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OBJETIVOS

El objetivo principal del trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion de un residuo

organico (compost vegetal) en suelos de cultivo como enmienda en la disipacion,

movilidad y persistencia de los herbicidas triasulfuron y prosulfocarb, y la influencia de

esta aplicacion simultanea en las comunidades microbianas del suelo como indicadores

de la conservacion y calidad del suelo.

Para conseguir este objetivo se abordaron los siguientes objetivos parciales:

1. Evaluacion de la disipacion, persistencia y movilidad de los herbicidas triasulfuron y

prosulfocarb aplicados en un suelo agricola sin enmendar y enmendado con compost

vegetal en parcelas experimentales en condiciones de campo:

I.1.

1.2.

1.3.

1.4.

Influencia de la aplicacion de los herbicidas triasulfuron y prosulfocarb
como formulaciones individuales (Logran® y Auros®, respectivamente)

o conjunta (Auros Plus®).

Evaluacién del efecto de la aplicacion individual o conjunta de los
herbicidas sobre la abundancia, actividad y estructura de las comunidades
microbianas del suelo a través de la determinacion de los pardmetros
biomasa microbiana, respiracion, actividad deshidrogenasa y perfil de

acidos grasos de fosfolipidos del suelo.

Estudio de la aplicacion repetida de los herbicidas como una formulacién
conjunta (Auros Plus®), de la dosis de compost vegetal afiadido como
enmienda organica, del régimen de irrigacion y de las propiedades del

suelo.

Evaluacion de la influencia de diferentes factores (dosis de enmienda,
riego y aplicacion repetida de herbicidas como una formulacion conjunta
(Auros Plus®)) sobre la estructura de las comunidades microbianas del
suelo a través de la determinacion del perfil de los acidos grasos de

fosfolipidos.



2. Estudio del mecanismo de disipacion y de la movilidad de prosulfocarb en el suelo sin

enmendar y enmendado con compost vegetal en condiciones de laboratorio:

2.1. Evaluacién de la disipacion del herbicida aplicado a diferentes dosis y
balance total de masa del herbicida marcado en '*C. Determinacion de las
fracciones mineralizada, extraible en solucién acuosa, extraible en
solucion organica y no extraible (residuos enlazados) en funcién del

tiempo.

2.2. Influencia del envejecimiento del herbicida en el suelo y del régimen de
lavado de la columna de suelo en la movilidad del '*C-prosulfocarb a
través de columnas empaquetadas de suelo sin enmendar y enmendado

con compost vegetal.

Los Resultados obtenidos en el desarrollo de estos Objetivos Parciales han dado
lugar a seis articulos originales de investigacion publicados en revistas cientificas de
prestigio internacional e indexadas en la edicion cientifica del Journal Citation Reports
que se incluyen en el Apartado 4. RESULTADOS Y DISCUSION de esta Memoria en
la version publicada. Un resumen en espafiol de estos articulos se incluye también en

dicho Apartado 4.









2. INTRODUCCION
2.1. PESTICIDAS

2.1.1. Produccion y uso actual

Un pesticida se puede definir como un compuesto quimico, organico o inorganico,
cuyo proposito es prevenir, repeler, controlar o mitigar alguna plaga. Una plaga se define,
en su sentido mas amplio, como cualquier organismo vivo considerado como perjudicial
por el hombre y que provoca dafios a su persona, a su propiedad o al medioambiente.
Puede tratarse de plagas provocadas por animales (ratones, insectos o algin parasito),

plantas no deseadas (malas hierbas) o microorganismos (virus, hongos o bacterias).

En la actualidad, la utilizacion de pesticidas en cultivos agricolas es esencial para
proteger los cultivos frente a cualquier tipo de plaga y producir alimentos de calidad y en
suficiente cantidad para cubrir las necesidades alimenticias de la creciente poblacion

mundial.

Los pesticidas deben cumplir una serie de requisitos para poder alcanzar un uso
amplio en la agricultura: deben ser efectivos contra la plaga sobre la que actian, no tener
efectos negativos sobre otros organismos de la flora o fauna del terreno, su uso debe
producir beneficios econdmicos que superen el gasto que conllevan, no deben ser toxicos
para la salud del hombre ni animales, etc. (Early, 2018). Ademas, la tendencia actual esta
dirigida a disminuir las dosis de pesticidas necesarias mediante el desarrollo de

formulaciones de compuestos mas eficaces que actian de manera mas especifica.

Los pesticidas pueden clasificarse segin diferentes criterios. La clasificacion
atendiendo a su aplicacion es la mas comun y engloba a: herbicidas (control de malas
hierbas), insecticidas (control de insectos), fungicidas (control de hongos), acaricidas
(control de 4caros), bactericidas (control de bacterias), nematicidas (control de

nematodos), rodenticidas (control de roedores), etc.

Globalmente, la mayor proporcion de pesticidas utilizados en el sector de la
agricultura durante el afio 2017 se dio en Asia, seguido de América y Europa (FAO, 2017)
(Figura 1). Espafia es un pais con un alto consumo de pesticidas y con tendencia a crecer
con el tiempo. El consumo de pesticidas en nuestro pais se increment6 en mas de 5500 t
en el periodo 2013-2016. Segiin el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion
(MAPA, 2017), durante el afio 2017 se llegaron a consumir mas de 72000 toneladas de

pesticidas en agricultura y horticultura con una inversion media de 657 M $ (periodo



2000-2016). Espaia ocupa el 9° puesto a nivel mundial en lo que a inversion en

pesticidas se refiere (FAO, 2017).

Las principales categorias de productos fitosanitarios utilizados en agricultura en
nuestro pais corresponden al uso de fungicidas y bactericidas (53%), herbicidas (22%),

insecticidas y acaricidas (9%) y a otros productos (16%) (Figura 2) (MAPA, 2017).

m Africa

m América
M Asia

m Europa

m Oceania

Figura 1. Porcentaje global de ventas de pesticidas en todo el mundo en el afio 2017.

Otros
15.78%

Insecticidas y
acaricidas

9.24% 4 Fungicidas y

bactericidas
52.69%

Herbicidas
22.29%

Figura 2. Cantidades (%) de los principales productos fitosanitarios comercializados en
Espaiia en el afio 2017.

2.1.2. Herbicidas

Los herbicidas son compuestos quimicos utilizados para inhibir o impedir el
desarrollo de plantas no deseadas o malas hierbas en cultivos agricolas. Estas malas
hierbas suelen presentar una alta dispersion (por el viento o el agua) y una gran

resistencia. Ademas, provocan problemas en los cultivos tales como la reduccion de la



cosecha al competir por recursos como agua o luz, dificultad de la recogida de la cosecha

e incremento de los costes econdOmicos.

i)

iii)

Los herbicidas pueden clasificarse atendiendo a diferentes criterios:

Segun su rango de accion:
a. Totales: Se aplican para conseguir controlar la totalidad de las malas hierbas
presentes. Suelen utilizarse para limpieza de terrenos. Un ejemplo es el glifosato.
b. Selectivos: se aplican para eliminar un tipo concreto de maleza sin afectar al
cultivo.

En muchas ocasiones, la clasificacion de un herbicida en total o selectivo depende
de su concentracion o dosis aplicada, dado que un herbicida total puede convertirse

en selectivo a concentraciones bajas, y viceversa.

Segun su modo de accion:
a. Residuales (o de suelo): Se aplican directamente sobre el suelo, creando una
pelicula toxica que regula la proliferacion de malas hierbas de tal modo que al
atravesarla les provoca la muerte. No suelen afectar a las malas hierbas que ya
existian a la hora de su aplicacion, s6lo a las que germinen.
b. Foliares: Pueden distinguirse dos tipos:
- De contacto: Destruyen las hojas y tallos de las malas hierbas presentes en el
terreno donde se aplica al entrar en contacto con ellas y no afectan a las raices.
- Sistémicos: Son absorbidos y trasladados a través del sistema vascular hasta la
raiz, provocando la muerte de las plantas. En este grupo se incluyen los herbicidas
hormonales.

Segun el momento de aplicacion:
a. Pre-siembra: Se aplican antes de la siembra.
b. Post-siembra: Se aplican una vez se ha realizado la siembra. Pueden distinguirse
dos tipos:
- Pre-emergencia: Se aplican antes de que el cultivo emerja del suelo. Suelen
utilizarse en terrenos donde haya historia de presencia de malas hierbas.
- Post-emergencia: Se aplican cuando el cultivo y las malas hierbas ya han

germinado.



iv) Segun su composicion y estructura quimicas: Compuestos piridinicos y
bipiridinicos (paraquat, diquat, etc.), organoclorados (pentaclorofenol, etc.),
dinitroanilinas (trifluralin, etc.), sulfonilureas (metsulfurén metilo, triasulfuron,

etc.), triazinas (atrazina, etc.) o carbamatos y tiocarbamatos (prosulfocarb, etc.).

A la hora de elegir el herbicida mas adecuado se debe tener en cuenta el estado
del cultivo y de las malas hierbas a eliminar, ademas de las caracteristicas fisicoquimicas

del suelo.

Durante el afio 2017, en Espafa se utilizaron alrededor de 16000 t de herbicidas
en el sector agricola. Este valor supone un aumento de un 2.5% con respecto al afio 2016
y es uno de los mas altos registrados en nuestro pais donde se ha ido incrementado en la

ultima década (Figura 3) (FAO, 2017).
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Figura 3. Evolucion del uso de herbicidas en Espafia durante los Gltimos afios.

Compuestos pertenecientes al grupo de las sulfonamidas y tiocarbamatos, como
el triasulfuron y el prosulfocarb, son ampliamente utilizados en la actualidad en diferentes
tipos de cultivos. Estos compuestos pueden utilizarse de manera individual o conjunta
para el control de malas hierbas en cereales de secano o regadio, ya que proporcionan un
buen control de las malas hierbas (Cirujeda and Taberner, 2010; Knezevi¢ et al., 2010;

Bajya et al., 2015; Mehmeti et al., 2018).
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2.1.3. Contaminacion de suelos y aguas por herbicidas

La aplicacion de herbicidas en la agricultura actual es una préctica extendida que
esta dirigida a incrementar el rendimiento de los cultivos. Sin embargo, el uso extensivo
de estos compuestos puede plantear serios problemas de contaminacion ambiental (Huang
et al., 2016; Malyan et al., 2019). Ademas, el uso de moléculas moviles y persistentes
puede afectar a la calidad del suelo y de las aguas superficiales o subterraneas. Por otra
parte, la movilidad de los herbicidas desde la superficie del suelo acorta la duracion del
control residual sobre las malas hierbas y puede producir contaminaciones de las aguas
subterraneas como ha sido puesta de manifiesto en sistemas agricolas de distintos paises

(Herrero-Hernandez et al., 2013; Fingler et al., 2017; Gosetti et al., 2019).

La concentracion maxima permitida de pesticidas, incluidos herbicidas, en aguas
se encuentra regulada por diferentes directivas que tratan de limitar la contaminacion de
ecosistemas acuaticos. En la Directiva Europea 80/778/EEC sobre la potabilidad de las
aguas y la revision 98/83/ECC se establece una concentracidn maxima para un pesticida
individual en aguas potables de 0.1 pg L', y una concentracion total maxima de 0.5 pg L.
El Reglamento (CE) namero 1107/2009 del parlamento europeo, por el que se deroga la
directiva 91/414/CEE, establece las normas aplicables a la autorizacion de productos
fitosanitarios en su presentacion comercial, y a su comercializacion, utilizacioén y control
en la Union Europea. Establece ademas las normas relativas a la aprobacion de sustancias
activas, protectores y sinergistas contenidos en los productos fitosanitarios. La finalidad
de este reglamento es garantizar la proteccion de la salud humana y animal, asi como el

medio ambiente, ademds de mejorar la produccion agricola.

En la actualidad, sin embargo, se ha observado la presencia de residuos de
herbicidas en suelos y aguas en diferentes paises del mundo a niveles mas altos de los
permitidos (Echeverria-Sdenz et al., 2012; Lopez et al., 2015; Zheng et al., 2016; Herrero-
Hernandez et al., 2017).

Dada la naturaleza toxica de los herbicidas, se han realizado esfuerzos
considerables para controlar, entender y minimizar su impacto medioambiental

(Odukkathil and Vasudevan, 2013; Marin-Benito et al., 2018).
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2.2. DINAMICA DE HERBICIDAS EN SUELOS

Los herbicidas aplicados en terrenos agricolas sufren una dispersion o distribucion
entre las distintas fases del ambiente: agua, aire, suelo y biota. Estos herbicidas
interaccionan con cada una de estas fases de maneras muy complejas a través de multitud
de reacciones fisicas, quimicas o bioldgicas que suelen ocurrir de manera simultanea. Una
vez el herbicida entra en contacto con el suelo empezard a moverse a otros sistemas con

su estructura original o degradandose, en funcion del tiempo.

Los procesos medioambientales que rigen el comportamiento y destino de los
herbicidas en suelos pueden dividirse en tres grandes grupos (Zimdahl, 2007; Marin-

Benito, 2011):

1) Acumulacion: Procesos que conllevan el paso entre dos medios sin que el
herbicida sufra ninguna transformacion quimica. El herbicida mantiene por lo tanto su
funcion original. En este grupo se incluyen los procesos de adsorcion y desorcion.

i1) Eliminacion: Procesos que conllevan una transformacion de los herbicidas en
otros diferentes que pueden presentar funciones, toxicidades y comportamientos
diferentes. Puede tratarse de procesos quimicos, biologicos o fotoquimicos. En este grupo
se incluye el proceso de degradacion.

ii1)  Movimiento: Procesos que conllevan un desplazamiento del herbicida sin incurrir
en ninguna transformacion quimica. Se diferencian de los procesos de acumulacion en
que existe un desplazamiento importante desde la posicion inicial. En este grupo se

incluyen los procesos de lixiviacion, escorrentia y volatilizacion.

Todos estos procesos pueden ocurrir de manera individual o simultdnea y se
encuentran determinados no solo por las propiedades fisicas y quimicas de los herbicidas

sino también por las caracteristicas del medio con el que interactia.

