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Resumen y Abstract VI

Resumen

Efecto de la fertilizaciéon fosférica sobre la re-movilizacién del herbicida glifosato

en suelos y riesgo asociado a la interaccién con cultivo de arroz

Glifosato es el herbicida de mayor uso en zonas agricolas en el mundo, es un herbicida
no selectivo, que actua en plantas inhibiendo la ruta del acido shikimico en plantas. La
molécula se adsorbe fuertemente a los sitios de intercambio en los coloides del suelo,
donde persiste de modo variable, dependiendo del tipo de unién que forme con el
adsorbato (los minerales y la materia organica del suelo), las condiciones ambientales y
las posibilidades de degradacién del herbicida. Diversos autores han demostrado que el
proceso de adsorcion del herbicida en suelos es reversible y fuertemente influenciado
por incrementos de carga aniénica en el sistema, por lo que, en condiciones de
produccion agricola, el uso de fertilizantes fosfatados favoreceria la removilizacién del
herbicida. Enmarcado en estas premisas se ejecutd el presente proyecto que evalué en
condiciones de laboratorio, el proceso de adsorcion-desorcion de glifosato en tres suelos
agricolas arroceros (CS1, CS2 y CS3), la influencia de la presencia de fosfato
monoamonico (MAP) sobre la adsorcion y desorcion, el movimiento del herbicida a
través del perfil del suelo y su mineralizacion. Finalmente se determin6 en condiciones
controladas de laboratorio e invernadero, mediante el uso del arroz como planta bio-
indicadora, el efecto de las cantidades desorbidas del herbicida sobre el metabolismo y
el crecimiento de esta especie, utilizando para esto técnicas radiologicas,
espectrofotométricas y analisis de tejido vegetal. Con este proyecto de investigacion, se
buscé dimensionar el impacto no cuantificado que puede generar el uso del herbicida en
condiciones especificas de produccion, evaluando los efectos nocivos del xenobidtico
influenciado por la presencia de fuentes fosfatadas en el sistema. Los resultados indican
una alta adsorcion del herbicida ajustada al modelo de Freundlich, proceso que vari6é con
la adicién de fertilizantes fosfatados al medio. En presencia de fosfatos tiene lugar una
saturacion parcial de los puntos de adsorcién en el suelo que se refleja en la disminucion

de la adsorcion y en la forma en la que esta se produce en los suelos, desarrollandose



procesos de competencia y difusion para acceder a sitios de adsorcibn menos
expuestos. Se encuentra que el proceso de adsorcion es reversible y en la mayoria de
los escenarios evaluados la adicién del fosfato favorece la reversibilidad, reiterando la
alta afinidad por el fosfato de estos suelos y la similitud de los mecanismos de adsorcion
y desorcion de las dos moléculas. Los ensayos de infiltracién en columnas indican que,
en las condiciones evaluadas, glifosato es fuertemente retenido en el suelo, sélo una
fraccién de este se mueve a través del perfil del suelo, en el flujo del agua y la adicion del
MAP en el sistema favorece el movimiento. La exposicion radical directa de soluciones
del herbicida en las plantas indicadoras sefala que se produce el ingreso del herbicida
en la planta y la llegada al sitio de accion, en donde genera la modificacion temporal del
metabolismo, provocando alteracion del crecimiento y desarrollo. La adicién de MAP
junto con glifosato en suelos indica que este incrementa la respuesta de la planta al
herbicida, en comparacién a cuando se adiciona sélo glifosato. Al aplicar el herbicida en
los suelos estudiados, se observa la interaccion de este con las plantas, dando como
resultado cambios en las concentraciones de acido shikimico y la modificacién en la
produccién de biomasa. La dosis aplicada produce un diferencial frente al efecto en la
planta, puesto que, a mayor dosis, mayor alteracion de los pardmetros evaluados. Los
resultados indican que la adicion de fosfato favorece la acumulacién del acido shikimico
y la disminucién en la produccion potencial de biomasa de las plantas expuestas. En
relacion con proceso de transferencia desde el suelo, es evidente la limitada
biodisponibilidad del herbicida, siendo esta la razén para que los resultados no impliquen

efectos letales en las plantas.

Palabras clave: Inceptisol, removilizacién, interaccién glifosato-fosfato, transporte de

plaguicidas, Oryza sativa.



Abstract

Effect of phosphoric fertilization on the re-mobilization of glyphosate in soils and

risk associated with interaction with rice cultivation

Glyphosate is the most widely used herbicide in agricultural areas in the world. It is a non-
selective herbicide that acts by inhibiting the shikimic acid pathway in plants. The
molecule is strongly adsorbed to exchange sites in soil colloids with variable persistence
depending on the type of bond it forms with the adsorbate (minerals and soil organic
matter), the environmental conditions, and the possibilities for herbicide degradation.
Various authors have shown that the adsorption process of the herbicide in soils is
reversible and strongly influenced by increases in the anionic load in the system.
Therefore, under agricultural production conditions, the use of phosphate fertilizers would
favor the remobilization of this herbicide. Under these premises, this project was carried
out to evaluate, under laboratory conditions, the adsorption-desorption processes of
glyphosate in three rice agricultural soils (CS1, CS2, and CS3), the influence of the
presence of monoammonium phosphate (MAP) on the adsorption and desorption, the
movement of the herbicide through the soil profile and its mineralization. Finally, the effect
of the desorbed amounts of the herbicide on the metabolism and growth of rice plants
was determined under controlled laboratory and greenhouse conditions using this species
as a bio-indicator plant and applying radiological, spectrophotometric, and vegetable
tissue analysis techniques. With this research project, we sought to measure the
unquantified impact that the use of the herbicide can generate under specific production
conditions, evaluating the harmful effects of the xenobiotic that are influenced by the
presence of phosphate sources in the system. The results indicate high herbicide
adsorption adjusted to the Freundlich model, a process that varied with the addition of
phosphate fertilizers to the medium. A partial saturation of the adsorption points in the soil
takes place in the presence of phosphates, which is reflected in decreased adsorption

and how it occurs in soils, developing processes of competition and diffusion to access



less exposed adsorption sites. It was found that the adsorption process is reversible and,
in most of the evaluated scenarios, the addition of phosphate favors reversibility. This
reiterates the high affinity of these soils for phosphate and the similarity of the adsorption
and desorption mechanisms of both molecules. Column infiltration tests indicate that,
under the evaluated conditions, glyphosate is strongly retained in the soil. Only a fraction
of the herbicide moves through the soil profile with the water flow, and the addition of
MAP in the system favors movement. Direct exposure of the roots to herbicide solutions
in bio-indicator plants shows that the herbicide enters the plant and reaches the site of
action where it generates a temporary modification of metabolism, causing growth and
development alterations. The addition to soils of MAP together with glyphosate increases
the plant's response to the herbicide, compared to glyphosate applied alone. The
interaction between the herbicide and the plants is observed when it is applied to the
studied soils, resulting in changes in shikimic acid concentrations and modifications in
biomass production. The dose applied produces a differential effect on the plant since a
greater alteration of the evaluated parameters is observed at higher doses. The results
indicate that the addition of phosphate favors the accumulation of shikimic acid and the
decrease in the potential biomass production of the plants exposed. Regarding the
process of transfer from the soil, the limited bioavailability of the herbicide is evident, and

this is the reason why the results do not imply lethal effects on plants.

Keywords: Inceptisol, remobilization, glyphosate-phosphate interaction, pesticide

transport, Oryza sativa.
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Introduccion

Glifosato es una molécula herbicida de uso frecuente en las zonas agricolas, empleada
para el control no selectivo de malezas (Khan et al., 2020). Al ser un herbicida no
selectivo, de accion sistémica, el herbicida puede intervenir sobre el desarrollo de las
especies vegetales con las cuales entra en contacto, independientemente si estas son o
no cultivadas (Saunders y Pezeshki, 2015). Las formulaciones herbicidas con base en
esta molécula se han incrementado con la introduccion de cultivos genéticamente
modificados (Rizzaldi y Silva, 2014).

En Colombia, glifosato es utilizado en diversos cultivos, entre los cuales se encuentra el
arroz, uno de los principales productos agricolas del pais, que se produce principalmente
en los departamentos de Tolima, Meta y Casanare (Fedearroz, 2020). Desde la
competitividad ejercida por las malezas, este es un cultivo de baja habilidad competitiva,
lo que implica mayor susceptibilidad a pérdidas por presencia de plantas indeseadas
(Zimdalh et al., 2007), que interfieren debido al desarrollo de procesos de competencia,
alelopatia, modificaciones de nicho, entre otros (Radosevic et al., 2007). Como
consecuencia el manejo de malezas se convierte en una actividad clave para el proceso
de produccion, y es frecuentemente enfocada hacia la implementacion de practicas
agricolas que involucran el uso de herbicidas de sintesis quimica en fases de

presiembra, preemergencia y postemergencia del cultivo.

En el manejo previo al establecimiento del cultivo es frecuente la ejecucion del proceso
de falsa siembra; practica que implica la induccion de la germinacion de los bancos de
semillas mediante preparacion del terreno y la inundacién temporal del mismo. Posterior
a esto, se realizan aplicaciones de herbicidas no selectivos como glifosato, cuya dosis
mas frecuente es de 1920 g de ingrediente activo en formulacion comercial 6 el
equivalente 4L de producto formulado por ha™. Esta ultima practica suele replicarse,

dependiendo de la infestacién de las poblaciones de malezas, por lo que es posible
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encontrar casos en los cuales se han descargado hasta 12 L del herbicida por ciclo de
cultivo en un lote. Después de la aplicacion del herbicida, se realiza la siembra del cultivo
de arroz, la cual suele hacerse al voleo o con sembradora. Luego de realizada la
siembra, se mantiene el suelo saturado de agua, favoreciendo la germinacion de la
semilla y el establecimiento del cultivo. Los riegos se realizan segun la costumbre de
produccion en la zona, pudiendo ser por inundacion, aplicando riegos por gravedad o

mojes (Degiovanni et al., 2010; Bustos, 2010).

Glifosato es una molécula que presenta una alta afinidad con los componentes del suelo,
matriz en la que tiende a adherirse con rapidez, para posteriormente disiparse. Sin
embargo, en esta matriz, el herbicida presenta un comportamiento variable, dependiendo
de sus interacciones con las particulas (que a su vez dependen de sus caracteristicas
fisicoquimicas), las condiciones climaticas (humedad y temperatura) y el uso del suelo,
parametros que definiran la direccion y magnitud de los procesos asociados al destino
ambiental de la molécula (Bott et al., 2011; Cobb y Reade, 2010). Adicionalmente, la
interaccion con diversos agentes bidticos y abidticos incide en su biodisponibilidad y
relacién con especies vegetales no objetivo, debido a la posibilidad de re-movilizacién del
herbicida, proceso influenciado por su capacidad de adsorcion del suelo, la carga
anidnica en el sistema y la presencia de agua circulante (Gomes et al., 2015; Bott ef al.,
2011; Borggaad et al., 2012).

Las condiciones de produccion del cultivo de arroz, que incluyen el uso de fertilizantes
fosfatados y de agua sobresaturando el suelo, son consideradas apropiadas para
fomentar la removilizacion del herbicida, por lo que surge el interés de identificar la
biodisponibilidad de la molécula en la fase soluble del suelo y en la zona de rizosfera, y

asi evaluar el impacto no cuantificado, hasta el momento, en el sistema del cultivo.

En Colombia, se han desarrollado investigaciones acerca de la dinamica ambiental del
glifosato enfocada a la degradacion de este en presencia de microorganismos (Figueroa
del Castillo et al., 2010; Cuervo y Fuentes 2014), y la persistencia del herbicida,
investigaciones realizadas por Cuervo (2007) y Bustos (2012) quienes sefialan la
persistencia de la molécula en predios arroceros, particularmente Bustos (2012) reporta
el aumento de glifosato y AMPA en agua y suelos de cultivos de arroz, en dias

posteriores a la fertilizacion fosforica. Sin embargo, se desconocen los mecanismos en



los que se produce esta biodisponibilidad, el papel del fosfato sobre el proceso y el efecto

de sobre el desarrollo del cultivo.

Enmarcado en estos antecedentes, se planted ejecutar un proyecto, en el cual se
caracterizara la capacidad de adsorcion-desorcion, lixiviacion y mineralizacion de
glifosato en tres suelos agricolas arroceros (provenientes de los departamentos del
Tolima en los municipios de Saldafa y Espinal y Meta en el municipio de Villavicencio),
en presencia y ausencia de fosfatos, y se evalud, en condiciones controladas,
considerando el arroz como planta bio-indicadora, el efecto de las cantidades desorbidas
del herbicida sobre el desarrollo fisioldgico de esta especie, utilizando para estos

estudios técnicas radioldgicas, espectrofotométricas y de evaluacion fisioldgica.

Esta disertacion doctoral esta estructurada en cuatro capitulos. El primero muestra los
resultados asociados al estudio de los procesos de adsorcién y desorcién del herbicida
en los suelos arroceros seleccionados, asi como el efecto de la adicion y orden de
adicion de fertilizantes fosforados. El segundo, expone el estudio del movimiento vertical
y sobre la mineralizacion del herbicida empleando columnas de suelo empacadas, asi
como el efecto de la adicién de fertilizantes fosforados. El tercero presenta los resultados
del efecto de la exposicién via radicular a subdosis del herbicida glifosato sobre el
metabolismo de la planta, en condiciones de hidroponia. El cuarto se centra en el efecto
de la aplicacion de glifosato al suelo sobre el crecimiento y metabolismo de plantas de

arroz, y por quinto, se presentan las conclusiones generales del documento.
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Objetivos

Objetivo general

e Determinar el efecto de la fertilizacién fosférica sobre la biodisponibilidad del
herbicida glifosato en suelos de cultivo de arroz y el riesgo asociado a la

interaccion con plantas cultivadas.

Objetivos especificos

o Evaluar el efecto de la adicion y orden de adiccion de Fosfato Mono Amonico
(MAP) sobre la adsorcién y desorcién de glifosato técnico y formulado en tres
suelos arroceros de Colombia (inceptisoles).

e Determinar el efecto del MAP sobre el movimiento, mineralizacion, formacion de
Residuos ligados de glifosato en columnas empacadas de suelos inceptisoles
procedentes de cultivo de arroz.

o Caracterizar el efecto de la exposicion radicular a glifosato y de fosfato-glifosato
sobre el crecimiento, desarrollo y metabolismo de plantas de arroz.

o Evaluar los efectos de adicionar glifosato y MAP sobre el desarrollo del cultivo en

tres suelos arroceros.



Metodologia general

El trabajo se desarrolld en los laboratorios de Malherbologia, Quimica Agricola e
invernadero del Departamento de Quimica de la Universidad nacional de Colombia, sede

Bogota.

Suelos: Para la ejecucion de este se utilizaron muestras de tres suelos provenientes de
predios arroceros, a los cuales se les realizaron las determinaciones de propiedades
fisicoquimicas y mineraldgicas. Las localidades a las que pertenecen las muestras de
suelos fueron de los municipios de Saldafa (3°54°47°N y 75°0°19" W) y Espinal
(4°11°03"N y 74°57°06"W) en el departamento del Tolima y de Villavicencio (4°03°42°N y
73°27°27°"W) en el departamento del Meta. En el capitulo 1 del presente documento se

profundiza en las caracteristicas fisicoquimicas y mineraldgicas de estos suelos.

Glifosato: Durante el estudio se utilizo '*C -glifosato y glifosato grado analitico ambos
comercializados por Sigma Aldrich, y glifosato en formulacion comercial 363 g L' de
acido de glifosato, equivalente a 446g L' de sal potasica de glifosato, nombre comercial

Round up® activo.

Bioindicador: Semillas, plantulas y plantas de arroz n.c. Oryza sativa. Var. Fedearroz
80.

Cuantificacion de (glifosato: La cuantificacion se realiz6 por métodos
espectrofotométricos, requiriéndose el uso de sustancias analiticas como tetraborato de
sodio, 9-fluoroenyl methoxycarbomoil cloro (FMOC-CI), acetronitrilo y diclorometano
(grado HPLC), KCI, HCI, KOH, Fe(NO3);9H20, NaOH, y un buffer borato (pH=9). El
fundamento de la cuantificacion fue la derivatizacion de glifosato con FMOC-CI siguiendo

el protocolo implementado por Waiman et al., (2012) y la determinacion por UV-VIS.

Cuantificacion de “C-glifosato: Esta se realizé a partir de la medida de la actividad del
radiomarcado presente en la solucién. Utilizando para esto coctel de centelleo y un

equipo Contador de centelleo Liquido. La exposicion de radiacion ionizante sobre la
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molécula radioactiva produce la excitacién y relajacion de la molécula, dando origen a

una fluorescencia cuantificable.

Cuantificacion de '“C-glifosato del suelo: Se realiz6 mediante combustion en Oxidador
Bioldgico marca Harvey Corporation 0X-600®. El *CO. desprendido se capturd en viales
que contenian 20 mL de Carbosorb® y se llevé a cuantificacion previa adicién de 20 mL

de coctel de centelleo liquido (Ultima Gold®).

Cuantificacion de Acido shikimico: La extraccién se realizé mediante la inmersion de
las muestras en nitrégeno liquido y acido sulfurico 0.25 N, posteriormente se indujo la
oxidacion del compuesto mediante la aplicacion de acido periddico, metaperiodato de
sodio, hidréxido de sodio y sulfito de sodio, de acuerdo con la metodologia propuesta por
Gomez (2009).
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1.Capitulo 1. Efecto del Fosfato Mono
Amoénico (MAP) sobre la adsorcion y
desorcidn de glifosato en suelo

Resumen

Glifosato es una molécula de alta afinidad con el suelo que posee un grupo fosfénico, al
igual que los fertilizantes fosforados, por lo que existe una gran similitud en como el
herbicida y estos fertilizantes se pueden unir a las particulas del suelo y por tanto
compiten por la union a los sitios activos. El presente estudio se desarrollé para evaluar el
efecto del orden de las adiciones de glifosato y Fosfato Mono Aménico (MAP) sobre la
adsorcion-desorcién de glifosato utilizando muestras de tres suelos pertenecientes al
orden inceptisol recolectados de campos de arroz colombianos, empleando dos tipos de
soluciones de glifosato en 5 dosis y cuatro tipos diferentes de tratamientos. Las isotermas
de adsorcion y desorcion de glifosato se evaluaron mediante el método de “batch
equilibrium” y se modelaron utilizando la ecuacion de Freundlich. La evaluaciéon del Kd
indica que la presencia del fosfato reduce la adsorcion del herbicida en los suelos excepto
en el T3 de A-GLYCS2 y F-GLYCS3. También se encuentra que el fosfato modifica la
forma en la que se produce la adsorcidén en los suelos, desarrollandose procesos de
competencia y difusion para acceder a sitios de adsorcién menos expuestos. La histéresis
evidencia que el proceso de adsorcion es reversible y en la mayoria de los escenarios
evaluados la adicion del fosfato lo favorece, reiterando la alta afinidad por el fosfato en los
suelos evaluados y la similitud de los mecanismos de adsorcion y desorcion de las dos
moléculas. Para este estudio la movilidad del herbicida fue catalogada de escasa a
ligeramente mavil. Por ultimo, el orden de adsorcion indica que la saturacion previa de los

puntos de intercambio con MAP favorece la posterior desorcion del herbicida.
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Abstract

Glyphosate is a molecule of high affinity with the soil that has a phosphonic group, like
phosphorous fertilizers, so there is a great similarity in how the herbicide and these
fertilizers can bind to soil particles and therefore compete for binding to active sites. The
present study was developed to evaluate the effect of the order of the additions of
glyphosate and Mono Ammonium Phosphate (MAP) on the adsorption-desorption of
glyphosate using three inceptisols collected from Colombian rice fields, using two types of
glyphosate solutions in 5 doses. and four different types of treatments. The adsorption and
desorption isotherms of glyphosate were evaluated by the "batch equilibrium" method and
modeled using the Freundlich equation. The presence of phosphate produces decreases
in the adsorption percentages and in the way it occurs in soils, developing processes of
competition and diffusion to access less exposed adsorption sites. The hysteresis shows
that the adsorption process is reversible and in most of the evaluated scenarios the
addition of phosphate favors it, reiterating the high affinity for phosphate in the evaluated
soils and the similarity of the adsorption and desorption mechanisms of the two molecules.
For this study the mobility of the herbicide was classified from low to slightly mobile.
Finally, the order of adsorption indicates that the previous MAP saturation of the exchange

points favors the subsequent desorption of the herbicide.

1.1 Introduccion

1.1.1 Adsorcion en suelo

Glifosato es una molécula zwitteriénica, que presenta grupos acidos y basicos en su
estructura quimica, los cuales corresponden a un grupo fosfénico, un grupo carboxilo y un
grupo amino (Figura 1-1). Cuenta con cuatro constantes de disociacién (Figura 1-2.) pKai:
0.78; pKaz: 2.29; pKas: 5.96 y pKas: 10.98 (Franz et al., 1997; Peixoto et al., 2015). Estas
propiedades le permiten interactuar con sustancias polares y coloides (Sanchez et al.,
2005). Segun Roberts et al. (2007) la presencia de estos grupos funcionales permite al
herbicida adsorberse fuertemente en los sitios activos del suelo, donde tendrian lugar

procesos de intercambio idnico (Glass, 1987).
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Figura 1-2: Equilibrios de las diferentes especies de glifosato en funciéon del pH Tomado
de Franz et al. (1997).

El proceso de adsorcion en suelos varia dependiendo de su composicidon mineralogica
(Sidoli et al., 2016; Rivoira et al., 2016). Borggaard et al. (2011) reportan que el grupo
fosfonico del herbicida (H.PO4) forma enlaces con goetita, caolinita, illita y montmorillonita
mediante el establecimiento de enlaces con los sitios activos superficiales externos de las
arcillas. Waiman et al. (2016) describieron la formacién de ligandos y complejos de esfera
interna entre glifosato asociado a dxidos de Fe3* y AI**, proceso en el cual el herbicida
puede formar hasta tres enlaces O-P mediante el grupo fosfénico y uno O-C mediante el
grupo amino. Estos enlaces O-P pueden ser enlaces monodentados 6 bidentados (Tabla
1-1). Ademas, el herbicida puede formar complejos con cationes divalentes (Borggaard et
al., 2011), entre los cuales se han reportado manganeso (Huber, 2013), zinc, calcio,

magnesio, cobre, cobalto, hierro, cromo y aluminio (Caetano et al., 2012).

La adsorcion del herbicida puede representarse a través de los valores del coeficiente de
particion (Kg) y la constante de adsorcion de Freundlich (Ks), los cuales se encuentran
en un amplio rango, puesto que dependen de condiciones especificas de evaluacion,

como por ejemplo el tipo de suelo y su composicién mineralégica (Caceres-Jansen et al.,
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2019), la presencia de cationes divalentes en las superficies de las arcillas (Franz et al.,
1997, Caetano et al., 2012), del valor de pH (de Jonge et al., 2001), o de condiciones de
evaluacién en las cuales se adicionan o no electrolitos como CaCl. en los ensayos (Mamy
y Barriuso 2005). Para Kz, el rango se encuentra entre 0.015 y 1667 mg'"L"?kg™' como se

presentan en la Tabla 1-2.

Tabla 1-1: Interacciones del grupo fosfénico de glifosato con 6xidos de hierro en suelo.
Tomado de Barja et al., 2005.

Reaccion de sorcion/competencia

EFez(OH)e + PO3HCH2NH2*CH,COO" «» =Fey(OH)sPOsHCN2NH2.CH,COO + OH-
OH)s + H2PO4 < =Fex(OH)sPO4H+ OH-

OH)s + PO32CH2NH2*CH2COO «> =Fez(OH)4sPO3CH2NH2*CH.COO" + 20H-

Yo+ HPO4% < =Fe,(OH)sPO4H + 20H-

=Fe;(OH)sPO3CHNH,*CH,COO" + HPO4% > =Fe;(OH)sPO4H + PO3*CH,NH;*CH,COO"

Estudios anteriores muestran que algunos compuestos pueden interferir en el proceso de
adsorcion del herbicida en el suelo, por ejemplo, el agua presente en la solucién del suelo
reduce la adsorcién de glifosato debido a su alta afinidad con las particulas del suelo y a
que glifosato es una molécula relativamente soluble (Franz et al., 1997). Otro interferente
en el proceso de adsorcidon son los compuestos fosfatados, los cuales compiten con el
grupo fosfénico de glifosato por la union a los sitios activos del suelo (Barja et al., 2005;
Borggaard et al., 2011). Esta interferencia incrementa de manera proporcional con la
carga ionica en el sistema, produciendo mayor saturacion y menor disponibilidad de los
puntos de intercambio para retener el herbicida (Munira et al., 2018). Ademas de esta
competencia también se ha probado la posibilidad de formacion de complejos en los
cuales coexisten glifosato y el MAP en los sitios de intercambio del suelo (Prata et al.,
2003; Waiman et al., 2013), con la formacién de complejos bidentados como se muestra
en la Tabla 1-1 (Barja et al., 2005).

El impacto de fosfato sobre la adsorciéon del glifosato también ha sido investigado por
autores como Dion et al. (2001), quienes concluyen que los minerales predominantes en
las arcillas son un factor fundamental para predecir la sorcion de glifosato/fosfato en

sistemas de bajos contenidos de carbono organico. Diversos experimentos de laboratorio
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han demostrado que la capacidad de adsorcién del glifosato en suelos disminuye cuando
se aplica junto con fosfato (Gimsing et al., 2007; Gimsing y Borggaard, 2007; Kanissery et
al., 2015). Gimsing et al. (2004) indican que la adsorcion se puede ver afectada por el
orden de adicién del sorbato al suelo, pudiéndose también generar efectos en la cinética
de adsorcion debidos a las cantidades de glifosato y fosfato adsorbido y la competencia

por los sitios activos del suelo.

Tabla 1-2: Valores de coeficientes de adsorcién reportados por algunos autores.

Tipo de suelo Kramg'L"kg"  Autor

Franco limoso arcilloso 50.3 Yu et al., 2005
Franco limoso 421

Arcillo limoso calcareo 32.9 Mamy y Barriuso, 2005
Franco arenoso 41.9

Franco arenoso 60.5

Franco arenoso 276

Franco arenoso 78.9 De Jonge et al., 2001
Arenoso 59

Arenoso 93 Candela et al., 2007
Arenoso 40 Bergstrom et al., 2011
Arcilloso 118

Arcilloso 839 Kogan et al., 2003
Franco limoso 0.015

Franco limoso arcilloso 1667

Franco 93.99 Liu et al., 2010
Arcilloso 89.31

Arenoso 61.05

Franco arenoso 34 Sidoli et al., 2005
Franco arenoso 540

Franco arenoso 143

Arcillo limoso 9.4 Caceres Jansen et al., 2019

Franco arcillo limoso 22.9
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1.1.2 Desorcion en suelos

A pesar de la alta afinidad del herbicida por las particulas del suelo, investigaciones
desarrolladas por autores como Strange-Hansen et al. (2004) y Gimsing et al. (2007)
indican que la adsorcion de la molécula glifosato es reversible, lo que significa la
posibilidad de una nueva disponibilidad del herbicida en la fase soluble del suelo
(Vereecken et al., 2005). Maqueda et al. (2017) indican que los valores de desorcion del
herbicida son variables y dependientes de las condiciones especificas del sistema en el
cual se halla inmerso. La desorcién estaria ligada a: a) los cambios de pH en el medio, ya
que al aumentar el pH ocurre progresivamente una despronotacion de la molécula (figura
1-2; Tabla 1-3) (Waiman et al., 2012); b) incrementos de agua en el suelo, proceso que se
asocia a la alta afinidad del herbicida por el agua (Franz et al., 1997), a la posibilidad de
formacion de una malla de liquido alrededor de las moléculas de glifosato y al desarrollo
de interacciones polares que favorecen la desorcion desde el suelo (Garcia-Colin et al.,
2008) y c) el aumento de cargas aniénicas (Barja et al., 2005), fendbmeno que en la
produccién agricola ocurre cuando se agregan fertilizantes fosfatados (Navarro, 2010) y
los cuales tienen un menor tamafio molecular que el herbicida y una mayor afinidad por
algunos de los coloides del suelo, formando hasta 4 enlaces O-P, lo que le confiere una
mayor estabilidad y fuerza de adsorcion en relacion con el adsorbente (Borggaard et al.,
2011). De ahi que esta adicién induzca un desplazamiento del glifosato previamente

adsorbido debido a un remplazo molecular (Bott et al., 2011).

Gimsing y Borggaard (2007) reportan que la adicion de glifosato a suelos y posteriores
adiciones de fosfato generan la desorcién de pequefas cantidades del herbicida (del
orden de 10 mmol kg'). Igualmente, Waiman et al. (2016), empleando goetita sintética,
para evaluar la adsorcion del glifosato y la relacion de la adicion de iones fosfato (PO4*),
reportan que en este mineral se producen desorciones altas o bajas de glifosato,
dependientes de la saturacion previa del adsorbato. Estos mismos autores reportan
desorcion inducida por el fosfato, cuantificando pequefas cantidades desorbidas cuando
no hay una saturacion de los puntos de intercambio i6nico, mientras que en dosis altas
que saturen el suelo, se pueden generar las desorciones de mayores cantidades debido a
la adicién del fosfato. El desplazamiento del herbicida estaria asociado a la formacién de

complejos monodentados, que evolucionan a complejos bidentados en el caso del
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compuesto de fosfato-goethita, segun las reacciones planteadas en la Tabla 1-3 (Waiman
et al., 2013).

Tabla 1-3: Reaccién de desplazamiento de glifosato en goetita, debido a la adicion de

fosfato. Tomado de Waiman et al., 2013.

Reaccidn de sorcién/competencia

=FeOPO(OH) + PO3H CH,NH,*CH,COO +OH-> =FeOH + OPO(OH) POsH"
CH2NH2*CH.COO-

=FeOH + H,POs > =FeOPO(OH), OH"
=FeOH + =FeOPO(OH), = (=Fe0);PO(OH)H-0
=FeOPO(OH)G + =FeOP0O(OH),=>(=Fe0),PO(OH) + OP(OH), PO32CH,NH,*CH,COO

=FeOPO(OH)G + HoPO. = (EFeOPO)(OH),+OPO(OH) PO3sHCH,NH,*CH,COO"

1.1.3 Evaluacion de las caracteristicas de adsorcion-desorcion

La transferencia de una sustancia desde una fase movil a una fase sélida es un fenémeno
que puede ser estudiado mediante la obtencidon de curvas de retencién ¢ isotermas de
adsorcion, puesto que estas describen la retencion de una sustancia en un medio
(Limousin et al., 2007). El método habitual para evaluar la retenciéon de moléculas en
condiciones de laboratorio y la obtencion de las isotermas implica el uso de la técnica de
ensayos en “Batch equilibrium” (OECD, 2000), por lo anterior se puede determinar la
concentracion adsorbida/desorbida de un soluto, con relacion a una concentracion inicial y

los coeficientes de distribucion del soluto.

Giles et al. (1974) proponen que en el modelado de las isotermas es posible que se
presenten cuatro formas de adsorcién denominadas isotermas C, L, H y S. Las isotermas
tipo C relacionan un proceso de adsorcion lineal, descrito mediante el coeficiente de

particion Kd definido por la Ecuacion1-1.

Ka=Qs/Ce (1-1)
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Donde, Qs es la concentracion de sustancia adsorbida en el suelo, en el tiempo de
equilibrio (mg kg™); Ce es la concentracion en equilibrio (mg L") y Kq es el coeficiente de

distribuciéon de Herbicida suelo/agua (L Kg™).

Las isotermas tipo L son de forma céncava y corresponden a un proceso en el cual la
relacion entre la concentraciéon en solucion y la concentracion adsorbida decrece en la
medida que aumenta la concentracion inicial, indicando una saturacién progresiva de la
fase sélida. Las isotermas tipo H reflejan una alta afinidad del analito por la fase sélida, de
modo que la pendiente presenta valores altos. En las isotermas tipo S se forman curvas
sigmoidales con punto de inflexién, donde la adsorcién tiene lugar por capas,
produciéndose la saturacién de la primera, con posibilidad de formacién de una segunda
capa de adsorcién (Damonte et al., 2007; Giles et al., 1974). En el caso de los
plaguicidas, el modelo que tiende a ser mas utilizado es el de Freundlich, el cual esta

representado por la ecuacién (Ecuacion 1-2),

Q=K. C.'" (1-2)

En donde, Q es la concentracion de sustancia adsorbida en el suelo, en el tiempo de
equilibrio (mg kg™), Ce es la concentracion en equilibrio (mg L), Kr. es el coeficiente de
adsorcién de Freundlich (mg'""L"" kg™"), 1/n es el exponente empirico de Freundlich

relacionado con la linealidad de la isoterma.

Partiendo de la ecuacion del modelo de Freundlich es posible determinar el indice de
histéresis (Ecuacion 1-3), el cual relaciona la reversibilidad del proceso de adsorcioén en el

sistema y que es definido como:

H=nd/na (1-3)
En donde, nd es 1/n, el exponente empirico de Freundlich (Ecuaciéon 1-4), para la
desorcion y na es 1/n= exponente empirico de Freundlich (Ecuacion 1-4), para la

adsorcion. En la practica, los valores de H<0.7 presentan histéresis (Barriuso et al., 1994).

A su vez, partiendo de los valores de Ky es posible determinar los valores de Log de Koc,
(OECD, 2000):
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Log Koc = log(kd * (100 /%CO )) (1-4)

Donde Koc es el coeficiente de distribucién suelo-agua 6 Ky normalizado a carbono
organico (mL g' 6 L kg') y %CO es el porcentaje de Carbono Organico del suelo (g CO

100 g de suelo).

A partir de Log Ko es posible estimar la movilidad de cualquier molécula en un suelo y su
impacto como contaminante FAO (2000) (Tabla 1-4).

Tabla 1-4: Clasificacion de la movilidad de compuestos en suelos con relacion a Log Koc
segun FAO (2000).

Log Koc Clasificacion

<1 Sumamente movil
1-2 Movil

2-3 Moderadamente movil
34 Ligeramente movil
4-5 Escasamente movil
>5 No es movil

1.2 Justificacion

El impacto de los fertilizantes fosforados sobre la adsorcion y desorcion de glifosato en
condiciones de tropico no ha sido lo suficientemente investigado, puesto que la gran
mayoria de estudios sobre esta interaccion de glifosato con el ambiente se han realizado
en zonas templadas, y estos datos, no son extrapolables ya que la diferencia entre las
condiciones tropicales y las de la region templada dan origen a diferentes tipos de suelos
y sus propiedades, y por tanto, interacciones diferentes entre los solutos presentes en el
medio. Algunos de estos trabajos en suelos tropicales se han desarrollado en Brasil (Prata
et al., 2003; da Cruz et al., 2007) y Tanzania (Gimnsig et al., 2007), pero la mayor parte
de la informacion se relaciona a oxisoles y con respecto a inceptisoles la informacion es
muy limitada. Existe por tanto un vacio de informacién en los suelos colombianos

utilizados en el cultivo de arroz, los cuales generalmente son inceptisoles y donde la
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aplicacion de glifosato y fertilizantes fosforados es habitual. Por otra parte, la gran
mayoria de los estudios se realizan con glifosato técnico sin tener en cuenta los aditivos
de las formulaciones, de ser considerados estos componentes seria posible acercarse
mas a las condiciones reales de campo. Estudios realizados con diferentes formulaciones
comerciales de glifosato indican modificaciones en la adsorcion del herbicida (Langaro et
al., 2020) puesto que estas contienen aditivos que cuentan con sus propios mecanismos y
dinamicas de adsorcion, como es el caso del POEA (Franz et al., 1997; Tush et al., 2013),
ocasionando alteraciones en las interacciones del herbicida con el suelo, hecho que se ha

reportado también para otras sustancias como el Triticonazol (Beigel y Barriuso, 2000).

Por lo expuesto anteriormente, esta investigacion pretende generar nueva informacion
acerca de la evaluacion de la adsorcion y desorcion del glifosato en tres suelos tropicales
arroceros (todos inceptisoles), en presencia o ausencia de MAP, asi como evaluar el
efecto del orden de adicion de sorbatos en cuatro diferentes escenarios (tratamientos) y la

influencia de la presencia de aditivos de una formulacién (Roundup®).

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

e Evaluar el efecto de la adicion de MAP sobre la adsorcidén y desorcidén de glifosato

técnico y formulado en tres suelos arroceros de Colombia (inceptisoles).

1.3.2 Objetivos especificos

e Comparar la adsorcién-desorcion de glifosato técnico y formulado en tres suelos
de cultivos de arroz en Colombia.

e Evaluar el efecto del orden de adicidon de glifosato y fertilizantes fosforados (MAP)
sobre la adsorcion-desorcion del herbicida técnico y formulado en tres suelos de

cultivo de arroz.
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1.4 Materiales y métodos

1.4.1 Suelos

Para el desarrollo de este trabajo de investigacién se emplearon tres muestras
compuestas, constituidas por 20 submuestras provenientes de la capa arable de cada
predio, las cuales provenian de dos departamentos colombianos, que fueron clasificadas
de acuerdo con la USDA taxonomic norms (Soil Survey Staff, 2010). El primer suelo
corresponde a la region del Espinal (Tolima), con coordenadas 4° 11’ 29.28” N y 74° 57’
36.30” W N clasificado como Typic Ustorthept (CS1), el segundo proveniente de la region
de Saldafa (Tolima), con coordenadas 3° 55 36.88"N y 74 ° 1° 3.49”W, también
clasificado como Typic Ustropept (CS2) y el ultimo suelo, proveniente de la region de
Villavicencio en el Meta, con coordenadas 3’ 28.4”N y 73° 28’ 1.52” W, clasificado como
Umbric Tropept (CS3). Las muestras de suelos fueron secadas al ambiente, tamizadas en

criba de 2mm y homogeneizadas.

A todas las muestras de suelos se les realizd analisis mineralégico y de propiedades
fisicoquimicas, los resultados estan consignados en la Tabla 1-5. Las metodologias
utilizadas en el analisis fueron: Textura de acuerdo con método de Bouyoucos (Boyoucos,
1962); pH en relacién suelo-agua 1:2; contenido de carbono organico (C.O.) mediante el
método de Walkley-Black (Walkley y Black, 1934); fosforo disponible en el suelo (P) por
Bray Il (Bray y Kurtz, 1945). Capacidad de Intercambio Cationico (C.l.C.), mediante el
método de acetato de amonio 1M a pH = 7 (Chapman, 1965). Ca, K y Mg mediante
extraccion de bases con acetato de amonio 1M a pH = 7 y cuantificacion por Absorcion
Atémica-llama (AA); Fe y Mn mediante extraccion con DTPA (&cido dietilentriaminopenta
acético) y cuantificacion por (AA). Para el analisis mineralégico se empleé difraccion de

rayos X e interpretacion por difractometro (modelo EMPYREAN, PANalytical).

Se analizaron también los posibles contenidos iniciales de glifosato en cada suelo,
mediante método espectrofotométrico en medio acuoso (espectrofotdmetro Thermo
Genesys 10™), desarrollado por Waiman et al. (2013), el cual indicé cantidades No

Detectables (N.D.) del herbicida en los suelos.
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Tabla 1-5: Propiedades fisicoquimicas y mineralégicas de los suelos

CSs1 CS2 Cs3
pH 5.9 5.7 4.6
pd (g/cm3) 1.24 1.4 1.21
C.I.C. (cmol*kg™) 12.1 12.2 13.2
C.0. (%) 1.1 1.1 0.08
Aluminio intercambiable(cmol*kg™) 0.2 0.2 1.15
P (mg Kg™) 24.07 5.35 18.64
Ca (meq 100 g) 3.6 2.58 1.96
Mg (meq 100 g) 0.63 0.68 0.16
K (meq 100 g) 0.18 0.61 0.85
Fe (mg Kg™) 71.7 144 61.5
Mn (mg Kg™') 17.5 18.7 2.40
Arena (%) 30.5 31.6 20
Limo (%) 19.6 19.5 31.9
Arcilla (%) 49.9 48.9 48.1
Clorita (%) 14.5 23.1 19.2
Mica (%) 9.6 28 -
Anfiboles (%) 10.2 - -
Caolinita (%) 43.2 30.6 54.3
Lepidocrita <1 - -
(Oxidos de Fe) (%)
Cristobalita (%) 2.2 2.2 9.2
Cuarzo (%) 11.6 10.8 6
Feldespatos (%) 2.1 4.5 4.3
Halita (%) 5.2 - -
Hematita (%) <1 - -
Dolomita (%) - <1 -
Pirofilita (%) - - 4.4

Calcita (%) - - 26
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1.4.2 Reactivos

Se emplearon tres fuentes 6 formulaciones de glifosato: 1) N-fosfonometil glicina grado
analitico 99% (A-GLY) de Sigma®aldrich; 2) RoundUp® (F-GLY) en formulacion de sal
potasica de N-fosfonometil glicina en concentracion de 480g L' equivalentes a 363g de N-
fosfonometil glicina y 3) *C- N-fosfonometil glicina ("*C-GLY) con una actividad 1.8mCi
mmol Sigma®aldrich. La fuente de fertilizante utilizada fue fosfato mono amaénico (MAP) al
99.3% de J.T. Baker. Otros reactivos utilizados en las diferentes fases analiticas fueron
Borato sédico Merck, F-moc CI al 97% de Sigma Aldrich, acetonitriio 99.9% vy

diclorometano de Merck millipore 99.8% y Coctel de centelleo liquido Ultima Gold®.

1.4.3 Ensayos de adsorcion-desorcién en suelos

Cinética. Inicialmente fueron evaluadas las cinéticas de adsorcién del herbicida, que
permiten calcular el tiempo de equilibrio de glifosato entre la fase sdlida y liquida. Para
ello se tomaron por triplicado 2 g de cada suelo a estudiar y se colocaron en tubos de
centrifuga Nalgene® de 50 mL a los cuales se les afiadio 10mL de solucion de glifosato
en grado analitico y glifosato radiomarcado. La concentracion final en suelo fue de 3.6583
mg de glifosato kg™ y 167Bq kg™'. Esta dosis de herbicida fue calculada con base en la
dosis de campo (D), la cual equivale a 4 L ha™ de Roundup ha, teniendo en cuenta una
profundidad de suelo de 15 cm y los valores de densidad aparente. Las muestras se
agitaron a 20+£1°C y la adsorcion de glifosato fue evaluada a 3, 6, 12, 24 y 48 horas. Para
cada tiempo de muestreo, las muestras fueron centrifugadas por 30 min a 1100 g, y
posteriormente se tomaron alicuotas de 20 pL del sobrenadante que se mezclaron con 5
mL de coctel de centelleo liquido en viales de Picoglass® y se agitaron durante 1 min en
vortex. La actividad del “C-GLY fue determinada en un Contador de Centelleo Liquido
(CCL) Perkin Elmer modelo Tri Carb 2910TR.

Isotermas de adsorciéon. Para la obtencion de las isotermas de adsorcion del herbicida
(que muestra la cantidad de sustancia adsorbida, frente a la concentracion en equilibrio en
el liquido a diferentes concentraciones) se utilizé la técnica de “Batch equilibrium” (OECD,
2000) en condiciones de oscuridad y a 20+1°C. No se utilizaron electrolitos de fondo

debido a que estudios previos indican que glifosato puede generar enlaces adicionales
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con elementos como el calcio (de Jonge ef al., 2001; Kogan et al., 2003; Mamy & Barriuso
2007). El tiempo de agitacion fue de 24 h, de acuerdo con los resultados de los ensayos
de cinética.

