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Articulo cientifico

Toxicidad del glifosato sobre Pisum sativum y en suelo franco-
arenoso aplicando un consorcio bacteriano?

Toxicity of glyphosate in Pisum sativum and on sandy-loam soil
applying a bacterial consortium

Summarized Title: Glifosato sobre Pisum en suelo con consorcio bacteriano
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Resumen

Introduccién. El glifosato (GLI), es un herbicida comin que puede en exceso
afectar tanto a las malezas como a los cultivos agricolas. Objetivo. Evaluar la toxicidad
del GLI sobre Pisum sativum “arveja” en suelo franco-arenoso aplicando las bacterias
Ochrobactrum anthropi y Pseudomonas aeruginosa en forma individual y en consorcio
bacteriano. Materiales y métodos. Para el estudio, se establecieron 96 macetas en un
invernadero. El suelo contenido en estas macetas fue previamente mezclado con GLI,
el cual fue sometido a andlisis edafolégico. 48 macetas contenian Gnicamente suelo con
grupos bacterianos, y las otras 48 macetas presentaban tanto grupos bacterianos como
P. sativum. Resultados. Se observé que P. sativum expuesto a 17,42 mL L de GLI
redujo significativamente su crecimiento con respecto al control. Sin embargo, este
efecto negativo fue eliminado con la aplicacién del consorcio bacteriano, resultando
tener una mejoria en el desarrollo de las plantas. Se analiz6 que el GLI afecto
negativamente el peso fresco de la raiz (PFR) y peso fresco del tallo (PFT),
especialmente a concentraciones de 8,71 mL L* y 17,42 mL L. Los resultados
proponen que la presencia de las bacterias en suelo con GLI afectaron el pH vy la
conductividad eléctrica del suelo, mientras la materia organica no fue afectada. El
potasio disponible en el suelo aumento con la aplicacion de GLI, pero la presencia de
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bacterias redujo este efecto. El fésforo disponible en el suelo aumentd con P. sativum
en suelos con GLI al 17,42 mL L. Conclusiones. El GLI a concentraciones de 8,71 mL
Lty 17,42 mL L* afecta el crecimiento del tallo y de la raiz del P. sativum, pero la
inoculacién bacteriana atenda este efecto y modifica las propiedades del suelo. Esto
subraya la relevancia de la interaccion entre herbicida, microorganismos y suelo en la

agricultura.

Palabras clave: Biomasa, Ochrobactrum anthropi, Pseudomonas aeruginosa,
Pisum sativum, parametro fisicoquimico.

Abstract

Introduction. Glyphosate (GLI) is a common herbicide that can excessively affect both
weeds and agricultural crops. Objective. To evaluate the toxicity of GLI on Pisum sativum
“snow pea” in sandy loam soil by applying the bacteria Ochrobactrum anthropi and
Pseudomonas aeruginosa individually and in a bacterial consortium. Materials and
methods. For the study, 96 pots were set up in a greenhouse. The soil contained in
these pots was previously mixed with GLI, which was subjected to pedological analysis.
48 pots contained only soil with bacterial groups, and the other 48 pots contained both
bacterial groups and P. sativum. Results. It was observed that P. sativum exposed to
17.42 mL L of GLI significantly reduced its growth compared to the control. However,
this negative effect was eliminated with the application of the bacterial consortium,
resulting in an improvement in plant growth. It was observed that GLI negatively affected
the fresh weight of the root (FWR) and the fresh weight of stem (FWS), especially at
concentrations of 8.71 mL L and 17.42 mL L. The results propose that the presence
of bacteria in soil with GLI affected the pH and electrical conductivity of the soil, while
organic matter was not affected. Available potassium in the soil increased with GLI
application, but the presence of bacteria reduced this effect. Soil available phosphorus
increased with P. sativum in soils with GLI at 17.42 mL L. Conclusions. The GLI at
concentrations of 8.71 mL L and 17.42 mL L* affects the growth of the stem and root
of P. sativum, but bacterial inoculation attenuates this effect and modifies the properties
of the soil. This underlines the relevance of the interaction between herbicide,
microorganisms and soil in agriculture.

Keywords: biomass, Ochrobactrum anthropi, Pseudomonas aeruginosa, Pisum

sativum, pedological parameter.
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Introduccién

El suelo es un recurso no renovable que proporciona una amplia variedad de
servicios ecosistémicos y es el soporte natural mas crucial para la produccion de materia
prima y alimentos, de los que depende la comunidad global (Burbano, 2016). El suelo
franco-arenoso ha sido objeto de estudio por sus caracteristicas distintivas (Infante et
al., 2010). En el Peru, este tipo de suelo se encuentra principalmente en campos
costeros, caracterizandose por un pH alcalino, niveles moderados de fosforo y una alta
disponibilidad de potasio (Alache-Lizarbe et al., 2020), asi como una escasa presencia
de materia organica y conductividad eléctrica (Rojas et al., 2020). No obstante, para
garantizar la productividad agricola y rentabilidad de los suelos a nivel mundial, se ha
recurrido ampliamente a la aplicacién de diversos plaguicidas, entre ellos el grupo de
organofosforados (Badii et al., 2015).

El glifosato (GLI), es un herbicida post emergente perteneciente al grupo de
organofosforado de amplio espectro, y es utilizado para el control de malezas (Ledoux
et al., 2020; Arispe-Vazquez et al., 2023). El GLI es usado como ingrediente activo en
diversas formulaciones comerciales. Estas varian en la forma quimica, concentracion
de ingrediente activo y las concentraciones de ingredientes inertes (Cuhra et al., 2013).

El herbicida GLI es uno de los herbicidas mas utilizados a nivel mundial, y en el
Peru es comercializado con mas de 30 marcas diferentes (Pedemonte Castro, 2017). El
GLI tiene la capacidad de adherirse fuertemente al suelo en funcién de sus propiedades
fisicoquimicas. En suelos poco porosos, su movilidad es limitada, lo que reduce su
probabilidad de alcanzar el agua subterranea; en suelos porosos, como los francos-
arenosos, su movilidad se ve restringida, especialmente mas alld de los 15 cm de
profundidad (Villareal, 2018).