El proceso de adsorcion consiste en el paso de las moléculas de un soluto
(denominado adsorbato) desde la fase acuosa hasta la superficie de un sélido que actua
como sorbente (adsorbente) (Calvet et al., 1989). En el caso de los herbicidas, éstos serian
el adsorbato y el suelo el adsorbente. Este proceso puede ser de naturaleza fisica, cuando
la adsorcion ocurre mediante fuerzas débiles (normalmente fuerzas de van der Waals), o
de naturaleza quimica, cuando ocurre mediante enlace quimico. El proceso de adsorcion

de herbicidas en el suelo esta muy relacionado con la superficie especifica de las

12



particulas del suelo y su tamafo. Debido a esto, la fraccion coloidal del suelo presenta
una mayor capacidad de retencion de las moléculas del herbicida (Jiang et al., 2018;

Spuler et al., 2019).

El proceso de desorcion consiste en la liberacion de moléculas de adsorbato de la
superficie del adsorbente. La combinacion de estos procesos de adsorcion-desorcion es
muy importante para el comportamiento de los herbicidas en el suelo, ya que condicionan

la cantidad de herbicida que se encuentra disponible en el suelo (Silva et al., 2019).

Entre las propiedades fisicoquimicas del suelo que estan implicadas en estos
procesos de acumulacion destacan la textura, el contenido en arcilla y materia organica,
y el pH del suelo. Por otra parte, las caracteristicas de los herbicidas también influyen en
gran medida en estos procesos, especialmente su volatilidad, solubilidad en agua,
persistencia y su estructura quimica. Ademas, estos procesos se ven influenciados por
diferentes factores del medio, tales como la humedad, temperatura, régimen de lluvias y

de vientos, asi como por las practicas de cultivo utilizadas.

El proceso de degradacion de un herbicida suele provocar la mayor parte de la
pérdida de compuesto tras su aplicacion (Noshadi et al., 2018; Schuhmann et al., 2019).
La degradacion puede ser ocasionada por hongos, bacterias y otros microrganismos
presentes en el suelo (degradacion microbioldgica), por diferentes procesos quimicos
(oxidacion, reduccion, deshidrohalogenacion, hidrolisis) (degradacién quimica) o por la

exposicion a la luz solar (degradacion fotoquimica).

En relacion con los procesos que implican un movimiento de los herbicidas en el
suelo cabe sefalar la lixiviacién que origina su desplazamiento vertical a través del perfil
del suelo. Este proceso es consecuencia de su disolucion en agua, ya sea proveniente de
la lluvia o del riego y esta considerado como el principal responsable de la contaminacion
de las aguas subterraneas. La lixiviacion puede tener lugar mediante un movimiento
rapido de los herbicidas en el agua a través de los macroporos del suelo (flujos
preferenciales) o mediante un movimiento lento de los herbicidas a través de los
microporos del mismo (flujo matricial) (Cohen et al., 1995; Whitford et al., 1995). Otros
procesos de movimiento como la escorrentia tienen lugar cuando la cantidad de agua
aplicada al suelo supera la capacidad de infiltracién de dicho suelo. Debido a esto los
herbicidas son transportados por la superficie disueltos en el agua o adsorbidos en

particulas del suelo pudiendo llegar a alcanzar y/o contaminar las aguas superficiales
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(Cohen et al., 1995; Ulrich et al., 2018). Estos compuestos pueden también transportarse
por volatilizacion que consiste en la pérdida del herbicida en forma de vapor desde la

superficie del suelo, del agua o de las plantas (Voutsas et al., 2005).

2.2.1. Degradacion y/o disipacion de herbicidas en suelos: Ensayos en laboratorio y

€n campo

Uno de los principales fendmenos que experimentan los herbicidas en suelo es su
degradacion a compuestos mas sencillos (metabolitos). Por ello, los estudios de
degradacion, independientemente de la escala a la que se realicen, son esenciales a la hora
de evaluar el destino de los herbicidas aplicados en suelos. El escenario mas sencillo para
el estudio de las cinéticas de degradacion es el realizado en condiciones de laboratorio.
En la literatura actual puede encontrarse un gran numero de estudios de degradacion de
diferentes herbicidas en suelos con diferentes propiedades en condiciones controladas.
Francisco et al. (2018) estudiaron el comportamiento del herbicida aminociclopiracloro
en tres suelos con propiedades fisicoquimicas diferentes. Evaluaron la mineralizacion, los
residuos extractables y la formacion de residuos enlazados utilizando el herbicida
marcado con '*C en condiciones de laboratorio. El uso de compuestos marcados abre
nuevas posibilidades de estudio ya que permite, en experimentos realizados en
laboratorio, seguir de cerca el destino de esos compuestos al realizar balances de masas y

asi caracterizar de manera mas precisa su comportamiento en los suelos.

En la bibliografia también puede encontrarse trabajos sobre la degradacion de
estos compuestos aplicados en suelos enmendados con residuos organicos. Por ejemplo,
Rodriguez-Cruz et al. (2019) estudiaron la degradacion del herbicida petoxamida
aplicado a un suelo no enmendado y enmendado con lodos de depuradora y compost
vegetal en condiciones de laboratorio. Los resultados mostraron que la velocidad de
degradacion del herbicida disminuia al aumentar la dosis de herbicida aplicado, aunque
la vida media del herbicida no present6 diferencias significativas en el suelo sin enmendar
y enmendado a las dosis mas bajas de herbicida. Haskis et al. (2019) evaluaron la
degradacion del herbicida metribuzina y sus metabolitos (deamino-, deaminodiketo- y
diketo-metribuzina) en condiciones de luz y de oscuridad en muestras de suelo no
enmendado y enmendado con biochar. El estudio mostré que la adicion del biochar redujo

drasticamente o incluso inhibi6 la degradacion durante el periodo de tiempo estudiado.
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Los experimentos de degradacion realizados en laboratorio permiten que las
condiciones del estudio estén controladas. Sin embargo, los resultados son mas realistas
cuando los estudios se realizan en parcelas agricolas bajo condiciones de campo, donde
los herbicidas, suelos y otros elementos se veran expuestos a condiciones reales del
medio. Por ejemplo, Pang et al. (2016) determinaron las cinéticas de disipacion de los
herbicidas rimsulfuron, mesotriona, fluroxipir-meptil y fluroxipir aplicados a un suelo
agricola cultivado con maiz y determinaron las cinéticas de disipacion tanto en muestras
de suelo como de paja. Concluyeron que, aunque en un primer momento las cantidades
de herbicidas eran mayores en las muestras de paja de maiz que en las de suelo, la
velocidad de degradacion de los herbicidas era mayor en la paja. Carretta et al (2019)
estudiaron la disipacion de los herbicidas terbutilazina, su metabolito desetil-
terbutilazina, y S-metacloro en condiciones de campo. El experimento se llevo a cabo en
parcelas experimentales tras aplicarle un fertilizante inorganico al suelo, enmendarlo con
lodos de depuradora o con una mezcla de ambos. El estudio puso de manifiesto que los
herbicidas estudiados presentaban una disipacion mas rapida en los suelos enmendados
solamente con fertilizante inorganico que en los suelos enmendados con lodos de
depuradora o la mezcla de ambos. También se aprecid que la presencia de la enmienda
organica disminuy6 la degradacion del herbicida terbutilazina y la formacion de su

metabolito desetil-terbutilazina.

2.2.2. Movilidad de herbicidas en suelos: Ensayos en laboratorio y en campo

Los estudios sobre movilidad de herbicidas en suelos se realizan generalmente en
condiciones de laboratorio o invernadero, pudiendo encontrar un gran nimero de estos
trabajos en la literatura actual. Los estudios en laboratorio se basan en el paso de
disoluciones de lavado a través columnas de suelo empaquetadas o columnas de suelo sin
distorsionar contaminadas con herbicidas y el andlisis posterior de las aguas lixiviadas.
Berzins et al. (2019) estudiaron la movilidad del herbicida glifosato y su metabolito
principal (acido aminometilfosfonico) en columnas empaquetadas de suelo procedente de
la capa superficial de suelos con diferentes caracteristicas (arenoso y areno-arcilloso).
Realizaron tres etapas de lavado de las columnas contaminadas. El contenido total en
herbicidas recogido en las tres fases de lavado fue significativamente mayor en las
columnas con suelo arenoso que en las columnas con suelo areno-arcilloso. Guimaraes et

al. (2019) evaluaron la movilidad de los herbicidas ametrin, diuron, hexazinone y
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metribuzin utilizando columnas empaquetadas con cinco suelos con propiedades
fisicoquimicas diferentes. Se aplicaron herbicidas marcados con '*C y determinaron la
concentracion de dichos herbicidas en las aguas de lavado tras afiadir 200 mm durante 48
horas simulando el efecto de la lluvia. Ademas, determinaron la concentracion remanente
de los compuestos en las columnas a diferentes profundidades. Concluyeron que la
movilidad de los herbicidas dependia especialmente de las caracteristicas de los suelos
estudiados. Vasilakoglou et al. (2000) estudiaron la movilidad de los herbicidas alacloro,
acetoclor, metolacloro, S-metolacloro, dimetenamida y flufenacet como distintas
formulaciones (emulsionables y microencapsuladas) en columnas empaquetadas de un
suelo limo-arcilloso. Segtn sus resultados, el tipo de formulacion afect6 a la movilidad

de los herbicidas, aunque no detectaron ninguno a profundidades mayores de 30 cm.

Tejada et al. (2017) evaluaron en un suelo semiarido (Xerollic Calciorthid) el
efecto de la adicidn de residuos s6lidos municipales, estiércol de aves de corral o estiércol
de vaca sobre la movilidad del herbicida flazasulfuron. El estudio se llevo a cabo en
columnas empaquetadas con suelo enmendado y sin enmendar y permitié concluir que la
aplicacion de la enmienda orgénica disminuy6 la movilidad del herbicida, especialmente
con los residuos sélidos municipales. Otros autores también observaron que la movilidad
de otros herbicidas como el linuron se vio afectada tras la enmienda del suelo. Marin-
Benito et al. (2013) determinaron que la movilidad del linuron en columnas empaquetadas
de un suelo franco arenoso enmendado con diferentes residuos organicos (lodos de
depuradora, orujo de uva, substrato postcultivo del champifion) se vio reducida en
comparacion con el suelo sin enmendar. Por su parte, Marin-Benito et al. (2018)
estudiaron el efecto de 5 enmiendas organicas, algunas de ellas de bajo coste, utilizadas
como barreras en columnas empaquetadas en la movilidad de los herbicidas etofumesato

y terbutrina.

Los estudios de movilidad de herbicidas en columnas de suelo sin distorsionar
lavadas posteriormente en el laboratorio permiten obtener resultados mas representativos
de la realidad ya que las propiedades fisicoquimicas (densidad, grado de compactacion,
tamafio de particula, micro y macroporosidad, etc.) y microbioldgicas del suelo se
mantienen inalteradas. A pesar de ello, este tipo de estudios son menos frecuentes que los
realizados en columnas empaquetadas. Walker et al. (2005) utilizaron esta técnica para
estudiar la movilidad de los herbicidas clortoluron, isoproturon y triasulfuron utilizando

columnas sin distorsionar de un suelo franco arenoso y un suelo arenoso franco arcilloso.
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Por su parte, Lopez-Pifieiro et al. (2014) estudiaron el efecto de la aplicacion de residuos
de la molienda de aceitunas como enmienda organica en la movilidad de los herbicidas
MCPA y S-metalocloro en un suelo franco arcillo-arenoso con bajo contenido en materia
organica en columnas de suelo inalteradas, observando un movimiento vertical mas lento
para MCPA y especialmente para S-metacloro en las columnas de suelo enmendado que

en las de suelo sin enmendar.

Estos estudios permiten sacar conclusiones rapidas de lo que ocurre en la realidad
pero de un modo aproximado. Los resultados mas representativos y por tanto mas
extrapolables requieren estudios de movilidad en campo bajo condiciones de temperatura
y humedad reales. Estos estudios se llevan a cabo extrayendo columnas del perfil de suelo
donde el herbicida ha sido previamente aplicado y analizando la presencia del compuesto
a diferentes profundidades (Boesten and van der Pas, 2000; Mamy et al., 2008; Cabrera
et al., 2009) o mediante su recogida en lisimetros instalados en el campo y su
cuantificacion en los lixiviados (Marin-Benito et al., 2014). El elevado coste economico
y tiempo necesario para el desarrollo de este tipo de experimentos junto con su alta
dependencia de las condiciones climéticas los hacen menos habituales que los realizados
en el laboratorio. Por ejemplo, Kocarek et al. (2010) estudiaron la movilidad del herbicida
clortoluron a través del perfil de tres suelos diferentes mediante la toma de muestras sin
alterar a diferentes profundidades (0-50 cm). Aunque detectaron la presencia del
herbicida a lo largo de todo el perfil estudiado, la mayor concentracion del compuesto se

encontro en la capa mas superficial del suelo (0-2 cm).

2.3. RESIDUOS ORGANICOS
2.3.1. Residuos organicos y su uso como enmienda en agricultura

Segun la legislacion espafiola (Ley 10/1998 del 21 de abril), se define residuo
como “‘cualquier sustancia u objeto perteneciente a alguna persona de las categorias que
figuran en el anexo de esta ley, del cual su poseedor se desprenda o del que tenga la
intencion u obligacion de desprenderse”. Segun cual sea el origen de estos residuos, puede
hablarse de residuos organicos, de origen animal y vegetal (ya sean urbanos, agricolas,
industriales o ganaderos) e inorgéanicos (papel, envases, vidrio, metales equipos

eléctricos, etc). Los residuos organicos suponen alrededor del 80% del total de residuos
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generados en paises desarrollados, por lo que es imprescindible su gestion de manera
adecuada para evitar problemas medioambientales y de salud para las personas. Una
buena gestion de estos residuos persigue poder aprovechar el valor econémico que pueden

tener y buscarles una aplicacion en lugar de desecharlos.

