a
pH de extracto y a pH=2.

De acuerdo con la bibliografia actual (Ewald et al., 1988; Spark y Swift, 1994) se
sabe que la fluorescencia de las moléculas esta en funcién del pH al que se mida. Esto
puede ser debido a grupos funcionales que al pH de los extractos se encuentran cargados
negativamente y hacen que el tamafio de las moléculas de MO sea mayor debido a la
repulsion entre cargas negativas, dando lugar a una mayor fluorescencia. Por este motivo
hemos acidificado los extractos a pH 2 para eliminar las diferencias debidas al diferente
grado de protonacidn de los grupos funcionales en los dos alperujos estudiados. Estos
grupos quedan protonados a pH = 2 y la repulsion entre los distintos grupos funcionales es
menor haciendo que las moléculas de MO se “encojan”, produciendo asi una menor
fluorescencia (Wit et al., 1993; Murphy et al., 1994). En la Figura Il.12. Se observa que
acidificar los extractos a pH = 2 altera especialmente el espectro de fluorescencia de la
MOS de AM (linea punteada), de menor pH (Tabla 11.2.). Y ademads, se observa que el pico

a longitudes de onda superiores a 400 nm, desaparece. El diferente comportamiento de la



MOS de los alperujos frente a la acidificacion, indica la diferente composicién, en lo que a

grupos funcionales se refiere, del componente soluble de la MO de estas enmiendas.

Estudios por espectroscopia infrarroja

Las muestras secas de los extractos de MOS de los alperujos fueron analizadas
por espectroscopia de infrarrojos FT-IR segun la metodologia descrita en el apartado
11.3.2.2. Esta técnica se basa en la aplicacion de frecuencias de vibracidon conocidas a una
muestra, en funcién de las cuales, van a vibrar unos u otros enlaces de las moléculas
contenidas en la muestra, representandose en picos (bandas) de transmitancia a
diferentes nimeros de onda, correspondiendo a los distintos grupos funcionales. La
asignacion de bandas a los distintos grupos funcionales se llevé a cabo segin Bellamy
(1975). Los espectros FT-IR se muestran en la Figura 11.13. Estos espectros confirman junto
con los resultados de los estudios de fluorescencia, la diferencia en la calidad de la MOS
de los alperujos.

Entre las bandas que mas destacan en los espectros de FT-IR se encuentra una a
1739 cm™ que corresponde con la absorciéon del grupo carbonilo (C-O) del grupo
carboxilico (COOH) y la banda a 1596 cm™ que corresponde con los grupos carbonilo del
idn carboxilato (COO’) (Bellamy 1975). Para la enmienda AM, de pH mas acido (Tabla 11.2.),
el medio contiene mas cantidad de protones (H') en suspension, por lo que los grupos
carboxilos de las moléculas en solucion se encuentran tanto en forma COOH como COO,
de modo que se observa un pico a 1596 cm™ (grupos COO-) y también otro a 1596 cm™
(grupos COOH) (Bellamy, 1975). En la enmienda AJ, de pH mas alto (Tabla 11.2.), el pico de
absorcién correspondiente a los grupos COOH (1739 cm™) es menor en relacién con el
pico que corresponde al grupo COO™ (1596 cm™). En este alperujo, como consecuencia de
un mayor estado de humificacién y compostaje, los compuestos fendlicos que le
proporcionan el caracter acido a la enmienda, se han visto reducidos (Alburquerque et al.,
2006).

La humificacién constituye un proceso de estabilizacion y maduracion de los

compuestos poco transformados que constituyen la materia organica de los suelos. Es
decir, una conversiéon de la MO facilmente degradable, en sustancias humicas. Estos

componentes himicos son los principales responsables de muchos procesos y funciones
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del sistema suelo. Como consecuencia, la calidad y la cantidad de las sustancias humicas
en los residuos organicos se considera esencial para su eficacia agrondmica,
medioambiental y valor econdmico (Senesi y Plaza., 2007). Basicamente, el compostaje no
es mas que el mismo proceso de degradacién y maduracién que ocurre en la naturaleza,
pero a mayor velocidad, manteniéndose la relacién de que cudnto mas tiempo de
compostaje: menor heterogeneidad molecular (reduccién del contenido en sustancias
fitotoxicas como los fenoles), mayor tamafio molecular, mayor condensacién aromatica y

por tanto, mayor grado de humificacién.
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Figura I1.13. Espectro de infrarrojos con transformadas de Fourier de la MOS de los
alperujos usados.

Es importante hacer hincapié en la diferencia entre los conceptos de estabilidad y
madurez. Mientras que estabilidad de la MO de los suelos se refiere al grado de
descomposicidn de la materia organica, madurez se refiere al grado de descomposicion de
compuestos fitotdxicos contenidos en las sustancias organicas. La aplicacidon de residuos
orgdanicos poco maduros, es decir, con un alto contenido en sustancias fitotoxicas, como
los fenoles, puede tener como efecto negativo la reduccion de la vitalidad o productividad

de cultivos o contaminar aguas. Por ello, previa aplicacion de alperujos u otros residuos



organicos, se somete a éstos a tratamientos de compostaje, vermicosmostaje y

digestiones anaerdbicas o aerdbicas.
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11.4.2.- Suelos
11.4.2.1.- Andlisis elemental. Propiedades fisico-quimicas y superficiales
Algunas propiedades fisico-quimicas de los suelos sin enmendar (S, C, T) y
enmendados con los alperujos Jaén (S, S5J, S10, C5J, C10J, T5J) y T10J), y Morén (S5M,
S10M, C5M, C10M, T5M, T10M) a las dosis de 5% y 10% (p/p) se presentan en la Tabla I1.4.
Los suelos usados en este estudio se recolectaron en zonas agricolas de la cuenca
del rio Guadalquivir cultivadas con trigo, algoddn vy citricos en el momento del muestreo
(Tabla 11.4.). Mientras que el suelo S present6 un 76% de arena, los otros dos suelos (Cy T)
fueron fundamentalmente arcillosos (59 y 48% arcilla, respectivamente).
Tabla II.4. Propiedades fisico-quimicas de los tres suelos estudiados, sin enmendar (S, C

y T) y enmendados al 5y 10% (p/p) con AJ (S5, S10J, C5J, C10], T5J, T10J) y con AM
(S5M, S10M, C5M C10M, T5M, T10M).

pH N

Lim
Suelo . Arcill Aren Fe (1:2) Cco cos Kjeldah CE
Cultivo o (mgl (ms
S a o a (%) (agua (%) 1 1 cm )
) ) (%)
0.498
S Trigo* 15 9 76 +0.013 8.30 O.;19 10.3 0.049 0':7
N
S5] 7.50 1.30 15.4 0.13 0'420
S10J 6.80 2.73 22.0 0.320 0'220
S5M 7.26 2.11 13.2 0.189 1.04
S10M 6.95 2.36 20.0 0.215 0'681
Algodon*
girasol** 0.398 0.72 0.69
C remolacha* 59 24 17 +0.013 8.15 9 16.0 0.117 8
*x
C5] 7.86 1.59 21.3 0.286 1.08
C10J ~ 7.15 3.08 29.5 0.368 1.04
C5M 7.83 1.54 23.4 0.146 0'424
Ci0M 7.22 3.89 31.1 0.338 1.39
0.403
T Citricos* 48 19 33 8.40 1.09 15.3 0.157 0'971
+0.047~
T5] 7.78 2.29 17.4 0.217 0'978
T10] 6.65 2.38 22,5 0.206 0'50
T5M 7.30 2.12 18.2 0.189 0'077
Ti0M 7.00 2.95 22.0 0.262 1.29

*cultivo presente al recolectarse el suelo; **cultivos afios previos a la recoleccion del suelo; ~error
estandar



Los valores iniciales de pH de los tres suelos (S, C, T) de naturaleza ligeramente
alcalina, fueron similares entre si (8.3, 8.15 and 8.4), produciéndose un descenso del pH
tras enmendar con los alperujos, (Tabla I1.4.). Este descenso de pH es debido al menor pH
acido de las enmiendas y corrobora previos estudios de adicién de residuos de almazara al
suelo donde se reducia el pH al enmendar (Roig et al., 2006).

La adicién de alperujo aumenté el contenido de CO en todos los suelos
enmendados tanto a la dosis de 5% como a 10% con el alperujo de Jaén, asi como con el
alperujo de Mordén. Mostrando un aumento de hasta 5.4 veces en S10J, respecto al suelo
sin enmendar (S) (Tabla 11.4.).

El contenido en COS de los dos suelos arcillosos sin enmendar (Cy T), de mayor
contenido en CO, fue similar entre si y superior que para S, de menor CO (Tabla I1.4). El
COS se vio incrementado al enmendar en los tres suelos estudiados debido al alto
contenido en COS de las enmiendas (Tabla I1.2.). Cabe destacar el aumento del contenido
en N de los suelos, siendo el incremento mas significativo para el suelo arenoso, que
inicialmente contenia muy poco N (0.049%), mientras que el valor mas alto se hallé para el
suelo C10J (Tabla I.4.). Estos datos corroboran los obtenidos en otros estudios que han
revelado que la adicion de alperujo como fertilizante al suelo de los cultivos proporciona al
mismo tiempo ventajas e inconvenientes. Entre las ventajas se encuentran el aumento de
nutrientes como K, N y contenido en CO (Alburquerque et al., 2004; 2009). En estos
estudios también se ha mostrado que en ocasiones, la adiciéon de alperujo puede tener
como inconveniente el incremento del contenido en sales, y con ello, la conductividad
eléctrica (CE) de los suelos (Alburquerque et al., 2004). Esto esta de acuerdo con nuestros
resultados, que mostraron un aumento mas intenso en el suelo arenoso (Tabla I1.4.).

El estudio mineraldgico de los suelos reveld predominancia de la presencia de
arcillas lliticas, respecto a la Motmorillonita y la Caolita (Tabla I1.5.). Llama la atencidn la
diferente mineralogia de los suelos arcillosos Cy T, el primero con casi un 30 % de arcillas

expansivas mientras que T tiene practicamente un 90 % de ilita.
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Tabla II.5. Porcentajes relativos de filosilicatos presentes en la fraccion arcilla de los tres
suelos estudiados sin enmendar (S, Cy T)

% Relativo
Suelos
Montmorillonita-Ilita-Caolita
S 34 46 20
C 27 56 17
T 0 88 12

La estructura porosa de los agregados del suelo determina la superficie expuesta
de suelo y condiciona los procesos de retencion y transformaciéon que tienen lugar
durante las interacciones que se dan entre los compuestos organicos y las particulas
coloidales naturales del suelo (Celis et al., 1996). De entre las técnicas que determinan la
superficie de poro de los suelos, la Porosimetria de mercurio se considera generalmente
como el mejor método existente para determinar la porosidad en el rango de macroporos
y el rango superior de mesoporos (Gregg y Sing, 1982). Los volumenes de poro relativos y
el volumen total de poro de los suelos sin enmendar y enmendados con los dos alperujos
se muestran en la .yenlaTablall.6.

Tabla II.6. Volumenes relativos y totales (VT) de poro (mm?® g™') para distintos rangos de
tamafio de poro de los suelos usados sin enmendar (S, Cy T) y enmendados al 5y 10%

(p/p) con AJ (S5J, S103, C53, C10J, T5J, T103) y con AM (S5M, S10M, C5M C10M, T5M,
T10M).

Rango s S5] S10J S5M S10M C C5] C10J C5M C10M T  T5] T10J T5M TiOM
(um)
>100 455 621 505 60.1 672 688 66 523 71.9 48.6 30.5 42.8 49.6 42.9 443
100-1 119 165 151 156 127 478 91.8 723 849 652 79.9 126 857 117 141
10-1 36,6 324 517 303 452 185 486 254 317 349 501 609 56 60.1 56.8
1-0.1 813 942 119 94 196 840 177 7.93 11.6 934 21.6 255 269 23.1  23.1
<0. 0407 0781 1.12 084 0833 49.7 387 464 467 601 33.5 317 326 304  32.3
vT 210 270 266 257 250 193 263 204 240 204 215 287 251 274 298

El suelo S, de alto contenido en arena (76%), mostré una distribucién de tamafio
de poro (Figura Il.4., diagrama de barras verticales) con un maximo relativo de volumen de
poro entre 1-100 um, poros de gran tamafio (macroporos) y conductores (Di Bonito et al.,
2005), tipicos de suelos arenosos, lo que también explica el bajo volumen de poros de
pequeiio tamanio (inferiores a 0.1 um, Figura I.4.). Por el contrario, los suelos arcillosos C

y T (con un contenido en arcilla de 58% y 48%, respectivamente) mostraron ademads de



alto volumen de poro en la zona de macroporos, un maximo alrededor de 0.01 um, poros
de menor tamano, mds frecuentes en suelos arcillosos. Tras enmendar los tres suelos con
los alperujos, se observd un aumento en el volumen de poro total (Linea continua en
Figura Il.4. y Tabla I1.6.). Este aumento es debido a un incremento del volumen de poro en
el rango comprendido entre 10 y 100 um, es decir, los poros de mayor tamafio en el rango
estudiado en los suelos S, Cy T. En el suelo C, ademas se encontré un aumento en el rango
comprendido entre 1-10um (Tabla I1.6.). Estas diferencias en porosidad entre los selos
arcillosos puede deberse a su diferente mineralogia (Tabla I1.5), la cual va a determinar las
diferentes interacciones entre componentes coloidales en el suelo (Cox et al., 1997).
Igualmente, Albarrdn et al. (2003) comprobaron que la adicidn de alperujo, provocaba un
aumento en el volumen de poros con un radio aproximado de 10pum. En un estudio
llevado a cabo por Fernandes et al. (2006) también se observd que la adicidn de alperujo
al suelo provocaba un aumento general en la porosidad debido a un aumento del volumen
de poros de mayor rango estudiado (10-100um). Dicho aumento se atribuyé a una menor
interaccidn con las particulas de suelo que con otro tipo de enmienda también estudiadas,
originando con ello poros de mayor tamano. Por el contrario, estos resultados difieren de
los presentados por Cox et al. (2001) y Fernandes et al. (2006), que encontraron una
reduccion total del volumen de poro al enmendar suelos con un residuo liquido
procedente de la extraccion del aceite de oliva. La reduccién de la porosidad en estos
suelos enmendados se ha atribuido al alto contenido en COS y sales de la enmienda
liquida, los cuales agregan las particulas del suelo, bloqueando los poros de gran tamafio
(Tisdall and Oades, 1982). Este hecho ha sido observado con anterioridad en suelos que se
regaron durante tres afios consecutivos con alpechin, un residuo liquido de la produccién

del aceite de oliva, con un alto contenido en COS (Cox et al., 1997).

Ademas de la porosidad se ha visto, que otros parametros fisicos del suelo
pueden ser modificados al enmendarse con residuos de almazara. Kavdir and Killi. (2008)
encontraron que la adiciéon de un residuo sdlido de almazara al 8% a suelos agricolas
modificé la estabilidad de los agregados del suelo, la cual aumentd tras dos meses de

incubacion en presencia de la enmienda.
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Figura I1.14. Distribucion del tamafio de poro obtenido por Intrusiéon de mercurio
de los suelos S, Cy T, sin enmendar y enmendados al 5y 10% con AM y AM.



11.4.2.1.- Respiracidén basal

La produccion de CO, estd directamente relacionada con la fraccion viva y activa
de los suelos (Badalucco et al., (2010), ya que es resultado de la respiracién de estos los
organismos vivos. Para los estudios de respiracion basal se seleccionaron los suelos Cy T,
de mayor contenido en MO, sin enmendar y enmendados al 5% y 10% con el alperujo de
Jaén (AJ). En la Figura I1.15 se muestran los mg de CO, producidos por los microorganismos
presentes en los suelos durante 42 dias de experimento a 2441 2C y al 40% de humedad
del suelo.

Nuestros resultados revelaron que la adiciéon de alperujo no producia un efecto
negativo sobre las comunidades vivas de organismos (Figura 11.15.). Por el contrario, la
cantidad de CO, producida es mayor.

La materia orgdnica soluble parece jugar un papel importante en los procesos de
respiracion en suelos enmendados, ya que existe una correlacién positiva entre el
contenido de COS y la produccion de CO, que constituye la fuente de C mas facilmente
disponible para los organismos del suelo (Qualls et al., 2005). La adicién de alperujo al
suelo aumento el contenido de COS y por tanto de carbono Iabil para los microorganismos

del suelo, explicando la mayor respiracién en éstos.
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Figura II.15. Produccién de CO? por los microorganismos presentes en un kg de suelo C y
T sin enmendar y enmendados con AJ a las dosis de 5% (p/p) (S53, C5] y T5]) y 10%

(p/p) (S103, C10] y T10J).
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11.4.3.- Estudios con MCPA

Los estudios con MCPA se realizaron con los suelos S, C y T sin enmendar vy
enmendados al 10% (p/p). Se hicieron pruebas previas aplicando al suelo la dosis de 5% de
alperujo y no se obtuvieron diferencias significativas en la adsorcion de MCPA respecto al
suelo sin enmendar, por lo que los ensayos realizados con este herbicida se realizaron sélo

con la dosis de 10% (p/p) de alperujos.

11.4.3.1.- Estudios de adsorcién

Las isotermas de adsorcion de MCPA en los suelos S, C y T sin enmendar y
enmendados al 10% (p/p) con los alperujos de Jaén y de Mordn (S, S10J, S10M, C, C10J,
C10M, T, T10J y T10M) se muestran en la Figura I1.16., donde se representa graficamente
la cantidad de MCPA adsorbido (Cs, pumol kg'l) frente a las distintas concentraciones de
equilibrio (C., uM) de MCPA.

Las isotermas de adsorcidn de MCPA obtenidas se corresponden con el tipo L
segun la clasificacion de Giles et al (1960). Esto indica que la adsorcidon se ve afectada por
la concentracion del herbicida, al reflejar una alta afinidad relativa entre el soluto y el
adsorbente en la fase inicial de la curva, la cual se ve disminuida a medida que aumenta la
concentracion de herbicida en solucion y los sitios especificos de adsorcidn van siendo
ocupados.

Los correspondientes valores de los parametros de adsorcion tras ajustar las
isotermas de adsorcion a la ecuacion de Freundlich (Ecuacion 11.4), se presentan en la
Tabla II.7. El ajuste a la ecuacion de Freundlich es bueno en general (R2= 0.989-0.996), a
excepcioén del suelo arenoso sin enmendar (S) (R2=0.O97) Los coeficientes Kf nos permiten
comparar la capacidad de adsorcién de distintos sistemas adsorbato-adsorbente si las
condiciones experimentales y los valores de nf (coeficiente que indica la intensidad de la

adsorcidn) son similares entre ellos para los distintos suelos estudiados.
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Figura II.16. Isotermas de adsorcién de MCPA en los suelos S (arriba), C y
T(abajo) sin enmendar y enmendados con Al o AM al 10% (p/p) (S, S10J, S10M, C, C10J],
C10M, T, T10J, T10M).

Los suelos S, Cy T sin enmendar y enmendados muestran poca adsorcidn de
MCPA, presentando valores de Kf,4 entre 0.440 y 1.12. Esto coincide con los resultados
obtenidos por Hiller, (2009) en un estudio de adsorcion de MCPA en suelos agricolas sin
enmendar y enmendados con cenizas de maiz. Los suelos sin enmendar C y T, de mayor
contenido en CO y arcilla, mostraron coeficientes de adsorcidn (Kf,4) dos veces mayores
para MCPA respecto a S (Tabla 11.7.). Estos resultados estarian de acuerdo con los
obtenidos por Kah y Brown (2007), quienes encontraron baja adsorcién en suelos de
herbicidas de naturaleza acida como MCPA, la cual se veia aumentada en los casos de

menores pH y elevado contenido en CO.
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Tabla II.7. Coeficientes de adsorcidon de Freundlich para MCPA en los tres suelos
estudiados, sin enmendar (S, Cy T) y enmendados al 10% (p/p) con AJ (S103, C10],
T10J) y con AM (S10M, C10M, T10M).

R%as Kaas Nfags Kd25

s 0.097  0.440(0.118/1.69)*  0.591% 0.458** _ 1.00
S10J  0.924  0.438(0.294/0.652) 0.827+0.137  6.28
S10M  0.989 1.12(0.974/1.29) 0.915£0.053  3.14
T 0.916 0.828(0.602/1.14) 0.629+0.109  6.28
T10J 0994  0.628(0.563/0.701) 0.891£0.038  11.3
TiOM  0.949 0.767(0.578/1.02) 0.739+£0.098  8.27
c 0.996  0.898(0.840/0.961) 0.6264£0.023  6.73

C10J 0.996 1.04(0.959/1.14) 0.828+0.031 15.3
Ci0M 0.991 0.883(0.781/0.998) 0.814+0.054 12.1

*Los nimeros entre paréntesis son desviaciones estandar respecto a la media
**Los niumeros son medidas de nf £ desviacidon estandar.

MCPA es un herbicida de caracter acido, encontrandose en forma anidnica en la
solucion de los suelos a pH superiores a 3.07 (Hiller et al., 2009). La repulsion entre la
carga negativa de las moléculas de este herbicida y las cargas negativas de los coloides del
suelo explicaria su baja adsorcion (Hamarker y Thompson, 1972, Hiller et al., 2008; Paszko,
2009). El comportamiento en suelos de los acidos fenoxiacéticos, como MCPA, esta
gobernado por su estructura quimica. El grupo carboxilo (COOH) es el principalmente
responsable de su relativa actividad quimica y de las interacciones con las superficies
minerales. A pH habituales en suelos agricolas, éste grupo acido ionizado podria generar
una adsorcion significativa en los dxidos de hierro, cargados positivamente, favoreciendo
fuerzas der Van der Waals entre los anillos aromaticos de MCPA (lIglesias et al., 2009).
Como se puede observar en la Tabla Il.4., los valores de éxidos de hierro son similares
entre si y muy bajos en los 3 suelos. Por otro lado, el hecho de que los suelos estudiados
presentaran contenidos bajos en CO (Tabla I1.4.), junto con el bajo coeficiente de reparto
octanol-agua (Kow) que presenta MCPA (-0.81 a pH 7 y 20 2C), también contribuyen a su
alta afinidad por la fase acuosa del suelo y su baja adsorcién (Delgado Moreno et al.,
2007).

Al enmendar los suelos con AJ y AM no se observaron aumentos importantes de
la adsorcion de MCPA, excepto para el suelo S enmendado con AJ, que mostré mas del
doble de adsorcidn respecto al suelo sin enmendar (1.12 frente a 0.440). En el caso del

suelo T, no se observan diferencias significativas (T10J y T10M) en los suelos enmendados



respecto al original (Tabla I1.7.). Haberhauer et al. (2001) revelaron que un aumento en el
contenido en carbono del suelo no implicaba necesariamente un aumento en la adsorcién
de MCPA y que el numero de sitios de adsorcién para este herbicida y el contenido en
materia orgdnica del suelo dependian de la naturaleza de la MO que aportaba la
enmienda. Sin embargo se ha encontrado que MCPA puede llegar a presentar valores de
Kd de hasta 16.6 | kg'1 en suelos con 15% de MO (REF tomlin?), cuando en la mayoria de
los suelos agricolas mediterraneos, con valores de MO entre 1 y 5%, MCPA, los valores de
Kd estan entre 0.6-1 1 g™, coincidienco con nuestros resultados.

Debido a que los coeficientes nf de las isotermas no son iguales, para poder
comparar la adsorcion entre los diferentes suelos se ha calculado un coeficiente de
distribucion a la concentracion de equilibrio igual a 25uM (Kd,s) (Tabla 11.7.), que se
encuentra dentro del rango de concentraciones estudiadas para MCPA en las isotermas de
adsorcién (5, 10, 20, 40 y 50 puM). A concentraciones altas de MCPA, se observan
diferencias entre Iso tratamientos.

Los valores de Kd,s revelaron mayor adsorcion de MCPA en los suelos Cy T sin
enmendar. Estos suelos presentaban mayor contenido en CO, arcilla, componentes
coloidales del suelo, con gran superficie especifica, responsables en gran parte de la
adsorcién de plaguicidas. La mayor adsorcidn se dio en suelos enmendados con AJ (510J,
C10J Y T10J). Las diferencias en la adsorcion entre suelos enmendados con Al y AM, se
deben a diferencias en la calidad de la materia organica de estos residuos y no a su
cantidad. Como se ha visto en el apartado de caracterizacion de la MOS de los alperujos,
aunque el contenido en MO es menor en el caso de AJ (81%, respecto al 91% de AM), las
diferencias en la adsorcidon pueden deberse a que la materia organica de AJ estd mas
humificada, y por tanto posee mayor capacidad de adsorcion, que la de AM (Bolan et al,

2011).
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11.4.3.2.- Estudios de desorcion

En la Figura 11.7 se han representado las isotermas de adsorcidn-desorcidon de
MCPA en los suelos S, Cy T sin enmendar y enmendados al 10% (p/p) con los alperujos.
Los parametros de desorcidn se recogen en la Tabla 11.8. Esta tabla muestra que en general
el ajuste de la ecuacién de Freundlich no es bueno para los sistemas con baja capacidad de

adsorcién (S, S10M y C), que mostraron coeficientes de ajuste inferiores a R’=0.6.

Tabla II.8. Coeficientes de desorcion de Freundlich, porcentaje de desorcion (D) y

coeficiente de histéresis (H) para MCPA en los tres suelos estudiados, sin enmendar (S, C
y T) y enmendados 10% (p/p) con AJ (S10], C10], T10J) y con AM (S10M, C10M, T10M).

D H

(%) (%)

S 0.092 1.61(1.27/2.03) -0.355+0.789 86 60

S10J 0.898  0.748(0.299/1.87) 1.28+0.306 64 45

S10M 0.575 10.2(8.77/11.8) 0.272+0.052 23 29

T 0.908 4.10(3.54/4.72) 0.216+0.048 35 34

dees dees nfdes

T10J 0.949 4,28(1.80/2.93) 0.505+ 0.082 60 56
Ti10M 0.939 2.37(2.77/0.461) 1.20+0.826 50 162
C 0.436 11.3(9.69/13.1) -0.066+0.053 12 10

C10J 0.932 3.73(2.91/4.77) 0.443+0.084 53 53
C10M 0.988 0.244(0.188/0.318) 1.14+0.087 84 140

*Los nimeros entre paréntesis son desviaciones estandar respecto a la media
** | os nimeros son medidas de nf + desviacién estandar

Los valores de nfy.s fueron menores que los nf,qs para todos los suelos excepto
para S10J y C10M y T10M, lo que revela la presencia fenémenos de histéresis durante la
adsorcién-desorcidn, que también ha sido observado por Haberhauer et al. (2001) y por
Jensen et al. (2004). Los valores menores se encontraron para los suelos S y C sin
enmendar, pero teniendo en cuenta el coeficiente de ajuste tan bajo, no se puede concluir
gue exista ninguna tendencia clara en relacion al efecto que ejerce la enmienda sobre la
desorcion de MCPA. La adicidn de enmienda en los suelos se ha visto que aumenta la
adsorcion de MCPA a altas concentraciones en soluciéon para los suelos Cy T, y presenta
coeficientes de histéresis mayores que los suelos originales, lo cual parece indicar que si
bien la enmienda con alperujo aumenta la adsorcion de MCPA, ésta es mas reversible

(Tabla 11.8.). El aumento del COS en la solucidn tras la enmienda con alperujo podria ser la



causa de este resultado, ya que ésta podria favorecer la desorcién del herbicida retenido

en la fase sélida hacia la solucion.
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Figura 1II.17. Isotermas de adsorcién-desorcion (puntos negros vy azules,
respectivamente) de MCPA en los suelos S (columna figuras izquierda), C (columna del
centro) y T (columna derecha) sin enmendar y enmendados con AJ o AM al 10% (p/p) (S,
S10J, S10M, C, C10J, C10M, T, T103, T10M

11.4.3.3.- Estudios de disipacion

Segun Crespin et al (2001), los herbicidas del tipo de los fenoxiacidos como es
MCPA, pueden sufrir degradacion abidtica y/o degradacion microbioldgica en la solucion
del suelo. Aunque se sabe que los herbicidas fenoxiacidos como MCPA, pueden sufrir
degradacién abidtica como hidrdlisis de las sales o ésteres del herbicida, con la formacion
de los correspondientes aniones o fotodescomposicién por absorcion de luz UV (Crespin.,

2001).
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En la Figura 11.18. se muestran las curvas de disipacién de MCPA durante 118
dias de incubacidn a 24+1 °C y 40% de humedad en los suelos S, C y T sin enmendar y
enmendados con AJ y AM. En la Tabla 11.9. se muestran los valores de vida media en esos
suelos tras el ajuste de las curvas de disipacion a una cinética de primer orden con la

ecuacion 11.10, segun descrito en el apartado 11.3.4.3. en materiales y métodos.
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Figura II.18. Curvas de disipacion de MCPA en los suelos S, C y T sin
enmendar y enmendados con Al y AM a la dosis del 10% (p/p) (S10], C10], T10J, S10M,
C10M y T10M).