En cada isoterma se emplearon cinco concentraciones del herbicida A-GLY: D/4; D/2; D;
2D; 3D, siendo D la dosis equivalente a 4 L ha' de Roundup, como se explicd

anteriormente, la cual es una de las dosis recomendadas para el control de malezas.

Los ensayos de adsorcion fueron realizados para los tres tipos de suelo y se utilizaron
diferentes combinaciones de A-GLY, '“C-GLY y MAP. Estas combinaciones fueron: i) T1:
2 g de suelo en mezcla con 10 mL de solucién de A-GLY de las 5 diferentes
concentraciones arriba mencionadas, cada una conteniendo 333 Bq mL™" "“C-GLY; ii) T2:
2 g de suelo con 0.183 mg de MAP (previamente homogeneizados e incubados por tres
dias) que se pusieron en contacto con 10 mL de las 5 diferentes concentraciones arriba
mencionadas, cada una conteniendo 333Bq mL™" "*C-GLY + A-GLY ; iii) T3: 2 g de suelo
fueron mezclados con 10 mL de A-GLY en las 5 diferentes mencionadas, cada una
conteniendo 333Bg mL"" “C-GLY mas 18.3 mg MAP L. La dosis por adicionar de MAP
se determind a partir de la dosis de fertilizante usada en el cultivo (60 kg ha™') teniendo en
cuenta una profundidad de suelo de 15 cm y los valores de densidad aparente. Estos
mismos tratamientos se replicaron, cambiando la formulacién de A-GLY a la comercial,
para la cual se utilizé el herbicida Roundup active® (F-GLY), de modo que este segundo

grupo de tratamientos se realiz6 igualmente con la combinaciéon F-GLY, "“C-GLY y MAP.

Los tratamientos simularon diferentes escenarios, T1: cuando GLY es aplicado en el suelo
sin adicion de fertilizante; T2 cuando el fosfato es aplicado en el suelo antes que GLY y
T3: cuando GLY es aplicado junto con fosfato. Este ultimo escenario menos probable en
campo, pero se plantea para entender mejor las interacciones entre ambos solutos en el

suelo.

Después de la agitacion se procedié a la cuantificacion, para eso se tomé 1 mL de
extracto acuoso y se mezcld, en viales de 20 mL picoglass®, con 5 mL de liquido de
centelleo Ultima Gold®. Posteriormente las muestras se agitaron durante 1 min en vortex

y se llevaron al equipo CCL (Perkin Elmer Try carb 2910TR) para cuantificacién.
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Desorcién. Las desorciones se realizaron inmediatamente terminados los ensayos de
adsorcion sobre todos los suelos. Se retiraron todos los sobrenadantes y el residuo sélido
remante de la adsorcién se puso en contacto con 10 mL de agua desionizada libre de
herbicida en los tratamientos T1, T2, T3 y se plantedé un tratamiento adicional en la
desorcion, T4, en el cual partiendo de una condicidon similar a la adsorcion desarrollada
para T1, se adiciond MAP en el primer ciclo de desorcion. La dosis de MAP utilizada fue la
equivalente a 60kg de MAP ha' en una solucion de 10mL de agua. Este ultimo
tratamiento o escenario corresponderia a un escenario en el cual se aplica el GLY y
posteriormente se aplica fosfato en el suelo. Estas muestras se llevaron nuevamente a
agitacién constante durante 24 h a temperatura de 20x1°C y posteriormente se
centrifugaron durante 30 minutos a 10000 rpm. Las desorciones se repitieron en cinco
ocasiones consecutivas. Las muestras fueron cuantificadas en CCL, como se explico en

las isotermas de adsorcion.

Para la determinaciéon de la cinética, como para la cantidad de herbicida adsorbido y
desorbido en el suelo se calcularon las cantidades de herbicida a partir de la diferencia
entre la concentracion inicial y en equilibrio en solucién y a partir de estos resultados se

construyeron las isotermas de adsorcion.

1.4.4 Tratamiento de datos y Analisis estadistico

Para la elaboracién de las graficas de las isotermas y los ajustes al modelo de Freundlich
se empled el programa Sigmaplot version 12.5. El disefio estadistico para el tratamiento
de los datos fue de tipo factorial con dos fuentes de glifosato (A-GLY y F- GLY), tres tipos
de suelo (CS1, CS2 y CS3), cuatro tratamientos (T1, T2, T3 y T4), cinco dosis por
tratamiento (3D, 2D, D, D/2 y D/4) y tres repeticiones por tratamiento, lo que permitio la
reduccion de dimensiones y el reconocimiento de diferencias a distintos niveles (Casella
et al., 2008). De este modo se evaluaron diferencias: entre suelos, entre tratamientos y
entre fuente de glifosato utilizada, asi como la interaccién entre suelos por tratamientos,
suelos por fuente de glifosato y tratamiento por fuente de glifosato. Los datos que
soportan estadisticamente los resultados, como son las salidas del ANOVA de las

pruebas de comparacion multiple, se encuentran en mayor detalle en el Anexo A1.
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Estos analisis estadisticos se desarrollaron para los datos obtenidos experimentalmente,
los cuales corresponden al porcentaje de adsorcion, porcentaje de desorcion y a los
valores estimados de los coeficientes na; na y Kra de Freundlich, Ky para la dosis D, Log
Koc para la dosis D y la Histéresis del proceso (H), previa aplicacion de las pruebas de
homogeneidad de varianzas, normalidad y ANOVA acordes con el disefio factorial. Para la
diferencia de medias se utilizd la prueba de Tukey y en el caso de las correlaciones, se

utilizé la prueba de Pearson y el programa estadistico Statistix 8.0.

1.5 Resultados y discusion

1.5.1 Ensayos de Adsorcién

Cinética. Previamente a la construccion de las isotermas de adsorcion se calcularon los
tiempos de equilibrio mediante la cinética del herbicida. Los resultados muestran que en
las primeras 3 horas se produce la mayor adsorcién del herbicida, la cual fue superior al
63% para CS2 y CS1 y al 80% para CS3. A las 24 horas posteriores al inicio de los
ensayos los porcentajes de adsorcion fueron de 76.48, 78.3 y 93.5% en CS1, CS2 y CS3
respectivamente. A las 48 h, las cantidades adsorbidas incrementaron en 0.74% para
CS2, 0.55% en CS1 y 0.43% en CS3. El analisis estadistico indicd que no se presenta
diferencia significativa entre los porcentajes cuantificados en los tiempos de 24 y 48
horas. A las 24 horas el analisis de desviacién de los valores cuantificados entre las
repeticiones son las mas bajas en relacién con los tiempos anteriores; por lo que se
definié 24 horas como tiempo de equilibrio para las experiencias en “Batch equilibrium”
(figura 1-3).

Las cinéticas de adsorcion indican una rapida afinidad de glifosato con los minerales del
suelo, este comportamiento ha sido previamente descrito por otros autores como De
Geronimo et al. (2018) y Borggaard et al. (2005). Los procesos rapidos de sorcion se
asocian principalmente al desarrollo de interacciones superficiales con los minerales y la
quelacién del herbicida (Damonte et al., 2007). En otros estudios los tiempos de equilibrio
en la adsorcion se reportan relativamente mas rapidos, es el caso de Arroyave et al.

(2016) quienes los situan en 6 horas o Maitre (2007) en 3 horas.
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Figura 1-3: Cinética de adsorcion del herbicida en suelos. —CS2; —— CS3; —— CS1

Adsorcion. Una vez inducida la adsorcién del herbicida para los suelos en estudio, se
encontré que la adsorcion estuvo en un rango entre el 86.53 y 99.37% en las condiciones
evaluadas, indicando alta capacidad de adsorcion de glifosato (Tabla 1-6). La mayor
adsorcion se cuantifico en A-GLYCS3T1 y la menor adsorcion en A-GLYCS2T2. Los
analisis estadisticos del promedio de los porcentajes de adsorcion indican significancia en
relaciéon con la interaccion suelo* formulacion * tratamiento, encontrandose resultados
estadisticamente diferentes con relacion a la fuente utilizada en los tratamientos CS1T2,
CS1T3 y CS3T2 en los cuales fue mayor la adsorcion al utilizar A-GLY+'C-GLY frente a
F-GLY+'C-GLY en los demas tratamientos los resultados fueron estadisticamente iguales
(Tabla 1-6). Los resultados también muestran los mayores porcentajes de adsorcién en
CS3 en los tres tratamientos en los cuales se trabajo A-GLY (T12, T22 y T39) y los
menores porcentajes se cuantifican en F-GLYCS1T1°, A-GLY y -FGLYCS2T2. Con
relacién a la tendencia en la adsorcion se encuentra que esta presenta correlaciéon

negativa con relacion al pH en los tres tratamientos evaluados (anexo A2).
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Tabla 1-6: Porcentajes promedio para A-GLY y F-GLY de adsorcion y desorciéon de todas las concentraciones, discriminado por

tratamiento y suelo

A- GLY F- GLY
Suelo Tratamiento Adsorcion Desorcion Adsorcion Desorcion
(%) (%) (%) (%)

Cs1 T1 93.19 + 4.092A° 19.16 + 11.6204° 90.90 + 1.763B° 15.37 £ 2.03°A*
T2 93.31 £ 3.92 3A2 25.75 + 11.520A2 72.21 + 1.36°B" 27.13 £ 5.45A2
T3 94.67 + 3.412Aa 13.07 + 13.48°A% 81.16 + 1.52B°¢ 17.40 + 2.64°0A2
T4 40.143A0b 50.5123A¢2

CS2 T1 96.86 + 1.942A@ 43.29 + 3.90bA® 92.32 + 1.672B° 19.33 £ 2.54PB2
T2 86.53 £ 1.79 bAP 26.14 + 8.69°A° 87.22 + 1.80°A? 31.03 £ 5.512A¢
T3 90.71 + 1.75°A% 22.98 + 3.14°A® 88.96 + 1.8320A% 12.08 + 3.35°B%
T4 56.012A2 24.1343084

CS3 T1 99.37 + 1.992A2 17.30 + 0.32°A% 94.77 £ 1.90382 19.21 + 9.223 A2
T2 08.88 + 1.942A2 7.39 +2.30°B" 90.13 + 1.56°B° 21.35 + 3.442B¢
T3 99.04 + 1.942A2 7.37 £ 3.00°A° 97.54 + 1.923A¢ 12.08 + 2.26°A°

40.1443A°

24.134°B°

1231 @ |etra corresponde a la correlacion entre tratamientos para cada suelo, 22 letra corresponde a la correlacion entre tratamientos por
entre tratamientos

formulacion.

33

letra

(cursiva)

corresponde

a la correlacion

para cada

formulacion.
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Los resultados evidencian la alta afinidad del herbicida con los suelos evaluados en todos
los tratamientos. Resultados concordantes por lo reportado por Bustos (2012) quien
estudio la adsorcion del herbicida en suelos arroceros, encontrando una alta afinidad de
este con las arcillas presentes en los suelos. Los porcentajes de adsorcién son
consistentes con los reportados por Okada et al. (2016), quienes, en experimentos de
laboratorio, utilizando una metodologia similar a la empleada en este estudio, obtienen

valores de adsorcion de glifosato analitico entre el 72.4% y el 100%.

Los menores porcentajes de adsorcion en la formulacién comercial son asociables a la
presencia de adyuvantes u otro tipo de sustancias inertes, puesto que modifican algunas
de las caracteristicas del proceso, por ejemplo, la formulacién de sal potasica presenta un
mayor tamano molecular, lo que no favorece la asequibilidad a algunos puntos de
intercambio del suelo (Langaro et al., 2020). Los mayores porcentajes de adsorcion
observados en CS3, pueden estar asociados a las propiedades de este suelo y su
composicion mineraldgica, puesto que tiene los mayores porcentajes de caolinita, las
cuales han sido catalogadas como afines al proceso de adsorcion con el glifosato (Munira
et al., 2018), ademas de que su valor de pH (Tabla 1-5) le permite mayor posibilidad de
protonacién de los minerales del suelo, lo cual favorece la formacién y estabilidad de

enlaces con el herbicida (Morillo et al., 2000).

En el estudio (Tabla 1-6 y Anexo A1) se encuentra que estadisticamente la adsorcion de
MAP previa a la de glifosato disminuye las cantidades adsorbidas (T2°) en relacion con las
observadas para CS1 y CS3 en FGLY y en CS2 en ambas formulaciones (Tabla 1-6).
Resultados concordantes con lo reportado por investigadores como Dion et al. (2001),
Barja et al. (2005), Laitinen et al. (2008) y Prata et al. (2003), los cuales muestran como la
aplicacion previa de fosfato produce la saturacién parcial de los puntos de intercambio, en
especial de aquellos puntos de mas facil acceso, lo que reduce el proceso de adsorcion

posterior del herbicida (Caceres Hansen et al., 2019).

Wang et al. (2005) estudiaron el efecto de los érdenes de adicion del glifosato y fosfato
sobre la adsorcion del herbicida en suelos de carga variable y reportan como se
desarrollan procesos de adsorcién competitiva, los cuales afectan principalmente la
adsorcion del glifosato, debido a la alta afinidad del fosfato con los minerales del suelo.

Sin embargo, estos autores reportan disminuciones significativas en la adsorcion cuando
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glifosato y fosfato son agregados simultaneamente, proceso que no se observa en este
estudio, puesto que para el tratamiento T3, ambas moléculas se unen a los sitios de
adsorcion en el suelo y a pesar de que en algunos de los tratamientos es menor la
adsorcion del herbicida, no se observa diferencia estadistica de este tratamiento en
relacién con T1, exceptuando a FGLYCS1T3. Este resultado sefala la disminucién en la
adsorcion del herbicida solo en algunos de los tratamientos evaluados, haciendo que el
resultado no sea generalizable en este ensayo, e indica la coexistencia de glifosato y
fosfato adsorbido en los suelos. Coexistencia que ha sido también reportada por autores

como Waiman et al. (2012).

Los porcentajes de adsorcion se correlacionan negativamente con el valor de pH (Anexo
A2) en todos los tratamientos estudiados, resultado asociado a la posibilidad de
protonacién de los constituyentes del suelo a pH mas bajos, favoreciendo la adsorcién del
herbicida debido a la carga i6nica del mismo, relacién reportada por diversos autores
como de Jonge et al. (2001) 6 Dollinger et al. (2015), los cuales indican que al aumentar el
pH la adsorcion disminuye en minerales como montmorillonita, bentonita y caolinita. Para
caolinita se reportan cantidades adsorbidas del orden de 6.5+0.21umol de glifosato en pH
4; 5.13+0.09 ymol en pH 5; 5.109 0.3 pmol en pH 6 y 5.088+0.152 pmol a pH 7 (da Cruz
et al., 2007), esto indica que la protonacion del suelo favorece la existencia de puntos a
los cuales se puede adherir el herbicida y, por tanto, disminuye el desarrollo de procesos
de competencia. Ademas, en pH inferior a 5.5 la presencia de Aluminio intercambiable
(Tabla 1-5) también influye aumentando la adsorcion de glifosato, proceso observable en

CS3, relacion que ha sido reportada por Caetano et al. (2012).

Es necesario mencionar que el valor de pH de los suelos estudiados esta situado entre los
valores de pKa: y pKas de glifosato por lo cual, las diferencias de pH entre los suelos
podrian afectar a los constituyentes del suelo y, aunque no significativamente, a la

especiacion del herbicida.

Isoterma de Freundlich. Las isotermas indican un buen ajuste al modelo de Freundlich
(R?>0.87) (Tabla 1-7 y Figura 1-4) con valores promedio para el ensayo de 1/n > 1 en
CS22 (1.277+0.16) y 1/n < 1 en CS3P (0.90+0.19) y CS1® (0.68+0.05). Los valores de 1/n
indican diferencias en la forma en la cual ocurre la adsorcién del herbicida en los suelos.

Cuando 1/n < 1 la adsorcién es tipo L, indicando un decrecimiento del fendmeno a medida
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que aumenta la concentracion inicial, sefialando la saturacion del adsorbato (Giles et al.,
1974).

Valores de 1/n > 1 corresponden a isotermas tipo S; en este tipo de isoterma se
desarrollaria el proceso de “adsorcion cooperativa”, que muestra un punto de inflexién, el
cual sefala el momento en el que se genera el aumento en la capacidad de la adsorcion
(Limousin et al., 2007) de modo que a dosis bajas del analito la adsorcion ocurriria en un
primer tipo de sitio y a medida que aumenta la concentracion del herbicida, la saturacion
da paso a la adsorcién en nuevos sitios. Cada tipo de sitios de las diferentes capas
poseen diferentes niveles energéticos. Los niveles energéticos mas bajos, son los
primeros en ser ocupados. La existencia de estos diferentes niveles o capas permiten
mayores cantidades adsorbidas y explican la forma de la isoterma (Pessagno et al.,
2008).

Los valores de K, obtenidos estan comprendidos entre 4.84+0.40 y 639.86+30.01(mg"-
V| Vnkg! (Tabla 1-7), lo cual evidencia una alta variabilidad del pardmetro. Los valores se
encuentran en el rango de los obtenidos en estudios similares de diversos suelos entre los
que sobresalen en orden cronologico: de Jonge et al., 2001; Mamy y Barriuso, 2005;
Candela et al., 2007; Ghafoor et al., 2012; Rampoldi et al., 2014; Gomez-Ortiz et al., 2017,
Zhelezova et al., 2017; Padilla y Selim, 2019; Gros et al., 2017, De Geronimo et al., 2018.

La interaccion formulacion por suelo por tratamiento, los valores de K se presentan para
A-GLY en CS1 en el orden T32>T12>T22, en CS2 en el orden T12>T2°>T3" y en CS3 en el
orden T12>T23>T3P en F-GLY para CS1 en el orden T12> T3>T2° en CS2 en el orden
T32>T2°>T1°y en CS3 en el orden T33>T1°>T2P,

En relacion con la formulaciéon se encuentra que en T1, T2 y T3 de CS1 y en CS3T3 la
formulacién utilizada no genera diferencia estadistica. En los demas suelos y tratamientos
se observan diferencias estadisticas en donde A-GLY es mayor en CS2T1y CS3T1y T2,
mientras que F-GLY se observa mayor en CS2T2 y CS2T3 (Anexo A1).
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Tabla 1-7: Parametros de las isotermas de adsorcién de Freundlich para glifosato.

A-GLY F- GLY
Suelo Tratamiento K 1/n R? Hoa 1/n R?
(mg"™""L""kg™") (mg™""L"" kg
T1 14.39+1.373B°¢ 0.54+0.032A% 0.99 45.77+£8.22°AP 0.53+0.072A¢2 0.99
C$1 T2 13.53+1.882A° 0.53+0.052B° 0.98 4.84+0.40°8° 1.11+0.05°A° 0.99
T3 23.27+4.93'A° 0.69+0.082A% 0.99 10.61+£2.45°8°  0.70+£0.123°AP 0.95
T 639.86+30.01°A 2 1.00+0.122A2 0.97 29.9+3.41°8B°¢ 0.79+0.04° A2 0.99
CS2 T2 55.58+14.1°8° 1.25+0.113A2 0.99 179.19+79.46°A% 1.55+0.172A¢ 0.98
T3 45.79+28.6°B" 1.02+0.242A2 0.97 468.48+41.6°"° 1.72+0.33°/? 0.96
T1 234.08+£13.78°A° 1.02+0.243A2 0.97 62.25+6.31°B2 0.88+0.30242 0.87
CS3 T2 206.05+41.130A¢ 0.7940.113A° 0.89 16.72+£0.920B% 0.69+0.022A° 0.99
T3 188.73+£3.18°A% 1.12+0.362A2 0.92 149.32+6.352 A 0.88+0.102A° 0.98

123 1era letra corresponde a la interaccion entre tratamientos para cada suelo, 22 letra corresponde a la interaccién entre

tratamientos por formulacién. 32 letra (cursiva) corresponde a la interaccion entre tratamientos para cada formulacion
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Estas diferencias observadas en los valores de Kz, indican que la presencia de sustancias
disimiles al glifosato modifican la adsorcion, presentandose variaciones estadisticas en
relacion a cuando se induce la adsorcién del herbicida sin coadyuvantes o sustancias
acompanantes -T1A-GLY?-, si bien con mayor frecuencia la tendencia indica que el uso de
sustancias acompanantes a la molécula no favorecen la fuerza de adsorcion de la misma,
este resultado no seria generalizable, puesto que se observan variaciones que relacionan
la importancia de la mineralogia del suelo en el proceso de adsorcién. Al respecto Franz
et al. (1997), sefiala que la adsorcion de glifosato puede verse afectada por la presencia
de otras moléculas. Langaro et al. (2020) en un estudio de la adsorcién y desorcion de
diferentes formulaciones de glifosato (R ready -sal de isoproil amina de glifosato-, R. ultra
-glifosato amonio- y Zapp Qi -sal potasica de glifosato-) en mezcla con el herbicida
Sulfentrazone, reportan modificaciones en los valores de K: de sulfentrazone, segun la
formulacién del glifosato (Kr sulfentrazone= 1.3; Kr sulfentrazone + R Ready =2.1; K
sulfentrazone + RUItra=2.3 y Kz, sulfentrazone + Zapp Qi= 1.9). Estos autores relacionan
dicha variacién con las propiedades de los dos herbicidas y en el caso del glifosato,
ademas con la presencia de los adyuvantes presentes en la formulacién. Asimismo, se ha
reportado interferencia negativa debido al tamafo molecular del formulado, el cual es
mayor al del técnico, lo que dificulta el acceso a los puntos de intercambio que se
encuentren menos expuestos en los minerales del suelo. Otra posibilidad de modificacion
en la adsorcion del herbicida es la planteada por Beigel y Barriuso (2000), en donde los
surfactantes acompanantes de las formulaciones de plaguicidas pueden afectar la
adsorcion indirectamente, debido a que favorecen la dispersién de los coloides del suelo y

por tanto alteran sus propiedades fisicas.

Al evaluar la interaccion formulacion por tratamiento por suelo, los valores de Kg se
presentan en A-GLY para T1 CS2°>CS3°>CS1°, en T2 y T3 en el orden
CS32>CS2°>CS1¢% en el caso de F-GLY los resultados se observan para T1 de la forma
CS3%> CS1°>CS2° y para T2 Y T3 de la forma CS22>CS3°>CS1°. Indicando que el
momento de adicion del glifosato y el fosfato generan diferencias en los valores de Ks, del
herbicida, las cuales se asociarian a las propiedades de cada suelo y la posibilidad de
generar procesos de adsorciéon con las dos moléculas. Estas diferencias en los valores de

Kr, estan en concordancia con las encontradas por Dion et al. (2001), quienes sefalan la
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composicion y propiedades del suelo como uno de los factores fundamentales en la

modificacion del valor de la fuerza de adsorcion.

Los resultados muestran que, en la aplicacion del fosfato junto con el herbicida (T3), se
presenta la adsorcion de este ultimo, lo que sefala el desarrollo de procesos de adsorcién
competitiva, implicando la ocupacion de mas sitios de adsorcion de modo que no se
producen disminuciones significativas en la adsorcion. Al respecto, autores como Gimsing
et al., (2004) muestran que glifosato y el fosfato desarrollan procesos de adsorcion
independientes para las dos especies en los sitios del suelo, adicionalmente Waiman et
al. (2012), reportan que en el desarrollo del proceso de adsorcidon es posible la formacion
de estructuras bidentadas en las cuales coexistan el glifosato y fosfato, las cuales pueden
ser de poca estabilidad, debido a la mayor afinidad de los colides del suelo por el fosfato
(Borggaart et al., 2011).

Los menores valores de Kr observados en los tratamientos en los cuales se induce la
adsorcion preliminar del fosfato -T2-, (exceptuando F-GLYCS2T2) concuerdan con los
obtenidos por de Jonge et al. (2001), quienes sefialan que la aplicacion del fosfato reduce
significativamente la adsorcion del herbicida, hasta en un 50% en un suelo que contiene
predominantemente arcillas tipo 2:1. También se ha reportado que la adicion de MAP
puede disminuir la adsorcion del herbicida en suelos de carga variable (Gimsing y
Borggaard, 2007). Dion et al. (2001) y Caceres Hansen et al. (2021) manifiestan que este
proceso se debe a la asociacién del MAP a los puntos de intercambio mas asequibles en
el suelo, ocasionando que glifosato tenga que reaccionar con puntos de mas dificil acceso
lo que puede llevar mayor tiempo para las cinéticas de adsorcién del herbicida, que en

nuestro estudio no fueron evaluadas en presencia de MAP.

Por otra parte, las diferencias marcadas entre los suelos se presentan en los valores de
pH, los contenidos preexistentes de P y la composicion de las arcillas. En el caso de
CS1, los menores valores de Kr, se pueden relacionar con el mayor valor de pH, menores
valores de AP, y la influencia de los mayores contenidos de fosforo preexistente en el
suelo, puesto que otros autores han encontrado que esta preexistencia genera
disminuciones en la adsorcién del herbicida (de Jonge et al., 2001; Gimsing y Borggaard,
2002; Munira et al., 2016).



Capitulo 1 33

Coeficiente de distribucion Ky Los coeficientes de distribucion (ecuacion 1.1) se
determinaron unicamente para la dosis D en cada uno de los tratamientos evaluados, esto
debido a que la no linealidad de la todas las isotermas(1/n#1) impide comparar promedios
de todo el rango de concentraciones. El valor de Kq dosis D, para cada tratamiento se
observa en la tabla 1-8. Estos valores se encuentran un rango entre 12.05+1.09 y
1192.74+64.63 L kg™'.

Tabla 1-8: Valores de Kd reportados en la dosis D de glifosato

Suelo Tratamiento A-GLY F-GLY

CS1 T1 149.35+18.382A% 52.96+4.23285
T2 24 .37+2.71¢B°¢ 42 .17+0.99°A2
T3 4511+ 2.24°A¢ 12.05+ 1.09¢8B¢

CS2 T1 111.09+4.620A5 64.09+1.0028°
T2 102.18+10.24° A% 30.09+2.12¢B2
T3 137.95+ 2.852A° 45.60+2.5308%

CSs3 T1 1192.74+64.632A¢ 118.41+ 5.77°B°
T2 463.70+55.15 A2 48.30+7.03¢B®
T3 429.83+13.10°A¢ 242.42+6.7628°

1,231 @ |etra corresponde a la correlacidonentre tratamientos para cada suelo, 22 letra corresponde a
la correlacién entre tratamientos por formulacion. 32 letra (cursiva) corresponde a la

correlaciénentre tratamientos para cada formulacion

La revision de las interacciones estadisticas indica modificaciones especificas en la
interaccion suelo*formulacion*tratamiento, presentandose para A-GLY mayores valores
de la particion en todos los suelos y tratamientos excepto en CS1T2, sefialando los
mayores valores de la particion cuando no se adiciona el fosfato ni los aditivos o
adyuvantes de la formulacion. La interaccion formulacion*suelo indican que las
caracteristicas de CS3 favorecen la adsorciéon del herbicida, en especial cuando este se
adiciona como estandar analitico. La interaccion suelo por tratamiento indica diferencias
relacionadas con el orden de adicion del MAP, las cuales producen modificaciones en el
Ky del suelo al tomar como referencia los T1 de cada tratamiento, tendencia a mostrar
menores valores de Kd, exceptuando a CS3 en donde se observa un aumento en la

particion en el T3.
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Con respecto a los suelos se observa en CS3 que las propiedades como los mayores
contenidos de caolinitas, presencia de aluminio intercambiable y menores valores de pH
le permiten mayor adsorcion del herbicida, resultado que se asocia a la mayor posibilidad
del suelo de formar enlaces con sustancias como MAP y GLY, un comportamiento ya
identificado en los valores de Ks, lo cual permite afirmar que la capacidad de adsorcion de
este suelo parece no verse afectada por los érdenes de adicién de los sustratos y la
formulacién del herbicida y reitera la importancia de la heterogeneidad de los suelos en el

desarrollo del proceso de adsorcion.

La no coincidencia entre los valores de Kq y K en el orden de adsorcion de los suelos
muestra la no linealidad de las isotermas en los suelos y las diferencias de la adsorcion de

estas en funcién de la concentracion.

Log Koc (Ecuacion 1-4) es un parametro que permite normalizar los valores de Kg en
relacion con los contenidos de C.O. del suelo, ya que el C.O. es considerado por muchos
autores como el principal responsable de la adsorcion de moléculas organicas en el suelo.
Los valores calculados de Log Koc para los datos evaluados se pueden observar en la
tabla 1-9, los cuales mantienen las tendencias observadas en el Kg, en relacion con la
formulacion (Log Koc: A-GLY? > F-GLY®), en los suelos (Log Koc: CS32>CS2°>CS1°) y en
tratamientos (Log Koc: T12>T3°>T2P). La tendencia similar entre el Ky y los valores del
Log Ko.. implican que para los suelos estudiados el C.O. no afecta el proceso de
adsorcion, y no es el principal responsable de la adsorcion en estos inceptisoles, ya que lo
valores son diferentes. Esta misma tendencia se ha reportado por otros autores como
Mamy y Barriuso (2005) acerca de cémo en suelos con bajos contenidos de C.O., las

arcillas juegan el papel mas relevante en los procesos de adsorcion.

El Log Koc también permite predecir movimiento del herbicida a través del perfil del suelo
(McCall et al., 1980; FAO, 2021). Los resultados obtenidos para los valores de Log Koc
muestran que la presencia de aditivos de la formulacion y otros compuestos como MAP
afectan la movilidad en una misma matriz. De modo que en los tres suelos con FGLYT1
se observa un aumento de la movilidad en comparaciéon con AGLYT1, pasando en CS3

de no movil en AGLY a escasamente movil en FGLY, y en CS2 y CS1 de escasamente
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movil a ligeramente movil. En CS2 y CS3 esta misma tendencia se observa en T3AGLY
pasando de escasamente movil a ligeramente movil y en CS3 AGLYT2 de escasamente

movil a ligeramente movil en comparacion con el formulado.

Tabla 1-9: Log Koc por suelo y tratamiento para la dosis D y clasificacién acorde con la

clasificacién de movilidad de compuestos de la FAO.

Tratami Log Koc Movilidad Log Koc Movilidad segun
Suelo ento segun FAO FAO
A-GLY F-GLY
T1 4.13 +0.05 Escarﬁgci“le”te 3.69£0.03  Ligeramente movil
cste T2 333£005  H9STAMEN®  35040.01  Ligeramente movil
T3 3.62+ 0.02 L'ger;%r\?”e”te 3.090£0.04  Ligeramente movil
T1 4.01£ 0.02 Escarﬁg\r/“i‘le”te 3.77£0.01  Ligeramente movil
CS2> T2 3.97+ 0.01 L'genrfér;‘”e”te 3.44+0.03  Ligeramente movil
T3 415+ 0.03 Escarﬁg\r/“i‘le”te 3.62+0.02  Ligeramente movil
T1 5.03+ 0.02 No es movil 4.03£ 0.02 Escasamente movil
csyr T2 4.62+0.05 Escarﬁgci“le”te 3.64£0.06  Ligeramente movil
T3 4.59+ 0.01 Escanfg\rxlente 4.34+ 0.01 Escasamente movil

1.5.2 Desorcion

Los porcentajes acumulados de la adsorcion y la suma de las cinco desorciones
consecutivas realizadas en intervalos de 24 horas se presentan en la Tabla 1-6 y en la
Figura 1-5, donde es evidente que en las condiciones evaluadas se produce la desorcion
del herbicida. Arroyave et al. (2016), realizaron un estudio similar de sorcién del herbicida
en el cual reportan la reversibilidad de la adsorcién e indican que el proceso puede
asociarse de un lado al desprendimiento de glifosato directamente de la superficie
adsorbente como parte de las dinamicas del herbicida en los suelos y por otra parte a la

pérdida de la union debido a reemplazo molecular ocurriendo un intercambio de ligandos,
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el cual en este caso se genera por la adicion de un compuesto diferente en el sistema que

desestabiliza la adsorcion.

Estadisticamente los resultados sefalan diferencias a nivel de la interaccion formulacion
*suelo*tratamiento, mostrando diferencias sin que se genere una respuesta homogénea
en los suelos evaluados. De modo que en el caso de A-GLY, la desorcion fue mayor y
estadisticamente diferente en CS2 T1, T3y T4 y en CS3 en T4 frente a F-GLY. En el caso
de F-GLY los resultados fueron estadisticamente mayores en CS3 T2 y T3 con respecto a
A-GLY. Los demas tratamientos fueron estadisticamente iguales. La menor desorcién del
glifosato fue observada en CS1T3 y CS3T3 de las dos formulaciones. La menor desorcion
en F-GLY se asocia a la estabilidad de la union adsorbato-adsorbente puesto que los
compuestos presentes en la formulacion comercial pueden desarrollar mecanismos
adicionales de adsorcién, siendo el caso del POEA, molécula cationica que se adhiere al
suelo al formar enlaces estables con sitios de intercambio catiénico a través del grupo
amino de esta molécula (Franz et al., 1997; Tush y Meyer, 2016; Langaro et al., 2020);
este resultado también indica que la saturacion del adsorbente afecta directamente el
proceso, puesto que se encuentra correlacion positiva entre las cantidades desorbidas y
las adsorbidas (r=0.84). También se observa correlacion positiva entre el pH y los valores
de fosforo preexistentes en el suelo (0.85 y 0.7251 respectivamente). Estas correlaciones
indican factores que se han mencionado como reguladores del proceso de adsorcion y
desorcion, puesto que la pérdida de la unién con el adsorbente aumenta con el valor de

pH y la saturacion de los puntos de intercambio (Wang et al., 2005).
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Figura 1-5: Relacion adsorcion-desorcion en porcentaje por suelo, discriminado por formulacién y

tratamiento, las barras negras corresponden a promedios totales de los porcentajes de adsorcion

de las 5 dosis evaluadas en cada tratamiento. Las barras grises corresponden a la sumatoria total

de los 5 ciclos de desorcion, para cada dosis.

Los resultados sefialan qué si bien los suelos presentan una gran capacidad de adsorcién

del herbicida, la interaccion de este con los sitios activos del glifosato es débil y reversible,
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especialmente en CS2 y CS1. En suelos europeos Piccolo et al. (1994) indican
porcentajes de desorcion entre el 15 al 80% del herbicida adsorbido, dependiendo de las
caracteristicas del suelo. Sin embargo, otros estudios han demostrado la limitada
desorcion del herbicida en suelos, por ejemplo, Gomez-Ortiz et al. (2017) reportan valores
en un rango entre 1.9 -12% en suelos no fertilizados con fésforo. Padilla y Selim (2019)
reportan en suelos de Luisiana, desorciones entre el 1.9 al 3.4%. Maqueda et al. (2017),
en suelos del sur de Espafia, reportan valores de recuperacion del herbicida entre 0.4 al
1.22%, después de 3 procesos de desorcidn consecutivos de la molécula. La variabilidad
que se observa en los resultados se asocia también a las condiciones de evaluacion, las
cuales incluyen diferentes concentraciones de glifosato, ratios de solucién- suelo y el uso
de electrolitos de fondo en la obtencion de las isotermas que pueden modificar la afinidad
(Padilla y Selim, 2019). Mamy y Barriuso (2007) en condiciones similares a las
presentadas en este estudio reportan concentraciones de glifosato desorbidas entre 28 al

40% en agua desionizada y entre el 6 al 30% cuando se utilizé CaCl, en solucion.

Los resultados sefialan qué si bien los suelos presentan una gran capacidad de adsorcién
del herbicida, la interaccién de este con los sitios activos del glifosato es débil y reversible
(Tabla 1-10). En suelos europeos Piccolo et al. (1994) indican porcentajes de desorcion
entre el 15 al 80% del herbicida adsorbido, dependiendo de las caracteristicas del suelo.
Sin embargo, otros estudios han demostrado la limitada desorcion del herbicida en suelos,
por ejemplo, Gomez-Ortiz et al. (2017) reportan valores en un rango entre 1.9 - 12% en
suelos no fertilizados con fosforo. Padilla y Selim (2019) reportan en suelos de Luisiana,
desorciones entre el 1.9 al 3.4%. Maqueda et al. (2017), en suelos del sur de Espafia,
reportan valores de recuperacion del herbicida entre 0.4 al 1.22%, después de 3 procesos
de desorcidon consecutivos de la molécula. La variabilidad que se observa en los
resultados se asocia también a las condiciones de evaluacion, las cuales incluyen
diferentes concentraciones de glifosato, ratios de solucion- suelo y el uso de electrolitos
de fondo en la obtencion de las isotermas que pueden modificar la afinidad (Padilla y
Selim, 2019). Mamy y Barriuso (2007) en condiciones similares a las presentadas en este
estudio reportan concentraciones de glifosato desorbidas entre 28 al 40% en agua
desionizada y entre el 6 al 30% cuando se utilizé6 CaClz en solucidn.

A pesar de que se esperaria que la saturacién previa a la induccién de la adsorcion de

glifosato (T2) favoreciera la desorcion del herbicida, este resultado solo se observé en
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CS1T2. Este resultado observado se relacionaria con la formacién de uniones bidentadas
entre el coloide, el fertilizante y el herbicida los cuales permiten la coexistencia de las dos
moléculas, pero que son susceptibles de perder estabilidad en el tiempo (Waiman et al.,
2013). También se observa que aun sin la adicion de fosfato, se presenta la desorcion del
glifosato (T1), lo que implica que la presencia del agua favorece este proceso debido a la

alta afinidad del herbicida por esta molécula polar (Dollinger et al., 2015).

Los resultados observados en T3 (Tabla 1-10) sugieren que cuando ambas moléculas se
ponen simultaneamente en contacto con el suelo, glifosato tiene mas acceso a sitios de
mayor afinidad o termodinamicamente mas estables en el suelo comparado con T2, lo
que reduce la desorcién del herbicida con respecto a los demas tratamientos. Esto podria
también ser explicado por la posibilidad de transporte difusional del glifosato al interior de
las estructuras de las arcillas de tipo 2:1 de los suelos, obligado por la presencia
simultanea de MAP, dando como resultado un entrampamiento entre las laminas y un
menor grado de desorcion cuando MAP esta presente. La evaluacion del efecto
competitivo de fosfato-glifosato en algunas arcillas como illita, caolinita y montmorillonita
sugiere que los fosfatos afiadidos junto con glifosato pueden bloquear hasta el 50 % de

los sitios activos el suelo de las capas de las arcillas (Borggaard, 2011).

La adicion del fosfato como parte de la sustancia inductora de la desorcion (T4)
incrementa la desorcién del AGLY en los suelos con relacion a la desorcion presentada en
T1, resultado indicador del desplazamiento del herbicida y la mayor afinidad del fosfato
con los minerales de estos suelos y que son concordantes con los recopilados por
Borggaard et al. (2011) para algunos minerales del suelo y Wang et al. (2005) quienes
afirman que, en el proceso de adsorcion competitiva, la adicion del fosfato modifica la

adsorcion del glifosato, tendencia observada en las dos formulaciones evaluadas.
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Tabla 1-10: Constantes de desorcion de para el herbicida y los suelos estudiados. 23 12 letra corresponde a la interaccién entre tratamientos para cada

suelo, 22 letra corresponde a la interaccién entre tratamientos por formulacion. 32 letra (cursiva) corresponde a la interaccion entre tratamientos para

cada formulacion

Suelo  Tratamiento Kaa 1/nq R? H Haa 1/ng R? H
(mg'-""L " kg"") (mg'-""L " kg"")
A-GLY F-GLY
T1 17.45+1.292p B¢ 0.56+0.02°B2  0.99 0.96+0.052A2 46.83t3.4a A a 0.91+£0.02°A2  0.87 1.07+£0.042Ab
T2 14.54+1.143pAb 0.57+0.02°B2  0.99 0.93+0.06242 14.95+6.28c A b 0.95+0.17°A2 0.95 0.88+0.04°Ab
cs1 T3 21.26+7.062A¢ 0.64+0.01242  0.92 1.08+0.022A2 24.5£1.78b Ac 0.77+£0.152A>  0.93 0.99+0.042Ab
T4 9.42+3.46°A¢ 0.53+0.15°B2  0.89 1.02+0.05° A2 12.04+3.4cAb 0.83+0.052 A2 (.82 1.17+0.042A2
T 537.01+3.242A2 1.23+0.01°A2  0.99 1.08+0.04™A3>  51.47+4.89°Ba 0.82+0.08°2  0.98 0.96+0.04°Ab
T2 20.89+1.27¢BP 0.72+0.02°B> 0.99 1.07+0.10%*A2  154.49+28.552A2 1.37+0.062*2  0.83 1.13+0.10°A2°
c82 T3 108.18+0.97P A2 1.23+0.032A2  0.94 0.83+0.15°BP 105.1+1.98°AP 1.00+0.05°A2  0.72 1.72+0.152A
T4 51.25+1.61°AP 1.03£0.03°42  0.94 1.29+0.202A2 31.94+8.03°A2 0.88+0.09°2  0.98 0.89+0.20°A 20
T 280.67+24.82°A¢  0.80+0.02°A" 0.93 1.28+0.042A2 27.74+22.10B° 0.61+0.32282  0.67 1.44+0.042A2
T2 595.79+88.6242 1.04£0.052A2 0.92 0.75+0.08°BP 22.97+15.13PBP 0.56+0.182B> (.86 1.23+0.08°A2
€83 T3 45.82+6.05°BP 0.52+0.02¢A¢  0.73 1.15+0.062A2 260.00+40.052%2  0.79+0.053A>  0.99 1.11+0.06°AP
T4 258.79+14.05°A2  0.98+0.01°A2  0.98 1.04+0.052A2 37.28+6.41PBa 0.87+0.062%2  0.84 1.01+0.05° A 2P




En relacion con los constituyentes del suelo, el contenido de caolinitas, el aluminio,
manganeso, calcio y magnesio se correlacionan negativamente con el proceso de
desorcion (-0.664; -0.795; -0.721; -0.737; -0.681 respectivamente -Anexo A2), implicando
que este sea mayor en la medida que estos factores son menores en el suelo. Estos
resultados concuerdan con autores como Caetano et al. (2012) y Huber et al. (2013)
acerca de la formaciéon de complejos estables de glifosato con cationes divalentes y la
presencia de la fraccidon coloidal como principal aportante de puntos de adsorcién para el
herbicida. Las caolinitas (arcillas tipo 1:1) presentan la posibilidad de formacion de
uniones menos reversibles e incluso irreversibles con el glifosato en comparacion con
arcillas tipo 2:1. Caceres—Jensen et al. (2019) sefalan la marcada irreversibilidad de la
adsorcion, predominante en las arcillas tipo 1:1 con valores de desorcion entre 12 a 16%,
los cuales son atribuidos a fuertes uniones entre metales las cuales que no se ven

afectadas por la adicion de sustancias idnicas.