El aumento de la superficie destinada a la agricultura a nivel mundial, y otros
factores como el uso intensivo de pesticidas estd acelerando la degradacion del suelo y
disminuyendo su fertilidad. La disminucion en el contenido de materia orgéanica que
originan modifica a su vez los niveles de nutrientes disponibles en el suelo y su capacidad
de retencion de agua, debido a una menor porosidad y capacidad de infiltracion (FAO,
2017). Por ejemplo, los suelos de Castilla y Leon presentan un contenido muy bajo en
materia organica menor del 1% en mas del 50% de los suelos (Codigo de Buenas Practicas
Agrarias de Castilla y Leoén, 1998) y, por tanto, con mayor predisposicion hacia
fendmenos de degradacion y desertizacion en ellos. Una posible via de abordar este
problema seria la reutilizacion de residuos orgénicos como enmienda organica aplicada
en suelos directamente o tras su compostaje. La mejora en las propiedades del suelo
debido al contenido en materia orgéanica en estos residuos esta bien documentada, por lo
que su aplicacion como enmiendas organicas en agricultura es una practica comun
(Ferreras et al., 2006; Tejada and Gonzalez, 2008; Aranda et al., 2015; Bastida et al.,

2015) que ha atraido un interés considerable en los ltimos afios (Scotti et al., 2015).

Una gran variedad de residuos orgédnicos pueden ser aplicados como enmiendas
organicas en la agricultura entre los que cabe destacar los residuos urbanos (lodos de
depuradora), los derivados de la industria agroalimentaria (los residuos generados en el
cultivo del champiiidn y setas comestibles), o de la produccion agricola y ganadera (restos
de cosechas, podas y purines). Los residuos generados en las podas de parques y jardines,
o compost vegetal (Figura 4) han experimentado un gran crecimiento en los tltimos afios
en Espafia. En 2015, 229300 toneladas of compost vegetal se generaron en Espaia, lo
cual representa un 1.13% de los residuos urbanos (MAPA, 2017). Estos residuos
vegetales son biodegradables, potencialmente aprovechables y presentan un contenido en
materia organica superior al 15% en peso seco tras someterse a un proceso de compostaje.
Por ello, pueden considerarse como una fuente de materia orgéanica para el suelo mas
estable que la proporcionada por otros residuos biodegradables, como los bios6lidos o los

lodos de depuradora.
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El uso de este compost vegetal presenta ciertas ventajas al aplicarse como
enmienda organica: es una alternativa econdémica y relativamente sencilla logisticamente
para dar salida a estos residuos procedentes de las podas de plantas urbanas, disminuye
potencialmente la produccion de metano por parte de los residuos organicos al llevarse a
cabo un compostaje aerobio, mejora la fertilidad del suelo al aumentar el contenido de
materia organica, y disminuye la necesidad de fertilizantes inorgéanicos e irrigacion. En
Espafia, su utilizacion como fertilizante o enmienda organica del suelo se encuentra
regulada por el Real Decreto 999/2017, de 24 de noviembre, por el que se modifica el
Real Decreto 506/2013, de 28 de junio, sobre productos fertilizantes (BOE 296, 6
diciembre 2017).

2.3.2. Efecto de residuos organicos en el comportamiento de herbicidas

La aplicacion de residuos organicos al suelo implica la inclusién de nueva materia
organica en el mismo para mejorar su calidad. Sin embargo, esta nueva materia organica
exodgena (solida y liquida) de distinta naturaleza a la presente en el suelo puede influir en
el comportamiento de los herbicidas aplicados (Marin-Benito et al., 2012, 2013, 2014).
Estos herbicidas pueden ser adsorbidos por los suelos enmendados ya que el aumento de
materia organica solida facilitara un aumento de adsorcion de los pesticidas no-i6nicos,
hidrofobicos, con solubilidad baja o muy baja en agua (Huang et al., 1995), lo que puede
tener consecuencias para su degradacion, persistencia y movilidad (Rodriguez-Liébana et
al., 2014; Marin-Benito et al., 2016; Keren et al., 2017). Estos procesos pueden disminuir
la contaminacidon por parte de estos herbicidas tanto en el suelo como en las aguas
subterraneas, pero también pueden afectar a la concentracion final que se encuentra
biodisponible para su absorcidon por parte de las malas hierbas a las que van destinados

(Barriuso et al., 1997). Sin embargo, el aumento de materia orgéanica liquida podria
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aumentar la movilidad de estos compuestos, mediante el establecimiento de interacciones
hidrofobicas con la materia organica disuelta en el agua facilitando su solubilizaciéon y
transporte en el suelo, con la consiguiente contaminacion de las aguas subterraneas

(Kozak, 1996; Cox et al., 2007).

En la actualidad se realizan muchos estudios sobre la influencia de los residuos
organicos de diferente origen (estiércol, lodos procedentes de aguas residuales, residuos
agroindustriales procedentes de la elaboracion de vino, aceite o el cultivo del champifion)
en la adsorcion, movilidad y degradacion de pesticidas en los suelos enmendados (Gamiz
et al., 2012; Cheng et al., 2017; James es al., 2019). Algunos abordan también el estudio
de la influencia de la materia organica disuelta procedente de estos residuos en el
comportamiento de los pesticidas en el suelo (Cox et al., 2001; Barriuso et al., 2011) o la
influencia en la biodisponibilidad de los residuos en los suelos enmendados (Gevao et al.,

2001; Barriuso et al., 2004).

Se han llevado a cabo algunos estudios para evaluar el efecto del compost vegetal
en la adsorcion y disipacion de los herbicidas mesotriona, triasulfuron, petoxamida,
flufenacet y clortoluron en suelos agricolas enmendados con este residuo en condiciones
de laboratorio (Marin-Benito et al., 2019; Pose-Juan et al., 2015, 2017, 2018; Rodriguez-
Cruz et al., 2019). En estos trabajos se indic6 que la disipacion de los herbicidas en suelos
enmendados con compost vegetal estaba controlada principalmente por el proceso de
adsorcion que aumenta con la aplicacion de la enmienda organica al suelo, disminuyendo

la biodisponibilidad de los compuestos y la velocidad de degradacién de los herbicidas.

2.3.3. Efecto de residuos organicos sobre las comunidades microbianas del suelo

La aplicacion de residuos orgénicos como enmiendas, con el objetivo de mejorar
la fertilidad y estabilidad del suelo, provoca ademas la estimulacion del crecimiento y
biomasa microbiana (Bastida et al., 2015). El uso de enmiendas orgéanicas puede incluir
ademas nuevos microrganismos al suelo y promover el crecimiento de microrganismos
especificos que modifiquen la estructura, actividad, funcionamiento y diversidad
microbianas (Garcia-Delgado et al., 2015; Alvarez-Martin et al., 2016; Sun et al., 2017).

El tipo de enmienda aplicada determinara este incremento en la biomasa microbiana.
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Después de la aplicacion de diferentes residuos orgénicos en suelos se ha
observado un efecto estimulatorio en la actividad microbiana determinada por un
incremento de la actividad deshidrogenasa (Marin-Benito et al., 2014; Alvarez-Martin et
al., 2016; Pose-Juan et al., 2018). Sin embargo, se han observado casos en los que la
actividad deshidrogenasa disminuia o aumentaba en el tiempo en presencia de herbicidas
y enmiendas organicas, segun su disipacion y / o metabolismo en el suelo enmendado

(Pose-Juan et al., 2017).

2.3.4. Efecto de los herbicidas sobre las comunidades microbianas del suelo

La actividad microbiana es un indicador preciso de la calidad del suelo, ya que los
microrganismos presentes juegan un papel clave en la descomposicion de la materia
organica y en los ciclos biogeoquimicos que afectan a la fertilidad del suelo (Pascual et
al., 2000; Garcia-Orenes et al., 2013; Swarcewicz et al., 2013). En la agricultura intensiva
moderna, debido a la aplicacidon de grandes cantidades de herbicidas durante el periodo
de crecimiento del cultivo (Nyamwasa et al., 2018), se han detectado residuos de estos
compuestos en suelos de areas agricolas en un amplio rango de concentraciones (Li et al.,
2014; Pose-Juan et al., 2015), lo que puede provocar cambios en la biodiversidad
microbiana del suelo. Estos residuos dependen de su disipacion en el suelo, viéndose
modificados por diferentes factores ambientales (tipo de suelo, materia organica del
suelo, régimen de temperatura y precipitaciones, irrigacion, etc.), por la formulacion de
los pesticidas y el método de aplicacion (una dosis o dosis repetidas) (Arias-Estévez et

al., 2008).

El uso extensivo de los herbicidas puede llevar a una disminucion en la
biodiversidad microbiana del suelo, con un impacto negativo en el rendimiento de los
cultivos (Baxter and Cummings, 2008), lo que puede agravarse por la pérdida de materia
organica del suelo que se ha detectado en los ultimos afios (Pascual et al., 2000). Las
comunidades microbianas del suelo son sensibles a algunos herbicidas, como las
sulfonilureas, que afectan a sus procesos bioldgicos (Patyka et al., 2016; Wang et al.,
2018). Las concentraciones retenidas en el perfil del suelo pueden superar el umbral

conocido para las sensibilidades de las especies susceptibles.

21



Hoy en dia, obtener informacion sobre los efectos que tienen los herbicidas sobre
los microrganismos del suelo y la evaluacion de la toxicidad de estos compuestos para las
comunidades microbianas es un requisito indispensable para mejorar la regulacion de la
utilizacion de los herbicidas a corto plazo (Karpouzas et al., 2014). Segtn la literatura, la
presencia de herbicidas y su degradacién en suelos puede inhibir, promover, o ser inocua
a la diversidad microbiana y sus funciones (Hussain et al., 2009; Imfeld and Vuilleumier,
2012). Por lo tanto, considerando la importancia de la biomasa microbiana, su diversidad
y actividad en muchos ciclos del suelo, y por tanto, en su salud, existe un importante
interés cientifico en determinar el impacto que los herbicidas tienen en las comunidades

microbianas del suelo (Martin-Laurent et al., 2010).

Algunos trabajos inciden en la capacidad que presentan los microorganismos del
suelo para degradar los herbicidas presentes en el suelo (Hussain et al., 2007) utilizando
estos compuestos como fuente de energia y nutrientes para incrementar el tamafio de la
poblacién microbiana del suelo (Tyess et al., 2006). Mas recientemente, estudios sobre
los cambios en la composicion microbiana y/o estructura y funcionamiento de la
comunidad mediante la utilizacién de técnicas moleculares de extraccion de ADN del
suelo, amplificacion (PCR) y diferenciacion por electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante (DGGE) (Wang et al., 2009; Sopefia and Bending, 2013), perfiles de
acidos grasos de fosfolipidos (Cycon et al., 2013; Pose-Juan et al., 2017), o técnicas

similares (Widenfalk et al., 2008) han suscitado un gran interés.

2.3.5. Efecto de la aplicacion de residuos organicos y herbicidas de manera

simultanea sobre las comunidades microbianas del suelo

No existe mucha informacion en la literatura sobre la respuesta y funcionamiento
de las comunidades microbianas del suelo al aplicar de manera simultdnea pesticidas y
residuos organicos. La mayoria de los estudios publicados al respecto han sido realizados
bajo condiciones de laboratorio o invernadero (Cycon et al., 2013; Karpouzas et al.,
2014), mientras que de nuevo los experimentos en condiciones de campo son muy escasos

(Spyrou et al., 2009; Petric et al., 2016).

Dado que la aplicacion de enmiendas orgénicas afecta al comportamiento de los
herbicidas en el suelo, podran regular su biodisponibilidad a los microrganismos y su

concentracion, afectando a su posible impacto sobre las comunidades microbianas.
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En la Gltima década el creciente interés por conocer estos efectos ha propiciado
un aumento de las publicaciones en la bibliografia mundial, tal como se indica en algunas
revisiones recientes sobre el tema (Biinemann et al., 2006, Gianfreda y Rao, 2008, 2011;
Hussain et al., 2009). Generalmente se determinan parametros de las comunidades
microbianas indicadores de la abundancia, como la biomasa microbiana del suelo (Dutta
et al., 2010), o de su actividad o funcionamiento, como la respiracion del suelo (Joseph
et al., 2010; Cycon et al., 2012) o las actividades enzimaticas, siendo las mas estudiadas
las oxidorreductasas, como la deshidrogenasa, y las hidrolasas, como ureasa y fosfatasa
(Romero et al., 2010). Esta aplicacion combinada de enmiendas orgénicas y pesticidas
puede incrementar o reducir la abundancia relativa de bacterias y hongos durante el
tiempo de disipacion de los herbicidas en suelos enmendados segln el tipo de enmienda

y el tiempo de incubacion (Pose-Juan et al., 2017).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. MATERIALES
3.1.1. Compost vegetal

Se han utilizado dos tipos de compost vegetal (GC) como enmiendas organicas en
los estudios realizados. Ambos proceden del compostaje de residuos de origen vegetal
procedentes de la poda de plantas y arboles en parques y jardines. El primero (GC1) fue
suministrado por el Ayuntamiento de Salamanca y el segundo (GC2) por los viveros “El
Arca S.L.” en Salamanca (Figura 5). Sus principales caracteristicas fisicoquimicas

referidas a materia seca se recogen en la Tabla 1.

Figura 5. Compost vegetales (GC1 y GC2).

Tabla 1. Caracteristicas de los compost vegetales

Propiedades GCl1 GC2
pH 7.33 7.58
*CO (%) 9.80 24.1
°COD (%) 0.35 0.70
N (%) 1.04 1.10
C/N 9.42 21.9
Cenizas (%) 74.5 54.0

2 carbono orgénico; ® carbono orgéanico disuelto
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3.1.2. Suelo

Los experimentos de campo y laboratorio se llevaron a cabo en un suelo franco
arcillo-arenoso (58% arena, 17% limo, 25% arcilla, 0.21% CaCOs) (Typic Haploxerept)
(Soil Survey Staff, 2010) situado en la finca experimental Mufiovela perteneciente al
Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia de Salamanca (IRNASA-CSIC). Se
disefiaron parcelas experimentales en este suelo sin enmendar (S) y enmendado con los
dos compost vegetales indicados en el apartado anterior (S+GC1; S+GC2) (Figura 6). Las

principales caracteristicas de este suelo sin enmendar y enmendado se incluyen en la

Tabla 2.

: 30
a 266.232.00
: 4.531.828,03

19

Figura 6. Fotografia aérea de las parcelas experimentales disefiadas en la finca

experimental Mufiovela (Barbadillo, Salamanca).

