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RESUMEN

La creciente demanda de productos de origen animal se ha traducido en un aumento del manejo
intensivo de las lecherias lo que conduce a una mayor produccion de residuos, principalmente de
excrementos, orina y aguas de lavado, que, en su conjunto, se conoce como purin. Estos
generalmente se almacenan en estanques descubiertos y luego se incorpora al suelo de praderas y
cultivos de maiz forrajeros cercanos. Por otra parte, dimetenamida es un herbicida de pre-

siembra, utilizado en el cultivo del maiz forrajero en mezcla con atrazina.

Los purines se aplican al suelo en dosis variables previamente al tratamiento con herbicida, lo
que aumenta la poblacion de las malezas, mientras disminuye la eficacia de control de estas y
aumenta los requerimientos de herbicidas del cultivo. El objetivo de este estudio fue evaluar el
efecto de la dosis de aplicacion de purines de bovino y del tiempo apropiado de aplicacion de
dimetenamida en suelos enmendados. La disipacion de dimetenamida y el efecto de dosis
crecientes de purin aplicado al suelo se evaluaron mediante ensayos en condiciones controladas

de laboratorio y ensayos de campo.

Se prepar6 suelo con dosis crecientes de purin equivalentes a 100, 200, y 300 mil L ha', para
luego pre-incubarlos a diferentes periodos entre 1 y 60 dias. Posteriormente, terminado el periodo
de pre-incubacion, las muestras de suelo se utilizaron para ensayos de respiracion microbiana,
actividades enzimaticas FDA y B-glucosidasa. Ademads, al suelo enmendado se le aplico
dimetenamida en la dosis recomendada para luego incubarlos y posteriormente realizar
mediciones de herbicida residual, cinéticas e isotermas de adsorcidn, caracterizacion de la
materia organica disuelta y andlisis FT-IR. También, se realizaron experimentos en condiciones
de campo donde se prepararon parcelas enmendadas con las diferentes dosis de purin y posterior
tratamiento con herbicida, con la finalidad de determinar el herbicida residual y su lixiviacion en
el suelo enmendado, asi como también el efecto de estos tratamientos en la produccion de maiz y

poblacion de malezas.

Se observd que la vida media de dimetenamida fue menor en los suelos enmendados con la
mayor dosis de purin de 300 mil L ha™ y a tiempos de pre-incubacion menores a 30 dias. Se

sugiere este periodo de 30 dias entre la aplicacion del purin y el tratamiento con herbicida para el



suelo estudiado, tiempo en el cual el suelo enmendado alcanzé una condicion estable, es decir

similar al suelo sin enmienda respecto a la actividad FDA y respiraciéon microbiana.

El experimento de adsorcion realizado en los suelos enmendados estabilizados mostré que la
adsorcion de dimetenamida fue similar en suelo enmendado comparado con el suelo sin
enmienda, excepto para la mayor dosis de purin. El valor de K¢, aumentd desde 42 en el suelo a
62, en el suelo enmendado con 300 mil Lha™'. El mecanismo de adsorcién determinado mediante
espectroscopia FTIR indico6 que dimetenamida es adsorbida mediante puentes de hidrogeno e
interacciones de transferencia de carga, donde la materia organica disuelta del suelo cumpliria un

rol importante en cuanto al aporte de grupos funcionales para la adsorcion de dimetenamida.

En condiciones de campo la distribucion de dimetenamida residual a lo largo del perfil del suelo
fue influenciada por la aplicacion de la enmienda en dosis de 300 mil Lha™, encontrandose una
mayor concentracion de dimetenamida en los primeros 15 cm, al comienzo del ensayo. La vida
media de dimetenamida en condiciones de campo fue menor que la determinada en condiciones
de laboratorio e influenciada significativamente por la aplicacion de dosis mayores a 200 mil
Lha'! de purin. La vida media disminuyé de 11,7 dias, en el suelo a 6,2 dias en el suelo
enmendado con 300 mil Lha™. Por otra parte la concentracion de dimetenamida en los lixiviados

fue mayor en el suelo que en los suelos enmendados.

Ademas, se observé que solo con altas dosis de purin de hasta 300 mil Lha™ ocurre un deficiente
control de malezas utilizando la dosis de herbicida recomendada, pudiendo disminuir la
produccion de maiz en hasta 10 toneladas por hectarea. Por tanto, es factible utilizar
dimetenamida combinado con atrazina en la dosis recomendada para el suelo estudiado, si para la

enmienda del suelo se utilizan dosis de purin menores a 200 mil L ha™.



SUMMARY

The growing demand for animal products has resulted in an increase in intensive management of
dairies which leads to increased production of waste, mainly from feces, urine and wash water,
which, taken together, known as cow manure. These are usually stored in uncovered ponds and
then incorporated into the soil of grassland and fodder maize crops nearby. Moreover,
dimethenamid is a pre-plant herbicide, used in the cultivation of forage maize in mixture with

atrazine.

The cow manure is applied to the soil in undefined doses prior to herbicide treatment, which
increases the population of weeds, while reducing the effectiveness of control of these
requirements and increases crop herbicides. The aim of this study was to evaluate the effect of
dose of cow manure application and the proper time of application of dimethenamid in amended
soils. Dimethenamid dissipation and the effect of increasing doses of manure applied to soil were

evaluated by testing under controlled laboratory and field tests.

Soil was prepared with increasing doses of manure equivalent to 100, 200, and 300 thousand L
ha™', and then pre-incubated to different periods between 1 and 60 days. At the moment that the
period of pre-incubation was achieved, soil samples were used for testing microbial respiration,
enzymatic activities FDA and B-glucosidase. In addition, dimethenamid was applied at the
recommended dose on the amended soil, and after incubation measurements of residual herbicide
were carried out, as well as isotherms of adsorption kinetics, characterization of dissolved organic
matter and FT-IR analysis. Also, experiments were performed under field conditions where
amended plots were prepared with different doses of slurry and subsequent treatment with
herbicide, with the aim of determining the residual herbicide and leaching into the ground, and

also the effect of these treatments in the production of maize and weed population.

It was observed that the half life of dimethenamid was lower in amended soils with the highest
dose of manure up to 300 thousand L ha” at pre-incubation times less than 30 days. It is
suggested this period of 30 days between application of manure and herbicide treatment for the
studied soil, because at this time the amended soil reached a stable condition similar to the

unamended soil, in order to FDA activity and microbial respiration.



The adsorption experiment conducted on stabilized amended soils showed that dimethenamid
adsorption was similar in amended soil compared with soil without amendment, except for the
soil amended with highest dose of slurry. Ky, value increased from 42 to 62 in the soil and
amended soil with 300 000 Lha™', respectively. The adsorption mechanism determined by FTIR
spectroscopy indicated that dimethenamid is adsorbed by hydrogen bonds and charge transfer
interactions, where the soil dissolved organic matter would play an important role by contribution

of functional groups for dimethenamid adsorption.

Under field conditions the dimethenamid distribution along the soil profile was influenced by
application of amendment at dose of 300,000 Lha', being a greater concentration of
dimethenamid in the first 15 cm, at the beginning of the trial. The half life of dimethenamid in
field conditions was lower than laboratory conditions and influenced by the application of
manure doses higher than 200,000 Lha™'. The half life decreased from 11.7 days in the soil to 6.2
days in amended soil with 300,000 Lha™. Besides, dimethenamid concentration in leachates was

higher in soil than in amended soils.

In addition, it was observed that only high doses of manure up to 300 000 Lha™ promotes a
deficient weed control using recommended herbicide doses and may decrease the production of
maize by up to 10 tons per hectare. It is therefore possible to use dimethenamid combined with
atrazine at the recommended dose for the studied soil, whether soil is amended with manure at

doses lower than 200,000 L ha™'.
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1.1. INTRODUCCION

En la actualidad, la reutilizacion de los residuos agricolas generados en los planteles lecheros
intensivos es cada vez mas importante y necesaria, tanto por el reciclaje de nutrientes asociado a
un uso racional de los recursos naturales, como por la problematica ambiental que plantea su
disposicion. La actividad del sector lacteo esta centrada en la zona sur del pais, principalmente las
regiones del Bio-Bio, la Araucania, Los Rios, y Los Lagos, en donde se recepciona el 90% de la
leche del pais (Lopez, 2012). Los grandes volumenes de leche producidos en esta zona, sobre
1.800 millones de litros anuales, conlleva a una gran generacion de purines en los predios,
constituidos por las excretas liquidas y solidas de los animales confinados, restos de alimento, y
las aguas residuales provenientes de los procesos de limpieza de los planteles (MINAGRI, 2006),

los cuales pueden impactar negativamente el ambiente si su disposicion no es adecuada.

La alimentaciéon en los planteles lecheros se basa principalmente en maiz forrajero,
representando el cultivo suplementario de mayor importancia del sector. Solo en la region de los
Lagos aproximadamente 5.000 hectareas se destinan a la producciéon de maiz para ensilaje,
practica que cada aflo se incrementa en los sistemas intensivos de produccion ganadera, en
especial, para produccion de leche. El manejo agrondémico del cultivo de maiz forrajero
contempla la reutilizacion de los purines como enmienda aplicada durante la preparacion del
suelo, debido a que por su alto contenido de nutrientes permite aumentar la produccion del
cultivo (Demanet et al., 1999). Los purines se producen durante la estabulacion de los bovinos,
los cuales son almacenados en pozos para ser asperjados o incorporados en pasturas y suelos
utilizados para cultivos suplementarios cerca de los patios de estabulacion. En el caso especifico
del cultivo de maiz, los purines son aplicados antes del establecimiento, durante el periodo de
invierno y comienzos de primavera, sin embargo, no existe un periodo definido en que el
agricultor aplica purines, lo que resulta en que el tiempo entre la aplicacion de purin y herbicidas
(tiempo de pre-incubacion) sea variable. Esta practica, involucra un incremento en el nivel de
fertilidad del suelo y aumento de la materia organica (Deng et al., 2006; Eghball et al., 2005), y
paralelamente, la invasion de especies residentes, que forman parte del total de semillas que se
transforman en plantas de alta agresividad y muy competitivas con el cultivo de maiz. Esta
situacion induce a la necesidad de un control eficiente de estas malezas, aumentando las dosis

normales de aplicacion de herbicidas de presiembra y postemergentes, destacando la aplicacion
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de triazinas, sulfonilureas y herbicidas del grupo de las cloroacetamidas, con el consecuente
incremento de los costos de producciéon y un mayor impacto ambiental. Hace algunos afos se ha
incorporado a dimetenamida para su uso en el control de malezas del maiz. Dimetenamida es un
herbicida perteneciente a las cloroacetamidas, siendo caracterizado como un herbicida poco

mineralizable, generando subproductos con altos indices de lixiviacion (EFSA, 2005).

Junto a los procesos bioldgicos que aceleran la biodegradacion de los herbicidas, su eficacia
pareciera disminuir precisamente como consecuencia de los mecanismos que se generan al
incorporar compuestos organicos de bajo peso molecular en periodos muy cercanos a la
aplicacion de herbicidas de pre-siembra. Asi, la biodisponibilidad de los herbicidas se ve afectada
por la aplicacién de enmiendas de origen animal, disminuyendo su eficacia y requiriendo de una
mayor carga de estos productos debido a su rapida mineralizacion. Por otra parte, las propiedades
quimicas de estas enmiendas indican una alta concentraciéon de nutrientes que favorece el
crecimiento desmedido de malezas, lo que ha conducido a la busqueda de productos y

condiciones de aplicacion mas eficaces (Singh, 2003).