Cuando se comparan los tres suelos sin enmendar, Las vidas medias de los
suelos fueron menores en los suelos con mayor contenido en CO (Cy T) (Tabla I.7.), que
se explica por una mayor actividad bioldgica en estos suelos, consecuencia de un mayor
CO, que favorece la degradacion del herbicida mediante procesos bidticos. Esto se ha
observado en numerosos estudios con diversos plaguicidas (Walker y Welch., 1989; Nair y
Schnoor., 1994, Cox et al., 1999bmeter alguna referencia mas reciente) y corrobora los
resultados obtenidos por Juhler et al. (2008), los cuales indican que la degradacién de

MCPA sobre todo en los horizontes superficiales, esta directamente relacionada con la



microbiologia del suelo y el contenido en CO. Este mayor contenido en CO de los suelos
sin enmendar parece tener mds importancia en la degradacién de MCPA que el efecto
protector debido a la mayor adsorcion del herbicida en estos suelos (Tabla II.5.).

Tabla II.9. Vida media (T '2) y coeficientes de ajuste a una cinética de primer orden para

MCPA en los tres suelos estudiados, sin enmendar (S, Cy T) y enmendados al 10% (p/p)
con AJ (S10J3, C10J, T10J) y con AM (S10M, C10M, T10M).

SU:LO s S10J  S10M T T10] TiOM c C10J  C10M
105 274 31 149 23.3 110
Tw - - -
(121/93.6 (410/205 (25/40 (209/116 (26.9/20.6 (153/85.8
) ) ) ) ) )
R? 0.901 0'924 0.564  0.788 0'632 0.631 0.935 0'25 0.758

*Los nimeros entre paréntesis son desviaciones estandar respecto a la media
** | os nimeros son medidas de nf + desviacién estandar

Por el contrario, la adiciéon de los alperujos, a pesar de aumentar el CO del
suelo, aumentd la persistencia de MCPA en los suelos enmendados. Las curvas de
disipacién no se ajustan bien a la cinética de primer orden, como muestran los valores de
R* en la Tabla 1.9, especialmente en el caso de los suelos enmendados con Al, que
presentaron una mayor capacidad de adsorcidn de MCPA que AM, como se observo en los
estudios de adsorcion (Figura I1.6.). Sin embargo, cuando afiadimos una fuente exégena de
carbono (alperujo) al enmendar, el herbicida se vuelve mas persistente, coincidiendo con
los resultados obtenidos por Hiller et al., (2009). Esto se puede atribuir, por un lado, al
efecto protector que proporciona la mayor adsorcion de MCPA en estos suelos
enmendados (tal y como se puede ver en la Tabla I.7.), estando el herbicida menos
disponible para sufrir procesos de degradacion (Barriuso et al., 1997; Cox et al., 2000b),
pero también puede ser debido a que los microorganismos del suelo prefieran utilizar esta
materia organica (alperujo) como fuente de carbono, en lugar de degradar el herbicida
presente en la disolucién del suelo, aumentando su persistencia. La MOS del alperujo

parec ser una fuente de C mas facilmente accesible a los microorganismos del suelo.
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11.4.3.4.-Estudios de mineralizacion

Los resultados de mineralizaciéon del herbicida MCPA durante 42 dias de
incubacion a 24+1 °C y 40% de humedad en suelos sin enmendar y enmendados al 5% y
10% se presentan en la Figura 11.19. La adicion de alperujo redujo la mineralizacion del
herbicida en todos los suelos estudiados (Figura 11.8.), corroborando la alta persistencia de
MCPA en los estudios de disipacidn. La menor mineralizacién de MCPA pudo ser debido a
que la enmienda aporta carbono organico que resulta mas facilmente accesible para los
organismos del suelo que la fuente de carbono que constituye el herbicida, lo que reduce
la mineralizacién del mismo. Esto coincide con los resultados de Albarran et al., (2003) y
Cabrera et al., (2008), en sus estudios de mineralizacién de herbicidas del grupo de las

triazinas en suelos enmendados con alperujo.

100

-0 G
O~ S5)
g0 —*= S100

60

40

% MCPA Mineralizado

20 o
o
o
0 T ™ ™ ™
0 10 20 30 40 50

Tiempo (dias)

100 100
—0—=C =T
o C5J o= T5J]

80{ —e— Cl0J 804 —e— T10
o
=}
S
E 60 60
o
£
=
b 40 404
o
=
$ o

20 - o 20 o ~ >

o o
’2___—.———/ o e
0 0 T T
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Tiempo (dias)) Tiempo (dias)

Figura I1.19. Curvas de mineralizacion de MCPA en suelos.

11.4.3.5.- Estudios de lixiviacion
La curvas de elucidén relativas y acumuladas de MCPA en los suelos sin

enmendar y enmendados al 10% (p/p) con AJ y AM, se presentan en la Figura 11.20. Los



porcentajes totales de herbicida se muestran en la Figura 11.20, junto a las curvas
acumuladas.

La posicion del maximo relativo de las curvas se encuentra cerca de la unidad de
volumen de poro (Figura 11.20.), lo que era caracteristico de sistemas de baja adsorcién y
compuestos altamente moviles (Beck et al., 1993). Y los maximos relativos desplazados
hacia la derecha de un volumen de poro, son tipicos de sistemas de mayor capacidad de
adsorcidn. Las curvas relativas de lixiviacion muestran que, en los tres suelos utilizados,
MCPA comienza a lixiviar antes en los suelos sin enmendar, alcanzando el maximo de la
curva de elucién a menor volumen de poro que en los suelos enmendados (Figura 11.20),
reflejando que la adicién de AJ y AM retienen MCPA al aumentar adsorcion y retrasar con
ello la lixiviacidn en el sistema dinamico que constituye el perfil de la columna del suelo.
La asimetria de las curvas de elucidn, especialmente en los suelos enmendados, se debe a
gue no se alcanza el equilibrio en la adsorcién en los sistemas de suelo-columnas (Beck et
al., 1993) y a cambios en la porosidad del suelo tras la enmienda. Como hemos visto en el
apartado 11.4.2.1, la adicién de alperujo a los suelos aumenta el volumen de poros de
pequefio tamafio, favoreciendo la difusion del herbicida y retrasando el proceso de
lixiviacién.

Las cantidades maximas lixiviadas de los suelos sin enmendar como
enmendados fueron menores en el suelo C, suelo que mostrd los mayores Kf,4, a pesar de
que su contenido en CO era menor que el de T. Este suelo tiene un alto contenido en
arcilla (58 %) y un alto contenido en montmorillonita, a diferencia del otro suelo arcilloso
(T) (Tabla I1.5). Este alto contenido en montmorillonita, arcilla expansiva, puede dar lugar a
un movimiento mas lento del agua a través de la columna de suelo, favoreciendo los
procesos de degradacion, adsorcion y entrapamiento fisico (Pignatello y Xing, 1996).

Salvo en el suelo T, los porcentajes de MCPA eluidos (curvas de elucidn
acumuladas, Figura 11.20) eran mas bajos en los suelos sin enmendar, lo cual se puede
atribuir a la mayor persistencia de MCPA en suelos enmendados, como han puesto de
manifiesto los estudios de disipacion. En el suelo T, si bien MCPA empieza a lixiviar antes
en el suelo sin enmendar y el maximo tiene lugar a menor volumen de poro (Figura 11.10),

las cantidades lixiviadas son similares en el suelo enmendado con AM a las del suelo sin
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enmendar y mucho menores en el suelo enmendado con AJ, a pesar de la mayor
persistencia de MCPA en ambos suelos enmendados. Por el contrario, estan de acuerdo
con la mayor adsorcién de MCPA en suelos enmendados, especialmente en el suelo
enmendado con AJ. En este caso, hay un predominio de los procesos de adsorcién frente a
los de degradacion. En el suelo arcilloso C, debido a su mayor contenido en
montmorillonita, existe un mayor tiempo de contacto de forma que tanto los procesos de
adsorcién como los de degradacidn se pueden ver favorecidos. Los resultados obtenidos
con el suelo T estdn de acuerdo con los obtenidos por Cox et al. (1997) y Albarran et al.
(2004), los cuales encontraron también una reduccion en la lixiviacion al enmendar que
atribuyeron al aumento en la adsorcidn y a una disminucién de porosidad.

Una vez finalizado el experimento de lixiviacion, se realizé la extracciéon del
herbicida restante en el suelo de las columnas empaquetadas a mano segun la
metodologia descrita en el apartado 11.3.4.3. La columna de suelo extraida se dividié en 4
fragmentos correspondiendo a 4 profundidades de suelo (0-5,5-10,10-15 y 15-20 cm). No
se detectd MCPA en ninguno de los fragmentos de ningln suelo, por lo que podemos
asumir que todo el herbicida que no es lixiviado o se ha degradado o esta fuertemente
retenido por el suelo. Esto segundo es poco probable, como se ha visto en los resultados
de los experimentos de adsorcién-desorcion de MCPA, que revelaron la baja adsorcion y
alta reversibilidad de la misma para este herbicida. Como se ha discutido anteriormente,
esta mayor reversibilidad de la adsorcion puede deberse a una mayor afinidad del
herbicida hacia la MOS presente en solucidn. Se sabe que el COS constituye la fraccion de
Carbono labil, que actia como sustrato facilmente metabolizado por los microorganismos,
asi como reservorio a corto plazo de nutrientes para plantas Romero, 2005) y es indicativo
de la actividad potencial de microorganismos en suelos naturales y de cultivos. Las
moléculas de MCPA disueltas en esta fracciéon serian facilmente degradadas por los

microorganismos de la solucidn.
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11.4.3.6.- Bioensayo

Para comprobar que la eficiencia biolégica del herbicida MCPA no se ve
afectada por la adiciéon de enmienda al suelo, se llevé a cabo un bioensayo con semillas de
Lepidum sativum L., una planta sensible a la accion de MCPA.

En la Figura 1.21. se muestra la biomasa recogida de la planta al finalizar el
experimento y en la Figura 11.22. se muestra el estado de crecimiento Lepidum sativum L.
en las macetas por triplicado con los distintos tratamientos: Control (sin herbicida y sin
alperujo), MCPA (sélo herbicida), MCPA+AJ (suelo enmendado con MCPA+AJ) y AJ (suelo
enmendado con AJ), tras 20 dias de experimento. El suelo que se selecciond para estos
estudios fue el suelo Cy el alperujo AJ, ya que los mayores coeficientes de adsorcion se

encontraron para C10J (Tabla I1.7.).
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Figura II.21.Histograma de biomasa recolectada tras el estudio de bioensayo
con las macetas de Lepidum sativum tratadas con alperujo, con MCPA, por separado y en
combinacion y en macetas sin tratar (control).

En las macetas de tratamiento MCPA, no se encontrd germinacion de las
semillas tras 20 dias de estudio, confirmando la eficiencia de MCPA hacia ésta especie
(Figuras 11.21 y 11.22). La mayor adsorcién de MCPA en los suelos enmendados con AJ
indica que el herbicida se encuentra mas retenido por las particulas del suelo, sin
embargo, como se puede ver en la Figura 1.22, ésta mayor adsorcion no afecta a su
capacidad de actuar sobre la germinacion de Lepidum sativum L., cuyas semillas no
germinan en las macetas que fueron tratadas MCPA y AJ (MCPA +Al). Esto es indicativo de

que la adicién de alperujo no reduce la efectividad del herbicida sobre la planta sensible, si



bien, mejora las propiedades del suelo, como estructura, contenido de CO y actividad

microbiolégica.

Figura II1.22. Resultados del bioensayo con Lepidum sativum L. Efecto de la adicion de
alperujo sobre la fitotoxicidad de MCPA.
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11.4.4.- Estudios con S-metolacloro
Los estudios de adsorcion-desorcion, lixiviacion y disipacion con S-metolacloro se
realizaron, tal y como la metodologia detalla en el apartado 11.3.4.1, con los suelos S, Cy T
sin enmendar y enmendados tanto con AJ como con AM al 10% (p/p) como se hizo con

MCPA, y ademas al 5% (p/p) de enmienda.

11.4.4.1.- Estudios de adsorcion

Las isotermas de adsorcion de S-metolacloro en los suelos estudiados se
muestran en la Figura 11.23, donde se representa graficamente la cantidad de S-
metolacloro adsorbida (Cs, pmol kg'l) frente a las distintas concentraciones de equilibrio
(Ce, LM). Los correspondientes parametros de adsorcién se reflejan en la Tabla 11.10, tras
ajustar las isotermas a la ecuacion de Freundlich (Ecuacidn 11.4.). Debido a la variabilidad
en los valores de nf y con el objetivo de comparar la capacidad de adsorcion de los
distintos suelos, se calculé un coeficiente de distribucidn a la concentracion de equilibrio
igual a 10uM (Kg410), que se encuentra dentro del rango de concentraciones estudiadas
para S-metolacloro en las isotermas de adsorcion (5, 10, 20, 40 y 50 uM).

A diferencia de MCPA, la mayoria de las isotermas son tipo C (nf~ 1). Esto indica
que, en el rango de concentraciones estudiadas, la adsorcion no se ve afectada por la
concentracion del herbicida. Los suelos sin enmendar mostraron baja capacidad de
adsorcién de S-metolacloro, aunque mayor que para MCPA (Tablas 1.7 y 11.10). No se
encontraron diferencias significativas en la adsorcion entre los suelos Sy C, mientras que
el suelo T mostré ligeramente una mayor adsorcion. Los valores de Ky para S-metolacloro
no mostraron diferencias significativas en estos suelos sin enmendar (Tabla 11.10).

Los suelos enmendados mostraron un aumento claro en la adsorcién de S-
metolacloro a diferencia de lo encontrado con MCPA. S-metolacloro es un herbicida cuya
capacidad de adsorcién a los suelos se afecta en general, por la presencia componentes
coloidales del mismo, tanto inorganicos (minerales de arcilla) como organicos (CO), tal y
como se ha confirmado en estudios previos con el producto racémico metolacloro y con S-

metolacloro (Torrents y Jayasundera., 1997; Weber et al., 2003; Shaner et al., 2006).



Tabla II.10. Coeficientes de adsorcidon de Freundlich para S-metolacloro en los tres suelos
estudiados, sin enmendar (S, Cy T) y enmendados al 5% y 10% (p/p) con AJ (S5], S10J,
C5J, C10J, T53, T10J) y con AM (S5M, S10M, C5M C10M, T5M, T10M).

Rzads I(fads nfads Kd 10

S 0.993 1.00(0.871/1.14) 1.05£0.052 12.2+1.12
S5] 0.979 2.33(2.01/2.78) 1.12+0.032 10.9+1.46
$10J 0.959 7.59(6.30/9.13)  0.973+0.115 16.9+2.03
S5M 0.994 1.84(1.25/2.19) 1.09+0.098 10.2+1.3
S10M 0.979 5.38(5.62/6.254) 1.03+0.085 15.9+2.51

C 0.964 1.13(0.832/1.54) 1.10£0.122 13.7+1.84
C5J 0.978 1.15(0.92/1.43) 1.00+0.102 16.1+£2.2
C10J 0.987 7.68(6.01/8.69) 1.39+0.287  41.0+6.53
C5M 0.992 2.59(2.06/2.89) 1.12+0.083 15.2+1.86
Ci0M 0.984 10(9.05/11.05) 1.05+£0.053 16.7£2.13

T 0.987 1.57(1.32/1.84)  1.05+0.068 12.9+1.41
T5] 0.991 2.68(2.44/3.04) 1.14+0.123 11.9+1.79
T10J 0.934 3.85(2.77/5.35)  1.28+0.196  22.9+3.14
T5M 0.987 3.05(2.72/3.68) 1.09+0.158 11.5+£2.13
T1OM 0.975 5.85(4.97/6.88)  1.03+0.095 16.6+2.71

*Los niimeros entre paréntesis son desviaciones estandar respecto a la media
** Los numeros son medidas de nf + desviacién estandar

Este aumento es mas intenso a dosis mas altas de alperujo, revelando que en
estos suelos el componente orgdnico es mas importante para la adsorcion de S-
metolacloro en este proceso, que el componente inorganico. El estudio de Weber et al.
(2003), donde se compara la adsorcion y movilidad del producto racémico metolacloro en
5 suelos procedentes del sur de Inglaterra, revela mds alta correlacion de estos
componentes organicos del suelo con la adsorcion de metolacloro respecto a los
componentes inorganicos.

La valores mas altos de adsorcion se dan al enmendar con AJ, alperujo de mayor
indice de humificacion, al 10% (p/p) en el suelo arenoso, mientras que fue la adicion del
alperujo de Morén la que mas aumento la adsorcion en Cy T (Tabla 11.10.). Sin embargo, a
altas concentraciones del herbicida (Kg10), es AJ, la enmienda que mayor adsorcién
produce en los tres suelos usados (Tabla 11.10.) al igual que ocurre para MCPA (Kd25; Tabla

I1.7). Esta diferente adsorcidon en suelos enmendados con alperujos de contenido en CO
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similar (81 y 91%), pone de manifiesto, al igual que en el caso de MCPA, la importancia de
la naturaleza de la materia orgdnica exdgena (Cox et al., 1995 y 2000). El distinto grado de
asociacion de la materia organica con los componentes coloidales del suelo, lo que
depende de tanto las propiedades de las enmiendas como de la naturaleza coloidal del

suelo (Celis et al., 1999; Cox et al., 2000b), también puede influir en las diferencias en la
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Figura II.23. Isotermas de adsorcién de S-metolacloro en los suelos S (arriba), C y
T(abajo) sin enmendar y enmendados con AJ o AM al 5% y 10% (p/p) (S, S5J3, S10], S5M,
S10M, C, C5]3, C10J, C5M, C10M, T, T53, T10J, T5M, T10M).



11.4.4.2.- Estudios de desorcion
En la Figura 11.24. se han representado las isotermas de adsorcién-desorcion de
S-metolacloro en los suelos S, Cy T sin enmendar y enmendados con Al y AM al 5% y 10%

(p/p). Los pardmetros de desorcion se recogen en la Tabla 11.11.
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Figura 11.24. Isotermas de adsorcién y desorcion de S-metolacloro en los suelos S,
Cy Tsin enmendar y enmendados al 5% y 10% con Al y AM.
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Esta tabla muestra que en general, el ajuste de la ecuacién de Freundlich es
mejor que el obtenido para el herbicida MCPA (Tabla I1.6.). La desorcién de S-metolacloro
de los suelos no es reversible para los suelos S y T, que mostraron coeficientes de
adsorcidn ngqs mayores que los nges lo cual es indicativo de fendmenos de histéresis
(Seybold y Merseil, 1996), mostrando coeficientes de histéresis mayores en los suelos
enmendados respecto a los sin enmendar. En el caso del suelo C ocurridé al contrario,
encontrandose valores de ng.s mayores que ngys a excepcién de C5J, C10J y C5M (Tabla
I1.11). Estos resultados no coinciden con los obtenidos por Cox et al., (1997) y Koskinen et
al., (2006), que encontraron mayores valores de H en sistemas altamente adsorbentes, y
puede ser debido a la diferente capacidad adsorbente de la materia organica del sueloy a
la materia organica exdgena. A diferencia de MCPA, la adicidn de enmienda a los suelos no
favorece la desorcién de S-metolacloro hacia la solucidn del suelo.

Tabla II.11. Coeficientes de desorcidon de Freundlich, el porcentaje de desorcién (D), y el
coeficiente de histéresis (H) para S-metolacloro en los tres suelos estudiados, sin

enmendar (S, Cy T) y enmendados al 10% (p/p) con Al (S5], S10J, C53, C10], T5J, T10J)
y con AM (S5M, S10M, C5M C10M, T5M, T10M)

R%ges Kfges Nfges %D  %H

S 0.976 6.98(6.05/8.05) 0.465+0.051 48.3 44.5
S5] 0.989 6.08(6.18/7.20) 0.680+0.111 44.2 55.5
S10J 0.987 15.2(13.7/16.9) 0.619+0.049 39.6 63.6
S5M 0.991 8.2(7.76/8.84) 0.496+0.085 20.4 46.1
S10M 0.960 20.6(17.5/24.4) 0.489+0.070 21.5 47.6

C 0.999 0.996(0.952/1.04) 1.12+0.016  66.7 102
C5J 0.987 4.25(3.15/5.21) 1.02+0.026 42.9 68.3
C10J 0.987 14.9(13.3/16.6) 1.03+0.036  28.1 39.7
C5M 0.993 16.9(16.1/17.2) 1.11+0.236  38.2 82.7
CiO0M 0.975 4.42(3.51/5.82) 1.08+0.122 38.5 131

T 0.981 4.98(5.75/6.36) 0.692+0.051 50.9 65.6
T5J 0.989 6.45(5.65/6.96) 0.895+0.121 35.1 82.5
T10J 0.992 7.61(6.93/8.35) 0.934+0.041 30.9 73
T5M 0.999 8.28(8.02/8.49) 0.982+0.062 45.2 74.1

T10M 0.996 9.61(8.80/10.5) 0.820+0.038 30.8 79.4




11.4.4.3.- Estudios de disipacion

En la Figura I1.25 se muestran las curvas de disipacidn de s-metolacloro tras 135
dias de incubacion a 24+1 °C y 40% de humedad en los suelos sin enmendar vy
enmendados. En la Tabla 11.12. se muestran los valores de vida media (T;;,) de S-
metolacloro en esos suelos tras el ajuste de las curvas de disipacion a una cinética de
primer orden.

La persistencia de S-metolacloro en los suelos se ve afectada por la actividad
microbiana asi como por la naturaleza e intensidad de las interacciones entre el herbicida
y las particulas del suelo (Pignatello et al., 1991; Shaner et al., 2006). En este estudio, al
igual que MCPA, S-metolacloro mostré menor persistencia en los tres suelos estudiados
sin enmendar, (Fig.Il.15). La baja capacidad de adsorcion de estos suelos sin enmendar
favorece que el herbicida en solucion se encuentre mas disponible para los procesos de
degradacidn. Por el contrario, no se encontraron diferencias significativas en la vida media
del herbicida entre los 3 suelos sin enmendar. Los tres suelos mostraron vidas medias
similares a las encontradas en los estudios de O’Connell et al. (1998) y por Shaner et al.
(2006).

La adicién de enmienda produjo un aumento importante en la persistencia del
herbicida en los tres suelos, siendo mayor a la dosis mas alta de enmienda No fue posible
calcular las vidas medias de S-metolacloro en los suelos S10M, T10M, C10J y C10M, ya que
su disipacion no se ajustaba a la cinética de primer orden (Tabla 11.12). Por el contrario a
MCPA, no se observan diferencias significativas en la persistencia de s-metolacloro entre

los dos tipos de enmienda.
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Tabla II.12. Vida media (T '2) y coeficientes de ajuste a una cinética de primer orden
para S-metolacloro en los tres suelos estudiados, sin enmendar (S, Cy T) y enmendados
al 5% y 10% (p/p) con AJ (S10], S5J, C10], C5J T10J) y con AM (S10M, S5M, C10M, C5M,

T10M).

S5 S1 T10 T1 C1 C5 C1

S S5] S10]) M oM T T5]1 3 T5M oM (o] C5] 03 M oM
31 67 149 71 19 39 47 158 21 41 58

T: _ _ _

/2 24/ (59/ (128/ (62/ (11/ (29/ (38/ (112/ (16/ (36/ 42/
39) 76) 162) 89) 29) 46) 59) 187) 32) 48) 71)

R 0.9 0.9 0.9 0.7 0.9 0.9 0.9 0.5 0.9 0.9 0.6 0.9 0.5

2 88 79 0.797 11 99 48 78 68 0.766 68 86 91 79 89 99

*Los nimeros entre paréntesis son desviaciones estandar respecto a la media
** | os nimeros son medidas de nf + desviacién estandar
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Figura I1.25. Curvas de disipacion de S-metolacloro en los suelos S, C y T sin
enmendar y enmendados con Al y AM a la dosis del 5% y 10% (p/p) AJ (S10], S5J, C10],
C5]JT10J) y con AM (S10M, S5M, C10M, C5M, T10M).



11.4.4.4.- Estudios de lixiviacion

En la Figura 11.26 se muestran las curvas de elucion relativas y acumuladas de S-
metolacloro en los suelos sin enmendar y enmendados con Al y AM al 5% y 10% (p/p).

Las curvas de lixiviacion relativas para S-metolacloro corroboran que la retenciéon
del mismo por los suelos es mas intensa que la encontrada para el herbicida anidnico
MCPA, tanto en los suelos sin enmendar, como en los enmendados (Figuras 11.10 y 11.26.).
En caso de los suelos sin enmendar, las diferencias entre el suelo S y los suelos Cy T son
mucho mayores que para MCPA. Esto es debido al mayor contenido en materia organica y
arcilla. componentes determinante en la adsorcidn de este herbicida en suelos (Shaner et
al., 2006). La incorporacién de la MO de la enmienda potencid esta retencion, como
revelan las curvas de elucidn de los suelos emendados (Figura 11.26).

La curva de elucion de S-metolacloro en el suelo arenoso (S) es mas simétrica que
la de los suelos C y T, mostrando un maximo relativo mucho mayor (Figura 11.26). Esto se
puede explicar por la menor capacidad de adsorcidon de S-metolacloro que se encontrd en
este suelo, por tanto menor retencion del herbicida, respecto a los otros dos suelos
(Figura 11.26).

La adicién de alperujo a los suelos retrasé de la lixiviacion de S-metolacloro
respecto a los suelos originales, siendo el efecto mucho mas intenso para los suelos Cy T,
gue mostraron my reducidos maximos relativos y similares entre si, Sin embargo T5J que
no mostré diferencias significativas en los valores de Kfads con el suelo T5M, mostro,
lixiviacion aunque reducida, revelando la diferente capacidad de interaccionar con el
herbicida de la MO de los dos alperujos (Figura 11.26).

