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Resumen

En un ensayo en macetas conducido bajo condiciones
controladas de invernadero se compard el efecto de tres
mezclas de herbicidas: 1) paraquat + atrazina + aceite blanco
+ pendime-talin; 2) paraquat + aceite blanco + pendimetalin +
cianazina y 3) paraquat + aceite blanco + atrazina +
metolacloro, sobre la dindmica poblacional de las algas
fijadoras de nitrégeno en un suelo de El Sombrero, estado
Gudrico, trabajado con minima labranza durante tres afios. Las
dosis aplicadas fueron demasiado altas (700-2000 veces por
encima de las dosis recomendadas para campo). En el
experimento se encontré que las diferentes mezclas de
herbicidas afectaron de manera diferente a las poblaciones de
algas fijadoras de nitrégeno, siendo el tratamiento de paraquat
+ aceite blanco + atrazina + metolacloro el que ejercié mayor
efecto negativo sobre la dindmica de po-blaciones de las algas
fijadoras de nitrégeno.

Palabras claves: Algas, cianobacterias, herbicidas, minima la-

branza.
Abstract

An experiment in pots was conduced under controlled gre-
enhouse conditions in order to compare the effect of three
mixes of herbicides: 1) paraquat + atrazine + white oil + pendi-
methalin; 2) paraquat + white oil + pendimethalin + cianazine
y 3) paraquat + white oil + atrazine + metholaclor, on the po-
pulation dynamic of cyanobacteria or fixing nitrogen alga in a
soil of El Sombrero (Guarico State) worked with minim tillage
during three years. The applied doses were too high (700-2000
times over recommended dose). It was founded that different
herbicides mixtures affected in different manner to the fixing
nitrogen alga populations, being the treatment with paraquat +
white oil + atrazine + metholaclor had major detrimental effect
over fixing nitrogen alga population dynamic.

Key words: Algae, cyanobacteria, herbicides, minimum tilla-
ge.

INTRODUCCION

La agricultura en Venezuela se ha ido expandiendo ha-
cia dreas con suelos de alta susceptibilidad a la erosién, donde
las practicas de labranza convencional y los agentes climdticos
(lluvia y viento) conducen a una pérdida de suelo. Frente a esta
problematica la labranza minima representa una alternativa
viable que minimizaria o evitarfa estos problemas; sin
embargo, conlareduccién de lalabranza surgen problemas con
el manejo de las malezas, debiendo ser éstas controladas
quimicamente con herbicidas.

Se ha demostrado que los métodos quimicos de control
de malezas pueden afectar a las poblaciones de
microorganismos que hacen vida en el suelo y a las cuales no
va dirigido el control (Black, 1992). Generalmente se
considera que los herbicidas aplicados en dosis normales no
tienen mayor efecto sobre la cantidad total de microorganismos
del suelo o sobre la mayoria de las actividades que ellos
realizan (Camper et al., 1973).

Lainfluencia de los herbicidas sobre las actividades mi-
crobianas en el suelo ha sido evaluada en afios recientes,
utilizdndose frecuentemente para ello a los microorganismos
invo-lucrados en el ciclo del nitrégeno, por su sensibilidad a

los dis-tintos contaminantes ambientales (Ferrer ef al., 1986).
Todas las practicas agricolas y de restauracién que mejoran la
productividad y estimulan el desarrollo de las plantas como los
sistemas de labranza minima, promueven el desarrollo de las
poblaciones de algas e incrementan su participacién en estos
procesos restauradores (Shtina, 1992).

Una de las razones por las cuales las algas del suelo
pueden ser afectadas por los herbicidas se debe a su caracter de
organismos autotréficos (Wegener et al., 1985; Shtina, 1992)
y también porque ellas se desarrollan principalmente sobre la
superficie del suelo, donde la exposicién a los herbicidas es
mas probable (Wegener et al., 1985). Aunque existe un gran
nimero de trabajos sobre las transformaciones de los
herbicidas por hongos y bacterias, las algas han sido
grandemente ignoradas y esto es sorprendente en vista de sus
afinidades fisiolégicas con las plantas (Wright y Maule, 1982).