La aplicacion del GLI ha sido vinculada con variaciones significativas en la actividad,
cantidad y composicion de la comunidad microbiana del suelo (Romano-Armada et al.,
2019). Estos cambios del GLI estan estrechamente vinculados con la calidad
fisicoquimica del suelo (Pronk et al., 2017).

El GLI presenta una vida media relativamente baja asociada a la capacidad de
biodegradacion de los microorganismos, y a su vez es dependiente de las
concentraciones de nutrientes, tipo de suelo, concentraciones de pH, materia organica
(Gonzélez-Ortega & Fuentes-Ponce, 2022), la conductividad eléctrica, el fésforo y
potasio (Tofifio et al., 2020). Los microorganismos del suelo como las bacterias tienen
la capacidad de catabolizar el GLI, utilizdndolo como fuente de carbono, nitrdgeno y
fésforo (Cuervo, 2007).
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Se han aislado bacterias promotoras del crecimiento de plantas resistentes al GLI,
como Ochrobactrum anthropi (Sviridov et al., 2012), y Pseudomonas aeruginosa,
(Ezaka et al., 2019). Otros autores, han recolectado suelos con GLI y observaron que
O. anthropi presenté capacidad para metabolizar GLI en pocos dias (Hadi et al., 2013).
Se han documentaron 28 especies bacterianas con capacidad de degradacion de GLI,
de las cuales se encuentra el consorcio formado por: O. anthropi y P. aeruginosa, con
una capacidad de degradacién intermedia (Castrejon-Godinez et al., 2021).

Pisum sativum “arveja” es una de las especies de leguminosas mas sensibles a
contaminantes quimicos, y es muy utilizada como planta bioindicadora (Singh et al.,
2019). Esta especie es ideal como modelo biolégico para evaluar los efectos negativos
del GLI (Singh et al., 2020), al generar cambios en su crecimiento, y de igual forma su
bajo costo es adecuada para la investigacion (Cantaro-Segura, 2019).

El objetivo de este estudio de investigacién fue evaluar a toxicidad del GLI sobre P,
sativum en suelo franco-arenoso aplicando las bacterias O. anthropiy P. aeruginosa, y
ademas determinar el efecto del GLI y del consorcio bacteriano en los parametros

edafolégicos del suelo franco-arenoso.

Materiales y métodos

Sitio Experimental

Se realiz6 en el invernadero de la Universidad Cientifica del sur - Villa el Salvador,
Lima, Pert (12° 13'12”LS y 76° 58’ 41”LO) a 5 msnm. Las condiciones ambientales en
el invernadero presentaron una temperatura media de 20°C y una humedad relativa del
70%.

Muestras de suelos franco - arenoso

Las muestras procedieron del pueblo rural de Quebrada Verde, ubicado en el distrito
de Pachacamac, en Lima, Peru (12° 35 '14”S; 75° 47’ 39”0). Estas muestras fueron
recolectadas por composicion de 48 puntos a una profundidad de 30 cm en forma
cuadricular, donde a través de un muestreo simple se extrajeron 3 Kg de suelo en cada
punto, se homogenizaron y se obtuvieron 144 Kg de suelo (MINAM, 2014). Después de
ser almacenadas y rotuladas, se llevaron al invernadero para proceder con el
experimento y realizar el proceso de mezcla con el herbicida GLI. Se colocaron 1,5 Kg

de suelo franco arenoso en macetas de 2 L, las cuales presentaron una perforacion en
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la base para permitir el drenaje del agua. Se evaluaron 96 macetas de las cuales ocho
fueron del control y 24 de los tratamientos, y cada uno de estos contaron con tres

repeticiones (Cuadro 1).

Consorcio Bacteriano

La bacteria O. anthropi (ATCC) BAA-749 fue adquirida como cepa referenciada de
la organizacibn American Type Culture Collection, con sede en Virginia, EE.UU.,
mientras que P. aeruginosa (ATCC) 17853 fue obtenida del Laboratorio de Investigacion

de Microbiologia Molecular de la Universidad Cientifica del Sur, Lima, Peru.

Incorporacioén del GLI al suelo

Se agreg6 GLI a las macetas de suelo segun lo indicado en el Cuadro 1, siguiendo
las recomendaciones del producto comercial Roundup® a 480g L, diluyendo 1-2 L de
GLI en 100 L de agua destilada (Barros & Gamez, 2008). Las macetas permanecieron
con GLI por tres meses, para asegurar su adherencia a los coloides del suelo
(Permingeat, 2008).

Disefio experimental

Se llevé a cabo un disefio completamente aleatorio (DCA) que comprendié ocho
tratamientos distribuidos en un total de 96 macetas. Cada tratamiento consistié en un
control sin GLI 0% (0 mL L) y tres niveles de concentracién de GLI: 2% (4,36 mL L™?),
4% (8,71 mL LY) y 8% (17,42 mL L1). Cada nivel de concentracién tenia tres
repeticiones. Los primeros cuatro tratamientos (T1 al T4) incluyeron suelo inoculado con
grupos bacterianos de P. aeruginosa, O. anthropi, y en consorcio bacteriano, totalizando
48 macetas. Los siguientes cuatro tratamientos (T5 al T8) consistieron en suelo con los

mismos grupos bacterianos mas P. sativum, con un total de 48 macetas.

Cuadro 1. Nomenclaturas de los tratamientos utilizados en suelos francos arenosos. Lima, Peru.
(Tx.0-Tx.3: equivale al tratamiento del GLI aplicado en mL L1y T1.x-T8.x: equivale al suelo con
los diferentes tratamientos de Pisum sativum y los grupos bacterianos)
Table 1. Nomenclatures of treatments used in sandy loam soils, Lima, Peru. (Tx.0-Tx.3: referred
to GLI treatment applied in mL L* and T1.x-T8.x: referred to treated or without Pisum sativum
and bacterial groups)

Tratamientos Sin Con Glifosato

Glifosato
Control 4,36 8,71 17,42
mLL? mLL' mLL?
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Suelo T1.0 T1.1 T1.2 T1.3
Suelo + P. aeruginosa T2.0 T2.1 T2.2 T2.3
Suelo + O. anthropi T3.0 T3.1 T3.2 T3.3
Suelo + P. aeruginosa + O. anthropi T4.0 T4.1 T4.2 T4.3
Suelo + P. sativum T5.0 T5.1 T5.2 T5.3
Suelo + P. sativum +. + P. aeruginosa T6.0 T6.1 T6.2 T6.3
Suelo + P. sativum +. + O. anthropi T7.0 T7.1 T7.2 T7.3
Suelo + P. sativum +. + P. aeruginosa + T8.0 T8.1 T8.2 T8.3
O. anthropi