Considerando esta tematica, en este estudio se plantea evaluar el rol que ejercen los purines en la
disipacion de dimetenamida, con el fin de optimizar el uso de este herbicida bajo un manejo
controlado de la aplicacion de purines. En vista de estos antecedentes la hipotesis planteada en

este trabajo es:
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1.2. HIPOTESIS

En el sur de Chile las practicas de manejo del cultivo de maiz forrajero implican el uso de purines
de origen bovino y de herbicidas que incluye a dimetenamida. Ademas, se ha observado que las
cantidades de purines y el tiempo que trascurre entre la incorporacion de purines y la aplicacion
de herbicidas en el suelo es variable. Ambas situaciones han resultado en la disminucion de la
eficacia de herbicidas como dimetenamida en el control de las malezas de este cultivo. Tal efecto
se ha asociado a la incorporacion de materia organica, nutrientes, y microorganismos contenidos

en el purin. Considerando estos antecedentes se postula la siguiente hipotesis:

e La actividad bioldgica del suelo enmendado aumentara con dosis crecientes de purines, y
disminuird hasta una condicion estable al aumentar el periodo de pre-incubacion del suelo

enmendado.

e La aplicacion de dimetenamida en suelo enmendado con purines bajo una condicion
estabilizada de la enmienda, disminuira la disipacion y mejorara la eficacia del herbicida,
comparada con una condicion no estabilizada. Por lo tanto, puede estimarse un periodo
minimo para su estabilizacion y asi definir condiciones Optimas para la aplicacion de

purin y de herbicida.
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1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de dosis crecientes de purines y el tiempo de pre-incubacion, tanto sobre la

actividad bioldgica del suelo enmendado, como sobre la disipacion de dimetenamida.

1.3.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el tiempo requerido para que un suelo enmendado con dosis variables de purin
alcance una condicion estabilizada, evaluando el efecto del tiempo de pre-incubacion y

dosis de purin sobre la respiracion microbiana y actividades enzimaticas.

Determinar el efecto del tiempo de pre-incubacion y dosis de purin sobre la degradacion

de dimetenamida en suelos enmendados.

Determinar el efecto de la dosis de purin sobre la adsorcion dimetenamida en suelos con

enmienda estabilizada, asi como también el mecanismo de adsorcidn involucrado.

Determinar el efecto de la dosis de purin sobre la lixiviacion de dimetenamida en suelos

enmendados bajo condiciones de campo.
Determinar el efecto sobre el cultivo y las malezas de dosis crecientes de purin y

tratamiento con dimetenamida en combinacioén con atrazina aplicados en condiciones de

campo.
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CAPITULO 1

EFECTOS EN EL SUELO DEBIDO A LA ENMIENDA CON PURINES

1.1. MANEJO DE LOS PURINES EN SISTEMAS AGRICOLAS

En la actualidad, la produccion de purines estd aumentando debido al constante incremento por la
demanda de productos de origen animal (Tilman et al., 2002). De este modo, este sector esta
sufriendo un proceso de industrializacion y la disposicion de residuos animales se ha convertido
en un tema de preocupacion en los paises que cuentan con instalaciones con alta densidad de
animales confinados. Las principales fuentes de generacion de purines provienen de la crianza de

cerdos, vacunos y aves, cuyas estimaciones se observan en la tabla 1.1.

Tabla 1.1. Principales paises generados de purines

Pais Generacion de purin Fuente Autor
(millones t/afio)
China 3000 Aves y otros Xinhua, 2007
Espafia 190 Cerdos Moral et al., 2008
200 Cerdos y vacunos USDA-NASS, 2004
Estados 63,8 Aves Yuan et al., 2010
Unidos 430 Vacunos, aves, y cerdos USDA, 2008
1600 Vacunos, cerdos, y otros ~ Haapapuro et al., 1997
306° Vacunos, cerdos, y otros Nand, 1999
Brasil 470° Vacunos, cerdos, y otros Nand, 1999
India 653? Vacunos, cerdos, y otros Nand, 1999
Reino Unido 100 Vacunos y aves Bywater, 2011
Dinamarca 33,3 Vacunos y cerdos Serensen et al., 2003
Suecia 13 Vacunos, cerdos, y otros Nand, 1999
Australia 4 Vacunos Bunemann et al., 2006
Mundial 10.000-100.000 Vacunos, cerdos, y otros Fayer and Trout, 2005

? fraccion seca

En cuanto a la composicion de los purines, son de caracter liquido o semi-sélido, un contenido
importante de microorganismos y nutrientes, variando su concentracion segin su naturaleza y el
manejo que se realice de los purines. Los purines son considerados una importante fuente de
nutrientes, principalmente nitrogeno y potasio. La composicion de los purines es variable y
depende de factores tales como: estado fenologico del forraje, del tipo y dosis de concentrado,
alimentacion y estacion del afio. Por otra parte, el contenido de materia seca y nutrientes depende
del manejo del pozo purinero y de la pluviometria de la zona (Demanet et al., 1999).

Considerando lo anterior, la literatura reporta valores promedios de materia seca en un rango de
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1-7%, 6-9 % N, 1-2 % P, 1-4 % K, 1-3% Ca 'y 0.5-0.85% Mg (Dumont, 2004). Ademas, Salazar
et al. (2007) demostraron que la materia seca del purin es un buen indicador de algunos
nutrientes, obteniendo correlaciones positivas entre la materia seca y el fosforo total, calcio total,
fosforo disponible, nitrogeno amoniacal, potasio total, potasio disponible, nitrogeno total,
magnesio total, magnesio total, zinc total, y hierro total. Algunas caracteristicas fisicoquimicas y

biolédgicas de los purines se indican en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2. Propiedades fisicoquimicas y biologicas de diferentes purines

Parametro Cerdo Ave Vacuno
Conductividad eléctrica adc fp
(@S m') 17,9- 8.1 19,9-5,3
%gh((j/o)s totales 6.6-2.3 adkq 26.3 o 17.1-2,5 b,£Lk,0,p,t

0
DBO5 a,c,q t t
(€0, L") 15.4-9.4 48 20,56
?ng(z L 31,6° 196,8" 264-18 P!
Cloruro a t 0,p,t
(kg Cl m) 3,74 9,45 2,49-0,64
(Sk";ﬁa ) 0,9-0,5*¢,16,1-36,61" 1,57 8,0-42,5+ %, 0,66-0,23°"
Cobre a t t
(e Cum?) 42 10 49
(ngzcn ) 172° 378" 19"
?gag?ffs) 0,10* 0,54 0,03
frztgasﬁﬂ) 1990-423 499 28.55+  6.65t+¢  2980-924+°P 58 9.0 8 b
Calcio k t k N
(mg g DM) 63,3-31,2 4,28 57,9-12,2%, 1590 }
g;}g"gg?‘g’l\})otal 116-1,2%59¢,2000 1 17-15,7 ¢ 79-14 bilrks
’(Flfl;f‘;?gﬁ;ﬂ 9521 9,29,7-02 19 27,8-4,7 % 40,4-3,5 bobils
Carbono Total IS
(mg &' DM) 253-210
pH 8,1-6.5 4ok 8,0° 7,8-6,54 >Hp
Enterococcus (col 100 g™) 6,95x10"" 1,6x10""
Escherichia coli (col 100 g™) 1x10""
Coliformes fecales (col 100 g™ 2,46x10%" 1,5x10%§ ° 1,88x10%"
Streptococcus (col 100 g™) 4,4x10"" 1,54x10°"

Fuente: * Moral et al., 2008. ® Chapuis-Lardy et al., 2003. © SAG, 2004. dl Llona y Faz, 2006. © Kowalchuk et al.,
1999. " Mangado et al., 2006. & Roeper et al., 2005. ' Griffin et al., 2005. J Hooda et al., 2000. ¥ Choudhary et al.,
1996. ' Fuentes et al., 2006, ° Lopez et al., 2002a, P Niiiez et al., 2002. 9 Peralta et al., 2005, " Singh 2003, * Little et

al., 2005, ‘ Barker et al., 1994. +(mg/g), f(mg/L), § (MPN-L™)
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La tabla 1.2 muestra la alta conductividad eléctrica del purin, lo cual sugiere que su adicion
directa al suelo podria causar salinizacion de este recurso natural (una conductividad eléctrica
superior a 1,7 puede dafiar a algunos citricos y otros frutales segin Hirzel y Rodriguez (2002). La
elevada concentracion de cloruro puede afectar las formas quimicas de metales en el suelo,
principalmente en suelos calcareos, en los cuales puede aumentar la disponibilidad de cationes
metalicos a través de la formacion de complejos con una carga cada vez mas negativa (Burton y
Turner, 2003), disminuyendo asi la inmovilizacion de cationes en las particulas de suelo coloidal
(cargadas negativamente). El contenido de sales de sodio en el purin podria dar lugar a una mayor
toxicidad del sodio en las plantas y dispersion de los coloides del suelo, debilitando su estructura.
La presencia de altas cantidades de materia orgédnica 1abil en el purin es un peligro ambiental. La
relacion DQO/DBOs es cercana a 0,5 como muestra el purin de cerdo, indicando que
aproximadamente la mitad de la materia orgénica es facilmente biodegradable. Cobre y zinc son
micronutrientes que se encuentra presentes debido a su efecto antimicrobiano (Kessler et al.,
1994). El pH varia entre 6 y 8, acercandose a la neutralidad en el caso de purin fresco (ACP et
al., 1997). Los purines son también conocidos por ser fuente de patogenos, siendo de interés las
bacterias que afectan la salud humana (Grewal et al., 2007). En el suelo las bacterias pueden ser
transportadas por escorrentia de manera libre o adheridas a las particulas de limo o arcilla (Guber

etal., 2007).

1.2. RIESGOS AMBIENTALES DEBIDO A LA APLICACION DE PURINES

Debido a su composicion, principalmente su contenido de nutrientes y materia orgéanica
facilmente biodegradable, los principales riesgos para el medio ambiente debido a una

inadecuada disposicion de los purines son:

é Eutrofizacion de aguas superficiales, deteriorando la calidad del agua, la fauna ictica, y el
ecosistema acuatico en general, observandose crecimiento significativo de algas debido al
entrada de sustancias organicas y nutrientes cuando el purin ingreso a los cuerpos de agua ya
sea por descarga directa, escorrentia, o fugas de contenedores (Hooda et al., 2000; Otabbong et

al., 2007).
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é Lixiviacion de nitratos y nitritos a aguas subterraneas desde los lugares de almacenamiento o
del terreno, lo cual perjudica la calidad del agua para beber (Butler y Coale, 2005; Nuiez et al.,
2002; Toth et al., 2006).

éFoco de enfermedades y patdogenos perjudiciales para personas y animales, las cuales puede
propagarse via aérea como aerosoles o por aguas subterraneas (Haapapuro et al., 1997; Singer

et al., 2006).

é Acumulacion de nutrientes y metales pesados en el suelo cuando se descargan dosis elevadas o

por tiempo prolongados, lo cual perjudica la fertilidad del suelo (Kratochvil et al., 2006).

é Liberacion de olores desagradables, lo cual es mayormente preocupante en areas pobladas en
donde a menudo es visto como un problema de importancia publica (O’Neill y Phillips, 1992;

Zhu, 2000).

é Volatilizacion de amoniaco hacia la atmosfera desde los recintos de estabulacion,
almacenamiento o disposicion al aire libre del purin. Esto puede derivar en la depositacion del

amonio sobre sistemas sensibles (Paerl y Whitall, 1999).

é Emision de metano y oxidos de nitrogeno cuando se generan condiciones anaerobias en el
purin, lo cual contribuye al aumento de gases de efecto invernadero y por ende al calentamiento

global (Berg et al., 2006; Rodhe et al., 2006).

Por tanto la descarga directa de purin sin una estrategia de tratamiento debiera ser prohibida
debido al impacto negativo que tiene en el ambiente. El tratamiento del purin es generalmente
costoso y la disponibilidad de terreno puede ser un factor limitante (FAO/LEAD, 2004). En la
mayoria de los casos, su reciclaje como fertilizante es la alternativa mas ambientalmente
amigable, segiin muestran las practicas de manejo en los paises de la comunidad europea (Burton

y Turner, 2003) y confirmado por estudios de LEAD en el sureste de Asia (FAO/LEAD, 2004).
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1.3. USO DE PURINES COMO ENMIENDAS DE SUELO

La aplicacion de purin al suelo permite favorece aspectos biologicos, quimicos y fisicos de este
recurso natural (Eghball et al., 2005; Wiederholt et al., 2005). El método mas econdémico y
efectivo para enfrentar la acumulacion de purines es su aplicacion al suelo (Schroder et al., 2005;
Westernam y Bicudo, 2005), postulan que incluso podria reemplazar la fertilizacion mineral

disminuyendo los costos de produccion (Schroder, 2005).