Histéresis. Los resultados de los primeros puntos de la desorcion de cada concentracion
(glifosato analitico y formulado) fueron utilizados para construir una isoterma de
desorcion, que también se ajusté al modelo de Freundlich, para obtener las constantes
Kw y 1/ng (Tabla 1-10) y a partir de este ultimo, calcular la histéresis del proceso
(H=1/n./1/ny). La histéresis relacionada a la brecha entre las curvas de adsorcion y
desorcion, y aporta informacién sobre la irreversibilidad del proceso (H<0.7) o su
reversibilidad (H>1), por ejemplo, en la practica cuando 0.7<H<1, se considera que no
hay Histéresis (Bariuso et al., 1994). Al evaluar estadisticamente los valores de
histéresis, los resultados muestran que en la interaccion formulacién *suelo *tratamiento,
la fuente solo se diferencia estadisticamente en CS3T2 donde FGLY2>AGLY®; los
resultados que indican la reversibilidad del proceso de adsorcion, y para el caso de este
estudio, también se observa la mayor variabilidad a nivel de tratamiento se presenta en el
suelo CS3 entre T32y T4®, indicando que para este suelo, la adicion del fosfato junto con
el glifosato va a favorecer la reversibilidad del proceso en mayor medida, resultado
estadisticamente diferente a cuando se induce la desorcion de la molécula adicionando el
fosfato, independientemente de la fuente de glifosato utilizada. La reversibilidad del
proceso también fue reportada por Bustos (2012) evaluando el proceso de sorcién de
glifosato en suelos y sedimentos de cultivos de arroz, proceso que también se ha

reportado por autores Zhou et al. (2010) quienes indican que la reversibilidad de la
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adsorcion del glifosato influye en la persistencia y movimiento de este en columnas de

suelos.

1.6 Conclusiones

A partir de los resultados se concluye que existe un alto porcentaje de adsorcion del
herbicida en los suelos evaluados (CS3>CS2>CS1), al cual, en relacién con la dosis
evidencia buen ajuste al modelo de Freundlich en los tres suelos. EI mayor porcentaje de
adsorcion se observa en CS3, suelo cuyas caracteristicas se asocian a mayor superficie
de adsorcién debida a la presencia de arcillas tipo 1:1, 2:1, aluminio intercambiable y un

menor valor de pH (4.6), el cual le permite mayor protonacién.

En la evaluacion del herbicida en formulacion analitica y comercial, para T1 - sin adicion
de fosfato- se observa la tendencia a menor adsorcion en la formulacién comercial, sin
embargo, esta no en todas las ocasiones generd diferencia estadistica frente al
formulado analitico, por lo que si bien algunos de estos resultados estarian siendo
indicadores de que presencia de sustancias acompafiantes al glifosato afectan
negativamente el proceso de adsorcion, debido a que este puede desarrollar
interacciones propias con el medio redundando en menores cantidades adsorbidas y
cambios en la forma que se presenta la adsorcion del herbicida, este no es un resultado

generalizable en este ensayo.

En relacion con la adicién del fosfato, los resultados indican que esta produce la
saturacion parcial de los puntos de adsorcién, ocasiona disminuciones en las cantidades
adsorbidas del herbicida y modifica la forma de las isotermas, resultados asociables al
surgimiento de procesos de competencia por los puntos de intercambio y de desarrollo
de procesos de difusidn, los cuales le permiten acceder a sitios de adsorcion menos

expuestos, efecto que se reflejé en la forma de las isotermas.

Los valores de la desorcion y el analisis de H en los mismos indican que el proceso es
reversible, y en la mayoria de los escenarios evaluados la adicion del fosfato favorece la
desorcion del herbicida. En relacién con el orden de adicion, el resultado resalta la alta
afinidad por el fosfato en los suelos evaluados, la similitud de los mecanismos de

adsorcion y desorcion de las dos moléculas y la reversibilidad del proceso de adsorcion,
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la cual se incrementa significativamente cuando este es adicionado posterior a la
adsorcion del glifosato, resultados congruentes con la movilidad de la molécula, la cual,

se catalogé como de escasa a ligeramente movil en los suelos evaluados.
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2.Capitulo 2. Mineralizacion y movimiento de
glifosato en suelos arroceros

Resumen

Glifosato es un herbicida utilizado ampliamente en los sistemas agricolas arroceros,
siendo necesario estudiar las interacciones de este con el medio para reconocer los
impactos que puede generar sobre cultivos y el ambiente. Con el objetivo estudiar el
efecto de la adicion de fosfato monoamodnico (MAP) sobre la mineralizacion y lixiviacion
del herbicida se realizé un ensayo de transporte en columnas con suelos de textura
arcillosa tomados de Espinal (CS1), Saldana (CS2) y Villavicencio (CS3) en Colombia
(los detalles de los suelos fueron presentados en el capitulo1), estos se reempaquetaron
en columnas de 30 cm de largo y 8.9 cm de diametro interno (n=6 para cada suelo). A
cada columna se le adicioné la dosis equivalente a 4 L ha™' de glifosato y 11224 Bq de
C'“glifosato. Pasadas 24 horas, se tomaron 3 columnas por suelo y se les adicioné6 MAP
en dosis equivalente a 60 kg ha™. La lixiviacion se indujo agregando 100 mL de agua dia-
" durante 64 dias y en cada columna se coloco una trampa de NaOH, para colectar el
4CO:;, liberado de la mineralizacion, la cual se cambié cada 24 horas. Diariamente se
colecto el lixiviado y alicuotas de 1.5 mL de este y de las trampas de NaOH se llevaron a
cuantificacion de *C en Contador de Centelleo Liquido. Una vez finalizado el ensayo de
transporte, las columnas se dividieron en 6 secciones de horizontales que se
homogeneizaron y 1.5 mg se suelo seco se llevaron al Oxidador Biologico para
posteriormente cuantificar *CO, procedente de los Residuos ligados (RL) de glifosato a
suelo. Con la concentracion de los lixiviados se construyeron las BTC (Breakthrough
curves) de glifosato. Estas sitian el pico maximo de lixiviacion para CS1 3.38+0.28, CS2
en 2.28+0.069 y CS3 en 1.9910.09 V/V,. Los porcentajes de glifosato lixiviado al final del
ensayo fueron para CS1= 5.05+0.12, CS2= 4.40+0.23 y CS3= 4.00+0.12%; la
mineralizacion fue en CS1= 19.1410.88%, CS2= 24.45+1.47% y CS3= 10.93+2.54%. Al
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término del ensayo el herbicida residente en suelos indico valores de 67.87+4.73,
64.7+0.58 y 73.36£1.89% en CS1, CS2 y CS3 respectivamente, diferencias en los
porcentajes de mineralizacion en los suelos (CS1=16.76+0.43 %, CS2=23.12+0.63% y
CS3=10.72+1.11%) y cambios en las cantidades de herbicida residente en suelos,
pasando a 70.75+6.16% en CS1, 62.02+3.90% en CS2 y 68.73+2.12% en CS3. En los
resultados se observoé que en los suelos CS1 y CS2 la adicion de MAP provocd un
desplazamiento mas rapido en el pico de glifosato respecto a las columnas sin
fertilizante. Al finalizar el experimento, menos del 6% del glifosato inicialmente aplicado
fue recuperado en el lixiviado y la adicion de MAP aumentd significativamente este valor
(P<0.001) en todas las columnas. Los resultados muestran que, en las condiciones
evaluadas, glifosato fue fuertemente retenido en el suelo en todas las columnas, una
parte de este se mueve a través del perfil del suelo, en el flujo del agua y la adicion del
MAP en el sistema favorece el movimiento, con mayor efecto en el suelo de menor valor
de pH. Los resultados indican que esta molécula es un potencial contaminante suelos y

aguas subterraneas especialmente después de una fertilizacién con MAP.

Con las concentraciones de los lixiviados se modelé el movimiento del agua en las
columnas utilizando como trazador a Br. Los resultados sugieren movimiento del agua
en condiciones de No Equilibrio Fisico. Para glifosato con y sin adicion de MAP, el
movimiento se ajusté al modelo de No Equilibrio Quimico con transferencia de masa y
degradacién independientes en las fases moévil e inmovil en donde los fendmenos de
dispersion y difusion son parte de los procesos que intervienen en el movimiento del
herbicida a través del perfil del suelo y la adsorcion se produce de manera no
instantanea. En relacion con la adicion del MAP se estima que este disminuye el retardo

en el movimiento y los valores de Kd en los tres suelos evaluados.

2.1 Introduccion

El uso de plaguicidas en los sistemas agricolas puede constituirse en una de las causas
de degradacién de la calidad de aguas subterraneas, debido a la posibilidad de
transporte vertical de agroquimicos (Sinkevich et al., 2005). La evaluacién del destino
ambiental de los plaguicidas es compleja, puesto que depende de diversos factores
interactuantes, como son el tipo de molécula, las propiedades fisicoquimicas e

hidrolégicas del suelo, la topografia del area y las condiciones ambientales entre otras
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(Holland, 2004). En el caso de los herbicidas, como glifosato, un porcentaje de este
alcanzara el suelo (Mamy et al., 2016) y dependiendo de las condiciones del medio,

puede sufrir transformaciones de naturaleza fisica, quimica y bioldgica (Mc Bride, 1994).

Glifosato actualmente es considerado potencial contaminante de aguas superficiales y
subterraneas, categorizacion soportada en investigaciones recientes. Por ejemplo, en
Argentina se ha detectado molécula en aguas subterraneas y superficiales en
concentraciones entre 0.1 a 8.5 uyg L'y 0.1 a 8.2 ug L™ respectivamente (Okada et al.,
2018). En Dinamarca, Strange- Hansen et al. (2004) lo encontraron en concentraciones
de 1.1 yg L' en aguas subterraneas; en Austria Vereecken (2005) reporta 0.1 ug L' en
algunas muestras de provenientes de cuerpos de agua subterranea y en México, Ruiz et
al. (2014) reportaron en aguas superficiales de areas naturales protegidas y areas de uso
agricola cantidades que oscilan entre los 0.097 y 12 ug L. Resultados que indican que
la molécula es moévil a través del perfil del suelo, a pesar de su alta afinidad con los
suelos. El herbicida, quimicamente es un zwtterién constituido por un grupo amino, un
grupo carboxilo y un grupo fosfonico, que puede unirse con puntos de intercambio del
suelo, presentes en los Oxidos e hidroxidos (Roberts et al., 2007), arcillas (Wang et al.,
2005) y en sustancias humicas y fulvicas (Alberts et al., 2009), pero también puede

lixiviarse (Vereecken, 2005).

Los estudios previos de elucién de glifosato en columnas de suelo indican una baja tasa
lixiviacion, debido a su alta capacidad de adsorcién y afinidad a las particulas del suelo
(Strange Hansen et al., 2004; Zhao et al., 2009; Padilla y Selim et al., 2018, entre otros).
Padilla y Selim (2018), utilizando columnas de suelo empaquetado provenientes de la
zona agricola de Luisiana (E.E.U.U.), reportan cantidades lixiviadas equivalentes al 3%
para un suelo franco limoso y 2% en un suelo arcilloso con respecto al total aplicado.
Calderon et al. (2005) en columnas empacadas de suelos de Extremadura (Espana),
dedicados a labranza cero (con cobertura de 8 afios) y convencional, con pH de 5.3y 5.2
respectivamente y aplicando dosis del herbicida equivalentes a 2.24 Kg ha™, reportan
cantidades lixiviadas cercanas al 4% para ambos suelos. Adicionalmente, en un estudio
de columnas no disturbadas, utilizando 3 diferentes tipos de suelos, provenientes de
Parana, Manfredi y Pergamino (Argentina), uno franco arcillo arenoso y dos franco
arenosos, se reportan cantidades lixiviadas del herbicida inferiores al 0.24% de la

cantidad inicial aplicada (Okada et al., 2015). Estos resultados en columnas indican la
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baja reversibilidad del proceso de adsorcion (Wei y Weiping, 2008; Alberts et al., 2009;
Waiman et al.,2012; Ruiz et al.,2014; Aslam et al., 2015).

La persistencia de glifosato en el ambiente depende no solo de su movilidad, sino
también de sus tasas de degradacion. La evaluacion conjunta de la degradacion y
movimiento de la molécula es fundamental para comprender la contaminacién del suelo
y/o el agua (Rashmi et al., 2018). En el caso de glifosato, este se adsorbe fuertemente
guedando poco biodisponible en el suelo, pero al tiempo que aumenta su persistencia y
el riesgo de movimiento a través del perfil de suelo o por escurrimiento hacia cuerpos de
aguas superficiales o subterraneas respectivamente (Okada et al., 2018). La degradacién
de glifosato es un proceso que puede presentarse via quimica y/o la via biolégica
(Roberts et al., 2007) y el metabolito principal generado es el acido amino metil fosfonico-
AMPA (Sun et al., 2019).

La via quimica ocurre a través de procesos hidroliticos y fotoliticos, los cuales son
considerados procesos iniciales y poco eficientes (Roberts et al., 2007). No obstante, se
ha reportado la degradacion del herbicida por esta ultima via en medio acuoso, en
presencia de Ca?, junto con la exposicion radiacion solar entre 350-450nm. En estas
condiciones los valores de vida media (DTso) oscilan entre 4 y 14 dias (Roberts et al.,
2007). Herdfordshire (2015) encontré un valor de DTso por fotdlisis de 69 dias.

La via bioldgica, tanto en condiciones anaerobias como aerobias, se considera la
principal forma de degradacion de la molécula (Franz et al., 1997; Roberts., 2007). Se
han encontrado varios microorganismos degradadores del herbicida como Pseudomonas
aeruginosa, P. fluorescens, Burkholderia gladioli y Flavimonas oryzihabitans (Martinez et
al., 2012) y como Arthrobacter, Achromobacter y Streptomyces (Sviridov et al., 2015).
Ademas de la formacion de AMPA, es posible la degradacién del herbicida con el
rompimiento de la unién carbono-fésforo, formandose sarcosina y a partir de esta glicina,
formaldehido y posteriormente la mineralizacion de la molécula (Sviridov et al., 2015)
(Figura 2-1), proceso en el cual queda reducida a sus componentes inorganicos: fosforo,

amonio y diéxido de carbono (Franz et al., 1997).
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Figura 2-1: Ruta de degradacion glifosato en suelo. Proceso de transformacion de la

molécula de glifosato por via bioloégica. Adaptado de Okada et al. 2017.

El movimiento del agua a través del perfil se afecta por el grado de estructuracién y
porosidad del suelo (Strange-Hansen et al., 2004). Cuando un soluto sigue el movimiento
del flujo del agua se habla de transporte convectivo y en este influyen multiples
mecanismos, cuya forma simplificada se asocia al desarrollo de procesos de dispersién y
difusion (Costa et al., 1994). El movimiento de un plaguicida puede darse con el flujo del
agua, cambiando su velocidad debido a la variacién interna de la velocidad del liquido en
los poros (dispersidn) o moverse entre regiones que participan o no del movimiento
(difusion). El transporte también se ve afectado por pérdidas del soluto, por interacciones
reactivas, procesos de volatilizacion y degradacion que en ocasiones son dependientes

de la cinética de adsorcion (Candela et al., 2007).

En el movimiento de solutos las sustancias reactivas pueden establecer uniones con los
diversos constituyentes del suelo presentando diferentes niveles de estabilidad (Rashmi

et al., 2018). Las interacciones estables se asocian con la presencia de residuos ligados
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(RL) en el suelo y la difusion favorece en muchas ocasiones este tipo de interacciones,
puesto que permite el transporte de solutos a lugares en principio inaccesibles (Al Rajab
et al., 2008; Zhao et al., 2009). El movimiento de los solutos también se puede ver
influenciado por otras sustancias presentes en el medio. En el caso de glifosato, el
movimiento puede responder a la adicién de fertilizantes fosforados, los cuales compiten
por los sitios de adsorcion, ocasionando el desplazamiento del herbicida (Wang et al.,
2005), favoreciendo la movilidad y con esta la difusién de la molécula (Al Rajab et al.,
2008; Zhao et al., 2009; Kanissery et al., 2019). Al respecto Al Rajab et al. (2008),
indican ademas del desplazamiento producido por la adicion de KH2PO4 sobre glifosato
tiene lugar la translocacién por difusion del herbicida a sitios de dificil acceso, donde

desarrolla uniones estables asociadas a residuos no extractables.

La predicciéon del movimiento del agua y solutos a través del perfil resulta fundamental
para evaluar la contaminacion en suelos y aguas subterraneas (Larsson y Jarvis, 2000).
Normalmente el movimiento los plaguicidas a través del suelo se estudia en columnas de
suelo (disturbadas y no disturbadas) y se sabe que la movilidad varia segun condiciones
como el sistema de labranza, el historial de siembra, el tipo de suelo y las condiciones
climaticas que generan cambios en la estructura de los suelos, las cuales afectan a los

agregados y la porosidad (Lipiec et al., 2006).

El estudio de la elucion de solutos en columnas de suelo y la aplicacion de modelos de
transporte permite estimar parametros como la dispersividad (A) y el retardo (R), para
sustancias reactivas y no reactivas con el suelo. Evaluar el transporte de sustancias no
reactivas (trazadores) permite caracterizar el movimiento del agua a través del suelo, el
flujo (Akhatar et al., 2011) y se toma con referente para calcular los R de las sustancias

permitiendo por tanto estimar su potencial contaminante.

2.2 Justificacion

En Colombia, glifosato es el herbicida mas usado y la informacion sobre el movimiento
del herbicida en suelos es limitada, especialmente en zonas tropicales. Actualmente, en
el pais, se reportan estudios que indican alta adsorcién y persistencia del herbicida en

suelos (Bustos, 2012; Cuervo, 2014) y la posibilidad de mineralizaciéon en suelos con
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diferentes contenidos de materia organica (Cuervo, 2014). Existe, por tanto, escasa
informacion acerca de la lixiviacion, mineralizacion y el efecto de la fertilizacién fosférica
en los suelos del pais. Por ello, el presente estudio tiene como objetivos, caracterizar el
movimiento de glifosato junto con un elemento traza (no reactivo) y la mineralizacion en
columnas empacadas de suelos arroceros. Adicionalmente se evaluara el efecto de la

adicion de MAP sobre estos fendmenos (lixiviacion y mineralizacion).

2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo general

Determinar el efecto del MAP sobre el movimiento, mineralizacion y formaciéon de
Residuos ligados de glifosato en columnas empacadas de suelos inceptisoles

procedentes de cultivo de arroz.

2.3.2 Objetivos especificos

o Caracterizar el movimiento del agua en columnas empacadas de suelo mediante
el empleo de Bromuro, un elemento traza, no reactivo.

o Caracterizar el movimiento de glifosato (soluto reactivo) en columnas empacadas
de suelos arroceros con y sin adicion de MAP.

e Caracterizar la mineralizacion de glifosato en columnas empacadas de suelos
solo y en presencia de MAP

e Caracterizar formacién de residuos ligados de glifosato en columnas empacadas
de suelos solo y en presencia de MAP

e Aplicar modelos matematicos de transporte para obtener los parametros
que rigen el movimiento de glifosato en los suelos en presencia y ausencia
de MAP
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2.4 Materiales y métodos

2.4.1 Suelos

Los suelos utilizados fueron los mismos descritos en el capitulo 1 de esta memoria:
suelo 1 (CS1) proveniente del municipio del Espinal en el departamento del Tolima;
suelo 2. (CS2) proveniente del municipio de Saldafia en el departamento del Tolima y
suelo 3 (CS3) proveniente de la ciudad de Villavicencio en el departamento del Meta.
Todos los suelos provienen de fincas de produccioén del cultivo de arroz. Las propiedades

fisicoquimicas se encuentran recopiladas en la tabla 1-5 del capitulo 1.

2.4.2 Reactivos

Para el estudio se utilizaron dos fuentes de glifosato: 1). RoundUp® en formulacién de
sal potasica de N-fosfonometil glicina en concentracién de 480g L' equivalentes a 363 g
de N-fosfonometil glicina (F-GLY) y 2). N-fosfonometil-'*C glicina con una actividad 1.8
mCi mmol Sigma®aldrich (*C-GLY). La fuente fertilizante utilizada fue fosfato
monoamonico al 99.3% de J.T. Baker (MAP). La fuente de bromuro fue KBr del 99.5% de
J.T. Baker. Otros reactivos utilizados en las diferentes fases analiticas fueron Borato
sédico Merck, F-moc Cl 97% Sigma Aldrich, acetonitrilo 99.9%, diclorometano Merck
millipore 84.93 g mol" y coctel de centelleo liquido Ultima Gold®, Hidréxido de sodio
anhidrido (NaOH), bicarbonato de sodio (NaHCO3) al 99.7% y carbonato de sodio
(Na2CO3) al 99.5% de J.T. Baker.

2.4.3 Ensayo de infiltracion

Para el ensayo se empacaron manualmente columnas de los tres suelos, teniendo en
cuenta la densidad aparente de cada uno de ellos. Las dimensiones de las columnas de

PVC (opacas) fueron 30 cm de alto y 8.9 cm de diametro interno.

Las columnas fueron humedecidas por capilaridad utilizando una solucién acuosa de
CaCl; 0.01 M y se colocaron en soportes que permitian el libre drenaje y colecta de
lixiviados (Figura 2-2). El volumen de poro de cada columna se determiné a partir de la
diferencia entre la masa de la columna previamente saturada, después de 24 h de

drenaje y la masa seca inicial de suelo al interior de la columna.
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Para el ensayo se planted la ejecucion de un disefio factorial con tres tipos de suelos a
los cuales se les aplico una dosis de herbicida (F-GLY+ ™C-GLY), junto con KBr como
elemento trazador, dos tratamientos, con fosfato y sin fosfato y tres replicas para cada
uno, de modo que se contd con 6 columnas por suelo, para un total de 18 columnas
(Tabla 2-1). En las columnas con fosfato se agregé la cantidad equivalente a 60 kg ha™

de fosfato presentado en la forma de fosfato monoamaénico.

a. b.

llavia simulada CS 1
L} 1 —— PO P1
Trampa de
I 100 00
i . o0 aoao
empacada de

suelo CS 2
PO P1

100 00

D00 oo
\ cS3
Lixiviado PO P1
4— Frasco L L ]-I H l [_..
colector de 488 888
lixiviade U

Figura 2-2: a. Esquema de la estructura de las columnas empacadas de suelo y
tratamientos ejecutados. Tamafio de columnas: longitud: 30cm; diametro interno: 9cm.
Trampa de COgz: vial de 50mL. b. esquema del arreglo experimental, 6 columnas
empacadas para cada suelo, distribuidas en dos tratamientos PO (sin fosforo) y P1 (con

fésforo).

Para la aplicacién de los tratamientos se prepararon 250 mL de solucién acuosa que
contenia: 0.041 mL de Roundup® (equivalentes a 0.034 g de i.a), 5.631 uCi de
"Cglifosato y 12.5 g de KBr, de la que se tomé una alicuota de 100 pL para
cuantificacién en el contador de centelleo liquido y asi tener garantia del valor exacto del

radiomarcado. A cada columna se le aplicaron manualmente 10 mL de esta solucion,
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haciendo un reparto homogéneo en toda la superficie, evitando tocar los bordes de la
columna. Por cada columna se aplico aproximadamente 0.58 g de KBr, (0.3356 g de Br-),
0.0016 mL de Roundup, (0.0007954 g de i.a. de glifosato) y 0.2252 uCi de "Cglifosato.
La dosis de glifosato agregada a cada columna fue equivalente a 4 L ha™ de Roundup.
Después de la aplicacién, se agregaron 90 mL de agua, para completar un volumen total
de 100 mL anadidos a cada columna. A las 24 horas de esta aplicacion, se anadié la
dosis de MAP en dosis equivalente a 60 kg ha™' (0.07817 g de MAP por columna) en tres
de las columnas de cada suelo (Figura 2-2) y se estableci6 un flujo de agua de 100 mL

dia™.

Tabla 2-1: Esquema del disefio experimental de infiltracion

Suelo! condicién inicial en el suelo? Columnas® MAP* Nomenclatura®

. , 1,2,3 PO CS1P0O
Cs1 Glifosato en dosis
4,5,6 P1 CS1P1
equivalente a 4L ha™
7,8,9 PO CS2P0
CS2 de Roundup
10,11,12 P1 CS2P1
+
13,14,15 PO CS3P0
CS3 KBr (0.580 mg mL™")
16,17,18 P1 CS3P1

() Suelos @ condicion inicial: adicién de glifosato y KBr @) nimero de columna en el tratamiento ) MAP:
indica la adicion del fertilizante fosfato monoamodnico en las columnas, donde PO: sin adicién de fosfato;

P1: con adicion de fosfato. ) referencia del tratamiento en relacion con el suelo y la adicion del fosfato

Cada 24 horas se recolecto y se pesé la masa del lixiviado, se determiné su valor de pH
y se tomaron alicuotas de 1.5 mL para la cuantificacion de Br y 1 mL para la
cuantificacion de '“C-GLY. Con base en los volimenes afiadidos y los volimenes de
lixiviacion en las columnas se calcul6 el promedio de flujo de agua en la columna (como
la cantidad de agua adicionada sobre el tiempo de aplicacion en mL h™), el contenido
volumétrico de agua (0) (volumen de agua en la columna entre el volumen de suelo en la
columna por 100, en cm® cm?®). El volumen diario de agua en columna se calculd
teniendo en cuenta el volumen inicial de agua en columna mas el volumen agregado

menos el volumen lixiviado (cm?®); la velocidad de poro (v) se calculé a partir de la
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expresion q/6 (cm h™), siendo q la velocidad de Darcy, la cual se define como el flujo de

agua en la columna entre 11 por el didmetro interno de la columna? (cm h™").

2.4.4 Cuantificacién de bromuro (Br).

La cuantificacién de Br presente en el lixiviado, se realizdé por High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) con 1.5 mL de lixiviado, proveniente de cada una de las
columnas y tiempo de medida, que se filtré y trasvaso a viales de 2 mL. Se empled un
HPLC, Agilent Technologies serie 1100 (Palo Alto, CA, EUA), equipado con bomba
cuaternaria, inyector manual (20 pL Loop) y detector de arreglo de diodos (DAD). La
columna analitica fue una Alltech Allsep (100 x 4.6 mm, 7 um) y la fase moévil un buffer
acuoso 100% NaHCO3/Na.CO3; 2.8/2.2 mM, en modalidad isocratica, con un flujo 1.3 mL
min~'. Se realiz6 una curva de calibracién, utilizando concentraciones conocidas de
bromuro, las cuales contenian 0, 6.71, 13.42, 26.86, 33.59, 3357.25, 6714.69 y 10071.74
mg de Br L (figura 2-3). El tiempo de retencion para bromuro fue de 4.3 min y la longitud
de onda de la determinacién de 199 nm. Los parametros del proceso de cuantificacion se
realizaron de acuerdo con la metodologia implementada por Martinez-Cordon et al.,
(2015). El limite de deteccion se determind en 0.046 mg L' y el de cuantificacion en 0.15

mg L.

1.4e+5 -
Y=14.116X + 2514.8

1.2e+5 - R’=0.98

1.0e+5 -

8.0e+4 -

6.0e+4 - °

Area HPLC

4.0e+4 -

2.0e+4 -

0.0 T " . . . ,
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000

Br~ (mg L'1)

Figura 2-3: Curva de calibracion para Bromuro de potasio.
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Con los datos experimentales se obtuvieron las curvas de elucion de Bromuro graficando

la concentracién Relativa C/Co, frente al volumen de poro Relativo V/V,

2.4.5 Cuantificacion de glifosato en agua

Los lixiviados colectados diariamente se llevaron a cuantificacion para la determinacién
de '“C-glifosato utilizando un Contador de Centelleo Liquido (CCL) Tri-Carb modelo
Perkin Elmer 29010TR. La cuantificacién se realizé con 1 mL de cada muestra, que se
dispuso en viales de borosilicato Picoglass® de 10 mL y se mezclaron con 5 mL de coctel

de centello liquido, Ultima Gold™.

2.4.6 Cuantificacion Residuos Ligados

El dltimo paso del ensayo consistié en seleccionar horizontalmente las columnas (6
fracciones). Cada fraccion contenian un peso aproximado de suelo de 215+15 g, que se
homogeneizé. Después, se tomd una parte de suelo de cada fraccion, se dejo secar al
aire por 24 horas, se mezclé y se pesaron entre 150 y 200 mg de suelo que fueron
llevados a combustion en un Oxidador Bioldgico marca Harvey Corporation 0X-600®. El
4CO, generado en el Oxidador Biologico se capturd en viales que contenian 20 mL de
Carbosorb®. Una vez culminado el proceso de oxidacién de la muestra, a cada trampa
se le adicionaron 20 mL de coctel de centelleo liquido (Ultima Gold®) y posteriormente se
llevaron a cuantificacion en CCL. Con estos datos se establecieron las cantidades de

radiomarcado remanente en el suelo y su distribucién a través de las columnas.

2.4.7 Cuantificacion de glifosato mineralizado.

Para cuantificar la mineralizacion de glifosato en las columnas se utilizaron viales con
NaOH al 10%, los cuales actuaron como trampas de captura de "CO,, estas se
dispusieron en la parte superior de la columna (Figura 2.1), posteriormente las columnas
fueron selladas para que no hubiera pérdida de gases. Diariamente se colecto el vial de
NaOH y se reemplazé por una nueva soluciéon. Se tomoé 1mL de la solucion de NaOH y
se mezcld con 10 mL de coctel de centelleo liquido y se llevo a cuantificacion de “COen

CCL para determinar la tasa de mineralizacién del glifosato radiomarcado.

Con las cantidades cuantificadas de “CO., se obtuvieron las cinéticas de mineralizacion

que se ajustaron a ecuacion de primer orden (Ecuacion 2-1):
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C=Cye (2-1)

Donde, C es la cantidad mineralizada de herbicida (dosis inicial aplicada en %) en el
tiempo, t (dia); Coes la cantidad inicial aplicada, k es la constante de primer orden de la

velocidad de mineralizacion (dia™).

Partiendo de la ecuacién 2-1 se determiné la velocidad de mineralizacién (k), y la vida

media de mineralizacion del herbicida (DTso) donde:

DTs, = Ln2/k (2-2)

2.4.8 Curvas de elucion (Breakthrough Curves - BTC).

Las curvas de elucion, BTC, se obtuvieron para bromuro y glifosato al graficar la
concentracion relativa del soluto (relacion C/C,, donde C es la concentracion en el tiempo
y Co es la concentracion inicial), vs el numero de volumenes de poro relativos (V/Vp),
donde V es el volumen de lixiviado acumulado en el tiempo y V,, el volumen de poro en la

columna) recolectados en el efluente. El V, se determiné a partir de la ecuacién 2-3:
Vp= Vr- Vs (2-3)

Donde, Vr= el volumen total del cilindro; Vs = volumen ocupado por la masa de suelo.

2.4.9 Estimacién de parametros de transporte.

El modelo de libre acceso utilizado en esta investigacién, STANMOD esta basado en el
cédigo CXTFIT 2.1 y permite estimar los parametros de transporte de los contaminantes
tales como: Kd, k (tasa de degradacion), velocidad de poro, coeficiente de dispersion
hidrodinamica. El modelo puede emplearse en la resolucion del problema inverso, en el
cual, a partir de los datos experimentales (curvas BTC) se pueden ajustar diferentes
ecuaciones para analizar y estimar los parametros que rigen el transporte de una
sustancia en el perfil del suelo. Las diferentes soluciones matematicas del transporte de
contaminantes solubles en medios porosos que contiene el cédigo CXTFIT 2.1 se

describen a continuacién (Toride et al., 1995)
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2.4.9.1 Modelo de transporte en equilibrio CDE

Este modelo esta gobernado por la ecuacién de conveccion-dispersion (CDE), bajo la
hipétesis de que las moléculas se transportan a través del flujo de agua en el suelo, por
transporte convectivo, el cual plantea el movimiento de soluto en una dimensién y en una
direccion X, ecuacion dada por (ecuacion 2-4) (Okada et al., 2014):

a%c ac

ac
RE_DE_UE (2_4)

Con 0C: diferencial en la concentracién del soluto (mg L), dT': diferencial en el tiempo

(dias, d), D: coeficiente de dispersion del soluto (cm? h™"), dx: diferencial de la distancia

(cm) y v: velocidad promedio del agua en los poros del suelo (cm d™).

Al estimar la degradacion del soluto, con ocurrencia unicamente en la fase liquida, este
proceso estaria dado por la expresion (ecuacién 2-5):
oC  pOS _ oC _ oC

+ —v——u, C -
or T o Vaw M (2-5)

Donde t es el tiempo (d), X es la profundidad (cm), p es la densidad del suelo (g cm ), 6
el contenido volumétrico en agua, C es la concentracion de la fase liquida (mg L"), S

la concentracién en la fase sélida (mg Kg™'), V' la velocidad media de poro (cm h™), D
el coeficiente de dispersion (cm? h'')y u,;, €l coeficiente de degradacion de primer orden

para la fase liquida (h").

Este modelo asume equilibrio local para la adsorcion del soluto de modo que la adsorcidon

puede ser descrita por una isoterma lineal (ecuacion 2-6):
Seq = K ,Ceq (2-6)

Donde Seq y Ceq son las concentraciones en equilibrio adsorbida y en la fase liquida y

K, el coeficiente de particion (L™ Kg).

Teniendo en cuenta esta relacion la Ecuacion (2-5) se escribiria:
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R0C_@C _ oC
-DT— —v=—_ 4 C 27
at o°x’ ' o @7

Donde R (ecuacion 2-8) es el factor de retardo (adimensional) igual a:

R=1+ pK“ (2-8)

2.4.9.2 Modelo de no equilibrio de origen fisico (NEF)

La ecuacion (2-7) de CDE se utiliza en condiciones de transporte en equilibrio, pero es
posible que el transporte se presente en condiciones de no equilibrio fisico (NEF) en el
cual, el agua del suelo estaria dividido en dos regiones una inmovil que no participa del

movimiento transversal y otra movil.
0=0,+0;, (2-9)

donde 6 es el contenido volumétrico del agua, 8, es el contenido volumétrico del agua de
la fase movil y Bin» contenido volumétrico del agua en la fase inmovil (Martinez-Cordon,
2005).

En este modelo la transferencia de soluto entre las dos regiones puede ocurrir por
difusion, mediante proceso cinético de primer orden. El modelo se basa en las

ecuaciones 2-10 y 2-11:

oC o°C, oC,
~ =60 D -0v, ——u,6,C —alC, —C, 2-10
m m at m m a 2 a ﬂllq m m ( m lm) ( )
oC .
eim Rim a;m =a (Cm - Cim ) - /Uhq elm Clm (2'11)

donde C, y C,, son las concentraciones de soluto para la regién maévil e inmévil (mg cm

%), R,y R, los coeficientes de retardo para la fase mévil e inmovil, y & el coeficiente

de transferencia de masa entre la fase moévil e inmovil (T).
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Estas ecuaciones se pueden escribir en una forma adimensional (Ecuaciones 2-12 y 2-
13):

BR— = — ——— — —w(C; — C;) — 1 4 (2-12)

oc,
or

(I-BR =o(C, -C,) (2-13)

Donde C1=Cn/Co y C2=Cim/Co son las concentraciones relativas en la fase movil e inmovil,
T= vt/L (tiempo en relacién con tiempo medio de la columna, Z= x/L siendo, L, la longitud
de columna, (Martinez Cordon et al., 2005; Mao et al., 2007).

3 relaciona el porcentaje de la fraccion movil con respecto a la fraccién total (ecuacion 2-
14):

Om+fp
- — 2-14
0+ pK ( )

Donde f representa la fraccion de sitios de adsorcion en contacto con la region movil.
Con 0< <1, si =1, este indicaria que el movimiento corresponde a una condicion de
CDE.

w (ecuacién 2-14) indica el coeficiente de transferencia de masa, el cual sefala la

difusion entre la fase movil e inmovil:
w = aL/0v (2-14)

Donde  es coeficiente de transferencia de masa entre la fase movil en inmovil (h™).

0<w<100, donde, w alto, sefala que no se presentarian diferencias entre las fases
moviles e inmoviles y por tanto el transporte de soluto se presenta en condiciones de
equilibrio CDE.

Por ultimo, U1 relaciona la degradacion en la fase movil, dada por (ecuacion 2-15):
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. Lll’lliq

My = _
1 » (2-15)

2.4.9.3 Modelo de no equilibrio de origen quimico (NEQ) “two-
site”.

Este modelo, asume la adsorcion de la molécula puede ocurrir en dos tipos de sitios, los
tipos |, donde ocurriria el proceso de manera instantanea y los tipos Il, en donde la
adsorcion es dependiente del tiempo, siguiendo procesos de cinética de primer orden.
Algunos parametros adimensionales de este modelo tienen la misma ecuaciéon que los
parametros del modelo de no equilibrio fisico, pero no tienen el mismo significado. En
este modelo, el parametro adimensional B internamente esta determinado por la
ecuacion 2-16 (Mao et al., 2004):

_ 0 + JpK,
v a K, (2-16)

Donde f es la fraccion de sitios tipo |, que vienen dada por la ecuacion 2-17, este valor

varia entre 0 y 1, cuando f=1 indica todos los sitios de adsorcion tipo | (adsorcién

instantanea)
R(6+pK
f = B(0+pKa (2-17)
P Ka

Y omega por la ecuacion 2-18:

., _a(=p)RL
- 14

(2-18)
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Donde a es el coeficiente de primer orden de la cinética de adsorcidn en los sitios tipo Il

(ecuacién 2-19)

wVv

“ T amR o

El modelo “Two sites”, también tiene en cuenta la degradacion, con tasas independientes
en la fase liquida y en la fase adsorbida. Esta degradacién adimensional estaria dada

para la fase liquida (J1) por la ecuacion 2-20:

Lugiq
v

U =B8R (2-20)

Mientras que para la fase adsorbida (p2), esta se representa por la ecuacién 2-21

p = (1—R)R 2L (2-21)

v

Donde u,;, indica la degradacion en la fase liquida

2.4.9.4 Condiciones de la modelacion del transporte en las
columnas

Las BTC de bromuro y glifosato se modelaron utilizando el solfware STANMOD ver 2.1,
que emplea el cédigo CXTFIT (problema inverso) filando como tiempo y concentracion
adimensionales. El bromuro se modelo con CDE y NEF, asumiendo que no se presenta
degradacién en ninguna de las fases (u= 0) y un valor fijado de R=1, ya que el trazador
se considera no reactivo en el suelo (Dousset et al., 2007). De este modo se estimaron
los parametros de transporte D (en caso de CDE) y D, B y w (en caso de NEF). Los datos
ingresados en el modelo fueron la velocidad (calculada a partir del flujo en la columna), y
los datos experimentales de la BTCs. La dispersividad (A) se determin6 mediante la
ecuacion (Perfect et al., 2002):

1=

D 2-22
. (2-22)
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Una vez determinado el movimiento del agua (mediante la modelacion de bromuro) el
modelo que mejor se ajuste (los parametros arrojados por el mismo) sera el escogido
para modelar el movimiento de glifosato en el perfil del suelo. Ademas, para glifosato se
modeld también NEQ “Two sites”. Todos estos modelos se probaron teniendo en cuenta
la posibilidad de degradacién tanto en la fase movil como en la adsorbida, ya que se
supone que esta molécula es reactiva en suelo. Los parametros iniciales para la
modelacion del herbicida son la velocidad de flujo de la columna (v) la cual fue calculada

experimentalmente, los valores las BTCs de glifosato, la dispersion (D) estimada con el
movimiento del trazador (Br) mediante CDE o DD, # y @ mediante NEF (los que arroje

el modelo que mejor se ajuste a bromuro). De esta forma se podran calcular los

parametros £, w, R y u para glifosato.

Tanto para bromuro como para glifosato, la mejor soluciéon al problema inverso se
determiné mediante la minimizaciéon de la funcién objetivo (SSQ), la cual representa la
suma de los cuadrados de las diferencias entre la concentracion real y la ajustada al

modelo, ecuacién 2-23 representada por (Martinez-Cordén, 2005):

1

S5Q(b) = :1\% [C(xl-) — Cr(x;; b)]2 (2-23)

Donde b representa un vector desconocido que contiene M parametros ajustables j b (j =
1, ..., M), Cy Crson las concentraciones observadas y calculadas o “fijadas” para los i

puntos obtenidos de la variable independiente x (i = 1, ..., N).

El coeficiente de determinacion r? (ecuacion 2-24) indica la bondad de ajuste de la
regresion entre la concentraciéon observada y la calculada, determinado por Martinez-
Cordédn (2005):

i=1

(Ci—Cri)
i =

Mzl

1— (2-24)

(Ci—C)? ¥ (Ci—C)?

r2=1-

SRITE

Donde C es la media de las NV concentraciones observadas. Un valor de »> préximo a la

unidad indica un buen ajuste al modelo.
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La varianza MSE (ecuacion 2-25) se estimd por aproximacion del valor medio del error al
cuadrado (Martinez-Cordén, 2005)

MSE = 359 (2-25)
N—-M

En el manual del programa CXTFIT 2.1, se encuentra mas detalladamente la forma de
controlar los parametros iniciales para obtener las soluciones analiticas del problema
planteado (Toride et al., 1995).

2.5 Resultados y discusién

2.5.1 Caracterizacion de la lixiviaciéon de Bromuro (Br-)

El Br es utilizado habitualmente en estudios de transporte de plaguicidas en suelos como
trazador debido que es un elemento considerado escaso en esta matriz y no reactivo con
en el suelo por lo que describir su movimiento permite describir el movimiento del agua
en las columnas (Dousset et al., 2007). Los valores de area de Br- resultante de la
cuantificaciéon del lixiviado en HPLC, fueron remplazados segun la ecuacion de
calibracion de bromuro (Figura 2-4), para determinar la concentracion recuperada del
analito en mg L' en cada tiempo y a partir de estos valores se construyeron las BTC, en
las cuales se representa la concentracién relativa del soluto C/Cy frente al Volumen de

poro Relativo (V/V,). Las BTC para Br- se encuentran representadas en la Figura 2-4.

Los parametros evaluados asociados al movimiento del Br- a través de las columnas
incluyeron el porcentaje de recuperacion, tiempo de pico, velocidad de poro y tiempo de
aplicacion estan recopilados en la Tabla 2-2. El porcentaje de recuperacion de bromuro
fue diferente para cada suelo y columna evaluada. Por suelo, este se presenté en el
orden CS22<CS32<CS1? con rango entre 87.78+2.78 y 90.25+0.68% (Tabla 2-2). El
analisis estadistico no mostré diferencia debida a la adicion del fosfato, por lo que se

presentan  Unicamente los valores promedio diferenciados por  suelo.
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Figura 2-4: BTCs para Br en los suelos CS1, columnas de 1 a 6, CS2 columnas de 7 a
12 y CS3 columnas de 13 a 18.

El pico de bromuro fue registrado en valores cercanos a un volumen de poro (Tabla 2-2),
presentandose diferencias estadisticas entre los suelos (CS3?; CS22; CS1°). La ausencia
de diferencia estadistica debida a la adicion fosfato sobre el transporte del bromuro para

los suelos empaquetados en las columnas permitid promediar los valores de las seis
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columnas de cada suelo (Figura 2-4; Tabla 2-2). Los resultados encontrados indican que
este soluto atraviesa las columnas junto con el flujo diario de agua, lo que implica que el
pico del Br ~ llega a la base de la columna en alrededor 1 volumen relativo de poro, valor
mayor en CS1, suelo que presenta mayores contenidos de arcillas y mayor densidad, lo
que puede ocasionar mayor tiempo en el movimiento del soluto (Bromly et al., 2007). Los
resultados se encuentran acordes con lo reportado por autores como Dousset et al.
(2007) o Masipan et al., (2016). Las BTC, no son simétricas y presentan “tailing”, coleo o
desplazamiento del pico hacia la derecha, sugiriendo que el transporte no ocurre en

condiciones de equilibrio fisico.

Tabla 2-2: Valores promedio discriminados por suelo para los parametros de transporte

experimentales para las curvas de lixiviacién de Bromuro.