Preparaciéon del indculo bacteriano

Las cepas O. anthropi y P. aeruginosa fueron incubadas durante 24 h en placas
Petri con agar nutritivo y se transfirieron a frascos Erlenmeyer preparados con caldo
nutritivo para promover un mayor crecimiento poblacional a 36°C, con agitacién continua
durante 24 h. Se inoculd las bacterias de los matraces aforados de 6 L que contenian
4800 mL de suero fisioldgico al 0,5%. Luego la concentracién bacteriana en el matraz
aforado se adecu6 a la escala de 0,5 McFarland (1,5 x 108 UFC mL™), obteniendo 4800

mL de solucién bacteriana (Heck et al., 2015).

Inoculacion de bacterias a macetas de suelo

Se extrajo 200 mL de los matraces aforados con la solucién bacteriana para el riego
de forma superficial en una Unica ocasion en cada maceta, incluyendo los controles
(Kay, 1985). Después de una semana de la inoculacion de las bacterias, se sembraron
tres semillas de P. sativum por maceta. Durante la fase de crecimiento de la planta,

todas las macetas fueron regadas con 200 mL en forma interdiaria.

Efecto del GLI

Los parametros biométricos que se evaluaron en P. sativum fueron: la longitud de
tallo (LT) que se midio de forma interdiaria entre 14 a 21 dias después de la emergencia
del 50% de las plantulas del grupo control (OECD, 2006), la longitud de la raiz (LR) se
midi6 una sola vez en el dia 21 después de extraer las plantas de las macetas y
finalmente la biomasa de la planta se evalu6 midiendo el peso fresco total (PFTO0),
incluyendo el peso fresco del tallo (PFT) y el peso fresco de la raiz (PFR). Este proceso
se repitié para obtener el peso seco total de la planta (PSTo), el peso seco del tallo
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(PST) y peso seco de laraiz (PSR), con los datos obtenidos se determinaron los datos
de Concentracién sin efectos observables (NOEC) y Concentracién minima con efectos
observables (LOEC) (OECD, 2006).

Parametros edafologicos, después del proceso de la aplicacion de
GLI

Los pardmetros edafoldgicos evaluados fueron: materia organica por la conversion
del método de Walkley — Black multiplicado por el factor 1,724 (Bautista & Arévalo,
2021), conductividad eléctrica (CE) por el extracto saturado (Millan & Larrieu, 2018), pH
por el método en soluciones suelo-agua en relacion 1:1 (Gutiérrez & Caceres, 2018),
potasio disponible (K*) mediante el extracto acetato de amonio 1N (Henriquez et al.,
2005) y fésforo (P) por el método de Olsen modificado (Carrero et al., 2015).

Analisis estadistico

Se implement6 un disefio completamente aleatorio (DCA) para cada tratamiento,
que incluia mediciones de LR y LT, biomasa de raiz y tallo, asi como la secuencia NOEC
- LOEC y parametros edafoldgicos del suelo. Los datos se procesaron por Shapiro-Wilk
y se observd que no se cumplié con la normalidad. Por ende, se aplicé la prueba no
paramétrica correspondiente a Kruskal Wallis, apoyado con la prueba de Games-Howell

para la comparacion de medias (p<0,05). Se utilizo el software IBM SPSS Statistic 24.

Resultados

Analisis de suelos bajo tratamiento

Materia organica

En relacion con la materia organica en las macetas de suelo con microorganismos
y GLI en concentraciones de 0% (0 mL L), 2% (4,36 mL L), 4% (8,71 mL L) y 8%
(17,42 mL L%, no se detectaron discrepancias significativas en ninguno de los
tratamientos evaluados (Figura 1A).

Sin embargo, en las macetas que contenian suelo, microorganismos y P. sativum,
se destaco el tratamiento T5 (Suelo + P. sativum + sin bacterias) como el tnico que
mostré una diferencia significativa (Figura 1B). Esto ocurrié con una concentracion de
GLI al 8% (17,42 mL L), en contraste con el control de GLI al 0% (0 mL L) (Figura 1B).

A
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Materia organica (Suelo)
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Figura 1. Efecto del glifosato a diferentes concentraciones en presencia microbiana sobre la
materia organica en (A) Suelo y (B) Suelo + Pisum sativum. Las diferentes letras en el gréfico de
barras demuestran discrepancias significativas en p<0,05. Se muestra el promedio de n=3
réplicas.

Figure 1. Effect of glyphosate at different concentrations in the presence of bacteria on the
organic matter in (A) Soil and (B) Soil + Pisum sativum. The different letters in the bar graph
demonstrate significant discrepancies at p<0.05. The average of n=3 replicates is shown.

Conductividad eléctrica (CE)

En las macetas con suelo y microorganismos, se evidencié un impacto del GLI a
distintas concentraciones en la CE (Figura 2A). En el T2 (Suelo + P. aeruginosa), y en
el T3 (Suelo + O. anthropi) las tres concentraciones de GLI de 2%, 4%, y 8%, mostraron
diferencias en comparacion con el control GLI al 0% (Figura 2A). No se detectaron
diferencias significativas en la CE en los tratamientos T1y T4 (Figura 2A).

En las macetas de suelo que albergaban microorganismos y P. sativum, el
tratamiento T5 (Suelo + P. sativum L. + sin bacterias) se destacé como el Gnico con una
diferencia significativa en presencia de GLI al 2% (Figura 2B).
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Figura 2. Efecto del glifosato a diferentes concentraciones en presencia microbiana sobre la
conductividad eléctrica en (A) Suelo y (B) Suelo + Pisum sativum. Las diferentes letras en el
gréfico de barras demuestran discrepancias significativas en p<0.05. Se muestra el promedio de
n=3 replicados.