En general, dentro de los beneficios de la aplicacion de purines al suelo estan el incremento de la
actividad deshidrogenasa, del contenido de C y N asociado a biomasa, actividad amidohidrolasa
incluyendo la L-asparginasa, ureasa, L-glutaminasa, amidasa y b-glucoaminidasa (Deng et al.,
2006), incrementa los contenidos de C, N, S, relacion O/C y acidos fulvicos (Bricefio et al.,
2007), aunque también puede producir cambios en las comunidades microbianas del suelo
dominando microorganismos con valores bajos de C:N (Deng et al., 2006). La incorporacion
controlada de purin en el suelo y ciclos biogeoquimicos asociados es beneficiosa en varios
aspectos (Griffin et al., 2005), aumentando la disponibilidad de nutrientes, como ocurre con el
Fosforo (Hirzel et al., 2004; Elrashidi et al., 2005), Nitrogeno (Khan et al., 2007; Llona y Faz,
2006), Potasio, Calcio, y Magnesio (Hirzel et al., 2004; Plaza et al., 2004).

La preocupacion por esta situacion es de gran importancia en el sur del pais, ya que es donde se
concentra los planteles que generan purin. Como una forma de minimizar los problemas
asociados con la disposicion de purines, se han adoptado estrategias utilizadas ampliamente a
nivel mundial, y que actualmente en Chile, a través de los acuerdos de produccion limpia y

buenas practicas agricolas.

En el sur de Chile los purines utilizados en suelos de uso agricola provienen principalmente de
las lecherias, lugar donde se originan grandes cantidades de purines. Se estima que en un plantel
de 100 vacas lecheras se generan aproximadamente 3,6 millones de litros al afio (Pedraza, 2002).
La gran cantidad de purines son almacenados en fosas con el objeto de estabilizar el material y

reducir las pérdidas de nitrégeno por lixiviacion y volatilizacion.
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Se recomienda que los purines se apliquen en los sectores que se destinan a ensilaje y cultivos,
destacandose su uso principalmente en praderas para ensilaje y en cultivos de maiz, los cuales
han sido asociados a un importante incremento en la produccion (Demanet et al., 1999; Pedraza,
2002). La dosis de aplicacion depende del contenido de materia seca de los purines (a mayor
porcentaje de materia seca la dosis disminuye). Por ejemplo, con purines de 3,5 % de materia
seca, se recomiendan dosis de 80-100 toneladas ha™ si se trata de aplicaciones de primavera. Sin

embargo, en otofio esta dosis se reduce a 10-20 toneladas ha™ (Dumont, 2004).

La mejor época recomendada para la aplicacion de los purines en praderas, es al inicio del
crecimiento activo de las plantas, proceso que ocurre a principios de primavera. En las praderas,
los purines son asperjados al inicio de la ocurrencia de las lluvias de otofio hasta el comienzo del
periodo estival, mientras que en cultivos de maiz, la aplicacion del purin se realiza durante la
preparacion de suelo, la aplicacion comienza de forma parcializada durante el invierno hasta
septiembre, para realizar la siembra en octubre, sin embargo el periodo de aplicacion es muy
variable y en algunos predios se realiza practicamente con la aplicacion de los herbicidas de pre
siembra lo que muestra que es muy ineficiente, pero no existe la informacion basica necesaria
para proponer manejos adecuados. Durante este periodo la carga final de purines corresponde a
una aplicacion de hasta 300.000 L ha™, con lo que se logra el completo vaciamiento de los pozos

purineros (Demanet, comunicacion personal).

Actualmente se recomienda la aplicacion de purines en praderas para pastoreo y ensilaje y en
cultivos suplementarios como cebada, maiz y remolacha forrajera (Dumont, 2004). A través de
estudios realizados por Demanet et al. (1999) y Pedraza (2002) se ha constatado una mayor
produccion de estos cultivos al aplicar purines como fertilizantes naturales al suelo, por lo que se
podria esperar un interés creciente en su uso. De acuerdo a Dumont (2004) el maiz permite
aplicar dosis mas altas de purines que las praderas. Tanto en Estados Unidos como en paises
Europeos la aplicacion de residuos organicos en suelos de uso agricola cuenta con el marco legal
que regula y fomenta su uso (DEFRA, 2002; European Comision, 2001; USEPA, 1998). Para el
caso especifico de Chile esta es una practica que se encuentra en proceso normativo (CONAMA,

2004).
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1.4. MATERIALES Y METODOS

1.4.1. PREPARACION Y PRE-INCUBACION DE SUELOS ENMENDADOS

El suelo utilizado fue un Andisol del sur de Chile serie Vilcun, de la localidad de General Lopez
(38° 41° 117 S, 72° 21’ 117 W), de textura franco limoso (CIREN, 2002), y donde las
precipitaciones son de unos 2.000 mm por afio, un promedio de temperatura de 15°C, y ubicado a
unos 220 m.s.n.m. El suelo colectado correspondid a una capa superficial correspondiente a los
primeros 20 cm, luego se tamizd a 2 mm de poro y se almacené para su uso en diferentes analisis.
Ademas, el suelo se obtuvo de una parcela en que se realizaria el cultivo de maiz y que
previamente habia sido cultivado con papas, y no contaba con aplicaciones previas de

dimetenamida.

El purin de bovino utilizado se obtuvo de un pozo purinero abierto ubicado en las cercanias de
una lecheria del sector, el cual se encontraba almacenado en un estanque de concreto y
descubierto al aire libre. La composicion del purin se indica en la tabla 1.3, segun la metodologia

de Peters et al. (2003).

Tabla 1.3. Composicion quimica del purin aplicado al suelo.

Parametros valor
Materia seca (g L) 53+4
pH (al agua) 7,5+0,1
Conductividad eléctrica (dSm™) 5,9+0,1
Materia organica (mg kg™") 742+10
Carbono organico disuelto (mg kg™") 2.140+50
N (g kg™ 28,6+0,4
P (g kg™ 6,8+0,1
K (g kg™ 18+0,1
Na (g kg™ 8,1£0,2
Ca (g kg™ 15+1
Mg (g kg") 8,7+0,1
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El suelo previo a la aplicacion de purin se ajusto su humedad a un 70% de la capacidad de
campo. Luego, el purin se aplico al suelo en dosis de 0, 70, 140, y 200 mL kg de suelo, de
manera que corresponda a una dosis en el campo de 0, 100, 200, y 300 mil L ha, a los que se les
denominé DO, D100, D200, y D300, respectivamente. Las mezclas de suelo-purin se guardaron
en bolsas plasticas y se pre-incubaron en un ambiente de oscuridad y temperatura de 20+1 °C por
1, 10, 20, 30, 45, y 60 dias antes de aplicar el tratamiento con herbicida, manteniendo el
contenido de humedad mediante adicion manual de agua destilada (ver Figura 1.1). Estos tiempos
de pre-incubacion se seleccionaron para simular lo que ocurre en situaciones reales decampo. Las
mezclas de suelo-purin pre-incubadas se caracterizaron quimicamente en todos los periodos antes
mencionados de acuerdo a la metodologia propuesta por Sadzawka et al. (2006), mostrandose en
forma resumida los valores obtenidos hasta 30 dias de pre-incubacién (DPI) en la tabla 1.4.

Todos los tratamientos se incubaron en triplicado.

1.4.2. EVALUACION DEL SUELO ENMENDADO A DIFERENTES TIEMPOS DE
INCUBACION

Una vez cumplido cada periodo de pre-incubacion se prepararon las unidades experimentales, a
partir tanto del suelo (D0) como el suelo enmendado (D100, D200, y D300), para realizar los
ensayos de respiracion microbiana, actividad enzimatica de fluoresceina diacetato (FDA), y

actividad enzimatica B-glucosidasa, realizando todos los ensayos en triplicado.

1.4.2.1. RESPIRACION MICROBIANA

La respiracion microbiana se determind mediante la medicion de las emisiones de CO; del suelo
de acuerdo al método de Alef (Alef, 1995). Para esto, una porcion de suelo humedo enmendado o
no enmendado de 50g se ubicd dentro de un frasco de vidrio de 1 L de capacidad, conteniendo
ademas 2 viales, uno que contenia 10 mL de NaOH 0,5 M para capturar el CO, liberado desde el
suelo, y otro de 5 mL con agua destilada para mantener la humedad al interior del frasco. Cada
frasco fue finalmente cubierto con papel alusa y parafilm y luego ubicado en un ambiente de

oscuridad y temperatura de 20+1 °C.
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Figura 1.1. Esquema del disefio experimental utilizado para las determinaciones biolodgicas. DO,
D100, D200, y D300 corresponden a las dosis de purin de 100 mil, 200 mil, y 300 mil Lha'l,
respectivamente. Una vez cumplido los dias de pre-incubacion, se prepararon las muestras para
los ensayos posteriores.

Luego se realizaron mediciones periddicos por 1, 3, 5, 10, 20, 30, 45, y 60 dias, renovando el
vial con NaOH después de cada medicion. Para cada tiempo de evaluacion, al envase con NaOH
se agregd 1 mL de una solucion de BaCl, 1,5 M para precipitar los carbonatos y 3 gotas de
fenolftaleina como indicador acido-base. Luego, el exceso de alcalis fue titulado con HCI1 0,5 M.

Para obtener los valores de C-CO; se aplico la siguiente ecuacion:

((B-A)xMxEx1000)
DW

Respiracion (ug C — CO, g suelo)= (ec.1.1)

Donde:

B: cantidad de 4cido necesario para titular el NaOH remanente en el blanco (mL).

A: cantidad de acido necesario para titular el NaOH remanente en las muestras que contienen
suelo o suelo enmendado (mL).

M: Molaridad del HCI.

E: 6 (peso equivalente para expresar los datos como C).

DW: peso seco de 1 gramo de suelo.
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Tabla 1.4. Composicion quimica del suelo, suelo y suelo enmendado con hasta 30 dias de pre-incubacion.

Dia 1l Dia 10 Dia 20 Dia 30
DO* D100 D200 D300 D100 D200 D300 D100 D200 D300 D100 D200 D300
pH(al agua) 5,3+0,1  5,5+0,1 5,740,1  6,1+0,1 5,3£0,1 5,3+0,1 5,8+0,1 54+0,1 53+0,1 5,8+0,1 5,340,1  5,2+0,1 5,7+0,1
Materia organica (%) 19«1 17£0,6  19+£0,9 17+£1,1 1740,6  15¢0,9  15+0,8 16£1  1740,8  15+0,7 1740,8  18+0,7  15+0,6
P (mg kg™) 27+0,7 28+1  29+1,6  29+1,8 25+0,5 26£1,1  27+0,8 27+£0,5 28+£0,5 28+0,6 28+0,6  29+0.5  29+0,7
K (mg kg™) 188+25 391429 430427 782428 422427  461+26  668+22 508+£21 500+£19  703£27 520421 559426  798+28
Na (mg kg™) 942 4142 6943 94+£5 18+4 3442 5043 2343 39+4 55+4 2542 43+2 69+3
Ca (mgkg™) 1.511+£38 1.543+40 1.563+21 1.803+41 1.382+32 1.434+37 1.723+22 1.663+41 1.703+24 1.823+29 1.583+17 1.683+26 1.843+23
Mg (mg kg™) 243+£12  304+15 291411  425+14 440+13  460+13  641+15 480+12 468+11 671+13 498+9  521+11  660+11
COD (mg kg™) 51£6 280+9  390+15  533+25 96+9 125+7 236+11 87+£5 10247  147+12 75+£5 9311  131+£12
EC 1:5 (uS cm™) 217412 360+16 574421  680+24 314+14 475413 516420 3669 460+16 508+15 33014 493£19 542422
C/N ratio 16,5 16,1 15,3 13,3 16,8 17,6 15,8 17,6 16,8 16,3 15,8 16,2 16,3

*: DO no mostré variaciones importantes durante los periodos de evaluacion.

b El purin fue aplicado en el suelo a dosis equivalentes a 0, 100.000, 200.000 y 300.000 L ha™', denominados D0, D100, D200, y D300,

respectivamente.