El crecimiento del alga Chlorella pyrenoidosa fue re-
tardado por la aplicacién de atrazina y se determind que tiene
mayor inhibicién del crecimiento porque afecta la divisién ce-
lular; ademas, en algas unicelulares el contenido de clorofila y
carotenoides también es afectado (Gonzalez-Murua et al.,
1985). Un marcado descenso en el crecimiento y la actividad
metabdlica de las algas Chlorella pyrenoidosay Chlorella vul-
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garis se observé cuando se trataron con paraquat; esta accion
inhibitoria sobre el peso seco de cada una de las especies fue
atribuida principalmente a su efecto de disminuir el
crecimiento de la poblacién, el cual redujo el niimero de
células de los cultivos tratados (Ibrahim, 1990).

El aceite blanco (aceite mineral) después de entrar en el
suelo es conducido a grandes distancias por el agua,
contaminando grandes dreas; esta contaminacion reduce la
diversi-dad de especies, nimero y biomasa de algas (Kabirov
y Minibayev, 1982). Con la aplicacién de este aceite en el
suelo, no se encontraron algas, solamente bacterias esparcidas
sin formar colonias (Shtina et al., 1985).

Eneste trabajo se evalud el efecto de diferentes mezclas
de paraquat, atrazina, cianazina, pendimetalin y metolacloro
sobre la dindmica poblacional de las algas fijadoras de
nitrégeno o cianobacterias de un suelo agricola trabajado
durante tres afios con labranza minima.

MATERIALES Y METODOS
Muestras de suelo

Las muestras de suelo se recolectaron desde la super-
ficie hasta una profundidad de aproximadamente 20 cm, en una
parcela de tres (3) hectdreas en la finca Las Guacamayas que
habfa sido trabajada con labranza minima durante tres afios,
ubicada a unos 30 km de El Sombrero, Edo. Guaérico. Es-tas
fueron tomadas en febrero de 1993 en forma aleatoria en toda
el drea, cuando el suelo no sustentaba cultivo alguno, sélo
ganado en pastoreo con soca de maiz (Zea mays L.); para ello
se utilizaron palines y palas y se colocaron las muestras en
bolsas plasticas para transportarlas sin refrigeracion, hasta el
laboratorio de Biologia de Suelo de la Facultad de Agronomia
de la Universidad Central de Venezuela en Maracay Edo.
Aragua, para ser dejadas bajo condiciones de refrigeracion (+
4 °C) hasta el momento de establecer el ensayo.

Andlisis de suelo

El andlisis de las muestras de suelo se realiz6 en el La-
boratorio General de Suelos de la Facultad de Agronomia de
la Universidad Central de Venezuela. Se determiné porcentaje
de arena, limo y arcilla por el método de Bouyoucos, pH en a-
gua (1:1) por lectura directa en el potencidmetro, contenido de
materia orgdnica por el método de Walkey y Black, f6sforo por
el método de Bray-1, potasio, calcio y sodio intercambiables
extraidos con acetato de amonio y conductividad eléctrica por
medicion directa en el conductimetro en pasta saturada (Gila-
bert de Brito et al. 1990). La densidad aparente fue medida en
campo utilizando el método del hoyo y el contenido de hume-
dad fue medido por el método gravimétrico.

Tratamientos

Se aplicaron cuatro tratamientos, los cuales consistieron
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en: To: testigo absoluto (sin herbicidas, solamente agua destila-
da); T,: aplicacion de la mezcla de paraquat + atrazina + aceite
blanco + pendimetalin; T,: aplicacién de la mezcla de paraquat
+ aceite blanco + pendimetalin + cianazina y T;: aplicacién de
la mezcla de paraquat + aceite blanco + atrazina + metolacloro.
En el cuadro 1 se presentan las dosis de ingre-diente activo de
los herbicidas evaluados, las cuales fueron mayores que las
dosis de ingrediente activo que se recomiendan normalmente
para los sistemas de labranza minima y que no se aplicarfan a
nivel de campo por ser muy elevadas. Se utilizaron estas dosis
tan altas para determinar hasta que concentracién pueden estos
herbicidas afectar las poblaciones de algas fijadoras de
nitrégeno en el suelo y durante cuanto tiempo ejercen su
efecto.