Flujo de

agua en Contenido
la volumétrico de Tiempo Velocidad  Recuperacion
Suelo  columna agua pico Br- de poro de Br
(q) (6)
(cm h™) (cm3 cm?3) (V/ Vp) (cmh™) (%)

CS1 0.087 0.34°+0.01 1.112£0.09  0.26°+0.01 88.72°+3.49
CS2 0.087 0.34°+0.01 0.89°+0.04  0.262+0.01 90.23°+0.68
CS3 0.087 0.392+0.01 0.86°+0.03  0.23°+0.01 87.78°+2.78

2.5.2 Modelacion Matematica de Br- en las columnas.

El ajuste de los datos obtenidos en las BTC se realizdé para los modelos CDE y NEF,;

encontrandose un ajuste al segundo, el cual, describi6 adecuadamente el
desplazamiento de las BTCs hacia la derecha, y el movimiento asimétrico del agua en
las columnas, ajustandose al “tailing” o coleo y al pico de glifosato (Figura 2-5; Tabla 2.3).
El modelo de NEF, senala que el movimiento del soluto se produce en dos regiones e
indica que una parte del agua se estanca y no participa del transporte del trazador ni del

flujo del agua. Resultado acorde con Dousset et al. (2007) quienes indican como, aun
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cuando el empaquetamiento de las columnas produce la pérdida de caracteristicas
macroestructurales, es posible que estas conserven microestructuras, representadas en
los agregados del suelo, las cuales pueden generar movimiento en condiciones de no
equilibrio. Los datos arrojados indican correlacion positiva entre la region moévil (B) y el
contenido volumétrico de agua 8m (r=1.000) (Tabla 2-4). Los valores de 3 indican que el
porcentaje de la fraccidon movil participante del movimiento del Br es mayor en CS3,
aunque estadisticamente igual con los demas suelos empacados en las columnas (Tabla
2-3), mientras que los valores de w permiten afirmar que la difusién participa del
movimiento del trazador en las columnas, encontrandose en el orden CS1>CS2>CS3

(Tabla 2-3), indicando que la difusion es mayor en CS1.

Los valores de dispersividad (A=D/v), sefalan la relacién del coeficiente de dispersion y
la velocidad de movimiento del soluto, la correlacion entre estos indica que el incremento
conjunto de los valores de D y v aumenta el desarrollo de procesos de dispersion
mecanica, lo que a su vez se asocia a mayor heterogeneidad en el medio poroso (Perfect
et al., 2002; Bromly et al., 2007). El orden creciente para los valores de la dispersividad
fue CS22>CS32>CS1?, no observandose diferencia significativa entre suelos, indicando la
similitud en la estructura y porosidad de estos. Los estimados de D, mayores en CS3 y
mas bajos en CS1 (Figura 2-6) presentan una correlacion positiva con v, la densidad del
suelo, los porcentajes de arcilas y la A con D (r=0.86; 0.516; 0.517 y 0.874
respectivamente) (Figura 2-6; Tabla 2-4), estos resultados coinciden con los obtenidos
por Perfect et al. (2002) y Bromly et al. (2007) quienes indican que estas correlaciones se
presentan en suelos con altos contenidos de arcillas, y que esta fraccion textural favorece

mayores dispersividades.



Tabla 2-3: Parametros estimados en el modelamiento de Br valores promedio de las seis columnas evaluadas en cada suelo.

Discriminados en para los modelos NEF y CDE.

NEF CDE

cs1 CS2 Ccs3 cs1 CcSs2 Ccs3
R?2 0.8035+ 0.1045  0.893% 0.068 0.896+ 0.019 0.252+ 0.12 0.4030.096 0.418+0.166
D(cmh) 1.3997+ 25708 14307+ 1590  118U+561%°  0247+0.155  0.353:0.133 0.365+0.149
V(em h)* 257012092 2639+ 1.0692 2240+ 13492 257041200 263+ 1,069  2.2401+1.342
w 19.34% 10.010 13.08% 6.53 6.41+ 3.51 - - -

5.5602 9.5592 2,68+ 4.632 1.35+ 1.29°" ) ) )
A(cm)  4597+2147  54307:+558%  52507+266%  1.055+0.667  1.497+0.528  1.640£0.65
Bm 21492£ 3700 1.04%2:358%2 52002+ 4999 ) )
ssQ 0.96 0.054 0.016+ 0.017 0.008+ 0.013 0.494+0.217  0.200£0.047  0.167+0.020
MSE 0.004 0.002 0.001 0.001 0.001% 0.000 0.014+0.004  0.007+0.001  0.114%0.266

*parametro calculado, no estimado por el modelo; R?= ajuste al modelo; D= coeficiente de dispersion; v= velocidad de poro; w=difusion

entre la fase movil e inmavil; R= fraccion movil con respecto al total; A= dispersividad; 6,= Contenido volumétrico de agua en la regiéon movil.
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Figura 2-5: valores BTCs y ajustes del modelo CDE (-) y NEF(-) para Br en los suelos
CS1, columnas de 1 a 6, CS2 columnas de 7 a 12 y CS3 columnas de 13 a 18.
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Tabla 2-4: Correlaciones entre las propiedades estimadas de bromuro y las

caracteristicas fisicas del suelo

D R
Arcilla 0.517" 0.640”
Densidad 0.516"
D
"4 0.806™
A 0.874"
Om 1.000™

**La correlacién es significativa al nivel 0.01 (bilateral). *. La correlacién es significante al
nivel 0.05 (bilateral). A =Dispersividad; D= coeficiente de dispersion; v= velocidad; Om=

contenido volumétrico de agua

2.5.3 Caracterizacion de la lixiviaciéon de glifosato

Con los valores resultantes de la cuantificacién de glifosato en el lixiviado, se obtuvieron
las BTCs (C/Cy versus V/V,) (Figura 2-7) y los parametros asociados al movimiento del
herbicida a través de las columnas (Tabla 2-5). En este estudio, glifosato fue detectado
desde las primeras fracciones en los lixiviados (Figura 2-7), resultado que se asocian a la
parte del herbicida que no es adsorbido y llega a la base de las columnas disuelto en el
agua (Okada et al., 2018).

El momento de pico de lixiviacion del herbicida presenta diferencias estadisticas en la
interaccion de suelo por tratamiento (Tabla 2-5), en donde se observa que fue mayor en
CS1PO frente a los demas. En todos los casos, el momento de pico presenta retardo del
movimiento del glifosato en relacion con pico del bromuro relacionado en la Tabla 2-2 con
la adicion del fosfato los picos maximos del herbicida se presentaron en menores
voliumenes de poro estadisticamente diferentes con P0®>P1° exceptuando de CS3
(Figura 2-7).
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Tabla 2-5: Parametros de transporte experimentales para las curvas de lixiviacion
de Glifosato

Cs1 cs2 cs3
PO P1 PO P1 PO P
Momentoa  3.38°A 177°A 22898  162b8 10948  1.90%°
pico (VIVp) %028  #0.113 007  +019 009  £0.09
Concentracion
en pico de 23140A 4944aA  1294aB  {p5Q4aB 1 (44aB 1 Q4aB
lixiviado £0.204 +0.4024 0359 +04195 +026°  +0.37%
(C/Co)
Lixiviado total 505  6.24 4.40 4.89 4.00
(%) £0.12 049 023 013 012 419017

La concentracion de glifosato en el pico del lixiviado, entre suelos se presenta en el orden
CS12>CS2b>CS3P, observandose P1>P0 valor diferenciado estadisticamente Unicamente
en CS1 (Tabla 2.5).

En el caso de la lixiviacion total, se encuentra que estadisticamente existen diferencias
entre tratamientos con P1(5.1062)>P0(4.48°) y mayores porcentajes de lixiviacion por
suelo con CS1(5.65)2>CS2(4.65)°>CS3(4.09)°, en este caso, la interaccion suelo por

tratamiento no mostré diferencia estadistica.

Estos resultados muestran que las cantidades lixiviadas son pequefias y las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo influyen en el movimiento del herbicida y reiteran
el efecto que produce la adicion del fertilizante, aumentado las cantidades de herbicida
lixiviadas durante los ensayos. Los resultados, en relacidn con la composicion y
propiedades de los suelos, son acordes a los encontrados en el Capitulo 1 donde se
determinaron altos porcentajes de adsorcion (%ads en T1 CS1= 90.9+1.76%;
CS2=92.324+1.67%; CS3=94.771£1.90%).
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Figura 2-7: BTCs de glifosato en las columnas de suelo para: CS1P0: BTCs de las Col 1,
BTCs de las Col 4, 5, 6,

los tratamientos con adicion de fosfato; CS2P0: BTCs de

2, 3, del tratamiento sin adicion de fosfato; CS1P1:
correspondientes a
corresponden a las Col 7,8,9, del tratamiento sin adicion de fosfato. CS2P1: BTCs de Col
10,11,12, correspondientes a los tratamientos con adicion de fosfato; CS3P0: BTCs de
Col 13, 14, 15, del tratamiento sin adicion de fosfato y CS3P1: BTCs de Col 16, 17, 18,

correspondientes a los tratamientos con adicién de fosfato.



También se observé un aumento estadisticamente diferente de las cantidades totales
lixiviadas cuando se adiciona fosfato en cada suelo de (P13(5.11)>P0"(4.48) (Tabla 2-5)-
proceso que se asocia al desplazamiento molecular en los puntos de intercambio del
suelo. Resultados previos en columnas de suelos han mostrado que los fertilizantes
fosforados pueden aumentar la lixiviacion de glifosato dependiendo de la capacidad de
retencién debida a la composicién de los suelos (Lu et al., 2005; Barret and Mc Bride,
2007; Zhao et al., 2009). Zhao et al. (2009), indican que la adicion de fosfato produce
modificaciones en la velocidad del movimiento del herbicida, y que estas dependen
también del tipo y propiedades de los suelos. En el caso de un suelo franco arenoso
(Alluvic Primosols) a dosis de 220 mg de herbicida en columna, registran pico maximo de
lixiviacion a 5.44 V/Vp cuando no se aplica fosfato y 4.33 V/Vp cuando se aplica,
mientras que en un suelo arenoso Sandic Primosols, con la misma dosis de glifosato, la
adicion del fosfato no genera cambios en los valores de pico siendo 3.39 V/Vp sin adicién
de fosforo y 3.62 V/Vp con adicion de fosforo. Estos autores resaltan que la adicion del
fosfato puede aumentar la velocidad en el movimiento del herbicida, pero no es un
resultado generalizable en los suelos. Al respecto Wang et al. (2005) indican que, si bien
el fosfato puede alterar la adsorcién de glifosato, el efecto depende de la capacidad de
carga del suelo, entre otros factores. Para este estudio, los resultados son concordantes
a los presentados por (Padilla y Selim, 2019) quienes muestran como la adicién de
fosfatos a columnas de suelo que ya contienen glifosato aumenta la lixiviacion del
herbicida, aunque en el caso de estos autores, reportan aumentos aproximados en un
50% en dos suelos que contienen oxidos de hierro y aluminio (thermic Fluvaquentic
Endoaquept y Chromic Epiaquert). Los porcentajes de lixiviacion cuantificados en las
columnas correlacionaron positivamente con el pH (r= 6.99) del suelo. En relacion con el
pH de los lixiviados, a lo largo del ensayo se mantuvo en un rango de 6.88 £ 0.21, sin
presentar diferencias significativas debidas al tipo de suelo 6 la adicién del MAP. Al
respecto Sidoli et al. (2016) han reportado que aumentos en este parametro favorecen
cambios en la protonacion del sustrato, lo que redunda en mayor frecuencia en la

repulsion de la molécula del suelo y la biodisponibilidad.

2.5.4 Modelacién Matematica del movimiento de glifosato en las
columnas

La estimacion del movimiento del herbicida en las columnas se realizé para condiciones

de NEF y de NEQ en “Two sites”. El ajuste al modelo se obtuvo introduciendo los valores



80 Efecto de la fertilizaciéon fosforica sobre la re-movilizacién del herbicida glifosato
en suelos y riesgo asociado a la interaccion con cultivo de arroz

de v, D (estimado a través del movimiento del bromuro en la columna por NEF) los datos
experimentales de las BTC. Los modelos se probaron teniendo en cuenta la degradacion

en las diferentes fases (solida y liquida).

El mejor ajuste se obtuvo con el Modelo NEQ “two sites”, observandose que el modelo
describe adecuadamente el ascenso y descenso de las BTC de todas las columnas
(Figura 2-8) y teniendo en cuenta los menores valores de R? SSQ y MSE (Tabla 2-7) lo
que sugiere que glifosato se mueve en condiciones de no equilibrio quimico. Estos
resultados estan en concordancia a los encontrados por otros autores como Magga et al.
(2008) y Zhou et al. (2010). Los datos arrojados por el modelo permiten obtener los
valores de f y a (eq. 2-13 y 2-14), la degradacion en sitios uy1 y p2 y el retardo R que

presenta el movimiento del herbicida a través de la columna de suelo.

El retardo (R) observado indica que el herbicida es reactivo con el suelo, lo que ralentiza
el desplazamiento respecto al bromuro, sin que en los parametros estimados se observe

diferencia debida a la adicion del fosfato.
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Figura 2-5: BTCs estimadas para glifosato en las columnas de suelo a partir de NEF (=) y NEQ

“Two sites”(=): CS1PO0 corresponden a los estimados de las Col 1, 2, 3, del tratamiento sin adicion
de fosfato; CS1P1 a los estimados de las Col 4, 5, 6, correspondientes a los tratamientos con
adicion de fosfato; CS2P0 a los estimados de las Col 7,8,9, del tratamiento sin adicién de fosfato;
CS2P1 a los estimados de las Col 10,11,12, correspondientes a los tratamientos con adicion de
fosfato; CS3P0 a los estimados de las Col 13, 14, 15, del tratamiento sin adiciéon de fosfato y

CS3P1 a los estimados de las Col 16, 17, 18, correspondientes a los tratamientos con adicion de
fosfato.

oo
e®
5



Tabla 2-7: Parametros estimados del movimiento del glifosato con el modelo NEQ y NEF, con estimacién de la degradacion en la

fase solida y liquida, valores promedio de las tres columnas desarrolladas para cada tratamiento con relacion al suelo.

NEQ “two sites”

Cs1 CS2 CS3
PO P1 PO P1 PO P1
R? 0.71£0.05 0.84+ 0.04 0.72+£0.18 0.86+ 0.03 0.83+0.01 0.81+0.08
ssQ 3.00%+2.008 8.00%+3.008 7.00°15.00° 7.00°+2.00° 4.00°+1.00°° 1.006+2.006
MSE 7.0071%+2.00710 3.00°£6.00-1° 3.0071%+2.00710 3.009+1.00-1 4.002+8.007? 2.00-"%+5.00°""
R 4.04+ 0.08" A" 2.26+0.28B 3.94+0.852A 3.50+ 0.153A 3.76+0.273A 3.19+0.43%B
Kd (L Kg) 12.89+0.482 4 4.14+ 0.748 12.17+3.423 A8 10.34+1.0924 8.47+0.8628 7.05+1.6424
R 0.00+ 0.0024 0.00+ 0.0024 0.00+ 0.0024 0.00+ 0.0024 0.00+ 0.0024 0.00+ 0.0024
w 10.52 + 0.972 11.80 +£5.302 9.74 £ 2.242 12.52 + 1.06° 11.84 £ 3.532 10.89+ 2.00a
a (h1) 0.02+ 0.002 0.04 £ 0.012 0.02 £ 0.002 0.03 £ 0.002 0.02 £ 0.002 0.03 £ 0.002
F 0.00 + 0.002 0.00 + 0.002 0.00 + 0.002 0.00 + 0.002 0.00 + 0.002 0.01 +0.012
p1 5.82 £0.032 5.84 +0.112 4.40 £ 2.16° 4.39+1.82 7.06 £ 0.072 6.63 + 0.052
M2 0.00 £ 0.002 0.08 £0.112 0.00 + 0.002 0.01 £0.012 0.01+0.012 0.28°+0.13°
NEF
R? 0.71+0.05 0.86+0.00 0.61+0.20 0.85+0.0 0.59+0.5 0.78+0.09
ssQ 2.61%+3.00° 6.51-8+4.00° 9.86°+3.00° 13.06+20.01 7.901+10.00 1.507+2.00”7
MSE 1.01-941.00°10 1.04-8+1.008 3.7971%+1.00°10 2.99-10+1.00-"0 9.76-1%+1.00° 4.63%+8.00®
R 5.69+0.912A 3.1741.000A 8.1607+4.00%A 6.605+2.00%A 2.481+1.0028 8.18316.002A
Kd (L Kg') 45.8116.00%B 7.12+4.0024 29.93+2002A 23.26£11.012A 4.11£3.002A 1.7410.002B
R 0.12+0.0134 0.01+5.003aA 0.01+0.002A 0.001+0.002A 0.132+0.20%4 0.001+0.0004
w 7.3410.8PA 23.69+11.0024 18.56+11.1024 18.67+5.002# 8.83+8.002A 27.77+20.0024
p1 6.53+0.324 4.49+4.002A 2.465+4.002A 2.383+4.002A 5.6143+5.0024 11.77446.002 A
M 1.00°%5+£0.002 A 29.72+50.013A 8.98+8.0024 8.47+7.0024 1.255+2.00%2A 0.033+0.062 A

*letra minUscula corresponde a la respuesta estadistica entre tratamiento para el mismo suelo. **letra mayuscula corresponde a la diferencia

estadistica entre suelos.




Los valores de R reportados en este estudio (Tabla 2-7) son menores a los presentados
por Zhou et al., (2010) quienes han encontrado valores de R=17.5 para glifosato en
suelos arenosos, también Magga et al., (2008) obtuvieron mayores valores del parametro
en suelos arenosos (R= 25.69). Las diferencias en los valores de R pueden estar
relacionadas con las diferentes condiciones de las columnas de suelos, flujo y diferentes

concentraciones iniciales de glifosato en los experimentos.

El parametro B muestra la relacion de dos tipos de sitios en el suelo, en donde ocurren
procesos de adsorcion de tipo instantanea y no instantanea (Jodeh et al., 2014). A partir
de los valores de B se puede calcular f (fraccién de sitios adsorcion en equilibrio
instantaneo). En la Tabla 2-7, f se observa practicamente inexistente en las columnas
indicando que son escasos los sitios de adsorcion instantanea en la columna y por tanto
para el modelo de adsorcién, esta se desarrollaria principalmente a través de sitios de
adsorcion tipo Il (adsorcién no instantanea). Este tipo de adsorcion puede atribuirse a la
prevalencia de procesos de difusion (relacionados con adsorciones no lineales de las
isotermas), a reacciones limitadas de adsorcién y a formacion de residuos ligados al
suelo (Al Rajab et al., 2008; Caceres Hansen et al., 2019). Los valores de a fueron
inferiores en los tratamientos sin P. Estos resultados, junto con los valores de Ky
sugieren que, a mayor retencion del herbicida en el suelo, mas lenta sera la adsorcion.
Esta relaciéon inversa ha sido encontrada para otros herbicidas (triazinicos) por otros
autores (Gamerdinger et al., 1991; Martinez-Cordén, 2005). Los valores estimados de Kg
(a partir de la Ecuacién 2-17) indican ausencia de diferencia estadistica entre suelos,
tratamientos 6 la interaccion entre los mismos (Tabla 2-7). Estos valores de Kqg son
menores a los encontrados para la dosis D en el capitulo 1, probablemente debido a que
los ensayos de desplazamiento en suelos simulan mejor las condiciones en campo con
relacion a la lixiviacion de glifosato que los ensayos en “Bach equilibrium”, los cuales
pueden sobre estimar la retencion al no existir condiciones de flujo y estar sometidos a
una fuerte agitacion (Weber & Whitacre, 1982; Zhao et al., 2009). El analisis estadistico
indica ausencia de diferencia de estos valores de Kq entre suelos o tratamientos debido a
la adicion del fosfato, exceptuando en CS1. El efecto del fosfato sobre el proceso de
adsorcion ya se habia discutido en el capitulo 1, en ese caso se observo que es posible
la coexistencia del fosforo y glifosato durante la adsorcién del herbicida, y también el

posible desplazamiento de este debido a la mayor afinidad del suelo por el fosfato,
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proceso que resulta en el desplazamiento del glifosato previamente adsorbido en el suelo
(Waiman et al., 2012).

En relacion con la mineralizacion, el modelo estim6é valores de degradacion
independientes en las fases liquidas y adsorbida (41 y p2), con diferencias estadisticas a
nivel de suelos (u1= CS3%6.84) >CS1¥(5.82) >CS2°(4.39) y p2 = CS3?%(0.14)
>CS1%(0.04) >CS2°(0.04)). Los valores estimados indican mayor degradacion en fase
liquida p1, frente a fase adsorbida p2, lo que permite considerar que se produce
degradacién independiente y mayor en la fase liquida; tendencia que reitera la relevancia
de la biodisponibilidad del herbicida para su degradacion (Zhou et al., 2010). A nivel de
tratamiento se presentd diferencia estadistica Gnicamente en p2 (P12(0.12)>P0°(0.00)) lo
que permite afirmar que la adicién del fosfato favorece el proceso de degradacion en la
fase sdlida, proceso que se asociaria al desplazamiento que genera el fosfato sobre el
herbicida en esta fase (Wang et al., 2009; Zhao et al., 2009).

El ajuste al modelo “Two sites”, permite profundizar en el efecto del movimiento del
fosfato sobre el glifosato, sefialando que este interfiere los procesos de adsorcién del
herbicida con los puntos de intercambio del suelo, favorece la traslocacion y
biodisponibilidad de este, lo que unido al desarrollo de procesos como la difusién permite
el movimiento de la molécula hacia sitios menos accesibles del suelo, como son los

microporos (Caceres Hansen et al., 2019).

2.5.5 Residuos ligados de glifosato en las columnas de suelo

Como proceso final del ensayo, se tomaron las columnas y se dejaron drenar,
posteriormente estas se segmentaron en 6 fracciones horizontales. El suelo de cada
segmento se secé y homogeneizé y se tomaron muestras de suelo (entre 150 y 200 mg)
que fueron llevadas a combustion y posterior cuantificacion de '* CO, procedente de “C-
GLY, de acuerdo con la metodologia descrita en el apartado 2.4.6. De este modo es
posible conocer la distribucion y cantidad de herbicida en las columnas de suelos. Los

resultados muestran que cantidades superiores al 62+3.90% son retenidas en los suelos
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evaluados, valores que indican la alta participacién de esta matriz en la retencion del

herbicida.

La distribucion del herbicida en las columnas (Figura 2-9), muestra el movimiento vertical
decreciente del analito, en la medida que aumenta la distancia a la superficie en donde
fue aplicado, presentando diferentes niveles de significancia. Los mayores valores
cuantificados se observaron en los primeros 5 cm para CS1 y CS3, mientras que en CS2
se dieron en el segmento ubicado entre los 5y 10 cm (Figura 2-7).

Los resultados indican que se produce un desplazamiento similar en las columnas, el
cual no se diferencia estadisticamente por la adiciéon de fosfato, evidenciandose mayor
retencién en los primeros 10 cm de suelo y un desplazamiento decreciente en el perfil.
Los porcentajes de RL en los suelos fueron para CS1 de 67.87+4.73% y 70.75+£6.16 %
para PO y P1 respectivamente, para CS2 con P0=64.70+0.58% y P1=62.02+3.90%; y en
CS3 con P0=73.36+1.89% y P1=68.73+2.12%; valores que correlacionaron
positivamente con los contenidos de caolinita (r=0.85), Al intercambiable (0.59) y

negativamente con el pH del suelo (-0.50).

Los hallazgos concuerdan con los presentados por Strange Hansen et al. (2016) quienes
reportan la misma tendencia en el desplazamiento del herbicida a través del perfil en
columnas de suelo. Los resultados indican que este no se disipa rapidamente, puesto
que un alto porcentaje (>67%) se mantiene en los suelos formando residuos ligados. Los
porcentajes de RL son mayores a los presentados con otros estudios. Al Rajab et al,
(2008) reportan residuos del herbicida entre el 46 al 15%, en un ensayo de infiltracion de
glifosato en columnas de suelos. Otros estudios han mostrado como aumenta el
porcentaje de residuos ligados en el suelo a medida que aumenta el tiempo de contacto
suelo -herbicida (Al Rajab et al., 2014).

La distribucion del herbicida en relacion con la profundidad sefala que en CS2 se
observé una diferencia en la cantidad cuantificada del herbicida en los primeros 5 cm del
suelo y un aumento de estas cantidades en la profundidad de 5 a 10 cm (Figura 2-7).
Este resultado sugiere que en este suelo hay mayor disponibilidad del herbicida presente
en la capa superior para la mineralizacion, ya que el porcentaje final de los
lixiviados no es mayor y tampoco la formacion de residuos ligados (la menor de los

tres suelos), lo que concuerda con el bajo valor de Ky, (capitulo 1, T1 para F-GLY) que
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presenta el herbicida en este suelo (CS2=29.9+3.41(mg™""L'" kg') frente a CS1

(45.77+8.22(mg """ kg') y CS3 (62.25+6.31(mg 'L kg).
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2.5.6 Mineralizacion.

Al igual que en los procesos anteriores, la mineralizacion fue diferente en cada
tratamiento y suelo. En general, fue decreciente con relacion al tiempo, cuantificandose
los mayores porcentajes de glifosato mineralizado en el primer volumen relativo de poro,
aproximadamente 7 dias (figura 2-10), resultado que se asemeja al reportado por
Strange-Hansen et al., (2004) quienes indican los mayores porcentajes de mineralizaciéon

en los 4 primeros dias después de aplicado el herbicida en columnas de suelos.

El orden de la mineralizacion promedio de los dos tratamientos por suelo fue CS22
(22.65%) <CS1° (17.95%) <CS3¢ (11.05%) y la adicion del fosfato no causo diferencia
estadistica significativa entre tratamientos (P0=17.40%; P1=17.04%) (Figura 2-10).
Ademas, se observd correlacion negativa entre los RL en el suelo y las cantidades
mineralizadas (r=-0.61). Estos resultados indican que la adsorcion del herbicida interfiere
negativamente en la mineralizacion, debido a una menor disponibilidad del herbicida para
la degradacién (Strange Hansen et al., 2004; Kulikova et al., 2020), aspecto que explica

en parte los menores valores de produccion de *CO, en CS3.

Teniendo en cuenta otros estudios, los valores de '*CO; reportados en este ensayo son
bajos, probablemente por los pequefos porcentajes de C.O. (CS1=1.1%; CS2=1.1%;
CS3=0.08%) lo cual no permite un mayor desarrollo de las poblaciones microbianas que
utilizan la M.O. como fuente de alimentacion y pueden co-metabolizar el herbicida
(Kanissery et al., 2015). Landry et al., (2005), evaluaron el movimiento del herbicida en
columnas en un suelo Calcosol desnudo (3.6%C.O.) y con cubierta vegetal (3.5%C.O.) y
registran, después de 42 dias del ensayo, valores de mineralizacion de 43.5 y 46.5%
respectivamente. En otro tipo de ensayos de mineralizacion en suelo (1.63%C.O.) en
condiciones de laboratorio Mamy et al., (2016), reportan valores entre el 59 y el 82% 80
dias después de realizada la aplicacién del herbicida en plantas. En Colombia, Cuervo
(2014), encontr6 en suelos de bosque (3.97% C.0O.), pasto (7.41% C.O.) y de cultivo de
arroz (1.3% C.0O.), en condiciones de laboratorio, valores de 53, 38 y 23%
respectivamente 106 dias después de la aplicacion, siendo los valores del cultivo de

arroz mas préoximos a los observados en este estudio.



88 Efecto de la fertilizaciéon fosforica sobre la re-movilizacién del herbicida glifosato
en suelos y riesgo asociado a la interaccion con cultivo de arroz

Las cantidades mineralizadas se ajustaron a cinéticas de primer y segundo orden (Anexo
B2), evidenciando mejor ajuste la de primer orden. Los resultados sefalan los DTso
(Tabla 2-8) de mineralizacion del herbicida se encuentran en el orden CS2 (267.30+51.23
d)° <CS1 (475.88+42.54 d)? <CS3(480.06+89.71 d)2.

Tabla 2-8: Parametros de mineralizacién del herbicida en las condiciones evaluadas.
Concentracion inicial (Co), % total mineralizado, velocidad de mineralizacion (k) y
tiempo de vida media de mineralizacion (DTso)

CSs1 Cs1 CSs3
Tratamiento PO P1 PO P1 PO P1
Total 19.14%*  16.763B 24.452 A 23122~ 10.932°C 10.723 ¢
mineralizado(%) B7 +0.88 +0.43 +1.47 +0.63 +2.54 +1.11

0.0030° 0.0055% 0.0042 0.0051* 0.00162 0.00152

0,
Co(%) £0.0002 +0.0006 +0.0004 +0.0005 +0.0002  +0.0003
K(glifosato 14204 3202A  1912A  2067A  266° A 266 A
mineralizado +0.10 +0.37 +0.29 +0.36 +0.42 +0.54
dia-1)
R2 0.62 0.66 0.81 0.87 0.95 0.96
DT.0 (dia) 236.328  161.13% 174.83% 130.55% 447.433A 452473 A
50 £3713 518349 513808 B118.78 +46.09  +13.61

*letra minUscula corresponde a la respuesta estadistica entre tratamiento para el mismo suelo.
**letra mayuscula corresponde a la diferencia estadistica entre suelos.

En este aspecto, Mamy et al. (2016), reportan valores de DTso de mineralizacion en
suelos de 7.1 a 26.2 dias, después de aplicar el herbicida en plantas tolerantes y no
tolerantes a glifosato. Por lo que los valores de DTso reportados en este estudio serian

mucho mas altos comparados con los reportados por estos autores.
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Figura 2-10: Curvas de mineralizacion de glifosato en las columnas de suelo para CS1.
(a). CS1PO0 corresponden a las Col 1, 2, 3, del tratamiento sin adicion de fosfato y (b).
CS1P1 Columnas 4, 5, 6, correspondientes a los tratamientos con adicién de fosfato.
CS2. (c) CS2PO0 corresponden a las Col 7, 8, 9, del tratamiento sin adicién de fosfato y
(d) CS2P1 Col 10, 11, 12, correspondientes a los tratamientos con adicion de fosfato. (e).
CS3PO0 corresponden a las Col 13, 14, 15, del tratamiento sin adicion de fosfato y (f).

CS3P1 Col16, 17, 18, correspondientes a los tratamientos con adicion de fosfato
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2.5.7 Balance de Glifosato.

Este se determiné a partir de los resultados obtenidos en la lixiviacion, mineralizacion y
en suelo. El balance de masa en relacién con las cantidades inicialmente aplicadas fue
diverso en las columnas. Para suelo, este porcentaje de radioactividad total recuperada
se presentd en el orden CS22>CS12>CS3%. Por tratamiento, el mayor porcentaje
cuantificado fue constituido por CSP1 con un valor correspondiente al 93.86+5.92%,
seguido de CS2P0; CS1P0 y CS2P1 con 93.55+1.36%; 92.23+5.37% y 90.04+4.38%
respectivamente. CS3P0 y CS3P1 presentaron los valores mas bajos de cuantificacion,
con 88.29+3.75% y 84.291£1.01% respectivamente (Tabla 2-9). Los resultados indican
que la técnica utilizada permite evaluar de manera adecuada la distribucién del herbicida
a través del perfil de suelos y su destino en los diferentes compartimentos evaluados
(OECD, 2002). En donde el mayor porcentaje fue cuantificado en el suelo, seguido del

porcentaje de mineralizacion y finalmente el de lixiviacion.

Los resultados del estudio evidencian que la adicidn del agua en las columnas genera
desplazamiento del herbicida. Movimiento que se cuantifica en el lixiviado colectado, en

la distribucion del herbicida a través de las columnas y en la mineralizacion.

Tabla 2-9: Distribucion de '*C glifosato en columnas, discriminado por glifosato
mineralizado, lixiviado y en suelo.

Suelo CS1 CS2 CS3
PO P1 PO P1 PO P1

Recuperado  92.23°A  93.86°A  9355°A  00.042A8  8820°A  84.20°8
total (%) +5.37 +5.92 +1.36 +4.38 +4.21 £1.01
Mineralizado 19.1428 167668  2445°A  23123A  10.932C  11.212¢C
(%) +0.88 £0.43 +1.47 +0.63 2,54 +1.63
Lixiviado (%) 505" 6.24°A  4.40°A8  4.8028 40028 4.19°8

£0.11 £0.41 £0.23 a+0.42 £0.12 £0.33
Ensuelo (%) o O "7 70751616 64.70:0.58 62.02+390 73.36:189 68.73+2.12

La adicién del fosfato mostré diferencia estadistica significativa uUnicamente en la
lixiviacion del herbicida (P12>P0°) en CS1. En relacion con la mineralizacién, se
encuentra que esta correlaciona negativamente con cantidad de RL de herbicida
presente en columna, donde mayores cantidades retenidas en el suelo van a generar
menor posibilidad de mineralizacién de la molécula. En el caso de CS2, se puede

relacionar una mayor tasa de mineralizacion con la presencia de menor cantidad de RL
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en los primeros 5 cm del suelo. En general la molécula, bajo las condiciones evaluadas,
tiende a mantenerse en el suelo, mostrando baja lixiviacién y mineralizacién ratificando
su denominacion de pseudo persistente en el ambiente (Pimost et al., 2017). Sin
embargo, importante resaltar que, aunque lento, el movimiento de la molécula en
pequeinas cantidades ocurre y puede llegar a propiciar la presencia del herbicida en otros

compartimentos ambientales (Vereecken, 2005), como son aguas freaticas y acuiferos.

2.6 Conclusiones

Los resultados muestran que en el ensayo se producen bajas tasas de lixiviacion de
glifosato, e indica que este movimiento se desarrolla a través de diferentes procesos en

las columnas empacadas de suelo.

En relacion con el Br los resultados de las curvas de elucion muestran desplazamiento a
la derecha o tailing y porcentajes de recuperacion superiores al 87% del elemento traza.
La estimacién de los parametros de transporte para Br (que permiten caracterizar en
movimiento de agua en perfil del suelo), mostraron que el movimiento se produce en
condiciones de no equilibrio fisico en los tres suelos, como resultado de la presencia de
agua no movil o estancada en las columnas. La presencia de MAP, no afecta el
movimiento del trazador en el suelo. La descripcion del transporte de agua por NEF y los
valores de A se asocian con las caracteristicas fisicas de los suelos, entre las cuales

sobresalen los altos contenidos de arcillas.

Los ensayos de infiltracion del herbicida presentan el lixiviado de pequefias cantidades
del herbicida en las columnas (%CS1=5.65+0.11%, CS2=4.64+0.23% vy
CS3=4.09+0.12%). La BTCs indican retardo de glifosato en todas las columnas con
respecto al elemento traza, la adicién del fosfato produjo aumentos en las
concentraciones cuantificadas del herbicida en el pico de lixiviacién y tiempos de pico
estadisticamente inferiores en CS1, valores que disminuyen el Retardo con relacién al

trazador.
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El modelamiento del movimiento de la molécula indico ajuste a NEQ “two sites”,
implicando  que este herbicida se mueve en condiciones de no equilibrio quimico,
presentandose principalmente adsorcion tipo Il 6 no instantanea. El ajuste del movimiento
de la molécula sefala que la adicién del fosfato aumenta los coeficientes de primer orden
de la cinética de adsorcidon en los sitios Tipo II y reduce los valores de Kd en CS1,
sugiriendo que este es capaz de desplazar los enlaces suelo-herbicida. En presencia de
fésforo, la molécula puede desplazarse hacia otros sitios de adsorcion, de dificil acceso,

permitiéndole generar nuevas interacciones en el suelo.

El modelamiento sefiala el desarrollo de procesos de difusion y de adsorcion no
instantdnea en el movimiento del herbicida. Caracteristicas importantes en la
caracterizacion del desplazamiento de la molécula, puesto que estos procesos estarian
indicando que se produce el movimiento, pero que este no necesariamente es de tipo
horizontal, de modo que se producen interacciones que permiten el movimiento de la
molécula hacia sitios de dificil acceso y con este movimiento la existencia de uniones
mas estables, los cuales van a favorecer la persistencia del herbicida como contaminante

en la matriz suelo.

En todos los casos evaluados, se cuantifican residuos ligados en el suelo, sefialando la
estabilidad de la interaccién entre el herbicida y el suelo, hallazgo que supone mayor
permanencia del herbicida en el medio y que estaria acorde con los valores estimados en

la DTso de mineralizacion del herbicida.

En relacion con la mineralizacién, los resultados indican que esta se produce
principalmente durante los primeros dias de contacto suelo-glifosato, e indica que la
retencién del suelo en los primeros momentos no es lo suficientemente estable,
permitiendo la mineralizacién de la molécula. Posteriormente el proceso decrece
progresivamente a medida que se forman enlaces mas estables y el herbicida baja en
profundidad. Este efecto se produciria independientemente de la adicién o no del fosfato,

pero varia segun el tipo de suelo, presentando en este caso el orden CS2>CS1>CS3.
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3.Capitulo 3. Efecto de los fertilizantes
fosforados sobre el crecimiento y
desarrollo de plantas de arroz expuestas
via radicular a glifosato.

Resumen

Glifosato es un herbicida utilizado en aplicaciones foliares postemergentes, el cual se
adsorbe a los diferentes constituyentes del suelo, por lo que se considera nula su
actividad una vez entra en contacto con el mismo. Debido a esto, el efecto de la
exposicion via radical al herbicida en plantas ha sido poco estudiado. A pesar de la alta
afinidad de la molécula con el suelo, es posible la desorcién del herbicida hacia la zona
de rizosfera de las plantas, proceso que se ve favorecido con la adicion de fuentes
fertilizantes fosfatados. Con el objetivo de reconocer el efecto de la exposicidn radicular
al herbicida sobre el crecimiento y desarrollo de plantas con y sin adicién de fertilizante
fosforico, se plante6 un ensayo en condiciones de hidroponia, exponiendo plantas de
arroz a dos tipos de soluciones con fosfato monoaménico y glifosato en sub-dosis. Los
resultados muestran aumentos en la concentracion de acido shikimico de las plantas,
disminucion en la produccion de biomasa y de area foliar. En la exposicién radicular se
produce el ingreso del herbicida en la planta y este llega hasta su sitio de accién, en
donde provoca la alteracion temporal del metabolismo, redundando en la alteracion del
crecimiento y desarrollo. La adicion de MAP junto con glifosato indica que este
incrementa la respuesta de la planta al herbicida, con relacién a la adicién de glifosato

solo.

3.1 Introduccion

Glifosato es un herbicida de uso post-emergente, el cual, al ser aplicado al follaje, se

transloca via floema hacia los tejidos meristematicos de la planta, puntos de crecimiento
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en raices, tallos y zonas de almacenamiento (Grzesiuk et al., 2018). Una vez que el
herbicida se pone en contacto con las plantas, altera el metabolismo, al actuar en la ruta
del shikimato, la cual se desarrolla en los cloroplastos de la célula vegetal. El herbicida
impide la unién de la 5-enolpiruvatoshikimato 3-fosfato sintasa (EPSPS) con la fosfoenol
piruvato (PEP), lo que genera el bloqueo en esta ruta del metabolismo secundario,
afectando la sintesis de los aminoacidos fenilalanina, tirosina y triptéfano (Steinrucken y
Amrhein, 1980; Vered et al., 2012; Malalgoda et al., 2020). Ademas, inhibe la sintesis de
corismato y porfirina, disminuye la disponibilidad de la PEP (Franz et al., 1997) y afecta la
sintesis de hormonas como el acido indolacetico (Grzesiuk et al., 2018), lo que contribuye
a que se produzca una alteracién de la sintesis de clorofilas y la inhibicién de sintesis de
compuestos de defensa y de ligninas, entre otras (Gomes et al., 2014; Malalgoda et al.,
2020). La ruta del acido shikimico es autocatalitica, de modo que la ausencia de
aminoacidos producto de la ruta, favorece la acumulacion de acido shikimico,
ocasionando la desviacién de la eritrosa-4-fostato (proveniente del ciclo de Calvin), lo que
limita la regeneracion de la RuBisCO (Yannicari et al., 2012). Picoli et al. (2017) exponen

que el herbicida afecta negativamente la asimilacion y metabolismo del carbono.

En dosis agrondémicas, el herbicida produce alteraciones graves en el metabolismo, las
cuales conllevan a la muerte de la planta, en un periodo aproximado de 20 dias después
de realizada la aplicacién (dda). Sin embargo, posterior a su aplicacion, cuando la
molécula alcanza el suelo, se inactiva rapidamente, debido a la alta afinidad con los
constituyentes minerales y organicos (Franz et al., 1997; De Geronimo et al., 2018). A
pesar de ello, el herbicida ha sido cuantificado en diversas ocasiones en la fase acuosa
de los suelos de diferentes sistemas agricolas (Vereecken et al., 2005; Bustos, 2012),
evidenciando la posibilidad de re-movilizacién (Bott et al., 2011) y la nueva disponibilidad
del glifosato en la zona de rizosfera de las plantas (Kogan y Alister 2013; Saunders y
Pezeshki, 2014), vy la posible toma del herbicida por la planta, la cual ha sido reportada
para cultivos de Cebada Hordeum vulgare L. (Lynch et al., 1982); soja (Bott et al., 2011),
tomate Solanum lycopersicum L. (Cornish et al., 1992), sauce (Gomes et al., 2016); maiz
Zea maiz L. (Wagner et al., 2003; Alister et al., 2005) y algodon (Pline et al., 2002).

Desde la fisiologia de las plantas, es posible el ingreso via radical de la molécula

herbicida, en un proceso que incluye a los a transportadores fosfato como parte de los
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facilitadores del mismo (Gomes et al., 2015). También es posible la traslocacion del
herbicida por via xilema, puesto que, los valores de pKa del herbicida (0.8, 2.3, 6.0 y
11.0) (Peixoto et al., 2015), de Log Kow (3.2 a 1.0) (Matozzo, 2020) y de pH de 5.6 a 6.3
de la xilema (Mitani, 2005 y Feng et al., 2017), permiten su movilidad en el apoplasto
(Barbosa et al., 2020). Sin embargo, no es claro el efecto cuando el herbicida ingresa por
esta ruta, puesto que la via xilematica también es ruta de ingreso de iones libres como
Ca?" y Mg?", los cuales pueden formar complejos con el herbicida y como consecuencia
disminuir la actividad de glifosato sobre la ruta del acido shikimico en comparacién a

cuando este es aplicado foliarmente (Kogan y Alister, 2013).

Algunos efectos de la interaccion via radical entre plantas y el glifosato en suelos, han
sido reportados por diversos autores. Siendo el caso de Bott et al. (2011) quienes
reportan la re-movilizacion y toma radicular del herbicida por plantas de soja (Glycine
max L.), proceso influenciado por la adicion de fosfato, dando como resultado
alteraciones a nivel la biomasa, modificaciones en la concentracién intracelular de acido
shikimico y la expresién de sintomas asociados al dafio generado en el follaje por el
herbicida. En plantas de Sauce (Salix miyabeana), Gomes et al. (2015), observan que la
aplicacion de PO.* aumentd la absorcién de glifosato por las raices. Gomes et al.,
(2016), también reportaron, la acumulacion de shikimato en las hojas de plantas tratadas
con glifosato tras 2, 3 y 7 dias de exposicion al glifosato por via radicular, en una
concentracion creciente en la medida que aumento la dosis del herbicida aplicada.
Resultados que sefialan efectos concordantes con reportes realizados tras aplicaciones
foliares de subdosis del herbicida. Por ejemplo, Koger et al. (2005) muestran alteracion
en los niveles de acido shikimico, durante 28 dias después de exponer las plantas a
glifosato por deriva, cuantificando modificaciones en los niveles de shikimato entre 3y 7
dda, las cuales posteriormente regresaron a niveles similares a los observados en

plantas no tratadas.