Tabla 2. Caracteristicas del horizonte superficial del suelo (0-10 cm) sin enmendar y
enmendado.

Suelo pH CO (%) COD (%) N (%) C/N Mineralogia®
S 7.35 1.30 0.006 0.12 10.8 K, LM
S+GC1 7.77 1.98 0.007 0.19 10.6
S+GC2 7.30 4.66 0.027 0.42 11.0

2K, Caolinita; I, Ilita; M, Montmorillonita.

34



3.1.3. Herbicidas

Los diferentes estudios realizados se han llevado a cabo con dos herbicidas
pertenecientes a dos grupos quimicos distintos: triasulfuron y prosulfocarb. Estos
herbicidas presentan diferentes caracteristicas quimicas y se aplican habitualmente en

cultivos de cereal de Castilla y Leon.
Triasulfuron

Triasulfuron (2-(2-cloroetoxi)-N-(((4-metoxi-6-metil-1,3,5-triazin-2-11) amino)
carbonil) bencenosulfonamida) es una sulfonilurea con actividad herbicida selectiva para
el control en pre- y post-emergencia de especies de hoja ancha en cultivos de cebada,

avenay trigo.

El triasulfuron es un 4cido débil (pKa 4.8) que se presenta de manera
predominante en forma de anion a pH alto. Su peso molecular es 401.8 g mol!. Tiene una
elevada solubilidad en agua (815 mg L' a 20°C) y baja hidrofobicidad por lo que presenta
una alta movilidad en suelos. Este herbicida actua inhibiendo la actividad de la enzima
acetolactato sintasa, responsable de la biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada
(leucina, isoleucina y valina) en plantas y bacterias. Su estructura quimica y algunas de

sus caracteristicas se incluyen en la Tabla 3.
Prosulfocarb

Prosulfocarb (S- (fenilmetil) dipropilcarbamotioato) es un tiocarbamato sistémico
con actividad selectiva al aplicarse de manera temprana en pre- y post-emergencia contra

hierbas y malezas de hoja ancha en cultivos como la cebada y el trigo de ciclo largo.

El prosulfocarb es un herbicida hidréfobico con alta adsorcion, baja movilidad y
moderada persistencia en suelo. Su peso molecular es 251.39 g mol-'. Este herbicida actiia
inhibiendo la enzima elongasa. Por ello su principal efecto es la inhibicion de las sintesis
de acidos grasos de cadena muy larga (lipidos), aunque también afectan a los tejidos
meristematicos. Ademas, actua inhibiendo la sintesis del acido shikimico como efecto
secundario, lo que conlleva una disminucion del contenido de flavonoides y una variacion
de la composicion y contenido de aminoacidos. Su estructura quimica y algunas de sus

caracteristicas se incluyen en la Tabla 3.
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El estandar analitico de ambos compuestos fue de PESTANAL® (pureza > 98.9%)
y suministrado por Sigma Aldrich Quimica S.A. (Madrid, Espafia). El prosulfocarb se
utilizé ademas marcado en '*C (actividad especifica 3.16 MBq mg™!, pureza 94.8%) y fue
suministrado por IZOTOP Co. Ltd (Budapest, Hungria). Para el estudio de campo se
utilizaron las formulaciones comerciales individuales de triasulfuron (Logran® 20% p/p)
y prosulfocarb (Auros® 80% p/v) y ademas se utilizo la formulacion combinada de ambos
herbicidas (Auros Plus®). Estos productos comerciales fueron suministrados por

Syngenta Agro S.A (Madrid, Espafia).

Tabla 3. Caracteristicas de los herbicidas (PPDB, 2019).

Triasulfuron Prosulfocarb

Nombre (IUPAC) 1-[2-(2-chloroethoxy) S-benzyl dipropyl(thiocarbamate)
phenylsulfonyl]-3-(4-methoxy-6-
methyl-1,3,5-triazin-2-yl) urea

Estructura quimica Oc:g\s’H HTN“ ocH, Hac\/\NJ\S/\@
a0 o} NfN
CHs CHa
Solubilidad agua 815 (20°C, pH 7) 13.0 (20°C, pH 6.1)
(mg L)
log Kow -0.59 (20°C, pH 7) 4.48 (20°C, pH 7)
DTs5o (laboratorio) 59.1 12.4
(dias)
DT5so0 (campo) 38.5 9.8
(dias)
pKa 4.64 (25°C) -
indice GUS 5.12 0.84

3.2. METODOS EXPERIMENTALES

3.2.1. Caracterizacion del compost vegetal y del suelo sin enmendar y enmendado
Las caracteristicas del compost vegetal se determinaron en muestras molidas y

tamizadas en un tamiz de malla con luz <2 mm. Su pH se mididé en una suspension del

compost en agua destilada en una proporcion 1:2.5 (peso:volumen). Su humedad se

determin6 mediante diferencia de peso tras secar 5 g de los residuos a una temperatura de

110 °C durante 24 h. El contenido en cenizas se determino por diferencia de peso después
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de calcinar 5 g de los residuos a una temperatura de 540°C. El carbono organico disuelto
(COD) se determin6d en una suspension del residuo en agua ultrapura Milli-Q con una
relacion 1:100 (peso:volumen) tras someterse a una agitacion durante 24 h a 20°C. La
suspension se centrifugd durante 20 min a 10000 rpm y posteriormente se filtro a través
de filtros de nylon de 0.45 um (Sartorius Stedim Biotech, Alemania). La determinacion
se realizd en un analizador de carbono Shimadzu TOC-VCSH (Shimadzu, Columbia,
MD, Estados Unidos) a partir de rectas de calibrado de disoluciones patron preparadas
con ftalato potasico de diferentes concentraciones (entre 1y 1000 ug mL™"). El contenido
en carbono organico total (CO) y de nitrégeno (N) se determind en un analizador

elemental LECO CN628 (LECO Corporation, Saint Joseph, USA).

Las caracteristicas de los suelos se determinaron siguiendo los métodos habituales
de analisis de suelos en muestras tamizadas utilizando un tamiz de malla de 2 mm (Sparks,
1996). La composicion granulométrica de los suelos se determin6 mediante el método de
la pipeta de Robinson. El CO y N se determinaron con el analizador elemental LECO
CN628. El COD se determind mediante el mismo procedimiento indicado para el
compost vegetal pero utilizando una relacion 1:2 (peso:volumen). El carbono inorganico,
expresado como CaCQOs, se determin6 mediante el Calcimetro de Bernard. Los minerales
de arcilla se identificaron cualitativamente por difraccion de rayos X usando un

difractometro Philips PW 1710 (Eindhoven, Paises Bajos) (Robert, 1975).

3.2.2. Estudio de disipacion y movilidad de los herbicidas triasulfuron y

prosulfocarb en el suelo sin enmendar y enmendado: Experimentos de campo

Se estudio6 la disipacion y movilidad de los herbicidas triasulfuron y prosulfocarb
aplicados en las parcelas experimentales como formulaciones comerciales de los
herbicidas en forma individual y conjunta. Se realizaron dos experimentos para estudiar
la influencia de diferentes factores en los procesos indicados. En ambos experimentos se
analiz6 la variacion de la concentracion de los herbicidas en funcién del tiempo, bien en
la capa superficial del suelo (0-10 cm) para estudiar su cinética de disipacion o a lo largo

del perfil del suelo (0-50 cm) para estudiar su movilidad. En ambos procesos se estudio:
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1) La influencia de la aplicacion del GC como enmienda del suelo y de la aplicacion

individual o conjunta de los herbicidas

Para este estudio se establecieron 24 parcelas experimentales de 9 m? de superficie
(3m x 3m) de manera aleatoria con tres réplicas por tratamiento. De dichas parcelas, 12
estaban compuestas por suelo sin enmendar y 12 estaban compuestas por suelo
enmendado con GC1 con una dosis de 120 t ha! en peso seco (~ 11.6 t C ha'').
Previamente a la enmienda, el suelo fue labrado y el GC incorporado en la capa superficial
del suelo (0-20 cm) de cada parcela. Tres parcelas sin enmendar y enmendadas fueron
tratadas con las formulaciones comerciales individuales de cada uno de los herbicidas
(Logran® y Auros®) y con la formulacion comercial combinada de ambos (Auros Plus®).
Los herbicidas fueron aplicados como soluciones acuosas (5 L) de forma manual usando
una mochila acoplada a un pulverizador (8 salidas) poco después de la enmienda. Las
dosis aplicadas, tanto en las formulaciones individuales como en la conjunta, fueron de
100 g i.a. ha'! para el triasulfuron y de 4.5 kg i.a. ha! para el prosulfocarb (dosis
recomendadas). Otras tres parcelas, tanto sin enmendar como enmendadas, fueron

utilizadas como controles y no fueron tratadas con los herbicidas.

i1) La influencia de la dosis de GC aplicado como enmienda del suelo, riego y dosis

repetidas de herbicidas

El disefio experimental para este estudio consistido en 6 parcelas de suelo sin
enmendar y 12 parcelas de suelo enmendado con GC. Se utilizaron dos GC (GC1 y GC2)
para conseguir diferente contenido de materia orgdnica en las parcelas. Seis de las
parcelas fueron enmendadas con una dosis de 120 t ha'! en peso seco (~ 12 t C ha!,
S+GC1) y otras 6 parcelas con una dosis de 180 t ha™! en peso seco (~40t C ha'!, S+GC2).
Las parcelas experimentales se dispusieron de manera aleatoria. Los residuos orgéanicos
fueron incorporados a la capa superficial del suelo (0-20 cm). En cada tratamiento, tres
parcelas recibieron riego adicional de 2.8 mm por semana (123.2 mm en total), mientras
que las otras solo recibieron agua por medio de la lluvia. Las parcelas fueron tratadas con
la formulacion comercial conjunta de ambos herbicidas (Auros Plus®) de manera similar
al estudio anterior. Las dosis aplicadas fueron de 250 g i.a. ha'! para el triasulfuron'y 11.25
kg i.a. ha! para el prosulfocarb (2.5 veces la dosis agrondmica de los mismos). Se realizd
una segunda aplicacion de los herbicidas en las parcelas cuando la disipacion de los

herbicidas supero el 50% de la cantidad inicialmente aplicada (68 dias).
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3.2.3. Toma de muestras de suelos

Para estudiar la disipacion de los herbicidas se tomaron muestras de suelo del
tramo superficial (0-10 cm) de las parcelas experimentales a diferentes tiempos después
de su aplicacion. El primer muestreo tuvo lugar 24 h después de la aplicacion de los
herbicidas para determinar la concentracién inicialmente aplicada. Se tomaron 5
submuestras de cada parcela que fueron mezcladas antes de ser transportadas en

contenedores de polipropileno (Figura 7a).

Para estudiar la movilidad de los herbicidas se tomaron columnas de suelo hasta
50 cm de profundidad (5 en cada parcela). Cada columna fue dividida en 5 tramos de 10
cm cada uno y se prepararon muestras medias mezclando la muestra correspondiente a
cada tramo de las 5 columnas de cada parcela. Las muestras mezcladas correspondientes

a cada uno de los tramos se transportaron en contenedores de polipropileno (Figura 7b).

Figura 7. Toma de muestra superficial (a) y en profundidad (b) en las parcelas

experimentales.

3.2.4. Extraccion y analisis cuantitativo de los herbicidas

La extraccion de los herbicidas se llevo a cabo en el laboratorio a partir de 6 g de
muestra de suelo, por duplicado, tratadas con 12 mL de metanol. La mezcla se someti6 a
un proceso de agitacion (sonicacién) durante 1 h y posteriormente se mantuvo en

agitacion mecanica intermitente durante 24 h en camara termostatizada a 20°C.
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Posteriormente se centrifugd a 3000 rpm durante 15 min y se filtr6 mediante filtros de
nylon de 0.45 pum. Se tomd un volumen de 8 mL y se evaporod hasta sequedad bajo flujo
de nitrogeno en un evaporador EVA-EC2-L (VLM GmbH, Bielefeld, Alemania). Los
residuos se disolvieron en 0.75 mL de metanol con acido formico (1%) y se transfirieron
a viales de HPLC para su posterior andlisis. La determinacion cuantitativa de los
herbicidas se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a un

detector de masas (HPLC-MS).

El anélisis de los herbicidas se llevo a cabo en un cromatdgrafo Waters (Waters
Assoc., Milford, MA, Estados Unidos) equipado con un sistema de bombeo multisolvente
modelo €2695 y un inyector automatico acoplado a un espectrometro de masas
Micromass ZQ (MS) equipado con una interfaz de electrospray (ESI) y un sistema para
la adquisicidon y procesamiento de datos Empower Pro (Waters Technologies) (Figura 8).
Se utilizé una columna Luna® 3 um PFP(2) 100 A (150 x 4.6 mm) (Phenomenex,

Torrance, CA, Estados Unidos) a temperatura ambiente.

Figura 8. Equipo de cromatografia liquida HPLC-MS.

Se utilizo una fase movil compuesta por un 70% de acetonitrilo de grado HPLC y
un 30% de agua ultrapura Milli-Q (millipore) con 1% de &cido formico. La velocidad de
flujo de la fase movil fue 0.4 mL min!' y el volumen de inyeccion fue 10 pL. Se utilizd
una temperatura de 120 °C para la fuente y se fijo la temperatura de desolvatacién en
300°C. Se aplic6 un voltaje de cono de 20V, un voltaje del capilar de 3.08 kV, un voltaje
del extractor de 5 V y un voltaje de las lentes de 0.3 V.
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Para la deteccion del triasulfuron, se busco la relacion m/z de 402.8
correspondiente al ion molecular positivo [M+H]". Su tiempo de retencion bajo las
condiciones anteriormente descritas fue de 6.1 min y sus limites de deteccion (LOD) y
cuantificacion (LOQ) fueron 0.018 ug mL' y 0.059 pg mL-!, respectivamente. En el caso
del prosulfocarb, su ion molecular positivo presentd una relacion m/z de 252.4 y su tiempo
de retencion fue 14.1 min. Su LOD y LOQ fueron 0.005 pg mL"' y 0.017 pg mL",

respectivamente.