Cuadro 1. Dosis de ingrediente activo de los herbicidas
evaluados en cada tratamiento.

Tratamiento

.. T, T, T, T,

Herbicida Dosis de
Herbicida(ppm.maceta™)

Paraquat (Gramoxone) - 242 242 242
Atrazina (Triazol) - 1952 - 1115
Pendimetalin (Prowl 330E) - 1600 1200 -
Metolacloro (Dual) - - - 1745
Cianazina (Bladex) - - 1515 -
Aceite Blanco (Rocio Blanco) - 1933 1933 1933

Muestreo del suelo en las unidades experimentales

El primer muestreo de suelo para determinar las
poblaciones de algas fijadoras de nitrégeno en las macetas se
realiz6 al dia siguiente de la aplicacion de los tratamientos y se
repitié cada quince dias durante un periodo de tiempo de ciento
veinte dias. En cada muestreo se selecciond aleatoriamente una
mace-ta o unidad experimental de cada tratamiento. A lo largo
del experimento se mantuvo constante el contenido de
humedad en cada unidad experimental pesando diariamente
cada envase, compensando la diferencia de peso con agua.

Cuantificacion de microorganismos

Para la cuantificacion de las algas se utilizé la técnica
del Numero Mas Probable (NMP); este método esta basado en
la teoria de las probabilidades y consiste en la determinacién
de la presencia o ausencia de un organismo de interés en algu-
nas diluciones consecutivas de la muestra de suelo que estd
siendo evaluada (Alexander, 1982; Woomer et al., 1988; Woo-
mer, 1992). El medio de cultivo utilizado fue la solucién de
Chu (Shields, 1982) especifico para algas fijadoras de nitrge-
no, dispensada en tubos de ensayos y esterilizados en autocla-
ve.

Los tubos de ensayo ya inoculados con las diluciones de
suelo fueron dejados en incubacidén en un sitio con luz natural
dentro del laboratorio y se evaluaron a los 28 dias después de
la inoculacién, clasificindose como positivos aquellos tubos



que presentardn un halo verde o pardo (Harrigan y McCance,
1968). Los resultados se expresaron como unidades formando

Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado, con
cuatro tratamientos y 15 repeticiones en cada uno, para un total
de 60 unidades experimentales. Los muestreos fueron al azar
sin reposicion, elimindndose la unidad experimental muestrea-
da. A los resultados se les aplicé una prueba no paramétrica de
Kruskal y Wallis, la cual es equivalente al ANAV AR paramé-
trico.

RESULTADOS Y DISCUSION
Andlisis de suelo

En el cuadro 2, se presenta el andlisis del suelo de la
parcela a la profundidad muestreada. Esta capa de suelo es de
textura franco-limosa, con baja estabilidad estructural por lo
que es susceptible a ser erosionada, pH ligeramente 4cido, bajo
contenido de materia orgénica y contenidos medios de fésforo,
potasio y Ca. La densidad aparente medida en campo fue de
1,5 Mg.m? y €l contenido de humedad gravimétrico fue de 14
% al momento del muestreo.

Cuadro 2. Andlisis de suelo de la finca Las Guacamayas ubi-
cada en El Sombrero estado Gudrico.

Arcilla (%) 15,6
Limo (%) 58,0
Arena (%) 26,4
Textura FL
pH 1:1 H,0 6,1
CE (dS.m™) 0,093
MO (%) 1,33
P (ppm) 40
K (ppm) 74
Ca (ppm) 895
Na (ppm) 6
Da (Mg.m™) 1,5

Poblaciones de algas fijadoras de nitrogeno

La tendencia observada en las poblaciones de algas fi-
jadoras de nitrégeno a través del tiempo en el tratamiento tes-
tigo es de ir aumentando a partir del inicio del experimento, al-
canzando sus mayores valores de poblacién al final del mismo
(Figura 1). Esto posiblemente es debido a que las algas se en-
contraban en estado de latencia o reposo esperando que se pre-
sentaran las condiciones de humedad requeridas para la germi-
nacion de sus esporas, ya que las muestras de suelo fueron co-
lectadas en plena estacién seca.