COD: carbono organico disuelto, EC: conductividad eléctrica.
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1.4.2.2. ACTIVIDAD ENZIMATICA FDA

La actividad enzimatica FDA se determin6 mediante la medicion de fluoresceina liberada segun
lo descrito por Adam y Duncan (2001). Para esto, de 1g de suelo himedo enmendado o no
enmendado se incubd dentro de un tubo conico de 50 mL de capacidad, conteniendo ademas 7,5
mL de buffer fosfato de potasio 0,06 M (pH 7.2). La reaccion se inicid por adicion de 0,1 mL de
solucion de FDA de 1 mg mL™, y luego incubando a 30°C y agitacion a 100 rpm por 20 min.
Transcurrido el periodo de tiempo, se detuvo la reaccion por adicion de 7,5 mL de cloroformo/
metanol (2:1 v/v). Luego las muestras se centrifugaron a 5000 rpm por 10 min y se leyod la
absorbancia a 490 nm. La actividad FDA se midi6 en los mismos periodos que la respiracion
microbiana. La concentraciéon de fluoresceina se calculo mediante curva de calibracion con
concentraciones conocidas de FDA vy los resultados se expresaron como pg fluoresceina g suelo™

h, utilizando la siguiente ecuacion:

EXVXFd
SXDWXt

Acticidad enzima(ug g~ *h™1) = (ec.1.2)
Donde:

E: Absorbancia de la muestra - (absorbancia del control - absorbancia del blanco)
V: Volumen (mL)

Fd: Factor de dilucion

S: Pendiente de la curva de calibracion

DW: Peso seco de la muestra

t : Tiempo de incubacion (horas)
1.4.2.3. ACTIVIDAD ENZIMATICA B-GLUCOSIDASA

La actividad B-glucosidasa se determiné mediante la medicion colorimétrica del p-nitrofenol
(pNP) producido por accion catalitica de la enzima sobre un sustrato artificial, el p-nitrofenil-b-
D-glucopirandsido (pNPG) de acuerdo al método de Ascoli et al. (2005). Para esto, de 0,5 g de
suelo hiimedo enmendado o no enmendado se incubd dentro de un tubo coénico de 15 mL de
capacidad, conteniendo ademas 2 mL de MUB (pH 6.0). La reaccion se inicio por adicion de 0,5

mL de solucion de p-NG 25 mM, y luego incubando a 30°C y agitaciéon a 100 rpm por 60 min.
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Transcurrido el periodo de tiempo, se detuvo la reaccion por adicion de 0,5 mL de CaCl, (0,5 M)
y 2 mL de Tris/NaOH pH 12, y dejando reposar las muestras por 10 min a 4°C. Luego las
muestras se centrifugaron a 5000 rpm por 10 min y se leyd la absorbancia a 400 nm. La
actividad B-glucosidasa se midi6 periddicamente por 1, 10, 20, y 30 dias. La concentracion de p-
NP se calculdé mediante curva de calibracion con concentraciones conocidas y los resultados se
expresaron como pg pNP g’ h™'. Los célculos para obtener los niveles de actividad B-

glucosidasa se realizaron basandose en la ecuacion 1.2.
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1.5. RESULTADOS Y DISCUSION

1.5.1. EFECTO DE LA ENMIENDA CON PURINES EN LA RESPIRACION MICROBIANA
DEL SUELO

La respiracion microbiana permitié observar el comportamiento del suelo enmendado con purin
como se muestra en la figura 1.2, donde se indican los valores de C-CO, acumulados durante los

dias de medicion, a diferentes dias de pre-incubacion (DPI).

Al aumentar la dosis de purin se observo un aumento en la respiracion de las mezclas suelo-purin,
independiente de que las mezclas se hayan pre-incubado entre 1 a 60 dias antes de iniciar las
mediciones de CO,. Por otro lado, a medida que aument6 el tiempo de pre-incubacion, se observo
una disminucién de la cantidad de CO, acumulado en el suelo enmendado a las diferentes dosis
de purin, disminuyendo desde 2100 pg C-CO, g para suelo enmendado que fue sometido a
mediciones de respiracion microbiana después de 1 dia de aplicarle purin (1DPI), hasta unos 600-
800 pg C-CO, g suelo cuando las mediciones se iniciaron 60 dias después de la aplicacion de
purin (figura 1.2). Se observd que respecto de la curva del suelo sin purin, no hubo diferencia
significativa en la respiracion con una dosis de 100 mil L ha™, mientras que para una dosis de 200

y 300 mil L ha™ el aumento fue significativo hasta los 30 y 45 dias, respectivamente.

La tabla 1.5 muestra el analisis para las diferentes dosis de purin evaluadas en cada uno de los
dias de pre-incubacion, sefialandose la respiracion microbiana acumulada registrada después de la
aplicacion de purin para cada periodo de pre-incubacion. Asi, para el suelo sin purin y con 1 dia
de pre-incubacién (1 DPI), se obtuvo una respiracion acumulada de 740 pg C-CO, g de suelo

después de medir su emision de C-CO, por 60 dias, segiin se muestra en la tabla 1.5.

De este modo, la disminucion en la respiracion en el tiempo provoco que el aumento significativo
al principio perdure hasta los 30 dias (30 DPI) en las dosis de purin mayores, luego de esto no se
observo diferencia significativa entre los 30, 45, y 60 DPI en cada una las dosis purin aplicadas,

asi como también se observaron los valores mas bajos de respiracion.
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Figura 1.2. Actividad respiratoria en el suelo sin enmienda de purin (D0) y enmendado con purin
(D100, D200, y D300) en dosis crecientes de 100 mil, 200 mil, y 300 mil Lha’, respectivamente,

a diferentes dias de pre-incubacion (DPI).
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Tabla 1.5. Respiracion microbiana acumulada en suelos con y sin enmienda de purin hasta 60
dias de pre-incubacion.

DPI DO* D100 D200 D300
Respiracién microbiana acumulada (ug C-CO, g™’ de suelo)
1 740  a° (b9 868 a (b) 1735a (a) 2181 a (a)
10 364 Db(c) 593 ab (b) 1317 ab (a) 1725 b (a)
20 468 b (c) 500 b (c) 951 b (b) 1273 b (a)
30 519 b(c) 706 ab (bc) 839 bc (b) 1156 bc (a)
45 468 b (c) 580 b (bc) 680 c (ab) 755 ¢ (a)
60 564 b (b) 561 b (ab) 600 c (a) 726 ¢ (a)

*El purin se aplicd en dosis equivalentes de 0, 100.000, 200.000 y 300.000 L ha™!, denominados
D0, D100, D200, y D300, respectivamente.

b analisis estadistico entre diferentes DPI, en la misma columna.

¢ analisis estadistico entre diferentes dosis de purines, en la misma fila.

DPI: dias de pre-incubacion.

El incremento inicial de CO, es generalmente atribuido a la rdpida biodegradacion del C
facilmente disponible (Reinertsen et al., 1984; Ajwa y Tabatabai, 1994) como también se puede

observar en trabajos como Min et al. (2003), donde evaluaron la aplicacion de purines en campo.

La estabilizacion de las mezclas suelo-purin, durante la cual los microorganismos oxidan el
carbono organico facilmente disponible como fuente de carbono y energia, se observa en la figura
1.3, donde se muestra la tasa de produccion de CO; y el carbono organico disponible durante un
periodo de evaluacion de 30 dias, destacando al inicio una alta tasa de respiracion para luego
disminuir, mientras tanto se observa una disminucion del contenido de carbono orgénico disuelto,
observandose la estabilizacion de la enmienda entre los 20 y 30 dias después de la aplicacioén de
purin, dependiendo de la dosis aplicada, y concordando estos datos con una disminucién en los
niveles de carbono organico hasta niveles de 60-120 mg kg™ COD vy tasas de respiracién entre
10-25 pg g'd! C-CO,. Plaza et al. (2004) también reporté un aumento importante de la
respiracion al inicio por un breve periodo atribuido al consumo del carbono organico adicionado
por la enmienda con purin de cerdo. Simek et al. (1999) también indic6 un aumento en la
respiracion por la adicion de purines, asi como también en los contenidos de P, N, Ca, y Mg,
aunque respecto a pH y C/N sefialan solo un leve o nulo aumento. También ellos consideraron
que la adicion de C labil probablemente afecto de manera importante en el aumento de la

actividad microbiana reflejado como biomasa.
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Figura 1.3. Tasas de resipiracion (RR) y contenido de carbono organico disuelto (COD) en suelo
sin enmienda (D0) y con enmienda de purin (D100, D200, y D300) en dosis crecientes de 100
mil, 200 mil, y 300 mil Lha™, respectivamente, a diferentes dias de pre-incubacion (DPI). La
desviacion estandar se indica en barras (n=3).

1.5.2. EFECTO DE LA ENMIENDA CON PURINES EN LA ACTIVIDADES
ENZIMATICAS FDA Y B-GLUCOSIDASA DEL SUELO

Ya se ha sugerido la actividad FDA como una herramienta sensible y no especifica para
representar la actividad hidrolitica de los microorganismos del suelo (Dumontet et al., 1997). La
actividad enzimatica FDA permitié observar las variaciones en el suelo, tanto por el tiempo como

por la aplicacion de purin mostrando lo dinamico del sistema en estudio, segiin se muestra en la
34



tabla 1.6, donde se muestran la produccion de fluoresceina después de aplicar purin en diferentes
dosis para cada periodo de pre-incubacion (DPI) y que fue evaluada durante 60 dias de

incubacion (DI).

Tabla 1.6. Actividad FDA del suelo y suelos enmendados.

DPI DI D0* D100 D200 D300
ug fluoresceina g h”!
1 1 99 ¢ 163 b 244 a 286 a
10 139 b 133 b 260 a 221 a
20 478 bce 434 ¢ 504 b 640 a
30 467 b 497 ab 523 ab 546 a
60 462 b 414 b 576 a 610 a
10 1 124 b 131 b 277 a 215 a
10 553 b 508 b 571 ab 653 a
20 579 a 584 a 642 a 614 a
30 506 b 542 b 552 b 626 a
60 489 ab 552 a 388 ¢ 437 b
20 1 524 b 516 b 611 a 629 a
10 566 ab 521 b 627 a 607 a
20 433 ¢ 495 b 537 ab 564 a
30 468 b 469 b 527 a 574 a
60 456 b 464 b 577 a 528 a
30 1 640 b 580 b 665 ab 720 a
10 501 a 485 a 484 a 527 a
20 493 a 437 a 471 a 509 a
30 363 ¢ 384 bce 436 ab 495 a
60 426 a 391 a 329 b 225 ¢
60 1 449 b 446 b 553 a 555 a
10 498 a 440 ab 413 b 472 a
20 433 a 447 a 473 a 418 a
30 444 a 406 ab 371 b 359 b
60 349 be 302 ¢ 377 ab 412 a

D0, D100, D200, y D300 equivalen a una dosis de purin de 0, 100.000, 200.000 y
300.000 L ha™', respectivamente.

DPI: dias de pre-incubacion.

DI: dias de incubacion.

Letras diferentes indican diferencia significativa entre valores en la misma fila (P <

0,05).

Ya se ha reportado que la adicion de enmiendas organicas al suelo estimula la actividad
microbiana y enzimatica debido al aumento del metabolismo de los microorganismos por el

aporte de nutrientes (Martens et. al., 1992; Nannipieri et. al., 1983). Sin embargo, en este trabajo
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se observd que, la aplicacion de purin muestra un efecto significativo en la actividad FDA
dependiendo de la dosis de purin aplicada. Los tratamientos con alta dosis de purin (D200 y
D300) muestran en general una mayor actividad FDA comparado con el tratamiento D100 y el
suelo sin enmienda (DO0), mostrando a su vez estos dos ultimos un comportamiento similar. Tal

comportamiento se mantuvo para cada periodo de pre-incubacion.