Al contrario de lo encontrado para MCPA en los suelos S y C, con menores
porcentajes acumulados en los lixiviados de los suelos sin enmendar, respecto a los
enmendados, lo que se atribuyd a la menor adsorcion del herbicida en estos sistemas y
por ello, una mayor exposicion a fendmenos de disipacién, (Figura 11.20), los porcentajes
totales acumulados de S-metolacloro en los suelos originales fueron mas altos que los
suelos enmendados, a excepcion del suelo S.

Los procesos de lixiviacion se pueden ver afectados por diversos factores, entre

ellos la naturaleza del herbicida, la presencia y calidad del CO o del COS y la porosidad del
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suelo, como factores mas determinantes. Los resultados del estudio de lixiviacion con S-
metolacloro revelan que el factor mas determinante en la retencién y lixiviacion de este
herbicida lo constituyé el contenido en CO, y no la porosidad del suelo, ya que el aumento
de volumen de poro obtenido al enmendar los suelos (Tablall.5 y Figura 11.4) no se tradujo
en un aumento en la lixiviacion, sino que al contrario, S-metolacloro se retenia
fuertemente reduciendo la lixiviacion e incluso a veces, impidiéndola por completo, como
ocurre en los suelos C10M, T5M y T10M.

Tras 50 dias de estudio de movilidad en columnas del herbicida, se extrajo el
herbicida retenido en el suelo dividiéndose la columna en 4 fragmentos de 4
profundidades (0-5, 5-10, 10-15 y 15-20 cm). El porcentaje extraido de S-metolacloro a
distintas profundidades, se recoge en el grafico de barras horizontales que describe la

).

Por el contrario de lo observado con MCPA, S-metolacloro si se encontro
herbicida retenido en las columnas de suelo (Figura 11.27). La alta capacidad de adsorcidon
de S-metolacloro por los suelos, sobre todo, los enmendados y se tradujo en una gran
presencia del herbicida en los extractos de estos suelos, que no fue degradado durante los
50 dias de estudio. En el suelo con menor capacidad de retencidn y menor persistencia (S),
no se extrajo herbicida ( ). Los suelos S enmendados retuvieron mas herbicida
cuanto mas capacidad de adsorcion presentaban, es decir, mas en los suelos enmendados
al 10% con AJ y AM (Figura y Tabla 11.12). Del suelo C10M tampoco se extrajo herbicida
(Figura 11.27.) lo que se puede atribuid su alta adsorcién. Sin embargo, al enmendar al 5%,
que la adsorcidn es menos intensa (Tabla 11.12), se recuperé un 8 y 20% de herbicida en los

suelos enmendados con AJ y AM, respectivamente.
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Figura II.26. Curvas relativas de lixiviacidn (izquierda) y acumuladas
(derecha) para S-metolacloro en los suelos sin enmendar (S, Cy T) y enmendados al 5%
y 10% (p/p) con AJ (S10J, S5J, C10J, C5J T10J) y con AM (S10M, S5M, C10M, C5M,

T10M).
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11.4.4.5.- Bioensayo

Se realizd un bioensayo para comprobar si la eficacia del herbicida S-metolacloro
sobre la mala hierba Ray grass se veia afectada negativamente por la presencia de
alperujo y de herbicida en el suelo.

Al igual que ocurre para MCPA, la eficacia de S-metolacloro frente a la hierba, no
se reduce en el suelo enmendado C10J. A diferencia de MCPA que no mostré una alta
adsorcidn al suelo, y por ello la posible reduccion de su eficacia frente a la mala hierba era
baja, S-metolacloro mostré una alta capacidad de ser retenido por el suelo enmendado
(Kd10=41). No obstante, en el suelo C10J, a pesar de de la alta adsorcién encontrada, no
se encontrd germinacion de las semillas en las macetas con suelo C10J, lo que revela no
existe un efecto negativo sobre la actividad del herbicida. Ademas, y al igual que ocurrié
para MCPA, las macetas con suelo enmendado y sin herbicida, no mostraron efecto
fitotoxico por la adicién de alperujo (Figura 11.18), mostrando cantidades de biomasa

similares entre el tratamiento Control y AJ (Figuras 11.28 y 11.19).
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Figura II.28. Histograma para la biomasa de Ray grass crecida tras 20 dias de ensayo en
laboratorio para los tratamientos Control, alperujo, S-metolacloro+alperujo y S-
metolacloro

Figura II1.29. Estado de las macetas de Ray grass crecidas tras X dias de ensayo en
laboratorio para los tratamientos Control, alperujo, S-metolacloro+alperujo y S-
metolacloro
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11.5.CONCLUSIONES
Aunque los residuos de almazara mostraron similares contenidos en carbono
organico, los estudios de espectroscopia de fluorescencia y de infrarrojos revelaron
diferencias en la fraccion soluble del mismo, y distinto grado de humificacion y
compostaje. Los resultados revelan un diferente efecto de los alperujos sobre el
comportamiento de MCPA y S-metolacloro, reduciendo la lixiviacidn, disipacion e
incrementando la adsorcion en general a los suelos para el segundo, pero no para

MCPA.
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Capitulo lll. Efecto de residuos organicos transformados y
no transformados en suelo sobre el comportamiento
de bentazona y S-metolacloro. Estudios de adsorcion-

desorcion, disipacion, mineralizacion, lixiviacion,
actividad deshidrogenasa






111.1.-INTRODUCCION

La materia organica del suelo constituye un complejo y dindmico sistema
sometido a cambios temporales y espaciales, que se ve afectado por factores bidticos y
abidticos. La naturaleza fisico-quimica de la materia organica del suelo depende por ello
de la entrada de biomasa al sistema, de la historia agricola del suelo (Alleto et al., 2010;
Schnitzner y Monreal., 2011), de la composicion de la matriz mineral del mismo, la
climatologia, la abundancia de agua, la profundidad del perfil del suelo, la microflora,
microfauna y de la mesofauna que habitan el suelo (Pignatello, 2012).

La evolucidon y transformacion de la materia orgdnica (MO) en los suelos
enmendados, debido fundamentalmente a las condiciones climaticas, juega un papel muy
importante en la determinacion de su capacidad de interaccionar con compuestos
orgdanicos (Cox et al., 2004; Barriuso et al., 2011). Algunos estudios han investigado el
comportamiento de plaguicidas en suelos enmendados con alperujo y/o orujo (Lopez-
Pifieiro et al., 2006 y 2008a y b; Albarran et al., 2004; Cabrera et al., 2008 y 2010), pero
existen pocos bajo condiciones de campo y que evallen el efecto de la transformacién de
la MO del suelo en el comportamiento de plaguicidas (Cabrera et al., 2009; Cafiero et al.,
2012).

Ya en el Capitulo | se menciona la fraccién organica de los suelos como
componente determinante para algunos plaguicidas en los procesos de adsorcidn-
desorcién en los suelos. Existen estudios que ponen de manifiesto que la composicion
coloidal del suelo condiciona fuertemente el grado de adsorcién de la MO soluble exdgena
que aportan los residuos, asi como las interacciones que se daran lugar entre los
plaguicidas y las particulas del suelo. Las interacciones entre la MO del suelo y la
procedente de los residuos va a depender de su estructura quimica y por tanto el origen
de la misma (Schnitzner y Monreal., 2011).

Bentazona (2, 2-diéxido de 3-isopropil-(1H)-2, 1, 3-benzotiazidin-4(3H)-ona) es
uno de los herbicidas mas ampliamente usados en agricultura para el control de malas
hierbas en cultivos de maiz, arroz y otros cultivos intensivos (Li et al., 2003; Liu et al.,
2011). Debido a su baja capacidad de adsorcién en suelos y, por tanto, su alta movilidad
en ellos, presenta alto riesgo de lixiviacion hacia aguas subterraneas (Lagana et al., 2002;

Dousset et al., 2004) es frecuentemente detectado en aguas superficiales y subterraneas a
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concentraciones superiores a las establecidas por la UE. Loos et al. (2010) encontraron
qgue bentazona constituia un serio problema de contaminacién en términos de frecuencia
de deteccidn y concentraciones maximas en aguas subterraneas en 23 paises europeos
estudiados. En Alemania en particular, es uno de los plaguicidas que mas problemas causa
en la gestién de aguas potables. En Espafia, Kuster et al. (2008) demostraron que
bentazona era uno de los contaminantes mas importantes en muchas regiones de Espaia

sometidas a practicas de manejo agricola intensivas.



111.2.-OBJETIVOS

El objetivo general de este estudio ha sido evaluar el impacto que la adicién de
dos residuos de almazara (alperujo y orujo) transformados tras 9 afios de aplicaciones
sucesivas y de residuos no transformados (frescos), tienen sobre las propiedades fisico-
guimicas de suelo de olivar y sobre los procesos que regulan el comportamiento de los

herbicidas bentazona y S-metolacloro.

11.3.-MATERIALES Y METODOS

111.3.1.-Herbicidas

111.3.1.1.-Bentazona

Bentazona es un herbicida que pertenece a la familia de las benzotiadiazinonas.
Presenta un peso molecular de 240.3 gmol'1 y su solubilidad en agua es de 570 mg I"a pH
7 y a 22 °C. Es un acido débil con pKa=3.2 (Boivin et al., 2005) que se encuentra en la
solucién del suelo fundamentalmente en forma anidnica. El producto técnico (pureza del
98 %) usado para los estudios de adsorcidon-desorcion, disipacion, mineralizacion y
lixiviaciéon fue proporcionado por BASF (Limburgerhof, Alemania). Los estudios de
mineralizacién se realizaron usando C'*-bentazona marcada en el carbono del grupo
carbonilo, con actividad especifica de 6.8 MBq mg'1 y proporcionado por 1ZOTOP
(Budapest, Hungria).

Bentazona es un herbicida selectivo de contacto, de absorciéon por las hojas.
Actla en postemergencia sobre monocotiledoneas no gramineas y dicotiledéneas
inhibiendo la actividad fotosintética en el fotosistema Il (PSII). Se degrada principalmente
por hidroxilacién en suelo y en plantas se metaboliza rdpidamente a derivados de

antranilico.

Figura III.1. Estructura quimica tridimensional de la molécula de bentazona.
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111.3.1.2.-S-metolacloro
Las propiedades fisicas y quimicas de S-metolacloro ya han sido descritas en el

apartado 11.3.1.2 del Capitulo II.

111.3.1.3.-Método de analisis de herbicidas

Las muestras de C**-bentazona y S-metolacloro se analizaron usando HPLC y en
las mismas condiciones descritas en el apartado 11.3.1.3. del Capitulo II. El sistema de
elucién fue una mezcla 40:60 v/v acetonitrilo/ H3;PO, al 0.25% (pH= 2.8) y mezcla
Acetonitrilo y agua Mili-Q en una proporcion 55:45 (v/v), respectivamente. Las muestras

de bentazona C' se analizaron por LSC, como en el caso de MCPA en el apartado 11.3.1.3.

111.3.2.-Residuos orgdnicos y suelo

Se usaron dos residuos organicos subproductos obtenidos del proceso de
centrifugacién en dos fases de la obtencidn de aceite de oliva: un alperujo (OW) resultado
de la extraccion en dos fases con agua y proporcionado por la empresa Olidal en
Portalegre (Portugal), y un orujo (DW) resultado del tratamiento del aceite de oliva
producido en la centrifugacion en dos fases con hexano seguido de una posterior
destilacion para obtener un aceite de oliva de segunda extraccidon que fue suministrado
por UCASUL, empresa localizada en Beja (Portugal).

Se selecciond un suelo procedente de una granja experimental de la INIAP
(Instituto Nacional de Investigacidon Agraria y Pesquera) en Elvas, Portugal (38253’ N;
799’W; 290 msnm). Para este estudio se seleccionaron 15 parcelas de un olivar de 14x15m
de superficie distribuidas al azar (Figura Il.2.) que habian sido tratadas durante 9 afios de
la siguiente manera: tres de ellas con alperujo a la dosis de 30 Mg ha™ y afo, otras tres
parcelas con 60 Mg ha™ (OW30 y OW60) (equivalente a 0.62 y 1.24%, respectivamente), e
igualmente otras seis parcelas con orujo a las dosis de 24 y 54 Mg ha™ y afio (DW27 y
DW54) (equivalente a 0.56 y 1.12%, respectivamente). Tres parcelas permanecieron sin
enmendar y constituyeron las parcelas control a lo largo del estudio (S). Los residuos
fueron aplicados manualmente cada febrero a lo largo de un periodo de 9 afos,
distribuyéndose por la superficie del suelo, tras lo que se realizd un arado con el fin de

homogeneizarlo sobre la superficie del suelo. Tras el tratamiento, se recogieron muestras



de los primeros 25 cm de profundidad en cada parcela tras 20 meses de la ultima

aplicacion de los residuos.

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Ow30
B OW60

wone =

Figura III.2. Distribucion al azar de las parcelas experimentales de la granja de INIAP.

Abajo a la izquierda se muestra una parcela experimental individual, que se encuentra
dividida en diferentes subparcelas de 3 x 4 olivos, de entre los cuales se seleccionan como
puntos de muestreo los dos arboles que quedan en el centro de la misma (en rojo),
previniendo de este modo el posible efecto borde o deriva que pudiera ocasionarse en el

muestreo.

Con el objeto de comparar el comportamiento de los herbicidas bentazona y S-
metolacloro en estos suelos en presencia de residuos orgdanicos transformados (suelos
enmendados bajo condiciones de campo durante 9 afios) y de residuos organicos frescos,
se recolectaron muestras de suelo sin enmendar (S) que se secaron a temperatura
ambiente, y la fraccion menor de 2 mm fue enmendada bajo condiciones de laboratorio
con los mismos residuos, OW y DW a las dosis de 5y 10 % (p/p) (OW5, OW10, DWS5 y
DW10) y almacenada a 49C hasta su uso. La cantidad total de residuo afiadida al campo
tras los 9 afios de tratamiento es similar a aquella recibida por los suelos enmendados en

laboratorio.

157



111.3.3.-Andlisis de residuos orgdnicos y suelo

La textura del suelo (20% arcilla, 20% limo y 60% arena) fue determinada por
sedimentacion usando el método de la pipeta (Gee y Bauder, 1982). El suelo es un Luvisol
Cutanico (ISSS-ISRIC. FAO, 1994), ampliamente distribuido en el area mediterranea. El
contenido en carbono organico total (COT) de los suelos y los residuos fue determinado
por oxidacidn con dicromato segiin Nelson y Sommers (1982) y el pH fue medido en una
relacién 1:1 (p/v) suelo/ agua y 1:5 (p/v) residuo/agua, usando un electrodo combinado.
La conductividad eléctrica (CE) fue medida en un extracto saturado para el suelo (US
Salinity Laboratory Staff, 1954) y en una relacion 1:10 (p/v) de una mezcla DW/OW y agua.
El carbono organico soluble (COS) de los suelos y los residuos fue determinado en una
solucion con agua destilada a la relacion 3:1 (agua/suelo) y 100:1 (agua/OW y agua/DW) y
los extractos fueron medidos con un espectrofotémetro de absorbancia Shimadzu TOC-V
sch. Los acidos humicos y fulvicos (AH y AF, respectivamente) fueron extraidos de los
suelos y residuos con una solucién 0.1 M de Na,P,0; + NaOH usando una relacién 10:1
(extractante/muestra suelo o residuo). Para precipitar los dcidos himicos el sobrenadante
se acidificé hasta pH 2 con H,SO, 1M. El COS y el COT asociados con cada fraccién de AH y
AF (CAH y CAF, respectivamente) fueron determinados por oxidacién dicromatica y
medida su absorbancia a 590 nm (Sims y Haby, 1971). El grado de Polimerizacién (GP) de
los suelos fue calculado como la relacion entre CAH/CAF. La lignina fue determinada
usando el método descrito por Goering y Van Shoest, (1970). Asimismo, se realizd6 un
estudio sobre las propiedades superficiales de los suelos siguiendo la metodologia descrita
en el apartado 11.3.3.2.

Las propiedades fisico-quimicas del suelo sin enmendar (S) y los suelos
enmendados con alperujo y orujo bajo condiciones de campo (OW30, OW60, DW27 y
DWS54) y bajo condiciones de laboratorio (OW5, OW10, DW5 y DW10) y para los residuos
(OW y DW) se muestran en la Tabla IIl.1.

Se separd la fraccion arcilla del suelo (fraccidon de tamafio de particula < 2um) por
sedimentacion, tras una eliminacidon previa de carbonatos con acetato/acético (pH=5)
(Jackson, 1975). La mineralogia de la fraccién arcilla se determiné por difraccién de Rayos
X sobre agregados orientados saturados en Mg2+ y K tratados con etilenglicol y calcinadas

a 5009C, respectivamente (Brown, 1961).



Se monitorizé la respiracion basal (la produccidn de CO, por parte de organismos
vivos del suelo) durante 42 dias en los suelos frescos sin enmendar y enmendados con OW
y DW en campo (OW30, OW60, DW27 and DW54), y en laboratorio (OW5, OW10, DW5

and DW10). La metodologia se recoge en el apartado 11.3.3.5 del Capitulo II.

111.3.4.-Estudios de laboratorio
111.3.4.1.-Estudios de adsorcidn-desorcion

Duplicados de 5 g de suelo sin enmendar y enmendados con OW y DW (OW30,
OwWe60, DW27, DW54, OW5, OW10, DW5 y DW10) fueron tratados con 10 ml de
soluciones iniciales conocidas (C) de bentazona (0.05. 0.1, 0.5, 1, y 1.5 mM) y S-
metolacloro (5, 10, 20, 40, 50 uM). Las muestras se trataron y se analizaron siguiendo las

metodologias descritas en los apartados 11.3.4.1. y 11.3.1.2. del Capitulo II.

111.3.4.2. Estudios de disipacion-mineralizacion-actividad dehidrogenasa

Los estudios de disipacién se realizaron para ambos herbicidas, pero la
mineralizacion soélo se determind para C"-bentazona, ya que no se disponia de producto
marcado S-metolacloro. Para los estudios de disipacién-mineralizacion de bentazona se
usaron matraces biométricos que contenian 25 g de suelo sin enmendar (S), los suelos
enmendados con OW y DW en el campo durante 9 afios (OW30, OW60, DW27 y DW54) y
de los suelos enmendados en el laboratorio (OW5, OW10, DW5 y DW10). El suelo fue
incubado durante 42 dias a 24 +1 2Cy al 40 % de capacidad maxima de retencién de agua
del suelo. El peso de los matraces se controlaba semanalmente y en caso de pérdida, se
ajustaba al peso inicial con agua destilada, con el fin de mantener constante la humedad
durante todo el experimento.

Los suelos que iban a ser extraidos en tiempo 0, 4 y 42 dias fueron tratados con
una disolucién de C*-bentazona hasta alcanzar una concentracion equivalente 2.2 kg ha™,
mientras que los suelos extraidos en los tiempos 7, 14 y 28 dias, fueron tratados, ademas,
con C"-bentazona hasta alcanzar una concentracion de 92.5 qu'l. En todos los tiempos
de muestreo se extraia la bentazona contenida en los 25 g de suelo con 50 ml de una

disolucién mezcla de acetonitrilo/0.25% H3PO, (pH= 2.8) (v/v) en la proporcién 40:60,
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agitando mecanicamente a 20+2°C durante 24h. Las suspensiones se trataron y se
analizaron como en los apartados 11.3.4.1. y 11.3.1.2. del Capitulo Il.

Para monitorizar la mineralizacidon de bentazona, se deposité 1 ml de NaOH 1 N
en el brazo del matraz biométrico, que actuaria como trampa de CO, producido en la
mineralizacion. Al igual que en el apartado 11.3.4.4 el mililitro de NaOH se recogia y
reemplazaba semanalmente por una nueva disolucion de NaOH y se analizaba por
contador de centelleo (LSC).

Tras la extraccidén de bentazona de los suelos de los matraces con C14-bentazona,
se dejé secar y molid el suelo contenido en los tubos de centrifuga, en un mortero de
Agata. Un gramo de este suelo se sometié a combustién a 9002C usando un oxidizador
Harvey OX-500. El c" liberado tras la combustién fue atrapado por un liquido Harvey’s c*
cocktail, que actiia como trampa de carbono y fue analizado por contador de centelleo
(LSC).

Se monitorizo la actividad deshidrogenasa (ADH) en los suelos sin enmendar y
enmendados en presencia de S-metolacloro. Se determiné usando el método de Trevors
(1984) modificado por Garcia et al., (1993). Para ello se incubd un gramo de suelo (por
triplicado) durante 20 h en oscuridad en presencia de 0.2ml del sustrato 2-p-iodofenil-3 p-
nitrofenil-5 cloruro de tetrazolio (INT) (0.4%). El producto formado: formazan
iodonitrotetazolio (IF) se extrajo con 10 ml de metanol y se midi6 la absorbancia de la

solucién a 490 nm.

111.3.4.3.-Estudios de lixiviacion

Los estudios de lixiviacidon para bentazona y S-metolacloro fueron llevados a cabo
por duplicado en columnas empaquetadas a mano con suelo alterado, sin enmendar y
enmendado en el campo y en el laboratorio (S, OW30, OW60, DW27, DW54, OWS5, OW10,
DWS5 y DW10). Con el fin de minimizar las pérdidas de suelo durante el experimento de
lixiviacidn, la parte inferior de las columnas se rellend con 20 g de arena de mar y lana de
vidrio. En la parte superior de la columna de suelo, una vez empaquetada, se pusieron de
nuevo 5 cm de arena de mar. Las columnas de suelo fueron saturadas con agua
permitiendo el drenaje total durante 24 horas y entonces se procedié a afiadir bentazona

y S-metolacloro a la dosis de 2.2 y 1 kg ha’l, respectivamente en la parte superior. Cada dia



las columnas fueron regadas con 50 ml de agua destilada y los lixiviados fueron
recolectados, filtrados y analizados por HPLC.

Al final del experimento se extrajo el suelo contenido en las columnas, siguiendo
la misma metodologia que el apartado 11.3.4.3 usando una solucién 40:60 v/v
acetonitrilo/H;P0O, al 0.25% (pH= 2.8) para extraer bentazona y una solucién Unicamente

de metanol para S-metolacloro.

111.3.4.4.-Andlisis estadistico

Se llevd a cabo un analisis estadistico usando el programa de estadistica SPSS
(v.11.5) para Windows. Los datos presentados se trataron con un ANOVA de una variable.
Igualmente se realizaron comparaciones usando el Test de Duncan. Las diferencias se

consideraron significativas a una p<0.05.
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11.4.-RESULTADOS Y DISCUSION
111.4.1.-Propiedades fisicoquimicas y superficiales de los suelos y propiedades
fisicoquimicas de los residuos usados

Las propiedades fisicoquimicas estudiadas para el suelo procedente de la granja
experimental en la INIAP sin enmendar, y de los suelos enmendados durante un periodo
de 9 afios con alperujo y orujo por separado en campo y los suelos enmendados en
condiciones de laboratorio con los mismos residuos, se resumen en la Tabla Ill.1. En la
misma Tabla se muestran las propiedades fisico-quimicas de los dos residuos utilizados,
OW y DW.

La adicién tanto de alperujo (OW) como de orujo (DW) modificé las propiedades
originales del suelo tal y como se puede ver en la Tabla Ill.1. El contenido en carbono
organico total (COT) aumenté en los suelos enmendados con OW y con DW. Aunque éste
era similar en los residuos (535 g kg’1 parael OWy5l6g kg'1 para el DW), se encontraron
mayores valores en los enmendados en el campo con DW que con OW, lo que se puede
atribuir a una mayor estabilidad de la materia organica de DW que presentd mayor
contenido en lignina que OW (Tabla II1.1), polimero que limita los procesos de degradacion
(Komilis y Ham, 2003; Alburquerque et al., 2009). Ademas, la adicion de OW y DW al suelo
aumento también el contenido en carbono orgénico soluble (COS) y este incremento fue
mas significativo en el caso de los suelos enmendados en laboratorio. El menor contenido
en COS de los suelos enmendados en el campo se puede atribuir a pérdidas por procesos
de lixiviacion y escorrentia y a procesos de degradacion por parte de los microorganismos
presentes en el suelo, ya que el COS constituye la fuente de carbono facilmente (Schitzner

et al., 2010).



Tabla II.1. Propiedades fisicoquimicas de los suelos sin enmendar y enmendados en campo con OW a la dosis de 30 y 60 Mg ha™* (OW30 y
OW60), y con DW 27 y 54 Mg ha™! (DW27 y DW54), y suelos enmendados en laboratorio con OW y DW a la dosis de 5% y 10% (w/w) (OWS5,
OW10, DW5 y DW10) y las propiedades fisicoquimicas de los residuos organicos (OW y DW).

S OwW30 OwW60 DW27 DW54 OW5 OW10 DW5 DW10 OW DWwW

(gcl(()g.lrl) 14.6a 30.7b 37.6c 46.1d 63.5f 37.8c 54.8e 34.2bc 54.6e 535 516
(gcfgs_l) 0.1272 0.542b 0.712c 0.760c 1.51d 3.29¢ 5.25f 5.54f 8.42g 43 74
(gCI‘(\gl-!l) 0.9652 2.07b 2.78c 2.94c 4.14d 3.28c 5.16e 1.84b 3.20c 52 31
(gclﬁgF'l) 1.142  1.94b 2.00b 1.77b 2.29c 2.59c 4.40e 3.68d 8.42f 35 62
(I-I::(I')) 7.95d 7.83d 7.74cd 7.81d 7.59c 6.81b 6.45b 6.56b 6.072 5.7 5.3
(dSC:fl) 0.7042 1.21b 1.58c 1.1lab 1.87c 3.10d 4.94e 7.08f 12.39g 0.704 1.21
GP ~ 0.849b 1.07c 1.39c 1.66cd 1.81d 1.26c 1.17c 0.5012 0.388 - -
total_:l _ R B - - - - - - 16 24
(g kg™)
Lignina
(gkg?) - - - - - - - - v 2

COS: Carbono orgénico soluble; COT: Carbono organico total; CAH: Acidos hiimicos; CAF: Acidos fulvicos; GP: grado de polimerizacién; CE: conductividad eléctrica. Los datos de la misma fila
seguidos por la misma letra en el superindice, no son significativamente diferentes con p < 0.05.
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El contenido en CAH (fraccién de carbono de los Acidos Hiimicos) y CAF (fraccién
de carbono de los Acidos Fulvicos) aumenté con la enmienda tal y como se puede ver en la
Tabla Ill.1., sin embargo se encontrd que la cantidad de CAH era igual o mayor que la de
CAF en todos los suelos enmendados excepto en los enmendados en laboratorio con el
orujo (DW5 y DW10), que también presentaron ademas un mayor contenido en COS. Al
contrario, esto no se observd en los suelos enmendados en campo (DW27 y DW54) lo que
puede ser atribuido a una mayor degradabilidad de los AF respecto de los AH (Qualls,
2005). Como consecuencia, el grado de polimerizaciéon (GP), calculado como la relacién:
CHA/CFA) aumenta con la enmienda en todos los suelos a excepcion de DW5 y DW10. El
aumento en la relacion CAH/CAF (GP), indica humificacién de la materia organica hacia la
formacién de moléculas mas condensadas y complejas como AH y que a su vez presentan
mayor GP.