Figure 2. Effect of glyphosate at different concentrations in the presence of bacteria on the
electrical conductivity in (A) Soil and (B) Soil + Pisum sativum. The different letters in the bar
graph demonstrate significant discrepancies at p<0.05. The average of n=3 replicates is shown.

pH

La distribucion del pH en las macetas de suelo con microorganismos y GLI mostré
variaciones notables en los diferentes tratamientos (Figura 3A). En el tratamiento T1
(suelo sin bacterias), T2 (suelo + P. aeruginosa), T3 (suelo + O. anthropi) y T4 (suelo +
consorcio bacteriano), se observo una disminucién del pH conforme aumentaba la
concentracion de GLI en comparacion con el control (Figura 3A).

En las macetas de suelo con microorganismos, P. sativum y GLI en diferentes
concentraciones, se observaron diferencias significativas en los tratamientos
respectivos (Figura 3B). En el tratamiento T5 (suelo sin bacterias + P. sativum), T6
(suelo + P. aeruginosa + P. sativum L.) y T7 (suelo + O. anthropi + P. sativum) se
evidenciaron diferencias entre las tres concentraciones en comparacion con el control
(Figura 3B). Finalmente, en el tratamiento T8 (suelo + consorcio bacteriano + P.
sativum), se identificaron diferencias significativas entre los suelos contaminados y el
control, en donde el pH fue menor en los suelos con GLI en comparacion con el control
(Figura 3B).
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Figura 3. Efecto del glifosato a diferentes concentraciones en presencia microbiana sobre el pH
en (A) Suelo y (B) Suelo + Pisum sativum. Las diferentes letras en el gréafico de barras
demuestran discrepancias significativas en p<0.05. Se muestra el promedio de n=3 replicados.
Figure 3. Effect of glyphosate at different concentrations in the presence of bacteria on the pH in
(A) Soil and (B) Soil + Pisum sativum. The different letters in the bar graph demonstrate significant
discrepancies at p<0.05. The average of n=3 replicates is shown.

Fosforo (P)

La distribucién de P en las macetas de suelo, el tratamiento T1 (suelo sin bacterias),
la concentracién de GLI al 0% mostré un valor de P que evidencia una diferencia
significativa con las concentraciones de GLI al 2% y 8% (Figura 4A). Asi mismo, en el
tratamiento T4 (Suelo + consorcio bacteriano), la concentracion de GLI al 0% mostr6 un
valor de P, la cual no evidencia una diferencia significativa con las concentraciones de
GLI al 4% y 8% (Figura 4A). Los tratamientos T2 (suelo + P. aeruginosa) y T3 (Suelo +

O. anthropi), no se evidenciaron diferencias significativas para el P (Figura 4A).

En las macetas de suelo con microorganismos y P. sativum expuestas a diferentes
concentraciones de GLI, se observd un patron consistente en todos los grupos
bacterianos, incluido el tratamiento T1 (suelo sin bacterias) (Figura 4B). Todas las
concentraciones de GLI al 0% y 2% mostraron niveles bajos de P, marcando una
diferencia significativa con las concentraciones de GLI al 4% y 8%, con respecto al
control 0% (Figura 4B).
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Figura 4. Efecto del glifosato a diferentes concentraciones en presencia microbiana sobre el
fésforo en (A) Suelo y (B) Suelo + Pisum sativum. Las diferentes letras en el grafico de barras
demuestran discrepancias significativas en p<0.05. Se muestra el promedio de n=3 replicados.
Figure 4. Effect of glyphosate at different concentrations in microbial presence on phosphorus in
(A) Soil and (B) Soil + Pisum sativum. The different letters in the bar graph demonstrate significant
discrepancies at p<0.05. The average of n=3 replicates is shown.

Potasio (K)

En las macetas de suelo, todos los tratamientos (T1 a T4) a diferentes
concentraciones de GLI no evidenciaron un efecto significativo sobre el K (Figura 5A).

En el tratamiento T6 (suelo + P. aeruginosa), la concentracion de GLI al 0% mostré
una diferencia significativa con las concentraciones de GLI al 2% y 4% (Figura 5B). Para
el tratamiento T8 (suelo + consorcio bacteriano) la concentracion de GLI al 0% exhibio

una diferencia significativa inicamente con la concentracion de GLI al 2% (Figura 5B).
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Figura 5. Efecto del glifosato a diferentes concentraciones en presencia microbiana sobre el
potasio en (A) Suelo y (B) Suelo + Pisum sativum. Las diferentes letras en el grafico de barras
demuestran discrepancias significativas en p<0.05. Se muestra el promedio de n=3 replicados.
Figure 5. Effect of glyphosate at different concentrations in microbial presence on potassium in
(A) Soil and (B) Soil + Pisum sativum. The different letters in the bar graph demonstrate significant
discrepancies at p<0.05. The average of n=3 replicates is shown.

Efectos del glifosato sobre P. sativum en diferentes grupos

bacterianos

En las macetas de suelo con microorganismos y P. sativum expuestas a diferentes
concentraciones de GLI, se observo que la LR sufrié un patrén consistente en todos los
tratamientos, incluido el tratamiento T5 (suelo sin bacterias) (Figura 6). La LR fue alta a
condiciones de GLI al 0% (Figura 6). En contraste, las concentraciones de GLI al 4% y
8% produjeron una reduccion en la LR (Figura 6). Para la concentracion de GLI al 2%,
se encontré una discrepancia significativa en la LR en todos los tratamientos, excepto
en el tratamiento T8 (suelo + consorcio bacteriano), en comparacion con el grupo control
(Figura 6).

En los datos relativos a la LT medidos en el dia 14, para el tratamiento T5 (suelo
sin bacterias) las concentraciones de GLI al 0% y 2% mostraron una diferencia
significativa con las concentraciones de GLI al 4% y 8% (Figura 7). Para el tratamiento
T6 (suelo + P. aeruginosa), la concentracion de GLI al 0%, 2% y 4%, mostraron una
diferencia significativa con la concentracion de GLI al 8% (Figura 7).

Para el tratamiento T7 (suelo + O. anthropi), la concentracion de GLI al 0% mostro
una diferencia significativa con las concentraciones de GLI al 4% y 8%. Para la
concentracion de GLI al 2%, la LT mostré6 una Unica diferencia significativa con la
concentracion de GLI al 8% (Figura 7). Para el tratamiento T8 (suelo + consorcio
bacteriano), la concentracion de GLI al 0%, 2% y 4%, mostraron valores de LT que
evidenciaron una diferencia significativa con la concentracion de GLI al 8% (Figura 7).