Los resultados de la actividad B-glucosidase, considerada un indicador sensible de los cambios en
el suelo (Bandick and Dick, 1999), se muestran en la tabla 1.7, donde las mediciones de este
parametro se midieron a diferentes periodos después de la aplicacion de herbicida en el suelo y
suelos enmendados que habian sido pre-incubados a diferentes periodos después de la aplicacion

de purines (DPI).

Tabla 1.7. Actividad B-glucosidasa en suelo y suelos enmendados.

DPI DI DO D100 D200 D300
ug p-NP g h'!

11 269 a 162 b 212 b 257 a
10 524 b 492 b 686 a 657 a
20 357 b 450 a 346 b 379 ab
30 635 a 544 b 524 b 652 a

10 1 410 b 457 a 451 a 295 ¢
10 573 a 559 a 491 b 462 b
20 694 a 576 b 636 a 672 a
30 402 a 323 b 414 a 328 b

20 1 73 b 87 b 195 a 214 a
10 90 154 b 147 b 228 a
20 218 b 244 ab 182 ¢ 274 a
30 387 a 207 ¢ 197 ¢ 305 b

30 1 208 b 257 a 169 ¢ 139 ¢
10 211 b 353 a 194 b 184 b
20 196 a 205 a 198 a 178 a
30 218 a 238 a 155 b 118 b

*El purin se aplico al suelo en dosis equivalente a 0, 100,000, 200,000 y 300,000 L
ha’, y denominadas D0, D100, D200, y D300, respectivamente.

DPI: dias de pre-incubacion.

DI: dias de incubacion

Letras diferentes indican diferencia significativa entre valores en la misma fila (P <
0,05).
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Los valores obtenidos indican un comportamiento altamente dindmico en el tiempo, por lo que no
se observo una clara estabilidad en el tiempo, y por tanto, no fue posible notar una tendencia clara

en las tasas de produccion de p-NP a los diferentes tiempos de incubacion y dosis de purines.

Tanto en suelos enmendados como no enmendados tienden a seguir un mismo comportamiento
en su actividad FDA en cada uno de los diferentes dias de pre-incubacion de la tabla 1.6,
comenzando con valores bajos para los primeros dias de pre-incubacion y luego aumentar entre
los 20 y 30 DPI, seguido de una leve disminucioén que perdura hasta el final del ensayo. Ademas,
al comparar esta actividad enzimdtica entre la diferentes dosis de purines se observa una
tendencia a aumentar la actividad FDA, principalmente con dosis de purin de 200 y 300 mil L ha®
! hasta 20 DPI, y luego disminuir hasta un nivel similar al suelo sin enmienda. Esta situacion
concuerda con lo observado en otros trabajos, pues en algunos casos el aumento de la actividad
enzimatica ha sido relacionado con la tasa de aplicacion de enmienda (Perucci 1992; Serra-
Wittling et al. 1996), pero en otras tal efecto fue independiente de la proporcion aplicada
(Martens et al. 1992).

La estabilizacion de la enmienda, en cuanto a actividad FDA, no se observo tan claramente como
en la respiracion microbiana, si se pudo observar un comportamiento similar entre los

tratamientos pero en diferente magnitud, en los diferentes dias de pre-incubacion.

Por otro lado, la actividad B-glucosidasa disminuy6 significativamente al aumentar el tiempo de
pre-incubacion mostrando claras diferencias en los dias 20 y 30 respecto del inicio del ensayo.
Esta situacion podria explicarse de la siguiente manera, al principio los microorganismos del
suelo cuentan con gran cantidad de carbono disponible (alrededor de 400-500 mg kg™ comparado
con el control de 50 mg kg™), por lo que los microorganismos comenzaria rapidamente a
hidrolizar estos compuestos, lo cual seria observado mediante el aumento de la actividad -
glucosidasa que indica una gran produccion de compuestos carbonados simples utilizados por los
microorganismos para obtener energia, y cuyo metabolismo es observado a través del aumento
del CO; liberado, produciéndose mayor cantidad de CO, cuanto mayor es la dosis de purin.
Ademas, considerando que los principales productores de B-glucosidasa en el suelo son los
hongos (Hayano y Tubaki, 1985; Hattori, 1988), es posible que el aumento en dicha actividad

enzimatica sea atribuible a un aumento de biomasa fingica, como también ha sido sugerido por
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Plaza et al. (2004) quien reporté un aumento en la actividad debido a la enmienda con purin de

cerdo.

Los resultados de la actividad B-glucosidasa expuestos en la tabla 1.7, muestran que tal actividad
enzimatica a una baja dosis de purin (D100) tiende a ser similar a DO, mientras que las altas dosis
de purines D200 y D300 son similares pero con un comportamiento diferente a las dosis bajas de
purin. Ademas, el tiempo de pre-incubacién tuvo un efecto importante en la respuesta del suelo,
puesto que en general, la actividad fue mayor al comienzo y luego comenz6 a disminuir a medida
que aumenta el tiempo de pre-incubacion, lo cual presentd un comportamiento similar cuando se
compar6 con el CO; acumulado durante los mismos dias de pre-incubacion, por lo que a medida
que disminuia la actividad enzimatica también lo hacia la cantidad de CO, liberado desde el
suelo, lo cual concuerda con la disminucion de carbono orgénico disuelto. Tal situacion coincide
con las observaciones de Ma et al. (2010) en que observaron una correlacion positiva entre la

actividad B-glucosidasa y el contenido de carbono orgénico disuelto del suelo.

De este modo se tiene que tanto la respiracion microbiana como las actividades FDA y j-
glucosidasa fueron ttiles para observar a diferentes tiempos de pre-incubacion la evolucion del
suelo enmendado con diferentes dosis de purin. Ademas, la aplicacion de purines al suelo produjo
cambios significativos tanto sobre las actividad enzimatica FDA como también en la respiracion
microbiana, observandose un aumento significativo hasta los 30 dias de pre-incubacion, por lo
que a nivel de laboratorio se presenta como el tiempo minimo requerido entre la aplicacion de
purines y el tratamiento con dimetenamida, considerando una dosis de purin de hasta 300 mil L
ha™'. Sin embargo, cabe cuestionarse por qué la aplicacion de purin mostré6 cambios de mayor
magnitud en la respiracion microbiana que a nivel de las actividades enzimaticas medidas.
Probablemente esto ocurrié debido al alto nivel de fertilidad del suelo ya que cuenta con alto
contenido de materia orgénica (alrededor de 18%) y ademas la adicion de nutrientes mediante
fertilizacion quimica. Por tanto, considerando que la actividad y el tamafio de las poblaciones
microbianas pueden ser mayores con mayores contenidos de C organico (Beck 1984; Anderson
and Domsch 1989), se puede sugerir que frente a la adicion de nuevas fuentes de energia, los
microorganismos no necesitarian aumentar considerablemente su actividad para poder
metabolizarla, pues ya cuentan con una gran biomasa y actividad, lo cual posiblemente impidio

observar mayores cambios en la actividades enzimaticas debido a la enmienda con purin. Cooper
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y Warman (1997) reportaron aumentos significativos de la actividad DH-asa debido a enmiendas
solamente para suelos con bajo contenido de materia organica. Saviozzi et al. (2002) mostré un
comportamiento similar de la actividad DH-ase a la FDA de este trabajo, aumentado al comienzo
hasta alcanzar un maximo a los 15 dias, y luego disminuir, similar al maximo logrado a los 20
dias de pre-incubacion en este trabajo, y atribuyendo tal disminucién al consumo del carbono

labil aportado por la enmienda.

1.6. CONCLUSIONES
En cuanto a la aplicacion de purines en el suelo estudiado se puede concluir que:

La aplicacion de purines al suelo produjo cambios significativos sobre las actividades

enzimaticas FDA y B-glucosidasa, y principalmente en la respiracion microbiana.

La respiracion microbiana y en menor grado la actividad FDA, coinciden en que es necesario un
periodo de hasta 30 dias para alcanzar una condicion estabilizada del purin en el suelo, cuando se
aplican dosis altas de purin de hasta 300 mil L ha”. Por tanto, este periodo es recomendado
como el tiempo minimo requerido para la estabilizacion del purin bajo condiciones de laboratorio
considerando las dosis de purin evaluadas. Por otra parte, cuando el suelo se enmienda con dosis
de purin cercanas a 100 mil L ha" es necesario un periodo cercano a 20 dias para alcanzar una

condicion estabilizada.
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CAPITULO 2

MOVILIDAD Y DEGRADACION DE DIMETENAMIDA EN SUELOS ENMENDADOS
CON PURINES

2.1. DINAMICA DE HERBICIDAS EN EL MEDIO AMBIENTE

Una de las principales causas que determina la persistencia de herbicidas en el suelo es la falta de
condiciones Optimas que favorezcan los procesos de biodegradacion (Golovlena et al., 1990;
Moorman et al., 2001). La degradacién microbiana esta determinada por diversos factores, entre
ellos los niveles de nutrientes, humedad, aeracion, temperatura y pH (Awasthi et al., 2000;
Biiyiiksonmez et al., 1999; Fogarty y Tuovinen, 1991; Khna y Anjaneyulu, 2005; Peigné y
Girardin, 2004; Romantschuk et al., 2000). Sin embargo, uno de los factores determinantes
corresponde a la disponibilidad del compuesto para los microorganismos, disponibilidad que
muchas veces se encuentra limitada por la adsorcidon de los compuestos en los constituyentes del

suelo (Khna y Anjaneyulu, 2005; Romantschuk et al., 2000).

En relacion a la inmovilizacion de residuos de herbicidas se ha detectado que algunos pesticidas
se transforman en residuos no extractables o enlazados a los coloides del suelo disminuyendo su
tasa de desorcion y biodegradabilidad. Los residuos no extractables involucran interacciones tales
como enlaces covalentes y difusion entre las estructuras del suelo. Grupos funcionales como
hidroxilos, carboxilicos, aminos o fosfatos pueden contribuir a reacciones de entrecruzamiento

entre el pesticida y la matera organica (Khna y Anjaneyulu, 2005).

Es de interés en el presente trabajo la dinamica que experimentan herbicidas de la familia de
cloroacetamidas. En general las cloroacetamidas son solubles en agua, baja adsorcion en el suelo
y su principal mecanismo de degradacion es a través de la accion de los microorganismos, con
una persistencia que va desde los 10-90 dias (Heimbach y Edwards, 1983; Van Gestel y Van Dis,
1988).

Estudios de adsorcion de cloroacetamidas en suelo revelan que el principal mecanismo de

adsorcion es a través de puentes de hidrégenos e interacciones de transferencia de carga con la
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materia organica del suelo (Wang et al., 1999). Estudios realizados con cloroacetamidas indican
que efectivamente su degradacion ocurre en la superficie del suelo y que serian poco o
moderadamente lixiviables, pudiendo ser biodegradados en aguas superficiales, pero en mucha
menor cantidad en aguas subterraneas (Stolpe y Shea, 1995; Pothuluri et al., 1990). Estudios en
sedimentos han demostrado que la degradacion de las cloroacetamidas puede extenderse hasta 8
meses con una degradacion que alcanza aproximadamente el 60%, sin producirse la
mineralizacion, sino la transformacion en subproductos (Cavalier et al., 1991). Especificamente,
se han detectado mas de 20 productos de degradacion de alacloro, en muestra de aguas de pozos
cercanos a campos de maiz, donde la ultima aplicacion de producto habia sido tres afios antes;
esto es indicativo de la recalcitrancia de estos subproductos (Potter y Carpenter, 1995; Pothuluri
et al., 1990). Para las cloroacetamidas, en general se han detectado como productos de
degradacion 4cidos oxalinico y sulfonico, encontrandose que la degradacion es lenta al pasar
desde la superficie del suelo hasta aguas subterraneas (Kolpin et al., 1996; Pothuluri et al. 1990,
Novick et al., 1986). Monitoreo de cloroacetamidas realizados en Estados Unidos han detectado
la presencia de los productos de degradacion en aguas superficiales en un 40-90% de los sitios
muestreados, la suma de las concentraciones de estos metabolitos alcanzo una concentracion de

4,3 ug L' para seis metabolitos (Thurman et al., 1996).