El pH y la conductividad eléctrica (CE) de los suelos se ven afectados también por
la adicion de los residuos. Los suelos enmendados en campo presentaron valores de pH
similares al suelo sin enmendar, mientras que los extractos de los suelos enmendados en
laboratorio fueron mas acidos. La enmienda da lugar a un descenso del pH de los suelos,
especialmente en los suelos enmendados en laboratorio. Igualmente, la CE de los suelos
enmendados es mayor que el suelo sin enmendar, siendo este aumento muy alto en el
caso de los suelos enmendados en laboratorio (Tabla I1l.1.). Las diferencias encontradas
entre los suelos de campo y los suelos del laboratorio enmendados con OW y DW, de pH
mas acido y alta CE, pueden ser también atribuidas a pérdidas de los compuestos solubles
a través de los procesos de transporte y degradacion durante los 9 afios de enmienda.

El estudio del sistema de poros de los suelos explica en gran medida los procesos
de adsorcidn, desorcidn, lixiviacion e incluso de degradacidn que ocurre en el suelo, por lo
que su determinacién constituye una herramienta bdsica para el conocimiento del
comportamiento de los plaguicidas en este sistema. El volumen de poros total (VTP)
(Figura 111.3.) se vio incrementado con la enmienda en los suelos enmendados en el
campo, siendo este aumento mas importante en los suelos enmendados con DW. El
aumento en la porosidad de los suelos enmendados en campo fue debido a un aumento
de poros en el rango de mayor tamafno estudiado (10-1000 um), y en menor medida
también a un pequefio aumento en el volumen de los poros de <1um, para estos suelos

excepto para DW54, que mostré un aumento mayor en este suelo. Kavdir y Killi. (2008)



encontraron al igual que en nuestro estudio, que la aplicacién de un residuo resultado de
la produccién de aceite de oliva a la dosis del 8% (p/p) también afectaba a las propiedades
fisicas del suelo como la estabilidad de los agregados, lo que puede verse incrementado
tras un periodo de dos meses de incubacion. Por el contrario, los suelos enmendados en
laboratorio tanto con OW como con DW mostraron una pequefia reduccién en VTP. Este
aumento ocurre en el rango mayor de tamafio de poro estudiado (10-100 um). Y al igual
que en campo todos los suelos enmendados mostraron un aumento en el volumen de
poro <1 um. El mayor contenido en COS y la alta CE de los suelos enmendados en
laboratorio podrian contribuir a esto, ya que el COS y las sales son compuestos agregantes
que pueden bloquear poros de gran tamano (Tisdall y Oades, 1982. Esto ha sido
observado con anterioridad en un estudio de campo en el que el suelo fue tratado

durante 3 afios consecutivos con alpechin (Cox et al., 1997).
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Figura III.3. Valores relativos (histograma) y acumulados (curva) para los volimenes de
Hg para los suelos sin enmendar y enmendados en campo (OW30, OW60, DW27 y DW54),
y en laboratorio (OW5, OW10, DW5 y DW10).



111.4.2.- Respiracidn basal

La Figura Ill.4. muestra los miligramos de carbono inorgénico (CO,) producidos
por las poblaciones microbianas presentes en el suelo sin enmendar y los suelos
enmendados en campo y laboratorio durante 42 dias de incubacidén a 24+1 °C y 40% de
humedad del suelo.

Tal y como se ha dicho en el apartado I11.4.2.1. La produccién de CO, esta
directamente relacionada con la fraccidn viva y activa de los suelos (Badalucco et al.,
2010) y es el componente organico soluble de los suelos, el mas facilmente disponible
para los microorganismos (Qualls et al., 2005), el que parece jugar un papel determinante
en los procesos de respiracion, encontrandose una correlacidon positiva entre el contenido

de COS y la produccion de CO,.
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Figura III.4. Respiracién basal del suelo sin enmendar y los suelos enmendados en

campo y laboratorio con OW y DW.

Nuestros resultados revelan que la adicion de OW y DW al suelo incrementa la
respiracion del mismo, que se atribuye al aumento del COS al enmendar (Tabla I1l.1.), a
excepcién del suelo OW30, que mostré mayor contenido en COS que el suelo sin
enmendar, y sin embargo, mostré menor tasa de respiracion (Figura Ill.4.). La mayor tasa

de respiracién se encontrd para los suelos enmendados con DW en laboratorio, siendo la
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mas alta para DW10, de mayor COS (Tabla Ill.1.), seguido del suelo enmendado en

laboratorio con OW en laboratorio (Figura I11.4.).

111.4.3.-Estudios en laboratorio
111.4.3.1.- Estudios de adsorcion

Las isotermas de adsorcidon para bentazona y S-metolacloro en el suelo sin
enmendar y los suelos enmendados en campo y en laboratorio se muestran en la Figura
[Il.5., y los coeficientes de adsorcion tras ajustar los valores a la ecuacién de Freundlich, en

la Tabla I11.2.

Bentazona es un herbicida ionizable que presenta grupos anidnicos que causan
qgue su adsorcion a las particulas del suelo se vea afectada por las variaciones de pH
debido a la ionizacion de la molécula. El estado de ionizacién de una molécula es crucial
para evaluar los mecanismos de adsorcion en el suelo (Calvet, 1989). Es un acido débil
(pKa = 3.2) por lo que la adsorcion en suelos es baja en general, y en este estudio en
particular presenta valores para los coeficientes de Freundlich entre 0.032 y 1.70 (Tabla
[11.2). Por el contrario, S-metolacloro mostré alta adsorcion por los suelos presentando
coeficientes de Freundlich entre 2.79 y 12.2 (Tabla I11.2). Tal y como se ha visto en el
Capitulo I, S-metolacloro, muestra una alta adsorcion en general tanto a particulas

inorganicas como organicas en los suelos (Shaner et al., 2006).
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Figura IILI.5. Isotermas de adsorcion para bentazona (izquierda) y S-metolacloro
(derecha) en el suelo sin enmendar y los suelos enmendados en campo con alperujo y
orujo (OW30, OW60, DW27 y DW54), y en laboratorio (OW5, OW10, DW5 y DW10).



La adicién de tanto OW como de DW a los suelos aumentd la capacidad de
adsorciéon de tanto bentazona como S-metolacloro cuando se compara con el suelo sin
enmendar. Aunque los valores mas altos se encontraron para el segundo, el incremento
de adsorcidn para bentazona fue mas intenso, mostrando hasta 50 veces mds adsorcidn al

enmendar con DW10, respecto al suelo original (Tabla I11.2.).

El aumento en la adsorcién de bentazona fue mayor para los suelos enmendados
en laboratorio (OW5, OW10, DW5 y DW10), lo que puede ser atribuido al mayor
contenido en componentes alifaticos en la materia orgdnica presente de los residuos poco
transformados, respecto a los residuos madurados en campo tras 9 afios de tratamiento
(Chefetz y Xing, 2009). Sin embargo para S-metolacloro el aumento en la adsorcién fue
mayor para los suelos enmendados en campo y con DW (DW30 y DW60) y para el OW, el

suelo enmendado en laboratorio, OW10 (Tabla I11.2.)

No se ha encontrado una correlacién significativa entre los valores de Kf,y y de
coT (r2= 0.38) para bentazona, lo que esta de acuerdo con los resultados presentados por
Boivin et al. (2005), en un estudio que incluia 13 suelos agricolas, y con los resultados de
Romero et al. (1996). Por el contrario, Li et al. (2003) observaron que los coeficientes de
distribucion para bentazona en 5 suelos aumentaban con el contenido en materia
organica del mismo, y Carrizosa et al. (2000) mostré un gran incremento en la adsorcién
de bentazona en esmectitas modificadas con cationes organicos (organoarcillas). Nuestros
resultados mostraron una correlacién positiva y significativa entre los valores de Kf,4 y el
componente soluble de la materia organica (COS) (r2= 0.96) y una correlacidn fuertemente
negativa entre Kfads y pH (r’= 0.89), ambos (COS and pH) inversamente relacionados
entre si (r2= 0.96). Esto ultimo estaria de acuerdo con estudios de adsorcién de bentazona
en suelos (Li et al., 2003; Boivin et al., 2005), e indica que la adsorcién ocurre por medio
de interacciones no especificas hidrofébicas entre la forma molecular de bentazona y los
sitios de adsorcidn, que se explica por el bajo coeficiente de particion octanol agua (log P=

-0.46).

S-metolacloro se adsorbe mas a los suelos enmendados con DW en campo, y en
laboratorio al 10% (DW30, DW60 y DW10), de mas altos contenidos de COT, mostrando al
contrario que para bentazona, correlacion positiva entre los valores de Kf,4, y de COT (r2=

0.857). Sin embargo, no se observé correlacién con el contenido en COS (r’=0.0008).
169



Tabla III.2.Coeficientes de adsorcion para bentazona y S-metolacloro K¢, nf en el suelo
sin enmendar y enmendado en campo (OW30, OW60, DW27 y DW54) y en laboratorio
(OW5, OW10, DW5 Y DW10).

Bentazona S-metolacloro
Suelos Kt aas Rz Nf ads Ks ads Rz Nf ads
0.032 2.79
) .2940.187%%* ) .06+£0.
s (0.011/0.097)* 0.922 1.29+0.187 (1.63/3.95) 0.985 1.06+0.078
ow30 0.201 0.979 1.05+0.076 >-27 0.994 0.999:+0.044
(0.128/0.314) ' ' ' (4.18/6.35) ' '
OW60 0.265 0.977 1.1040.076 6.69 0.974 0.939+0.088
(0.169/0.413) : : : (5.52/7.86) ' '
DW27 0.198 0.981 1.0940.075 104 0.959 0.97+0.116
(0.128/0.315) ' ' ' (9.22/11.6) ' '
DW54 0.509 0.984 0.969+0.060 12.2 0.990 0.968+0.055
(0.359/0.722) (11.1/13.3)
ows 0.416 0.983  1.00£0.064 >  0.984 1.06+0.078
(0.287/0.603) : : ' (3.91/6.03) ' '
ow10 0.782 0.993  0.960+0.039 10.4 0.996 1.03+0.039
(0.980/1.59) (8.37/11.4/)
DW5 1.36 0.993 0.964%0.039 >-81 0.994 0.971+0.043
(0.588/0.925) ' ' ' (4.73/6.89) ’ '
1.70 8.37
DW10 0.998 0.873+0.017 0.998 1.05+0.025
(1.54/1.88) (7.37/9.41)

*los nimeros en paréntesis son las desviaciones estandar respecto a la media
**errores estandar respecto a la media

El efecto de la MOS sobre la adsorcion del herbicida en el suelo depende de la
naturaleza de la misma, de la naturaleza del compuesto quimico y de las propiedades
fisicoquimicas del suelo (Cox et al., 2001 y 2007). Mientras que en algunos casos las
reacciones de adsorcidn de la MOS en las superficie del suelo aumenta la capacidad de del
suelo de adsorber moléculas de plaguicidas (Said-Pullicino et al., 2004), en otros casos la
capacidad de adsorcién se ve reducida debido a la competencia entre la MOS y las
moléculas del herbicida por los sitios de adsorcidn en el suelo(Nelson et al., 1998, Celis et
al., 1998, Cox et al., 2001, 2007), que puede que explique en parte lo que ocurre con S-

metolacloro en este estudio.



111.4.3.2.- Estudios de desorcion

Los pardmetros de desorcion se muestran en la Tabla Ill.3. Las isotermas de
desorcién se muestran en las Figura IlIl.6. y [lIl.7. para bentazona y S-metolacloro,
respectivamente. Las isotermas de desorcidon para bentazona no se ajustaban bien a la
ecuacioén de Freundlich (R2 = 0.59-0.68), pero en todos los casos (menos en el suelo S para
S-metolacloro) la pendiente de las isotermas de desorcién fueron menores que las de
adsorcién, lo que indica que la adsorcion no es reversible para los herbicidas en estos
suelos, lo que coincide con lo encontrado en el en los estudios con S-metolacloro del
Capitulo Il de esta Memoria.

Nuestros resultados para bentazona no coinciden con los proporcionados por
Boivin et al., (2004), quienes encontraron una muy alta reversibilidad en la adsorcién de
este herbicida. En su estudio, se usé bentazona marcada radiactivamente, por lo que
atribuimos nuestros resultados a artefactos debido a las bajas concentraciones de
bentazona adsorbidas (Koskinen y Cheng, 1983).

S-metolacloro se adsorbe mas a los suelos enmendados con DW en campo, y en
laboratorio al 10% (DW30, DW60 y DW10), de mas altos contenidos de COT, al contrario
gue para bentazona una correlacion positiva entre los valores de Kf,4 y de COT (r2= 0.857).

Sin embargo, no se observé correlacion con el contenido en COS (r2=0.0008).
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Tabla III.3. Coeficientes de desorcion para bentazona y S-metolacloro Kres Y Nies €n el suelo sin
enmendar y enmendados en campo con orujo y alperujo (OW30, OW60, DW27 y DW54) y en

laboratorio (OW5, OW10, DW5 Y DW10).

Bentazona S-metolacloro

Suelos Ks des R? N¢ des Kf des R? N¢ des
s (7_62;'706.0) 0.639  0.345+0.183 (1.832'2?.36) 0.986  1.1940.098
owso (5.7179—;56.4) 0.651  0.374+0.194 (24.215/'216_2) 0.976  0.389+0.043
oW60 (5'2137_'547.9) 0.679  0.397+0.190 (39_473'471.7) 0.966  0.344+0.011
DW27 (1'913?'534.3) 0.644  0.503+0.264 (38_323;130.5) 0.956  0.295+0.044
DW54 (3'01:;82.2) 0.588  0.443+0.262 (68_653'750.5) 0.937  0.113+0.021
ows (4'0197_'722.4) 0.649  0.439+0.228 (7_787';’160.1) 0.983  0.819+0.075
ow1o (3;:_"'1"’43) 0.616  0.374+0.208 (24_286/';7.2) 0.961  0.339+0.076
DWS5 (5.1252_'300) 0.640  0.446+0.234 (7_185';‘99_83) 0.925  0.537+0.108
DW10 (2'13;'513.9) 0.659  0.418+0.213 (67_62%‘9.6) 0.194  0.059+0.086
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Figura II.6. Isotermas de adsorcién-desorcidon para bentazona en el suelo sin enmendar y

los suelos enmendados en campo con alperujo y orujo (OW30, OW60, DW27 y DW54), y

en laboratorio (OW5, OW10, DW5 y DW10).
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Figura II.7. Isotermas de adsorcidn-desorcidn para S-metolacloro en el suelo sin
enmendar y los suelos enmendados en campo con alperujo y orujo (OW30, OW60, DW27
y DW54), y en laboratorio (OW5, OW10, DW5 y DW10).



111.4.3.3.- Estudios de disipacion-mineralizacién

Se monitorizé la disipacion de bentazona y S-metolacloro en el suelo sin
enmendar y los suelos enmendados con OW y DW en campo y en laboratorio. Las curvas
de disipacion se muestran en la Figura I11.8. y las vidas medias (T1/2) tras ajustar estas
curvas a la cinética de primer orden se muestran en la Tabla I11.4.

En el caso de los suelos enmendados en laboratorio con DW, no fue posible
calcular las vidas medias para bentazona porque no se ajustaron a la cinética de primer
orden debido a la ausencia de disipacion durante los 42 dias de incubacion (Figura 111.8.).

En los suelos enmendados en el campo con OW, la vida media de bentazona fue
similar a la del suelo sin enmendar. Por el contrario, las vidas medias de bentazona para
los suelos enmendados con el orujo, se incrementaron por los factores de 2 y 3 para
DW27 y DW54, respectivamente. Estos resultados indicaron una clara correlacién entre la
adsorcién y la disipacion en los suelos enmendados en campo, consecuencia de la limitada
biodisponibilidad de la molécula de herbicida al aumentar la adsorcion (Piutti et al., 2002).
Las vidas medias aumentaron hasta 18 veces en los suelos enmendados en el laboratorio,
especialmente en el caso de OW10 ( ), aunque este gran aumento no puede
explicarse tan sélo por un incremento de la adsorcidn. El alto contenido en COS puede ser
responsable de esta menor disipacion debido a que esta fraccién de carbono constituye
fuente de C labil para los microorganismos del suelo prefieren usar esta fuente de carbono
en lugar del herbicida.

Para S-metolacloro, el ajuste a una cinética de primer orden fue mejor que para
bentazona (R2=0.819-0.958). No se encontraron en este caso diferencias importantes en

su persistencia en los suelos enmendados respecto al suelo original (Tabla I11.4.).
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Figura III.8. Curvas de disipacion para bentazona (izquierda) y S-metolacloro (derecha)
en el suelo sin enmendar y los suelos enmendados en campo y laboratorio con OW (arriba)
y DW (abajo).

El estudio de mineralizacidon sélo se realiz6 con bentazona y las curvas de
mineralizacion en los suelos estudiados se muestran en la Figura 111.9, y el porcentaje total
mineralizado después de 42 dias de incubacién en la Tabla I1l.4.

La cantidad de bentazona mineralizada en el suelo sin enmendar fue similar a la
registrada por Piuti et al. (2002) y ligeramente menor en los suelos enmendados en campo
con OW. Los resultados obtenidos en los ensayos de mineralizacion estan de acuerdo con
los estudios de disipacion, anteriormente descritos, ya que se observa una menor
mineralizacion en los suelos enmendados, especialmente en los enmendados en el
laboratorio (Figura I1.9.). Los microorganismos del suelo prefieren usar el COS de los
residuos OW y DW, que la fuente de C que les proporciona el propio herbicida. Esto se ha
demostrado previamente en un trabajo con bacterias degradadoras de triazinas en suelos
enmendados con alperujo (Albarran et al., 2003; Cabrera et al., 2008). Por otro lado, el
alto contenido en MOS de los suelos enmendados en laboratorio (Tabla I1.1) también es
responsable del bajo pH de estos suelos, y esto se ha visto también que afecta

negativamente a la degradacion de bentazona (Rodriguez-Cruz et al., 2008).
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Figura II1.9. Curvas de mineralizacién de bentazona en el suelo sin enmendar y enmendados con OW (arriba) y
DW (abajo).

Al finalizar el estudio de disipacién-mineralizacion para bentazona, se procedié a

la combustion de las muestras de suelo con el objeto de determinar la cantidad de

bentazona retenida. Los datos se recogen en la Tabla Ill.4.
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Tabla III.4. Vidas medias para bentazona y S-metolacloro (Ti,2) en el suelo sin enmendar
y enmendado en campo (OW30, OW60, DW27 y DW54) y en laboratorio (OW5, OW10,
DWS5 y DW10). Porcentaje mineralizado y combustionado de bentazona en el estudio de
disipacién.

bentazona S-metolacloro
Suelos T2 R? Mineralizado (%) Combustién (%) T2 R?
(dias) (dias)

S 6.97+1.19 0.854 15.5+£0.221%** 80.8+0.308 24.5+1.4* 0.937
OW30 6.58+0.60 0.965 11+0.608 92.7+0.801 27.1+2.26  0.958
OW60 6.61+1.12 0.956 11.1+£0.287 99.9+1.02 26.4+0.46 0.819
DW27 13.9+1.7 0.919 5.79+0.824 90.5+1.63 23.1+0.72 0.918
DW54 22.7+2.1 0.961 2.09+0.417 105+0.461 26.6+2.09 0.896
ow5 54.1+12.3 0.769 1.82+0.228 66.4+1.13 30.4+2.64 0.929
owio 127+ 18.3 0.864 0.985+0.469 54.8+2.94 30.1+1.96  0.953
DW5 - 0.386 0.513+0.055 67.0+0.95 28.2+2.12  0.932
DW10 - 0.021 0.413+0.235 80.2+2.2 33.84#1.90 0.940

*Los numeros en paréntesis son los errores estandar para la media
**Errores estandar para la media

11.4.3.5.-Monitorizacion de actividad deshidrogenasa

Durante las ultimas décadas la cuantificaciéon de la biomasa microbiana y las
actividades enzimaticas mas tipicas en el suelo, como la ureasa, la deshidrogenasa (DHA) y
la catalasa entre otras, revelan informacién crucial de la bioactividad de suelos agricolas
frente a distintos manejos del suelo. Por tanto, la actividades enzimaticas y la biomasa
microbiana son biomarcadores muy sensibles para la funcionalidad de los suelos cuando
se investiga el impacto de practicas agricolas (Garcia-Orenes et al., 2010 y Laudicina et al.,

2011). Esto es posible ya que las enzimas presentes en los organismos del suelo



reaccionan frente a cambios en las condiciones del suelo, mas rapidamente que otras

variables, constituyendo muy eficientes biomarcadores (Tejada et al., 2006).

La determinacion de la actividad deshidrogenasa (ADH) se llevo a cabo en los
suelos sin enmendar y enmendados y en presencia de S-metolacloro. Los datos se
muestran en la Figura 111.10.,, donde se representan conjuntamente las curvas de

disipacién y las de actividad deshidrogenasa.

La ADH tras 42 dias mostré que la adicion de enmienda no afecta a las
poblaciones microbianas de los suelos, lo que corrobora los resultados de los estudios de
respiracion de los suelos (Figura 1ll.4.). Se observa un aumento de ADH en torno a los 10
dias de estudio para los suelos enmendados en campo, tanto con OW como con DW. En
los suelos enmendados en laboratorio también se encuentra un aumento de ADH de los
microorganismos, a los 10 dias para los suelos OW5 y OW10, mientras que para los suelos
enmendados con orujo (DW5 y DW10) se retrasa hasta los 20 dias aproximadamente
(Figura 111.10). Laucidine (2011) y Tejada (2006) encontraron un aumento en ADH, (Skujins

et al., 1967 y Garcia et al., 1997), cuando se afiade enmienda al suelo.
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Figura III.8. Curvas de disipacion de S-metolacloro junto con la actividad deshidrogenasa
de los suelos usados.



11.4.3.6.- Estudios de lixiviacion

La Figura [1.11. muestra las curvas relativas y acumuladas de lixiviacion de
bentazona en los suelos sin enmendar y enmendados en el campo y en laboratorio con
OW y DW). El total del herbicida lixiviado, el porcentaje extraido de las columnas
empaquetadas a mano, y el total recuperado (lixiviado y extraido) se presentan en la Tabla
I1.5.

Mientras que bentazona lixivid en todos los suelos, retrasandose su aparicion en
los lixiviados en los suelos enmendados, sélo se detectd S-metolacloro en los lixiviados del
suelo S, sin enmendar, de menor capacidad de adsorcion que los enmendados (Figura
[II.11.E). La adicion de enmienda incrementa mucho la retencidon del herbicida en los
suelos, impidiendo la lixiviacién del mismo (Tabla I11.2).

La posicion del maximo de lixiviacion para bentazona en todas las curvas se
encuentra cercano al valor de un volumen de poro (Figura I11.11.), lo que es caracteristico
de sistemas de baja capacidad de adsorcion y compuestos altamente méviles (Beck et al.,
1993). En los sistemas mas adsorbentes (OW10, DW5 y DW10) (Tabla 111.6.) se observan
desplazamientos de los maximos de lixiviacion hacia la derecha de un volumen de poro
(Figura 11.11.). Ademas se observa un achatamiento de las curvas de elucién en algunos
suelos enmendados, que puede ser debido a condiciones de no-equilibrio en la adsorcidn,
lo que estaria de acuerdo con los resultados encontrados por Boivin et al. (2004) en un
estudio sobre el efecto en el tiempo de residencia en el suelo en la adsorcién de
bentazona. Los porcentajes eluidos, extraidos y el total recuperado se muestran en la
Tabla III.5. Mientras que se recupera entre un 53+ y un 64+% de bentazona en los suelos
enmendados, S-metolacloro se recupera hasta un 86% en el suelo OW10, de la gran
capacidad de adsorcidn y vida media alta. La recuperacion del herbicida, se puede atribuir
a que es retenido fuertemente por el suelo y esta protegido de la degradacién. La menor

adsorcién de bentazona, dando lugar a una menor recuperacion del herbicida.
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Tabla III.5. Porcentaje de bentazona lixiviado, extraido, total recuperado del suelo de las
columnas empaquetadas a mano.

Bentazona S-metolacloro

Lixiviado Extraido Total Lixiviado Extraido Total
Suelos

(%) (%) (%) (%) (%) (%)

S 66.9+2.39*% 30+1.89 82.2 37.8%+4.2 15 52
OW30 50.5+5.56 11.2+1.29 56.7 - 47 18
OwW60 60.1+3.11 7+0.070 63.5 - 52 52
DW30 49.3+4.45 7.5+0.226 53.3 - 52 52
DW60 58.4+5.37 7.5+£1.21 62.2 - 58 58
OW5 46.4+2.28 28.2+1.75 61.3 - 64 64
OW10 52.2+0.980 13.3+1.57 64.0 - 86 86
DW5 52.1+1.67 14.2+1.86 58.4 - 41 41
DW10 53.6+2.62 7+0.494 56.5 - 55 55

*Errores estandar respecto a la media

Tanto el sistema de poros que compone un suelo como lo procesos de adsorcion
gue en él se desarrollan, son responsables del tiempo de residencia de un herbicida en los
suelos, lo que junto con los procesos de degradacién determinara el total de herbicida que
lixiviado. En este estudio se encontré una reducciéon en la cantidad de bentazona lixiviada
y recuperada en todos los suelos enmendados, tanto el laboratorio como en campo. Si no
se considera el incremento de la persistencia del herbicida en caso de los suelos
enmendados en laboratorio con OW y DW, el aumento en la adsorcion de bentazona y la
disminucion en el volumen de poro de gran tamafio, explicarian la menor lixiviacion del
herbicida en estos suelos. Por el contrario, en los suelos enmendados en campo, se
encontré un aumento en la porosidad de los suelos, tanto en el rango de poro mayor
estudiado, y como se muestra en esta Figura IIl.3. el volumen de poro en el menor rango
estudiado (<1um), lo que no explicaria una menor lixiviacion del herbicida. Se sabe que
estos poros corresponden con microporos y poros no conductores, donde los procesos
que predominan son los de difusién (Pignatello y Xing., 1996). Los procesos de difusidn en
los poros tan pequefios, aumenta la adsorcién, el entrampamiento fisico y también la
degradacién, ya que estos poros son accesibles a las bacterias (Pignatello y Xing., 1996) y

constituye un motivo para esta baja recuperacion del total de bentazona.
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Todos estos resultados obtenidos en el estudio de
comportamiento distinto de los plaguicidas en el suelo en estudios estaticos en
laboratorio (batch y experimentos de disipacién) y estudios dinamicos como son las
columnas de suelo, y deberia ser considerado al extrapolar los resultados desde
laboratorio hacia campo. El envejecimiento de la materia organica exégena afadida al

suelo con los residuos, reveld diferencias principalmente debido al contenido en MOS y la

diferente porosidad de los sistema
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111.4.5. CONCLUSIONES

Todos los resultados obtenidos en el estudio con suelos enmendados en campo y
laboratorio mostraron el distinto comportamiento de los plaguicidas en el suelo en
estudios estaticos en laboratorio (batch y experimentos de disipacion) y estudios
dindmicos como son las columnas de suelo y deberia ser considerado al extrapolar los
resultados desde laboratorio hacia campo. El envejecimiento de la materia organica
exodgena afadida al suelo con los residuos, reveld diferencias principalmente debido al

contenido en MOS y la diferente porosidad de los sistemas.
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Capitulo IV

Efecto de la adicion de alperujo y de los
herbicidas terbutilazina y glifosato sobre la
eficiencia fotosintética en plantas jovenes de
Olea europaea bajo condiciones de invernadero.
Estudios de fluorescencia de la clorofila a e
intercambio gaseoso...................