3.2 Justificacion

Actualmente se reporta que el herbicida se presenta en la rizosfera de multiples zonas de
produccion agricola (Vereecken et al., 2005; Okada et al., 2018), por lo que es posible el

contacto entre el herbicida y las plantas via radicular (Bott et al., 2011). A pesar de los
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multiples estudios sobre el efecto del herbicida en plantas, son limitados los estudios del
efecto de la exposicion radicular al herbicida en plantas de arroz y el rol del ion fosfato en
este proceso, por lo que el objeto del presente capitulo es evaluar el efecto de la
exposicion radicular a glifosato en plantas de arroz, empleando soluciones hidropdnicas,

que permiten eliminar la interferencia de la molécula con la matriz suelo.

3.3 Objetivo

3.3.1 Objetivo general

o Evaluar el efecto de la exposicion radicular a glifosato y de fosfato-glifosato sobre

el crecimiento, desarrollo y metabolismo de plantas de arroz.

3.3.2 Objetivos especificos

o Evaluar el efecto de la exposicidén radicular a soluciones de glifosato y glifosato-
fosfato sobre el metabolismo de plantas de arroz.
o Evaluar el efecto de la exposicidén radicular a soluciones de glifosato y glifosato-

fosfato sobre el crecimiento de plantas de arroz.

3.4 Metodologia

3.4.1 Reactivos

Para el estudio se utilizd Roundup® en formulacién de sal potasica de N-fosfonometil
glicina en concentracion de 480 g L' equivalentes a 363 g de N-fosfonometil glicina (F-
GLY). La fuente fertilizante utilizada fue fosfato mono aménico al 99.3% de J.T. Baker
(MAP), acido sulfurico 95-97% J.T. Baker; hielo seco; acido peryédico a 99% MERCK® y
metaperiodato de sodio 99% MERCK®; hidréxido de sodio 98% J.T. Baker y sulfito de
sodio 98% J.T. Baker.
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3.4.2 Material vegetal

Se utilizaron semillas de arroz (O. sativa) de la variedad Fedearroz 80.

3.4.3 Localizacion

El trabajo se ejecutd en las instalaciones del Laboratorio de Malherbologia de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota

3.4.4 Diseno experimental

Para el ensayo se plante6 un disefio factorial con dos tratamientos de fertilizacion (PO-
sin fosfato P1- con fosfato en dosis equivalente a 60 kg de MAP ha™), cinco dosis de
herbicida: D1= 0.3448; D2= 0.172; D3= 0.086; D4=0.043 y DO= 0.000 mg glifosato L' y
cinco repeticiones por tratamiento. En total se establecieron 50 unidades experimentales
(Tabla 3-1). La dosis mas alta utilizada para este ensayo fue la D1 (= 0.3448 mg
glifosato L"), que es equivalente a la aplicacion de 1 L ha''de glifosato, entonces, D2=
0.5; D3=0.25; D4=0.125 L ha' en formulacion comercial Roundup®.

Tabla 3-1: Tratamientos de exposicidén via radicular con glifosato a de plantas
de arroz

Dosis de glifosato

Solucién Tratamient por unidad Repeticiones por
nutritiva ratamiento experimental tratamiento
(mg L)
D1 0.345 5
P1 D2 0.117 5
(con fosfato) D3 0.082 .
D4 0.042 5
DO 0.000 5
D1 0.345 5
PO D2 0.117 5
(sin fosfato) D3 0.082 .
D4 0.042 5
DO 0.000 5
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3.4.5 Condiciones de crecimiento de las plantas

Cada una de las plantas se mantuvo en viales de vidrio de 10 cm de alto y una superficie
de 23.5 cm?. En cada vial se colocaron 20 mL de solucion nutritiva correspondiente al
tratamiento (Solucion 1 6 Solucidon 2) y esta se renovo cada siete dias. Como material
para permitir la flotacion de la planta se utilizé una fibra de polietileno no tejida. Los viales
se mantuvieron en camara de crecimiento durante el tiempo de duracion del ensayo. La
temperatura de crecimiento fue de 25 + 1°C, con ocho horas de oscuridad. La exposicidon
al herbicida se realiz6 15 dias después de germinadas las semillas. Se utilizaron dos
tipos de solucion nutritiva para las plantas, la solucién 1 contenia NPK a partir de nitrato
de potasio (224 mg L") y fosfato mono potasico (235 mg L) y la solucion 2 Unicamente
nitrato de potasio (450 mg L7'). Como fuente de elementos menores se utilizd el

fertilizante Nutriponic® Menores en concentracion de 1 mL L.

3.4.6 Exposicién al herbicida

Los experimentos consistieron en exponer plantas via radicular a diversas sub-dosis de
glifosato, utilizando concentraciones de D1; D2; D3; D4 y DO cada tratamiento cont6 con
cinco repeticiones. Las cantidades de herbicida fueron adicionadas en cada unidad
experimental, colocandolas en el liquido de la solucién nutritiva, la exposicion al herbicida
se mantuvo durante 72 horas, al término del tiempo se retiraron las plantas de la solucién

y se renovo la solucion nutritiva, segun el tratamiento correspondiente.

3.4.7 Toma de datos

Durante la ejecucion del experimento se monitoreo la concentracion de acido shikimico y
el desarrollé fenoldgico de las plantas a través de area foliar (AF) y produccién de
biomasa, y se tomaron las muestras para determinacién en diferentes tiempos. Los
muestreos se realizaron el dia 2 (muestreo 1, M1), 7 (muestreo 2, M2), 14 (muestreo 3,
M3), 21 (muestreo 4, M4), 28 (muestreo 5, M5) y 35 (muestreo 6, M6) después de la

exposicion radicular de las plantas a la solucion de glifosato.
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3.4.8 Biomasa

Se determiné la biomasa al final del ensayo en cada unidad experimental, tomandose las
plantas completas, posteriormente se pesaron y se llevaron a mufla marca Binder®
durante 72 horas a 70°C, al término de este tiempo se determind la biomasa seca de

cada parte de las plantas.

3.4.9 Area foliar y altura de planta

Este parametro se calculd para cada muestreo. El area foliar se determiné a mediante
imagen digital, utilizando la aplicacion Canopeo®, la cual determina en porcentaje el area
que ocupan los foliolos en una superficie especifica, metodologia que ha sido aplicada en

el analisis de areas foliar por investigadores como Chung et al. (2017).

3.4.10 Extraccion y cuantificacion de Acido shikimico

Las muestras destructivas para la extraccion de acido shikimico, se tomaron del tercer
foliolo ubicado de la parte central de la planta hacia abajo, muestra a la cual se le registro
la altura, area foliar, biomasa y se llevd a almacenamiento a 20°C. Para la extraccion de
la molécula, se tom6 el tejido foliar, este se colocé en 3 mL de acido sulfarico 0.25 Ny se
adiciono hielo seco, de modo que el tejido quedd completamente congelado. Durante el
proceso de descongelado se agitaron las muestras en un vortex durante un minuto. Este
proceso se repitio en dos ocasiones consecutivas. Al descongelarse la muestra, se tomo
una alicuota del liquido de 200 L, la cual se depositd en tubos de 2 mL, a las cuales se

les afiadio 800 uL de una solucién de acido peryddico y metaperiodato de sodio al 0.5%.

Las muestras se incubaron en un horno Binder® durante 45 minutos, a 37°C.
Posteriormente se afadieron 800 pL de una solucion de hidroxido de sodio 1.2 N y sulfito
de sodio 0.44 M en proporcién 1:1, procediéndose a la lectura en espectrofotometro
marca Thermo Genesys 10™ a longitud de onda de 380 nm, de acuerdo con la

metodologia descrita por Gomez (2009).

Se realizaron curvas de calibracion utilizando como estandar analitico acido Shikimico
99% Sigma aldrich®, en concentraciones 100, 50, 20, 10, 1 y 0 yg L. El Limite de
deteccién de la metodologia fue determinado en 3.51+0.04 pg L' y el limite de

cuantificacion en 7.94+0. 07 ug L. En la Tabla 3-2 se muestran las ecuaciones de las
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curvas de calibracién utilizadas cada de muestreo para calcular la concentracion de acido

Shikimico.

Tabla 3-2: Valores de las ecuaciones de calibracion usadas en la determinacion del

acido shikimico segun muestreo.

Ecuacion? Blanco® R2° Muestreo ¢
(1) Y=0.0141 X+ 0.0749 0.062 0.99 M1y M2
(2) Y =0.0139 X + 0.6043 0.198 0.99 M3 y M4
(3) Y =0.0085 X + 0.4032 0.088 0.93 M5 y M6

Datos base para la determinacién de concentraciones de acido shikimico en plantas. 2Ecuacion lineal
resultante de la curva de calibracion. PAbsorbancia del Blanco. ®Valor de ajuste de la ecuacion.? muestreo

relacionado.

3.4.11 Modelo dosis respuesta

Los resultados evaluados se ajustaron al modelo de dosis — respuesta, el cual se utiliza
para comprender la eficacia de un herbicida y su modo de accion. Este modelo busca
evaluar la sensibilidad de una planta a un herbicida (Seefeldt et al., 1995), permitiendo
reconocer el efecto de una dosis del herbicida sobre las plantas en las diferentes

variables evaluadas.

El modelo Log logistic esta representado por la ecuacién 3-1 (Seefeldt et al., 1995):

Cmin+(Dmax+Cmin)
Y = Cpuin + (Dmax - Cmin) (1+(X/ED )-b (3-1)
50

Donde,

Y es el efecto de la dosis (en relacion AF (cm?) o produccion de biomasa (g), segun el

caso); Cpin €S la respuesta de la planta a dosis muy altas del herbicida en relacion con
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AF (cm?) o Biomasa (g) segun el caso ; D,,,, €s la respuesta de la planta a dosis muy
bajas (en relacion con AF (cm?) o Biomasa (g), segun el caso); X es la dosis del
herbicida (L ha™); EDs, es la dosis efectiva a la cual se obtiene el 50% del valor de la

respuesta observada (L ha™) y bes el valor de la pendiente en el momento de la EDs

3.4.12 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se planteé la evaluacion de un disefio en medidas repetidas,
para las variables dosis y tratamiento, con relacion al momento de muestreo. Este
analisis se realizé para las variables biomasa seca, area foliar y acido shikimico, los

resultados estadisticos se observan en el Anexo C1.

3.5 Resultados

3.5.1 Acido shikimico.

Los analisis de la concentracion de acido shikimico muestran que estos fueron variables,

segun el tratamiento y momento de toma de la muestra.

Para M1, el analisis estadistico no indica diferencias en la concentracién entre
tratamientos o debidas a la adicidon del fertilizante fosforado, la concentracién de acido
shikimico (mg g™') se presento para PO (Figura 3-1a), en el orden D12(0.14+0.08mg g™') >
D22(0.13+0.074 mg g*) > D32 (0.09+0.03 mg g') > D0? (0.09+ 0.05 mg g') y D42 (0.08+
0.05 mg g') Figura 3-1a). En P1, los resultados se presentaron en el orden D12
(0.28+0.04 mg g') >D3? (0.12+0.06 mg g')>D22 (0.11+£0.05 mg g') >D4? (0.06+0.04 mg
g™') >D0? (0.05£0.02 mg g') (Figura 3-1b).
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Figura 3-1: Acido shikimico cuantificado en los foliolos, corresponden a las muestras
colectadas en el muestreo 1: (a) tratamientos expuestos al herbicida, sin adicion de MAP

(PO). (b) tratamientos expuestos al herbicida junto con MAP (P1).

En el M2 (Figura 3-2), se observa un aumento en las cantidades cuantificadas de acido
shikimico, siendo mayores en los tratamientos que fueron expuestos a las dosis mas
altas, presentandose una tendencia creciente entre el acido shikimico cuantificado en la
planta y la dosis del herbicida. En PO, los resultados se presentaron en el orden
D13(0.19+0.02 mg g') >D22(0.19+0.03 mg g') >D32(0.17+0.04 mg g') >D42°(0.14+0.04
mg g') >D0°(0.05£0.01 mg g'), mientras que en los P1 fue: D13(0.24+0.02 mg g)>
D22(0.21£0.01 mg g') >D3%(0.16£0.02 mg g')> D4%(0.07£t0.01 mg g”)
>D0"(0.05+£0.001 mg g'). Estadisticamente, no se encontro diferencia debida a la adicion

del fosfato.
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Figura 3-2: Acido shikimico cuantificado en los foliolos, corresponden a las muestras colectadas
en el muestreo 2: (a) tratamientos expuestos al herbicida, sin adicion de MAP (PO0).; (b)

tratamientos expuestos al herbicida junto con MAP (P1).

Para M3, se encuentra un aumento en las diferencias entre tratamientos, marcandose
una mayor acumulacién del acido shikimico en relacién con la dosis de glifosato. Para el
grupo de tratamientos en los cuales no se adicioné fosfato, se reportan valores del analito
en el orden D0? (0.052+0.00 mg g') <D42 (0.13+0.00 mg g') <D3" (0.26+0.01 mg g”')
<D2" (0.31£0.00 mg g') < D1°(0.36+£0.00 mg g") (Figura 3-3a). Esta tendencia creciente
también se observo en el grupo de tratamientos en los cuales se adicioné el fosfato (P1),
encontrando en el orden de D0? (0.05+0.00 mg g") y D4°(0.22+0.00 mg g'); D3¢ (0.45+
0.00 mg g"), D2°(0.49+0.00 mg g') y D19(0.61+£0.00 mg g') tratamiento en el que se

cuantifico el valor mas alto de acido shikimico (Figura 3-3b).
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Figura 3-3: Acido shikimico cuantificado en los foliolos, corresponden a las muestras colectadas

en el muestreo 3. (a) tratamientos expuestos al herbicida, sin adicion de MAP(PO0); (b)

tratamientos expuestos al herbicida junto con MAP (P1).

En el M4 (Figura 3-4a), se encontré un aumento en la concentracion de acido shikimico
en los tratamientos PO, el analisis estadistico indica cinco niveles de significancia entre
los tratamientos, los mayores valores se encontraron en las dosis mas altas,
presentandose en el orden; D13(0.49+0.00 mg g')> D2°0.43t0.01 mg g')>
D3°(0.18+0.00 mg g*)> D4¢(0.12+0.01 mg g')>D0°(0.06+0.01 mg g™).
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Figura 3-4: Acido shikimico cuantificado en los foliolos, corresponden a las muestras colectadas

en el muestreo 4. (a) tratamientos expuestos al herbicida, sin adicién de MAP; (b) tratamientos

expuestos al herbicida junto con MAP.
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En los tratamientos con adicion de MAP, el analisis estadistico mostré cuatro niveles de
significancia, sin embargo, no se encontro diferencia entre las dosis D1 y D2. Los cuales
presentaron los mayores niveles de acido shikimico. El orden del cuantificado fue:
D13(0.58+0.00 mg g')> D22(0.01+0.00 mg g')> D3°(0.34+0.00 mg g')> D4°(0.19+0.01
mg g')> D0%0.06+0.00 mg g), indicando que la presencia del herbicida genera una
modificacion la cual resulta estadisticamente diferente del testigo, aun en bajas dosis
(Figura 3-4b).

En el M5 (Figura 3-5), para el grupo de tratamientos en los cuales no se aplicé fosfato,
se encuentra una reduccion en las diferencias estadisticas comparadas con el muestreo
anterior. Sin embargo, se mantiene la diferencia entre el testigo y los demas tratamientos.
Los resultados se presentaron en el orden D3(0.31+0.02 mg g')> D23(0.28+0.06 mg g
"> D3%(0.22+0.06 mg g')> D4°(0.19+0.01 mg g")> D0°0.06+0.01 mg g'). Los
tratamientos en los cuales se adiciono MAP, las concentraciones de acido shikimico se
presentaron en el orden D13(0.37+0.04 mg g')> D23(0.34+0.01 mg g™)> D32(0.31+0.04
mg g')> D4°(0.16+0.07 mg g') > D0(0.06+£0.00 mg g").
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Figura 3-5: Acido shikimico cuantificado en los foliolos, corresponden a las muestras
colectadas en el muestreo 5. (a) tratamientos expuestos al herbicida, sin adicion de MAP;

(b) tratamientos expuestos al herbicida junto con MAP.
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En el M6 (Figura 3-6), hay una reduccion en las cantidades de acido shikimico
cuantificadas en los diversos los tratamientos y no se encuentra diferencia estadistica
entre tratamientos debidos a la adicidon o no de MAP. Los resultados se observaron para
PO en el orden: D13(0.23+0.00 mg g ') >D23(0.22+0.01 mg g') >D3"(0.19+0.01 mg g™)
>D4°(0.18+0.02 mg g') >D0°(0.15+0.00 mg g') y en P1 en el orden D13(0.29+0.00 mg g’
) >D2°(0.26+0.01 mg g') >D3%0.17+0.01 mg g') >D4%0.11x0.01 mg g7’)
>D090.09+0.00 mg g™).
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Figura 3-6: Acido shikimico cuantificado en los foliolos, muestreo 6. (a) tratamientos

expuestos al herbicida, sin adicion de MAP; (b) tratamientos expuestos al herbicida junto

con MAP.

En los resultados de la evaluacion de las concentraciones del acido shikimico, se
identifica un aumento del compuesto en los tratamientos expuestos al herbicida,
tendencia que se mantiene hasta M4. Posteriormente los resultados indican un
decrecimiento en las concentraciones, de modo que al final del ensayo se observan las
menores diferencias estadisticas en relacion con el testigo (figura 3-6), resultados que
muestran la acumulacion temporal del acido shikimico en la planta. La elevacion temporal
del acido shikimico debido a la exposicion a dosis subletales de glifosato ha sido
reportada en aplicaciones foliares del herbicida. Koger et al. (2005) estudiaron el efecto
de la deriva de glifosato a diferentes dosis (0, 26,106 y 420g ha™") sobre las variedades
de arroz Priscilla y Cocodrie reportando acumulaciones, las cuales siguen una tendencia

creciente hasta el dia 21 dda en la variedad Cocodrie y hasta el dia 28 dda en Priscilla,



Tabla 3-3: Incremento en la cantidad de acido shikimico por tratamiento, tomando como unidad de referencia la
concentracién en el testigo, resultados discriminados por tratamiento. D1 representa la profundidad, P1 y PO la adicién o

no del fosfato respectivamente y M1, M2, M3, M4, M5 y M6 refieren el momento del muestreo.

D1 D2 D3 D4 DO

PO P1 PO P1 PO P1 PO P1 PO P1
M2 4.35+1.90 5.33+2.31 4.09+1.77 4.59+1.99 3.86+1.67 3.53+1.52 3.22+1.39 1.55+0.67 1 1
M3 8.13+0.02 11.42+1.48 4.35+0.43 9.07+0.75 4.09+0.54 8.45+0.54 3.86+0.76 4.05+0.48 1 1
M4 8.97+0.85 10.70+0.95 7.72+0.23 10.00+1.21 3.21+0.32 6.33+0.65 2.10+0.65 3.63+0.23 1 1
M5 5.42+0.33 6.81+x0.53 4.91+0.65 6.27+0.56 3.79+0.21 5.79+0.04 3.32+0.21 2.86+0.95 1 1
M6 2.96+0.51 3.44+0.23 2.85+0.83 3.04+0.11 2.48+0.01 2.03+0.21 2.01+0.34 1.94+0.49 1 1




las cantidades de acido shikimico que reportan estos autores son de hasta 13 veces la

cantidad reportada por el testigo.

Al evaluar la cantidad de veces que aumenta la concentracion del acido shikimico con
relacion al testigo (Tabla 3-3), se evidencia mayor la acumulacion cuando se adiciona el
fosfato en la solucién de hidroponia (p>0.05). En la interaccidon muestreo por tratamiento
los resultados arrojan el orden M1P0¢" >M1P19; M2P0% >M2P1¢; M3P12> M3P0°;
M4P12> M4PQP M5P1%> M5P0%; M6P1%9> M6P0™ (Anexo C1), y en la interaccion
tratamiento por dosis el orden fue D1P12> D1P0?; D2P12> D2P0° D3P1°> D3PO°>
D4P0°> D4P1¢; DOP1¢ DOPQY. Lo anterior, sefiala un aumento en la concentraciéon del
acido shikimico debido a la exposicion a glifosato, el cual conserva correlacién altamente
significativa con la dosis, tendencia constante en los muestreos (tabla 3-3) implicando
que la exposicion radicular de las plantas al herbicida promueve la acumulacién debida a
la obstruccion de la ruta (Grzesiuk et al., 2018) y que la adicion del fosfato produce
aumentos en la concentracion acumulada. Resultados acordes con lo reportado por
Gomes et al. (2015) acerca del rol del fosfato como facilitador del ingreso del herbicida en
la planta via radicular, relacion que se favorece con el aumento de las concentraciones

del glifosato en el medio (Tabla 3-3).

Los resultados son concordantes con diversos estudios acerca de la exposicion a dosis
subletales del herbicida y el consecuente aumento de los niveles de acido shikimico, los
cuales estan en su mayoria relacionados a la aplicacion directa del herbicida sobre el
follaje, siendo el caso de Scrobers et al. (2014), en café, quienes senalan niveles altos
del analito en hojas asperjadas y en hojas nuevas. Los estudios en avena de Malalgoda
et al. (2020), y en Soja de Silva et al. (2014), indican también el incremento de los niveles
de acido shikimico. En arroz, Kogan y Alister (2013) reportan aumentos por exposicion a
deriva, cuantificando valores hasta 15 veces la concentracién de acido shikimico, al
exponerse el tejido foliar de la planta a una dosis que seria equivalente a la dosis T2 del
presente estudio, por lo que las cantidades de acido shikimico cuantificadas en este
trabajo serian menores a las que se mencionan cuando la aplicacion se realiza al follaje.
Esta diferencia puede explicarse por la diferente la ruta de ingreso del herbicida, ya que
en la zona radicular esta puede ser via simplastica y/o apoplastica (Denis y Delrot 1993;

Gomes et al., 2012). En la via apoplastica se produce parcialmente la conjugacién del
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herbicida por cationes (Hall et al., 2000), lo que reduce la actividad del herbicida al

interior de la planta (Barbosa et al., 2000).

Tabla 3-4: Correlaciones de Pearson para la dosis en relacion con la

cantidad de acido shikimico cuantificada, discriminada por muestreo

Muestreo
M1 M2 M3 M4 M5
Dosis 0.437" 0.665" 0.765" 0.836" 0.637"

**Correlacion significativa al nivel 0.01.

Los resultados también muestran una temporalidad en el aumento del acido shikimico, la
cual se observa mayor entre los 14 a 21 dda (Tabla 3-4). Al término de este tiempo la
tendencia es la reduccion en los niveles del analito, comportamiento que concuerda con
lo sefialado por autores como Koger et al. (2005) quienes reportan picos temporales del

analito después de la aplicacion foliar del herbicida en plantas de arroz.

3.5.2 Area foliar y produccién de biomasa

El efecto de la exposicion al herbicida sobre el area foliar y la produccién de biomasa,
parametros que se asocian al crecimiento de las plantas (Kimball et al., 2004), se registro

para cada muestreo.

Experimentalmente, en el AF los resultados indicaron que en los tratamientos en los
cuales no se adicion6 fosfato (PO) hay valores inferiores a los presentados por los P1.
También se observa que el crecimiento es menor en la medida que aumenta la dosis de
herbicida. Con respecto al momento de muestreo, la mayor diferencia se evidencia entre
el testigo y las dosis de exposicion se observa en M3, seguido de M4 (Figura 3-7), los
cuales coinciden con el momento de mayor acumulacion de acido shikimico (Tabla 3-4).
Posterior a este muestreo, la brecha se reduce y para el momento de finalizacion del
ensayo persisten las diferencias entre el AF del testigo y los demas tratamientos (Figura

3-7). De modo que, tomando como referente el DO, las reducciones fueron equivalentes
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en D1PO al 40.48%, en D2P0 al 23.92%, en D3P0 al 26.24% y al D4P0 de 14.85%
(Figura 3-8). En P1, la tendencia es similar, observandose menor AF en relacion con el
testigo (Figura 3-8), manteniendo la tendencia a ser menor el area foliar en la medida que
aumenta la dosis de exposicién al herbicida.

120%
£ 100 é A ° M
= 80 I % o M2
S 7 ot D
® M % i = M5
o 401 o, ’ P1 o M6
< 20 !

0

00 02 04 06 08 1.00.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
Glifosato (L ha-1) Glifosato (L ha-1)

Figura 3-7: AF en relacion con la dosis expuesta de glifosato. PO. tratamientos sin
fosfato. P1. Tratamientos con fosfato.

Por tratamiento, el orden de reduccién porcentual en AF, con relacién al DOP1, fue
D1(52.69%)> D2 (42.45%)> D3 (43.37%) >D4 (29.73%) (Figura 3-8), valores que indican
mayor afectacién en el area foliar con respecto a los tratamientos PO, mostrando que las
dosis de exposicion al herbicida generan efectos negativos en el AF de las plantas de
arroz, con mayor detrimento en los tratamientos a los cuales se les adiciono el fosfato.
También se observa que los menores valores de AF se presentan en las dosis mas altas
del herbicida, mostrando un efecto indirecto sobre el crecimiento y desarrollo de la
especie. Resultados similares se han expuesto por autores como Bott et al. (2011) en
cultivos de soja transgénica, los cuales luego de aplicar dosis foliares del herbicida (2 y 4
L ha') hallan reducciones en diversos parametros entre ellos el AF de la especie.
Barbosa et al. (2020), reportan que la exposicion via radicular a dosis crecientes del

herbicida gener6 disminuciones en el area foliar en plantas de café.
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Figura 3-8: PO y P1 biomasa en relacion con la dosis expuesta de glifosato. PO.

tratamientos sin fosfato. P1. tratamientos con fosfato.

En la produccién de biomasa se evidencia en todos los muestreos realizados una
reduccion asociada a la presencia del herbicida (Figura 3-8), la cual implica una pérdida
en la produccion potencial. Para el momento del ultimo muestreo en los tratamientos en
los cuales no se adiciono fosfato, la diferencia en produccién de biomasa en relacién con
el testigo fue de 59.52+6.67% en D1, seguido del D2 (59.53+5.23%), D3 (33.69+1.22%) y
D4 (28.83+2.12%) (Figura 3-8). Al realizar la adicién de fertilizante, la brecha entre los
tratamientos fue mayor, de modo que en D1 la reduccion en biomasa fue de
75.78+0.04%; seguido de D2 (52.03+0.68%), D3 (44.24+3.38%) y D4 (34.22+2.84%)
(Figura 3-8). Los resultados del ultimo muestreo (M6) para las dosis de POD1 y P1D1, en
las cuales generaron reducciones de hasta el 54%, permiten afirmar que esta exposicion
puede afectar el rendimiento total. Otros estudios de campo, desarrollados por Kurtz y
Street (2003), quienes evaluaron el efecto de la deriva del herbicida, sefalan que
independientemente de la edad fenoldgica del cultivo en el momento de la exposicion al
herbicida, este puede inducir la disminucién en la produccién, incluso si no se observan
sintomas visuales de dafo, estos autores llegaron a reportar disminuciones entre el 0 al
98 % en la produccion, cantidades que también fueron variables en relacion a la dosis de

exposicion.

En general, la exposicién via radicular al herbicida generd detrimento en el crecimiento
de la planta. Resultados que son acordes con el mecanismo de accion del herbicida, el

cual, ademas de la acumulacion del acido shikimico, genera un efecto ralentizador sobre
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la RuBisCO, proteina que ocupa aproximadamente del 50% del total de las proteinas en
hojas verdes de plantas C4 y es la responsable de la fijacion del carbono en el ciclo de
Calvin (Daya et al., 2020), por lo que la acumulacién va a influir en la reduccién de las
tasas de crecimiento en las plantas, debido a la pérdida de la eficiencia fotosintética.
Estos valores son acordes a los expuestos por autores como Gomes et al. (2015)
quienes reportan efectos negativos el desarrollo del proceso fotosintético en soja. Bott et
al. (2011) también trabajaron en soja e indican disminuciones en la produccion de
biomasa, Tesfamariam et al. (2009) exponen menor produccién en la biomasa de plantas
de girasol y Belz et al. (2012) en semillas de Lechuga y concluyen que la exposicion al
herbicida afecta la produccion de biomasa de las plantulas en un proceso que sigue el

modelo dosis-respuesta.

3.5.3 Modelo dosis respuesta

Los datos obtenidos fueron utilizados para modelar el efecto de la dosis del herbicida
sobre el resultado observado utilizando el modelo Log logistic de dosis respuesta, el cual,
permite estimar el efecto de una molécula sobre un objetivo de control y con los valores
obtenidos en la ecuacion del modelado determinar los valores de EDso, los cuales
representan el valor de dosis causante del 50% de la respuesta observada (Leguizamon
et al., 2019; Seefeldt et al., 1995). En el caso de malezas, este modelo ha sido utilizado
en estudios de evaluacion del efecto de dosis crecientes de glifosato sobre la produccién
de biomasa en malezas en barbecho (Puricelli y Faccini, 2009), en estudios de biotipos
resistentes a herbicidas (Vargas et al., 2013) y de evaluacién de periodo critico de
competencia por malezas en el cultivo de Maiz (Zea mays L.) (Tursun et al., 2016) entre

otros.
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Figura 3-9: Curvas de ajuste al modelo de dosis respuesta para los parametros

area foliar y biomasa, discriminados para PO y P1. P0. tratamientos sin fosfato. P1.

tratamientos con fosfato
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Como resultado, se observé ausencia de ajuste al modelo entre los valores

experimentales y los estimados de algunos de los muestreos, por lo tanto, no fue posible
determinar los valores de EDsq en AF para M6P0 y M1P1 y M3P1 (Figura 3-9) y en
biomasa total para M1P0, M2P0, M4P0O, M2P1, M5P1 y M6P1 (Figura 3.9; Tabla 3-5),

resultado que autores como Seefeldt et al. (1995) relacionan con la diferencia de tiempo

entre los momentos de muestreo, factor que influiria como modificador de la respuesta en

plantas cuando estas son expuestas a dosis sub letales, respuesta que se conjuga con
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que factores como AF y biomasa son parametros indicadores indirectos del efecto del
herbicida en las plantas, por lo que al no producirse un efecto letal, estas van a
desarrollar diversos procesos fisioldgicos, los cuales le permiten superar la condicién de
estrés generada por el herbicida. Los procesos asociados a la desintoxicacién son la
conjugacion, la sintesis de enzimas de degradacion del herbicida y la sintesis de diversos
compuestos con el fin de contener la respuesta que provoca el herbicida al interior de
esta (Zhang et al., 2021), que se suman a los procesos de crecimiento y desarrollo de las
plantas (Orcaray et al., 2017).

Tabla 3-5: Valores de Ajuste al modelo de dosis respuesta a. acido shikimico. b. area
foliar. C. peso fresco. EDsg: Dosis efectiva

PO P1
Parametro Muestreo (E E;%) r2 (LE E;ﬂ) r2

M1 0.31410.07 0.97 0.161+0.07 0.98
M2 0.108+0.01 0.99 0.12710.032 0.99
Acido M3 0.242+0.07 0.97 0.21940.097 0.95
shikimico M4 0.357+0.01 0.99 0.248+0.100 0.99
M5 0.34810.13 0.99 0.1531£0.014 0.99
M6 0.12940.08 0.99 0.18910.057 0.99
M1 - 0.39+0.00 0.38

M2 - -
. M3 0.24910.02 0.99 0.34810.15 0.99
Biomasa M4 . 0.336£0.192 0.87

M5 0.40910.07 0.98 -

M6 0.204+0.232 0.96 -

M1 0.115+£15.39 0.90 -
M2 0.506+3.736 0.98 1.208+2.501 0.99
Area foliar M3 0.226+0.026 0.99 1.313+2.756 0.99
(AF) M4 0.755+0.211 1.00 0.65014.169 0.86
M5 0.406+0.085 1.00 0.916+0.060 0.89
M6 - 0.103+0.075 0.98

Los datos de los demas muestreos presentaron ajuste al modelo en las variables
evaluadas (R?>0.86), sin embargo, en algunos de estos se observa un alto valor de
desviacion, indicando que a pesar del ajuste se presenta diferencia entre los datos
experimentales y los estimados por el modelo (AF de M1P0; M2P0; M2P1; M3P1 y
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M4P1). Los estimados de AF y la biomasa de plantas, indican tendencia decreciente en
la pendiente (B) a medida que aumenta el tiempo de exposicion al herbicida, resultado
del cual se exceptua a M1P0 en el parametro biomasa (Figura 3-9. Anexo C2), en donde

se obtuvo valores estadisticamente iguales entre las diferentes dosis y el testigo.

La tendencia decreciente del AF en relacién con la dosis, es una respuesta indicadora de
la interaccién negativa que generan dosis crecientes del herbicida en la planta.
Respuesta reportada por diversos estudios de aplicacién foliar directa del herbicida a
plantas, como el presentado por Ferreira et al. (2017) quienes sefalan disminuciones en
estos mismos parametros debidas a la aplicacion foliar del glifosato en plantulas de

especies nativas en El Chacho (Argentina).

Los resultados evidencian la mayor sensibilidad a las dosis expuestas (EDsy) cuando se
adiciona MAP en el caso del AF al comparar M4P1 y M5P1, frente a los estimados en
estos mismos muestreos para M4P0 y M5PO, indicando como disminuye la dosis
responsable del 50% de la respuesta observada cuando se adiciona el MAP. En relaciéon

con la biomasa unicamente es posible comparar el resultado en M3, donde M3PO<M3P1.

El modelo también se utilizé para estimar el efecto del herbicida sobre la acumulacién del
acido shikimico, indicando EDso (Tabla 3-5) en un rango de 0.108+0.011 y 0.357+0.007 L
glifosato ha™', valores que sefialan como bajas dosis del herbicida producen
modificaciones del metabolismo en las plantas. En los muestreos con mayor acumulacion
de acido shikimico M3, M4 y M5, los valores de EDso fueron menores en P1 frente a los
estimados en PO, reiterando la mayor sensibilidad al herbicida en presencia del MAP,
excepto en M2 y M6, donde los valores de EDs, fueron estadisticamente iguales entre los
tratamientos. Esta respuesta sefala al MAP como facilitador de la interaccion entre el
glifosato y la planta al ser expuesta via radicular. Resutlados que sefalan a los valores
en la pendiente son positivos en relacién con la dosis de exposicion al herbicida,
reiterando que la acumulacion de acido shikimico es indicador directo de la interaccion
con la planta (Freitas-Silva et al., 2020), independientemente de si la exposicién es foliar
o radicular, siendo concordante con la teoria de que el herbicida tiene como sitio de
accién primario la inhibicion de la EPSP sintasa, bloqueando la ruta metabdlica y
produciendo la acumulacién del acido shikimico (Kanissery et al., 2019). La mayor

sensibilidad por la presencia del fosfato esta acorde con lo reportado por Gomes et al.
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(2012) y Gomes et al. (2015) acerca del ingreso del herbicida favorecido en presencia del

fosfato.

3.6 Conclusion

Los resultados indican que la exposicion radicular de subdosis de glifosato en plantas de
arroz no ocasion¢ la muerte de las plantas, sin embargo, se encuentra que se produce la
acumulacién temporal del acido shikimico, disminucién en el area foliar y la biomasa de
las plantas expuestas, resultados que se observaron en proporciones inferiores a las
reportadas por otros autores frente a la exposicion foliar. En relaciéon con la adicion de
MAP, se observa que este aumenta el efecto del herbicida sobre los parametros
evaluados, implicando que la presencia del fertilizante en la solucién del suelo favorece la

interaccion del herbicida en las plantas.

El ajuste de los datos obtenidos en el modelo de dosis respuesta y los valores estimados
en este reiteran que variables de respuesta indirecta como AF y biomasa se ajustan
parcialmente al modelo, de modo que con los datos obtenidos en algunos de estos
muestreos no es posible estimar la respuesta observada con el modelo Log logistic de
dosis respuesta, mostrando por tanto un resultado que si bien refleja el dafo del
herbicida, no necesariamente se ajusta al modelo de evaluado. Los valores estimados a
lo largo de los diferentes muestreos sefalan que el parametro que mejor refleja el efecto
de las subdosis de glifosato sobre las plantas de arroz corresponde para el acido

shikimico.
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Resumen

Para evaluar el efecto de la biodisponibilidad del glifosato en suelo, el metabolismo y
produccion de biomasa de plantas de arroz se planted un ensayo con diferentes dosis del
herbicida aplicadas en suelo en presencia y ausencia de fosfato mono aménico (MAP).
Para esto se disefid un experimento de medidas repetidas en el tiempo, el cual incluyd,
tres suelos (CS3, CS2, CS1), cuatro tratamientos (T1-T4), seis dosis de herbicida
(incluida la dosis cero) y cinco repeticiones por unidad experimental, realizando siete
mediciones en intervalos de ocho dias. Los tratamientos implementados fueron T1:
glifosato; T2: Fosfato aplicado en pre-siembra, ocho dias antes de la adicion de glifosato;
T3: aplicacion conjunta de fosfato y glifosato; T4: aplicaciéon de fosfato después de la
adicion de glifosato, 15 dias después de la siembra. Cada tratamiento del herbicida se
aplicé en 6 dosis diferentes de glifosato, las que fueron equivalentes a la aplicacion de
D3=12, D2=8, D=4, D/2=2, D/3=1 y D0=0 L ha"' de producto comercial Roundup® siendo
la dosis normal de campo D= 4 L ha' y para MAP de 60 kg ha'. Los resultados
observados indican que, en los suelos estudiados, existe una interaccion entre el
herbicida, suelo y las plantas, dando como resultado la alteracion en el metabolismo de
las plantas y la modificacién en la produccion de biomasa. La dosis aplicada produce un
diferencial frente al efecto en la planta, puesto que, a mayor dosis, mayor alteracién de
los parametros evaluados. En relacién con el fosfato, los resultados indican que la
adicion de este favorece la acumulacién del acido shikimico y la disminucién en la
produccion potencial de biomasa de las plantas expuestas. Con respecto al proceso de
transferencia desde el suelo, se evidencia la limitada biodisponibilidad del herbicida,

siendo esta la razon por la cual los resultados no implican efectos letales en las plantas.
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4.1 Introduccion

Posterior a la aplicacién foliar de glifosato, este puede trasladarse al suelo (Bott et al.,
2010) debido al escurrimiento después de la aspersion o a la exudacién desde las
plantas tratadas (Mamy et al., 2016). En suelo la molécula se adsorbe y retiene en los
minerales (Tesfamariam, 2009). No obstante, la frecuencia y cantidad con la que se
aplica el herbicida, ha llevado a que este sea reportado como contaminante del suelo y
sistemas acuaticos (Vereecken et al., 2005; Okada et al., 2018; Hébert et al., 2019).
Adicionalmente la reversibilidad de la adsorcién y el movimiento de la molécula se ven
favorecidos por algunas practicas agricolas como la adicion de cales, cenizas o
enmiendas organicas que inducen la ruptura en la unién adsorbato-adsorbente y por la
adicion de fosfatos que favorecen la competencia por los sitios de adsorcion (Piexoto et
al., 2004; Wei y Weiping, 2008; Jodeh et al. 2014; Rashmi et al., 2018).

La fertilizacion con fosfatos en la produccién agricola es una actividad frecuente. El
fésforo es un elemento esencial y poco disponible para las plantas, necesario en la
construccion de Acidos nucleicos, fosfolipidos, ATP y moléculas como la FosfoEnol
Piruvato (PEP), Eritrosa 4 Fosfato (E4P) y la Ribulosa Bis Fosfato (RuBisCO) (Taiz and
Zeiger, 2004). Para la toma de fosfato las plantas han desarrollado mecanismos de
transporte especializados, incluyendo la acidificacion de la zona de la rizosfera y el uso
de transportadores fosfato (Smith, 2002).

En el suelo el fosforo es constituyente de la fraccion mineral y organica, es susceptible a
los procesos de adsorcion que lo hacen no disponible para las plantas, en
aproximadamente un 80% (Schachtman et al., 1998). Las especies inorganicas de
fésforo, son principalmente derivadas de la molécula de acido fosforico, HiPOs, el cual
presenta diferentes valores de pKa, por lo que la forma en que este nutriente se
encuentra en el suelo es dependiente del pH. Las plantas toman principalmente la forma
monovalente H.POy, la cual seria predominante en los rangos de pH 5.0 a 6.0, sin
embargo, esta molécula puede estar presente también en la especie HPOs*
(Schachtman et al., 1998).

En relacion con la adsorcion, el fosfato compite por los sitios de intercambio con otras

moléculas polares como glifosato, por lo que la adicidon como parte de los procesos de
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fertilizacion en cultivos, favorece la biodisponibilidad del herbicida debido a la mayor
afinidad del suelo por el fertilizante (Bott et al., 2011; Waiman et al., 2012). Una mayor
biodisponibilidad de glifosato favorece los procesos quimicos y fisicos del herbicida como
la degradacion, el desplazamiento, la reabsorcién y la interaccién con especies no
objetivo (Hébert et al., 2019). En suelos arroceros de Colombia, Bustos (2012) reporté la
presencia del herbicida 45 dias después de siembra en cultivos de arroz, transcurridos
aproximadamente dos meses desde la ultima aplicacion del herbicida y 15 dias después
fertilizar con triple 18 en dosis de 200 kg ha'(18.0% N-Total,18.0% P.0s y 18.0% K:O),
hallandose concentraciones de glifosato de hasta 8.16 mg kg™, resultados que indican la

biodisponibilidad del herbicida en la rizosfera del cultivo.

En las plantas la absorcién via radicular del herbicida ha sido estudiada por Neumman
(2006); Bott et al. (2011); Tesfamariam et al. (2012) y Hebert et al. (2018), quienes
plantean la biodisponibilidad del herbicida y su ingreso en las plantas por intercepcion
radicular, proceso que involucra el uso de los trasportadores fosfato y la acidificacién de
la zona de la rizosfera. La biodisponibilidad del herbicida es también favorecida por la

presencia de fosfato en el medio (Gomes et al., 2015).

La presencia de glifosato en la zona radicular ha generado respuestas en diversas
investigaciones las cuales incluyen fitotoxicidad visual y desbalances en la nutricionales
en soja (Bott et al.,, 2011) ademas de la disminucion en la produccion de biomasa en
soja, avena y haba (Bott et al., 2011; Helander et al., 2019). También se reporta la
posibilidad de formar compuestos insolubles con cationes como calcio, magnesio,
manganeso, los cuales se almacenan en los tejidos de plantas de soja (Gordon et al.,
2007; Cakmak et al., 2009), la afectacion en la eficiencia del proceso de carboxilacion en
maiz, soja (Matallo et al., 2014) y café (Barbosa et al., 2020), disminucion en la sintesis
de compuestos de defensa, bloqueo de la ruta metabdlica del shikimato y el consecuente
incremento en los niveles de acido shikimico, el cual es considerado indicador directo de

toxicidad del herbicida en plantas (Matallo et al., 2014).