Todavia no se han descrito cultivos puros de bacterias capaces de mineralizar cloroacetanilidas o
sus derivados sulfonados en estudios de biodegradacion, proponiéndose que la biodegradacion es
primeramente co-metabolica. Para estudios con Streptomyces sp se demostr6 que co-
metabolicamente degradan a alacloro, tanto en suelo como en agua con adicion de glucosa o
quitina como una fuente de carbono y sulfato de amonio como una fuente de nitrégeno. Tiedje y
Hagedorn (1975) aislaron un hongo del suelo, Chaetomium globosum, el cual parcialmente
degrado alacloro, pero el anillo aromdtico permaneci6 intacto. Alrededor de 6 a 14% de alacloro
fue metabolizado por Ceriporiopsis suvermispora, Phelebia tremellosa y Phanerochaete
chrysosporium, después de 122 dias de incubacion (Ferrey et al., 1994). Actinomicetes
transformaron parcialmente metolacloro con la formacion de subproductos hidroxilados y
demetilados, pero la decloracion no fue obtenida. Estudios del cometabolismo de cloroacetamidas
con Streptomyces sp, en este caso la transformacion incluyd declorinacién con la subsecuente
hidroxilacion de los grupos cloroacetilos, pero no se detecto la mineralizacion del herbicidas ni

de los subproductos (De Schrijver et al., 1999; Stamper y Tuovinen, 1998). Otras bacterias y
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hongos capaces de degradar metolacloro han sido aislados (Saxena et al., 1987; Liu et al., 1989)
pero el rompimiento del anillo no ha sido obtenido. Propacloro ha sido el tnico herbicida de este

grupo en ser completamente mineralizado (Villarreal et al., 1991).

2.2. USO DE DIMETENAMIDA COMO HERBICIDA

Dimetenamida ((RS)-2-cloro-N-(2,4-dimetil-3-tienil)-N-(2-metoxi-1-metiletil) acetamida) es un
herbicida selectivo de accion residual, interfiere la sintesis de acidos grasos y altera la
permeabilidad de las membranas. La alquilacion de grupos sulfidrilos de ciertas enzimas esta
probablemente involucrada. Las gramineas lo absorben fundamentalmente por la parte de la
plantula comprendida entre la semilla y el primer nudo, y también por las raicillas de las
plantulas, recomendandose una dosis de 1,44 kg ha” (EFSA, 2005) o 1,4-1,8 L ha™ (Frontier).
Segiin Vencill (2002), la vida media para este herbicida es cercana a 20 dias, pudiendo variar
entre 8-43 dependiendo del suelo y las condiciones climdticas (Tomlin, 1995). Su formula
molecular es C,H;sCINO,S, con una densidad relativa de 1,195 g cm®, destacandose su alta
solubilidad en agua segun se indica en la tabla 2.1, lo cual facilita el que pueda contaminar aguas

subterraneas y no presenta dependencia del pH en cuanto a su adsorcion (EFSA, 2005).

Tabla 2.1. Propiedades fisico-quimicas de dimetenamida.

Formula molecular C,H,;sCINO,S

Peso molecular 275,8 g mol™!
Solubilidad en agua 1.449+ 17 mg L™ (pH 6,16 + 0,28)
Coeficiente particion (Log Pow) 1,89

Densidad relativa 1,195 g cm™ (99.4 %)

Fuente: Fang et al., 2001; European Commission, 2003; EFSA, 2005.

Dimetenamida permite un buen control de malezas sin producir efectos toxicos sobre el maiz
(Kovacs et al., 2006), aunque su aplicacion al triple de lo recomendado si puede producir dafnos
al cultivo (Bernards et al., 2006). También ha sido efectiva en el control de malezas del lupino
azul (Lupinus angustifolius L.) (Kierzek, 2006). Sin embargo, en cultivo de habas su uso pude

causar dafios leves (Sikkema et al., 2006).

42



Dimetenamida se metaboliza en maiz y remolacha por procesos de la conjugacion y otras
reacciones quimicas que conducen a los metabolitos polares. Debido a la ausencia de cualquier
tendencia a la acumulacion, no se considera ningun metabolito de preocupacion toxicologica. Los
ensayos supervisados del residuo segun las aplicaciones recomendadas demuestran que los
residuos estan bajo el limite permitido en granos del maiz y forraje, asi como en la remolacha. No

es de esperar la presencia de residuos en cosechas rotatorias y posteriores (EFSA, 2005).

Dimetenamida es moderadamente persistentes en el suelo, alcanzando una vida media (DT50) de
13-14 dias bajo condiciones anaerdbicas (Crawford et al., 2002), degradandose via conjugacion
glutation y/o cisteina y subsecuente oxidacion que producen a los metabolitos principales M23
((RS)-N-(2,4-dimethyl-3-thienyl)-N-(2methoxy-1-methylethyl)-oxamic acid) y M27 ((RS)-N-
(2,4-dimethyl-3-thienyl)-N-(2methoxy-1-methylethyl)-2sulfonyl-acetamide) cuyas estructuras se
muestran en la tabla 1.3 (EFSA, 2005).

Dimetenamida exhibe movilidad media en el suelo, mientras sus metabolitos principales tienen
movilidad muy alta. Estudios de modelacion y lixiviacion, indican que es poco probable que
dimetenamida pueda contaminar las aguas subterraneas cuando es utilizado segun lo
recomendado. Bajo condiciones extremadamente altas de lixiviacion, no puede descartarse que el

metabolito sulfonato pudiera estar presente en aguas subterraneas sobre 10 pg L™ (EFSA, 2005).

2.3. APLICACION DE HERBICIDAS EN SUELOS ENMENDADOS CON PURINES

En el cultivo de maiz para forraje, donde se realizan aplicaciones de purines como parte del
manejo agrondmico, si bien se realiza el control de malezas con herbicidas, se ha reportado la
emergencia de densas poblaciones de éstas, que invaden los cultivos y resultan dificiles de
controlar. Tal situacion ha llevado a aumentar tanto la dosis de aplicacion recomendada como el
nimero de aplicaciones, lo que ha significado por una parte, un aumento en los costos de
produccién y por otra parte, podria estar originando un mayor impacto ambiental. Cabe sefialar
que ambas situaciones son consideradas de aspecto negativo, ya que si bien por una parte los

agricultores buscan producir con los menores insumos posibles, actualmente los agricultores han
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tomado mas conciencia del aspecto ambiental por lo que paulatinamente han adoptado las buenas
practicas agricolas y acuerdos de produccion limpia como ejemplo de produccion. Considerando
lo anterior, es que se plantea la necesidad de abordar los factores que estarian condicionando la

persistencia de los herbicidas y que disminuyen su eficacia.

El aumento en las dosis de aplicacion de herbicidas ha sido explicada en algunos casos por un
aumento de su adsorcion del herbicida en el suelo, impidiendo ser absorbido por las malezas que
se quieren controlar (China et al., 2004; Golovlena et al., 1990; Tao et al., 2004). La adsorcion
del herbicida en el suelo es considerado como el principal proceso controlador de la
biodisponibilidad como también de los procesos de volatilizacion y lixiviacion que se presentan
en el suelo. El grado de adsorcion en los constituyentes del suelo va a depender de diversos
factores, siendo el tipo y contenido de materia organica uno de los principales reguladores en la

interaccion pesticida—sorbente (Clausen y Fabricius, 2001; Thorstensen et al., 2001).

Se han realizado variados estudios para evaluar el efecto de la aplicacion de purines en los suelos
donde se han aplicado herbicidas (Albarran et al., 2004; Li et al, 2005; Senesi et al, 2001; Si et
al., 2005; Singh, 2003). Los herbicidas representan el 65% de todas las demandas de productos
agroquimicos en el mundo (Fay et al., 1997). La aplicacion de purines generalmente resulta en un
aumento de hasta 6 veces del volumen de escorrentia (Burkhardt et al., 2005), y tiende a
aumentar la infiltracion (Little et al., 2005), lo que puede jugar un papel importante en la pérdida
de herbicidas. Aunque el purin trae algunos beneficios para los sistemas de cultivo, no obstante,
puede reducir la eficacia de los herbicidas aplicados para el control de malezas, que afectan a la
interaccion suelo-herbicida por adsorcién/desorcion, lixiviacion y el proceso de degradacion, y
por ende los procesos de disipacion del herbicida. En el suelo, materia organica y arcilla son los
principales componentes que afectan el comportamiento de absorcion y desorcion de herbicidas y
pesticidas (Majumdar y Singh, 2007). El pH del suelo, la materia orgénica disuelta (MOD), y

macroporos del suelo también son importantes.
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2.3.1. EFECTO DEL APORTE DE LA MATERIA ORGANICA DE PURINES

La incorporacion de materia organica (MO) proveniente de purines parece tener un efecto
beneficioso sobre el control de la lixiviacion de herbicidas y su adsorcion. En general, la
capacidad de adsorcion del suelo dependera de la cantidad de residuos o aplicacion de purines,
que es coherente con el contenido de C organico del suelo. La aplicacién de purin ha sido eficaz
en la reduccion de la movilidad de metribuzina (Majumdar y Singh, 2007), metolaclor (incluso
después de aumentar la MOD, sugiriendo que el herbicida fue ligado con la MO del suelo y no
con MOD) (Singh, 2003), 2,4-D (Picton y Farenhorst, 2005), alaclor y linuron. Este ultimo
mostré una preferencia por los suelos con acidos hiimicos de bajo peso molecular (Dorado et al.,

2005), como se indica en la Tabla 2.1.

Tabla 2.2. Efectos en la dinamica de herbicidas debido a la aplicacién de purines

Herbicida Efecto Causa
Metribuzina® V lixiviacion 97- 64% AOM

Metolacloro® V movilidad 50- <1% AOM

2,4-D° A\ sorcion 0.81-2.89 pg' g 'mL'™" AOM

Atrazina () & A degradacion 24% at 60 d 1y, 4% at 20d ) A actividad microbiana
metamitron (z)d

Atrazina® V lixiviacion 73-28% No identificada
Alacloro® V lixiviacion 71% No identificada
Atrazina A escorrentia en 10-25 veces No identificada
Trifluralin () & A mineralizacion 6,1% (1, 7,3% () No identificada
Glifosato ()

Sulcotriqneh A DTsoa 8-13 d (16 to 24-29 d) AOM

Atrazina' V adsorcion (kg 1.19-0.96) ADOM

Atrazina’ V tiempo de elucion 14.5to 11 h /A macroporos
Atrazina (a) & A degradacion 4% (a), 37% (b) A actividad microbiana
metolacloro (b)*

Beflubutamida' V degradacién 50% A actividad microbiana
Atrazina™ No hubo efecto en la mineralizacion A dosis

Linuron " No hubo efecto en la lixiviacion No identificada
Sulcotrione ° A degradacion 26,1- 32,4% A nutrientes

Fuente: * Majumdar and Singh, 2007, b Singh, 2003, © Picton and Farenhorst, 2005, dForouzangohar et al., 2005,°
Stoddard et al., 2005," Burkhardt et al., 2005, Reimer et al., 2005, " Rouchaud et al., 1996, ' Bricefio et al., 2008, ’
Rudra et al., 2001, * Moorman et al., 2001, Tasumi et al., 2007, ™ Bigwanesa et al., 2003, "Gordon et al., 2004, °
Cherrier et al., 2004.

A: Incremento, V. disminucion .
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El origen y el contenido de MO proveniente de purines, tales como los compuestos humicos y no
humificados afectan la absorcion de los herbicidas como linuron, mostrando una preferencia por
suelos con acidos hiimicos de bajo peso molecular, (Dorado et al., 2005). El caracter aromatico
de la materia organica es importante en la formacion de complejos de transferencia de carga. De
hecho, entre las propiedades del suelo diferentes, el contenido de carbono organico es el factor
individual con una mayor influencia en la adsorcion metolaclor y su movilidad en el suelo
(Singh, 2003; Wang et al., 1999.). En el estado adsorbido, los herbicidas pueden protegerse

contra la actividad microbiana del suelo (Honnay, 1993).