IV.I. INTRODUCCION

El uso de herbicidas como terbutilazina o glifosato como productos
fitosanitarios se encuentra recogido en la normativa por el Ministerio de Medio
Ambiente y Medio Rural y Marino (MARM, 2012). Su uso en el olivar esta autorizado
por la Orden del 16 de febrero de 2012, por la que se modifica el Reglamento
Especifico de Produccion Integrada de Olivar, aprobado por la Orden de 15 de abril de

2008.

Terbutilazina se usa como herbicida para el control gran parte de las malas
hierbas anuales, en sustitucidon de otro herbicida de la misma familia, la atrazina, cuyo
uso fue prohibido por la CE en marzo de 2004 (2002/248/CE) debido a contaminacién
de aguas superficiales y subterrdneas derivada de su uso. El comportamiento de
terbutilazina en suelos se ve afectado por la presencia de materia organica (Singh et
al.,, 2001 y 2002), como pueden ser los residuos organicos de almazara usados para
enmendar los suelos (Delgado-Moreno et al., 2007), ademas puede persistir en la parte
superior del suelo entre 30 y 90 dias, segln las propiedades del mismo (Worthing y
Hance, 1991).

Glifosato es el herbicida mas usado en el mundo desde que salié al mercado
en 1974. Una vez en el suelo, es rapidamente degradado y asi inactivado por parte de
los microorganismos dando lugar a su metabolito AMPA (acido aminometilfosfonico),
el cual es mas persistente a la vez que mas fuertemente retenido debido a su grupo
fosfato y por tanto, protegido frente a posible degradacion microbiana (Borggaard y
Gimsing, 2008). El glifosato se adsorbe fuertemente al suelo, principalmente a los
coloides inorganicos (Veiga et al.,, 2001; Borggaard y Gimsing, 2008) y se degrada
rapidamente, por lo que el riesgo potencial de contaminacién deberia ser bajo (Mamy
y Barriuso, 2005; Laitinen et al., 2006;). Sin embargo, varios estudios han revelado la
presencia de glifosato y sus residuos en aguas superficiales y subterraneas (Carabias-
Martinez, et al., 2003; IFEN, 2006; Arias-Estévez, et al., 2008; Hildebrandt, et al.,
2008;).

El objetivo presente estudio es evaluar el efecto que producen los herbicidas
terbutilazina y glifosato en la eficiencia fotosintética de olivos de 3 afios de edad. Se ha

estudiado también el efecto de la adicidon al suelo de un residuo procedente de
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almazara sobre la adsorcidn de estos herbicidas, y si la eficiencia fotosintética de los
olivos se ve afectada por el residuo.

El funcionamiento del aparato fotosintético en los organismos vegetales esta
determinado por factores como la presencia de agua, la temperatura, intensidad
luminica del medioambiente, asi como por la propia predisposicion genética de cada
especie. Dentro de un rango 6ptimo de valores de la temperatura o humedad en el
medio, el funcionamiento del aparato fotosintético de las plantas se desarrolla
correctamente, mientras que cuando se presentan temperaturas extremas, sequia e
inundacion, escasez de nutrientes, contaminacién por metales pesados (REF Mateos-
naranjo) o contaminacion por plaguicidas o residuos organicos (Catriona et al., 2003),
pasan a ser generadores de estrés para las plantas. En especial, el uso de plaguicidas
puede llegar a reducir capacidad de adquirir recursos en un cultivo y, por tanto,
mermar su productividad (Galmés et al., 2010).

La absorcion de la energia luminica por las moléculas de clorofila en los tejidos
verdes de las plantas puede tomar 3 vias diferentes: puede ser utilizada para realizar la
fotosintesis (energia fotoquimica), puede ser disipada como calor, o puede ser re-
emitida como fluorescencia, evitando asi dafios estructurales permanentes en los
sistemas fotosintéticos, causados por el exceso de energia. Si se producen
modificaciones en la funcién fotosintética como respuesta a cambios ambientales, se
ocasionaran variaciones detectables en la emisién de fluorescencia. De manera que
una planta expuesta a altos niveles de estrés, que afecten directa o indirectamente a la
funcionalidad de su aparato fotosintético, emitird mas fluorescencia que otra no
expuesta a factores estresantes. Los parametros de fluorescencia se pueden utilizar en
la deteccidn y cuantificacion de dafio en el aparato fotosintético asi como en estudios
de recuperacidon de los niveles de estrés cuando el agente estrés ambiental
desaparece. Es por ello que los cambios en la fotoquimica de un organismo vegetal o
de una hoja del organismo, consecuencia de la exposicién a un factor estresante se
pueden cuantificar a través de de la Fluorescencia del Fotosistema Il (PSIl) lo que se
puede detectar in situ por si sola o conjuntamente con la medida de intercambio
gaseoso, incluso antes de que se manifiesten cambios fisioldgicos externos en la planta

(marcadores no destructivos de estrés en plantas).
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La técnica de fluorescencia de la clorofila a se basa en la cuantificacién de ese
exceso de energia recibido que es re-emitido como fluorescencia. Como se ha dicho
anteriormente, a pesar de la alta eficiencia en los organismos diana, los herbicidas
pueden ocasionar fitotoxicidad no especifica (Galmés et al., 2010). En estudios
anteriores se ha observado que la reduccidn en la eficiencia fotosintética de las plantas
de los cultivos como consecuencia de factores estresantes medioambientales (REF). El
analisis de la fluorescencia de la clorofila a constituye una herramienta valiosa que
permite explicar los niveles de estrés fisioldgico de la vegetacién antes de que
aparezcan sintomas internos irreparables (Castillo et al., 2000; Figueroa et al., 2003).
Su cuantificacién es una medida precisa y confiable de la temprana de deteccion de
estrés. Ademas constituye un método rapido y sencillo que no afecta negativamente a

la planta.
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IV.3. MATERIALES Y METODOS
IV.3.1. Herbicidas

IV.3.1.1. Terbutilazina

La terbutilazina (Nz—tert-butiI-6-c|oro-N4-etiI-1, 3, 5-triazina-2, 4-diamina)
(Figura IV.1) es un herbicida que pertenece a la familia de las s-triazinas. Es un polvo
incoloro con peso molecular 229.7 g mol ™, punto de fusion entre 177 y 179 2C, presion
de vapor 0.15 mPa a 25 2C, coeficiente de particidon octanol agua Kow log P = 3.21 (no
ionizado) a 20 2C. Su solubilidad en agua es 8.5 mg I a pH 7 y 20 °C. Terbutilazina es
una base débil con pKa= 2.0, siendo estable en medio neutro e hidrolizdndose en
medio acido o basico.

Se trata de un herbicida de amplio espectro, que se absorbe principalmente
por la raiz aunque también débilmente a través de las hojas (Lifian, 2009), por lo que
se usa tanto en pre- como en post-emergencia temprana, traslocdndose a través del
xilema hacia sus puntos de accidn, para el control de malas hierbas en cultivos de maiz,
sorgo, vides, arboles frutales, citricos, olivos, patatas, cafla de azucar, entre otros
cultivos. Actua de forma sistémica en la reaccion clorofilica, inhibiendo el transporte
de electrones fotosintéticos en el receptor Fotosistema Il (PSIl) en plantas y por tanto

de la absorcion de CO,.

Figura IV.1. Estructura quimica de las moléculas de terbutilazina

Persiste en la parte superior del suelo, controlando una amplia variedad de
malas hierbas a dosis comprendidas entre 0.6 y 3 kg de sustancia activa por ha. Si bien

.. -1 . .
su uso en Europa se encuentra limitado a 1.5 kg ha ~, siendo aplicado generalmente en
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combinacidn con otros herbicidas (Tomlin, 2006). En olivos no se puede aplicar mas de
1 kg de ingrediente activo por hectarea y afio. El producto comercial usado en este
ensayo ha sido CUNA (terbutilazina 500 g I" en forma de suspensidén concentrada

suministrado por Spicman Inagra S.A.)

IV.3.1.1. Glifosato

Glifosato (N-(fosfonometil) glicina) (Figura 1V.2.) es un herbicida sistémico
perteneciente a la familia de las glicinas. Se sintetizd por primera vez en 1974. Aparece
en forma de cristales incoloros, con peso molecular de 169.1 g mol'l, solubilidad en
agua 10.5¢g I (pH 1.9y 20 C), y muy baja solubilidad en disolventes organicos.

El glifosato es un herbicida no selectivo de absorcién fundamentalmente foliar
que se trasloca facilmente por el floema hacia los 6rganos subterraneos por medio de
difusidn pasiva (Lifian, 2009). Sin embargo, también se ha detectado absorcidn a través
de las raices (Coupland y Lutman., 1982; Rodrigues et al., 1982). Es especialmente
efectivo contra malas hierbas perennes al acumularse en el tejido meristematico de los
tallos, raices y drganos de almacenamiento. Actia inhibiendo la enzima 5-
enolpiruvilsikimato-3-fosfato sintasa, que controla la sintesis de aminoacidos
aromaticos esenciales como triptéfano y fenilalanina y tirosina, junto a otros
importantes productos quimicos enddgenos como lignina, fenoles, y 4acido
indolacético. Es el Unico de entre los que actualmente se comercializan que afecta a la
biosintesis de aminoacidos aromaticos. Ademas se sabe que inhibe la sintesis del acido

6-aminolevulinico, bloqueando la sintesis de clorofila y otras porfirinas (Li et al., 2005).

0. OH
" \P/
\
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/
Ho—c
3\
%

Figura IV.2. Estructura quimica de las moléculas de glifosato
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Para realizar estudios de adsorcién bajo condiciones de laboratorio se usd
glifosato marcado radiactivamente (P-Metileno-C**) con una actividad especifica de
11.4 Bq mg'1 suministrado por IZOTOP (Budapest, Hungria). La formulacién comercial
del herbicida para los estudios con los olivos, bajo condiciones de invernadero fue

GLIFOSATO (Glialka 36 g de componente activo por litro, Presmar S.L. Espaia).

IV.3.2.Tratamiento de las plantas

Se seleccionaron plantas de Olea europaea L. de tres afios de edad en
macetas de pldstico de 26 cm de profundidad y 15 cm de diametro que se rellenaron
con suelo arenoso (S). Las macetas se emplazaron en un invernadero perteneciente a
la Universidad de Sevilla, bajo unas temperaturas minima de 21 y maxima de 25 2C,
iluminacién diaria natural con flujo de luz entre 200 y 1000 umol m~ s'ly una humedad
relativa de entre 40-60% (Figura IV.3).

Se realizaron cinco tratamientos distintos por triplicado: macetas de olivo con
terbutilazina a la dosis de 3 kg ha™ (T), macetas con glifosato a un dosis de 3 kg ha™ (G),
macetas a las que se le afiadio alperujo (AJ) al suelo a la dosis de 10 Mg ha™, y macetas
con terbutilazina+AJ (TAJ) y macetas con glifosato+AJ (GAJ). Ademas se usaron tres
macetas sin herbicida ni residuo organico como controles (C) a lo largo del ensayo.

Para los tratamientos AJ, TAJ y GAJ se extrajo suelo de aproximadamente los
primeros 5 cm del contenido en las macetas que se mezclé con la cantidad de AJ
necesaria para aplicar la dosis de 10 Mg ha™ (18 g) a cada olivo. Esta mezcla se
homogeneizé y aplico en la superficie de las macetas. Los herbicidas se aplicaron en la
superficie de las macetas 24 h después de la aplicacion del residuo. La longitud de
cuatro ramas por maceta y de dos hojas por cada una de estas ramas fue medida y
analizada estadisticamente, con el objeto de constituir triplicados con biomasa similar

para cada uno de los cinco tratamientos.
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Figura IV.3. Olivos para el ensayo en el interior del invernadero.

1V.3.3. Suelo y residuo organico

El contenido en carbono organico (CO), pH y textura de suelo contenido en las
macetas fueron determinadas siguiendo la metodologia descrita en el apartado
11.3.3.1. y se recogen en la Tabla IV.2.

El residuo organico usado es el alperujo Jaén (AJ), con un contenido en
materia orgdnica del 81% y pH 6.7, subproducto de la extraccién de aceite de oliva a
través del proceso de centrifugacion en dos fases usado anteriormente en el capitulo

Tabla IV.1. Propiedades fisico-quimicas y textura de del suelo contenido en las macetas, sin
enmendar (S) y enmendado al 5% y 10 % (p/p) con AJ (S5A] y S10AJ, respectivamente).

co pH ARCILLA LIMO ARENA
Suelos
(%) (H20) (%)
S 1.9 7.4
S5] 3.7 7.1 18 22 59
S10] 5.4 6.7
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1V.3.4. Estudios de adsorcion y andlisis de los herbicidas

Duplicados de 5 g de suelo sin enmendar y enmendados con Al al 5% y 10%
(p/p) fueron tratadas de forma separada con 10 ml de soluciones terbutilazina y de
glifosato a las concentraciones iniciales (C;) de: 1, 5, 10 y 20 uM en una solucién 0.01
M. Los extractos de terbutilazina y glifosato se trataron y se analizaron siguiendo las
metodologias descritas en los apartados 11.3.4.1. y 11.3.1.3. del Capitulo II. La fase mdvil
de terbutilazina fue una mezcla de acetonitrilo/agua Mili-Q (50:50) y se detect6 a la

longitud de onda de 222 nm en el HPLC, mientras que glifosato se cuantificd por LSC.

IV.3.5. Medida de fluorescencia de la clorofila a

La fluorescencia de la clorofila a se midié en un total de 9 hojas por olivo (tres
por cada rama) usando un fluorimetro modulado portétil (FMS-2, Hansatech
Instrument Ltd., Inglaterra) (Figura IV.4.) tras 24 horas, 15 y 60 dias de tratamiento con
el objeto de conocer la respuesta fisiologica de los olivos en un periodo corto y medio
de tiempo de exposicion al tratamiento. Se determinaron los parametros de
fluorescencia a la luz (cinética lenta de la fluorescencia de la clorofila) y tras un periodo
de adaptacidn a la oscuridad (cinética rapida de la fluorescencia de la clorofila), tanto
al amanecer (entre 1y 7 umol m? s™) como al mediodia (1700 pmol m”s™) con el fin
de determinar si el herbicida, el residuo organico o la combinacion de los dos afectaba
a la sensibilidad de las plantas frente la fotoinhibicién. Para ello los olivos fueron
adaptados a la oscuridad durante 30 minutos usando unas pinzas disefiadas para este
propdsito. El primer parametro que se registra en la curva de emision de la cinética
rapida de la fluorescencia es la fluorescencia basal (F).

Ademas en este estudio se determinaron la fotoinhibicién crénica (Plg,) vy la

fotoinhibicién dinamica (Plg;,), calculadas como (Werner et al., 2002):

F.—F
OPSIl = ——=) (Genty et al, 1989) [Ecuacién IV.1]
F..
F.—F
gp=—"—> [Ecuacién IV.2]
F.,—F
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_ I:m m' . .y
NPQ = F— (Schreiber et al, 1986) [Ecuacidn IV.3]

Ployn = (Fv/Fm)d _(Fv/Fm)mid %100
(R /P e

(Werner et al.,, 2002)  [Ecuacion IV.4]

Donde (Fv/Fm)y4 y (Fv/Fm),y son los valores de Fv/Fm al amanecer y al mediodia,
respectivamente.

(Fv/Fm).x €s el valor maximo de Fv/Fm, se tomd la media de las medidas del
tratamiento control al amanecer al dia siguiente de la aplicacidn de los herbicidas.

También se calculé el quenching no fotoquimico (NPQ) a través de la (Ecuacion IV.4).

Figura IV.4. Fluorimetro modulado portatil.

1V.3.6. Medida de intercambio gaseoso

El andlisis de intercambio gaseoso se realiz6 con un analizador de gases por
infrarrojo (IRGA) (Figura IV.5.) en sistema abierto y conectado a una cdmara para hojas
(LI-COR Biosciences Inc. LI- 6400, Lincoln, Nebraska, USA). Las medidas se tomaron en
hojas, completamente desplegadas elegidas al azar después de 24 horas, 15 y 60 dias
coincidiendo con las medidas de fluorescencia de la clorofila a. Se determiné la tasa de
fotosintesis neta (A), la concentracion de CO, intercelular (C) y la tasa de conductancia

estomatica al CO, (G,) de 365 pumol mol'l, a una temperatura de entre 25-28 9C, una
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humedad relativa del aire de 50 £ 5 % y a una intensidad luminosa de 1000 pmol m’s
1

Los valores de A, G, and C; fueron calculados usando las férmulas estandar de
Von Caemmerer y Farquar. (1981). El drea fotosintética fue calculada a partir del

dibujo de la superficie de cada hoja sobre la superficie de un papel milimetrado.

F[ (Coz)e - (COZ)S] P
A= X [Ecuacion IV.5]
S 0.082(273 + T) x 10°x60

1=1.61+ 1.37

F= flujo (Imin™)

(CO%). = CO, a la entrada de la camara (pmol mol™)

(CO%), = CO, a la salida de la camara (umol mol™).

S= superficie fotosintética (cm?) calculada para cada hoja. La superficie de hoja introducida en la cdmara del
IRGA se calculé mediante su aproximacion al area de un trapecio ¢? Preguntar enrique.

P= presion atmosférica (atmdsferas).

T=temperatura del aire en la camara (2C).

Gino est = cOnductancia estomatica al agua (mol m?2s™).

Giaoa = conductancia de la capa limite al agua (mol m?s™).

C. = concentracion de CO, externo (en la cdmara) (umol mol™).
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Figura IV.5. Analizador de gases por infrarrojo (IRGA) usado para las mediciones

durante el experimento.

IV.3.7. Anadlisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado usando el programa Statistica version 6.0
(Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA). La comparaciéon de medidas se realizé por medio de
analisis de varianza de una y dos vias (ANOVA; F-test). Cuando el resultado del analisis
de varianza fue significativo se identificaron las diferencias mas importantes mediante

el Test de Tukey (Day y Quinn, 1989).
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IV.4. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.4.1. Adsorcion

Las isotermas de adsorcion de terbutilazina y de glifosato se muestran en la
Figura 1V.6. y los coeficientes de adsorcion de cada herbicida en el suelo sin enmendar
y enmendado con el alperujo al 5% y 10% (p/p) (S5AJ y S10AJ) se muestran en la Tabla
IV.2.

Tabla IV.2.Coeficientes de adsorciéon para terbutilazina (T) y glifosato (G) en el suelo sin enmendar
(S) y enmendados al 5% y 10% con alperujo (S5A] y S10AJ).

Kf 2

(mg*" kg™ mL") Mo
S 0.964(0.622/1.490)° 0.85 0.57:0.23
T S5A) 1.386 (1.089/1.763) 0.93 0.69 #0.13
S10A) 7.680 (5.344/9.680) 0.89 0.86 +0.25
S 5.130 (4.798/5.496) 0.99 0.83 0.09
G S5A) 5.440 (5.288/5.640) 0.99 0.81 +0.04
S10A) 5.411 (5.190/5.633) 0.99 0.78 +0.05

Herbicidas Suelos R

’Los numeros en paréntesis corresponden con los error estandar (SE) respecto a la media de Kf. ®Los
nimeros corresponden con la media 1/n¢ £SE.(PONER R? DESPUES DEL 1/NF

Glifosato se adsorbe al suelo sin enmendar (S) alrededor de 5 veces mas que
terbutilazina, sin embargo no se detectaron diferencias significativas en la adsorcion
de glifosato al enmendar con alperujo a las dosis de 5% y 10% (p/p) (Tabla IV.2., Figura
IV.6.). Esto se atribuye a que glifosato se adsorbe en general fuertemente al suelo,
principalmente a los coloides inorganicos del mismo (Veiga et al., 2001; Borggaard y
Gimsing, 2008). Por el contrario, si se encontré que la adicidon de alperujo al suelo
aumento la adsorcion de la terbutilazina respecto al suelo original por un factor de 1.4
y 7.9, al enmendarse al 5% y 10% (w/w) (S5AJ y S10AJ), respectivamente (Tabla IV.2).
Terbutilazina presenta una baja solubilidad en agua (8.5 mg I'") y mayor afinidad por la
materia organica, que explica el aumento de adsorcidon al enmendar. Esto se ha
demostrado en trabajos anteriores (Celis et al., 1998; Cabrera et al., 2007- 2009;
Krawariti et al., 2010). Mientras mayor sea la adsorcién, menor cantidad de moléculas
de terbutilazina pueden ser absorbidas por la plantas, reduciendo o evitando poder

desencadenar un efecto téxico sobre las mismas.

206



La molécula del glifosato presenta 3 grupos funcionales polares: un grupo
carboxilo, otro amino y un tercer grupo fosfato (Figura 1V.2.), que determinan que su
adsorcién ocurre preferentemente en la fase mineral del suelo (principalmente en
minerales de arcilla con carga variable), siendo fuertemente adsorbido a estos
componentes y convirtiéndose en una molécula casi inmovil en el perfil del suelo
(Vereecken. 2005; Mamy y Barriuso, 2007; Borggaard y Gimsing, 2008). Cuando el pH
de la solucién del suelo se encuentra entre 4 y 8, glifosato presenta gran afinidad por
cationes trivalentes como Fe** y AP, por lo que compite por los mismos sitios de
adsorcién que el fésforo (Latinen et al.,, 2009). Esto explica que el aumento en
contenido de carbono organico no afecte tanto a la adsorcion del glifosato respecto a
la terbutilazina. Sin embargo, Mc Bride. (1991) y Yu y Zhou. (2005) vieron que el
glifosato se puede unir a la materia orgdnica a través de puentes de iones metdlicos a
pesar de su alta solubilidad en agua (10.5 g I'l). Los suelos de las macetas con pH entre
6.7y 7.4 ( ) y valores de P Olsen (P facilmente extraible de la solucién del
suelo) mucho mayores que los presentados por Simonsen et al. (2008) en un estudio
con un suelo agricola, la alta adsorcion de glifosato revela que la competencia por este

elemento no determina su adsorcidn a las particulas del suelo (
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Figura IV.6. Isotermas de adsorcion de terbutilazina (arriba) y de glifosato (abajo) en
el suelo (S) sin enmendar y enmendados al 5% y 10% con alperujo (S5A] y S10AJ).

IV.4.2. Fluorescencia

La eficiencia fotoquimica potencial del PSII (F, F,.;), la eficiencia real del PSII
(Dpsi) y el quenching no fotoquimico (NPQ) medidos al mediodia para los tratamientos
control, AJ, T, G, TAJ y GAJ, a las 24 horas, 15 y 60 dias después de la aplicacién de los
herbicidas se muestran en la Figura IV.7. La eficiencia fotoquimica potencial del PSII
(F.F..1) al amanecer tras 60 dias en Olea europaea L. se muestra en la Figura IV.8. No
se muestran los datos de F,F,,_;, @ps; Y €l NPQ al amanecer tras 24 horas, 15 y 60 dias,

ya que no se observaron diferencias significativas para los distintos tratamientos

(ANOVA, P>0.05).
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Figura IV.7. Eficiencia fotoquimica potencial del PSII (F,F,'!) (A-C), Eficiencia real del
PSII (®PSII) (D-F), y quenching no fotoquimico (NPQ) (G-I) medido al mediodia en los
tratamientos de Olea europaea tratados con alperujo (AJ), glifosato (G), y con alperujo
y glifosato (GAJ), con terbutilazina (T) y con terbutilazina y alperujo (TAJ) tras: 24
horas (A, D, G); 15 dias (B, E, H); y 60 dias (C, F, I). Los valores representan la
media £SE, n = 9. Las distintas letras indican que las medias son significativamente
diferentes entre si (Tukey test, P<0.05).

Tras 15 dias de exposicion a los herbicidas no se observaron diferencias
significativas en F,Fm-1 entre los tratamientos (Figura IV.7.), sin embargo, tras 60 dias,
los olivos tratados con la terbutilazina (T) expresaron efecto fitotdxico
estadisticamente significativo, mostrando valores mas bajos al mediodia (0.60
respecto a 0.80 para el control; ANOVA, P<0.0001; Figura IV.7). Este efecto se reduce al
afiadir alperujo al suelo, que aumenta la adsorcidon del herbicida a las particulas del
suelo, exponiendo a los olivos a menos particulas de herbicida.

Aunque el aumento de carbono organico al enmendar el suelo no afecté a la
adsorcién de glifosato (Tabla I1V.1.; Figura IV.6.), éste mostr6 mayor adsorcion
comparado con terbutilazina (a excepcion del suelo enmendado al 10% donde es
mayor la adsorcion de terbutilazina que glifosato), lo que indica que ésta fuerte
adsorcién de glifosato, junto con la baja cantidad adsorbida por las raices (Coupland y

Lutman., 1982; Rodrigues et al., 1982; Laitinen, et al., 2007) hace que glifosato esté
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menos disponible para ser absorbido por las plantas y, consecuentemente, no afecte a
la fotoquimica potencial de los olivos como ocurre para el herbicida terbutilazina
(Figura 1V.8.).

Los bajos valores de F,F,_; para los olivos tratados con la terbutilazina, al
mediodia tras 60 dias de experimento (Figura IV.7.) se atribuyen a la fotoinhibicion
causada por un alto flujo de luz, el cual tiene por consecuencia un menor nimero de
centros de reaccién abiertos (Maxwell y Johnson, 2000), anteriormente observado en
otros estudios con herbicidas (Bigot et al., 2007). Esta fotoinhibicidn es causada por un
dafio (exposicion al herbicida) en los componentes fotosintéticos, como son las
moléculas de clorofila del PSIl contenidas en los cloroplastos de los olivos, y se traduce
en un efecto bien a corto plazo y a la vez reversible, como por ejemplo encontrd
Popov y Cornisa. al exponer a cuatro malas hierbas a concentraciones altas del
herbicida atrazina, que es lo que se denomina fotoinhibicion dinamica, o bien un
efecto a largo plazo e irreversible, observandose efectos negativos del tratamiento que
persisten hasta el amanecer siguiente a las medidas de fluorescencia al mediodia,
proceso que se llama fotoinhibicion crénica (Maxwell y Johnson, 2000; Werner et al.,

2002).
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Figura IV.8. Eficiencia fotoquimica potencial del PSII (F,Fn.1) (A-C), medida al
amanecer en los tratamientos de Olea europaea tratados con alperujo (AJ), glifosato
(G), y con alperujo y glifosato (GAJ), con terbutilazina (T) y con terbutilazina y alperujo
(TAJ) tras 60 dias Los valores representan la media £SE, n = 9. Las distintas letras
indica que las medias son significativamente diferentes entre si (Tukey test, P<0.05).
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Por el contrario a Catriona et al. (2003) que observaron recuperacion de la
eficiencia fotoquimica potencial del PSII tras cuatro dias bajo tratamiento con diurdn
de Zostera capricorni, nuestro estudio no detectd recuperacion al amanecer en olivos
tratados con terbutilazina, (Figura IV.8. (ANOVA, P<0.0001)). Mostrando fotoinhibicién
crénica a largo plazo (Figura 1V.8), lo que se atribuye a que terbutilazina inhibe el flujo
de electrones en el PSIl en plantas (Lifian., 2009). Cabria esperar que los olivos TAJ
también mostrasen este efecto negativo causa de la presencia del herbicida, sin
embargo, se encontrd recuperacién de los valores bajos de F, Fm™ en las medidas al
amanecer (Figura 1V.8.). Esto indica que la mayor retencion del herbicida en presencia
del alperujo (Tabla IV.6) reduce su capacidad fitotoxica sobre el olivo, lo cual es
beneficioso para el cultivo, al mismo tiempo que se enriquece el suelo en materia
organica.