En los datos de la LT medidos en el dia 21, para el tratamiento T6 (suelo sin

bacteria) y T7 (suelo + O. anthropi) bajo concentraciones de GLI al 0%, 2%, 4% y 8%
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mostraron diferencia significativa entre ellos, reduciéndose la LT cuando hay incremento
de GLI (Figura 8). Sin embargo, para el tratamiento T6 (suelo + P. aeruginosa) y T8
(suelo + consorcio bacteriano) bajo concentraciones de GLI al 0%, 2% y 4% mostraron

valores altos LT con una diferencia significativa respecto a la concentracién de GLI al

8% (Figura 8).
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Figura 6. Efecto del glifosato a diferentes concentraciones en presencia microbiana sobre la LR
de P. sativum L a los 21 dias de tratamiento. Las diferentes letras en el grafico de barras
demuestran discrepancias significativas en p<0.05. Se muestra el promedio de n=3 replicados.
Figure 6. Effect of glyphosate at different concentrations in microbial presence on the RL of P.
sativum L. at 21 days of treatment. The different letters in the bar graph demonstrate significant
discrepancies at p<0.05. The average of n=3 replicates is shown.
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Figura 7. Efecto del glifosato a diferentes concentraciones en presencia microbiana sobre la LT
de P. sativum L a los 14 dias de tratamiento. Las diferentes letras en el grafico de barras
demuestran discrepancias significativas en p<0.05. Se muestra el promedio de n=3 replicados.
Figure 7. Effect of glyphosate at different concentrations in microbial presence on the SL of P.
sativum L. at 14 days of treatment. The different letters in the bar graph demonstrate significant
discrepancies at p<0.05. The average of n=3 replicates is shown.
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Figura 8. Efecto del glifosato a diferentes concentraciones en presencia microbiana sobre la LT
de P. sativum L a los 21 dias de tratamiento. Las diferentes letras en el grafico de barras
demuestran discrepancias significativas en p<0.05. Se muestra el promedio de n=3 replicados.
Figure 8. Effect of glyphosate at different concentrations in microbial presence on the SL of P.
sativum L. at 21 days of treatment. The different letters in the bar graph demonstrate significant
discrepancies at p<0.05. The average of n=3 replicates is shown.

Efecto de GLI en la biomasa de P. sativum en diferentes grupos

bacterianos

En ausencia de microorganismos, se detectaron diferencias significativas en el PFT
y el PFR en respuesta a distintas concentraciones de GLI (Figura 9A). Para el tallo, el
control sin GLI (0 mL/L) que registr6 para el peso fresco una disminucion con la
concentracion (Figura 9A). En cuanto a la raiz, se encontraron pesos frescos diferentes
en concentraciones de GLI del 2% y 8% en comparacion con el control sin GLI (Figura
9A).

Se hallaron diferencias significativas en el PFTo con una concentracion de GLI del
4%, frente al control sin GLI (Figura 9A). En relacion con el PSR y el PSTo, se
observaron diferencias significativas cuando GLI al 8%, respecto a las otras
concentraciones. No se observaron diferencias significativas en el PST (Figura 9A).

El PFR y el PFTo para el grupo tratado con P. aeruginosa mostraron una reduccion
significativa bajo las concentraciones de GLI de 2%, 4% y 8% en comparacion con el
control sin GLI (Figura 9B).

El PFT y el PFTo para el grupo tratado con O. anthropi, mostraron una reduccion
significativa cuando la concentracion de GLI de 8% en comparacién con las otras
concentraciones de GLI (Figura 9C). No se observaron discrepancias significativas en
el PFR bajo concentraciones de GLI (Figura 9C). No se encontraron discrepancias
significativas en el PST ni en el PSTo bajo diferentes concentraciones de GLI (Figura
9C).

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

El grupo con el consorcio bacteriano mostro diferencias significativas disminuyendo
en 61.07% en la concentracion de GLI al 8% en el PFT en comparacion con el control
(Figura 9D). Ademés, en el PFR, se observaron diferencias estadisticas a
concentraciones de GLI 2% y 8% frente a un control (Figura 9D). Para el PFTo, se not6
una diferencia significativa con GLI 4% frente al control GLI 0 (Figura 9D). Sin embargo,
no se encontraron diferencias significativas en el analisis estadistico del PST, PSR y

PSTo bajo diferentes concentraciones de GLI (Figura 9D).
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Figura 9. Efecto del glifosato a diferentes concentraciones sobre la biomasa de P. sativum L., en
ausencia o presencia de grupos bacterianos (A) Sin bacterias, (B) P. aeruginosa (C) O. anthropi
y (D) Consorcio bacteriano. Las diferentes letras en el grafico de barras demuestran
discrepancias significativas en p<0.05. Se muestra el promedio de n=3 replicados.

Figure 9. Effect of glyphosate at different concentrations on the biomass of P. sativum L., in the
absence or presence of bacterial groups (A) Without bacteria, (B) P. aeruginosa (C) O. anthropi
and (D) Bacterial consortium. The different letters in the bar graph demonstrate significant
discrepancies at p<0.05. The average of n=3 replicates is shown.

Efecto de diferentes grupos bacterianos en el desarrollo de P.

sativum L. bajo diferentes concentraciones de GLI

En la concentracién sin GLI al 0%, se observé un ligero decrecimiento del 17,3% en
la LR entre los grupos de O. anthropi y consorcio bacteriano en comparacién con el
grupo sin bacterias (Figura 10A). Por otro lado, en cuanto a la LT durante los dias de
medicion del 14 al 21, en la misma concentracion sin GLI, no se registraron
discrepancias notables entre los diversos grupos bacterianos (Figura 10A).

En la concentracion con GLI al 2%, no se observaron diferencias significativas en
la LR entre los distintos grupos bacterianos (Figura 10B). Por otro lado, la LT durante
las mediciones del dia 14 al 21 sigui6é un patrén de crecimiento similar en todos los
grupos bacterianos. No se encontraron discrepancias significativas entre los grupos sin
bacteria y P. aeruginosa en comparacion con los otros grupos bacterianos (Figura 10B).