4.2 Justificacion

En los capitulos anteriores se demostrd que a pesar de la alta afinidad del herbicida con

los suelos estudiados (CS1, CS2 y CS3) es posible la desorcién de la molécula y su
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movimiento a través del perfil del suelo. También se reporté que el fésforo favorece la
biodisponibilidad de la molécula. En relacion con el agua, se encontré que la adicion en el
sistema la convierte en un vehiculo que favorece el movimiento del herbicida en el suelo.
De igual manera, los resultados previos indican que la molécula puede absorberse via
radicular. En la produccion agricola la fertilizacion con fuentes fosfatadas y el riego son
practicas frecuentes. En el cultivo de arroz, la fertilizacién suele adicionar
aproximadamente 60kg ha' de fosfato monoamoénico y la forma en la que la planta
asimila el fosfato implica la acidificacion de la zona de la rizosfera facilitando la desorcion
de glifosato, el cual puede ingresar en la planta utilizando mecanismos similares a los del
fertilizante. En el caso de arroz, son pocos los estudios acerca de la removilizacién del
herbicida y su efecto en planta. No obstante, este herbicida ha sido reportado como
contaminante en el cultivo (Bustos, 2012), lo que implica que existe un riesgo de
interaccion entre glifosato y la planta, sin que se conozca el efecto que puede generar

sobre su crecimiento y desarrollo, motivo por el cual se planteé la presente investigacion.

4.3 Objetivo

4.3.1 Objetivo general

o Evaluar los efectos de adicionar glifosato en suelos arroceros sobre la produccién

del cultivo y el efecto de la adicion del fosfato sobre el proceso.

4.3.2 Objetivos especificos

o Evaluar el efecto de diferentes dosis del herbicida glifosato sobre el metabolismo
y produccién de biomasa de plantas de arroz.
o Comparar el efecto de diferentes ordenes de adiciéon de glifosato y fosfato mono

amonico (MAP) en suelos sobre el metabolismo y crecimiento de plantas de arroz.

4.4 Materiales y Métodos

4.4.1 Suelos

En el ensayo se utilizaron suelos de origen arrocero, los cuales fueron descritos en el

capitulo 1 y que corresponden a suelo 1 (CS1) proveniente del municipio del Espinal en
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el departamento del Tolima; suelo 2 (CS2) proveniente del municipio de Saldafa en el
departamento del Tolima y suelo 3 (CS3) proveniente de la ciudad de Villavicencio en el
departamento del Meta. Las propiedades fisicoquimicas y mineraldgicas de estos se

encuentran recopiladas en la tabla 1-5 del capitulo 1.

4.4.2 Reactivos

Para el estudio se utilizd6 RoundUp® en formulacion de sal potasica de N-fosfonometil
glicina en concentracion de 480g L' equivalentes a 363g de N-fosfonometil glicina (F-
GLY). La fuente fertilizante utilizada fue fosfato mono aménico al 99.3% de J.T. Baker
(MAP), acido sulfurico 95-97% J.T. Baker; hielo seco; acido peryddico a 99% MERCK® y
metaperiodato de sodio 99% MERCK®; hidréxido de sodio 98% J.T. Baker y sulfito de
sodio 98% J.T. Baker.

4.4.3 Material vegetal

Se utilizaron semillas de arroz (O. sativa) de la variedad Fedearroz 80.

4.4.4 Condiciones del crecimiento de plantas y aplicaciéon de
glifosato.

El ensayo se llevo a cabo en condiciones controladas los invernaderos de la Facultad de
Ciencias, de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota, Para la determinacion
del efecto del herbicida sobre el metabolismo de las plantas se realiz6 un disefio
estadistico de medidas repetidas en el tiempo, el cual incluyé, los tres suelos (CS3, CS2,
CS1), 4 tratamientos (T1-T4), seis dosis de herbicida (incluida la dosis cero) y cinco
repeticiones por unidad experimental, para un total de 360 unidades experimentales y
siete mediciones en intervalos de 8 dias. La unidad experimental corresponde a un

recipiente de 500 g de cada suelo con una planta de arroz.

Para el montaje del ensayo, cada suelo fue tamizado y homogeneizado previo al llenado
de los recipientes de 500 g los cuales, posteriormente fueron humedecidos hasta
capacidad de campo. A las 24 horas de humedecido el suelo, se aplicé la dosis
correspondiente del glifosato, segun el tratamiento. Ocho dias mas tarde se realiz6 la

siembra de las semillas pregerminadas, ubicando dos semillas por matera. Pasados
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ochos dias se ralearon las materas y se mantuvo el crecimiento de una sola planta por
unidad experimental. Los tratamientos consistieron en T1: glifosato; T2: Fosfato aplicado
en presiembra, ocho dias antes de la adicion de glifosato; T3: aplicacién conjunta de
fosfato y glifosato; T4: aplicacién de fosfato después de la adicion de glifosato, 15 dias

después de la siembra (dds).

Cada tratamiento del herbicida se aplicd en seis dosis diferentes de glifosato, las que
fueron equivalentes a la aplicacion de D3=12, D2=8, D=4, D/2=2, D/3=1 y D0=0 L ha' de
producto comercial Roundup® el cual se encuentra formulado como sal potasica de
glifosato en concentracion 480, equivalente a 395g de glifosato por litro (Roundup®,
2019), siendo la dosis de 4 L ha' (D) la dosis de campo. La dosis de fosfato fue

equivalente a 60 kg ha' fosfato monoamonico.

En el caso de los tratamientos en los cuales se realiz la adicién de glifosato y posterior
adicion de fosfato (T4), esta aplicacion se realizoé 15 dias después de la siembra de las
semillas de arroz. Para los tratamientos en los cuales se aplico inicialmente fosfato, esta

se realizé ocho dias antes de la adicion del glifosato (T2).

Los ensayos tuvieron una duracion de 70 dias. La temperatura media de crecimiento fue
de 27+4°C. El riego consistié en adicionar agua 2 veces por semana, colocando en cada
ocasioén la cantidad suficiente para formar una lamina superficial de 1cm. Se realizaron

muestreos en intervalos de 10 dias, a partir del 15dds.

4.4.5 Variables evaluadas

Acido shikimico. Para el analisis del &cido shikimico se recolecté en cada unidad
experimental, el foliolo ubicado en la tercera hoja de la parte central de la planta hacia
abajo. Cada muestra fue procesada de acuerdo con la metodologia expuesta en el

capitulo 3.

Biomasa: Se determiné la biomasa de acuerdo con la metodologia expuesta en el

capitulo 3 numeral 3.4.8.
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Area foliar y altura de planta: Este parametro se calculd para cada muestreo, de

acuerdo con la metodologia expuesta en el capitulo 3, numeral 3.4.9.

4.4.6 Analisis estadistico

En el andlisis estadistico se utilizo el programa Sigma Plot version 12.0 y Statistix version
8., se realizaron las pruebas de normalidad, homocedasticidad y analisis de varianza. En
las pruebas de comparacién de medias se utilizd el estadistico de Tukey y en las
correlaciones la prueba de Pearson. Los resultados en la evaluacién de dosis respuesta
se ajustaron al modelo Log logistic de Dosis-respuesta el cual se describié en el capitulo

3 del presente trabajo.

4.5 Resultados

4.5.1 Acido shikimico

En la Figura 4-1 se observan los valores de acido shikimico (mg g') cuantificados en los
diferentes tratamientos y muestreos junto con el correspondiente testigo. En esta se
evidencian aumentos significativos en las concentraciones del acido shikimico y la
consecuente alteracion de la ruta metabdlica, como resultado de la inhibicion de la
EPSPS, Enol piruvato shikimato fosfato sintasa, sitio primario de accién del herbicida
(Matallo et al., 2014).

Se observo variacién de las magnitudes cuantificadas del acido shikimico en el testigo
(Figura 4-1), donde se evidencia que la sintesis del metabolito es variable, puesto que
depende de los requerimientos de la planta los cuales se asocian con las condiciones
ambientales y de desarrollo (Weaver y Herrmann, 1997). Para evitar el efecto del testigo,
los resultados de cada muestreo fueron analizados y graficados teniendo como
referencia la cantidad de veces en las que aumentan las concentraciones de acido

shikimico con relacién a la cantidad cuantificada en cada tratamiento a dosis cero, de
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modo que el valor graficado es el resultado de acido shikimico (acido shikimico,

tratamiento (D) / acido shikimico de la dosis cero (Do).

25 4 25 4 2.5
CSI1T1 CS2T1 CS3T1
204 2.0 2.0
=)
g
5 15 1 1.5 1 1.5
E
= 1.04 1.0 1.0
-
H
0.5 4 0.5 0.5
0.0 - 0.0 - 0.0
2 3 4 5 6 7 2 3 4 5 6 7 2 3 4 5 6 7
25
25 25
CSIT2
5 20 2.0 s 20 Cs3T2
g
3 15 s s
E
% 1.0 1.0 1.0
E
0.5 0.5 i i D 0.5
0.0 0.0 D I D H D 0.0
2 3 4 5 6 7 2 3 4 5 6 7 2 3 4 5 6 7
3.0 - 25
CS1T3 25
w 25 2.0 s2m3 20 CS3T3
g 20
=) 1.5
E 1.5 15
=
E 1.0 10 1.0
o
S 0.5 0.5 0.5
0.0 ! 00 oo |
2 3 4 5 6 7 2 3 4 5 6 7 2 3 4 5 6 7
2.5 25 2s
~ 20 st 2.0 Cs2T4 20 CS3T4
o0 o
g
‘é’ 1.5 15 15
E
E 1.0 1.0 1.0
E
0.5 05 0.5
0.0 0.0 0.0
2 3 4 5 6 7 2 3 4 5 6 7 2 3 4 5 6 7

Muestreo Muestreo Muestreo

Figura 4-1: Valor promedio del acido shikimico en las dosis de cada tratamiento (T1, T2,
T3y T4), alo largo de los muestreos del ensayo. | barra del promedio de las dosis por

tratamiento [| barra del testigo del tratamiento.
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Una vez realizado el tratamiento de los datos tomados en los muestreos, se procedid a
modelar las curvas de dosis respuesta, para cada momento de muestreo, observando
para T1 (Figura 4-2) incrementos del acido shikimico, a través del tiempo, los cuales en
CS1 y CS2 inicialmente presentan valores bajos, luego se identifica un crecimiento que
presenta valor maximo en M4 y posteriormente decrece. Los incrementos cuantificados

para este suelo fueron inferiores en CS3 comparados con CS1y CS2 (Figura 4-2).
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Figura 4-2: Curvas de dosis respuesta para T1 en CS1, CS2 y CS3. Las lineas indican
los valores estimados del modelo de dosis respuesta, diferenciado por el momento de
muestreo, M2; M3; M4; M5; M6 y M7.

En CS1, los muestreos M4 y M3 se observa que la exposicion al herbicida aumento las
concentraciones de acido shikimico, con ajuste al modelo de dosis respuesta, el cual

sefiala que en la dosis de 2 y 4 L ha™' se produce el mayor incremento en la pendiente
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del modelo (Figura 4-2), por lo que, a partir de este rango de dosis, la exposicion a esta 'y
superiores genera una respuesta en la cual se producen mayores acumulaciones del

acido shikimico en estos muestreos.

Con respecto a CS2, la mayor acumulacién de acido shikimico se observa en los
muestreos M4, M3 y M2, en estos la produccién de acido shikimico mantiene un
crecimiento de tendencia lineal en relacién con la dosis. En los muestreos M5, M6 y M7
los valores conservan ajuste al modelo, con valores de EDsy en 7.32, 2.04 y 8.84 L ha™
respectivamente (Figura 4-2). La menor acumulacion del analito se registré en M7 (Figura
4-2; Anexo D1).

Por otra parte, en CS3, los resultados indican un valor inicial elevado de acido shikimico
en las dosis altas de M2 y M3, en el caso de M2 los valores no se ajustaron al modelo de
dosis respuesta, acercandose hacia un crecimiento de tendencia lineal con pico en D3;
en M3 y M4 |a elevacion es similar en la dosis D, D2 y D3 e indica la EDso en 3.04+0.27 y
2.5£0.25 L ha' respectivamente; mientras que M6 y M7 presentan las menores
acumulaciones, con EDsy para M6= 1.27+0.27 L ha" (Figura 4-2). En relacion con el
momento de muestreo, se observa en este tratamiento mayores valores en M4 y M3, lo
que implica que este es el momento de mayor respuesta de la planta a la interaccion con

el herbicida. El valor promedio de EDso, en este tratamiento fue 3.81+1.63 L ha™.

Para T2 (Figura 4-3) los resultados nuevamente sefialan mayores incrementos de acido
shikimico en CS1 y CS2 frente a CS3. En CS1 la sensibilidad en relacion con la dosis fue
mayor, estimandose valores de EDs=1.1€2+0.00 y 1.37+0.48 L ha' en M4 y M5
respectivamente. Los demas muestreos presentaron menores incrementos en las
concentraciones de acido shikimico y se observaron en el orden M6>M7>M2. Los
resultados muestran que M3 no ajusté al modelo. Por otro lado, en CS2 el mayor
incremento se presentd en M4, sin embargo, este no presenté ajuste al modelo, los
muestreos que le siguieron en las elevaciones del acido shikimico fueron M5 y M3. Los
menores incrementos, se observaron en M2, M6 y M7, estos muestreos indican valores
de EDso= 7.10e7'°£0.00, 2.22+0.20 y 4.00+111.63 L ha™' respectivamente.
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En lo que respecta a CS3, se observaron las mayores acumulaciones del acido shikimico
en M3 y M5, situando la EDso en 0.09£0.76 y 2.00+1.41 L ha™', valores seguidos de M4 y
M6 (EDso=1.66+5.28 y 2.29+0.20 L ha™). El menor aumento se registr6 en M2 y M7,
muestreos que no presentaron ajuste al modelo, resultados que sefialan en este
tratamiento la tendencia a un aumento de la respuesta en dosis mas bajas del herbicida,

de modo que para este tratamiento la EDso promedio fue de 2.02+0.57 L ha™.
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Figura 4-3: Dosis respuesta para T2 en CS1, CS2 y CS3. Las lineas indican los valores
estimados el modelo de dosis respuesta, diferenciado por el momento de muestreo, M2;
M3; M4; M5; M6 y M7.
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Figura 4-4: Dosis respuesta para T3 en CS1, CS2 y CS3. Las lineas indican los valores
estimados el modelo de dosis respuesta, diferenciado por el momento de muestreo, M2;
M3; M4; M5; M6 y M7.

En el caso de T3 se registraron los valores mas altos de acido shikimico, manteniéndose
la tendencia de mayores elevaciones en CS1 y CS2 (Figura 4-4). Para CS1 el momento
en que se presentan las mayores magnitudes ocurre en M2 (EDsp= 6.58+2.47 L ha) y
M3 (crecimiento de tendencia creciente lineal), mientras que los menores incrementos se
observan en M6, M4 y M7. Para CS2, el mayor incremento se observa en M2
(ED50=7.84£42.99 L ha') y M4 (EDs=2.2 e7+1.35 L ha'), indicando dos valores
opuestos en la EDsy, de un lado sefiala la dosis como participante importante en la
elevacion de las concentraciones de acido shikimico en este tratamiento durante el

primer muestreo y de otro, muestra que hay una respuesta por parte de la planta al
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herbicida a muy bajas dosis durante los muestreos M3, M4 y M5. Para CS3, los
resultados sefialan el mayor incremento en M3, seguido de los tratamientos M4 y M7,
muestreos que presentaron valores bajos de EDso (rango), frente a los observados en los
muestreos M2, M6 y M4. Los resultados para este tratamiento permiten identificar que el
mayor incremento del acido shikimico ocurre en M2, con promedio de EDso= 4.9+0.91 L

ha™.

En lo que se refiere a T4 (Figura 4-5), se mantiene la tendencia hacia mayor acumulacion
de los contenidos del acido shikimico a medida que aumenta la dosis del herbicida.
encontrandose en CS1 que esta respuesta es mayor en el M3 de la dosis D3, sin
embargo, la elevacion mas generalizada a las dosis se observa en M4, seguido de M5,
M6, muestreo seguido de M1, el cual indica un aumento de tendencia linear. Por otra
parte, los menores valores se registraron en M7. Para CS2 los resultados nuevamente
indican un pico en la elevacién del acido shikimico en M3D3, mientras que en M4 se
evidencia una elevacién constante, la cual es mayor en a todos los muestreos, valores
seguidos por M2 y M6 y M7, en promedio los valores de EDsg para este tratamiento se
observan en 1.99+0.00 L ha™. Por ultimo, en CS3 la tendencia es similar a la presentada
en los dos suelos en relacion con un pico en M3D3 y la mayor elevacion del acido
shikimico en M4. Estos resultados permiten afirmar que en promedio hay mayor
incremento en las cantidades de acido shikimico en M3 y M4 y se encuentra la dosis
promedio de EDs,=1.91+0.07 L ha™.

Los resultados registrados a lo largo del experimento sefialan que se presentan
modificaciones en las cantidades cuantificadas del acido shikimico segun el tipo de suelo,
la dosis y en momento de adicion del glifosato y el fosfato. En todos los suelos se
produce la interaccion del herbicida con las plantas, puesto que en todos los escenarios
evaluados hay una alteracién temporal del metabolismo. Con un escenario en el que hay
menor respuesta en CS3, mostrando la importancia de las caracteristicas mineraldgicas

del suelo y la capacidad de adsorcion del medio en el proceso evaluado.
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Figura 4-5: Dosis respuesta para T4 en CS1, CS2 y CS3. Las lineas indican los valores
estimados el modelo de dosis respuesta, diferenciado por el momento de muestreo, M2;
M3; M4; M5; M6 y M7.

Estas observaciones se encuentran en la misma linea a los resultados reportados por
Saunders y Pezeshki (2015), acerca de la interceptacion radicular del herbicida en suelos
y la posterior acumulacion del metabolito en cultivos de cebada, algodon, maiz y colza.
Petersen et al. (2007) evaluaron el efecto de la exposicion radicular de glifosato en
plantas de Brassica napus L. y reportan que las cantidades de acido shikimico
incrementan en la medida que aumenta la dosis de exposicién al herbicida.
Concentraciones del acido de hasta de 120 ymol g' de peso seco para dosis de

exposicion de 60 uM de glifosato, y al igual que los resultados reportados en este
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estudio, estos autores no encontraron sefales de dafo visual sobre las plantas
atribuyendo esto al efecto del herbicida. También se encuentran acordes con Koger et
al., (2005), quienes en un estudio de la exposicion foliar a deriva de glifosato por mas de
30 dias, exponen la alteracion temporal en los niveles de acido shikimico en plantas de
arroz, alcanzando el pico maximo entre los 15 y 25 dda, con la posterior tendencia a

equilibrarse en el tiempo con los valores presentados por los testigos.

En relacién con el suelo se mantiene la tendencia observada en el capitulo 1, en donde
hay una menor biodisponibilidad del herbicida en CS3, respuesta que en este ensayo se
refleja en la menor elevacion del acido shikimico en la planta, lo que estaria acorde con

una mayor posibilidad de adsorcién en este suelo.

Los resultados observados en T1 indican que en los tres suelos la adicién del herbicida al
suelo genera alteraciones en el metabolismo de la planta, las cuales son mayores en la
medida que aumenta la dosis, resultado concordante con lo observado en el capitulo 1
en relacion con la adsorcion decreciente cuando aumenta dosis y la reversibilidad del
proceso. Los resultados también indican que la biodisponibilidad se produce durante la
cantidad de tiempo suficiente para interactuar con rizosfera de plantas e ingresar en
estas, estando acordes con lo estimado para el herbicida en capitulo 2 acerca del
desarrollo de procesos de adsorcion no instantaneos. Por otra parte, los resultados
también muestran que el momento de adicién del fosfato o glifosato modifica la
interaccion del herbicida con la planta, de modo que se observa para T2 en CS1 y CS2
las mayores acumulaciones de acido shikimico en M4 y M5 y para CS3 en M3 y M5.
Aunque los resultados son similares a los observados en T1, la mayor diferencia que se
observa en T2 esta relacionada con la mayor sensibilidad al herbicida (EDso) en relacion
con T1. Esto permite afirmar que a dosis mas bajas de la molécula se producen
alteraciones significativas en el metabolismo de la planta debido a la presencia previa del
fosfato, que permite mayores concentraciones del herbicida biodisponibles interactuando
con la planta. Esta respuesta sugiere, al igual que en el capitulo 1, la saturacion parcial
de los puntos de adsorcion en el suelo y la dificultad de acceso de glifosato a los sitios
activos, o la formacién de enlaces débiles, lo que en ambos casos lleva mayores
cantidades herbicida en la solucién del suelo para una misma dosis aplicada. Otros

estudios concluyen que, en presencia previa de fosfato, la herbicida forma menor nimero
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de uniones y/o uniones menos estables con el suelo, lo que en el tiempo permite su

liberacion cuando se afiade agua al sistema (Waiman et al., 2012).

En T3 los resultados muestran que se produce la acumulaciéon del acido shikimico, con
valor maximo en el M2, resultado que se encuentra antes del promedio total del ensayo, el
cual se observa en M4. La anticipacion del pico con respecto a los demas tratamientos
indica que en este tratamiento es posible la exposicidon temprana al herbicida con
referencia a lo que sucede con los demas tratamientos para las mismas dosis. Estos
hallazgos sefalan que en T3 el herbicida no es adsorbido en la misma magnitud o es
débilmente adsorbido, y que puede ser facilmente asequible para la planta (Wang et al.,
2005). En este tratamiento también se registran en D2 y D3 los mayores incrementos del
acido shikimico en el ensayo, resultado que podria asociarse al desarrollo de procesos
de adsorcion y desorcion competitiva, donde, en condiciones de mayor saturacion
prevalece la afinidad del suelo por el fosfato, implicando la mayor biodisponibilidad del
herbicida (Wang et al., 2005).

En T4, el resultado sefala la mayor sensibilidad en la respuesta de la planta al herbicida,
registrando en este tratamiento los menores valores de EDs, lo que implica que hay
mayor biodisponibilidad de la molécula en todas las dosis evaluadas (Figura 4-5).
Resultados que se asocian al desplazamiento molecular que ocasiona el fosfato en el
suelo, lo que significaria que este logra movilizar al herbicida haciéndolo mas
biodisponible. Desplazamiento que ha sido reportado en suelos por diversos autores
como Wang et al. (2005); Gimsing et al. (2007); Borggaard et al. (2012); Waiman et
al.(2012) entre otros.

Los datos registrados en el global del ensayo indican que una vez que se aplica el
herbicida, el desarrollo de procesos de adsorcién pueden ser no instantaneos, ademas
de limitados y reversibles, lo que en determinados momentos puede favorecer la
biodisponibilidad de la molécula tras la adicién del fosfato, tal y como ocurre en los
muestreos M2, M3, M4 y M5 en los cuales es posible observar incrementos en la
concentracion de acido shikimico en las plantas. Debe tenerse en cuenta también que
estos muestreos coinciden con la fase de crecimiento rapido de las plantas de arroz, la cual

favorece la exploracién radical, aumentando la posibilidad de absorber el herbicida. De
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este modo si glifosato esta presente en la solucion del suelo, puede ingresar en la planta
por gradiente de concentracion entre el suelo y la raiz, ingreso, mediado por la acidificacion
inducida en la absorcion activa del fosfato, cuya presencia en la solucién del suelo favorece

el ingreso del herbicida, segun datos reportados por Gomes et al. (2015).

La temporalidad del aumento del acido shikimico en todos los tratamientos se puede
relacionar con el desarrollo de procesos como el crecimiento y estado de desarrollo de las
plantas, los cuales influyen en la toma del fosfato y por tanto del herbicida. Adicionalmente,
la toma del fosfato favorece el desarrollo de procesos de desintoxicacion de la molécula
herbicida (Padilla y Selim, 2019). La simultaneidad de todos estos procesos permite que se
diluya en el tiempo el efecto del herbicida, resultado que se observa en las curvas de dosis
respuesta, las cuales tienden a tener menores valores de pendiente en la medida que se

aleja la planta del momento de adicién del herbicida al suelo.

4.5.2 Biomasa

La produccion de biomasa en relacion con la dosis adicionada de herbicida y el momento
de adicion de glifosato o fosfato indica que glifosato aplicado al suelo causa variaciones

en la biomasa aérea y radical en la mayoria de las dosis evaluadas.

Los valores obtenidos en cada tratamiento se observan en el Anexo D2, estos se
relativizaron tomando como valor de referencia la biomasa producida en DO de cada
tratamiento, haciendo posible observar las diferencias debidas a la adicion de glifosato,
eliminando el efecto de fosfato, el cual se adiciond segun lo estipulado para cada
tratamiento. Los resultados de este proceso, para la biomasa radical y foliar se observan

en las Figuras 4-6 y 4-7 respectivamente.

Estadisticamente (Anexo D3), los resultados senalan que a nivel de biomasa radical se
producen modificaciones en la interaccién del suelo*tratamiento y en la interaccion
suelo*dosis. En el caso de la interacciéon entre el suelo y tratamiento, los resultados
indican diferencia en la produccién de biomasa a nivel de suelos Unicamente en CS3, en
donde se observd en el orden T22>T12°>T4b°>T3b en los demas suelos los resultados
fueron estadisticamente iguales. La interacciéon dosis*suelo presenta resultados en los

cuales las dosis D3 y D2 tienen los menores valores de biomasa en los tres suelos. Los
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resultados también muestran que el mayor valor del ensayo se dio en CS3D/2, valor

estadisticamente igual a todas las DO y a D/3 en CS1 y CS3.

La interaccién tratamiento*dosis mantiene la tendencia a presentar menores valores de
biomasa en relacién con las mayores dosis evaluadas, sefialando diferencias con el
testigo de todos los tratamientos, con T1D0? >D3%" >D2", en T2D0? >Db9 >D2%9>D3% en
T3D0?2 >D"9 >D2¢" >D3%" y en T4D0? >DP" >D/2¢" >D2%" >D3'". Resultados que reiteran
la importancia de la dosis sobre el efecto de la produccion de biomasa en las plantas,
puesto que altas dosis generan disminuciones estadisticamente significativas con el

testigo.

También se observa que el orden de adiccion de glifosato y fosfato modifican la
produccién de biomasa, de modo que mientras en T1 se observa la diferencia
unicamente en las dos dosis mas altas (D2 y D3) en los tratamientos en los cuales se
adiciona el fosfato (T2, T3 y T4), estas diferencias se incrementan a la dosis D, en el
caso de T2 y T3 y la dosis D/2 en el caso de T4 implicando mayor efecto de la

disponibilidad del herbicida en el medio.

En la biomasa aérea se observan diferencias en las interacciones suelo*tratamiento,
suelo *dosis y tratamiento*dosis (anexo D3). En el caso de la relacién suelo*tratamiento
los resultados indican mayor produccion del CS3T3? y CS3T42. En este suelo la menor
producciéon de biomasa se observa en CS3T12® y CS3T2°. La menor produccion en el
ensayo se observa en CS2T4°¢ y CS2T2°. En CS1 no se presenté diferencia en la

interaccion.

En la relaciéon suelo*dosis los resultados sefalan nuevamente la tendencia a menor
produccion de biomasa en las dosis mas altas (D2 y D3), exceptuando a CS1D2 (Anexo
D3). La interaccion estadistica del tratamiento por dosis sefala en T1 valores
estadisticamente menores a la dosis cero (T1D0?) en las dosis T1D/2>9, T1D®", T1D2%" y
T1D3%". Para T2 (T2D0?) los valores fueron estadisticamente diferentes a la dosis cero
en T2D/3%", T2D/2%", T2De*", T2D2¢" y T2D3". En T3 fueron diferentes (T3D0?)
Unicamente T3D3%" y para T4 (T4D0?) fueron diferentes en T4D/2%9, T4D2°", T4D%",
T4D3™" (Anexo D3).
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Los resultados muestran que hay una variacion de la produccion de biomasa radical y
foliar en algunas de las dosis y tratamientos evaluados, sin embargo, aunque es
frecuente, no es constante la tendencia decreciente en relacion con la dosis. Resultado
que refleja como el transcurrir del tiempo es un factor fundamental en el proceso de
determinacion del efecto a la exposicion del herbicida, puesto que los resultados
observados en el capitulo 3 indican que, a mayor distancia entre el momento de
exposicion al herbicida y la toma de datos, es menor la brecha entre dosis de exposicion

al herbicida.

La afectacion negativa sobre la produccion de biomasa se ha reportado en
investigaciones como las presentadas por Saunders y Pezeshki (2015), quienes afirman
que la exposicién radicular al herbicida induce reducciones en la biomasa seca de
plantas de cebada, disminuciones de hasta el 43% en tallos de B. napus y de hasta el
50% del peso fresco en plantas de maiz. En el algoddn, la exposicién radicular al
herbicida, en semillas GR y no GR generaron menor produccion de biomasa en
plantulas, con una correlacion negativa entre la dosis y la produccion, llegando a
reducciones de hasta el 50% del peso seco de los cotiledones, hipocatilos y raices (Pline
et al., 2002).

El detrimento observado se relacionaria con los efectos del herbicida en las plantas, el
cual, ademas del bloqueo metabdlico, genera la detencién del crecimiento como parte de
las respuestas asociadas a la inhibicion de la EPSPS (Grzesiuk et al., 2017; Kanissery et
al., 2019), puesto que indirectamente disminuye la eficiencia fotosintética y la fijacion del
carbono debido a la menor posibilidad de regeneracion de la RuBisCO y la menor
disponibilidad de la PEP (Gomes et al., 2014).

En la produccion de biomasa radical fue evidente como el momento de adicion de
glifosato y fosfato aumenta la diferencia estadistica entre los tratamientos, asi, mientras
que en T1 y T2 la menor produccién se observa en D3>D2; en T3 las menores
producciones de biomasa se encuentran en D> D2 >D3 y en T4 en D>D/2>D2>D3,
implicando que la respuesta es diferente segun el momento de adicién del fosfato, de
modo que en T4 y T3 se produce mayor interaccion del herbicida con las plantas a dosis
mas bajas de las observadas en T1y T2. Mientras que en el caso de la biomasa aérea

se observa que la tendencia es generar diferencias estadisticas en relacion con el
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testigo, lo que implica que la adicidon del herbicida afecta la producciéon de biomasa en
toda la planta. Los resultados observados en la biomasa radicular se encuentran en linea
con lo planteado al estudiar la desorcion en el capitulo 1, donde ocurre mayor desorcién

del herbicida cuando se adiciona fosfato (T4).

Por otra parte, los resultados observados en la biomasa radical de CS3T1D/2, CS3T2D/2
y en la biomasa foliar de CS1T2D/2, CS3T3D/3 y CS3T4D/3 muestran valores superiores
a los observados en la DO de raiz, mas no en DO de biomasa aérea, por lo que estos
valores estarian sefialando aumentos de la biomasa en una parte de la planta, resultado
indicador de modificaciones en la traslocacion, las cuales se presentan en condiciones de

estrés o como respuestas a la necesidad de toma de un recurso (Hannan et al., 2020).

En el caso estudiado, es posible que la respuesta observada en CS3T3D/2, en el cual se
presentan aumentos a nivel de biomasa radical y aérea con valores mayores a los
observados en DO, sea el resultado que se asocia al desarrollo del proceso hormético, el
cual plantea que una sustancia considerada inhibidora para un organismo en dosis altas
puede tener un efecto de estimulo en dosis bajas (Brito et al., 2018). Desde el modelo de
dosis respuesta, este estimulo puede presentar una forma tipo J, representando la
curvatura la dosis a la cual se presenta el estimulo sobre el organismo (Calabrese, 2003).
En el caso de glifosato, el efecto hormético ha sido reportado tras la aplicacion de
subdosis en plantas de Commelia benghalensis L. y Pinnus caribea L. (Velini et al.,
2008), sin embargo, este resultado representa un hallazgo que requerira de posteriores
estudios para determinar con mayor certeza el posible fendmeno observado, puesto que
como lo menciona Brito et al. (2018), este proceso es muy variable en los diferentes

organismos y condiciones evaluadas.

La correlacion entre la dosis aplicada y las respuestas en acido shikimico (r=0.8279) y las
encontradas con la produccion de biomasa y la dosis (tallo r=-0.3051 y raiz=-0.5186)
indican que en la interaccion entre la planta y el herbicida, la dosis en el suelo es
fundamental, puesto que la adsorcién del herbicida se limita en la medida que la dosis
aumenta (ausencia de linealidad en los valores de Kq del analito reportados para el
capitulo 1), de modo que mayores dosis aumentan la posibilidad de interaccién con

especies no objetivo.
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Teniendo en cuenta la correlacion entre la dosis aplicada en suelos y la respuesta en las
variables evaluadas, se revisé la correlacion de la elevacion del acido shikimico con la
produccién relativa de biomasa aérea (Figura 4-8). Los parametros correlacionaron
significativamente (r=-0.7). Sin embargo, los resultados muestran que a pesar de esta
correlacion existen también otras variables que van a intervenir en el desarrollo de este
proceso en la planta. Lo anterior muestra que la alteracién del metabolismo no es la
unica respuesta que promueve el herbicida en el sistema suelo-planta y es probable que
se produzcan procesos adicionales que no fueron evaluados, como son afectaciones en
la nutricién mineral de la planta, las cuales se han reportado en plantas susceptibles y
tolerantes al herbicida (Tesfamariam et al., 2009), puesto que la molécula desarrolla
uniones rapidas y estables con cationes (Duke et al., 2012) llegando a limitar algunas
fuentes minerales (Yamada et al., 2007), como el caso de cationes divalentes, por
ejemplo, calcio (Cakmak et al., 2009), elemento que previamente ha mostrado

correlacionar positivamente con la lixiviacion del herbicida en los suelos estudiados

(capitulo 2).
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4.6 Conclusiones

Los resultados observados indican que, en los suelos estudiados, la adicion de glifosato
en el suelo, 8 dias antes de siembra, la posterior siembra y la adicion de agua para llevar
a las semillas de arroz a condiciones de crecimiento, se presenta la biodisponibilidad de
la molécula y la interaccion con las plantas, dando como resultado la alteracion en el

metabolismo y la modificacion en la produccion de biomasa.

La dosis aplicada produce un diferencial frente al efecto en la planta, puesto que, a
mayor dosis, mayor alteracién de los parametros evaluados, respuesta que se observo
en todos los tratamientos, por tanto, dosis mas altas favorecerian la menor adsorcion de
la molécula debido a la saturacion en los puntos de intercambio del suelo y una mayor

disponibilidad.

En relacion con fosfato, los resultados reiteran lo observado en el capitulo 1 acerca de la
adsorcion competitiva entre el glifosato y el fosfato, el consecuente desplazamiento
debido a la mayor afinidad con el fosfato y la alta afinidad del herbicida con el agua. Los
hallazgos indican en T4 y T3 se presentan las mayores reducciones en la produccion de
biomasa, en el caso de T4 las respuestas estarian principalmente asociadas con
mayores magnitudes desorbidas y en el caso de T2 y T3 los resultados se asociarian a

reducciones en las cantidades adsorbidas y el desplazamiento molecular.

Por otra parte, en el proceso de transferencia a la planta via radical desde el suelo, es
evidente la limitada biodisponibilidad del herbicida, siendo esta la razén para que los
resultados no impliquen efectos letales en las plantas. Sin embargo, estos reflejan que
una parte del herbicida ingresa y produce alteracion del metabolismo y detrimento en los
procesos asociados al crecimiento de las plantas, las cuales son suficientes para inducir
la alteracion de la produccion de biomasa, generando reducciones en este parametro,
mayores en los tratamientos en que se adiciona glifosato inicial y posteriormente el

fosfato (T4) y en el que se adiciona glifosato y fosfato en el mismo momento (T3).
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5.Conclusiones generales

Los resultados de la presente investigacion sefalan que en la evaluacion orden de
adicion de glifosato y fertilizantes fosforados (MAP) sobre la adsorcion-desorcién del
herbicida existe un alto porcentaje de adsorcion del herbicida en los suelos
(CS3>CS2>CS1), decreciente en relacion con la dosis, con buen ajuste al modelo de
Freundlich y mayor cuando el herbicida se encuentra en formulacién analitica. Se
observa que la presencia de sustancias acompafantes a la formulacion del herbicida
modifica el proceso de adsorcion y la adicion del fosfato produce cambios en el proceso
debido a la saturacion parcial de los puntos de adsorciéon o de aquellos de facil acceso, lo
que incide en cambios de la forma de las isotermas. Estos efectos se asocian a la
aparicion de procesos de competencia por los puntos de intercambio (limitados en los
suelos) y procesos de difusion, los cuales facilitan la interaccion con sitios de adsorcién

menos expuestos.

En este estudio, el orden de adsorcion se observé de T12>T3°>T2° en el caso del
glifosato analitico (A-GLY?), mientras que en el caso del glifosato formulado (F-GLY®) no
se presenta o diferencia estadistica en relacién con el orden de adicién. Se encuentra
que el proceso de adsorcion es reversible y en la mayoria de los escenarios evaluados la
adicion del fosfato favorece la desorcién del herbicida. La mayor desorcién se encuentra
cuando el MAP es el primero en adsorberse, lo que reitera la similitud de los mecanismos
de adsorcion y desorcion de las moléculas. En los escenarios evaluados el herbicida
mantiene una movilidad catalogada de escasa a ligeramente moévil en los tres

inceptisoles.

En los ensayos de infiltracién, el trazador (Br) muestra que el movimiento del agua se

produce en condiciones de no equilibrio fisico en los tres suelos, comportamiento
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asociado los altos contenidos de arcillas. El ajuste al NEF indica que este movimiento en

las columnas ocurre por procesos de difusion y dispersion.

El estudio del efecto del MAP sobre el movimiento, mineralizacion y formacién de
Residuos ligados del herbicida en los suelos muestra que glifosato permanece
fuertemente retenido en el suelo en todas las columnas (< 62%), formando enlaces de
forma no instantanea y cinéticamente limitada. Se observa que una parte del herbicida se
mueve a través del perfil del suelo (% lixiviado: CS1=5.05+0.11 CS2=4.40+0.23
CS3=4.00£0.12) y la adicion de MAP aumenta Ila lixiviacion del herbicida
(P1(5.11%)2>P0°(4.48%)). EI modelamiento de la lixiviacién del herbicida sugiere que
tienen lugar procesos de dispersion y difusién. Estos procesos favorecen el
desplazamiento de glifosato hacia zonas dificil acceso, las cuales permiten la formacion

de uniones estables o menos reversibles con el suelo.

En los suelos se cuantifican valores elevados de residuos ligados (CS1=67.87+4.73;
CS2=64.7+0.58 y CS3=73.36+1.89%) implicando que en el proceso se desarrollan
uniones estables entre el herbicida y el suelo, los cuales son acordes con los valores
cuantificados de mineralizaciéon y los estimados en la DTsp de mineralizacion del
herbicida. La adicién del MAP produce diferencias significativas unicamente en CS3
(CS1=70.754+6.16%; CS2= 62.02+3.90% y CS3= 68.73+2.12%),

La mineralizacion se produce principalmente en el primer volumen relativo de poro, e
indica que la retencion del suelo en los primeros momentos no es lo suficientemente
estable. La produccion de CO, decrece en el tiempo, y se asocia la formacién de
enlaces estables con las particulas minerales, tendencia que se produciria
independientemente de la adicién o no del fosfato, pero que difiere segun el tipo de suelo
(CS2>CS1>CS3).

En relacion con la exposicion directa via radicular de subdosis de glifosato en plantas de
arroz, los resultados sefialan que el ingreso del herbicida en la planta y su afectacion en
el metabolismo, el crecimiento y desarrollo de las plantas expuestas, no ocasionan la
muerte de estas. Las afectaciones indican menores dafios a los reportados por otros
autores cuando la exposicion es foliar. En relacion con la adicion de MAP, se observa

que este aumenta el efecto negativo del herbicida sobre los parametros evaluados. El
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ajuste de los datos al modelo de dosis para el acido shikimico muestra de manera
adecuada el efecto del herbicida en relacion con la dosis, encontrandose el mejor ajuste

en el modelo a través de los diferentes momentos de muestreo del ensayo.

En relacion con la presencia del herbicida en los suelos estudiados se encuentra que hay
la suficiente biodisponibilidad de la molécula que permite la interaccién con las plantas, y
se refleja en la alteracién del metabolismo y la modificacion en la produccion de biomasa.
La dosis aplicada es causa de diferencias frente al efecto en la planta, de modo que, a
mayor dosis, mayor alteracion de los parametros evaluados, proceso que aparece
correlacionado con los porcentajes desorbidos en cada tratamiento que a su vez son
dependientes del orden de adiccion de glifosato y fosfato. La saturacion en los puntos de
intercambio por MAP y la competencia por los mismos de ambas moléculas, afecta
directamente la produccion de biomasa y la alteracion del metabolismo de la planta. Sin
embargo, el proceso de transferencia desde el suelo es limitado, siendo esta la razén

para que los resultados no impliquen efectos letales en las plantas.

Los resultados sugieren que el herbicida puede mantenerse como contaminante en los
suelos evaluados, interactta con el medio y se ftransporta hacia diferentes
compartimientos ambientales, debido a procesos de lixiviacion y transferencia hacia
plantas no objetivo. En las condiciones evaluadas, la molécula mantiene una movilidad
catalogada de escasa a ligeramente movil y caracteristicas como contenido inicial de
fésforo, el pH del suelo o la composicion mineralégica del mismo afectan su posibilidad

de adsorcion.

El fosfato en el suelo también influye en la interaccion del herbicida con la planta
favoreciendo el ingreso del herbicida. Efectos que parecen ser menores en la medida que
transcurre el tiempo desde la aplicacion, por lo que, desde el punto de vista agrondmico,
de ser necesario, el uso del herbicida debe realizarse de manera racional, rotandolo para
evitar la saturacion de los puntos de intercambio del suelo, utilizando las dosis
agrondémicas recomendadas para el cultivo, ampliando el tiempo entre la aplicacién y la
siembra, de modo que sea posible el desarrollo de procesos asociados a la disipacion del
herbicida, la formacién de enlaces mas estables con el suelo y asi se limite el impacto en
las plantas cultivadas y también el efecto de la adicion de fertilizantes fosfatados, puesto

que los resultados sefalan que en el caso de pre existencia de glifosato en el suelo, el
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fosfato favorece la desorcién de la molécula y la interaccion via radicular de este con las

plantas.
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A. Anexo a: Anexos capitulo 1

Anexo A1 Estadistica capitulo 1

Analisis of Variance Table for PORCENTAJE DE ADSORCION

Source DF SS MS F P

FUENTE 1 1049.71 1049.71

SUELO 2 1305.93 652.97 41.50 0.0000
DOSIS 4 51.60 12.90 0.82 0.5161
TRATA 3 636.94 212.31 13.49 0.0000
SUELO*DOSIS 8 373.09 46.64 2.96 0.0057
SUELO*TRATA 6 191.40 31.90 2.03 0.0710
DOSIS*TRATA 12 87.06 7.26 0.46 0.9317
Error 83 1306.05 15.74

Total 119

Note: SS are marginal (type Ill) sums of squares
Grand Mean 92.266 CV 4.30
Statistix 8.0 CAP 1, 25/04/2021, 07:53:20 a.m.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of PORCENTAJE DE ADSORCION for SUELO

SUELO Mean Homogeneous Groups
3 96.738 A
2 91.591 B

1 88.468 C
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Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES
Critical Q Value 3.383 Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 74 DF

All 3 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of PORCENTAJE DE ADSORCION for Fuente

BLOQUE1RO Mean Homogeneous Groups

2 95.237 A
1 89.294 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 2.817  Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 74 DF
All 2 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of PORCENTAJE DE ADSORCION for
TRATAMIENTO

TRATA Mean Homogeneous Groups
4 94.075 A
1 94.049 A
3 92.511 A
2 88.429 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 3.718  Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 74 DF
There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of PORCENTAJE DE ADSORCION for
SUELO*DOSIS

SUELO DOSIS Mean Homogeneous Groups
3 12 97.248 A
3 2 97.081 A
3 4 96.966 A
3 1 96.564 A
3 8 95.833 AB
2 12 93.130 ABC
2 8 92.523 ABC
2 1 91.546 ABC
1 1 91.203 ABC
1 2 90.729 ABC
2 4 90.679 ABC
2 2 90.079 BC
1 4 89.808 BC
1 8 87.614 CD
1 12 82.986 D
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 4.957 Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 74 DF
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There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of PORCENTAJE DE ADSORCION for
SUELO*FUENTE

SUELO BLOQUE1RO Mean Homogeneous Groups
3 2 99.069 A
3 1 94.407 B
1 2 93.564 B
2 2 93.080 BC
2 1 90.103 C
1 1 83.372 D
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 4.137  Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 74 DF
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Statistix 8.0 CAP 1, 25/04/2021, 07:55:06 a.m.