Las macetas tratadas con los herbicidas mostraron menores Qg tras 15 dias
de tratamiento (Figura IV.8.E), aunque no se registraron diferencias significativas,
(ANOVA, P>0.05). Sin embargo, los valores de @, para las plantas tratadas con la
terbutilazina, fueron significativamente menores tras 60 dias (ANOVA, P>0.01; Figura
IV.8.F). Redondo-Gomez et al. (2007b) mostraron tras una semana de tratamiento con
diurdn y simazina menores eficiencia fotoquimica potencial y @, en plantas jovenes
de olivo, mientras que un estudio similar en arboles adultos de olivo este efecto se
observaba sélo a partir de dos meses de aplicacion del herbicida (Redondo-Géomez et
al. 2007a), al igual que ocurre en nuestro estudio con olivos de 3 afios de edad.

La coaplicacion de la terbutilazina y alperujo, contrarresté la reduccion de
FFn1 Y @psy, Ya que, como se ha descrito, la presencia de alperujo, aumenta la
adsorcién de terbutilazina, por lo que se encuentra menos disponible para ser
absorbida por las plantas. En caso de los olivos tratados con el glifosato (G), no se
encontré efecto fitotdxico. Aunque se sabe que el glifosato inhibe la sintesis del acido
6-aminolevulinico, bloqueando la sintesis de clorofila y otras porfirinas (Li et al., 2005),
su principal modo de accién no es éste, sino inhibir la sintesis de la enzima 3-
enolpiruvil-siquimato-5-fosfato sintetasa, localizada en los cloroplastos en involucrada
en la sintesis de aminoacidos aromaticos esenciales como triptofano y fenilalanina y
tirosina (Della Cioppa et al., 1986), el cual no estd directamente relacionado con la

fotosintesis (Franz et al., 1997).
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El daifo crénico y dindmico para los distintos tratamientos se muestra en la
Figura . La disipacion de energia como calor (NPQ) (Figura IV.9.G-l) es un
mecanismo protector que poseen las plantas que expresan bajo condiciones de estrés
y dafio dindmico, y que normalmente se ve favorecido cuando F, F,.; y @pg bajan
(Maxwell y Johnson, 2000). Sin embargo, los olivos tratados con terbutilazina, tras 60
dias de tratamiento, no mostraron un aumento en NPQ, lo que podria ser
consecuencia del dafo créonico que sufrieron (fotoinhibicidn crénica) los olivos bajo
este tratamiento. Estos resultados no concuerdan con otros trabajos con olivos
(Redondo-Gomez et al., 2007a-b), mientras que coincide con los bajos valores de NPQ
encontrados por Catirona et al. (2003), en estudios con diurdn en el alga Zoostera
capricorni. Mientras que los olivos T mostraron la mayor fotoinhibicién crénica, en
presencia de alperujo (TAJ) este efecto se reducia. Por el contrario, los olivos G y GAJ

mostraron una respuesta a la fotoinhibicion similar al control.
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Figura IV.9. Dafio cronico (barras negras) y dafio dindamico (barras grises)
fotoinhibicion de las hojas de adultos Olea europea tratados con alperujo (AJ),
glifosato (G), y con alperujo y glifosato (GAJ]), con terbutilazina (AT) y con
terbutilazina y alperujo (TAJ).

1V.4.3. Intercambio gaseoso
La Tasa Fotosintética Neta (A) manifestd un claro efecto negativo en los olivos

tratados con la terbutilazina, registrandose una reduccién en los valores tras 15 dias
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con respecto a los olivos control (ANOVA, P<0.05), la cual se agudizé tras 60 dias de
tratamiento (ANOVA, P<0.0001) (Figuras 1V.10.B-C). Sin embargo estas diferencias no
fueron observadas en los tratamientos G, TAJ y GAJ. El descenso de la A se atribuye a
limitaciones estomaticas y/o no estomaticas (Flexas y Medrano, 2002). En caso de que
esta reduccién sea producida por limitaciones no estomaticas, se deberian observar
cambios bioquimicos causando inhibicion de la sintesis de moléculas de clorofila. Lo
que no puede ser comprobado porque estos estudios no incluyen el analisis de

pigmentos de las hojas.
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Figura IV.10. Tasa fotosintética (A) (A-C), conductancia estomatica (Gs) (D-F), y
concentracion intercelular de CO; (Ci) (G-1) en Olea europea tratada con alperujo (AJ),
glifosato (G), y con alperujo y glifosato (GAJ), con terbutilazina (T) y con terbutilazina
y alperujo (TAJ) tras: 24 horas (A, D, G); 15 dias (B, E, H); y 60 dias (C, F, I). Los
valores representan la media £SE, n = 9.

En el caso de reduccién de A por limitaciones estomaticas debido a reduccién
de la conductancia estomatica (G;), deberia observarse una disminucién de la
concentracion intercelular de CO,, que si ocurre tras 15 dias de tratamiento con
terbutilazina, aunque no ocurre al final del estudio. Sin embargo no se encuentran

diferencias significativas para los olivos TAJ, como sea visto en parrafos anteriores.
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Ademas la adicidn de AJ incrementa GS en ambos casos (TAJ y GAJ) (Figura IV.10.B-C),
lo que confirma que no existe efecto negativo de la adicidon de AJ. Nuestra hipdtesis es
que las limitaciones estomaticas ocurren a corto plazo, justo tras la aplicacion del
herbicida, afectando directamente a la sintesis de las moléculas de clorofila, tras una
larga exposicion al tratamiento (Flexas y Medrano, 2002). Los valores para la tasa
fotosintética confirman que la adicion de AJ reduce el efecto negativo producido por la
exposicion a terbutilazina, debido al incremento en la adsorcidn, ya que no se
encontré una reduccidn significativa tras 60 dias de estudio en olivos T.

Para los olivos tratados con el glifosato, no se encontraron diferencias
significativas para A, G; ni C; durante el experimento, pero en caso de GAJ, se encontrd
que tanto G; como C;disminuian tras 15 dias de estudio, efecto que desaparecia al final
del estudio. Redondo-Gomez et al. (2007a-b) encontrd resultados parecidos en
trabajos con olivos y otro herbicida perteneciente a la familia de las triazinas, donde
sugeria que, aunque la adicion de terbutilazina a los suelos podria afectar
negativamente a la fotoquimica de la planta del olivo, este efecto podria ser reducido
por el uso de enmiendas como el alperujo en los suelos, al verse reducida su
fitotoxicidad al aumentar su adsorcidn. La adicién de este residuo al suelo no afecta a
la actividad bioldgica del herbicida (Cafiero et al., 2010) y mejora las propiedades del
suelo (Alburquerque et al.,, 2009). Ademas, estd facilmente accesible ya que es

generado cerca de los cultivos de olivo.

IV.5. Conclusiones

El uso de plaguicidas seguros y efectivos en los cultivos, sin desarrollar efectos
indirectos es crucial para los agricultores. En este estudio se demuestra que la
aplicacién al suelo de terbutilazina es una fuente indirecta de fitotoxicidad para los
olivos, reduciendo la eficiencia fotosintética que fue contrarrestada por la adicion de
OW a los suelos, debido al aumento de la adsorcion del herbicida a las particulas de
suelos, siendo de esta manera disponible para ser absorbido por las plantas. Los
resultados obtenidos pueden ser Utiles para el manejo de estrategias que engloban el

uso de herbicidas en el cultivo del olivar.
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Capitulo V. Efecto de la adicion de alperujo y herbicidas a
suelos sobre comunidades microbianas autoctonas del
mismo. Estudios independientes y dependientes de

cultivo.






V.1. INTRODUCCION

La Ecologia Microbiana se desarrolla como disciplina independiente durante la
segunda mitad del siglo XX. Aunque su concepto y metodologia ya estaban presentes en
estudios anteriores del siglo XIX, el primer libro de texto en el que aparecia este término
fue publicado en el afio 1966 por Thomas D. Brock: “Principles of Microbial Ecology”.

El interés por los microorganismos del suelo se ha visto incrementado
notablemente en las ultimas décadas (Arias et al., 2005; Grenni et al., 2012). Estos
microorganismos se ha calculado que constituyen una biomasa total equivalente a la de
toda la flora y fauna existente en la Tierra. Su abundancia es tal, que se estima que un
gramo de suelo puede contener hasta 10*-10° genomas diferentes pertenecientes a
organismos procariotas (Wu et al., 2008). Son caracteristicos por su ubicuidad en toda
clases de ecosistemas, tanto terrestres, acuaticos como aéreos Esta ubicuidad
caracteristica, ha proporcionado a estos organismos una alta variabilidad gendmica, que
se traduce en una alta versatilidad metabdlica.

Las técnicas clasicas cultivo-dependientes e identificacion microscopica son
insuficientes para evaluar la composicion real de microorganismos en muestras naturales
(Schafer y Muyzer, 2001) ya que proporcionan informacién sélo de un 0.1-10% de la
poblacién microbiana total presente en los suelos (Amann et al., 1995; Torsvik, et al.,
1990), que se corresponde con la parte de microorganismos que son cultivables bajo
condiciones de laboratorio. Consecuentemente, la composiciéon real de comunidades
autéctonas de las muestras de suelo se desconocia en su mayoria al aplicarse dichas
técnicas. Aun asi, las técnicas cultivo-dependientes permiten la valoracion cualitativa de
los organismos cultivables bajo condiciones de laboratorio. Incluso hay autores que han
aplicado técnicas moleculares en estudios de ecologia microbiana utilizando de forma
simultanea técnicas cultivo-dependientes y cultivo-independientes (Edenborn y Sexstone,
2007), para aumentar la fiabilidad de este tipo de estudios.

La introduccidn de técnicas moleculares en la tecnologia del mundo microbiano
en los afios 80, ha provocado un aumento exponencial en la obtencién de informacién
sobre la diversidad/composicién microbiana de todos los medios ambientes. Estas
técnicas permiten establecer relaciones filogenéticas entre organismos sin necesidad de

cultivarlos en laboratorio a través del estudio de determinadas regiones de alta
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variabilidad presentes en los ARN ribosémicos 16S procaridticos (ARNr 16S) en el caso de
las bacterias, estimados como los microorganismos mas abundantes del suelo. Entre estas
técnicas se encuentran las técnicas de “huella molecular” como DGGE (Electroforesis en
gel en gradiente desnaturalizante) que constituye una via excepcional para comparar
grandes cantidades de muestras, y refleja con alta fiabilidad la diversidad genética de las
comunidades en los ecosistemas (Muyzer et al., 1999). La técnica DGGE, es una de las
técnicas moleculares mas usadas en microbiologia ecoldgica desde que se introdujo en
1993 (Muyzer et al, 1993) y se basa en la separacidn de fragmentos de ADN de longitudes
similares en base a su secuencia nucleotidica (Claesson et al., 2009). Mas alla del DGGE,
nos encontramos con la Pirosecuenciacién. Esta técnica proporciona informacién de todas
las especies activas biolégicamente o no de una muestra, en menos de 5 h. La técnica de
Pirosecuenciacidon permite secuenciar ADN basidndose en la sintesis de esta molécula
(Ronaghi., 2001). Hasta hace unos afios la secuenciacidn se realizaba usando el método
Sanger (Sanger et al.,, 1977), el cual resolvia 67000 bases por hora. Mientras que el
descubrimiento de la Pirosecuenciacion permite resolver casi 4.5 millones de bases por
hora. Esta reveladora técnica constituye una puerta al mas completo conocimiento hasta
ahora de las comunidades microbianas de los ecosistemas naturales.

La importancia de los microorganismos de los suelos radica en su implicacion en
los procesos de transformacion de materia organica, o en los ciclos biogeoquimicos (como
nitrégeno, fésforo, sulfuro y carbono), como intercambiadores de gases con la atmdsfera
o secuestro de carbono en los suelos, como reguladores del crecimiento de plantas y
como estabilizadores de agregados del suelo (mantienen la estructura de los suelos)
(Torsvik et al., 1978; Wertz et al., 2006; Wu et al., 2008). Por lo tanto, constituyen una
pieza clave para mantener los suelos en condiciones saludables (Viti et al., 2008) y se
consideran bioindicadores de calidad y productividad de muchos sistemas agricolas
(Killham et al.,? 1994; O’Donnell et al., 1994; Grivan et al., 2003-Girvan et al., 2005). Las
poblaciones microbianas de estos ecosistemas son especialmente vulnerables a procesos
antropoldgicos que incluyen practicas agricolas como la rotacién de cultivos, fertilizacion,
cultivos intensivos, laboreo, aplicacién de plaguicidas y enmiendas organicas, que
impactan en la comunidad microbiana de los suelos (Viti et al., 2008; Wu et al., 2008;

Caraciolo et al., 2010).
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Al incorporarse al sistema suelo, ademas de afectar a las especies diana, los
plaguicidas afectan a microorganismos del suelo (Perucci et al., 2000; Vichetti et al., 2002),
y este impacto puede ser tanto positivo, negativo o simplemente no afectar a las
comunidades microbianas del suelo. Singh y Ghoshal. (2010) han comprobado que la
adicion de Butacloro reduce la respiracion de suelos agricolas, lo que generalmente se
asocia a una reduccion en la biomasa microbiana en los mismos (Klose y Ajwa, 2004),
mientras que otros estudios han revelado un aumento en la respiracion, que a su vez
implica un crecimiento de la poblacién bacteriana (Haney et al., 2000).

Se ha visto que la aplicacion de plaguicidas a los suelos reduce la diversidad
microbiana pero puede aumentar la diversidad funcional de las comunidades. En
ocasiones la poblacién microbiana se afecta por la aplicacidn de plaguicidas pero tras un
periodo de aclimatacidn, la poblacion recupera su actividad normal o incluso a veces, se ve
incrementada (Fliessbach y Mader, 2004; Niewiadomska, 2004). Gonod et al., 2006
revelaron modificaciones en la estructura de comunidades en respuesta de la aplicacion
de 2,4-D en estudios de DGGE y que éste efecto desaparecia tras 7 dias de tratamiento. En
otros estudios se ha revelado efecto toxico irreparable sobre la diversidad microbiana en
los suelos (Ingram et al., 2005; Wang et al., 2006).

Otra practica cultural que se estd usando en la actualidad y que altera la
composicién microbiana de los suelos es la aplicacion de residuos organicos. Como se ha
comentado en capitulos anteriores de esta Memoria, esta actividad mejora la estructura
del suelo, disponibilidad de nutrientes y fertilidad, ayudando a la restauracién de suelos
degradados (Melero et al., 2007; Badalucco et al., 2010) (Ver Capitulos I, Il y Ill). Ademas
su aplicacion puede reducir los procesos de transporte y por tanto pérdida y posible
contaminacién por plaguicidas, muy frecuente en suelos agricolas de bajo contenido en
carbono organico (Albarran et al. 2003 y 2004; Si et al., 2006; Majumdar y Singh, 2007).
Algunos estudios han revelado que la adicién de residuos orgdnicos se traduce en un
aumento en la actividad bioldgica de los suelos (Lai et al., 1998; Albiach et al., 2000; Singh
y Ghoshal 2010), constituyendo una practica agricola beneficiosa. En el caso de los
residuos de la extraccion de aceite de oliva, se ha visto que no constituyen una fuente de
toxicidad para los organismos autdctonos del suelo (Sampedro et al., 2009).

En este capitulo se ha estudiado el efecto de la adicion de alperujo a suelos

agricolas sobre las poblaciones microbianas enddgenas de dos suelos, asi como el efecto
225



de la incubacidn con los herbicidas MCPA y S-metolacloro en esos suelos bajo condiciones
de laboratorio. Ademas se han aislado cepas procedentes de estos suelos con el fin de

encontrar organismos degradadores de estos herbicidas.
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V.2. OBJETIVOS

Los objetivos de este estudio han sido: Caracterizar las poblaciones microbianas presentes
en dos suelos agricolas seleccionados de cultivos intensivos de la Vega del Guadalquivir y
evaluar el efecto que la adicién de alperujo tiene sobre estas poblaciones. También se ha
querido evaluar el efecto de los herbicidas MCPA y S-metolacloro sobre poblaciones
microbianas del suelo tras un periodo de tiempo determinado de incubacién, aislar
bacterias de los suelos a diferentes dosis de herbicidas con el fin de obtener organismos
tolerantes o resistentes a los mismo y por ultimo, estudiar la degradacion de herbicidas

con esos organismos tolerantes o resistentes.
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V.3. MATERIALES Y METODOS

V.3.1.- Herbicidas

Los herbicidas que se usaron en los experimentos que se describen en este
Capitulo fueron MCPA y S-metolacloro, ambos anteriormente descritos en los apartados

11.3.1.1. y 11.3.1.2. El método analitico esta descrito en el apartado 11.3.1.3.

V.3.2. Alperujos
Los residuos organicos usados en estos estudios fueron los mismos que
aparecen en el Capitulo Il (apartado 11.3.2.), los alperujos AJ y AM, cuya caracterizacion se

recoge en el apartado 11.4.1 del mismo capitulo.

V.3.3. Suelos

Para este capitulo se seleccionaron tres suelos agricolas de cultivos intensivos de
la Vega del Guadalquivir (S, Cy T) conservados a 42C. Las propiedades principales de estos
suelos se describen en el apartado 11.4.2. Ademas se estudiaron muestras del suelo S
frescas, ya que era el Unico suelo con posibilidad de conseguir muestras frescas en el
momento del estudio. También se usaron estos mismos suelos enmendados con los
residuos Al y AM al 10% (p/p) (S10J, C10J, T10J, S1I0M, C10M, T10M) y por otro lado
muestras del suelo T10J previamente incubadas con MCPA y S-metolacloro bajo

condiciones de laboratorio durante 45 y 72 dias, respectivamente.

V.3.4. Extraccion de ADN de suelos y alperujos

Para la caracterizacién de la comunidad microbiana autdctona, se hizo una
extraccion de ADN total contenido en 0.5g de las muestras de los alperujos y muestras de
suelo sin enmendar (S, Cy T), de los alperujos Al y AM y de los suelos enmendados al 10%
(p/p) con estos residuos por separado. Para ello se usé el kit comercial “Fast DNA Spin
Kit“(suministrado por Q BlOgene) (ANEXO) para extraccion de ADN en muestras de suelo
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Una vez extraido las muestras se

conservaron a -202C para sus posteriores analisis por PCR y DGGE.
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V.3.5. Extraccion de ARN

El ARN representa la poblacidn biolédgicamente activa de los suelos en el
momento de la extraccidon. En estos estudios se extrajo ARN de muestras de suelo
siguiendo el método modificado de Griffiths et al. (2000).

El método de extraccidn consiste en lisar 0.5g de suelo usando una matriz de
perlas de silica suministrada por Q-Biogene que se mezcla con solucién tampdn Bromuro
de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) y fenol-cloroformo-alcohol-isoamilico (25:24:1, pH4.3)
y se agita a 5.5 ms™ durante 30 s en un sistema de agitacion rapida (Precellys 24-
Lysis&homogenation, Stretton Scientific Ltd.). Estas muestras se centrifugan a 13500rpm
durante 5 min a 4°C vy la fase acuosa de los acidos nucleicos se traspasa cuidadosamente
en un tubo eppendorf. Se extrae con cloroformo-alcohol-isoamil (24:1) en una relacion
(1:1) (v:v) y se centrifuga 13500rpm durante 5 min a 42C. Seguidamente, se precipitan los
acidos nucleicos con Polientilenglicol 8000 (30%) (Fluka BioChemika) durante 2 horas a
temperatura ambiente (relacion 2:1 (v:v). Las muestras se centrifugaron a 14000 rpm
durante 10 min a 49C. Los precipitados se lavaron 3 veces con etanol (70%), se dejaron
secar a temperatura ambiente durante 30 min y se resuspendieron en 50 pl de agua
tratada con DEPC (Dietilpirocarbonato).

Tras la extraccién de ARN, las muestras se trataron para eliminar posibles restos
de ADN que pudieran interferir en los andlisis posteriores. Para ello se mezclaron 7.5 pl de
agua estéril, 5ul de solucion Turbo DNAse, 2.5ul de tampon (10x) y 25 pl de muestra, que
se mezcld e incubd a 372C durante 25 min. Transcurrido ese tiempo se afiaden 8 pl de
Agente de inactivacién de las ADNasas y se incubaron 5 min a temperatura ambiente
mezclandose ocasionalmente. Posteriormente se centrifugd a 8000 rpm durante 1.5 min 'y
se transfirid el sobrenadante a otro tubo. Inmediatamente después se hizo una PCR con
los cebadores 27F y 1525R y se comprobd en gel de agarosa que no existia amplificacion al
haberse eliminado eficazmente todo el ADN de las muestras.

Las muestras de ARN se guardaron a -802C para preservarlas de procesos de
degradacion. Muestras de 2l se mandaron a analizar por Bioanalyser en el Servicio de
Analisis de Biologia molecular del Departamento de Ciencias Bioldgicas de la Universidad

de Warwick.

229



Tras la extraccion de ARN se realizé una sintesis de ADN complementario (ADNc)
utilizando el protocolo High Capacity RNA-to-CDNA Kit (Applied Biosistems) siguiendo las
recomendaciones de los fabricantes. Tras esto se aplicd una reaccion térmica al producto
obtenido con las siguientes caracteristicas: 372C 60 min (1 ciclo) y 952C durante 5 min (1
ciclo). Con este producto se hizo una PCR con los cebadores P2 y P3 (Tabla V.1.) todo esto
se compard con el ADN previamente extraido del suelo por la técnica de DGGE, de modo
gue vemos bandas correspondiente a los organismos presentes en el suelo, activos y no

activos biolégicamente (ADN) frente a sélo los activos biolégicamente (ARN).

V.3.6. Caracterizacion morfolégica y conteo de microorganismos por
técnicas cultivo-dependientes
Se identific6 morfologicamente (de visu) la composicion de las poblaciones

microbianas de los suelos tanto sin enmendar como enmendados y antes y después de
tratamientos de 45 dias y 72 dias con MCPA y S-metolacloro, respectivamente (T, T10J,
T10J-MCPA y S-metolacloro) y las muestras de alperujos (AJ y AM). Para ello, se puso a
interaccionar 1g de cada uno de los suelos en estudio y los alperujos por separado con 10
ml de una solucidon salina (y asi reducir choque osmotico y rotura de las células vivas
presentes en la muestra). Estas disoluciones se agitaron durante 5 min a 4 ms”, se
diluyeron por un factor de dilucién 10 en caso de los suelos sin enmendar y enmendados
y 10ty 10°® para los alperujos Al y AM, respectivamente. Los extractos se sembraron en
medio TSA (Ver composicién en ANEXO V.*), seleccionado por ser un medio no selectivo
para el recuento del mayor nimero de unidades formadoras de colonias (UFC). El medio
fue esterilizado en autoclave durante 1 h a 121 °C y se vertié en placas Petri (20 ml/placa).
Una vez solidificado y enfriado el medio, se sembraron 100 pl por triplicado de extractos
de los suelos y residuos. Las placas se incubaron a 302C en oscuridad durante 6 dias.
Previamente se realizaron pruebas a 20, 302C y 372C y se selecciond 302C como la mas
idénea para el crecimiento de los microorganismos de estos suelos.

Para la identificacion morfoldgica de los microorganismos cultivables se

determinaron de visu segun su morfologia, color y examen microscépico.
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V.3.7. Electroforesis en gel de agarosa

A través de la técnica de electroforesis en gel de agarosa se confirmd que las
extracciones de ADN y ARN de tanto las muestras de suelo, como de las colonias aisladas,
fueron satisfactorias. Para ello se cargé 5ul de muestra de ADN extraido (previamente
mezclados con 2 pl de tampdn de carga 6x que lleva incorporado el colorante azul de
bromofenol para visualizar el frente de migracion) en un gel de agarosa (1%) previamente
teflido con bromuro de etidio (1%) para la visualizacién de ADN. Este gel se sumergié en
una unidad de electroforesis horizontal que contenia tampdn TAE 1x (Ver composicidn en
ANEXO V.?) durante 20 minutos a 120 V. La migracién de la banda de ADN extraido se
visualizé con la ayuda de un transliluminador de emisiéon UV. Una vez comprobado que se
extrajo ADN de las muestras, se procede a la amplificacién de ADN por PCR. Las imagenes
de los geles se capturaron con un equipo de analisis de imagen (Biorad) que lleva acoplado
un sistema de impresidn de imagenes (Gelprinter vm509).

La determinacién del tamafio molecular de los fragmentos de restriccidén se ha
efectuado teniendo en cuenta marcadores de tamano molecular (de 100pb) de los
fragmentos de restriccion del ADN del Fago lambda resultado de la digestién con

endonucleasa Hlind Il o EcoRI/HindlIl.

V.3.8. Amplificacion de ARNr 16S a través de PCR

A partir de las distintas muestras de ADN se amplificd por PCR cada uno de los
fragmentos del gen codificante para ARNr 16S. El objetivo de esta técnica es estudiar la
poblacién bacteriana del suelo, al ser los éstos, los microorganismos mas abundantes del
suelo, y no de los hongos (mohos y levaduras) que también se estudian a través de estas
técnicas pero a partir de ARN 18S. Para ello se usaron los cebadores universales del
domino Bacteria (Tabla V.1.) que fueron suministrados por Invitrogen, y se diluyeron con
agua desionizada hasta una concentracion stock de 25 pmol y se almacenaron a -20 2C
hasta su uso. Todas las amplificaciones de PCR se llevaron a cabo usando PCR-Promega

Master mix (Promega, London, UK).
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Tabla V.1. Cebadores usados en las distintas reacciones de PCR.

Nombre del Secuencia (5’-3’)
cebador
27F . AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
Suelo-alperujos

1525R AGGAGGTGWTCCARCC

P2 CGCCCGCCGCGCGCGGLCGGGLCGGGGLGEG
Bandas GGGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCA

P3 ATTACCGGCTGCTGG

P341F CGCCCGCCGCGLCGLCGGLCGGGLGGGGLGGEGA

DGGE GCACGGGGGGCCTACGGGAGGGAGCAG
P907R CCGTCAATTCCTTTRAGTTT

Todas las reacciones de PCR se completaban hasta un volumen total de 50 pl
conteniendo: 25 pl Master Mix (50 unidades ml™ de la polimerasa Tag DNA en una
reaccion tampon (pH=8.5), 400 uM de cada uno de los dinucleétidos (dNTP), 3mM MgCl,),
10 uM de cada cebador, 2.5 pul de Dimetil sulféxido (DMSO) (Fisher Scientific
Loughborough, Leicestershire, UK), 2ul de albumina de suero bovino (BSA 10mg ml™,
SIGMA, St Louis, MO, USA) y 2 ul de ADN molde. Estos 50 pl se sometieron a una reaccion
en un termociclador Mastercycler pro (Eppendorf) bajo las condiciones del programa de
amplificacidn que se muestra en la Tabla V.2. Una vez finalizado el programa las muestras

se mantuvieron a 42C en el termociclador hasta su uso.

Tabla V.2. Programa usado en el termociclador para las reacciones de PCR.