En la concentracién de GLI al 4%, se observé que el grupo con consorcio bacteriano
presentd una diferencia significativa respecto al grupo O. anthropi. Aunque no se
evidenciaron discrepancias significativas entre el grupo con consorcio bacteriano y el
grupo sin bacteriay el grupo con P. aeruginosa (Figura 10C). Por otro lado, la LT durante
las mediciones entre el dia 14 y el dia 21 siguié un patron de crecimiento similar en
todos los grupos bacterianos. El grupo con P. aeruginosa no presentd diferencias
significativas con ninguno de los otros grupos (Figura 10C).
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En la concentraciéon de GLI al 8%, se observé que el grupo con consorcio bacteriano
presentd una diferencia notable respecto al grupo con P. aeruginosa. Aunque no se
evidenciaron discrepancias significativas entre el grupo con consorcio bacteriano y el
grupo sin bacteria con el grupo con O. anthropi (Figura 10D). Por otro lado, la LT durante
las mediciones entre el dia 14 y el dia 21 siguié un patrén de crecimiento similar en

todos los grupos bacterianos (Figura 10D).
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Figura 10. Efecto de grupos bacterianos a diferentes concentraciones de glifosato sobre la LR y
LT (A) GLI 0% (0 mL/L), (B) GLI 2% (4.36 mL/L), (C) GLI 4% (8.71 mL/L) y (D) GLI 8%. Las
diferentes letras en el grafico de barras demuestran discrepancias significativas en p<0.05. Se
muestra el promedio de n=3 replicados.

Figure 10. Effect of bacterial groups at different glyphosate concentrations on RL and SL (A) GLI
0% (0 mL/L), (B) GLI 2% (4.36 mL/L), (C) GLI 4% (8.71 mL/L) and (D) GLI 8%. The different
letters in the bar graph demonstrate significant discrepancies at p<0.05. The average of n=3
replicates is shown.

NOEC y LOEC del glifosato sobre P. sativum en presencia de
microorganismos

Los valores de NOEC y LOEC, junto con las concentraciones de GLI
correspondientes, se reportan para cada grupo bacteriano (Cuadro 2). El grupo sin
bacterias exhibi6 un NOEC més alto para el PST y el PSTo, mientras que presenté un
LOEC mas bajo para la LR y la LT en el dia 21 (Cuadro 2). El grupo inoculado con P.
aeruginosa mostré un NOEC mas alto para el PST, y un LOEC mas bajo para el PFR y
el PSTo (Cuadro 2). Por otro lado, el grupo inoculado con O. anthropi presenté un NOEC
mas alto para el PFR, el PSR y PSTo, con un LOEC mas bajo para la LR, LT para el dia
18 y la LT para el dia 21 (Cuadro 2). Ademas, el grupo inoculado con el consorcio
bacteriano mostr6 un NOEC mas alto para la biomasa fresca y seca, y un LOEC mas

bajo para la LR para el dia 21 (Cuadro 2).

Cuadro 2. Datos de NOEC (No Observed Effect Concentration) y LOEC (Lowest Observed Effect
Concentration) del glifosato sobre el Pisum sativum en presencia de microorganismos.

Table 2. NOEC (No Observed Effect Concentration) and LOEC (Lowest Observed Effect
Concentration) data of glyphosate on Pisum sativum in the presence of microorganisms.

Parametro medido Dia NOEC Sin P. 0. Consorcio
medido /LOEC bacterias aeruginosa anthropi bacteriano
LR 21 NOEC <2% <2% <2% 2%
LOEC 2% 2% 2% 4%
LT 14 NOEC 2% 4% 2% 4%
LOEC 4% 8% 4% 8%
LT 16 NOEC 2% 4% 2% 4%
LOEC 4% 8% 4% 8%
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LT 18 NOEC 2% 4% <2% 4%
LOEC 4% 8% 2% 8%
LT 21 NOEC <2% 4% <2% 4%
LOEC 2% 8% 2% 8%
PFT 21 NOEC 2% 4% 4% 4%
LOEC 4% 8% 8% 8%
PFR 21 NOEC 4% <2% 8% 8%
LOEC 8% 2% >8% >8%
PFTo 21 NOEC 2% <2% 4% 8%
LOEC 4% 2% 8% >8%
PST 21 NOEC 8% 4% 4% 8%
LOEC >8% 8% 8% >8%
PSR 21 NOEC 4% 8% 8% 8%
LOEC 8% >8% >8% >8%
PSTo 21 NOEC 4% 4% 8% 8%
LOEC 8% 8% >8% >8%
Discusion

Materia organica

En el presente estudio, no se observaron diferencias significativas en la materia
organica en comparacién con el control. Sin embargo, en las macetas con P. sativum,
la materia organica aumentd significativamente en un 48% al 8% de GLI. Este
incremento puede atribuirse a la interaccion suelo-planta, al producirse una liberacion
de exudados vegetales en el suelo, por el dafio causado en los tejidos de las plantas
(Oliveros-Bastidas et al., 2009; Cheloufi et al. 2017).

Conductividad eléctrica

En cuanto a la CE, se observaron diferencias significativas en los tratamientos con
microorganismos en presencia de GLI. Especificamente, los tratamientos que incluian
P. aeruginosa u O. anthropi mostraron una disminucion en la CE a medida que
aumentaba la concentracion de GLI. Sin embargo, Garcez et al. (2020) demostraron que

la CE no presento6 ninguna alteracion significativa con la incorporacion de GLI.

pH

Los valores de pH en el suelo en todos los tratamientos indicaron que hubo
diferencia significativa frente al control. Los valores se encontraban en el rango de pH
Optimo que van desde los 6,34 a 7,66, valores adecuados para la accion de P.
aeruginosay O. anthropi en la degradacion del GLI. Se sugiere que P. aeruginosa podria
degradar por completo 21,25 g L'* de GLI después de 96 h de incubacién y modificar el
pH del suelo (Hoodaji et al., 2012). Ademds, se ha demostrado que la biodegradacion

del herbicida en el suelo incrementa considerablemente mediante la introduccion de la
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cepa seleccionada O. anthropi, acompafiado de los cambios quimicos en el suelo
(Shushkova et al., 2010).