Analysis of Variance Table for KD

Source DF SS MS F P

SUELO 2 1605722 802861 54.87 0.0000
DOSIS 4 55963 13991 0.96 0.4368
TRATA 3 266578 88859 6.07 0.0009
BLOQUE1RO 1 1185637 1185637 81.02 0.0000
SUELO*DOSIS 8 77639 9705 0.66 0.7220
SUELO*TRATA 6 462106 77018 5.26 0.0001
SUELO*BLOQUE1RO 2 899953 449976 30.75 0.0000
DOSIS*TRATA 12 95756 7980 0.55 0.8777
DOSIS*BLOQUE1TRO 4 40252 10063 0.69 0.6028
TRATA*BLOQUE1TRO 3 160084 53361 3.65 0.0164
Error 74 1082867 14633

Total 119

Note: SS are marginal (type Ill) sums of squares
Grand Mean 165.70 CV 73.00

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of KD for SUELO

SUELO Mean Homogeneous Groups
3 335.29 A
2 93,53 B
1 68.29 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 3.383  Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 74 DF
There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of KD for fuente
BLOQUE1RO Mean Homogeneous Groups

A-GLY  265.19 A
F-GLY 66.22 B
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Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES
Critical Q Value 2.817  Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 74 DF

All 2 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of KD for TRATA

TRATA Mean Homogeneous Groups
1 229.73 A
3 192.13 AB
4 125.44 B
2 115.52 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 3.718  Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 74 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of KD for SUELO*DOSIS

SUELO DOSIS Mean Homogeneous Groups
3 1 401.44 A
3 4 354.27 A
3 2 329.85 AB
3 12 329.85 AB
3 8 261.03 ABC
2 12 141.64 BCD
1 1 100.81 CD
2 1 88.07 CD
2 8 84.79 CD
1 2 82.35 CD
1 4 80.67 CD
2 4 78.19 CD
2 2 74.97 CD
1 8 42.39 D
1 12 35.25 D
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 4.957  Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 74 DF

There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.
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Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of KD for SUELO*TRATA

SUELO TRATA Mean Homogeneous Groups
504.94 A
411.16 AB
254.83 BC
170.23 CD
137.55 CD
110.85 CD
88.83 CD
76.39 CD
7341 CD
68.54 D
54.83 D
36.89 D

N2> 2 aNDDNDNOWWW
NNRA2OLOW_a2RARBRARDNDW-

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 4.771  Critical Value for Comparison VARIES

Error term used: Error, 74 DF

There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of KD for SUELO*BLOQUE1RO

SUELO BLOQUE1RO Mean Homogeneous Groups

3 A-GLY 559.43 A
2 A-GLY 133.39 B
3 F-GLY 111.15 B
1 A-GLY 102.74 B
2 F-GLY 53.67 B
1 F-GLY 33.85 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 4.137  Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 74 DF
There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of KD for DOSIS*BLOQUE1RO

DOSIS FORMULACION 1=ROUN UP Mean Homogeneous Groups
1 A-GLY 2 321.27 A
4 A-GLY 2 277.67 A
12 A-GLY 2 270.02 A
2 A-GLY 2 259.60 A
8 A-GLY 2 197.38 AB
1 F-GLY 1 7228 B
12 F-GLY 1 67.81 B
2 F-GLY 1 65.18 B
4 F-GLY 1 6441 B
8 F-GLY 1 6143 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 4.612  Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 74 DF
There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another.
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Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of KD for TRATA*BLOQUE1RO
TRATA BLOQUE1RO Mean Homogeneous Groups

1 A-GLY 2 389.01 A

3 A-GLY 2 287.03 AB
2 A-GLY 2 197.76 BC
4 A-GLY 2 186.94 BC
3 F-GLY 1 9722 CD
1 F-GLY 1 7045 CD
4 F-GLY 1 63.94 CD
2 F-GLY 1 3327 D

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 4.410 Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 74 DF
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of KD for SUELO*TRATA

SUELO TRATA Mean Homogeneous Groups
3 1 504.94 A
3 3 411.16 AB
3 2 254.83 BC
3 4 170.23 CD
2 4 137.55 CD
2 1 110.85 CD
2 3 88.83 CD
1 3 76.39 CD
1 1 73.41 CD
1 4 68.54 D
1 2 54.83 D
2 2 36.89 D
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 4.771  Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 74 DF
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of KD for SUELO*FUENTE

SUELO fuente Mean Homogeneous Groups
3 A-GLY 2 559.43 A
2 A-GLY 2 133.39 B
3 F-GLY 1 111.15 B
1 A-GLY 2 102.74 B
2 F-GLY 1 53.67 B
1 F-GLY 1 33.85 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 4.137  Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 74 DF
There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another.
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Analysis of Variance Table for Kfa
Source DF SS MS F P
Suelo 2 429457 214729 14.95 0.0000
tratamien 2 81804 40902 2.85 0.0697
fuente 1 34383 34383 2.39 0.1296
suelo*tratamien 4 75512 18878 1.31 0.2811
suelo*fuente 2 47922 23961 1.67 0.2014
tratamien*fuente 2 318623 159311 11.09 0.0001
Error 40 574391 14360
Total 53 1562092

Grand Mean 132.69 CV 90.31

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Kfa for suelo

suelo Mean Homogeneous Groups

2 236.47 A
3 142.86 A
1 18.73 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 39.944

Critical Q Value 3.443 Critical Value for Comparison 97.240
Error term used: Error, 40 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Kfa for tratamien*fuente

tratamien fuente Mean Homogeneous Groups
A-GLY 1 296.11 A
F-GLY 2 209.47 AB
A-GLY 1 91.72 B
A-GLY 1 85.93 B
F-GLY 2 66.92 B
F-GLY 2 4597 B

) NONW-

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 56.489
Critical Q Value 4.231  Critical Value for Comparison 169.01
Error term used: Error, 40 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another.

Desorcién

Desorcion}Statistix 8.0

CAP 1, 26/04/2021, 05:36:07 p.m.

Analysis of Variance Table for PORCDESOR

Source DF SS MS
SUELO 2 3215.60 1607.80
DOSIS 4 640.80 160.20
TRATA 3 9652.83 3217.61
FUENTE1RO 1 577.98 577.98
SUELO*DOSIS 8 780.47 97.56
SUELO*TRATA 6 1117.81 186.30
SUELO*FUENTE1RO 2 1696.91 848.45
DOSIS*TRATA 12 1468.41 122.37

F
19.19
1.91
38.40
6.90
1.16
2.22
10.13
1.46

P
0.0000
0.1174
0.0000
0.0105
0.3322
0.0501
0.0001
0.1590
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DOSIS*BLOQUE1RO 4 402.39 100.60 1.20 0.3178
TRATA*BLOQUE1RO 3 1914.81 638.27 7.62 0.0002
Error 74 6200.90 83.80
Total 119

Note: SS are marginal (type Ill) sums of squares
Grand Mean 24.082 CV 38.01

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of PORCDESOR for SUELO

SUELO Mean Homogeneous Groups
2 29.379 A
1 26.149 A
3 16.717 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 3.383  Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 74 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of PORCDESOR for BLOQUE1RO

BLOQUE1RO Mean Homogeneous Groups
A-GLY 2 26.278 A
F-GLY 1 21.885 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 2.817  Critical Value for Comparison VARIES

Error term used: Error, 74 DF

All 2 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of PORCDESOR for DOSIS

DOSIS Mean Homogeneous Groups

12 27.484 A
1 25.982 A
8 23.768 A
4 21.682 A
2 21.492 A
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 3.955 Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 74 DF
There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of PORCDESOR for TRATA

TRATA Mean Homogeneous Groups
4 38.193 A
2 23.132 B
1 22.220 B
3 12.781 C
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Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 3.718  Critical Value for Comparison VARIES

Error term used: Error, 74 DF

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of PORCDESOR for SUELO*DOSIS

SUELO DOSIS Mean Homogeneous Groups
12 35.699 A
30.701 AB
30.236 AB
29.094 AB
28.920 ABC
27.941 ABC
26.909 ABC
24.252 ABC
22.378 ABC
21.508 ABC
20.335 ABC
19.110 BC
17.660 BC
13.302 C
13.179 C

N

WWWWW_222aaPNDNDNDNN -
N

N 20-2BNO_20ON=22DB A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 4.957  Critical Value for Comparison VARIES

Error term used: Error, 74 DF

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of PORCDESOR for SUELO*TRATA

SUELO TRATA Mean Homogeneous Groups
1 4 45.328 A
2 4 40.072 AB
2 1 31.314 BC
3 4 29.180 BCD
2 2 28.586 BCDE
1 2 26.442 BCDEF
3 1 17.757 CDEFG
1 1 17.589 CDEFG
2 3 17.542 DEFG
1 3 15.237 EFG
3 2 14.369 FG
3 3 5.562 G
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 4.771  Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 74 DF
There are 7 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of PORCDESOR for SUELO*FUENTE1RO

SUELO BLOQUE1RO Mean Homogeneous Groups
2 AGLY 2 36.618 A
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1 F-GLY 1 27.768 B
1  A-GLY 2 24531 BC
2  F-GLY 1 22,139 BCD
3 AGLY 2 17.686 CD
3 F-GLY 1 15.748 D
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 4.137

Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 74 DF
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of PORCDESOR for DOSIS*TRATA

DOSIS TRATA Mean Homogeneous Groups
12 4 48.212 A
1 4 45.465 AB
8 4 34.127 ABC
4 4 32.295 ABCD
2 4 30.868 ABCDE
12 2 28.088 BCDEF
8 1 25.260 CDEF
8 2 24,585 CDEF
12 1 24.280 CDEF
1 1 22.909 CDEF
4 2 22.805 CDEF
1 2 21.071 CDEF
4 1 19.505 CDEF
2 1 19.147 CDEF
2 2 19.113 CDEF
2 3 16.840 CDEF
1 3 14.482 DEF
4 3 12.123 EF
8 3 11.100 F
12 3 9.358 F
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 5.191

Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 74 DF
There are 6 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of PORCDESOR for DOSIS*BLOQUE1RO

DOSIS BLOQUE1RO
12 A-GLY 2
A-GLY 2
F-GLY 1
A-GLY 2
A-GLY 2
F-GLY 1
A-GLY 2
F-GLY 1
F-GLY 1
F-GLY 1

B OON-—- -

—
N B G

Mean Homogeneous Groups

32.816
26.456
25.508
24.701
24.540
22.996
22.878
22.153
20.486
18.284

A
AB
AB
AB
AB
AB
AB
AB
B
B
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Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 4.612  Critical Value for Comparison VARIES

Error term used: Error, 74 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of PORCDESOR for TRATA*BLOQUE1RO

TRATA BLOQUE1RO Mean Homogeneous Groups
4 A-GLY 2 45.433 A
4 F-GLY 1 30.954 B
1 A-GLY 2 26.584 BC
2 F-GLY 1 26.506 BC
2 A-GLY 2 19.759 CD
1 F-GLY 1 17.856 CD
3 A-GLY 2 13.337 D
3 A-GLY 1 12.224 D
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 4.410 Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 74 DF
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Statistix 8.0 28/04/2021, 03:40:32 p.m.

Analysis of Variance Table for kfd

Source DF SS MS F P
suelo 2 26694 13346.8 1.18 0.3319
formulaci 1 93414 93414.4 8.28 0.0110
tto 3 80094 26698.1 2.37 0.1094
suelo*formulaci 2 10342 5170.8 0.46 0.6405
suelo*tto 6 48047 8007.8 0.71 0.6470
formulaci*tto 3 141905 47301.5 419 0.0228
Error 16 180591 11286.9

Total 33

Note: SS are marginal (type Ill) sums of squares

Grand Mean 131.95 CV 80.52
tatistix 8.0 28/04/2021, 03:41:02 p.m.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of kfd for suelo

suelo Mean Homogeneous Groups
3 176.75 A
2 131.65 A
1 87.44 A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES
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Critical Q Value 3.651 Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 16 DF
There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of kfd for formulaci

formulaci Mean Homogeneous Groups
1.198.12 A
2 65.78 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES
Critical Q Value 2.999 Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 16 DF

All 2 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of kfd for tto

tto Mean Homogeneous Groups
1 22259 A
2 149.82 AB
3 91.79 AB
4 63.60 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 4.047  Critical Value for Comparison VARIES

Error term used: Error, 16 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of kfd for suelo*formulaci

suelo formulaci Mean Homogeneous Groups
3 1 266.50 A
2 1 177.56 AB
1 1 150.30 AB
3 2 87.00 AB
2 2 85.75 AB
1 2 24.58 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 4.557  Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 16 DF
There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of kfd for suelo*tto

suelo tto Mean Homogeneous Groups

21 265.67 A

1 224.09 A
3 2 220.80 A
3 3 181.74 A
31 178.00 A
2 2 131.34 A
3 4 126.46 A
1 2 97.32 A
2 3 86.35 A
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4 43.26 A
4 21.08 A
3 7.27 A

= anN

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES
Critical Q Value 5.349 Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 16 DF

There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of kfd for formulaci*tto

formulaci tto Mean Homogeneous Groups
403.16 A
235.50 AB
129.87 AB
100.11 AB
64.14 B
53.71 B
4201 B
27.09 B

NN_LCNN_DN A
A2 OWONPPON -

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES
Critical Q Value 4.903 Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 16 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another.

N adsorcion

Analysis of Variance Table for nads
Source DF SS MS F P
suelo 2 1.33453 0.66727 6.70 0.0028
formulaci 1 0.02240 0.02240 0.22 0.6376
tto 3 0.18068 0.06023 0.60 0.6153
suelo*formulaci 2 0.61867 0.30933 3.11 0.0545
suelo*tto 6 0.93761 0.15627 1.57 0.1782
formulaci*tto 3 0.11391 0.03797 0.38 0.7669
Error 45 4.48100 0.09958
Total 62

Note: SS are marginal (type Ill) sums of squares

Grand Mean 0.9522 CV 33.14
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of nads for suelo

suelo Mean Homogeneous Groups

2 1.1320 A
3 0.9579 AB
1 0.7667 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 3.428 Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 45 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.
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Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of nads for suelo*formulaci

suelo formulaci Mean Homogeneous Groups
2 2 1.2125 A
3 1 1.0833 A
2 1 1.0516 A
1 2 0.8700 AB
3 2 0.8325 AB
1 1 0.6633 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 4.209 Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 45 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of nads for formulaci

formulaci Mean Homogeneous Groups
2 09717 A
1 0.9327 A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES
Critical Q Value 2.846 Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 45 DF

There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of nads for tto

tto Mean Homogeneous Groups

3 1.0209 A

2 0.9883 A

1 0.9177 A

4 0.8819 A
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 3.773  Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 45 DF
There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of nads for suelo*tto

suelo tto Mean Homogeneous Groups
2 14140 A
1.2539 AB
1.0226 AB
1.0155 AB
0.9509 AB
0.9444 AB
0.9158 AB
0.8684 AB
0.8427 AB
0.7932 AB
0.7073 B
0.6977 B

2 A AW _2ANDNWWWN
WA 2NN W_a2BABADND®

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES
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Critical Q Value 4.870 Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 45 DF
There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of nads for formulaci*tto

formulaci tto Mean Homogeneous Groups
1.1000
1.0267
0.9554
0.9500
0.9417
0.8838
0.8800
0.8800

NN =2 a2 aNN
A RBRON=2ND®
>r>r>>>>>>

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES
Critical Q Value 4.493 Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 45 DF

There are no significant pairwise differences among the means.

Analysis of Variance Table for ndes

Source DF SS MS F P
suelo 2 0.05212 0.02606 0.69 0.5092
formulaci 1 0.31132 0.31132 8.19 0.0064
tto 3 0.25885 0.08628 2.27 0.0934
suelo*formulaci 2 0.93646 0.46823 12.31 0.0001
suelo*tto 6 0.44032 0.07339 1.93 0.0966
formulaci*tto 3 0.19626 0.06542 1.72 0.1764
Error 45 1.71158 0.03804

Total 62

Note: SS are marginal (type Ill) sums of squares
Grand Mean 0.8906 CV 21.90

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of ndes for suelo

suelo Mean Homogeneous Groups

2 0.9129 A
3 0.9100 A
1 0.8490 A
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 3.428 Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 45 DF
There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of ndes for suelo*formulaci

suelo formulaci Mean Homogeneous Groups
1 2 1.0970 A
2 1 0.9458 A
3 2 0.9125 A
3 1 0.9075 A
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2 2 0.8800 A
1 1 0.6009 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 4.209 Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 45 DF
There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of ndes for formulaci

formulaci Mean Homogeneous Groups
2 0.9632 A
1 0.8181 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 2.846 Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 45 DF
All 2 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of ndes for tto

tto Mean Homogeneous Groups
4 1.0009 A
2 0.8806 A
1 0.8458 A
3 0.8353 A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES
Critical Q Value 3.773  Critical Value for Comparison VARIES
Error term used: Error, 45 DF

There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of ndes for suelo*tto

suelo tto Mean Homogeneous Groups
3 4 1.1298 A
2 4 0.9847 A
2 3 0.9552 A
3 2 0.9499 A
2 1 0.9449 A
1 2 0.9250 A
1 4 0.8882 A
31 0.8420 A
1 3 0.8323 A
2 2 0.7668 A
11 0.7503 A
3 3 0.7183 A
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 4.870 Critical Value for Comparison VARIES

Error term used: Error, 45 DF

There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of ngesorcisn for formulacion * tratamiento

formulaci tto Mean Homogeneous Groups
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1.1700 A
0.9400 AB
0.8860 AB
0.8567 AB
0.8318 B
0.8211 B
0.8138 B
0.8055 B

_ LS A NN
S, WNPPW-_2DNPA

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison VARIES

Critical Q Value 4.493 Critical Value for Comparison VARIES

Error term used: Error, 45 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another.

Hysteresis
Statistix 8.0 kfd suelo cap 1 h, 02/05/2021, 10:27:28 a.m.
Analysis of Variance Table for H
Source DF SS MS F P
SUELO 2 0.85590 0.42795 5.88 0.0049
TRATAMIEN 3 0.55008 0.18336 2.52 0.0677
FUENTE 1 0.04769 0.04769 0.66 0.4218
SUELO*TRATAMIEN 6 1.81548 0.30258 4.16 0.0017
SUELO*FUENTE 2 0.04091 0.02046 0.28 0.7561
TRATAMIEN*FUENTE 3 0.06748 0.02249 0.31 0.8188
Error 54 3.93136 0.07280
Total 71 7.30891

Grand Mean 1.1541 CV 23.38
Statistix 8.0 kfd suelo cap 1 h, 02/05/2021, 10:27:51 a.m.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of H for SUELO

SUELO Mean Homogeneous Groups
3 1.2537 A
2 1.2063 A
1 1.0024 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.0779

Critical Q Value 3.409 Critical Value for Comparison 0.1877
Error term used: Error, 54 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of H for FUENTE

FUENTE Mean Homogeneous Groups



176 Anexos
1 1.1799 A
1284 A
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.0636

Critical Q Value 2.834  Critical Value for Comparison 0.1274
Error term used: Error, 54 DF
There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of H for SUELO*TRATAMIEN

SUELO TRATAMIEN Mean Homogeneous Groups
3 1.6339 A
1.4337 AB
1.3588 AB
1.2746 AB
1.0945
1.0938
1.0262
1.0224
1.0151
0.9959
0.9936
0.9070

A AW L2NNW 2NN W
NOWON-_2 2D DPPWOW-ADN
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Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1558
Critical Q Value 4.828 Critical Value for Comparison 0.5318
Error term used: Error, 54 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of H for TRATAMIEN

TRATAMIEN Mean Homogeneous Groups
3 1.3007 A
111321 A
2 11122 A
4 1.0715 A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.0899
Critical Q Value 3.749  Critical Value for Comparison 0.2384
Error term used: Error, 54 DF

There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of H for SUELO*FUENTE

SUELO FUENTE Mean Homogeneous Groups
1 1.3073 A
1 1.2345 A
2 1.2000 A
2 11781 A
2 1.0070 A
1 0.9978 A

2, 2 NWNhW

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1102
Critical Q Value 4.178 Critical Value for Comparison 0.3254
Error term used: Error, 54 DF
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There are no significant pairwise differences among the means.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of H for TRATAMIEN*FUENTE

TRATAMIEN FUENTE Mean Homogeneous Groups
1.3537
1.2477
1.1573
1.1419
1.1170
1.1069
1.0826
1.0260

AN-_2EAN_2OO®
NN aAaAa NN -
>>>>>>>>

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1272
Critical Q Value 4.458 Critical Value for Comparison 0.4009
Error term used: Error, 54 DF

There are no significant pairwise differences among the means.

Anexo A2. Correlaciones capitulo 1

Correlaciones de los minerales de suelo en relacién con los porcentajes de
adsorcion y Kfa.

t1 t2 t3 KF_t1 kf_t2 kf_t3
Phosp 0.308. 0.028 0.109 -0.996”  0.028 0.109
Clorita 0.973" 0.259 0.175 0.973"  0.259 0.175
Caolinita -0.332 0.363 0.558* -0.666*  0.715 0.756
Clor_caol -0.354 0.916”  0.929" -0.354 0.916"  0.929”
PH -0.666* -0.581* -0.751" 0.027 -0.993"  -0.977"
Al 0.610** 0.547* 0.727* -0.17 0.946”  0.939”

Correlaciones de los porcentajes de desorcidon con relacion a las propiedades
del suelo y los porcentajes de adsorcion

Porcentaje de desorciéon

Porcentaje de adsorciéon 0.84

q ads 0.707
conc inicial 0.706
conc desorb 0.807
P 0.725
PH 0.859
Ca -0.681
Mg -0.737

Mn -0.721
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Caolinita -0.665
Aluminio -0.795

Anexo B: Anexos capitulo 2

Anexo B1. Estadistica capitulo 2

movimiento glifosato

Analysis of Variance Table for KD

Source DF SS MS F P
suelo 2 73.863 36.9314 1.51 0.2603
tratamien 1 56.796 56.7965 2.32 0.1536
suelo*tratamien 2 6.796 3.3982 0.14 0.8718
Error 12 293.768 24.4806

Total 17 431.223

Grand Mean 8.7052 CV 56.84

Analysis of Variance Table for alfa

Source DF SS MS F P
suelo 2 0.00457 0.00229 0.54 0.5968
tratamien 1 0.00097 0.00097 0.23 0.6414
suelo*tratamien 2 0.01235 0.00618 1.46 0.2715
Error 12 0.05088 0.00424

Total 17 0.06878

Grand Mean 0.0498 CV 130.82

Analysis of Variance Table for f

Source DF SS MS F P
suelo 2 0.16521 0.08260 1.26 0.3175
tratamien 1 0.08216 0.08216 1.26 0.2841
suelo*tratamien 2 0.04696 0.02348 0.36 0.7054
Error 12 0.78405 0.06534

Total 17 1.07839

Grand Mean 0.2474 CV 103.33
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Analysis of Variance Table for retardo

Source DF SS MS F P
suelo 2 1.2996 0.64982 0.43 0.6626
tratamien 1 6.9192 6.91920 4.54 0.0546
suelo*tratamien 2 1.5151 0.75755 0.50 0.6206
Error 12 18.3063 1.52552

Total 17 28.0402

Grand Mean 3.5300 CV 34.99

Analysis of Variance Table for omega

Source DF SS MS F P
suelo 2 33.966 16.9828 0.39 0.6865
tratamien 1 26.613 26.6134 0.61 0.4506
suelo*tratamien 2 35411 17.7054 0.40 0.6760
Error 12 525.078 43.7565

Total 17 621.068

Grand Mean 13.184 CV 50.17

Statistix 8.0 movimiento glifosato..., 25/05/2021, 09:46:28 p.m.

Analysis of Variance Table for r

Source DF SS MS F P
suelo 2 1.2996 0.64982 0.43 0.6626
tratamien 1 6.9192 6.91920 4.54 0.0546
suelo*tratamien 2 1.5151 0.75755 0.50 0.6206
Error 12 18.3063 1.52552

Total 17 28.0402

Grand Mean 3.5300 CV 34.99

Analysis of Variance Table for coefdispe

Source DF SS MS F P
suelo 2 2.105E-15 1.052E-15 2.24 0.1493
tratamien 1 2.722E-16 2.722E-16 0.58 0.4614
suelo*tratamien 2 3.451E-15 1.725E-15 3.67 0.0571
Error 12 5.643E-15 4.702E-16

Total 17 1.147E-14

Grand Mean 1.33E-07

WARNING: The total sum of squares is too small to continue.
The dependent variable may be nearly constant.

Analysis of Variance Table for lixiviado

Source DF SS MS F P
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suelo 2 7.4410 3.72052 36.21 0.0000
tratamien 1 1.7360 1.73601 16.89 0.0014
suelo*tratamien 2 0.7887 0.39434 3.84 0.0515
Error 12 1.2331 0.10276

Total 17 11.1989

Grand Mean 4.7950 CV 6.69

Analysis of Variance Table for tiempopic

Source DF SS MS F P
suelo 2 1.35338 0.67669 18.78 0.0002
tratamien 1 2.80845 2.80845 77.93 0.0000
suelo*tratamien 2 1.78413 0.89207 24.75 0.0001
Error 12 0.43247 0.03604

Total 17 6.37843

Grand Mean 2.1439 CV 8.85

Analysis of Variance Table for velocidad

Source DF SS MS F P
suelo 2 0.00527 0.00263 17.16 0.0003
tratamien 1 0.00043 0.00043 2.77 0.1219
suelo*tratamien 2 0.00316 0.00158 10.30 0.0025
Error 12 0.00184 0.00015

Total 17 0.01070

Grand Mean 0.2481 CV 4.99

Analysis of Variance Table for alfa

Source DF SS MS F P
suelo 2 0.00457 0.00229 0.54 0.5968
tratamien 1 0.00097 0.00097 0.23 0.6414
suelo*tratamien 2 0.01235 0.00618 1.46 0.2715
Error 12 0.05088 0.00424

Total 17 0.06878

Grand Mean 0.0498 CV 130.82

Concentracion lixiviada en pico
Statistix 8.0 movimiento glifosato..., 11/05/2021, 11:46:16 a.m.
Analysis of Variance Table for concetrac

Source DF SS MS F P

suelo 2 2.267E-07 1.133E-07 99.83 0.0004
repeticio 2 2.831E-10 1.416E-10 0.12 0.8861
tratamien 1 4.550E-08 4.550E-08 40.08 0.0032
suelo*repeticio 4 4.350E-09 1.087E-09 0.96 0.5161
suelo*tratamien 2 5.988E-08 2.994E-08 26.38 0.0050
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repeticio*tratamien 2 6.191E-10 3.096E-10 0.27 0.7744
Error 4 4.541E-09 1.135E-09
Total 17 3.418E-07

Grand Mean 2.05E-04 CV 16.47

Statistix 8.0 movimiento glifosato..., 11/05/2021, 11:49:18 a.m.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of concetrac for suelo

suelo Mean Homogeneous Groups
1 3.63E-04 A
2 1.39E-04 B
3 1.11E-04 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 1.945E-05
Critical Q Value 5.043 Critical Value for Comparison 6.936E-05
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of concetrac for tratamien

tratamien n Mean Homogeneous Groups
2 2.55E-04 A
1 1.54E-04 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 1.588E-05
Critical Q Value 3.930 Critical Value for Comparison 4.414E-05
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

All 2 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of concetrac for suelo*tratamien

suelo tratamien = Mean Homogeneous Groups
2 494E-04 A

1 2.31E-04
2 1.50E-04
1 1.29E-04
2 1.20E-04
1 1.03E-04

WWNN ==~
WwWwww

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 2.751E-05
Critical Q Value 6.681  Critical Value for Comparison 1.300E-04
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Statistix 8.0 movimiento glifosato..., 11/05/2021, 11:49:18 a.m.
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Pico de lixiviacion en columnas
Statistix 8.0 movimiento glifosato..., 11/05/2021, 11:05:46 a.m.

Analysis of Variance Table for tiempopic

Source DF SS MS F P
suelo 2 1.35338 0.67669 13.94 0.0157
repeticio 0.09321 0.04661 0.96 0.4565
tratamien 2.80845 2.80845 57.87 0.0016
suelo*repeticio 0.06089 0.01522 0.31 0.8562

2
1
4
suelo*tratamien 2 1.78413 0.89207 18.38 0.0096
repeticio*tratamien 2 0.08423 0.04212 0.87 0.4864
Error 4 0.19413 0.04853

Total 17 6.37843

Grand Mean 2.1439 CV 10.28

Statistix 8.0 movimiento glifosato..., 11/05/2021, 11:10:31 a.m.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of tiempopic for suelo

suelo Mean Homogeneous Groups
1 25317 A
2 19517 B
3 19483 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1272
Critical Q Value 5.043 Critical Value for Comparison 0.4535
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of tiempopic for tratamien

tratamien Mean Homogeneous Groups
1 2.5389 A
2 1.7489 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1039
Critical Q Value 3.930 Critical Value for Comparison 0.2886
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

All 2 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of tiempopic for suelo*tratamien

suelo tratamien Mean Homogeneous Groups
1 3.3400 A
1 22833 B
119933 B
2 1.9033 B

WWN =
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1 2 17233 B
2 2 1.6200 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1799
Critical Q Value 6.681  Critical Value for Comparison 0.8498
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.

Statistix 8.0 movimiento glifosato..., 02/05/2021, 11:28:45 a.m.

Analysis of Variance Table for alfa

Source DF SS MS F P

suelo 2 4.444E-15 2.222E-15 1.00 0.4444
repeticio 2.111E-14 1.055E-14 4.75 0.0878
tratamien 5.556E-16 5.556E-16 0.25 0.6433

2

1
suelo*repeticio 4 2.889E-14 7.222E-15 3.25 0.1400
suelo*tratamien 2 1.778E-14 8.889E-15 4.00 0.1111
repeticio*tratamien 2 7.778E-15 3.889E-15 1.75 0.2844
Error 4 8.889E-15 2.222E-15
Total 17 8.944E-14

Grand Mean 4.94E-07

WARNING: The total sum of squares is too small to continue.
The dependent variable may be nearly constant.

Sin diferencia significativa para el parametro

Analysis of Variance Table for coefdispe

Source DF SS MS F P

suelo 2 2.265E-15 1.132E-15 5.66 0.0682
repeticio 1.145E-15 5.727E-16 2.86 0.1693
tratamien 1.561E-16 1.561E-16 0.78 0.4271

2
1
suelo*repeticio 4 2.404E-15 6.011E-16 3.00 0.1560
suelo*tratamien 2 2.822E-15 1.410E-15 7.05 0.0488
repeticio*tratamien 2 1.043E-15 5.216E-16 2.61 0.1885
Error 4 8.006E-16 2.001E-16

Total 17 1.063E-14

Grand Mean 1.33E-07

WARNING: The total sum of squares is too small to continue.
The dependent variable may be nearly constant.

Sin diferencia significativa para el parametro
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Analysis of Variance Table for concetrac

Source DF SS MS F P

suelo 2 2.267E-07 1.133E-07 99.83 0.0004
repeticio 2.831E-10 1.416E-10 0.12 0.8861
tratamien 4.550E-08 4.550E-08 40.08 0.0032

2

1
suelo*repeticio 4 4.350E-09 1.087E-09 0.96 0.5161
suelo*tratamien 2 5.988E-08 2.994E-08 26.38 0.0050
repeticio*tratamien 2 6.191E-10 3.096E-10 0.27 0.7744
Error 4 4.541E-09 1.135E-09
Total 17 3.418E-07

Grand Mean 2.05E-04 CV 16.47

Statistix 8.0 movimiento glifosato..., 02/05/2021, 11:34:51 a.m.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of concetrac for suelo

suelo Mean Homogeneous Groups
1 3.63E-04 A
2 1.39E-04 B
3 1.11E-04 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 1.945E-05
Critical Q Value 5.043  Critical Value for Comparison 6.936E-05
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of concetrac for suelo*tratamien

suelo tratamien = Mean Homogeneous Groups
2 4.94E-04 A

1 2.31E-04
2 1.50E-04
1 1.29E-04
2 1.20E-04
1 1.03E-04

WWNN =~
W wWwwww

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 2.751E-05
Critical Q Value 6.681 Critical Value for Comparison 1.300E-04
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Analysis of Variance Table for lixiviado

Source DF SS MS F P
suelo 2 7.4410 3.72052 19.14 0.0090
repeticio 2 0.0589 0.02945 0.15 0.8641

tratamien 1 1.7360 1.73601 8.93 0.0404
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suelo*repeticio 4 0.2420 0.06049 0.31 0.8578
suelo*tratamien 2 0.7887 0.39434 2.03 0.2465
repeticio*tratamien 2 0.1547 0.07734 0.40 0.6957
Error 4 0.7776 0.19440

Total 17 11.1989

Grand Mean 4.7950 CV 9.20
Statistix 8.0 movimiento glifosato..., 02/05/2021, 11:36:30 a.m.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of lixiviado for suelo

suelo Mean Homogeneous Groups
1 5.6467 A
2 46450 B
3 4.0933 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2546
Critical Q Value 5.043 Critical Value for Comparison 0.9077
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of lixiviado for tratamien

tratamien Mean Homogeneous Groups
2 51056 A
1 44844 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2078
Critical Q Value 3.930 Critical Value for Comparison 0.5776
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

All 2 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of lixiviado for suelo*tratamien

suelo tratamien Mean Homogeneous Groups
2 6.2400 A
1 5.0533 AB
2 4.8900 AB
1 44000 B
2 41867 B
1 4.0000 B

WWNN - -

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.3600
Critical Q Value 6.681  Critical Value for Comparison 1.7007
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of lixiviado for repeticio*tratamien

repeticio tratamien Mean Homogeneous Groups
3 2 5.2367 A
1 2 51700 A
2 2 49100 A
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1 1 45333 A
2 1 45233 A
3 1 4.3967 A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.3600
Critical Q Value 6.681  Critical Value for Comparison 1.7007
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

There are no significant pairwise differences among the means.

Analysis of Variance Table for tiempopic

Source DF SS MS F P
suelo 2 1.35338 0.67669 13.94 0.0157
repeticio 2 0.09321 0.04661 0.96 0.4565
tratamien 1 2.80845 2.80845 57.87 0.0016
suelo*repeticio 4 0.06089 0.01522 0.31 0.8562
suelo*tratamien 2 1.78413 0.89207 18.38 0.0096
repeticio*tratamien 2 0.08423 0.04212 0.87 0.4864
Error 4 0.19413 0.04853

Total 17 6.37843

Grand Mean 2.1439 CV 10.28
Statistix 8.0 movimiento glifosato..., 02/05/2021, 11:37:31 a.m.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of tiempopic for suelo

suelo Mean Homogeneous Groups
1 25317 A
2 19517 B
3 19483 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1272
Critical Q Value 5.043 Critical Value for Comparison 0.4535
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of tiempopic for tratamien

tratamien Mean Homogeneous Groups
1 2.5389 A
2 1.7489 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1039
Critical Q Value 3.930 Critical Value for Comparison 0.2886
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

All 2 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of tiempopic for suelo*tratamien

suelo tratamien Mean Homogeneous Groups
1 1 3.3400 A
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Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1799
Critical Q Value 6.681  Critical Value for Comparison 0.8498
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of tiempopic for repeticio*tratamien

repeticio tratamien Mean Homogeneous Groups
1 2.6500 A

1 25767 AB

1 2.3900 ABC

2 1.8400 ABC

2 1.7767 BC

2 16300 C

N-W-_2DMNw®

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1799
Critical Q Value 6.681  Critical Value for Comparison 0.8498
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Analysis of Variance Table for velocidad

Source DF SS MS F P

suelo 2 0.00527 0.00263 45.58 0.0018
repeticio 0.00020 0.00010 1.69 0.2937
tratamien 0.00043 0.00043 7.36 0.0534

2
1
suelo*repeticio 4 0.00065 0.00016 2.79 0.1721
suelo*tratamien 2 0.00316 0.00158 27.35 0.0046
repeticio*tratamien 2 0.00077 0.00038 6.66 0.0533
Error 4 0.00023 0.00006

Total 17 0.01070

Grand Mean 0.2481 CV 3.06
Statistix 8.0 movimiento glifosato..., 02/05/2021, 11:38:37 a.m.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of velocidad for suelo
suelo Mean Homogeneous Groups

2 0.2633 A

1 0.2568 A

3 02242 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 4.389E-03
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Critical Q Value 5.043 Critical Value for Comparison 0.0156
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of velocidad for tratamien

tratamien Mean Homogeneous Groups
1 0.2530 A
2 0.2433 A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 3.584E-03
Critical Q Value 3.930 Critical Value for Comparison 9.959E-03
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of velocidad for suelo*tratamien

suelo tratamien Mean Homogeneous Groups
1 0.2804 A

2 0.2691 A

1 0.2575 AB

2 0.2333 BC

2 02273 C

102211 C

WW-=_2NN -

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 6.207E-03
Critical Q Value 6.681  Critical Value for Comparison 0.0293
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of velocidad for repeticio*tratamien

repeticio tratamien Mean Homogeneous Groups
1 0.2627 A
1 0.2561 A
0.2468 A
0.2457 A
0.2402 A
0.2373 A

WN-=2N-W
N-=2NN

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 6.207E-03
Critical Q Value 6.681  Critical Value for Comparison 0.0293
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of velocidad for suelo*repeticio

suelo repeticio Mean Homogeneous Groups
1 0.2675 A
2 0.2637 A
3 0.2595 A
3 0.2588 A
2 0.2580 A
1 0.2530 A

2, 2NN
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3 1 0.2322 AB
3 3 0.2317 AB
3 2 0.2087 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 7.602E-03
Critical Q Value 7.578 Critical Value for Comparison 0.0407
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of velocidad for repeticio

repeticio Mean Homogeneous Groups
1 0.2509 A
3 0.2500 A
2 0.2435 A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 4.389E-03
Critical Q Value 5.043 Critical Value for Comparison 0.0156
Error term used: suelo*repeticio*tratamien, 4 DF

There are no significant pairwise differences among the means.
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Anexo B2. capitulo 2. Valores promedio de los lixiviados de las
columnas 2

Anexo B-2. Valores promedio de
los lixiviados de las columnas

PH
CS1P0O 6.71+0.24
CS1P1 6.89+0.28
CS2P0 6.98 £0.19
CS2P1 6.93+0.19
CS3P0 6.85+0.24
CS3P1 6.97 £ 0.10
X 6.88 + 0.21

Anexo B2. Ajuste de mineralizaciéon a cinéticas de 1¢" y 2°
orden

Los resultados de la mineralizacion se modelaron con las ecuaciones de cinética de primer y
segundo orden, teniendo en cuenta los valores resultantes, se asumio para el modelamiento los
valores obtenidos en las Cinéticas de primer orden

1¢ ORDEN 2° ORDEN
COL R? K B R? A B c d
1 0.92 0.0033 1.18 0.986 509.4 88.66 0.002 1.16
2 0.91 0.003 1.4589 0.978 195.47 81.74 0.0018 1.21
3 0.873 0.0024 1.033 0.99 0.0406 22.99 0.0012 0.75
4 0.838 0.0082 4.6038 0.995 395.6 114.61 0.001 0.857
5 08476 0.0057 3.653 0.9887 0.0114  13.0797 0.0005 0.47
6 09138 0.0025 1.3963 0.9877 0.003 5.285 0.0006 0.6
7 0.817 0.0041 2.0645 0.9878 0.0015 1.0903 1211.66 1141
8 0.003 1.3411 1.3411 0.98 0.001 0.7464 54652.65 133.52
9 0.915 0.0053 2.327 0.99 0.0019 1.7783 5.329  66.0277
10 0.891 0.0047 252 0.8916 0.007 4.3208 -0.0023 4.32
11 0.9346 0.0061 3.628 0.9949 0.0003 0.273 0.0078 9.09
12 0.9239 0.004 2.727 0.988 0.0052 6.824 0.0003 0.206
13 0.8176 0.0015 1.939 0.9825 0.002 5.9126 0.0002 0.0862
14 0.8242 0.0014 2.063 0.9847 0.0019 5.9792 0.0002 0.0882
15 0.8557 0.0018 3.9029 0.9641 0.0002 0.5095 0.5485 58.93
16 0.6583 0.0015 2.41 0.973  49.3653 93.05 0.0003 0.4206
17 0.8364 0.0015 3.126  0.9461 0.0002 0.5971 0.2944 50.928
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18  0.7329 0.0016 2.442 0.738

6787.67 395.48

0.0016 3.9132

B. Anexo C: Anexos capitulo 3

Anexo C1. Estadistica capitulo 3

Statistix 8.0 HIDROP NO VECES AUMENTA, 10/08/2021, 07:58:58 p.m.