Cebadores tal y tal Cebadores tal y tal
TEMPERATURA TIEMPO NUMERO TEMPERATURA TIEMPO NUMERO
(eC) (segundos) DE (2C) (segundos) DE
CICLOS CICLOS

95 60 1 95 60 1

95 45 72 45 35

55 30 35

72 45 72 45

72 600 1 45 350 1
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V.3.9. Electroforesis en gel en gradiente desnaturalizante (DGGE)

El analisis de la comunidad total de bacterias presentes en las muestras de suelos
y alperujos se llevd a cabo por medio de una electroforesis en gel de gradiente
desnaturalizante (DGGE) usando el Sistema DCode (Bio-Rad, Hertfordshire, United
Kingdom) (Muyzer et al., 1993). Esta técnica consiste en la separacion electroforética de
las cadenas de ADN en un gradiente quimico de urea y formamida en un gel de
poliacrilamida, que desnaturaliza la molécula de ADN de forma progresiva a medida que
avanza por el perfil de electroforesis, lo que reduce su movilidad en el mismo. Este
incremento de resistencia al paso que ejerce el gel en las moléculas mas desnaturalizadas
(mas abiertas), genera una banda en el gel (Figura V.1.) y permite la separacién de las
moléculas de ADN en funcion de diferencias sencillas en el contenido en pares de bases

Guanina-Citosina.

Denaturant

o / - T IO Wild Type
o= ~ s "
Partially melted Tl _ 5 Imr Mutant
“mutant” / r_“_::i' E
. 2
/ . TITTTT &
Partially melted &

‘wild type’ Single strands

1o Double strand

Figura V.1. Fundamento de la desnaturalizacién en gel de poliacrilamida y gradiente
desnaturalizante creciente.

Para la DGGE se prepard un gel (al 12% de acrilamida) de 1.5 mm de grosor con
un gradiente quimico creciente de urea-formamida (Muyzer et al., 1993). Tras realizar
varias pruebas con distintos gradientes quimicos, se seleccioné el rango 20-70% como el
mas Optimo para nuestros estudios. Para ello se mezclaron distintos volimenes de dos
soluciones madres desnaturalizantes SO y S100 (su composicién se muestra en la Tabla
V.3.) para preparar 20 ml de las soluciones S20 (solucidn desnaturalizante al 20%) y S70
(solucion desnaturalizante al 70%) necesarias para la formacién del gel

-520: 16 ml de SOy 4 ml de S100

-570: 8 ml de SOy 12 ml de S100
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Para catalizar la polimerizacién de la acrilamida se utilizé 37.5 ul de N,N,N, N’-
tetrametiletilendiamina (TEMED) (Merck, Darmstadt, Alemania) y 75 ul de una solucion
fresca de peroxodisultafo amédnico (10%) (APS) para S20 y S70. Para la formacién del
gradiente quimico en el gel de poliacrilamida se empled un soporte vertical y una bomba
manual conectada con dos depdsitos, cerradas con una llave para controlar el paso de
liqguido hacia el soporte vertical que sostenia dos placas de vidrio separadas 1.5mm, entre
las cuales se formaria el gel. El control de estos dos depdsitos, permitia regular la cantidad
de liquido que entraba entre las placas de vidrio y asi la mezcla de las soluciones S20 y
$70. Una vez que los 40 ml de la mezcla de las dos soluciones S20 y S70 se hubieron
mezclado e incorporado a la estructura para la formacién del gel, se sell6 la parte superior
del mismo con una solucién de acrilamida sin agentes desnaturalizantes (SO mezclada con
20 pl de TEMED y 37.5 ul de APS), donde se colocaria el peine para formar pocillos para la
posterior carga de muestras.

Una vez polimerizado el gel (tras 2 horas), éste se introdujo en una cubeta para
electroforesis DGene System para DGGE (BIO RAD) con aproximadamente 7 | de tampdn
TAE (1%). Las muestras (productos PCR con los cebadores 341Fy 907R) se cargaron en los
pocillos del gel (25 ul mezclados con 5 pl tampdn de carga 6x (1:1) y después se aplicé una
carga eléctrica de 150V durante 10 min a 602C. Tras esto, se dejé una carga eléctrica de

60V durante 16 horas. Los geles se observaron con un Transiluminador.

Tabla V.3. Composicién de las soluciones desnaturalizantes SO y S100 a partir de las que se
preparan las S20 y S70.

Solucidon desnaturalizante S0 (0%) $100 (100%)
Acrilamida/Bis (37.5:1)(40%) 30 ml 30 ml
TAE (50x) 2 ml 2 ml
Formamida desionizada - 40 ml
Urea - 42 g
H20 destilada (hasta completar 100ml) (hasta completar 100ml)

El gel con las muestras de ADN cargadas se dejaron a 60 V durante 16 h a una
temperatura constante de 60 2C en una solucion tampdn TAE (40mM Tris-acetato y 1nM

EDTA, pH 8.0). Transcurrido este tiempo se extrajeron los geles del sistema y se tifieron
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durante 20 min en una solucién TAE 1x que contenia bromuro de etidio (0.5 mg 1™") y mas
tarde destefidos durante otros 20 min en Agua Milli-Q. Los geles fueron visualizados y
fotografiados usando el Transiluminador Gene Flash UV imager (Syngene BIO imager,
Cambridge, UK). Bandas seleccionadas de estos geles DGGE fueron extraidas del gel y
entonces amplificadas por PCR, y limpiadas (QlAquick, Qiagen) antes de mandarse a
secuencias. Todas las secuencias fueron editadas con el paquete de andlisis DNAstar
SegMan Il (Lasergene, Inc.) y las mejores coincidencias para especies bacterianas fueron
determinadas usando BLASTN (http:www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html). El

marcador que se uso fue 100 pb Plus DNA Ladder (Fermentas).

Figura V.2. Equipo de electroforesis D Gene System-Denaturing Gel Electrophoresis para
DGGE (BIO RAD).

V.3.10. Estudio de tolerancia de las poblaciones microbianas frente a los
herbicidas.

Para este estudio se prepararon placas de Petri con medio TSA (ANEXO V.) con
glucosa como fuente de carbono y placas de Petri con TSA con herbicida como Unica
fuente de carbono, con una solucién de herbicidas a las concentraciones de 0, 2, 3, 5, 7, 10
kgha'l. Para ello se mezclé 20 ml de medio TSA con los herbicidas por separado hasta
conseguir las concentraciones deseadas, para lo que se esperd a que la temperatura del
medio bajara a 402C, antes de solidificarse y poder homogeneizar la mezcla en un vial de

tubo estéril. Esta mezcla se vertia en las placas Petri y dejaba enfriar. Sobre estas placas se
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inocularon diferentes cepas y se comprobd la tolerancia a los distintos herbicidas de los
individuos seleccionados previamente.

También se hizo un estudio de tolerancia sobre la poblacion microbiana de los
alperujos (AJ y AM), con herbicidas a las concentraciones 0.3, 0.6, 1 kg ha'l, con el fin de
evaluar el efecto de la adicion de MCPA y S-metolacloro sobre las poblaciones microbianas
de los residuos.

V.3.11. Estudios de degradacion de los herbicidas MCPA y S-metolacloro
por cepas aisladas

Una vez se obtuvieron cepas que toleraban y eran capaces de crecer en presencia
de los herbicidas como unica fuente de carbono, se inocularon en matraces que contenian
250 ml de medio TSA liquido con los herbicidas por separado como unica fuente de
carbono (Figura V.5). Se aplicd herbicida a la concentracion con mayor crecimiento de UFC
(apartado v.3.10.).

La degradaciéon microbiana de los herbicidas MCPA y S-metolacloro se analizé
mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) a partir de 5ml del medio de
250ml de cultivo TSA con los herbicidas como fuente de carbono liquido inoculado con las
distintas cepas, que se centrifugaba y se filtraba previamente.

V.3.12. Secuenciacion

El ADN amplificado y purificado (10ul de la muestra junto con 5.5 pmol del
cebador P2 y P3, por separado, para el caso de productos de PCR procedentes de bandas
de gel y 1525R y 27F para productos PCR extraidos de bandas de gel de agarosa o de
suelo) correspondiente a cada tipo de microorganismos aislados, se envio al Servicio de
Analisis de Biologia molecular del Departamento de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
de Warwick. Todas las secuencias se analizaron usando MEGA4 (Tamura et al., 2007). Se
uso el algoritmo de busqueda BLAST (Altschul et al., 1990) para obtener indices de
similitud de homdlogos en la base de datos de ADN del GenBank, disponible online en el
NCBI (National Centre for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

En este estudio se considerd que las secuencias que diferian entre si menos de
1% pertenecia a la misma unidad taxondmica operacional (OTU) atribuyendo las
diferencias a artefactos experimentales producidos durante el proceso de amplificacién

por PCR o a diferencias existentes entre individuos muy cercanos filogenéticamente.
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V.4. RESULTADOS Y DISCUSION

V.4.1. Extraccion de ARN

Se realizd la extraccién de ARN de todos los suelos y sdlo se consiguié obtener
producto en los casos: S, S congelado, S10J S10M y para los suelos tratados con MCPA'Y S-
metolacloro (T10J-MCPA y T10JS-metolacloro, respectivamente). La Tabla V.4. resume la
concentracion de ARN y el valor para el Niumero de Integridad de ARN (RIN) de los suelos
comentados.

Se probaron tres métodos de extraccion de ARN (Griffiths et al., 2000; Shestha, et
al., 2008; Mettel, et al., 2010;) y sélo con el método de Griffiths et al. (2000) modificado,
se consiguio extraer ARN de las muestras en estudio. Se inocularon muestras de suelo (T,
C, T110J, C10J, T10M, C10M) durante 96 h a 372C aplicando un volumen de agua hasta
alcanzar la capacidad de retencién del suelo, inoculando algunas muestras con organismos
previamente cultivados en laboratorio como controles positivos y con muestras de suelo
frescas colectadas de un jardin en el momento del estudio. De las muestras inoculadas en
laboratorio no se obtuvo ARN, mientras que de las muestras de suelo fresco de un jardin,
si (estos datos no se presentan). El método de extraccion fue efectivo pero no funciond
con nuestras muestras.

Como se ha dicho con anterioridad, el ARN extraido del suelo representa la
poblacién biolégicamente activa de éstos en el momento de la extraccidn Griffiths et al.
(2000). El proceso de extraccién de ARN es mas complejo que el de ADN, ya que las
moléculas de ARN presentan alta sensibilidad a la degradacién por las nucleasas. Las
nucleasas que actian especificamente sobre el ARN, las ARNasas, son abundantes en las
muestras bioldgicas y también estan presentes en las manos y en general por toda la
superficie de nuestros cuerpos (Mettel et al., 2010).

Las muestras de ARN se cuantificaron con Bioanalyser, que posee un software
que calcula la concentracién de ARN y dos parametros que explican la calidad del mismo,
gue constituyen la relacién que existe entre las cantidades de las subunidades 23Sy 16S y
el valor RIN. El uso de éste coeficiente facilita la determinacion objetiva de la calidad del
ARN. Este valor que puede ser desde 1 hasta 10 (correspondiendo a moléculas de ARN

muy degradadas (1), y a moléculas intactas (10)) y se basa en la cuantificacion de
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productos de degradacién del ARN a lo largo de toda su migracidn electroforética (Tabla

V.4.).
Tabla V.4. Concentracion de ARN obtenido tras la extraccion y valor RIN.
MUESTRAS CONCENTRACION (ngul™) RIN
S FRESCO 600+38.1 8.8
S CONGELADO 31.7¢4.3 5.1
S10J 311+23.0 7.3
S10M 212+1.3 7.1
T10J-MCPA 418+64.2 6.5
T10JS-metolacloro 108+17 6.6

*error estandar respecto a la media

Se encontré que el suelo SCONGELADO sufrié una reduccion significativa de la
concentracién de ARN respecto al S FRESCO (Tabla V.4.), lo que se atribuyé al proceso de
congelacion, el cual se ha visto que afecta a la poblacidon microbiana bilégicamente activa
presente en el mismo (Pesaro et al., 2003).

Al afiadir alperujo, aunque el suelo se encontraba congelado previamente, la
concentracion de ARN aumentd hasta 10 veces respecto al suelo sin enmendar, siendo el
aumento mayor al enmendar con AJ que con AM (Tabla V.4.). Esto demuestra que la
adicién de alperujo al suelo no reduce la actividad biolégica de este suelo sino que por el
contrario aumenta el contenido en microorganismos activos en el suelo congelado. El
mayor nimero RIN cuantificado se encontrd para el Unico suelo fresco (SFRESCO), seguido
por los suelos S enmendados (S10J y S10M) (7.3 y 7.1, respectivamente), sin embargo, los
suelos T10J-MCPA Y T10J-S-metolacloro mostraron ARN de menor calidad, lo que se
atribuyd a la posible degradacién del mismo durante el proceso de incubacién con los

herbicidas (Tabla V.4.).
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V.4.1. Caracterizacion morfoldgica y recuento de UFC

Tras 6 dias de incubacién a 302C y oscuridad, se procedié al recuento de visu y
estudio morfolégico de colonias de las placas inoculadas con extracto de suelo T sin
enmendar (TO) y enmendado con AJ al 10% (p:p) (T10J) y suelos enmendados con AJ al
10% (p:p) incubados con MCPA y S-metolacloro 45 y 72 dias, respectivamente (T10J-MCPA
Y T10JS-metolacloro). Por otro lado, con el fin de caracterizar la poblacién microbiana de
los residuos usados (AJ y AM), también se inoculd extracto de estos residuos (diluidos 10"
y 10°® para los alperujos Al y AM, respectivamente). En la Figura V.3. se muestra el estado
de las placas tras la incubacion en el caso del herbicida MCPA (T10J y T10J-MCPA). Para los

suelos Sy C no se hizo el estudio de comparacion con suelos incubados con los herbicidas

porque no se disponia de muestra.

Figura V.3. Placas medio TSA inouladas cn suelo T10Jy 1OJ-CPA tras 8 dias a 302Cy
oscuridad.

Durante el conteo de visu en los suelos T (TO) sin enmendar se encontraron
mayoritariamente colonias de color blanco y azul. Las colonias azules no aparecian o su
presencia era baja en el suelo T10, mientras que en los suelos enmendados tratados con

los herbicidas (sobre todo el suelo T10J-MCPA), parecia en mayor nimero que las blancas.
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Tabla V.4. Numero medio de colonias presentes en las placas inoculadas con los suelos T,
T10J, T10J-MCPA Y T10J-Smetolacloro.

MUESTRA COLONIAS BzLA1NCAS COLONIAS 2AleJLES TOTAzL )
(ufcx10°g™) (ufcx10°g™) (ufcx10°g™)
T0 3616* 18+3* 58
T10J 2813 204 48
T10J-MCPA 1944 70+12 89
T10J-S-METOLACLORO 3817 41+7 79

*Error estandar respecto a la media.

Esto se atribuyé a la presencia de herbicida, Dichas colonias se aislaron, se
purificaron y por un lado se extrajo su ADN para secuenciar, y por otro lado se sembraron
en medio no selectivo TSA, con MCPA a distintas dosis (0, 0.3, 0.6, 1.5y 2 kgha'l). Tras 6
dias de incubacidn, se contaron las colonias presentes en los distintos tratamientos (Tabla
V.5.) y se encontré que el nimero de colonias azules se veia incrementado frente a las
colonias blancas, al aumentar la dosis de MCPA (Tabla V.*). La incubacion con el herbicida
favorecié el crecimiento de estos organismos frente a los organismos formadores de

colonias blancas.

Tabla V.5. Numero de colonias de color blanco y azul en placas con concentraciones
crecientes de MCPA.

1 COLONIAS BLANCAS COLONIAS AZULES
MCPA (kgha™) - 54
(ufex10°g) (ufex10°g™)
0 184 67112
0.3 17+3 7249
0.6 23+3 82+12
1.5 10+2 8519
2 11+2 110415

*error estandar respecto a la media

V.4.3. Aislamiento colonias seleccionadas, purificacion y secuenciacion

Se seleccionaron 25 colonias de las placas TSA inoculadas con los suelos TO, T10J,
T10J-MCPA, se sembraron en placas TSA de nuevo individualmente (técnica cultivo-
dependiente) y una vez confirmado que constituian una Unica colonia se extrajo su ADN y
se mandd a secuenciar (técnica cultivo-independiente). Los resultados de la secuenciacién

se muestran en la Tabla V.6.
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Tabla V.6. Presencia (X) o ausencia (-) de las cepas (A1-A24) secuenciadas en los
suelos TO, T10J, TIOMCPA y T10JS-metolacloro.

L T10) T10)
cepa IDENTIDAD(%) Identificacion cepa TO T10J
MCPA S-metolacloro

Al 99 Achromobacter piechaudii X X X X

A2 99 Achromobacter xylosoxidans* X X X X

A3 100 Achromobacter sp X X X X

A4 99 Bacillus sp. X - - -

A5 99 Paenibacillaceae bacterium X

A6 99 Alcaligenes faecalis X X X X

A7 98 Ensifer sp. X

Ensifer adhaerens

A8 99 X

A9 99 Acinetobacter schindleri X X X X
A10 100 Acinetobacter sp X X X X
All 99 Acinetobacter johnsoni X

Al2 100 Uncultured bacterium clone A43 X X X
Al3 96 Pseudomonas sp. X X X X
Al4 99 Pseudomonas putida X X X X
Al15 99 Pseudomonas fluorescens. X

Al6 96 Gordonia sp. X X X X
Al7 98 Uncultured Actinoplanes sp X

uncultured Rhodocyclaceae
A18 98 ) X
bacterium
A19 99 uncultured compost bacterium X X X
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A20 98 uncultured actinobacterium X X X X

A21 99 Rhizobium sp X X X X
A22 99 Uncultured Sinorhizobium X X X X
A23 99 Janthinobacterium sp. X X X X
A24 99 Duganella nigrescens X X X X
A25 99 Oxalobacteraceae sp. X X X X X

"(También identificada por Alcaligenes xylosoxydans)

Todos los individuos que se secuenciaron en el suelo T sin enmendar (T0) se
encontraron en el mismo suelo enmendado (T10J) (Tabla V.6.), lo que muestra que la
poblacién autdctona del suelo cultivable que fue secuenciada, no se afecta negativamente
por la adicién de enmienda, (AJ, en este caso), al contrario que lo encontrado en un
estudio que detectd un efecto tdxico sobre microorganismos del suelo al enmendar con
un residuo de extraccion de aceite de oliva como en nuestro caso(Sampedro et al., 2009).
La presencia de MCPA y S-metolacloro tampoco elimind ninguna especie (entre las

cultivables), ni favorecio el crecimiento de ninguna nueva (Tabla V.6.).

Tabla V.7. Tolerancia (T) y no tolerancia (NT) al herbicida MCPA a las dosis 2, 3, 5, 7, 10 kg

ha™.
IDENTIDAD
Tolerancia a
Cepa Nombre cientifico
MCPA (kgha'l)
(%)
2 3 5 7 10
Al 99 Achromobacter piechaudii T T T T NT
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A2

A3

A4

A5

A6

A7

A8

A9

A10

All

Al12

Al13

99

100

99

99

99

98

99

99

100

99

100

96

Achromobacter xylosoxidans*

Achromobacter sp

Bacillus sp.

Paenibacillaceae bacterium

Alcaligenes faecalis

Ensifer sp.

Ensifer adhaerens

(Sinorhizobium morelense)

Acinetobacter schindleri

Acinetobacter sp

Acinetobacter johnsoni

Uncultured bacterium clone A43

Pseudomonas sp.

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT
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Al4

Al5

Al6

Al7

Al18

Al9

A20

A21

A22

A23

A24

A25

99

99

96

98

98

99

98

99

99

99

99

99

Pseudomonas putida

Pseudomonas fluorescens

Gordonia sp.

Uncultured Actinoplanes sp

uncultured Rhodocyclaceae bacterium

uncultured compost bacterium

uncultured actinobacterium

Rhizobium sp

Uncultured Sinorhizobium

Janthinobacterium BLUE

Duganella nigrescens

Oxalobacteraceae sp.

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

“También identificada por Alcaligenes xylosoxydans
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Ademads, no se encontraron diferencias entre los individuos secuenciados entre

los suelos incubados con MCPA y con S-metolacloro. La incubacién a medio plazo no es

suficiente para favorecer la presencia de organismos especializados en la degradaciéon de

estos herbicidas. Mientras que en un estudio de Singh y Ghosal. (2010), la aplicacién del

herbicida Butalacloro por un lado aumenté la produccion del cultivo, pero se vio reducida,

sin embargo, la actividad bioldgica total del suelo. Este efecto desaparecia cuando se

aplicaba enmienda organica al suelo junto con el tratamiento de herbicida.

Tabla V.8. Tolerancia (T) y no tolerancia (NT) al herbicida S-metolacloro a las dosis 2, 3, 5,

7,10 kg ha™.
IDENTIDAD Tolerancia a
Identificacion Nombre cientifico
cepa (%) S-metolacloro (kgha'l)
2 3 5 7 10
Al 99 Achromobacter piechaudii T T T T T
Achromobacter
A2 99 ] T T T T NT
xylosoxidans*
A3 100 Achromobacter sp T T T T NT
A4 99 Bacillus sp. T T NT NT NT
A5 99 Paenibacillaceae bacterium T T NT NT NT
A6 99 Alcaligenes faecalis T T T T NT
A7 98 Ensifer sp. NT NT NT NT NT
Ensifer adhaerens
A8 99 o NT NT NT NT NT
(Sinorhizobium morelense
A9 99 Acinetobacter schindleri T T T NT NT
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A10

All

Al12

Al13

Al4

Al15

Al6

Al17

Al18

A19

A20

A21

A22

A23

A24

100

99

100

96

99

99

96

98

98

99

98

99

99

99

99

Acinetobacter sp

Acinetobacter johnsoni.

Uncultured bacterium clone
A43

Pseudomonas sp.

Pseudomonas putida

Pseudomonas fluorescens.

Gordonia sp.

Uncultured Actinoplanes sp

uncultured Rhodocyclaceae
bacterium

uncultured compost
bacterium

uncultured actinobacterium

Rhizobium sp

Uncultured Sinorhizobium

Janthinobacterium BLUE

Duganella nigrescens

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT
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A25 99 Oxalobacteraceae sp. T T T T T

“También identificada por Alcaligenes xylosoxydans

Tampoco se encontraron diferencias importantes entre los organismos que
toleraban (7T) concentraciones altas de MCPA y S-metolacloro (Tablas V.7. y V.8.).
Individuos como Alcaligenes faecalis , Oxalobacteracea sp. y Acinetobacter sp. mostraron
misma tolerancia a las distintas dosis de los herbicidas, aunque en algunos casos los
organismos no crecian a la dosis mas alta (10 kgha‘l) (Achromobacter xylosoxidans,
Achromobacter sp. o Janthinobacterium (éste Ultimo que corresponde con las colonias
azules encontradas). Se ha visto con anterioridad que estas bacterias son tolerantes a
algunos metales como Zn y a herbicidas, como puede ser atrazina, metolacloro y
nicosulfurdn, y esta mayor tolerancia les confiere la capacidad de desplazar a otras
bacterias cuando se dan concentraciones altas de estas sustancias en el suelo (Jackson et
al., 2012). Se seleccionaron algunas cepas que mostraron tolerancia a la mayor
concentracion de los herbicidas, con el fin de determinar su capacidad de usar el herbicida
como fuente de carbono. De los organismos que toleraban los herbicidas, se seleccionaron
Janthinobacterium, Achromobacter xylosoxidans, Acinetobacter sp para hacer
inoculaciones en medio TSA con los herbicidas como Unica fuente de carbono, como se
describira en el apartado V.4.7 de éste capitulo.

Recientes estudios han revelado la presencia de Oxalobacteraceae sp, 'y
Janthinobacterium sp en muestras de residuos organicos (Ref cuaderno negro meter).
Achromobacter piechaudii, Achromobacter xyloxidans, pertenecen a un género se ha
encontrado engloba organismos con capacidad de degradar moléculas aromaticas y se
han aislado de suelos contaminados con metales pesados (Ma et al., 2008). Acinetobacter
sp puede usar S como fuente de energia y que se ha aislado anteriormente de compost.
Individuos del género de Alcaligenes se ha encontrado en residuos de lodo de
depuradoras (Tanio et al., 1981) y se ha comprobado que es capaz de degradar fenantreno
(Kiyahara et al., 1982). También se ha encontrado que puede degradar moléculas
organicas en suelos arenosos como 4-clorofenol (Balfanz y Rehm. 1991). Extractos de los
alperujos también se inocularon en placas Petri con medio TSA y se caracterizé la

morfologia de las UFC (Figura V.4. y Tabla V.10).
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Figura V.4. Placas con medio TSA inoculado con extractos de los alperujos Al (izquierda) y
AM (derecha).

Resultado de la inoculacion de extracto de los alperujos, observamos alta
variedad de microorganismos respecto a la encontrada en los suelos (Tablas V.9. y V.10.).
Los residuos de almazara presentan alto contenido en CO (81% para AJ y 91% para AM) y
esto explica la abundancia en organismos bioldgicamente activos y su alta diversidad, en
comparacion con los suelos. La poblacion total contenida en AM es hasta 4 veces menor
que en AlJ, coincidiendo con el mayor contenido en CO (91% para AM). Ademds, el pH de
AM (4.8), mas acido que el de AJ (6.8), constituye un factor limitante en el crecimiento
microbiano (Figura V.4.). Por otro lado, la mayor presencia de microbiota en el alperujo AJ,
se explica ademas por su menor contenido en sustancias fendlicas (Tabla I1.2.), que se han
visto reducidas como consecuencia del proceso del proceso de compostaje, mas avanzado

en este alperujo que en el caso de AM.

Tabla V.9. Morfologia y nimero de UFC en placas TSA inoculadas con extracto de los
alperujos Al y AM.

Tipos colonias AM
(ufc g™*de alperujo)

Dc;i';hl\:f;’ A rosa amarilla azul  blanca MEDIA
0 3 6 - RESTO 231
0,3 3 3 2 RESTO 22,5+4.5
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0,6 4 4 - RESTO  27,5%1.5

1 3 4 - RESTO  33,5#1.5
Dosis S-metglacloro rosa amarilla azul blanca MEDIA
(kgha™)
0 2 - 3 24 24+0.5
0,3 - - - 16 16+1
0,6 - - - 14 14+2
1 - - - 16 16+0.5

Tabla V.10. Morfologia y nimero de UFC en placas TSA inoculadas con extracto de los alperujos AJ y
AM.

Tipos colonias AJ
(ufc g'lde alperujo)

Dosis M.EPA ramificada azul blanca MEDIA
(kgha™)
0 210 511 9815.2 104+4.0
- - 66,5+3.2 66,5%2.5
0,3
- - 73,5¢4.2 73,515
0,6
1 - - 37+£3.1 34,5+2.5
Dosis S-metglacloro amarilla azul blanca MEDIA
(kgha™)
0 2+1 4+1 98+4.0 103+3.9
+ + +6. 99+1.0
03 210 4+1 9416.8
2+ +1 2. 41+1.5
0,6 0 3 38+2.3
1 2+1 4+1 58+3.4 61+1
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V.4.4. DGGE

Con el fin de evaluar el efecto de la adicidén de alperujo y de herbicida sobre la
poblacién microbiana a través de otro tipo de métodos cultivo-independientes que
completen los resultados obtenidos tras la secuenciacidn, se hicieron geles DGGE con
muestras de ADN y ADNc de los suelos. La similitud que se encontré entre los individuos
secuenciados de las placas Ty T10J se corrobord con un nimero parecido de bandas (se
considera que corresponden con organismos que al menos estan presentes un 1% del
total en muestra de suelo (Casamayor et al., 2000) en los perfiles de DGGE para estos
suelos. La Figura V.5. muestra los perfiles para los ADN de los suelos Ty S sin enmendar y
enmendados.