Sin embargo, se sefiala que el pH no se ve afectado por la aplicacion del herbicida,
ya que se demostrd que las sales o acidos contenidos, no estan en una capacidad de
concentracion para alterar el pH. Asimismo, se debe considerar que en el proceso de
degradacion del herbicida, los nutrientes tienen cambios, teniendo como producto las
reacciones quimicas que equilibran la ausencia de la interaccibn microbiologica
(Escobar, 2022), aungue, a largo plazo el pH se ve alterado debido a la carencia de
materia organica, ya que disminuye la generacion de acidos conllevando, a tener un

suelo de caracteristica alcalina (Abahonza de la Cruz et al., 2022).

Fosforo (P)

El P disponible en el suelo experimenté un aumento significativo, con un promedio
del 42,07% en los tratamientos de suelo y un notable incremento del 149,92% en los
tratamientos de suelo con P. sativum, al aplicar concentraciones de GLI al 8%, en
comparacion al control sin GLI. Este incremento podria atribuirse a la presencia de
fosfato en la estructura del GLI, que se vuelve mas disponible con el incremento de la
aplicacion de GLI (Hébert et al., 2018). Ademas, la presencia microbiana parece influir
la disponibilidad del P en presencia de GLI, mediante la via CP liasa, que es el Unico
mecanismo conocido para la extraccion de P del GLI (Hove-Jensen et al., 2014). Sin
embargo, las variaciones de incremento y disminucién de P en las concentraciones de
2% y 4% pudiera deberse, a la excesiva concentracion calcio carbonatado en el suelo,
el cual puede restringir la disponibilidad del P en las plantas (Portal de Suelos de la FAO,
n.d.).

Potasio (K)

El estudio presenta hallazgos significativos sobre la interaccion entre el herbicida
(GLI), las bacterias del suelo y la disponibilidad de K en el suelo con P. sativum. Estos
resultados sugieren una posible inhibicion del GLI en la habilidad de la planta para
absorber nutrientes (Mertens et al.,, 2018). Por otro lado, O. anthropi y el consorcio
bacteriano, parecen influir en los efectos de inhibicion del GLI, debido a que se observo
un incremento en los niveles de K en las concentraciones de 4% y 8% de GLI, lo que
sugiere que las bacterias del suelo podrian facilitar la absorcién del K disponible para
las plantas (Lane et al., 2012a). Sin embargo, en los mismaos grupos bacterianos, a una
concentracion del 2% de GLI, las bacterias podrian estar contribuyendo a la

transformacion del K disponible en formas no asimilables, lo cual podria afectar
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negativamente la capacidad de las plantas para aprovechar los nutrientes del suelo
(Lane et al., 2012b).

Biomasa de la planta

En el grupo tratado sin microorganismos, se observa que a una concentracion del
8% de GLI, el PFT de P. sativum disminuyo significativamente en comparacion con el
control. Estas variaciones en el tallo sugieren una inhibicion del crecimiento debido al
GLI (Fernandes et al., 2020). Se ha demostrado que el PFT tras la exposicion a la
concentracion mas baja de GLI (8 mg kg?) fue de 0,13 g, aproximadamente (Fernandes
et al., 2020). Similarmente, el PFT disminuyd a la concentracibn mas altas de GLI,
siendo mas evidente a una concentracién del 8%, indicando una compleja y no lineal
respuesta del tallo al GLI. Ademas, se observaron discrepancias significativas en el
PFTo de la planta, especialmente a una concentracién del 4% (8,71 mL L?) de GLI,
donde se registrdé una disminucién en comparacién con el control sin GLI, lo que puede
estar asociado a la alta concentracibn de GLI usado en el experimento. Se ha
encontrado que a concentraciones bajas de GLI (1,8, 3,6 0 7,2 g ha') la biomasa o PSTo
de la planta aumenta y a concentraciones elevadas de GLI (180, 720 o 1449 g ha?) se
redujo (Silva et al., 2016).

En el caso de los guisantes, la biomasa de los brotes se redujo en mayor medida
gue la biomasa de raices, de igual manera Smedbol et al. (2019) indicaron que el efecto
de GLI se observ6 en mayor medida en tallos seguido de las raices. En cuanto al peso
seco, se encontraron discrepancias significativas en el PSR y el PSTo a una
concentracion de GLI del 8% en comparacion con el control sin GLI. Esta discrepancia
entre el peso fresco y el peso seco puede atribuirse a la reduccion en el contenido de
agua de la planta en respuesta al estrés inducido por el herbicida (Huber, 2012).

El tratamiento con P. aeruginosa mostrd diferencias en el PFR y el PFTo, en
comparacion con el grupo control sin GLI. A concentraciones de GLI del 2%, 4% y 8%,
se evidenciaron reducciones significativas en el PFR en contraste con el control.
También se registré una disminuciéon en el PFTo en presencia de GLI, siendo mas
notable a concentraciones més altas del herbicida. Solo se evidencié una discrepancia
significativa en el PFT a una concentracion del 8% de GLI, sugiriendo una respuesta
diferencial de las partes de la planta al herbicida. Estos resultados son respaldados por
los hallazgos de Mohy-Ud-Din et al. (2023), quienes demostraron que el uso de
microrganismos estimuladores del crecimiento, incluyendo a P. aeruginosa, que mejoro

el peso fresco de las plantas mediante la aplicacion de 100 mg/kg de GLI en el suelo,

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

posiblemente debido a la solubilizacion de nutrientes y la produccion de hormonas
vegetales.

En cuanto al PSR , PST y el PSTo, se detectaron diferencias significativas a
concentraciones de GLI del 2% y 4%, asi como del 8%, correspondientemente. Estos
hallazgos sugieren que, aunque el PSTo disminuye en presencia de GLI, el impacto en
la raiz es mas pronunciado que en el tallo, lo que puede indicar una mayor sensibilidad
de las raices al herbicida en comparacion al tallo (Al-Arfaj et al., 2013).

Por otro lado, el grupo tratado con O. anthropi mostré una disminucién significativa
en el PFT y el PFTo a una concentracion del 8% de GLI. Esto sugiere que el GLI inhibe
el crecimiento del tallo y, por ende, el desarrollo general de la planta. Sin embargo, no
se evidenciaron discrepancias significativas en el PFR, lo que sugiere una posible
resistencia o adaptacion de las raices a las concentraciones de GLI utilizadas en el
estudio, posiblemente mediada por la presencia de la bacteria O. anthropi, que a su vez
mejoran el suelo y con ello las raices (Shushkova et al., 2010).