El comportamiento observado en este tratamiento tes-
tigo desde los 15 a los 75 dias no es el esperado, lo que pudie-
ra ser debido a la falta de dispersion de las células de ciano-

colonias (u.f.c.).

bacterias o ausencia de las mismas en la alicuota tomada de la
dilucién o estar influenciado por errores experimentales, tal
como lo indic6 Shields (1982), quien expresé que los errores
en el contaje en dilucidn resultan de las fallas para obtener una
dispersion uniforme de algas que forman masas gelatinosas.
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Figura 1. Poblaciones medias de algas fijadoras de nitrégeno.

Con los herbicidas, en general se observé un efecto ne-
gativo sobre estas poblaciones. En los tratamientos T, y T,, las
poblaciones medias se vieron afectadas negativamente hasta los
15 dias después de aplicados los mismos, aumentando len-
tamente a partir de los 75 dias, luego disminuyen a los 90 dias
y aumentan nuevamente a los 105 dias (Figura 1); lo esperado
seria que al aumentar se mantuviera esta tendencia hasta el fi-
nal del ensayo, si este aumento fuese debido a que otros orga-
nismos degradaron el producto o que ellas mismas lo hubiesen
degradado, como lo reportan Wright y Maule (1982) quienes
indicaron que algunas algas verdes y algas verde-azules (ciano-
bacterias) pueden transformar algunos herbicidas tales como
clorprophan y propanil, liberando compuestos que pueden ser
menos toxicos y menos dafiinos a las algas que los compuestos
originales

En el tratamiento T, la poblacién media de algas fijado-
ras de nitrégeno comenzo a aumentar lentamente a partir de los
60 dias, lo que hace suponer que ha disminuido el efecto toxi-
co de los herbicidas, disminuyendo a partir de los 120 dfas.
Estos resultados concuerdan con lo expresado por Shtina et al.,
(1985) quienes reportan que es bien conocido que las algas del
suelo reaccionan a diferentes tipos de xenobidticos, especial-
mente los herbicidas, haciendo posible su uso como bioindica-
doras del suelo.

El efecto inhibitorio de los herbicidas aplicados al suelo
sobre el crecimiento y la actividad de las algas que hacen vida
en este medio es obvio, dada su gran afinidad con las plantas
superiores. Uno de los herbicidas que provoca mayor
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inhibicién del crecimiento es la atrazina porque afecta la divi-
sién celular; ademds, en algas unicelulares también afecta el
contenido de clorofila y carotenoides (Gonzélez-Murua et al.,
1985).

Al realizar una prueba de rangos de Kruskal y Wallis a
la variable dependiente algas fijadoras de nitrégeno, se esta-
blecieron comparaciones entre los rangos de las poblaciones de
los diferentes tratamientos significativos a través del tiempo
(Cuadro 3).

Comparando el tratamiento testigo con el tratamiento T
alos 1, 15 y 45 dias, se observa que existieron diferencias
estadisticas altamente significativas, donde el rango de pobla-
cién es mayor en el testigo que en el tratamiento T,; a partir de
los 75 dias después de aplicados los tratamientos no existieron
diferencias estadisticamente significativas hasta el final del en-
sayo; sin embargo en la Figura 1 se observa claramente que las
poblaciones de cianobacterias en el testigo son mayores que el
en tratamiento 1. Esto indica que el tratamiento del suelo con
paraquat + atrazina + aceite blanco + pendimetalin afecté se-
veramente a las poblaciones de algas en los primeros 45 dias
después de aplicado el tratamiento, perdiendo su efecto nocivo
a partir de los 60 dias donde se observé que comenzé a aumen-
tar la poblacidén de cianobacterias (Figura 1).