La adicion de enmienda no afecta a la poblacion bacteriana presente en el suelo
originalmente, tal y como se encontré en los estudios en placas para extractos de suelos S
y T. Esto se confirmé con los geles de DGGE para estos suelos, que no mostraron menor

numero de bandas (Figura V.5.).
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Figura V.5. Perfil DGGE comparando ADN extraido del suelo T (TO) sin enmendar y enmendado con
Al y AM (T10J y T10M) (derecha) y del suelo S congelado, fresco y enmendados con Al y AM
(SCONGELADO, SFRESCO, S10J Y S10M) (izquierda).
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Aunque en el estudio de la concentracién de ARN de estos suelos se encontré
menor concentracion en el suelo S congelado respecto al S fresco (hasta 20 veces menos),
ni el nimero de bandas ni la intensidad de las mismas se redujo significativamente (Figura
V.5.). Los suelos mostraron 25, 23, 26 y 25 bandas para los suelos T10M, T10J2 y T10J1 y
TO, respectivamente. Los perfiles para el suelo arenoso, S, SCONGELADO, SFRESCO, S10J Y
S10M, no mostraron diferencias entre el nimero de bandas ni intensidad de las misma
(Figura V.5.).

Se ha descrito que los perfiles de DGGE no proporcionan una cobertura completa
de la diversidad bacteriana de los suelos, porque el nimero de bandas que pueden
aparecer en él son limitadas (Muyzer, 1999; Nikolansz, et al., 2005), al presentar sdlo
bandas que representan minimo un 1% de la totalidad de organismos presentes en las
muestras (Casamayor et al., 2000).

Frente a cultivos-dependientes, la PCR y el DGGE se sabe aumentan la
reproducibilidad y exactitud (Moreno et al., 2009), sin embargo, en este estudio el nUmero
total de bandas, no superd el nimero estimado de UFC averiguado a través de la técnica
del conteo de visu.

Se compard el ADN extraido con el ADNc sintetizado a partir de ARN de las
muestras de suelos (Figura V.6.). Esto permitia compara las diferencias entre poblaciones
microbianas activas biolédgicamente en el momento de la extraccién y las no activas. La
intensidad de algunas bandas de tanto el suelo T10J-MCPA como T10J-S-metolacloro fue
mayor para ADNc que para ADN (flechas azules, Figura V.5.). Ademas, el perfil de ADNc
para T10J-S-metolacloro mostré una banda que no aparecia en el perfil de ADN. Esto pudo
deberse a que la poblacién de estos organismos sea muy pequefia (igual o inferior al 1%),

y a las limitaciones en la deteccidn e bandas de la técnica de DGGE.
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Figura V.6. Perfil DGGE comparando ADN y ADNc de los suelos T10J-MCPA y T10J-S-metolacloro Al y
AM.

La mayor intensidad de las bandas, también explica los valores de
concentracién de ARN encontrados (Tabla V.4), aunque no se pudo cuantificar la
concentracion para el suelo T10J como referencia para los suelos incubados con
herbicidas. Los perfiles para Al y AM también se incluyeron en este gel, para comparar la
presencia de bandas en estos residuos frente a las de los suelos enmendados con ellos.
Los alperujos mostraron mayor numero de bandas, y por tanto mayor diversidad
microbiana, que los suelos enmendados, lo que concuerda con el mayor nimero de UFC y
mayor diversidad morfoldgica encontrada en técnicas cultivo-dependientes mostrada en
este capitulo (Tablas V.9. y V.10). El alperujo AJ mostré 34 bandas facilmente
identificables, mientras que el AM, que mostré menor nitidez, sélo presenta 26.

V.4.5. Seleccion de microorganismos resistentes

Resultado del estudio de tolerancia de cepas seleccionadas descrito en el
apartado V.4.3. se seleccionaron Janthinobacterium sp., Achromobacter xylosoxidans,
Acinetobacter sp. Estas cepas se inocularon por separado en matraces que contenian 250
ml de medio liquido TSA con los herbicidas como Uunica fuente de carbono. Al mismo
tiempo se inocularon dos matraces con medio TSA con glucosa como fuente de carbono
ademas del herbicida como controles positivos (Figuras V.7.y V.8.).

Antes de inocular las cepas en los matraces se purificaron y mandaron a
secuenciar para confirmar que correspondian con una Unica especie. En el caso de
Acinetobacter sp, la siembra en placas con medio enriquecido en glucosa reveld el

crecimiento de dos tipos distintos de colonias. Tras varios intentos de aislamiento no se
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consiguio purificar la colonia. Esto puede ser debido a cometabolismo por parte de los dos
individuos. La coexistencia y la participacion en procesos de degradacién multifasica de

compuestos organicos se ha descrito con anterioridad (Schimidt y Gier., 1990).
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Figura V.7. Absorbancia del medio TSA respecto al tiempo de incubacién con el herbicida
MCPA (arriba) y cinética de degradacion del herbicida (abajo).

Tras la inoculacion de las cepas en los matraces si hizo un seguimiento del
crecimiento de estas colonias (a través de medidas de absorbancia del medio de cultivo a
600nm), a la vez que se media en HPLC la concentracion de herbicida en solucién (Figuras

V.7 y V.8). Este estudio revelé una absorbancia de hasta 1 nm para los organismos en el
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medio con glucosa, mientras que en el caso de MCPA y S-metolacloro como fuente de
carbono Unica, mostré una absorbancia de hasta 0.3 y 0.5, en presencia de MCPA y S-
metolacloro, respectivamente. La cuantificacién por HPLC de los herbicidas mostré muy
baja capacidad de degradacion de los mismos, mas acusado para MCPA, que para S-
metolacloro (Figuras V.7. y V.8.). Estudios recientes han mostrado la capacidad de
levaduras para degradar el herbicida metolacloro (Mufioz et al., 2011).

Ademas se encontré que el crecimiento de los organismos en los matraces
se detenia en torno a 70 h de incubacién con los herbicidas tal y como se ve en las Figuras
(V.7. V.8.). La baja degradacion de los herbicidas estudiados en presencia de
Janthinobacterium sp. y Achromobacter xylosoxidans, pudo deberse a este cese en el

crecimiento de microorganismos en el medio de cultivo.
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Figura V.8. Absorbancia del medio TSA respecto al tiempo de incubacion con el herbicida
S-metolacloro (arriba) y cinética de degradacién del herbicida (abajo).
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Durante los estudios de siembra en placas de Petri a altas dosis de
herbicidas, se encontré la presencia de unas formaciones circulares similares a calvas de
crecimiento. En la Figura V.9. se muestra el estado de estas formaciones. En estudios de
suelos contaminados con herbicidas o con metales pesados, se ha encontrado que estas
estructuras son frecuentes (cita Liz me dio). La formacidn de estas estructuras se atribuye
a una respuesta a una situacion de estrés, como son las altas concentraciones de
herbicidas o contaminantes, y que destruye las bacterias que se encuentran alrededor, y

surgen colonias resistentes mutantes en el interior de la calva.

Figura V.9. Arriba placa de Petri en medio TSA con evidencia de las formaciones
circulares (calvas) consecuencia de la presencia de fagos en la poblacién microbiana.
Abajo, detalle de una calva.
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CONCLUSIONES

El uso de enmiendas organicas como los alperujos y los herbicidas MCPA y S-
metolacloro, no produjeron efecto toxico sobre la poblacion microbiana presente en las
muestras de suelo estudiadas, ya que estudios cultivo-dependientes como la inoculacién
en placas Petri, revelaron aumento en el ndmero de colonias de los suelos enmendados
respecto a los suelos sin enmendar y cierto cambio en la composicion de las poblaciones
microbianas, favoreciendo a aquellas mas tolerantes a los herbicidas.

Con respecto a los estudios de cultivo-independientes como la DGGE, las
bandas en el perfil de los suelos enmendados se intensifican, lo que coincide con un
aumento en la concentracién de ARN de estos suelos, y por tanto de la actividad bioldgica.
La adicién de enmienda, por tanto a los suelos, no sélo no afecta negativamente a los
suelos, sino que ademas parece que favorece la actividad microbiana, como revelan las
concentraciones de ARN vy el coeficiente RIN.

Muchos organismos que se detectaron en los extractos de suelos mostraron
algun tipo de tolerancia a la presencia de los herbicidas, y sin embargo, los estudios con
organismos tolerantes hasta la mdxima dosis de herbicida aplicada, no fueron capaces de
degradar eficazmente los dos herbicidas estudiados. Esto puede atribuirse a la presencia
de fagos en las placas de cultivo, que surgen como respuesta a situaciones de estrés, como
la presencia de altas concentraciones de herbicidas, y eliminan a las colonias vivas de las

muestras de suelo.
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Capitulo VI. Conclusiones Generales






VI. CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados obtenidos a lo largo de esta tesis Doctoral resumen en las siguientes

conclusiones:

-El alperujo AJ de mayor pH y de menor COS que AM, mostré contenidos en
lignina y celulosa bajos, tipicos de material humificado. Los espectros de
fluorescencia del COS de los dos alperujos revelaron HIX de 9.5 para Al y 1.3 para AM,
confirmando el estado de compostaje mds avanzado del primero. El alperujo AM de
menor grado de humificacidn, presentaba en solucidn mas compuestos fendlicos que
AJ que le proporcionan cardcter acido, por lo que los grupos carboxilos de las
moléculas en solucidn se encuentran tanto en forma COOH como COO'. Mientras que
AJ, que como consecuencia de un mayor estado de humificacion y compostaje, ha
perdido los compuestos fendlicos que le proporcionan el caracter acido, y presenta
menos grupos COO en solucion.

-Tanto los resultados del estudio por fluorescencia, como los de FT-IR,
confirman la distinta naturaleza de los componentes organicos solubles de los
alperujos. A pesar del similar contenido en MO de los mismos, podriamos indicar que
el alperujo AJ constituye una mejor eleccion como enmienda para el suelo frente al
alperujo AM, ya que aporta una materia organica mas estable.

-Los estudios de superficie y porosidad de los suelos revelaron que la adicion
de los alperujos AJ y AM a las dosis de 5% y 10% aumenté el volumen total de poros
en los tres suelos estudiados, respecto a los suelos sin enmendar.

-La adiciéon de alperujo al suelo aumento el contenido de carbono organico
soluble y por tanto de carbono labil para los microorganismos del suelo, explicando la
mayor respiracion encontrada en los suelos enmendados.

-La adsorcién del herbicida MCPA se ve afectada por la concentracion de
herbicida en solucién, describiendo isotermas tipo L, mientras que la adsorcién del
herbicida S-metolacloro no se ve afectada por la concentracidén, mostrando isotermas
tipo C.

-MCPA y S-metolacloro mostraron muy baja capacidad de adsorcién en los

tres suelos sin enmendar en laboratorio, siendo ligeramente mayor para el segundo.
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-Los valores de Ky para MCPA en los suelos enmendados no muestran
aumento importante en la adsorcién para los tres suelos, mientras que los Kgio
revelan incremento en la adsorcién, principalmente al enmendar con AJ. Los
coeficientes Keqs ¥ Kg10 para S-metolacloro aumentan al enmendar los suelos con los
alperujos, que para Kyio fue mayor al enmendar con AJ, al igual que ocurrié para
MCPA.

-Las adsorciones de MCPA y S-metolacloro a los suelos sin enmendar,
aunque bajas, no son reversibles, ya que mostraron ngg, mayores que los nees para
los tres suelos (a excepcidn del suelo C para S-metolacloro). Sin embargo, los suelos
enmendados presentan adsorcion reversible de MCPA. El aumento del carbono
orgdnico soluble en la solucidn tras la enmienda con alperujo podria ser la causa de
ello, ya que ésta podria favorecer la desorcién del herbicida retenido en la fase sélida
hacia la fase liquida de la solucion. A diferencia de MCPA, la adicién de enmienda en
los suelos no favorece la desorcion de S-metolacloro hacia la solucidn del suelo.

-Las Ty, de MCPA de los suelos sin enmendar fueron menores en los suelos
con mayor contenido en carbono organico (C y T) que se explica por una mayor
actividad bioldgica en los suelos, que favorece la degradacion de los herbicidas. Para
S-metolacloro no hubo diferencias significativas.

-La adicion de los alperujos aumentd la persistencia de MCPA y S-
metolacloro en los suelos, Esto se atribuye, por un lado, al efecto protector que
proporciona la mayor adsorcién estando el herbicida menos disponible para sufrir
procesos de degradacién, pero también puede ser debido a que los microorganismos
del suelo prefieran utilizar esta materia orgénica (alperujo) como fuente de carbono,
en lugar de degradar el herbicida presente en la disolucion del suelo, aumentando su
persistencia. La adicidn de enmienda redujo la mineralizacién de MCPA en todos los
suelos estudiados corroborando su alta persistencia en los estudios de disipacion.

-Los estudios de movilidad revelaron baja y muy alta retencion de MCPA y S-
metolacloro, respectivamente mostrando un retraso en la lixiviacion mayor al
enmendar siendo el efecto mucho mas intenso para S-metolacloro.

-El aumento de volumen de poro obtenido al enmendar los tres suelos no se
tradujo en un aumento en la lixiviacién para ninguno de los herbicidas. Revelando
que la materia organica de los suelos constituye en este caso un factor mas

determinante que la porosidad de los suelos.



-La adicién tanto de alperujo (OW) como de orujo (DW) modificd las
propiedades originales del suelo. Se encontré menor contenido en COS de los suelos
enmendados en el campo que se atribuyé a pérdidas por procesos de lixiviacion y
escorrentia y a procesos de degradacién por parte de los microorganismos presentes
en el suelo. El volumen total de poro se incrementé al enmendar con los dos residuos
respecto al suelo sin enmendar.

-La adicién de los residuos a los suelos incrementé la adsorcién de los
herbicidas, siendo mayor en el caso de S-metolacloro, que bentazona, siendo mas
intensa en los suelos enmendados en laboratorio (OW5, OW10, DW5 y DW10) que en
campo (OW30, OW60, DW27 y DW54).

-En los suelos enmendados en el campo con OW, la vida media de bentazona
fue similar a la del suelo sin enmendar. Por el contrario, para los suelos enmendados
con el orujo, las vidas medias de bentazona se incrementaron por los factores de 2 y
3 para DW27 y DWS54, respectivamente. Los suelos enmendados en laboratorio
mostraron vidas medias hasta 18 veces mayores que el suelo original. Para S-
metolacloro no se encontraron en este caso diferencias importantes en su
persistencia en los suelos enmendados respecto al suelo original.

-El incremento en la adsorcién no se tradujo en una mayor retencién de
bentazona por los suelos en los estudios de lixiviacion, mientras que por el contrario
si para S-metolacloro, que sdlo lixivié en el suelo sin enmendar (S).

-Mientras que la mineralizacidn de bentazona se vio reducida al enmendar
los suelos, tanto en campo como en laboratorio, la monitorizaciéon de la actividad
deshidrogenasa de los suelos en presencia de S-metolacloro no revelé efecto téxico
por parte del herbicida, ni de la adicidn de los residuos, confirmando esto ultimo el
incremento de la respiracidn de los suelos al enmendar, frente al suelo original.

-En este trabajo se muestra también que la aplicacién al suelo de
terbutilazina, que a diferencia de glifosato, es una fuente indirecta de fitotoxicidad
para los olivos (Olea europaea), reduciendo la eficiencia fotosintética que fue
contrarrestada por la adicién de OW a los suelos, debido al aumento de la adsorcion
del herbicida a las particulas de suelos, siendo de esta manera disponible para ser

absorbido por las plantas.
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La adicion de residuos de almazara no se tradujo en una reduccién de la
poblacidn microbiana presente en suelos. Estudios de tolerancia a altas dosis de
herbicidas, mostraron cepas tolerantes a MCPA y S-metolacloro, sin embargo, estas
cepas no lograron crecer en presencia de estos herbicidas como Unica fuente de
carbono.

-Estudios cultivo-dependientes de inoculaciéon en placas Petri, revelaron
aumento en el nimero de colonias de los suelos enmendados respecto a los suelos
sin enmendar y cierto cambio en la composicidn de las poblaciones microbianas,
favoreciendo a aquellas mas tolerantes a los herbicidas, por lo que no se observd
efecto toxico sobre los microorganismos del suelo.

-Los estudios de cultivo-independientes (DGGE), mostraron un aumento en
la intensidad de las bandas en el perfil de los suelos enmendados, lo que coincide con
un aumento en la concentracién de ARN de estos suelos, y por tanto de la actividad
bioldgica, confirmando la ausencia de efecto téxico de los residuos e incluso

expresando una tendencia favorable por la adicién de residuos.
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Fig. 2 Bareaanns ol sorpoion inchrma in U5 and ol amended in i feld (030,
AN, DAY and DY), and It labramry (M, CAWT0, DARS and DAWAE].

1000

12000 TE0D

aned a5 3 Codoe e of de gradation paceste s
shnce DOC comprises S eashest avallable source of energy for il
Mo Nk

CHA and TFA ako inoreased mpon Jmendment. Howesr, it was
Hmrad @ vhet 3 imecment of COHA veas gt than o simillar o Sharof
OFA lin all amenaded Sodls e in il Jmended In e Liboo nay
with DW (DWS and DWI0), of Highsr conent in OFA San OHA
{Tabde 1), whidch aloobave fe Lrgest conient bn DO Thic was n
mnwammmmmmmmu;
el T e higher & of FA when compared © HA
(Qualls, TO0F). Cordguenty, gade (PG nosases
peod amesnadmeant bnall mdls except in DWS and DWI0L

Thae i a s @ e Condmctiviny (EC) of sodlswias ausafacted by
2 resradrresn i ONW e DY Sl 2 mmesrectisd itk s Tt shmidlar
[ v bee s i PS5, wibesnea 5 Bovver i v 5 T i ol 3 mmesnatind i
e Labadiramndy. The EC of amesndad pdls v s higher than thar of U5,
amd Siks incease was wery Large in S case of saifls amended in the
Liboranry (Tabde 7). Differances in the effan of ool Jmendment
i OO aned DNV, of acktic pH and high EC [Takie 1), Beransen feld
ane reshiy Laba meftet sl o These 50l profemies can be dkso -

o hoknes of sdluble o o wansp pmnmu
i the Syear pesiod of of the
e a1 i gradarion proce sses.

Toml curnulariee soll oo wolume (R 1) incrased upan amend-
et i feld amendsd sl and thic bnoee Wik highsr n DWW
amended sodk. This incmease bn sl pancdity was S 1 the inoneze in
the higher pos ke | 10- 100 pm}, bt akoo to the ncmase in smaller
szt poires {0 pn ) i aned BTN {2006 abo Tomred dhat odive: ol
sl v e apploaion o sods a 33 rawe ako afaoed physical propes-
s such a5 agge e sabiliny which inoe aoed 2 fer Das monss of In-
cobason 0o the conmry, Smile or dightly radecsd valses e
obapnad bn the caoe of oils amended bn e Liborady. In Shic cace,
The decrease I S highes ske pores sodied | 10- 100 pm) rendensd
Tt il . Hioweee, all amended soils an in-
crease in pares of < | jm sze. The higher comment in DOC and the high
[EC of S Labearaindy' amended ooils (Takie 1) conbd e fhe rezoon for
this, s DOC and el ag@ejae Dgeter ol partides blaking
Large sized poes | Thaall and Caes, 1983). This fa orhas been poevhoas-
Iy cbeereed and repaned n a fild Sudy with sodk infged for thee
OO T e it ol ol il e e wiich b abigh con-
st i IDOC {Cow et al, 1997 )
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it | ) walues B vt QU032 anecd 1700 | Taile 7). Seonves o st (-
e e Dann-Biraar, A B QU WD CONTIPGNG SO Capaciny of
e ifrent 2o, 3 dwribarion oo i nT K was calbulaned o Ce—
1 M since KT waloes vwene o cormparaiibe vwibeen othe ars pressnt
e e it ko s { ). Thoe Lot 'kt s OdbvEairos! o iy amesnd-
it ol Bk 1136 foar O anedl = L0 fior DAW o the g clioe
applec

When e 5ol ks 0ot considensd, there ks a high negative
e lamion Betaneennd and K (rf= 054, which Sggecs mare:
[reractiane bn e more saptve sysams |Caver, 1969 ) Additen of
Bt NN 2 re] WY racrs sl St ord S04 ian o sodls witen codm-
[paresd ma LFS, aned] Wk fraored oo s bdghesr ndher cane of il amesneded
i vk L Bvvramnary | WS, OWW'10, DW'S 2 med DA D). T Ralgor Bevils of
aliphasic ¢ omipdss in frech than bn manee oanic maner should
contibane i this |Chefer and Xing, 2009 Howews, Lo Spoificant
conmdation was cboered hetwesn Kd and TOC (r =033} which
wa s I 3@ ment with a 13-agrioularal soil sty fom Bobdn o al
{20005 | 2 el vl Rommerooe all | 19665 ), wribibch repoaned ln e or o ed-
ey of 50l g e M e o SanpBom of Thits wiea My ackdic hertickde
e T B of g Ex e Chesmibcal and sl
ﬂ'gll:ln.‘l'-’ Ibh'l.'h‘ﬂ'].lﬂillm e thar e diowibagion
g ik 2 Hemrarafonirs o oosll oar-
AN M conent and Canfizo etal (000 sowed 3 Lage in-
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E08S TG SEIEEN an of day minzak no
ST 2O mmmammm
Berween B and DOC (=095 and 2 high negative comebmon k-
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(rf=056). The La agneed with pevioes Sl on Benkone sl
Siptind {1 ot all, 300; Bodeinet al, 2005 ) and bndbcamed that sonprian
CrCumed Thaugh Nn-Specif- bt rophobic iME G ions bt en The
ieresomlar o o et o aned ool seelyce s The affecy of DOC
0ty Sl ot vyt s st o i ot e o bt OWODC, ot icamar
of et chemicaland the physiochemical poopeies of the sal (Cox et
all, 2000, 3007 ). Wil bn some Cies reactire of D0C an ol
suraces enhanced the DOEDD capacity of The sl o pESTCGE midke-
s [ Sakd Pullicine &1 al, 2004, In arher caoss ool Soapmon was m-
o e iy CodTipesSimor Buranasn DOC ared beribdcide maobecukes for

shes andior o DOChedbdickls inevacfors b solaion
{Mainen o al, 1996, Calic et al, 1598 Con o al, 2001, 2007). DOC
Tmdm coampesT b B abu Show 10 Srear GEcapion piosines
b Sorpon ks low | Barieme aral, 0010

3.3 Degradacon Sufbes

s o T ol v & IeiriT ] i LS, o el 2 e
il with OW anedl INY a0 in 2ol 2menaded bn the Beld. Disiparibn
Curves 2 shown I Fig. 3 and benteone half-Tes after Srong cones
T firg onder s in Tabde 1 o e caoe of Lm0y -2 mendsd
Siils wiith IV, It was oo pocibie i caboulare olf- e Becase the
dat & o e nder e mos due i e abosnce of dksiparion
mring the: 42-day brcubathon peried.

iy e s i i e i vl OV B mamoeret Bl wias
shmilar o thar of US On S contrary, Bentazone halldives in DWW
amendad ool e By 3 Goor of 2 |IWIT) and by a Gaoor of 3
| DWW ). Theee results indicansd 3 chaar codmelation Besfanssn Sonprian

d dicdipation bnfield ik, sinace e T 2 Bioa vallibdly
o the maisoule Teabichde Soan wrarclnmaion | etal,
0002 Hiall e 5 hijg iy incrsaned in sodk amenaded nthe L, especially
i whet cae of W10 Smenadied sodk. o this caos, dhe high inoe e in
[ IR o] (w3 it o o el e i P, lich wias
raoit B ham mao 8o and Anggest 3 major roie of DOC bn Bmitng
Eeentazede SRsipamon in soll Alttoegh Bentaone me sl s wene
mmmwhm-uy it s Bat e that e fir siepin

ol Ex b hydmayhison ar the & ar
&mumwmm:-mmm
(Kb o al, 2000 Bodeln et al, 2004 ).

Thet pearce niages of etz one. mire Qe a the end of S inos
N“mjhﬂnmbﬂrmﬂiﬂg 4 and Table 3) ane
iy acor s e el disipation Sudes
Thee amunit of b A —r—
[Plumi e al {20032 ) I whee UFS 2ol 2redl lighily lovwer bn Sodls 2 mended
o e fhsld widh OW. In e e of the amended sodk, e amoans
mire@iked wem ey e The high content in DOC of e ol
amendad in e bb [Tk 1) responcible for the lvw pH of the
mwmmmammamm

PH and

b T by Rodriguez-Ong
21 al (2B} seggestad Sat the high p e of b in
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Fig. 4 Mirsramasion arves e bencaonns in DS and mils ameeded with O (mopof
e ] and DV (| ot of e A,

et e il s e o ol i margandome fe esieg DOC fom 0W
of D'W a5 more neadily availibde souwe of Nas compamd o e
Rerbibcide e el M. This wias ooy obesrsd vt T 2o baer-
Bichies in smedies with whziee- deyoding Baoeds |Alanrdn o al,
2003 Cabsrera e al, 3008, Unliios Bantasores, Sene hearbicides wem
of Basic chamoer and have lovw watesr solebilies

34, Leaciing soodes

R 5 shovws the cmrees {BTCS) of Bantazon in LS
ared ol Jrresnadad bn the feld and o the Lboratany with OW and
DA T il rackend T P ol i e
Thared] paciosd codemie, ared the ol mooesrad (b chad 4 eoraned )
i Takie 4

Tabia 1
B aracrrwss bl P, T | i ruasman o and (125 and nol nasmance i chan el (060
amc DA el VAT e CMAEH] amd i chs sty (WS, 410, DS
orla) n .

Soil Ti feg L3 Mreralwd (X] Cornizneed (X]
3 GETSTE-ATE  0ms4 15540221 S0 NS
oW GG E-TIN) s 11+ 058 27 408
oWED 65105 58-T.40) [T 111+ 02387 L1
DWET  1LB(IZ2-164] [T 578 QA4 05416
DS IR T(ENL6-ZET] 51 208 0417 1085 40 51
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oeI0 137 (105-158] 086 0SS 04 S48 +284
=0 - O 0513 00 700
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ot rnarimmm of all S ETCS wias Chocs i o [poa
miﬂg4hmwxlwmmmﬂm
il codmipourals | Bk ot al, 19603 ), and shifes of BETC i e right of
e P WA are obepnosd bn e mone sodpt e sy | 0W 0,
DS and INWID Tabde 30 A mlling oo we obosred in some
e tafd soils wihich may Be dee SO,
witich agresd with a smdy by Bodn of al [2004) on the ofiecr of
e O ESNT R SOTpEoL.

Barh, il pore ysEm and sonpion are msponsie for de nes-
e Time ofa n e okt in the soil Guring bea ching, which, Togerher
with degrafmion pmecemes; will dewonine S roral herbbckis
T chasd. Foer ol amenadad Sodly the Jddivion of bodh wa s radeosd
e amoant of Bentarode baached and e Toral amount necovemd
{leachesd 4 sodl emmor) (Takie 4 ). Decpine degradation ot S in-
et in SOMPGOn and the decrease In Lrger sie pores Fig 1), conld
egpllain S recnl bn S cam of ol s raded bn v Laby velith OO
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