En cuanto al PST, se detectaron diferencias significativas a concentraciones de GLI
del 2% y 8%, lo que sugiere que el GLI afecta la estructura y composicion del tallo. Sin
embargo, no se evidenciaron discrepancias significativas en el PSR ni en el PSTo, lo
que expresa que, aungue el GLI afecta el crecimiento y desarrollo vegetal en el caso de
las plantas de alverja, su efecto puede no ser tan evidente en la biomasa seca de la
planta (Dawood et al., 2019).

En el grupo tratado con el consorcio bacteriano, se encontraron efectos significativos
en el PFT, PFR y el PFTo en respuesta al GLI. Aunque se observ6 una reduccion en el
PFT y el PFR, asi como en el PFTo, no se encontraron diferencias significativas en el
PST, PSR y PSTo lo que sugiere un efecto transitorio del GLI en la biomasa fresca de

las plantas en presencia de este consorcio bacteriano.

Longitud del tallo y raiz de la planta

Este estudio evidencié que el GLI ejercié un efecto significativo en la LR, en las
concentraciones de 4% y 8% de GLI, los cuales estan asociadas a una reduccion en el
crecimiento radicular, posiblemente debido a la bioacumulacion presente del GLI en las
raices (Ali et al., 2020). Sin embargo, en la concentracion de GLI al 2%, solo en el
conjunto con consorcio bacteriano respecto al control 0%, no marcaron diferencia
significativa. El consorcio bacteriano presenta un mejor efecto en la planta a diferencia
de cuando se emplean las bacterias en forma individual (Bhatt et al., 2021).

Con respecto a la LT, se revelaron patrones en cuanto al efecto de diferentes
concentraciones de GLI. En primer lugar, en el dia 14, se observé que las
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concentraciones de GLI al 4% y 8% en el grupo sin bacterias, evidenciaron un efecto
inhibidor del crecimiento del tallo (Ali et al., 2020), lo que concuerda con los resultados
que se observaron en la LR.

Para los grupos bacterianos, se observaron patrones variables en cuanto a la LT.
Especificamente en el grupo con P. aeruginosa y consorcio bacteriano, las
concentraciones al 0%, 2% y 4% mostraron valores mas elevados de LT en comparacion
con la concentracién al 8%, lo que sugiere una posible influencia de la degradacion del
GLI (Gustinasari et al., 2021). Ademas, esta tendencia podria estar relacionada con la
capacidad de la P. aeruginosa y del consorcio bacteriano para modular los efectos del
GLI en el crecimiento de las plantas, manteniendo la LT en niveles comparables al grupo
control, que representa la ausencia de GLI.

Se sugiere una relacion beneficiosa entre estas bacterias promotoras del
creciminento y las plantas en presencia de ciertas concentraciones de GLI (Shahid et
al., 2018). En contraste, el grupo con O. anthropi mostr6 diferencias significativas en la
LT entre las concentraciones 4% y 8% de GLI, sugiriendo una posible sensibilidad de la
planta a estas concentraciones en presencia de esta bacteria, lo que podria estar
referido con la capacidad de la bacteria para bioacumular el GLI en la planta (Ali et al.,
2020).

En el dia 21, se mantuvieron las diferencias significativas entre las concentraciones
de GLI en la LT para los grupos sin bacterias y O. anthropi, lo que indica efectos a largo
plazo de estas concentraciones en el desarrollo de la planta (Morras et al., 2022). No
obstante, es crucial sefalar que los grupos de P. aeruginosa y consorcio bacteriano
mostraron valores mas altos en comparacién con la concentraciéon al 8%, lo que sugiere
una posible adaptacién o resistencia a concentraciones del 2% y 4% de GLI en estos
grupos especificos, lo que podria implicar la capacidad de mantener el efecto de
degradacion en el GLI a pesar de la presencia de concentraciones moderadas del GLI
(Germaine et al., 2006).

En relacion con la influencia de los grupos bacterianos, se observé un beneficio en
la LR en presencia del consorcio bacteriano bajo concentraciones de GLI al 4% y 8%.
Se registro incrementos del 87,73% y 88,20% respectivamente, en comparacion con los
demas grupos bacterias de P. aeruginosa y O. anthropi. Aunque estos aumentos no
mostraron diferencia significativa en relacion con el grupo sin bacterias, indican un
posible efecto positivo de las bacterias en el crecimiento radicular, debido al efecto de
degradacion del GLI por parte del consorcio bacteriano (Bhatt et al., 2021).

Encuanto ala LT, se observé un incremento significativo en presencia del consorcio
bacteriano a concentraciones de GLI del 2%, 4% y 8%. Este incremento fue

particularmente notable a concentraciones mas altas de GLI, alcanzando un aumento
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del 331,46% en comparacion con el grupo sin bacterias bajo una concentracién de GLI
8%. Esto indicd que la presencia de bacterias, especialmente el consorcio bacteriano,
podria degradar el GLI, lo que a su vez mitigaria los efectos negativos de esta sustancia
en el desarrollo de las plantas, tanto en la LR como en la LT (Gongora-Echevarria et al.,
2020).

Conclusiones

El GLI, en concentraciones elevadas, tuvo un impacto negativo del 84,74% en el
crecimiento y desarrollo del P. sativum. Sin embargo, la inoculacién con consorcio
bacteriano en las concentraciones de GLI al 4% y 8%, puede atenuar estos efectos
adversos y mejorar el crecimiento de la planta. EI PFT fue méas afectado en comparacién
con el PFR; no obstante, al utilizar el consorcio bacteriano, el impacto negativo fue
menor en comparaciéon con el uso individual. La materia organica no varid
significativamente a diferentes concentraciones de GLI en presencia de
microorganismos. Sin embargo, en las macetas con P. sativum, la materia organica
aumento significativamente al 8% de GLI. La CE disminuy6é con GLI en todas las
combinaciones de suelo y de microorganismos. Ademas, el pH del suelo disminuyo con
concentraciones mas altas de GLI. Con respecto al P y K se observé un incremento en
las concentraciones del 8% con respecto al control. Estos resultados subrayan la
relevancia de tener en cuenta la interaccion entre herbicidas, plantas y microorganismos

en la agricultura y la gestién de herbicidas en el entorno agricola.
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