El analisis cuantitativo de las cantidades de los herbicidas presentes en las
disoluciones se llevd a cabo a partir del area bajo el pico de cada compuesto en modo
SIM. El equipo determiné automaticamente las rectas de calibrado considerando las areas
de los picos eluidos correspondientes a los patrones de diferentes concentraciones. Las
rectas de calibrado utilizadas se prepararon en soluciones de extractos de los adsorbentes

para evitar un posible efecto matriz.

3.2.5. Determinacion de parametros indicadores de la estructura, abundancia y
actividad de las comunidades microbianas durante el proceso de disipacion de los

herbicidas

Analisis del perfil de acidos grasos de fosfolipidos del suelo

La composicion o estructura de las comunidades microbianas del suelo de las
parcelas experimentales se llevo a cabo a partir del analisis del perfil de 4cidos grasos de
fosfolipidos (Frostegérd et al., 1993) en las muestras superficiales (0-10 cm) de suelo sin
enmendar y enmendado, y tratadas o sin tratar con los herbicidas. Las muestras de suelo
fueron liofilizadas inmediatamente después de ser tomadas. Posteriormente, se pesaron 2
g de material seco por duplicado y se utilizaron para la extraccion de los lipidos. Los
lipidos fueron extraidos con una disolucion tampon de cloroformo-metanol-fosfato. Los
fosfolipidos se separaron de otros lipidos no polares y se transformaron en ésteres
metilicos de acidos grasos antes de su andlisis. La cuantificacion de los fosfolipidos se
llevé a cabo usando un cromatografo de gases modelo Agilent 7890 (Agilent
technologies, Wilmington, DE, Estados Unidos) equipado con una columna de 25 m Ultra
2 (5% fenil)-metilpolisiloxano (J&W Scientific, Folsom, CA, Estados Unidos) y un
detector de ionizacion de llama. Los fosfolipidos fueron identificados utilizando

estandares de acidos grasos bacterianos y un software de sistema de identificacion

41



microbiano (Microbial ID, Inc., Newark, DE, Estados Unidos). Se utilizaron algunos
acidos grasos especificos como biomarcadores (Zelles, 1999) para cuantificar la
abundancia relativa de bacterias Gram negativas (&cidos grasos monosaturados y
ciclopropil 17:0) y Gram positivas (&cidos grasos ramificados saturados iso y anteiso),

Actinobacterias (acidos grasos 10-metil) y hongos (18:2 w6 cis).
Biomasa microbiana del suelo

La biomasa del suelo se determind a partir del contenido en nitrégeno presente en
la biomasa. El nitrogeno de la biomasa fue extraido del suelo mediante la técnica de
fumigacion-extraccion con cloroformo durante 7 dias (Vance et al., 1987). El contenido
del citoplasma fue extraido con una disolucion de K>SO4 (Figura 9a) y el amonio presente
fue analizado por colorimetria con un autoanalizador de flujo segmentado modelo
AutoAnalyzer 3 (BrantLuebbe GmbH, Norderstedt, Alemania). Los resultados se
expresaron como mg C kg! de suelo seco, convirtiendo las concentraciones de nitrogeno

a carbono con un factor de 21 (Garcia-Izquierdo, 2003).
Respiracion del suelo

La respiracion del suelo es un indicador del nivel de estrés que una perturbacion
puede provocar en los microorganismos del suelo. Este parametro se determiné a partir
de la depresion originada por el consumo de oxigeno por parte de los microorganismos.
La absorcion de oxigeno por parte de los microorganismos del suelo se cuantificod en
muestras de 50 g de suelo durante un periodo de 4 dias utilizando un equipo OxiTop
Control OC 110 (WTW, Weilheim, Alemania) (Figura 9b). El CO; producido por el
metabolismo de los microorganismos del suelo fue retenido en una disolucion de 10 mL
de NaOH IM. Aplicando la ecuacion de los gases ideales se obtienen los moles de

oxigeno y los resultados se expresan como mg O, g™ de suelo seco.
Actividad deshidrogenasa del suelo

Se determino la actividad deshidrogenasa del suelo como un indicador de la
actividad microbiana total. Se llevo a cabo siguiendo el método de Tabatabai (1994) a los
distintos tiempos de muestreo. Se pesaron 6 g de muestra de suelo por duplicado y se
mezclaron con 0.06 g de CaCOs, 1 mL de una disolucion acuosa de cloruro de 2,3,5-
trifeniltretrazolio (TTC) al 3% y 2.5 mL de agua ultrapura Milli-Q (Millipore). La

reaccion se incubo a 37°C en oscuridad y condiciones anaerobias durante 24 h. Tras este
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tiempo se extrajo el compuesto 1,3,5-trifenilformazan (TPF) originado en el proceso
mediante tres extracciones seguidas con 7 mL de metanol. Las tres fracciones fueron
mezcladas y diluidas hasta 25 mL con metanol. Los reactivos TTC y TPF fueron
suministrados por Sigma-Aldrich Quimica S.A. (Madrid, Espana). La actividad
deshidrogenasa se determind a partir de la medida de la absorbancia del compuesto TPF
a la longitud de onda de 485 nm en un espectrofotometro UV-visible modelo Cary 100
Conc (Varian Optical Spectroscopy Instruments) (Figura 9¢). Los valores se expresan en

ug TPF g'de suelo seco.

Figura 9. Determinacion de: a) biomasa microbiana; b) respiracion; y c) actividad

deshidrogenasa del suelo.

3.2.6. Estudios de la disipacion y movilidad de prosulfocarb en el suelo sin enmendar

y enmendado: Experimentos de laboratorio
Disipacion del herbicida

Se estudio la disipacion del herbicida prosulfocarb en muestras de suelo sin
enmendar y enmendado con compost vegetal GC2 en condiciones de laboratorio
utilizando prosulfocarb no marcado y marcado en '*C. El suelo sin enmendar procedia
del horizonte superficial (0-30 cm) de la parcela experimental de la Finca Munovela
(parcelas control sin enmienda y sin tratar con los herbicidas). El suelo enmendado se
prepard incorporando el compost vegetal GC2 de manera uniforme en una proporcion de
20% p/p (~180 t ha!). El suelo y el GC se tamizaron (< 2 mm) previamente a su mezcla.
Los suelos enmendados se incubaron durante 10 dias a una temperatura de 20°C en
camara termostatizada para estabilizar el suelo enmendado. Se determino la humedad y

la capacidad de campo de las muestras de suelo sin enmendar y enmendado con GC2.
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Se estudio la influencia de la concentracion de prosulfocarb presente en el suelo
en la disipacion del herbicida. Para ello el herbicida se afiadi6 a muestras de suelo
duplicadas (700 g) en un volumen de agua desionizada y esterilizada con una
concentracion adecuada para alcanzar una concentracion en suelo de 4 mg kg'! (dosis
agronomica) y de 10 mg kg' (2.5 veces la dosis agronomica). Posteriormente, se afiadio
agua desionizada suficiente para incrementar la humedad a un 40% de la capacidad de
campo. Esta humedad se mantuvo constante durante todo el experimento mediante el
aporte de pequefias cantidades de agua desionizada para compensar las pérdidas. Las
muestras se incubaron en recipientes de polipropileno a 20°C en camara termostatizada y

en condiciones de oscuridad.

Ademas, se prepararon muestras de 300 g de suelo esterilizadas utilizando una
autoclave a una temperatura de 120 °C durante 1 h tres dias seguidos. Estas muestras se
prepararon en matraces Erlenmeyer con tapon de algodon estéril envuelto en gasa y
cubierto con papel de aluminio para minimizar las pérdidas de humedad. El herbicida se
aplico a estas muestras estériles alcanzando una concentracion de 4 mg kg'. Estos suelos
estériles se utilizaron como controles para comprobar la degradacion quimica del
herbicida. Todo el manejo de las muestras estériles se realizo en cdmara de flujo laminar

y todo el material de manipulacion y muestreo fue esterilizado previamente con etanol.

Por otra parte, se realizd un experimento paralelo utilizando el compuesto
marcado en '“C. Se incubaron al mismo tiempo muestras por duplicado de suelo sin
enmendar y enmendado con GC2 para estudiar el mecanismo de disipacion de
prosulfocarb y su biodisponibilidad. Un volumen de 10 mL de solucion acuosa del
herbicida no marcado se marco con '“C-prosulfocarb y se afiadid a muestras de 500 g de
suelo sin enmendar y enmendado con GC2 para alcanzar concentraciones de 4 mg kg y
10 mg kg! en suelo seco y una actividad de aproximadamente 100 Bq g”'. Al igual que
con el herbicida no marcado, la humedad de las muestras se ajustd y mantuvo al 40% de
la capacidad de campo durante todo el experimento. En los recipientes contenedores de
estas muestras se dispuso un vial de centelleo con 1 mL de disolucion acuosa de NaOH
IM mediante un clip de acero inoxidable a modo de trampa para retener el *CO, (Reid

et al., 2002).
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Movilidad del herbicida

La movilidad del prosulfocarb se llevd a cabo utilizando columnas de suelo
empaquetadas. Se utilizaron columnas de vidrio de 3 cm de diametro interno y 25 cm de
largo rellenas con 100 g de suelo sin enmendar o enmendado con GC2 en una proporcion
de 20% p/p. Estas columnas se saturaron con agua destilada introduciéndolas
verticalmente en un recipiente con agua permitiendo que ascendiera por capilaridad. A
continuacion, se dejo drenar el exceso de agua durante 24 h para que la humedad fuera
equivalente a la capacidad de campo. Se estimo6 el volumen de poro de las columnas de
suelo por la diferencia de peso entre las columnas saturadas con agua y las columnas
secas. El herbicida se afnadid sobre la superficie de las columnas mediante la adicioén de
1 mL de una disolucion en metanol de 1 mg mL! para alcanzar una concentracion de 10
mg kg'! en el suelo (2.5 veces la dosis agrondmica) y una actividad aproximada de 10

kBqmL™.

La movilidad del herbicida se estudio en diferentes condiciones de lavado de las
columnas y de envejecimiento del herbicida. Un grupo de columnas se lavaron
inmediatamente después de la aplicacion del herbicida mientras que en otro grupo el
herbicida se incubd durante 28 dias a 20 °C en oscuridad para analizar la influencia de la
incubacidn o envejecimiento del herbicida en el suelo sobre su movilidad. El lavado de
las columnas se realizd con una disolucién de CaCl, 0.01M en lugar de agua para

minimizar la disrupcion del balance mineral del suelo (Figura 10).

Se estudiaron dos flujos diferentes de lavado: flujo saturado y flujo saturado-no
saturado. Bajo flujo saturado, se bombearon 500 mL de la disolucion de CaCl, de manera
continua a una velocidad de 1 mL min™! manteniendo siempre la superficie de la columna
en contacto con la disolucion. Bajo flujo saturado-no saturado, se bombed el mismo
volumen total de disolucion de CaCl; pero distribuido a lo largo de 25 dias (20 mL / dia).
Para medir la mineralizacion del herbicida se dispuso una trampa en la parte alta de la
columna con 1 mL de una disoluciéon de NaOH 1M para atrapar el '“CO,, de manera
similar al indicado en el estudio de disipacion en laboratorio. Para mantener un flujo
constante de lavado se utiliz6 una bomba peristaltica modelo Gilson MINIPULS 3
(Gilson Inc. Middleton, WI, Estados Unidos). Las fracciones lixiviadas de 20 mL se
recogieron con un colector automatico de fracciones modelo Gilson F203. Una vez
finalizado el lavado de las columnas, €stas se cortaron en tres segmentos (0-5 cm, 5-10

cmy 10-15 cm), se seco el suelo y se pesod para su posterior analisis.
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Figural0. Columnas empaquetadas y lavadas bajo flujo saturado (a) y flujo saturado-no

saturado (b).
Extraccion del herbicida y determinacion analitica

Para la determinacion del herbicida no marcado en el estudio de disipacion se
tomaron muestras de suelo por duplicado a diferentes tiempos. Los métodos utilizados
para la extraccion del herbicida desde las muestras de suelo y para su determinacion
mediante HPLC-MS son los indicados anteriormente para los experimentos de campo

(Apartado 2.2.4).

El “C-prosulfocarb se extrajo de las muestras de suelo mediante un proceso
secuencial. En primer lugar, se extrajeron 5 g de suelo por duplicado con 10 mL de
solucion acuosa de CaCl, 0.01 M mediante agitacion durante 24 h. A continuacion, se

realizd una segunda extraccion con 10 mL de metanol mediante agitacion durante 24 h.

La determinacion del '*C-prosulfocarb se llevod a cabo mediante la medida de la
actividad del '*C de las soluciones en un contador de centelleo liquido modelo Beckman
LS 6500 (Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA) (Figura 11). La actividad del
compuesto se midi6 en desintegraciones por minuto (dpm) y se llevo a cabo por duplicado
tomando 1 mL de extracto en un vial de centelleo y afiadiendo 4 mL de liquido de
centelleo (Ecoscint TMA, National Diagnostics, Atlanta, GA). Se prepar6 un blanco por
duplicado para cada suelo (utilizando agua como control) para medir las dpm que
corresponden al fondo y corregir asi interferencias que podria distorsionar la medida
debido a los extractos solubles de los suelos. La determinacion cuantitativa de la
mineralizacion de prosulfocarb se realiz6 afiadiendo 4 mL de liquido de centelleo al vial
que contenia la disolucion de NaOH 1M y midiendo la actividad en contador de centelleo

liquido.
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Figura 11. Contador de centelleo liquido.

Finalmente, se determin6 el '*C residual en el suelo a partir de la combustion de
la muestra. La actividad remanente en las muestras debida al herbicida no extraible o
enlazado al suelo tras las extracciones se determiné por triplicado mediante combustion
de 1 g de muestra previamente secada utilizando un horno de combustion Biological
Oxidizer OX500 (R.J. Harvey Instrument Corporation, NJ, Estados Unidos) en corriente
de oxigeno a 900 °C (Figura 12).

Figura 12. Horno de combustion para muestras marcadas con '*C.