Analysis of Variance Table for Medidas en tiempo

Source DF SS MS F P
medida 5 311.48 62.296
TTO 1 19.85 19.845 1.57 0.2659
Error medida*TTO 5 63.29 12.657
DOSIS 4 572.01 143.003 13.01 0.0000
Error medida*DOSIS 20 219.79 10.990
TTO*DOSIS 4 21.16 5.290 2.97 0.0446
Error medida*TTO*DOSIS 20 35.60 1.780
Error 120 29.67 0.247
Total 179 1272.85
Grand Mean 3.8530

CV(medida*TTO) 92.34

CV(medida*DOSIS) 86.04

CV(medida*TTO*DOSIS) 34.63

CV(Error) 12.91
Statistix 8.0 HIDROP NO VECES AUMENTA, 10/08/2021, 07:51:29 p.m.
Analysis of Variance Table for M1
Source DF SS MS F P
DOSIS 4 11.4410 2.86026
TTO 1 7.9670 7.96695 7.15 0.0555

Error DOSIS*TTO 4 4.4546 1.11366
Error 20 28.0715 1.40358
Total 29 51.9341
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Grand Mean 2.4440
CV(DOSIS*TTO) 43.18
CV(Error) 48.47

Analysis of Variance Table for M2

Source DF SS MS F P
DOSIS 4 57.8282 14.4571

TTO 1 0.0900 0.0900 0.06 0.8196
Error DOSIS*TTO 4 6.0740 1.5185

Error 20 0.3492 0.0175

Total 29 64.3414

Grand Mean 3.2573
CV(DOSIS*TTO) 37.83
CV(Error) 4.06

Analysis of Variance Table for M3

Source DF SS MS F P
DOSIS 4 257.047 64.2616

TTO 1 47.037 47.0369 6.03 0.0700
Error DOSIS*TTO 4 31.198 7.7995

Error 20 0.340 0.0170

Total 29 335.621

Grand Mean 5.5465
CV(DOSIS*TTO) 50.35
CV(Error) 2.35

Analysis of Variance Table for M4

Source DF SS MS F P
DOSIS 4 344,340 86.0849

TTO 1 22435 22.4346 11.39 0.0279
Error DOSIS*TTO 4 7.882 1.9705

Error 20 0.565 0.0282

Total 29 375.221

Grand Mean 5.4704
CV(DOSIS*TTO) 25.66
CV(Error) 3.07

Analysis of Variance Table for M5

Source DF SS MS F P
DOSIS 4 103.164 25.7910

TTO 1 5.598 55977 3.48 0.1355
Error DOSIS*TTO 4 6.433 1.6083

Error 20 0.221 0.0111

Total 29 115.416

Grand Mean 4.1233
CV(DOSIS*TTO) 30.76
CV(Error) 2.55
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Analysis of Variance Table for M6

Source DF SS MS F P
DOSIS 4 17.9870 4.49676

TTO 1 0.0054 0.00544 0.03 0.8706
Error DOSIS*TTO 4 0.7215 0.18038

Error 20 0.1219 0.00609

Total 29 18.8359

Grand Mean 2.2764
CV(DOSIS*TTO) 18.66
CV(Error) 3.43

tatistix 8.0 HIDROP NO VECES AUMENTA, 10/08/2021, 07:53:54 p.m.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of M1 for DOSIS

DOSIS Mean Homogeneous Groups

1  3.1248 A
2 28398 A
4 26840 A
3 22115 A
5 1.3600 A
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.6093

Critical Q Value 6.289 Critical Value for Comparison 2.7096
Error term used: DOSIS*TTO, 4 DF
There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of M1 for TTO

TTO Mean Homogeneous Groups
1 29593 A
2 1.9287 A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.3853
Critical Q Value 3.930 Critical Value for Comparison 1.0709
Error term used: DOSIS*TTO, 4 DF

There are no significant pairwise differences among the means.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of M2 for DOSIS

DOSIS Mean Homogeneous Groups

1 4.8430 A
2 43416 A
3 3.6935 AB
4 23875 AB
5 1.0210 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.7115

Critical Q Value 6.289 Critical Value for Comparison 3.1640
Error term used: DOSIS*TTO, 4 DF
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There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of M2 for TTO

TTO Mean Homogeneous Groups

1 33121 A
2 3.2026 A
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.4500

Critical Q Value 3.930 Ciritical Value for Comparison 1.2505
Error term used: DOSIS*TTO, 4 DF

There are no significant pairwise differences among the means.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of M3 for DOSIS

DOSIS Mean Homogeneous Groups

1 9.7806 A
2 6.7093 AB
3 6.2707 AB
4  3.9524 AB
5 1.0193 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 1.6124

Critical Q Value 6.289 Critical Value for Comparison 7.1707
Error term used: DOSIS*TTO, 4 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of M3 for TTO

TTO Mean Homogeneous Groups
2 6.7986 A
1 4.2943 A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 1.0198
Critical Q Value 3.930 Critical Value for Comparison 2.8341
Error term used: DOSIS*TTO, 4 DF

There are no significant pairwise differences among the means.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of M4 for DOSIS

DOSIS Mean Homogeneous Groups

1 9.8155 A

2 8.8695 A

3 47663 B

4 28667 BC

5 1.0340 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.8105

Critical Q Value 6.289  Critical Value for Comparison 3.6043
Error term used: DOSIS*TTO, 4 DF

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of M4 for TTO
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TTO Mean Homogeneous Groups
2 6.3352 A
1 46056 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.5126
Critical Q Value 3.930 Critical Value for Comparison 1.4246
Error term used: DOSIS*TTO, 4 DF

All 2 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of M5 for DOSIS

DOSIS Mean Homogeneous Groups

1 6.1170 A
2 55897 A
3 47867 A
4  3.0928 AB
5 1.0303 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.7322

Critical Q Value 6.289 Critical Value for Comparison 3.2563
Error term used: DOSIS*TTO, 4 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of M5 for TTO
TTO Mean Homogeneous Groups

2 45553 A

1 3.6914 A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.4631
Critical Q Value 3.930 Critical Value for Comparison 1.2870
Error term used: DOSIS*TTO, 4 DF

There are no significant pairwise differences among the means.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of M6 for DOSIS

DOSIS Mean Homogeneous Groups

1 3.2007 A

2 29433 AB

3 22547 AB

4 1.9745 BC

5 1.0087 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2452

Critical Q Value 6.289  Critical Value for Comparison 1.0905
Error term used: DOSIS*TTO, 4 DF

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of M6 for TTO
TTO Mean Homogeneous Groups

2 22899 A
1 22629 A



196 Anexos

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1551
Critical Q Value 3.930 Critical Value for Comparison 0.4310
Error term used: DOSIS*TTO, 4 DF

There are no significant pairwise differences among the means.

Statistix 8.0 HIDROP NO VECES AUMENTA, 10/08/2021, 07:59:46 p.m.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of M1 for DOSIS

DOSIS Mean Homogeneous Groups

1  6.1469 A

2 52156 A

3 3.9972 AB

4 28263 BC

5 1.0789 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.7814

Critical Q Value 4.232 Critical Value for Comparison 2.3383
Error term used: medida*DOSIS, 20 DF

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of M1 for TTO

TTO Mean Homogeneous Groups
2 41850 A
1 3.5209 A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.5304
Critical Q Value 3.633 Critical Value for Comparison 1.3623
Error term used: medida*TTO, 5 DF

There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of M1 for medida

medida Mean Homogeneous Groups
3 5.5465 A
4 54704 A
54,1233 A
2 3.2573 A
1 24440 A
6 2.2764 A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.9186
Critical Q Value 6.034  Critical Value for Comparison 3.9191
Error term used: medida*TTO, 5 DF

There are no significant pairwise differences among the means.
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Anexo D: Anexos capitulo 4

Anexo D1. Tabla de EDso para Acido shikimico

Tabla de ED50 para las concentraciones cuantificadas de acido shikimico en los tratamientos

Tratamiento T1 T2 T3 T4
EDs EDso EDs EDso
Muestreo r r r r
(L ha™) (L ha™) (L ha™) (L ha™)
CS1
M2 3.52+0.41 0.99 0.63+0.21 0.57 6.28+2.47 0.96 10.90+9.56 0.97
M3 3.16+0.01 1 N.A. 13.03+3.65 0.97 37.01+20.53 0.9
M4 2.42+0.49 0.97 0.116%0.00 0.59 N.A. 1.5+0.6 0.95
M5 2.09+4.16 0.93 1.37£0.48 0.89 8.9+0.34 0.99 1.46+0.31 0.99
M6 5.96+8.95 0.96 1.99+2.43 095 6.32#1.51 0.99 2.81+0.27 0.99
M7 1.46+1.71 0.5 4.19+6.51 0.84 1.01+4.35 0.69 1.94+3.58 0.49
CS2
M2 12.11+£3.72 0.93 N.A. 7.849+9.89 0.97 8.5+9.55 0.99
M3 15.06+5.81 0.96 1.308+1.61 0.66 0.29+0.18 0.65 61.14+7.08 0.98
M4 15.6+6.59 0.97 N.A. 3.21+1.36  0.91 1.49+0.59 0.95
M5 3.45+1.16 0.96 1.801+0.99 0.89 0.15+0.00 0.42 1.98+0.46 0.99
M6 2.04+7.68 0.96 2.22+0.41 098 7.71+1.32 0.98 2.82+0.28 0.99
M7 708.4961 0.87 4.01+3.65 0.89 6.1745.86 0.74 1.68+£1.70 0.94

CS3
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M2 412.16+£1.835 0.967 43.76+x4.93 0.73 7.35¢0.26 0.99 8.52+9.55 0.98
M3 3.05+0.27 0.99 0.09+0.77 0.97 0.98+36.28 0.96 48.64+2.85 0.89
M4 3.25+¢0.0.12 0.99  2.00+0.00 1 8.16£2.49 0.85 1.45+0.56 0.94
M5 620.35+28.31 0.96 N.A. 8.17¢9.49 0.85 2.19+0.61 0.98
M6 1.28+0.27 0.95 2.01+x1.41 0.88 7.78+4.78 0.99 N.A

M7 708.4961 0.87 1.015+2.78 0.9 0.42+0.00 0.41 N.A
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Anexo D2. Produccion de Biomasa

= tallo = tallo
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Figura D-1. Produccién de biomasa (g) en relacién con la dosis aplicada, discriminado para Tallo
|y Raiz|
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Anexo D3. Estadistica capitulo 4

ACIDO SHIKIMICO
Statistix 8.0 ac shikimico por mue..., 08/05/2021, 06:27:26 p.m.

Analysis of Variance Table for muestreos

Source DF SS MS F P
DOSIS (A) 4 223.522 55.8806 15.13 0.0000
TRATAMIEN (B)

Error A*B 15 55.400 3.6933

SUELO (C) 2 34.784 17.3921 28.31 0.0000
A*C 8 17.634 2.2042 3.59 0.0049
Error A*B*C 30 18.428 0.6143

momentoM (D) 5 150.489 30.0978 10.93 0.0000
A*D 20 61.034 3.0517 1.11 0.3595
Error A*B*D 75 206.453 2.7527

C*D 10 45.919 4.5919 6.05 0.0000
A*C*D 40 15.164 0.3791 0.50 0.9941
Error A*B*C*D 150 113.941 0.7596

Total 359 942.768

Grand Mean 2.6051
CV(DOSIS*TRATAMIEN) 73.77
CV(DOSIS*TRATAMIEN*SUELO) 30.09
CV(DOSIS*TRATAMIEN*momentoM) 63.69
CV(DOSIS*TRATAMIEN*SUELO*momentoM) 33.46

tatistix 8.0 ac shikimico por mue..., 08/05/2021, 06:38:10 p.m.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of muestreos for DOSIS

DOSIS Mean Homogeneous Groups
12 3.7427 A
8 3.1034 B
4 26576 C
22019 D
115022 E

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1603
Critical Q Value 3.857  Critical Value for Comparison 0.4372
Error term used: momentoM*TRATAMIEN*DOSIS*SUELO, 274 DF
All 5 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of muestreos for momentoM*DOSIS
momentoM DOSIS Mean Homogeneous Groups

3 12 5.0898 A
4 12 4.8563 AB
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12 4.1407 ABC

8 4.1135 ABC

4 4.0937 ABC

8 3.6578 ABCD

2 3.3939 BCDE
12 3.3632 CDE

8 3.2004 CDEF
4 3.1882 CDEF
12 3.1400 CDEFG

2

4

4

3

4

5

2

3

6

5 8 29882 CDEFGH

6 8 2.9088 CDEFGHI

6 4 25248 DEFGHI

5 4 23898 DEFGHI

4 121833 EFGHU

5 2 21441 EFGHU

3 220251 EFGHU

2 419630 EFGHIJ

7 12 1.8666 FGHIJ

7 4 1.7864 FGHIJ

7 8 1.7519 FGHIJ

7 2 1.6917 GHIJ

3 1 1.6148 HIJ

6 2 1.5924 HIJ

7 1 1.5090 IJ

5 11.4144 J

2 21.2702 J

6 1 1.1879 J

2 1 1.1040 J
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.3927

Critical Q Value 5.299 Critical Value for Comparison 1.4714

Error term used: momentoM*TRATAMIEN*DOSIS*SUELO, 274 DF

There are 10 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one
another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of muestreos for TRATAMIEN*DOSIS

TRATAMIEN DOSIS Mean Homogeneous Groups
12 41312 A

12 41167 A

12 3.8975 AB

8 3.4689 ABC

8 3.2425 ABCD

4 3.2041 ABCD

8 2.9611 BCDE

12 2.8256 BCDEF
2.7568 CDEFG
2.7413 CDEFGH
2.6899 CDEFGH
2.6151 CDEFGH
2.1215 DEFGHI
2.0665 EFGHI
1.7761 FGHI
1.6453 GHI

WNPEPONAEANNDNNNREA 22D

N=-2NPAARRRRMON
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3 1 1.6331 GHI
1 2 1.6097 HI
4 1 1.3198 I
1 1 1.2801 I
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.3206

Critical Q Value 5.010 Critical Value for Comparison 1.1359
Error term used: momentoM*TRATAMIEN*DOSIS*SUELO, 274 DF
There are 9 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of muestreos for DOSIS*SUELO

DOSIS SUELO Mean Homogeneous Groups

12 3 4.0618 A

12 2 4.0242 A

8 3 3.6915 AB

4 3 3.3947 ABC

12 1 3.1421 ABCD
2.9619 BCD
2.6569 CDE
2.3556 DEF
2.3087 DEF
2.2695 DEF
19496 EFG
1.7535 EFG
1.6723 FG
1.5383 FG
1.2962 G

2 2 A NN BN O©O
N=2WN-_2=2DNO®-~DN

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2777

Critical Q Value 4.794  Critical Value for Comparison 0.9413

Error term used: momentoM*TRATAMIEN*DOSIS*SUELO, 274 DF

There are 7 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of muestreos for momentoM

momentoM Mean Homogeneous Groups
4 3.7281 A
3 3.1151 AB
5 2.4599 BC
2 2.3357 BC
6 2.2708 BC
717211 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.3029
Critical Q Value 4.136  Critical Value for Comparison 0.8859
Error term used: DOSIS*TRATAMIEN*momentoM, 75 DF
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of muestreos for SUELO
SUELO Mean Homogeneous Groups

3 3.0352 A
2 24689 B
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123113 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1012
Critical Q Value 3.487  Critical Value for Comparison 0.2495
Error term used: DOSIS*TRATAMIEN*SUELO, 30 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of muestreos for DOSIS

DOSIS Mean Homogeneous Groups
12 3.7427 A
8 3.1034 AB
4 2.6576 BC
2 20196 CD
115022 D

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.3203

Critical Q Value 4.368 Critical Value for Comparison 0.9892

Error term used: DOSIS*TRATAMIEN, 15 DF

There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.
Statistix 8.0 ac shikimico por mue..., 08/05/2021, 12:45:29 p.m.

Analysis of Variance Table for muestreos

Source DF SS MS F P
TRATAMIEN (A) 3 2145 0.7150

SUELO (B) 2 34784 17.3921 14.74 0.0048
Error A*B 6 7.081 1.1801

DOSIS (C) 4 223.522 55.8806 12.59 0.0003
Error A*C 12 53.255 4.4379

momentoM (D) 5 150.489 30.0978 4.83 0.0078
Error A*D 15 93.393 6.2262

B*C 8 17.634 2.2042 4.66 0.0015
Error A*B*C 24 11.348 0.4728

B*D 10 45.919 4.5919 2.24 0.0434
Error A*B*D 30 61.631 2.0544

C*D 20 61.034 3.0517 1.62 0.0776
Error A*C*D 60 113.059 1.8843

B*C*D 40 15.164 0.3791 0.87 0.6877
Error A*B*C*D 120 52.310 0.4359

Total 359 942.768

Grand Mean 2.6051
CV(TRATAMIEN*SUELO) 41.70
CV(TRATAMIEN*DOSIS) 80.87
CV(TRATAMIEN*momentoM) 95.78
CV(TRATAMIEN*SUELO*DOSIS) 26.39
CV(TRATAMIEN*SUELO*momentoM) 55.02
CV(TRATAMIEN*DOSIS*momentoM) 52.69
CV(TRATAMIEN*SUELO*DOSIS*momentoM) 25.34

—_— == —~—~

Statistix 8.0 ac shikimico por mue..., 08/05/2021, 12:22:54 p.m.

Analysis of Variance Table for muestreos
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Source DF SS MS F P
momentoM 5 150.489 30.0978 14.51 0.0000
TRATAMIEN 3 2.145 0.7150 0.34 0.7929
momentoM*TRATAMIEN 15 93.393 6.2262 3.00 0.0002
Error 336 696.740 2.0736

Total 359 942.768

Grand Mean 2.6051 CV 55.28
Statistix 8.0 ac shikimico por mue..., 08/05/2021, 12:11:59 p.m.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of muestreos for SUELO

SUELO Mean Homogeneous Groups
3 3.0352 A
2 24689 B
123113 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1784
Critical Q Value 3.458 Critical Value for Comparison 0.4361
Error term used: momentoM*TRATAMIEN*SUELO, 36 DF
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of muestreos for DOSIS

DOSIS Mean Homogeneous Groups
12 3.7427 A
8 3.1034 AB
4 2.6576 BC
2 2.0196 CD
115022 D

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2533
Critical Q Value 3.958 Ciritical Value for Comparison 0.7089
Error term used: momentoM*TRATAMIEN*DOSIS, 72 DF
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of muestreos for momentoM

momentoM Mean Homogeneous Groups
3.7281 A

3.1151 AB

2.4599 ABC

2.3357 BC

2.2708 BC

1.7211 C

NONOTW S~

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.4206
Critical Q Value 4.495 Critical Value for Comparison 1.3369
Error term used: momentoM*TRATAMIEN, 18 DF

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.
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Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of muestreos for momentoM

momentoM Mean Homogeneous Groups
3.7281 A

3.1151 AB

2.4599 ABC

2.3357 BC

2.2708 BC

1.7211 C

NONOTWS™

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.4206
Critical Q Value 4.495 Critical Value for Comparison 1.3369
Error term used: momentoM*TRATAMIEN, 18 DF

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Statistix 8.0 ac shikimico por muestreo, 08/05/2021, 11:47:03 a.m.

Analysis of Variance Table for muestreos

Source DF SS MS F P
TRATAMIEN (A) 3 2.145 0.7150 0.06 0.9808
momentoM (B)

Error A*B 20 243.882 12.1941

SUELO (C) 2 34.784 17.3921 6.47 0.0037
A*C 6 7.081 1.1801 0.44 0.8484
Error A*B*C 40 107.550 2.6888

DOSIS (D) 4 223.522 55.8806 25.68 0.0000
A*D 12 53.255 4.4379 2.04 0.0310
Error A*B*D 80 174.093 2.1762

C*D 8 17.634 2.2042 5.23 0.0000
A*C*D 24 11.348 0.4728 1.12 0.3265
Error A*B*C*D 160 67.474 0.4217

Total 359 942.768

Grand Mean 2.6051
CV(TRATAMIEN*momentoM) 134.04
CV(TRATAMIEN*momentoM*SUELO) 62.94
CV(TRATAMIEN*momentoM*DOSIS) 56.63
CV(TRATAMIEN*momentoM*SUELO*DOSIS) 24.93

Statistix 8.0 ac shikimico por mue..., 08/05/2021, 11:39:51 a.m.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of muestreos for TRATAMIEN

TRATAMIEN Mean Homogeneous Groups
1 27359 A
4 2.5869 A
3 2.5547 A
2 25430 A
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Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.5206
Critical Q Value 3.959 Ciritical Value for Comparison 1.4573
Error term used: TRATAMIEN*momentoM, 20 DF

There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of muestreos for SUELO

SUELO Mean Homogeneous Groups
3 3.0352 A
2 24689 B
123113 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2117
Critical Q Value 3.443 Critical Value for Comparison 0.5153
Error term used: TRATAMIEN*momentoM*SUELO, 40 DF
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of muestreos for DOSIS

DOSIS Mean Homogeneous Groups
12 3.7427 A
8 3.1034 AB
4 2.6576 BC
2 2.0196 CD
115022 D

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2459
Critical Q Value 3.947  Critical Value for Comparison 0.6862
Error term used: TRATAMIEN*momentoM*DOSIS, 80 DF
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Statistix 8.0 ac shikimico por mue..., 08/05/2021, 11:34:53 a.m.

Analysis of Variance Table for muestreos

Source DF SS MS F P

momentoM 5 150.489 30.0978 14.51 0.0000
TRATAMIEN 3 2145 0.7150 0.34 0.7929
momentoM*TRATAMIEN 15 93.393 6.2262 3.00 0.0002
Error 336 696.740 2.0736

Total 359 942.768

Grand Mean 2.6051 CV 55.28
Statistix 8.0 ac shikimico por mue..., 08/05/2021, 11:36:13 a.m.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of muestreos for TRATAMIEN

TRATAMIEN Mean Homogeneous Groups
1 2.7359 A
4 2.5869 A
3 25547 A
2 25430 A
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Alpha

0.05 Standard Error for Comparison 0.2147

Critical Q Value 3.632  Critical Value for Comparison 0.5513
Error term used: Error, 336 DF
There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of muestreos for momentoM*TRATAMIEN

momentoM TRATAMIEN Mean Homogeneous Groups

NNNOONNODOINWAOOONWAEANWOOWRAEMADS
NAEANWOLOW_LL2a2aBANPEAAN_L,2POOWRARN-_2BREAN

Alpha

4.1265 A
3.9468 AB
3.6151 ABC
3.4953 ABCD
3.4863 ABCD
3.4765 ABCD
3.3307 ABCD
3.2241 ABCD
3.1637 ABCDE
2.6759 ABCDEF
2.6049 ABCDEF
2.4543 ABCDEF
2.4052 ABCDEF
2.3250 ABCDEF
2.2908 ABCDEF
2.1558 BCDEF
2.1161 BCDEF
2.0254 CDEF
1.9095 CDEF
1.9079 CDEF
1.7924 CDEF
1.6699 DEF
1.2797 EF
1.0452 F

0.05 Standard Error for Comparison 0.5258

Critical Q Value 5.142  Critical Value for Comparison 1.9120
Error term used: Error, 336 DF

There are 6 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of muestreos for momentoM

momentoM

NODNOOWS™

Alpha

Mean Homogeneous Groups

3.7281 A

3.1151 AB
2.4599 BC
23356 C
22708 C
1.7211

C

0.05 Standard Error for Comparison 0.2629

Critical Q Value 4.029 Critical Value for Comparison 0.7490
Error term used: Error, 336 DF
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Statistix 8.0

ac shikimico por mue..., 08/05/2021, 11:28:40 a.m.
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Analysis of Variance Table for muestreos

Source DF SS MS F P
momentoM (A) 5 150.489 30.0978

TRATAMIEN (B) 3 2.145 0.7150 0.11 0.9500
Error A*B 15 93.393 6.2262

SUELO (C) 2 34.784 17.3921 3.79 0.0596
Error A*C 10 45.919 4.5919

DOSIS (D) 4 223.522 55.8806 18.31 0.0000
Error A*D 20 61.034 3.0517

B*C 6 7.081 1.1801 0.57 0.7475
Error A*B*C 30 61.631 2.0544

B*D 12 53.255 44379 2.36 0.0149
Error A*B*D 60 113.059 1.8843

C*D 8 17.634 2.2042 5.81 0.0001
Error A*C*D 40 15.164 0.3791

B*C*D 24 11.348 0.4728 1.08 0.3712
Error A*B*C*D 120 52.310 0.4359

Total 359 942.768

Grand Mean 2.6051
CV(momentoM*TRATAMIEN) 95.78
CV(momentoM*SUELO) 82.26
CV(momentoM*DOSIS) 67.06
CV(momentoM*TRATAMIEN*SUELO) 55.02
CV(momentoM*TRATAMIEN*DOSIS) 52.69
CV(momentoM*SUELO*DOSIS) 23.63
CV(momentoM*TRATAMIEN*SUELO*DOSIS) 25.34

—_—— = ——_~——_

Statistix 8.0 ac shikimico por mue..., 08/05/2021, 11:24:25 a.m.

Analysis of Variance Table for muestreos

Source DF SS MS F P
momentoM 5 150.489 30.0978 14.51 0.0000
TRATAMIEN 3 2145 0.7150 0.34 0.7929
momentoM*TRATAMIEN 15 93.393 6.2262 3.00 0.0002
Error 336 696.740 2.0736

Total 359 942.768

Grand Mean 2.6051 CV 55.28
Statistix 8.0 ac shikimico por mue..., 08/05/2021, 11:22:05 a.m.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of muestreos for TRATAMIEN

TRATAMIEN Mean Homogeneous Groups
1 27359 A
4 2.5869 A
3 2.5547 A
2 25430 A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2147
Critical Q Value 3.632  Critical Value for Comparison 0.5513
Error term used: Error, 336 DF

There are no significant pairwise differences among the means.
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Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of muestreos for momentoM*TRATAMIEN

momentoM TRATAMIEN Mean Homogeneous Groups
41265 A
3.9468 AB
3.6151 ABC
3.4953 ABCD
3.4863 ABCD
3.4765 ABCD
3.3307 ABCD
3.2241 ABCD
3.1637 ABCDE
2.6759 ABCDEF
2.6049 ABCDEF
2.4543 ABCDEF
2.4052 ABCDEF
2.3250 ABCDEF
2.2908 ABCDEF
2.1558 BCDEF
2.1161 BCDEF
2.0254 CDEF
1.9095 CDEF
1.9079 CDEF
1.7924 CDEF
1.6699 DEF
1.2797 EF
1.0452 F

NNNOONNOOONWAOOONWAEANWOAOWRARADS
NBAENWWW_L22aBANPEAAN_L2OWOWRARN-_2RAAN

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.5258

Critical Q Value 5.142  Critical Value for Comparison 1.9120

Error term used: Error, 336 DF

There are 6 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of muestreos for momentoM

momentoM Mean Homogeneous Groups
3.7281 A

3.1151 AB

24599 BC

23356 C

22708 C

1.7211 C

NONOTWwW N

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2629

Critical Q Value 4.029 Critical Value for Comparison 0.7490

Error term used: Error, 336 DF

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Anexo D2. Andlisis estadistico exploratorio por muestreo

Statistix 8.0 07/05/2021, 10:06:56 p.m.

Analysis of Variance Table for M1
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Source DF SS MS F P
SUELO 2 6.264 3.1319 1.21 0.3062
TRATAMIEN 4 59438 14.8594 5.73 0.0006
SUELO*TRATAMIEN 8 16.585 2.0732 0.80 0.6050
Error 57 147.710 2.5914

Total 71

Note: SS are marginal (type Ill) sums of squares
Grand Mean 2.0685 CV 77.82

Analysis of Variance Table for M2

Source DF SS MS F P
SUELO 2 13.887 6.9434 2.66 0.0784
TRATAMIEN 4 58.264 14.5660 5.59 0.0007
SUELO*TRATAMIEN 8 27.217 3.4021 1.30 0.2597
Error 57 148.602 2.6070

Total 71

Note: SS are marginal (type Ill) sums of squares
Grand Mean 2.6921 CV 59.98

Analysis of Variance Table for M3

Source DF SS MS F P
SUELO 2 35.691 17.8457 7.00 0.0019
TRATAMIEN 4 81.936 20.4840 8.03 0.0000
SUELO*TRATAMIEN 8 17.713 2.2141 0.87 0.5482
Error 57 145.318 2.5494

Total 71

Note: SS are marginal (type Ill) sums of squares
Grand Mean 3.1558 CV 50.60

Analysis of Variance Table for M4

Source DF SS MS F P
SUELO 2 44044 2.2022 2.74 0.0730
TRATAMIEN 4 452276 11.3069 14.07 0.0000
SUELO*TRATAMIEN 8 7.6209 0.9526 1.19 0.3238
Error 57 45.7959 0.8034

Total 71

Note: SS are marginal (type Ill) sums of squares
Grand Mean 2.1679 CV 41.35

Analysis of Variance Table for M5

Source DF SS MS F P
SUELO 2 3.2330 1.61652 1.93 0.1546
TRATAMIEN 4 21.4764 5.36909 6.41 0.0002
SUELO*TRATAMIEN 8 3.5763 0.44703 0.53 0.8263
Error 57 47.7524 0.83776

Total 71

Note: SS are marginal (type Ill) sums of squares
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Grand Mean 1.9899 CV 46.00

Analysis of Variance Table for M6

Source DF SS MS F P
SUELO 2 2.2627 1.13137 3.00 0.0579
TRATAMIEN 4 10.0817 2.52042 6.67 0.0002
SUELO*TRATAMIEN 8 11.4267 1.42833 3.78 0.0013
Error 57 21.5286 0.37769

Total 71

Note: SS are marginal (type Ill) sums of squares
Grand Mean 1.5768 CV 38.97

Statistix 8.0 PORCENT BIOMASA, 05/06/2021, 07:27:38 p.m.

Analysis of Variance Table for TALLO PORCENTAJE

Source DF SS MS F P
SUELO 2 19240 9620.01 49.08 0.0000
TTO 3 11324 3774.72 19.26 0.0000
DOSIS 5 34276 6855.19 34.97 0.0000
SUELO*TTO 6 8568 1427.99 7.29 0.0000
SUELO*DOSIS 10 6591 659.05 3.36 0.0005
TTO*DOSIS 15 5290 352.69 1.80 0.0379
Error 174 34105 196.00

Total 215 119393

Grand Mean 77.056 CV 18.17

Analysis of Variance Table for RAIZ PORCENTAJE

Source DF SS MS F P
SUELO 2 6644 3321.8 11.34 0.0000
TTO 3 249 83.0 0.28 0.8373
DOSIS 5 66650 13330.1 45.51 0.0000
SUELO*TTO 6 10535 1755.8 5.99 0.0000
SUELO*DOSIS 10 9575 957.5 3.27 0.0007
TTO*DOSIS 15 13202 880.1 3.00 0.0003
Error 174 50967 292.9

Total 215 157823

Grand Mean 72.524 CV 23.60

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of TALLOPORCENTAJE for SUELO

SUELO Mean Homogeneous Groups
3 84.969 A
1 82409 A
2 63.791 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 2.3334
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Critical Q Value 3.314  Critical Value for Comparison 5.4683
Error term used: Error, 174 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of TALLOPORC for TTO

TTO Mean Homogeneous Groups
3 87.130 A
1 79.273 B
4 74638 B
2 67184 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 2.6943

Critical Q Value 3.632  Critical Value for Comparison 6.9198

Error term used: Error, 174 DF

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of TALLOPORC for SUELO*TTO

SUELO TTO Mean Homogeneous Groups
93.945 A
93.945 A
86.565 AB
85.382 AB
80.881 AB
80.445 AB
80.355 AB
77.244 B
72.081 B
71631 B
52.726 C
49477 C

NNON_2WaAN_A2WW
NAEAN_EAa2PNO_,AOPA,®

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 4.6667

Critical Q Value 4.616 Critical Value for Comparison 15.232

Error term used: Error, 174 DF

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of TALLOPORC for DOSIS

DOSIS Mean Homogeneous Groups
6 100.00 A

1 8456 B

2 76.14 BC

8 7202 C

4 6944 CD

12 60.17 D

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 3.2999

Critical Q Value 4.029 Critical Value for Comparison 9.4008

Error term used: Error, 174 DF

There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of TALLOPORC for SUELO*DOSIS
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SUELO DOSIS Mean Homogeneous Groups

Alpha
Critical Q Value 4.932

NNNN_2NOW_AW_A2 2 WOWOWN -~

100.00 A

100.00 A

100.00 A

92.74 AB

92.56 ABC
89.97 ABCD
84.33 ABCDE
78.76 BCDEF
78.60 BCDEF
75.03 BCDEFG
12 73.11 BCDEFGH
8 72.80 CDEFGH
1 71.15 DEFGH
12 66.36 EFGH
8 58.94 FGHI
2 56.93 GHI
4 54.70 HI
12 41.03 I

ABRANO_222NOOOO®

Error term used: Error, 174 DF
There are 9 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of TALLOPORC for TTO*DOSIS

TTO DOSIS Mean Homogeneous Groups

NNANOA_2N_2EAN_,APRAR,2POPOO_LAPOWOWPRPLON-

Alpha
Critical Q Value 5.142

6 100.00 A
6 100.00 A

6 100.00 A

6 100.00 A

1 97.89 AB

8 94.39 ABC

1 87.31 ABCD

2 85.57 ABCD

1 80.84 ABCDE

4 77.82 ABCDEF
2 75.42 BCDEFG
2 73.55 CDEFG
4 7292 CDEFGH
1 7221 CDEFGH
8 70.57 CDEFGH
8 70.20 DEFGH
2 70.03 DEFGH
2 69.79 DEFGH
4 68.32 DEFGH
2 6712 DEFGH
4 58.72 EFGH
12 54.55 FGH
8 52.94 GH

12 49.22 H

—_

—_

0.05 Standard Error for Comparison 5.7155
Critical Value for Comparison 19.933

0.05 Standard Error for Comparison 6.5997
Critical Value for Comparison 23.998
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Error term used: Error, 174 DF
There are 8 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of RAIZPOC for SUELO

SUELO Mean Homogeneous Groups
3 78413 A
1 74.065 A
2 65.093 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 2.8525

Critical Q Value 3.314  Critical Value for Comparison 6.6848

Error term used: Error, 174 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of RAIZPOC for TTO

TTO Mean Homogeneous Groups
1 74.266 A
2 72405 A
3 72.062 A
4 71.362 A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 3.2937
Critical Q Value 3.632 Critical Value for Comparison 8.4593
Error term used: Error, 174 DF

There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of RAIZPOC for SUELO*TTO

SUELO TTO Mean Homogeneous Groups
93.099 A
80.883 AB
79.483 AB
73.606 B
72.540 B
71.275 BC
70.633 BC
70.272 BC
68.394 BC
68.309 BC
68.309 BC
53.482 C

NNNON_2 WA WwWw
NW_2WhANBRERRAR2W-_-DN

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 5.7049

Critical Q Value 4.616  Critical Value for Comparison 18.621

Error term used: Error, 174 DF

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of RAIZPOC for DOSIS

DOSIS Mean Homogeneous Groups
6 100.00 A
1 81.96 B
2 7952 B
4 7150 B



Anexos 215
8 5547 C
12 46.70 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 4.0340

Critical Q Value 4.029 Critical Value for Comparison 11.492
Error term used: Error, 174 DF

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of RAIZPOC for SUELO*DOSIS

SUELO DOSIS Mean Homogeneous Groups
100.51 A
100.00 A
100.00 A
100.00 A
95.15 AB
85.13 ABC
74.95 BCD
71.11 BCDE
69.98 CDEF
69.56 CDEF
66.93 CDEFG
65.59 CDEFG
61.87 CDEFG
60.50 DEFG
12 49.38 EFG
12 46.70 FG
12 4403 G
8 44.03 G

OO _2NRARRNRaAaCDODON

NN-_2OWLOCW-A2ANN_2N_L2PO0OW0O_,A,ONAW®

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 6.9871
Critical Q Value 4.932 Critical Value for Comparison 24.367
Error term used: Error, 174 DF

There are 7 groups (A, B, etc.) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of RAIZPOC for TTO*DOSIS

TTO DOSIS Mean Homogeneous Groups
1 100.00 A

100.00 A

100.00 A

100.00 A

93.93 AB

89.79 ABC

88.00 ABCD
82.81 ABCDE
82.10 ABCDE
80.66 ABCDE
74.57 ABCDEF
72.92 ABCDEF
69.66 BCDEFG
68.90 BCDEFG
68.50 BCDEFG
65.74 BCDEFGH

A WONNNWON_L2, 2D OPAP,WON
A DROPRAN_2A2BRAR AN_2NOOOO®
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4 2 6322 CDEFGH
4 8 6043 DEFGH
1 12 5462 EFGH
3 8 5447 EFGH
4 12 49.00 FGH

2 12 4230 GH

3 12 40.90 GH

1 8 38.07 H

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 8.0680

Critical Q Value 5.142 Critical Value for Comparison 29.337

Error term used: Error, 174 DF

There are 8 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Statistix 8.0 PORCENT BIOMASA, 05/06/2021, 12:27:45 p.m.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of TALLOPORC for SUELO

SUELO Mean Homogeneous Groups
1 85.382 A
3 80.355 AB
2 72.081 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 4.0951

Critical Q Value 3.458 Critical Value for Comparison 10.012

Error term used: Error, 36 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of TALLOPORC for DOSIS

DOSIS Mean Homogeneous Groups
6 100.00 A

1 87.31 AB

2 75.42 BC

4 7292 BC

8 70.20 BC

12 69.79 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 5.7913

Critical Q Value 4.254  Critical Value for Comparison 17.422

Error term used: Error, 36 DF

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of TALLOPORC for SUELO*DOSIS

SUELO DOSIS Mean Homogeneous Groups
6 100.00 A

6 100.00 A

6 100.00 A

2 97.28 AB

1 88.25 ABC

12 87.69 ABC

1 86.91 ABC

2, 2 WWWN -~
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86.77 ABC
85.65 ABC
83.96 ABC
70.45 ABC
68.08 ABC
12 67.24 ABC
8 66.04 ABC
4 64.35 ABC
2 60.89 BC

8 5891 C

12 5444 C

NSO

NWNRNW=S W 2N

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 10.031
Critical Q Value 5.301  Critical Value for Comparison 37.602
Error term used: Error, 36 DF

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of RAIZPOC for SUELO

SUELO Mean Homogeneous Groups
3 80.883 A
1 73.606 A
2 68.309 A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 5.4636
Critical Q Value 3.458 Critical Value for Comparison 13.358
Error term used: Error, 36 DF

There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of RAIZPOC for DOSIS

DOSIS Mean Homogeneous Groups
6 100.00 A
2 88.00 A
1 82.81 A
4 82.10 A
12 5462 B
8 38.07 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 7.7268
Critical Q Value 4.254  Critical Value for Comparison 23.244
Error term used: Error, 36 DF

There are 2 groups (A and B) in which the means are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of RAIZPOC for SUELO*DOSIS

SUELO DOSIS Mean Homogeneous Groups
109.76 A

104.23 AB

100.00 AB

100.00 AB

100.00 AB

95.17 ABC

90.04 ABC

86.18 ABCD

77.96 ABCDE

S2W 2N WON-_A W
A aAaNPOOOO-~-ADN



218

Anexos

N=2=2OWONNNWW®W

Alpha
Critical Q Value 5.301  Critical Value for Comparison 50.168
Error term used: Error, 36 DF

There are 5 groups (A, B, etc.) in which the means are not significantly different from one another.

4 73.18 ABCDE
12 70.56 ABCDE
2 64.20 ABCDE
12 61.73 ABCDE
1 58.02 BCDE

8 45.6

1 CDE

8 37.85 DE
12 3156 E
8 30.74 E

0.05 Standard Error for Comparison 13.383

TTO DOSIS Mean Homogeneous Groups
100.00 A
100.00 A
100.00 A
100.00 A

1

2
3
4
3
4
1
1
1
2
3
2
2
2
3
4
4
4
1
3
4
2
3
1

»

6
6
6
2
1
2
1
4
1
1
2
4
8
4
4
2
8

93.93
89.79
88.00
82.81
82.10
80.66
74.57
72.92
69.66
68.90
68.50
65.74
63.22
60.43

AB
ABC
ABCD
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDEF
ABCDEF
BCDEFG
BCDEFG
BCDEFG
BCDEFGH
CDEFGH
DEFGH

12 5462 EFGH
8 54.47
12 49.00 FGH
12 42.30 GH
12 40.90 GH
8 38.07

EFGH

H



Anexo D4. Altura de las plantas

Tabla D4-1. Altura de planta. Relacion suelo por tratamiento segun el momento de muestreo.

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

M8

CS1a

T
T2
T3
T4
T0

1.329+0,214
1.356+0.167
1.399+0.212
1.425+0.339
1.869+0.297

3,165+0.497
3.381+0.389
3.278+0.492
2.873+0.788
4.410+0.691

8.750+1.701
8.441+2.028
7.935+1.416
7.371+£1.118
9.572+1.049

13.372+2.039
11.190+2.094
11.051+1.704
11.673+2.872
12.805+1.100

18.149+1.998
17.205+2.127
20.645+1.683
19.904+2.563
21.010+£3.026

22.791+£1.889
20.19+2.081
24.7+1.391
21.236+2.65
24.88+1.543

25.06+1.517
22.28+2.15
26.138+2.229
23.428+2.762
26.491+1.217

24.813+£2.159
24.745+2.584
28.313+1.737
26.568+2.863
30.163+2.083

CS23

™
T2
T3
T4
T0

1.234+0.391
1.433+0.516
1.435+0.371
1.453+0.338
1.754+0.544

2.907+0.909
3.980+1.199
2.819+0.863
2.645+0.785
3.818+0.785

6.315+1.314
3.674+1.032
4.550+0.741
5.690+0.768
5.714+1.452

14.291+2.171
14.018+2.988
12.363+3.205
13.376+2.435
14.783+1.257

18.339+2.250
16.237+2.420
16.213+1.213
20.380+£3.129
19.498+4.291

20.509+1.642
21.988+1.714
20.413+4.092
22.688+3.215
21.542+2.98

20.869+1.767
24.122+2.853
24.417+3.549
24.064+1.424
25.285+2.68

23.33+2.448

24.685+1.706
25.408+3.019
26.715+£1.652
26.59412.348

CS3b

T
T2
T3
T4
T0

1.325+0.391
1.542+0.516
1.345+0.355
1.432+0.338
1.764+0.544

2.907+0.909
3.980+1.199
2.855+0.825
2.645+0.785
3.818+1.264

7.191+0.976
7.228+1.877
7.019+1.472
6.793+1.749
8.843+0.677

13.706+1.421
10.252+2.519
13.210+2.723
12.355+2.863
17.190+1.144

16.56+61.457
12.932+2.286
17.572+2.919
16.316+2.376
20.890+1.407

21.146+£1.916
17.547+2.094
21.813+£2.523
20.084+2.566
24.795+2.132

23.901+£1.926
21.253+2.717
25.22+2.897

24.068+2.689
28.274+1.932

26.637+1.386
24.413+2.929
26.809+2.952
27.296+2.715
31.211+£1.638




Anexo D5. area foliar

Tabla D-5. Area foliar segtin el momento de muestreo

area foliar

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

M8

T

T2

T3

T4

TO

T

T2

T3

T4

TO

T

T2

T3

T4

T0

0.68+0.11

0.83+0.22

0.69+0.15

0.62+0.26

0.98+0.14

0.63+0.20

0.94+0.18

0.60+0.24

0.54+0.22

0.75+0.28

0.63+0.20

0.91+0.17

0.61+0.18

0.57+0.16

0.84+0.24

1.58+0.26

1.93+0.52

1.61+£0.35

1.44+0.59

2.29+0.31

1.45+0.47

2.19+0.41

1.39£0.56

1.25+0.51

1.74£0.65

1.45+0.47

2.12+0.39

1.43+0.43

1.32+0.38

1.96+0.55

5.28+0.96

7.78+1.73

6.89+1.83

6.56+1.08

6.36+1.08

18.73+4.78

16.56+3.12

15.36+3.09

26.58+8.20

21.23+4.60

5.22+3.12

6.17+2.53

3.08+1.25

3.29+0.89

5.65+0.48

Cs1

11.45+2.82

9.36+2.97

8.99+2.38

10.90+3.76

12.63+1.75

14.58+3.48

16.67+3.16

19.53+2.91

17.30+4.95

23.07+4.94

CS2

11.35+1.86

15.61+4.02

15.11+£4.33

11.73+2.93

16.76+£2.45

17.30+5.60

15.85+5.59

15.12+2.60

20.02+8.63

21.76+5.91

CS3

12.45+6.18

9.73+2.69

13.42+5.98

11.32+4.26

18.78+3.92

17.98+4.92

17.44+5.48

24.09+6.79

17.53+5.79

28.38+7.32

21.66+5.37

14.78+2.95

22.71+4.01

23.57+5.20

27.14+4.04

18.73+4.78

16.56+3.12

15.36+3.09

26.58+8.20

21.23+4.60

26.21+4.81

23.29+3.84

24.52+6.14

29.54+5.91

31.9844.61

26.03+4.13

22.46+3.44

31.46+5.11

32.01+5.12

33.84+6.45

22.48+5.87

28.70+6.11

29.34+5.34

32.13+7.27

28.91+8.31

40.19+5.93

37.98+9.24

41.60+5.64

41.16+7.99

48.60+3.71

35.17+4.27

34.12+4.07

38.15+4.84

31.08+7.28

41.79+3.94

26.38+5.30

27.01+£5.94

29.38+5.60

37.27+6.56

32.55+4.90

49.55+5.06

46.09+£10.20

46.73+8.90

50.21+6.34

54.40+5.21