La lixiviacion de los herbicidas puede variar no s6lo debido a la presencia de la MO adicional en
el suelo enmendado, sino también debido a los cambios estructurales en la porosidad inducida por
el mayor contenido de carbono organico (Worrall et al., 2001). El purin proporciona nutrientes al
suelo para los cultivos y mejora su estructura a través de la acumulacion de materia orgénica,
favoreciendo la proliferacion de lombrices y el desarrollo de macroporos (Munyankusi et al.,
1994) y entonces aumentar el volumen de lixiviados (Dominguez et al., 2004;. Gupta et al.,
2004), como ha ocurrido con metolaclor (Novak et al., 2001), atrazina (Rudra et al., 2001) y
alaclor (Stoddard et al., 2005). Ademas, la coordinacion de los momentos de aplicacion de
fertilizantes, plaguicidas y purines, en relacion con eventos de lluvia puede afectar la
concentracion de solutos del agua que se mueve a través de los suelos que muestran flujo de

macroporos (Kladivko et al., 1991).

La adicion de MO de purines al suelo ofrece una gran cantidad de sitios para la adsorcion de los
herbicidas, sin embargo, la intensidad de esta interaccion es controlada por el pH del suelo
enmendado. La enmienda con purines puede aumentar (Llona y Faz, 2006; Lopez et al., 2002b.),
disminuir o no afectar (Deng et al., 2006) el pH del suelo. El aumento puede deberse en parte a
un exceso de macroelementos como N, P y K (Erich et al., 2002) y debido al Na contenido en el
purin, considerado como un elemento activo con respecto a la alcalinidad. Por otra parte, la
absorcion de NOs™ por las plantas y la desnitrificacion (Simek et al., 2000) puede aumentar el pH
del suelo. La disminucién en el pH del suelo puede ocurrir a través de la aplicacion reiterada de
nitrégeno y de azufre. Los compuestos de nitrogeno y azufre estan presentes en los purines,
principalmente en el de cerdo (Hobbs et al., 1998). Con un pH bajo, los herbicidas de la familia

imidazolinona, tales como Pursuit, se descomponen lentamente en suelo acido. Con un pH alto,
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las pérdidas de N por volatilizacion son mayores, los herbicidas de la familia sulfonilurea, como
Ally y Glean, y triazinas (atrazina) se descomponen lentamente. Ademas, la retencion del suelo
de los herbicidas sulfonilureas, incluyendo primisulfuron-metil, parece inversamente relacionada
con el pH del suelo (Ukrainczck y Ajwa, 1996). Las variaciones que se producen en el pH del
suelo mediante la aplicacion de purines también afectan la solubilidad en agua de herbicidas,
observandose que una mejor solubilidad disminuye la absorcion y mejora el transporte como
resultado de la formacion de complejos o asociacion de sustancias hidrofobicas con materia

disuelta o coloidal orgénica (Majumdar y Singh, 2007).

Los macroporos constituyen areas de mayor densidad bacteriana asociada con el transporte y la
acumulacion de material organico proveniente de la produccion agricola (Jergensen et al., 2004),
que puede ser atribuido a una mejor fuente de sustrato y el transporte de los microorganismos a
través de la canales de macroporos, que representan un microhabitat del suelo de interés para la
biodegradacion de herbicidas. En relacion a la movilidad descendente de los herbicidas en los
macroporos del suelo, la presencia y tipo de coloides han sido de importancia (Seta y
Karathanasis, 1997). La presencia de coloides puede mejorar el transporte de atrazina en un 2 a
un 18%, dependiendo del tipo de coloide y la movilidad. Sin embargo, la fraccion coloidal ligada
con herbicida contribuye a un < 1% del aumento observado. Esto sugiere que la exclusion de la
matriz de la superficie del sitio y los mecanismos de bloqueo inducido por la presencia de

coloides son mas importantes que adsorcion coloidal en la movilidad de atrazina.

2.3.2. EFECTO DEL APORTE DE LA MATERIA ORGANICA DISUELTA DE PURINES

En los sistemas de manejo donde se utiliza el purin como fuente de nutrientes, el carbono
liberado a partir de este puede dar lugar a aumentos significativos tanto en la materia orgénica

disuelta como en la particulada (Ohno et al., 2007).

La materia organica disuelta (MOD) del suelo tiene caracteristicas similares a los tensoactivos,
vale decir la capacidad de disminuir la tension superficial y aumentar la solubilidad de los
compuestos facilitando su transporte dentro del suelo (Li et al., 2005). La interaccion de MOD

con herbicidas es a través de estructuras hidrofobica de la DOM que podrian formar estructuras
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pseudo-micelares, que permiten al herbicida interactuar con moléculas de MOD, las cuales a su
vez interactuan con las moléculas de agua. Los herbicidas que se caracterizan por baja solubilidad
en agua, de baja polaridad y lipofilos, pueden formar union hidrofobica con restos hidréfobos
alifaticos y aromadticos de &cidos humicos, macromoléculas que son abundantes en suelo
enmendado con la adicion de purines. Por ejemplo, la atrazina se mueve mas rapido a través de
los suelos enmendados con purines en comparacion con el suelo sin purin, que puede explicarse
por la adsorcion de los herbicidas a MOD de la fraccion liquida del purin, la reduccion de la
adsorcion, que se atribuye a la formacion de complejos de MOD con productos quimicos
orgéanicos, la competencia por los sitios de absorcion o por medio de la interaccion incompleta de
herbicidas con el suelo (Bricefio et al., 2007). En consecuencia, MOD en concentraciones
relativamente bajas puede mejorar la absorcion de atrazina por el suelo, al tiempo que inhibe la
absorcion de atrazina en concentraciones mas altas (Ling et al., 2006). De este modo, se observa
que la interaccion de la MOD con los herbicidas es compleja y los procesos asociados atin no se
han comprendido en su totalidad debido al gran numero de factores que pueden actuar, siendo
importante saber al menos propiedades del herbicida como la solubilidad y polaridad, asi como

conocer el peso molecular, estabilidad, y origen de la MOD.

La MOD liberada de materiales frescos, tales como plantasy residuos animales, se cree que
es menos estabilizada que la MOD del suelo. La naturaleza labil de esta MOD resulta en que esta
fraccion es mas movil y, presumiblemente, la fraccion mas directamente implicada en las
reacciones tales como formacion de complejos con iones y adsorcion a particulas de suelo

(Zsolnay, 1996).

Con respecto a las sustancias humicas, aquellas aisladas de purines son medianamente
humificadas caracterizandose por una gran cantidad de componentes proteicos, moléculas de bajo
peso molecular y un grado bajo de condensacion y humificacion (Senesi et al., 2007). De este
modo, tales sustancias humicas incrementan la adsorcion debido a su gran area superficial con
grupos carboxilicos o hidroxilo, destacando que estas sustancias himicas provenientes de purines
tienen un mayor numero de grupos carboxilo que las sustancias fulvicas del suelo (Sposito,

1989).
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2.3.3. EFECTO DE LOS PURINES EN LA BIODEGRADACION DE HERBICIDAS.

Para muchos herbicidas, la degradacion biologica es la forma principal de disipacion, lo
que puede aumentar en suelos enmendados con purines, debido a los excedentes de
nutrientes y microorganismos (Tasumi et al., 2007), proporcionando una fuente directa de C para
tales organismos del suelo, asi como también una fuente indirecta de C a través de crecimiento de
plantas (Bunemann et al., 2006). Algunos casos se han observado con atrazina (Moorman et

al., 2001.), simazina (Cox et al., 2001) y 2,4-D (Cupples y Sims, 2007; Merini et al., 2007).

La incorporacion de purines probablemente incrementa la biodegradacion de herbicidas
(Farenhorst et al., 2006). Adicionado 2,4-D a suelo enmendado con purin de cerdo, el porcentaje
de 2,4-D mineralizado después de 100 dias fue de un 47% comparado con solo un 31% para el
suelo control, debido al incremento de la actividad microbioldgica heterotrofica. Cuando la
adicion de 2,4-D fue suprimida por una, dos, y tres semanas después de la aplicacion de
enmienda, disminuy6 la mineralizacion del herbicida, indicando que el efecto del purin en
aumentar la actividad microbiana decrece en el tiempo, probablemente debido a la
transformacion del herbicida en productos fuertemente adsorbidos al suelo y por lo tanto menos
accesibles a los microorganismos. Contrariamente la aplicacion de purin de cerdo no afectaria la
mineralizacion de glifosato y trifluralin en condiciones de campo (Reimer el al., 2005). La
biodegradacion atrazina y metolacloro fueron también disminuidas por aplicaciones recientes de
purines, mientras que la vida media de sulcotrione aumentd debido a dichas aplicaciones
(Rouchaud et al., 1996). Esto concuerda con los resultados de Wilson y Foy (1992) donde la
adsorcion de sulcotrione fue mayor al aumentar la concentracion de materia organica del suelo
(ver tabla 1.4) y la mineralizacion de 2,4-D fue mayor en suelos que adsorbieron mas herbicida
por unidad de carbono orgénico y con mayor contenido de nitrogeno (Picton y Farenhorst, 2005).
El rol de la macro fauna ha sido considerado un factor de gran importancia en la biodegradacion
de pesticidas, como por ejemplo el efecto de la presencia de lombrices en la biodegradacion de
atrazina (Binet et al., 2006). Sin embargo, las conclusiones acerca de su efecto en la
biodegradacion han sido inconsistentes, reportando un aumento en la mineralizacion, pero
recientemente una disminucién, debido a la formacion de residuos no extractables de atrazina
potenciados por las lombrices, a través de su proceso de ingesta y excrecion de suelo y materia

organica, lo cual contribuye a la adsorcion del herbicida en estos residuos y asi incrementando su
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persistencia. Ademads, este proceso es aumentado en el corto plazo, pero disminuye en el largo

plazo.

Los herbicidas pueden usarse como fuentes de nitrégeno y/o carbono por los microorganismos
del suelo, siendo determinantes la concentracion y las formas de C y N, como ocurre en el caso
de la mineralizacion de atrazina (Moreno et al., 2007). Microorganismos especificos son capaces
de metabolizar atrazina a través de reacciones de N-dealquilacion o dehalogenacion para que
luego utilicen el N del anillo de triazina. Ademas, se ha observado que la degradacion de atrazina
es disminuida cuando las células crecen con fuentes de nitrogeno abundantes comparado con
células cultivadas en medios limitados de nitrogeno (Garcia-Gonzalez et al., 2003; Guillén et al.,

2007), aunque también se ha observado una nula alteracion del proceso (Dehghani et al., 2007).

Tabla 2.3. Efecto de la aplicacion de purines en la dinamica de herbicidas.

Herbicida /clase quimica Observaciones

Atrazina /Triazina Aumento de la adsorcion al suelo por aumento de la poblacion

de lombrices” y formacion de compuestos de atrazina no
b

extractables

c,d,e

Primisulfuron-methyl Cambios en el pH del suelo , afectando la adsorcion y

/Sulfonylurea

Sulcotrione /Triketone
Alacloro /Cloroacetanilida
Metolacloro/ Cloroacetanilida
Linuron /Substituted urea
2.,4-D/ Fenoxiacético

Metribuzina /Triazina
Metolacloro/Cloroacetanilida
Atrazina /Triazina

Atrazina /Triazina
Alacloro /Cloroacetanilida
Metolacloro/Cloroacetanilida

Atrazina /Triazina
Simazina/Triazina
2.,4-D/ Fenoxiacético

., . . o1 f .

dindmica del pesticida'y su solubilidad en agua®

Aumento de la adsorcion en el suelo por aumento del contenido
. . hikj

de materia organica "

Reduccion de la lixiviacion por union a la materia organica del
suelo &

Incremento en la movilidad por adosrcion a la materia organica
disuelta del purin'

Aumento tanto del transporte a través del los macro poros del

suelo, como de los volumenes de lixiviados ™"*?