El '*CO; generado fue atrapado en una mezcla de 1 mL de etanolamina y 15 mL
de liquido de centelleo (Oxysolve C-400, Zinsser Analytic, Berkshire, Reino Unido) y
analizado en contador de centelleo como se ha indicado anteriormente. Finalmente, se
calculd el balance de masa de '*C como porcentaje de la cantidad total de la actividad

medida en las diferentes fracciones (liquidas y solidas).
Determinacion cuantitativa del ion trazador cloruro

Las caracteristicas dispersivas de las columnas de suelo utilizadas en el estudio se

describieron a partir del comportamiento de movilidad del ion trazador cloruro (CI"). Se
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afiadieron 47 g de ion cloruro a cada columna correspondientes a 1 mL de una disolucion
de KCI de concentracion 100 g L!. La movilidad del ion cloruro se estudi6 bajo los
mismos flujos aplicados a las demds columnas (flujo saturado y flujo saturado-no
saturado). La concentracion del ion cloruro se determind mediante cromatografia idnica
utilizando un sistema modular de cromatografia i6nica Metrohm (Metrohm Ltd., Herisau,

Suiza) con supresion quimica (Figura 13).

Figura 13. Cromatografo i6nico para la determinacion del ion trazador.

Este sistema esta compuesto por un modulo de bombeo para el eluyente (Metrohm
709 IC Pump), una bomba peristéaltica para el bombeo de las disoluciones de lavado y
regeneracion del supresor (Metrohm 752 Pump Unit), el centro de separacion, donde se
encuentra la columna y el mddulo supresor (Metrohm 733 IC Separation Center), y el
detector de conductividad (Metrohm 732 IC Detector). El sistema de adquisicion y
procesamiento de datos que se utilizd fue el IC Metrodata 714 para Windows 95. La
columna usada fue 6.1006.520 Metrosep A Supp5S (Metrohm), formada por alcohol
polivinilico con grupos amonio cuaternario, de un tamafio de 150 mm x 5 mm de didmetro
interno y 5 um de tamafio de particula. La fase movil estaba compuesta por una disolucion
en agua ultrapura Milli-Q (Millipore) con 3.2 mmol L' de Na,COs, 1 mmol L' de
NaHCO; y 100 mL de acetona. Se utilizé agua ultrapura Milli-Q (Millipore) y una
disolucion acuosa de 4cido sulfurico 20 mM como soluciones de lavado y de regeneracion
del supresor, respectivamente. La velocidad de flujo del equipo se fijo en 0.6 mL min™' y
el volumen de inyeccion fue 100 pL. Las muestras previamente filtradas a través de filtros
GHP acrodiscs (Waters Corporation) de 0.2 um de tamafo de poro, se inyectaron de modo

manual.
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3.2.7. Analisis de los resultados obtenidos

Las curvas de disipacion para los herbicidas se ajustaron a dos modelos cinéticos
(cinética de primer orden (SFO) y cinética de primer orden multicompartimental
(FOMCQ)) utilizando la herramienta Solver del software Excel de Microsoft Office 2016.
Se siguieron las recomendaciones del grupo de trabajo FOCUS (FOCUS, 2016) para
elegir el modelo cinético que mejor describia los resultados experimentales. Se calcul6 el
coeficiente de determinacion (r?) y la bondad de ajuste mediante el test de chi-cuadrado
(). Para validar el modelo, los valores de ¥* calculados deben ser iguales o menores al
15% para un nimero determinado de grados de libertad y un nivel de significacion del
5%. Se calcularon los valores de vida media (DTso) para caracterizar las curvas de
disipacion y comparar las variaciones en las velocidades de disipacion para los diferentes

tratamientos.

En algunos casos, la degradacién de los herbicidas puede presentar una etapa
inicial en la que la concentracidon inicial se mantenga constante durante un periodo
determinado de tiempo, seguida de una etapa marcada por un descenso en la
concentracion de herbicida siguiendo un modelo monofésico o bifasico. Esta etapa inicial
se denomina fase /lag o de latencia y es debida al tiempo que necesitan los
microorganismos para adaptarse al medio y poder comenzar a degradar el herbicida.
Cuando esta fase lag esta presente, el tiempo de vida media real del herbicida seria la

suma de la fase inicial y del valor de DTso calculado en la segunda fase.

Se realizaron analisis de varianza (ANOVA) para evaluar los efectos de los
diferentes tratamientos en la disipacion y movilidad de los herbicidas en los experimentos
de campo y de laboratorio. La desviacion estandar (SD) fue usada como indicador de la
variabilidad entre réplicas de un mismo tratamiento. La diferencia minima significativa
(LSD) a un intervalo de confianza del 95% fue determinada para evaluar los efectos de
los diferentes tratamientos en los tiempos de vida media de los herbicidas o en su
persistencia en el perfil del suelo. En los estudios de la actividad deshidrogenasa y del
perfil de &cidos grasos se utiliz6 el test post-hoc de Games-Howell a un valor de p <0.05
para determinar diferencias significativas entre valores medios y evaluar los efectos de
los diferentes tratamientos tanto a un tiempo de muestreo determinado como para todos
los tiempos dentro de un mismo tratamiento. La relacion entre la estructura y actividad

microbianas y el porcentaje remanente de herbicida y humedad del suelo se determino
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mediante los coeficientes de correlacion de Pearson. Se realizaron analisis de
componentes principales (PCA) para determinar las variables mas influyentes y el
impacto global de los herbicidas y compost vegetal sobre las comunidades microbianas
del suelo. Estos andlisis se llevaron a cabo utilizando el software IBM SPSS Statistics

v24 (SPSS Inc. Chicago, Estados Unidos) y Past v3.15.
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CAPITULO 1: Application of green compost as amendment in an agricultural soil:

effect on the behaviour of triasulfuron and prosulfocarb under field conditions
RESUMEN

Los herbicidas son compuestos esenciales en sistemas agricolas para mantener el
rendimiento de los cultivos, ya que permiten controlar la aparicion y/o crecimiento de
malas hierbas que dan lugar a pérdidas en las cosechas. Por otra parte, la aplicacion de
residuos organicos al suelo como enmiendas se considera hoy dia una practica agricola
de interés ya que contribuye a aumentar el contenido en materia organica (MO) del suelo
evitando su degradacion. El empobrecimiento del suelo en MO es cada vez mas evidente
lo que hace necesario actuar para evitar la pérdida de fertilidad. Sin embargo, la aplicacion
de enmiendas organicas al suelo puede modificar el comportamiento de los herbicidas
aplicados simultaneamente, influyendo en la efectividad de estos compuestos frente a las
malas hierbas o incluso, de forma no prevista, en su persistencia o movilidad en el suelo

dando lugar a problemas de contaminacion ambiental.

En este trabajo se ha llevado a cabo un experimento de campo para estudiar la
disipacion, persistencia y movilidad de dos herbicidas (triasulfuron y prosulfocarb)
aplicados en un suelo franco arcillo-arenoso como formulaciones comerciales
individuales, Logran® (triasulfuron) y Auros® (prosulfocarb), o conjunta, Auros Plus®.
Se estudié en un suelo sin enmendar y enmendado con compost vegetal (GC), residuo
procedente de la poda de plantas en parques y jardines. Para realizar el experimento se
establecieron parcelas experimentales de 9 m? de superficie en la finca experimental
Muiovela del Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia de Salamanca (IRNASA-
CSIC). Se disefiaron, de manera aleatoria, parcelas sin enmendar y enmendadas con GC
a la dosis de 120 t ha'! en peso seco, y se dividieron en parcelas sin tratar con herbicidas
y tratadas con las formulaciones comerciales Logran®, Auros® y Auros Plus® a las dosis
de 4.5 kg i.a. ha! y 100 g i.a. ha! de prosulfocarb y triasulfuron, respectivamente. El

experimento en campo tuvo una duracion de 100 dias.

Los resultados de disipacion de los herbicidas mostraron que la aplicacion de GC
aumento el tiempo de vida media (DTso) del triasulfuron (46.7 dias) respecto al suelo sin
enmendar (19.4 dias) cuando se aplicé como formulacion individual. Este incremento fue
debido a una mayor adsorcion del herbicida por el suelo enmendado (con mayor

contenido en MO) y no se observd cuando el triasulfuron se aplicé como una formulacion
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conjunta con prosulfocarb. Los coeficientes de adsorcion (Kg) del triasulfuron por el suelo
cuando se aplicé como formulacion individual o conjunta indicaron un efecto competitivo
por los lugares de adsorcion. Estos coeficientes podrian explicar el aumento en su
persistencia en suelos sin enmendar (aumento de Kq) y la disminucion de su persistencia
en el suelo enmendado (disminucion de Kg) cuando se aplico la formulacion conjunta en
comparacion con la formulacién individual. El herbicida prosulfocarb presenté una
velocidad de disipacion mayor que triasulfuron en todas las condiciones estudiadas. Los
valores de DTso variaron entre 13.9 y 18.5 dias en suelos sin enmendar y enmendados
aplicado como formulacion individual o conjunta. A pesar del aumento de adsorcion de
prosulfocarb por el suelo enmendado, no se encontraron diferencias significativas entre
las diferentes condiciones estudiadas probablemente debido a que la disipacion de
prosulfocarb, mas hidrofébico que triasulfuron, estaria controlada por una adsorcion

irreversible por el suelo independientemente del tratamiento.

El estudio de la movilidad de los herbicidas a diferentes profundidades en el perfil
del suelo (0-50 cm) puso de manifiesto la lixiviacion de ambos herbicidas a capas mas
profundas del suelo en todos los tratamientos, aunque la mayor cantidad de residuos se
detectaron siempre en el tramo 0-10 cm. Se observo la presencia de concentraciones
relevantes de triasulfuron en el tramo 10-20 cm en todos los tratamientos estudiados, y de
pequetias concentraciones de prosulfocarb en el suelo modificado con GC. La aplicacion
de la enmienda organica aumentod la persistencia de ambos herbicidas provocando un
descenso de la lixiviacion de triasulfuron cuando se aplic6 como una formulacion
individual, pero no cuando se aplic6 como una formulacién conjunta con prosulfocarb,
movilizdndose en ese caso hasta una profundidad de 40-50 cm. La lixiviacion del
prosulfocarb no se vio inhibida por el GC detectdndose el compuesto a lo largo de todo
el perfil del suelo a 100 dias después de su aplicacion tanto en el suelo sin enmendar como
enmendado. La movilidad del prosulfocarb no se vio afectada por el tipo de formulacion
aplicada a pesar de que los coeficientes de particion Kgq cuando se aplico bajo la
formulacion conjunta con triasulfuron en el suelo enmendado (21.6 g mL™") y en el suelo
sin enmendar (30.7 g mL™") disminuyeron en comparacion a los valores observados para
la aplicacion individual (24.1 y 37.2 g mL"!, respectivamente). La movilidad de ambos
herbicidas en todo el perfil del suelo podria haber estado influenciada por el carbono

organico disuelto (COD) derivado del GC. Los resultados mostraron ademas la estrecha
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relacion entre el contenido de agua en el perfil del suelo y la lixiviacion del triasulfuron,

pero no la del prosulfocarb.

Estos resultados resaltan el interés de obtener datos de campo para poder optimizar
la aplicacion conjunta de GC y herbicidas, y asi prevenir la disminucion de su efectividad

contra las malas hierbas y el riesgo de contaminacion de las aguas.
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CAPITULO 2: Simultaneous application of two herbicides and green compost in a

field experiment: Implications on soil microbial community
RESUMEN

La aplicacién simultanea de herbicidas y enmiendas organicas es una practica
agricola comun que puede modificar el comportamiento de los herbicidas y afectar a la
comunidad microbiana en los suelos. Hay poca informacién sobre los cambios en la
comunidad microbiana del suelo como consecuencia de esta practica agricola en

condiciones reales de campo.

El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de dos herbicidas (triasulfuron
y prosulfocarb) sobre la abundancia, actividad y estructura de la comunidad microbiana
del suelo. Se llevd a cabo un experimento de campo aplicando dichos herbicidas en un
suelo franco arcillo-arenoso en forma de formulaciones comerciales individuales,
Logran® (triasulfuron) y Auros® (prosulfocarb), o conjunta, Auros Plus®
(triasulfuron+prosulfocarb). Se establecieron parcelas experimentales de 9 m? en la finca
experimental Mufiovela del IRNASA-CSIC en un suelo sin enmendar y enmendado con
un compost vegetal (GC) (120 t ha! ~ 11.6 t C ha™") procedente de la poda de arboles y
plantas en parques y jardines. Se establecieron parcelas sin tratamiento de herbicidas y
parcelas tratadas con las formulaciones comerciales Logran®, Auros® y Auros Plus® a las
dosis de 4.5 kg i.a. ha! y 100 g i.a. ha'! de prosulfocarb y triasulfuron, respectivamente.
Se estudid la biomasa microbiana, la respiracion, la actividad deshidrogenasa (DHA) y el
perfil de &cidos grasos de fosfolipidos (PLFA) del suelo a diferentes tiempos durante el

periodo de disipacion de los herbicidas (100 dias).

La aplicacion del GC produjo un aumento en la biomasa de los suelos enmendados
con respecto al suelo sin enmendar desde el principio del experimento. La aplicacion de
las formulaciones individuales de herbicidas no produjo diferencias significativas en los
valores de biomasa de los suelos sin enmendar después de 30 dias de tratamiento, aunque
después de 100 dias, aumentaron para todas las formulaciones de herbicidas. Sin
embargo, los valores de biomasa disminuyeron en los suelos enmendados con la
aplicacion individual o combinada de triasulfuron en comparacion con el control. Este
efecto toxico del herbicida triasulfuron sobre la biomasa microbiana fue temporal, ya que

¢ésta se recuperd con la disipacion del compuesto.
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También la aplicacion de GC aument6 los valores de respiracion del suelo
enmendado con respecto al suelo no enmendado pero en los suelos sin enmienda
disminuyo en presencia de triasulfuron aplicado de manera individual o conjunta con
prosulfocarb. Sin embargo, la aplicacion individual de prosulfocarb no produjo una
disminucion significativa de la respiracion. La enmienda GC inicialmente amortigu6 el
efecto del triasulfuron aplicado de manera individual, pero esta capacidad amortiguadora

no resultd efectiva cuando se aplico la formulacion conjunta de los herbicidas.