Cuadro 3. Prueba de rangos de Kruskal Wallis para poblacio-
nes de algas fijadoras de nitrégeno.

Tiempo «w  Diferencia de B* Diferencia de
(dias) rango rango
1 T,-T, 11,88
T,- T, 11,38
15
T,- T, 10,0
30 T,-T, 7,88
45 T,-T, 10,50
60
75 T,-T, 8,63
90
105  T,-Ts 11,00
120  T,-T, 9,13

*Ztab = 2.39 (a = 0.10) Diferencias significativas; **Ztab = 2.64 (o = 0.05)
Diferencias altamente signioficativas; Comparaciones multiples: La hipétesis
nula es rechazada si Zcalc es mayor que el valor critico de Ztab. T, = trata-
miento testigo; T, = tratamiento 1; T, = tratamiento 2; T; = tratamiento 3.

Comparando el testigo con el tratamiento T, se observa
que no existieron diferencias estadisticamente significativas
durante todo el ensayo; no obstante, la tendencia observada en
la figura 1 es diferente, ya que las poblaciones en el testigo son
mayores que en este tratamiento. Al comparar el testigo con el
tratamiento T, a los 15, 105 y 120 dias, la prueba de rangos
mudltiples arroja que existen diferencias altamente significati-
vas, donde el rango de poblacién es mayor en el testigo que en
el tratamiento T;.

Al comparar los tratamientos con los herbicidas entre
si, entre T, y T, y T, y T; no existieron diferencias estadisti-

camente significativas entre los rangos de poblacion para di-
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chos tratamientos durante todo el tiempo de evaluacion.

Finalmente, al comparar T, con T, se observaron dife-
rencias estadisticamente significativas a los 30 y 75 dias des-
pués de aplicados los tratamientos, donde el rango de pobla-
cién en el tratamiento T, es mayor que el de T,. Por lo tanto,
se puede afirmar que el tratamiento con paraquat + aceite blan-
co + pendimetalin + cianazina estadisticamente tuvo menor e-
fecto nocivo sobre las algas fijadoras de nitrégeno a partir de
los 30 dias que el tratamiento con paraquat + aceite blanco +
atrazina + metolacloro. Aunque el metolacloro es poco persis-
tente en el suelo (aproximadamente 50 dias) y es facilmente
degradado por los microorganismos del suelo (Zimdahl y
Clark, 1982; Griffin y Robinson, 1989), poco se conoce sobre
su efecto sobre las poblaciones de algas fijadoras de nitr6geno;
por los resultados obtenidos se puede afirmar que produjo un
efecto de magnificacion de la toxicidad de los herbicidas sobre
las poblaciones de algas fijadoras de nitrégeno, ya que el tra-
tamiento donde este producto estaba mezclado tuvo el mayor
efecto perjudicial sobre las poblaciones evaluadas.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las poblaciones de algas fijadoras de nitrégeno se vie-
ron afectadas negativamente por todos los tratamientos con
herbicidas, siendo el tratamiento con paraquat + atrazina + me-
tolacloro + aceite blanco el que ejercié mayor efecto deletéreo
sobre la dindmica de estas poblaciones. Esto posiblemente de-
bido a la afinidad de las algas con las plantas superiores, pu-
diendo los herbicidas o 1a mezcla de ellos en este caso, afectar
el crecimiento de estas poblaciones.

Las mezclas de herbicidas utilizadas fueron excesiva-
mente altas en comparacion a las que generalmente se reco-
miendan y utilizan bajo condiciones de campo. Sin embargo,
el efecto téxico sobre las algas fijadoras de nitrégeno desapa-
rece con el tiempo, por lo que se esperaria que utilizando las
dosis recomendadas comercialmente el efecto toxico sobre las
cianobacterias durarfa menos tiempo y no representaria un pro-
blema grave de contaminacién para estos organismos.

Las cianobacterias, por su sensibilidad a los herbicidas
pueden ser utilizadas para evaluar la contaminacién ambiental
por estos agroquimicos.
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