La DHA del suelo no se vio afectada por la aplicacion de GC o herbicidas después
de 30 dias desde su aplicacion. Los valores de DHA disminuyeron con el tiempo en los
suelos sin enmendar y tratados con los herbicidas de manera individual o conjunta, pero
esta disminucion no fue observada en los suelos enmendados. En presencia del herbicida
triasulfuron aplicado de manera individual o conjunta los valores de DHA fueron
constantes durante el periodo de estudio. Sin embargo, en el suelo tratado con
prosulfocarb de manera individual la DHA aument6 de manera significativa después de

100 dias.

La estructura microbiana cambi6 de manera clara durante la duracion del
experimento bajo las diferentes condiciones estudiadas. Después de 100 dias desde la
aplicacion simultanea del triasulfuron y prosulfocarb hubo un aumento significativo de la
poblacion de bacterias Gram positivas y un descenso significativo en la poblacion de
bacterias Gram negativas y Actinobacterias en los suelos sin enmendar. El GC aplicado
al suelo como enmienda mitigo el efecto de los herbicidas y solo la abundancia relativa

de Actinobacterias aumento a los 100 dias.

Segun los resultados obtenidos, las comunidades microbianas en el suelo sin
enmendar y enmendado con GC se comportaron de manera diferente con la aplicacion de
los herbicidas; ademas, la aplicacion combinada de los compuestos alter6 la actividad
microbiana y su estructura en comparacion con su aplicacion individual o no aplicacion.
El uso del GC disminuy6 el impacto del triasulfuron y del prosulfocarb en la biomasa y

la actividad microbiana, y redujo las variaciones en la estructura microbiana del suelo.
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CAPITULO 3: Recycling organic residues in soils as amendments: Effect on the

mobility of two herbicides under different management practices
RESUMEN

La aplicacion de residuos organicos en suelos para aumentar su contenido en
materia organica (MO) es una buena opcion para asegurar la produccion sostenible de
cultivos. La MO tiene una influencia directa en las propiedades fisicas, quimicas y
microbiologicas de los suelos y, por lo tanto, en su fertilidad y en el desarrollo de las
plantas por lo que su aumento en suelos sensibles a la degradacion y a la erosion presenta
un gran interés. Sin embargo, es necesario evaluar diferentes factores para optimizar el
reciclaje de residuos organicos en suelos agricolas, ya que pueden alterar el

comportamiento de herbicidas cuando se aplican de manera conjunta en suelos agricolas.

En este trabajo se ha estudiado la influencia de la dosis de enmienda aplicada en
el suelo (~ 12t C ha' y 40 t C ha'!'), diferentes condiciones de riego (sin riego y con riego
adicional de 2.8 mm por semana), y aplicacion repetida de herbicidas en la movilidad y
persistencia de triasulfuron y prosulfocarb. Los herbicidas se aplicaron como una
formulacion comercial conjunta, Auros Plus®, en un suelo sin enmendar (S) y enmendado
con compost vegetal (GCl y GC2) en un experimento de campo. El disefio del
experimento consistio en 24 parcelas de 3 m % 3 m y las dosis de los herbicidas aplicados
fueron 11.25 kg i.a. ha'! de prosulfocarb y 250 g i.a. ha™! de triasulfuron (2.5 veces la dosis
agronémica en ambos casos). La misma dosis se aplico de nuevo cuando se alcanzé

aproximadamente el 50% de su disipacion (68 dias).

Inicialmente, de acuerdo con las concentraciones residuales medidas en el perfil
del suelo después de la primera aplicacion de los compuestos, no se encontraron
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos y condiciones de irrigacion en
la movilidad del triasulfuron. El efecto del riego fue evidente un mes después de afiadir
los herbicidas y el efecto del tratamiento del suelo fue significativo dos meses después
porque la persistencia de triasulfuron en S+GC2, con mayor dosis de enmienda, fue
mantenida hasta el 50% de la cantidad aplicada. A este tiempo, las mayores cantidades
residuales de triasulfuron observadas a lo largo del perfil del suelo se encontraron en los

suelos enmendados a los que se afiadi6 riego adicional.

En el caso del prosulfocarb, la influencia del GC fue significativa en su

persistencia inicial en S+GC2, siendo mayor que en S+GC1 y S. Su presencia pudo
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observarse en el perfil del suelo 13 dias después de su aplicacion, especialmente en Sy
S+GC1 al mismo tiempo que se registrd una disipacion cercana al 50% en S y S+GCl1,y
solo de un 10% en S+GC2. Un mes después de su aplicacion, el porcentaje de disipacion
aumento en los suelos sin enmendar y enmendados, y dos meses después el porcentaje de
prosulfocarb detectado fue <3% en los suelos enmendados y no se detect6 en los suelos

sin enmendar.

Un mes después de la segunda aplicacion de los herbicidas, se observd un aumento
de la disipacion del triasulfuron con respecto a la primera aplicacion. El aumento de la
disipacion puede ser debido a una degradacion acelerada por parte de los
microorganismos ya adaptados permitiendo un metabolismo mas rapido del herbicida.
Ademas, el incremento de temperatura media registrado (~10°C) tras la segunda
aplicacion podria también haber acelerado el proceso de disipacion. La movilidad del
herbicida aument6 de igual manera después de la segunda aplicacion. Se observaron
concentraciones residuales del herbicida en el perfil del suelo S+GC2 debido a su
adsorcion por el suelo. La persistencia del triasulfuron (en superficie) se mantuvo cinco
meses después de su aplicacion repetida en suelos enmendados, aunque disminuy6 con

respecto a la observada tras la primera aplicacion.

De manera similar al triasulfuron, la disipacion del prosulfocarb después de la
segunda aplicacion fue mas rapida que después de la primera y esto estuvo también
relacionado con la adaptacion previa de los microorganismos después de la primera
aplicacion y con las temperaturas mas altas registradas durante el segundo periodo que
favorecieron ademas una mayor volatilizacion del herbicida. Las cantidades registradas
en el perfil del suelo indicaron la presencia del herbicida en todos los suelos alcanzando
una profundidad de 40-50 cm, especialmente en el caso del suelo sin enmendar a pesar
de la baja cantidad de agua recibida durante la segunda aplicacion. Las concentraciones
residuales remanentes en la superficie del suelo indican que la disipaciéon disminuy6 con
el tiempo, pero no se alcanzo la desaparicion total del compuesto en ningtn suelo tras la

segunda aplicacion.

Los resultados indicaron que la aplicacion de diferentes dosis de GC al suelo
ofrece la posibilidad de lograr un balance entre las concentraciones residuales y el efecto

sobre el suelo agricola.
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CAPITULO 4: Influence of different agricultural management practices on soil

microbial community over dissipation time of two herbicides
RESUMEN

En la actualidad se generan residuos organicos de diferente origen en grandes
cantidades que son aplicados como enmiendas al suelo para mejorar su fertilidad. Sin
embargo, la aplicacion combinada de herbicidas y residuos organicos puede modificar el
comportamiento fisicoquimico de los herbicidas en el suelo, lo cual puede tener un gran

impacto en la diversidad y actividad de las comunidades microbianas del suelo.

En este trabajo se ha estudiado la influencia de diferentes practicas agricolas sobre
la cinética de disipacion de los herbicidas triasulfuron y prosulfocarb aplicados como una
formulacion comercial conjunta, Auros Plus®, en un suelo sin enmendar y enmendado
con compost vegetal (GC) en condiciones de campo, asi como los cambios que producen
en la estructura de las comunidades microbianas durante el tiempo de disipacion de los

herbicidas.

Se estudiaron diferentes factores tales como la dosis de enmienda aplicada (~ 12
tCha',GC1y40tC ha', GC2), las condiciones de riego (sin riego y con riego adicional
de 2.8 mm por semana) y el efecto de la aplicacion repetida de los herbicidas. La dosis de
herbicidas aplicada fue de 250 g i.a. ha! y 11.25 kg i.a. ha! para el triasulfuron y el
prosulfocarb, respectivamente (2.5 veces la dosis recomendada) y la misma dosis se

aplico de nuevo cuando se alcanzo6 aproximadamente el 50% de disipacion (68 dias).

La velocidad de disipacion del trisulfuron fue mas lenta que la del prosulfocarb
en el suelo y aumento6 después de la segunda aplicacion. Los valores de vida media (DTso)
fueron entre 1.3 y 3 veces menores que en la primera aplicacion, mientras que los valores
de DTso para prosulfocarb no se modificaron después de la segunda aplicacion. Los
valores de DTso de ambos herbicidas fueron mas elevados en el suelo con el mayor
porcentaje de GC debido a un aporte de carbono orgéanico mas elevado. La aplicaciéon de
riego adicional disminuyo los valores de DTso de prosulfocarb pero no los de triasulfuron

a pesar de su mayor solubilidad en agua.

La poblacion microbiana total se comportdé de manera similar con respecto a la
presencia de los herbicidas en los suelos con y sin riego. Hubo un descenso de dicha
poblacion con la disipacion de los herbicidas. La aplicacion de los herbicidas no tuvo

ningun efecto significativo en la poblacidn relativa de bacterias Gram negativas y Gram
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positivas durante el experimento, pero la abundancia relativa de Actinobacterias aumento
en todos los suelos tratados. Al final del experimento (215 dias), el efecto negativo de los
herbicidas sobre la poblacion de hongos fue significativo (p<0.05) en todos los
tratamientos. Estos cambios microbiologicos fueron detectados en suelos con y sin riego
adicional, y fueron mas evidentes después de la segunda aplicacion de los herbicidas. Los
cambios microbioldgicos de los suelos durante la segunda aplicacion pueden ser los
responsables del cambio en la velocidad de disipacion de los herbicidas, que fue mas

rapida cuando la poblacion de Actinobacterias se vio favorecida.

Este estudio contribuye de forma 1til a la evaluacion del efecto de la aplicacion
repetida de herbicidas a largo plazo bajo diferentes practicas agricolas de manejo del suelo

y sus comunidades microbianas.
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CAPITULO 5: Assessment of “C-prosulfocarb dissipation mechanism in soil after

amendment and its impact on the microbial community
RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue estudiar los mecanismos de disipacion y el balance
de masa de prosulfocarb en un suelo sin enmendar y enmendado con compost vegetal
(GC) en condiciones de laboratorio con el fin de ampliar la informacién obtenida sobre
la disipacion de prosulfocarb en los ensayos de campo previamente estudiados. El uso de
enmiendas organicas en suelos para mejorar su contenido en carbono organico (CO) es
una practica usada de manera global en la agricultura moderna. Sin embargo, este aporte
de CO al suelo introducido por la aplicaciéon de las enmiendas puede modificar el
comportamiento fisicoquimico y la biodisponibilidad de los herbicidas en esos suelos.
Estos cambios en su biodisponibilidad junto a la presencia de nuevos microorganismos

procedentes de las enmiendas pueden afectar a la disipacion del herbicida.

En este trabajo, el herbicida prosulfocarb sin marcar y marcado en '*C (~ 100 Bq
g") se aplicd en dos concentraciones (4 y 10 mg kg™') en un suelo sin enmendar y
enmendado con GC a una dosis de 180 t ha' (20% en peso seco). Se determiné la
disipacion y el balance de masa de '*C-prosulfocarb aplicado a partir de las extracciones
secuenciales con solucion acuosa (0.01M CaCly) y solucion orgéanica (metanol)
(fracciones extraibles) y la determinacion de las fracciones mineralizada y remanente o
no extraible de '*C-prosulfocarb por combustion. Ademas, se evalud la actividad
deshidrogenasa (DHA) y el perfil de 4cidos grasos de fosfolipidos (PLFA) del suelo para
conocer el efecto de los residuos del herbicida sobre la actividad y estructura de las

comunidades microbianas durante el periodo de disipacion del mismo.

La cinética de degradacion del prosulfocarb no marcado registré una fase lag
inicial de 9 dias en el suelo enmendado y sin enmendar cuando se aplic6 a la dosis alta, y
una fase /ag de 14 dias en el suelo enmendado cuando se aplicé a la dosis baja. A esta
fase lag le siguid una degradacion mas rapida que se ajustd a un modelo cinético de primer
orden (SFO). La velocidad de disipacion de prosulfocarb disminuy6 en el suelo
enmendado debido a una mayor adsorcion del herbicida. Los valores de vida media
(DTs0) fueron mas elevados en el suelo enmendado (16.2-21.6 dias) que en el suelo sin
enmendar (8.0-13.9 dias) y estos valores aumentaron al aumentar la concentracion de

prosulfocarb en el suelo sin enmendar, pero disminuyeron en los suelos enmendados.
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También se ha observado un aumento o disminucion de los valores de DTso para
otros compuestos con un aumento de la concentracion aplicada, siendo este
comportamiento explicado por las diferentes fases /lag implicadas en el proceso de
disipacion. La disipacion de prosulfocarb fue mucho més lenta en el suelo esterilizado

indicando que la degradacién microbiana es relevante en este proceso.

El balance de masa total fue > 80% cuando la disipacion del herbicida marcado
fue proxima al 50% en el suelo enmendado y sin enmendar, y disminuy6 hasta un 60%-
70% al final del experimento. Esta disminucion puede atribuirse a procesos paralelos que
contribuyen a la disipacion de compuesto como la volatilizacion. Estos resultados se
corresponden con los elevados porcentajes resultantes de la suma de las fracciones
extraibles en agua y en metanol obtenidos en el periodo transcurrido hasta alcanzar el
50% de disipacion del herbicida. A partir de este periodo la fraccion mineralizada del '*C-
prosulfocarb aumento en el rango 11%-31% asi como la fraccion residual o no extraible
del compuesto (hasta un 35%-44%) en suelos sin enmendar y enmendados con GC. Los
resultados pusieron de manifiesto una mayor biodisponibilidad de prosulfocarb en el
suelo sin enmendar que en el enmendado de acuerdo con la fraccion extraible mas elevada
en agua. Por otra parte, la disminucion en las cantidades extraibles de herbicida desde el
suelo sin enmendar y enmendado con el tiempo fue consecuencia del envejecimiento del
herbicida en el suelo, aumentando la fraccion residual del compuesto fuertemente
enlazado en el suelo. Estos residuos podrian ser inmovilizados mediante interacciones
fisicoquimicas entre el compuesto y los componentes del suelo, especialmente el CO al

aumentar el periodo de incubacion.

La DHA del suelo disminuyo en los suelos sin enmendar y se mantuvo en los
suelos enmendados hasta el final del ensayo. La estructura microbiana apenas fue alterada
durante el proceso de degradacion del prosulfocarb. Al final del ensayo, el herbicida no
tuvo ningun efecto significativo en la abundancia relativa de bacterias Gram negativas y
Gram positivas y hongos independientemente de la enmienda o la dosis de herbicida. S6lo
en el caso del suelo sin enmendar tratado con la dosis mas alta de herbicida (10 mg kg™")
se observd un descenso de la poblacion relativa de Actinobacterias. En el suelo

enmendado este efecto fue amortiguado por el GC.

174





















CAPITULO 6: Transport of '*C-prosulfocarb through soil columns under different

amendment, irrigation and incubation regimes
RESUMEN

La aplicacion de enmiendas organicas al suelo es una practica comun en
agricultura para aumentar el contenido de nutrientes y de materia organica (MO). Esta
practica puede impedir la posible contaminacién de agua por pesticidas debido a la
modificacion de su biodisponibilidad o de su retencion por el suelo. Los estudios previos
sobre la disipacion y movilidad del prosulfocarb en un suelo con dos enmiendas de
compost vegetal (GC) diferentes y diferentes regimenes de riego en condiciones de campo
indicaron un aumento de la persistencia del herbicida en el suelo enmendado y la
influencia del contenido de agua del suelo y de carbono orgéanico disuelto (COD) en la
movilidad de prosulfocarb a través del perfil del suelo. Con el fin de ampliar nuestro
conocimiento sobre la influencia de estos factores en la movilidad de prosulfocarb en el
suelo cuando se aplica simultaneamente con el GC, se llevd a cabo este estudio para
evaluar el efecto de diferentes flujos de agua en la movilidad del herbicida prosulfocarb

sometido a diferentes estados de envejecimiento en el suelo.

En el experimento de laboratorio se utilizaron columnas empaquetadas con suelo
sin enmendar y enmendado con GC (20% en peso seco). El herbicida se afiadié marcado
en '“C con una concentracion de 10 mg kg™ (2.5 veces la dosis agrondmica) y una
actividad de 10 kBqmL-!. Se evalu6 el lavado del herbicida después de afiadir un volumen
de agua (0.1M de CaCl) de 500 mL de forma continua con una velocidad de flujo de 1
mL min! (flujo saturado) o de forma discontinua (20 mL diarios durante 25 dias) (flujo
saturado-no saturado). El lavado de las columnas comenzé un dia después de anadir el
herbicida a la superficie de éstas o después de un periodo de envejecimiento del herbicida
en el suelo de 28 dias en oscuridad a 20 °C. Se determinaron las fracciones lixiviada,
mineralizada y retenida en cada columna. El ion cloruro (KCI) se utiliz6 como ion
trazador y la movilidad de este ion se estudi6 aplicando los mismos flujos de lavado que

en las columnas tratadas con herbicida.

La cantidad total de prosulfocarb lixiviada en las columnas de suelo sin enmendar
fue del 13.0% y 26.7% de la cantidad afiadida inicialmente para el flujo saturado y
saturado-no saturado, respectivamente. Estos valores fueron similares bajo flujo saturado

(12.2%) y ligeramente mayores bajo flujo saturado-no saturado (32.5%) en el suelo
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enmendado. Cuando el herbicida fue incubado en las columnas, las cantidades lixiviadas
disminuyeron 2.1 y 1.9 veces en el suelo sin enmendar, y 2.9 y 1.6 veces en el suelo
enmendado bajo flujo saturado y saturado-no saturado, respectivamente. Las pérdidas del
herbicida durante el proceso de envejecimiento o procesos de adsorcion del herbicida

dependientes del tiempo podrian explicar estos resultados.

Por otra parte, las mayores cantidades de prosulfocarb retenidas en las columnas
de suelo enmendado (77.4%-85.2%) que en las columnas de suelo sin enmendar (57.1%-
60.8%) bajo flujo saturado pusieron de manifiesto una fuerte interaccion entre el herbicida
y el suelo enmendado. Este comportamiento no se observo bajo flujo saturado-no
saturado, donde las cantidades retenidas fueron similares a las determinadas en suelos sin
enmendar. Una cinética de lavado mas lenta de prosulfocarb podria tener lugar en ambos
suelos bajo flujo saturado-no saturado favoreciendo posiblemente la formacién de
productos de degradacion con capacidad de lixiviacion mas elevada. La distribucion del
herbicida en las columnas indicé la mayor retencidon en el primer tramo en todas las

condiciones estudiadas.

Las cantidades de herbicida mineralizado fueron bajas en columnas no incubadas
(£0.40%) para los suelos enmendados y sin enmendar bajo flujo saturado. Sin embargo,
estas cantidades mineralizadas aumentaron hasta 19 veces bajo flujo saturado en las
columnas incubadas en comparacion con las columnas no incubadas. En las columnas
bajo flujo saturado-no saturado las cantidades lixiviadas no se vieron afectadas por la

incubacidn del herbicida.

Los balances totales de '*C fueron > 73% y > 80% en las columnas de suelo sin
enmendar y enmendado con GC, respectivamente. La posible pérdida de herbicida por
volatilizacion se observo en columnas de suelo sin enmendar tras su incubacion, y en

menor extension en columnas de suelo enmendado.

Los resultados obtenidos demostraron la importancia de diversos factores (la
enmienda organica, el flujo de agua y el envejecimiento de los herbicidas) en el control
de la lixiviacion del herbicida prosulfocarb a través del perfil del suelo y completan la

informacion obtenida de los estudios de campo realizados anteriormente.
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CONCLUSIONES
Estudios bajo condiciones de campo

1. La aplicaciéon de compost vegetal disminuy6 la disipacion del herbicida
triasulfuron en el suelo enmendado respecto al suelo sin enmendar cuando se aplicé como
formulacion individual, aunque este efecto no se observo en la formulacion conjunta. La
disipacion de prosulfocarb fue mas rapida que la de triasulfuron, y no se encontraron
diferencias significativas con las diferentes formulaciones aplicadas. La disipacion de
prosulfocarb, mas hidrofobico que triasulfuron, estuvo posiblemente controlada por una

adsorcion irreversible por el suelo independientemente del tratamiento.

2. El estudio de movilidad de triasulfuron a través del perfil del suelo inicialmente
indicé la retencidén del herbicida en el tramo superficial del suelo, aunque también se
determinaron concentraciones relevantes en el tramo 10-20 cm en todas las condiciones
ensayadas. En presencia del compost vegetal, se detectd un descenso de la lixiviacion de
triasulfuron cuando se aplic6 como formulacion individual, pero no cuando se hizo bajo
formulacion combinada con prosulfocarb movilizdndose en ese caso hasta una
profundidad de 50 cm. Se constato una estrecha relacion entre el contenido de agua en el

perfil del suelo y la lixiviacion de triasulfuron.

3. Para prosulfocarb, la mayor retencion también se detectd siempre en el tramo
superficial mientras que pequefias concentraciones del herbicida se determinaron en el
tramo 10-20 cm en el suelo enmendado con compost vegetal. No se observo el efecto de
la formulacién individual o combinada en la movilidad de prosulfocarb. Tampoco se
constatd influencia del contenido de agua en el perfil del suelo en la lixiviacion. La
movilidad de este herbicida hidrofobico detectada hasta 50 cm en el perfil del suelo podria

estar influenciada por el carbono orgénico disuelto derivado del compost vegetal.

4. La aplicacion de los herbicidas triasulfuron y prosulfocarb modifico la actividad
y estructura microbiana del suelo, especialmente en los suelos sin enmendar.
Individualmente, triasulfuron registr6 un mayor impacto en la biomasa microbiana y
respiracion del suelo que prosulfocarb. La aplicacion combinada de ambos herbicidas en
el suelo sin enmendar produjo un cambio en su estructura microbiana mientras que el
compost vegetal amortigud el impacto de los herbicidas aplicados conjuntamente en la

biomasa y actividad, y redujo los cambios en la estructura microbiana. Sin embargo, a
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pesar del efecto amortiguador del compost, la aplicacion combinada de los herbicidas
tuvo mayor impacto en la biomasa y actividad microbiana del suelo que la aplicacion

individual de los mismos.

5. El aumento de la dosis de compost vegetal aplicado en el suelo dio lugar a una
disipacion mas lenta de los herbicidas y a un aumento de la persistencia de ambos
compuestos. Este comportamiento fue consecuencia de la mayor adsorcion de estos

compuestos por los suelos debido a su mayor contenido en carbono organico.

6. La aplicacion de riego adicional increment6 la movilidad de ambos herbicidas,
viéndose ademds potenciada por el incremento del carbono organico disuelto,
especialmente para prosulfocarb. Sin embargo, la mayor capacidad de retencion de agua
del suelo enmendado con la dosis mayor de compost vegetal podria reducir la movilidad

de los herbicidas.

7. La aplicacion repetida de los herbicidas produjo un aumento de su velocidad de
disipacion especialmente para el triasulfuron, aunque en el caso del prosulfocarb las
cantidades residuales persistieron durante mas tiempo tras la segunda aplicacion. Una
degradacion acelerada de los herbicidas por parte de los microorganismos ya adaptados
podria ocurrir, permitiendo un metabolismo mas rapido de los mismos. Ademas, el
incremento de temperatura registrado (~10°C) durante la segunda aplicacion podria haber
acelerado el proceso de disipacion de los herbicidas y/o una mayor volatilizacion en el

caso del prosulfocarb.

8. La aplicacion repetida de los herbicidas produjo cambios en la estructura
microbiana de los suelos sin enmendar y enmendados. Se encontr6 una correlacion
positiva entre las cantidades de residuos de herbicidas y la poblacion microbiana total,
indicando una disminucion de esta poblacién durante la disipacion de herbicidas y una
cierta toxicidad de los herbicidas para la comunidad microbiana. Los herbicidas
aumentaron la poblacion relativa de Actinobacterias y redujeron la poblacion relativa de
hongos en comparacion con la situacion inicial en todas las condiciones estudiadas. La
poblacion de Actinobacterias parece ser responsable del incremento de la degradacion de

triasulfuron después de la segunda aplicacion.

244



Estudios bajo condiciones de laboratorio

9. Los estudios de disipacion, movilidad y efecto en las comunidades microbianas
del prosulfocarb llevados a cabo en condiciones de laboratorio apoyaron los resultados
obtenidos en condiciones de campo. La disipacion y biodisponibilidad del herbicida
fueron, al igual que en el experimento de campo, més elevadas en el suelo sin enmendar
que en el suelo enmendado, independientemente de la concentracién aplicada. Sin
embargo, se observo una fase lag en la disipacion de prosulfocarb aplicado a dos dosis en

el suelo enmendado con compost vegetal que retraso su biodegradacion.

10. El estudio del mecanismo de disipacion de '*C-prosulfocarb indicd una
disminucion de las cantidades extraibles del compuesto con el tiempo indicando un
envejecimiento del herbicida en el suelo. Por otra parte, las fracciones mineralizadas y no
extraibles aumentaron lentamente con el tiempo de incubacion. El balance de masa total
de '"*C-prosulfocarb indic6 la pérdida de parte del herbicida por volatilizaciéon u otros

procesos no controlados en el experimento.

11. La presencia del prosulfocarb no mostr6 efectos negativos en la actividad
deshidrogenasa, lo que indica que no presenta un impacto negativo significativo sobre la
actividad microbiana. Por el contrario, el herbicida estimuld esta actividad en el suelo
enmendado con el tiempo debido a la mayor cantidad de herbicida extraible en
comparacion con el suelo sin enmendar. Ademas, éste tuvo un impacto limitado sobre la
estructura microbiana, pero si estuvo claramente influenciada por la aplicacion del

compost vegetal.

12. La movilidad del herbicida prosulfocarb en columnas de suelo empaquetadas
indico que el compost vegetal s6lo modifico la lixiviacion de prosulfocarb en el suelo
bajo flujo saturado-no saturado. La enmienda organica si tuvo efecto para aumentar la
cantidad de herbicida retenido bajo los dos regimenes de flujo estudiados y disminuyd
ademads su pérdida via otros procesos como la volatilizacion. La cantidad de herbicida
lixiviado bajo los dos tipos de flujo disminuy6 en los suelos sin enmendar y enmendados
cuando el compuesto fue previamente incubado. Sin embargo, la cantidad de herbicida
mineralizado aumento para el flujo saturado-no saturado, pero fue similar en el caso de

flujo saturado.
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13. Prosulfocarb seria un herbicida recomendable para el control de malas hierbas
debido a su répida degradacion y a su baja toxicidad para la microbiologia del suelo.
Factores como la enmienda, el flujo de agua y el envejecimiento del herbicida, que estan
intimamente relacionados con el clima y factores agrondmicos, han resultado ser

importantes en el control de la lixiviacion de este herbicida a través del perfil del suelo.

En resumen, a partir de los resultados obtenidos se podria concluir que:

1) La movilidad de los herbicidas por debajo del horizonte superficial del suelo
podria acortar la duracion del control residual de las malas hierbas a las que van
destinados y dar lugar a contaminaciones de las aguas subterraneas. Por otro lado, las
cantidades retenidas en el perfil del suelo podrian exceder el umbral de sensibilidad

registrado para cultivos susceptibles con el consiguiente dafio en cosechas posteriores.

i1) Es necesario llevar a cabo estudios por un periodo de tiempo mas largo que
permitan establecer la influencia de las nuevas practicas agricolas basadas en la aplicacion
de residuos organicos al suelo sobre el comportamiento de los herbicidas y sobre la

estructura microbiana.

i11) Es necesario evaluar las caracteristicas de los residuos organicos previamente
a su aplicacion, especialmente su contenido en carbono orgénico total y soluble, asi como
los cambios estructurales en los agregados del suelo con el fin de mejorar su fertilidad sin

aumentar el impacto ambiental cuando su aplicacion coincida con la de los herbicidas.

iv) La aplicaciéon de compost vegetal como enmienda organica podria ser
optimizada previamente a su uso para reducir el riesgo de contaminacion de aguas
subterraneas por lixiviacion de herbicidas y minimizar el impacto de los herbicidas sobre

la microbiota del suelo.
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