) 4n au u .
La biodegradacion aumenta hasta actuar como la principal ruta
de disipacion "
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Tabla 2.3. Efecto de la aplicacion de purines en la dindmica de herbicidas (continuacion)

Atrazina /Triazina

Glifosato /Aminofosfonato
Trifluralin / Dinitroanilina
Atrazina /Triazina
Metolacloro/Cloroacetanilida

Sulcotrione /Triketone

2,4-D/ Fenoxiacético

Atrazina/Triazina
Metolacloro/Cloroacetanilida

Isoproturon/Urea

Imazaquin/Imidazolinone
Atrazina/Triazina
MCPA/Fenoxiacético

Metolacloro/Cloroacetanilida

Aumento de la mineralizacion por mayor abundancia de
. . . . b
lombrices, pero cuyo efecto disminuye en el tiempo *

No se observé cambios del proceso de mineralizacion "

Disminucion de la biodegradacion por aplicacion reciente de
purin probablemente por adsorcion a la materia organica
disminuyendo su biodisponibilidad ***

Aumento de la mineralizacion inmediatamente después de la
aplicacion de purin debido al incremento de la actividad
microbiana, pero que luego disminuy¢ en el tiempo *

Posible solapamiento de la biodegradacion por adaptacion de los
microorganismos *" y aumento de la capacidad de degradaciéon
o

Cambios en el tamaino de las poblaciones microbianas en el
perfil de suelo aumentando las tasa de degradacion al interior
del suelo debido al mayor transporte de nutrientes hacia perfiles
inferiores P

Aumento de la fuentes de N y C, pudiendo sustituir a los
herbicidas como fuentes de C ¥ y/o N* * ¢ o inhibiendo la

biodegradacion ", aunque el aumento de la actividad
microbiana también podria ser por la adicion de
e 0

microorganismos contenidos en el purin

Mayor desarrollo de macro poros', vinculados al flujo
preferencial de algunos herbicidas P, y que junto con contener
mayor poblacion de microorganismos, pueden incrementa la
biodegradacion en estos microhabitats

Fuentes: * Munyankusi et al., (1994),” Binet et al. (2006), ¢ Llona y Faz (2006), * Lopez et al. (2002b), © Deng et al.
(2006), " Ukrainczck y Ajwa (1996), ¢ Majumbar y Singh (2007), " Wilson y Foy (1992), ' Dorado et al. (2005), !
Picton y Farenhorst (2005), k Singh (2003), ! Bricefio et al., 2008, ™ Forouzangohar et al. (2005), " Stoddard et al.
(2005), ° Kladivko et al. (1991), P Novak et al. (2001), ¢ Moorman et al. (2001), " Cox et al., 2001, °* Merini et al.,
2007, ' Cupples and Sims., 2007, * Reimer et al. (2005), ¥ Rouchaud et al (1994), ¥ Rouchaud et al (1996), *
Farenhorst et al (2006), ¥ Bigwaneza et al. (2003), * Tuxen et al. (2002), “Rouchaud et al. (2000), * Bending y
Rodriguez-Cruz. (2007), " Wang et al. (2007), ° Garcia-Gonzalez et al. (2003), © Cederlund et al. (2007),  Dehghani et
al. (2007), "Guillén et al. (2007), ® Esperschiitz et al. (2007).

Los microorganismos heterotroficos obtienen el C y N para su mantencién y crecimiento por

descomposicion de residuos organicos adicionados al suelo incluido los purines. De hecho, los
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purines pueden producir un incremento significativo en la actividad microbiana incluso en climas
frios (Plaza et al., 2004), ofreciendo un aporte de C y N, lo que podria disminuir la
biodegradacion de herbicidas (ver tabla 2.3).

A modo de resumen, en la tabla 2.3 se muestran los efectos de la aplicacion de purines en la

dinamica de herbicidas, destacando el herbicida utilizado en el estudio citado.

2.4. MATERIALES Y METODOS

2.4.1. PREPARACION E INCUBACION DEL SUELO ENMENDADO CON TRATAMIENTO
DE DIMETENAMIDA

Las mezclas de suelo-purin se guardaron en bolsas plasticas y se pre-incubaron en un ambiente de
oscuridad y temperatura de 20+1 °C por 1, 3, 5, 10, 20, 30, 45, y 60 dias antes de aplicar el
tratamiento con herbicida, manteniendo el contenido de humedad mediante adiciéon manual de

agua destilada (ver Figura 2.1). Todos los tratamientos se incubaron en triplicado.

Dimetenamida fue suministrada por CHEM SERVICE, PO BOX 599, West Chester (99% de
pureza). La dosis de herbicida utilizada fue de 1,5 L ha™. Para fines de laboratorio, se aplico una
dosis de 1,2 mg kg™ de suelo, utilizando una solucién de 50 ppm de la cual se tomaron alicuotas
de 2,4 mL por cada 100 g de suelo, y asumiendo una distribucion del herbicida en los primeros

20 cm de suelo con densidad aparente de 0,75 g mL ™.

Una vez cumplido cada periodo de pre-incubacion se realizo la aplicacion del tratamiento con
dimetenamida, a partir de una solucién acuosa del herbicida que fue aplicada cuidadosamente de
modo que se logre una concentracion de 1,2 mg kg de suelo. Luego se prepararon las unidades
experimentales, a partir tanto del suelo (D0) como el suelo enmendado (D100, D200, y D300),
con y sin aplicacion de dimetenamida para realizar los ensayos de degradacion, de adosrcion, y

de lixiviacion, realizando todos los ensayos en triplicado.
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Figura 2.1. Esquema del disefio experimental utilizado para las determinaciones biologicas. DO,
D100, D200, y D300 corresponden a las dosis de purin de 100 mil, 200 mil, y 300 mil Lha'l,
respectivamente. Una vez cumplido los dias de pre-incubacion, se prepararon las muestras que
corresponden al tratamiento con dimetenamida en dosis de campo.

2.4.2. DETERMINACION DE DIMETENAMIDA RESIDUAL

Para la determinacion de dimetenamida residual en el suelo con las diferentes dosis de purin se
realiz6 primero la extraccion del suelo basandose en el método presentado por Anderson et al.

(2005).

La disipacion del herbicida se determind mediante la medicion del herbicida residual segin lo
descrito por Crawford et al. (2002). Para esto, 600 g de cada tipo de suelo mezclado con
herbicida se depositaron en bolsas de polipropileno y almacenadas a 20°C en oscuridad,
colectaindose muestras de 50 g a los 1, 3, 5, 10, 20, 30, 45, y 60 dias después de aplicado
dimetenamida. Las muestras fueron almacenadas a -20°C hasta someterlas a extraccion del
herbicida. La dimetenamida residual fue determinada por HPLC (Merck Hitachi 3400) a una

longitud de onda de 220 nm. Se utilizé una columna Symmetry C18, 4,6x 250mm. La fase movil
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fue de 45% agua y 55% acetonitrilo a un flujo de 1 mL min™, y el volumen inyectado fue de 20

pL. El limite de deteccion de la metodologia fue de 0,2 pg/L.

2.4.3. ADSORCION DE DIMETENAMIDA

Los experimentos de adsorcion de dimetenamida se realizaron para el suelo DO y suelos
enmendados (D100, D200, y D300) pre-incubados por 30 dias luego de la aplicacion del purin,
pues la disipacion del herbicida era menor y se consideré el comienzo de una condicion de

estabilidad para la enmienda como se muestra mas adelante.

Bajo condiciones batch, el tiempo necesario para el equilibrio entre dimetenamida y el suelo se
obtuvo considerando el siguiente procedimiento. Se pesaron 3,5 g de muestra de DO, D100,
D200, y D300 y fueron puestos en tubos de centrifuga de 50 mL, luego se agregaron 7mL de una
solucion de dimetenamida en CaCl, 0,01 M con una concentracién inicial (C;) de 1,5 mg L' Las
suspensiones se incubaron, agitdndose a 180 rpm en condiciones de oscuridad y a 20°C. Los
tubos fueron retirados después de 1, 2, 4, 12, 24, 48, y 72 horas de aplicada la solucion. Después
de cumplido cada periodo, las suspensiones fueron centrifugadas por 20 min a 3000 rpm, filtradas
a través de membranas (Millipore) de 0,45 pum y luego 0,22 um y analizadas para la
determinacion de la concentracion de equilibrio (Ce) mediante HPLC (Merck Hitachi 3400) a una
longitud de onda de 220 nm. Se utilizd6 una columna Symmetry C18, 4,6x 250mm. El volumen

inyectado fue de 20 pL.

La concentracién de equilibrio de dimetenamida se determind basandose en que la diferencia
entre C; y C. se consider6 como la adsorcion del herbicida en el suelo. Las isotermas de
adsorcion fueron explicadas de acuerdo a la expresion logaritmica de la ecuacion de Freundlich:
log Ce= log K¢ + N¢ log C.. donde C; (mg L) es la cantidad de producto adsorbido a la
concentracion de equilibrio (mg L), mientras que K¢y N corresponden a la constante empirica
de Freundlich. El K¢ normalizado segun el contenido de CO del suelo (K¢oc) se calculo de la

relacion (K¢ /OC%)x100. El estudio se realiz6 en triplicado.
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Las isotermas de adsorcién se obtuvieron preparando diferentes soluciones de dimetenamida
disuelta en CaCl, 0,01 M con una C; de herbicida de 0,05; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 y 4,0 mg L Se
pesaron alicuotas de 3,5 g de cada muestra de suelo tratado en tubos de centrifuga de 50 mL y se
agreg6 7 mL de la solucién de herbicida. Luego, las muestras se incubaron por 24 horas,
agitandose a 180 rpm en condiciones de oscuridad y a 20°C. Después de cumplido cada periodo,
las suspensiones fueron centrifugadas por 20 min a 3000 rpm, filtradas a través de membranas
(Millipore) de 0,45 um y luego 0,22 um y analizadas para la determinacion de la concentracion
de herbicida mediante HPLC a una longitud de onda de 220 nm, como ya se describié en la

seccion 2.4.

2.4.4. DETERMINACION DEL MECANISMO DE ADSORCION DE DIMETENAMIDA

2.4.4.1. ANALISIS DE ESPECTROSCOPIA INFRAROJA CON TRANSFORMADA DE
FOURIER (FT-IR)

El analisis FT-IR se realizd en muestras DO y D300 con tratamiento de herbicida y en su
respectivo control, de acuerdo a la metodologia propuesta por Senesi et al. (2001). Para la
evaluacion, se pesaron 250 mg de muestra, luego se agregd 45 mL de una solucion de
dimetenamida con una concentracion de 50 mg L. Se trabajo con una alta concentracion para
lograr una mejor saturacion de la muestra. La mezcla de suelo-herbicida se agit6 por 24 h bajo
condiciones de oscuridad a 20°C, luego se centrifugd a 3.000 rpm por 20 min y se eliminé el
sobrenadante. El material solido centrifugado fue otra vez tratado con 20 mL de la solucion de
herbicida, se agitd por 24 horas, se centrifugd y el sobrenadante fue eliminado. El pellet
contenido en el tubo se enjuagd con 20 mL de agua destilada, se centrifugo6 y liofilizé para la
realizacion del analisis. Posteriormente, se prepararon pastillas para el analizador que
consistieron de 25 mg obtenidos de una mezcla entre 1 mg del material liofilizado y 100 mg de
KBr para espectrometria, escaneandose entre 4000 y 400 cm™ en un espectrofotéometro infrarrojo

Bruker Tensor 27 equipado con el software OPUS.
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2.4.42. EXTRACCION Y CARACTERIZACION DE LA MATERIA ORGANICA
DISUELTA

La material organica disuelta (MOD) del suelo enmendado fue extraida con agua destilada
usando una relacion suelo/agua de 1:10 (peso/volumen) en base seca. Para esto, se agregaron 25
gramos de suelo o suelo enmendado en 250 mL de agua. Las muestras fueron agitadas a 180 rpm

por 24 a 20°C, luego centrifugada, microfiltrada, y liofilizada.

Basandose en el trabajo de Perdue (1985), la acidez total se determind por el método del
Ba(OH),, el contenido de grupos carboxilo por el método de Ca(CH3COQ),, y el contenido de
grupos hidroxilo fue calculado por diferencia. Se midié la absorbancia a 440 y 640 nm a
soluciones de 2 mg de MOD en 10 mL de KOH 0,1M, usando un espectrofotometro UV/Visible
(Mora et al., 1995). La relacion de las absorbancias a 440 y 640 nm se consideré como la relacion
E4/E6. Ademas, muestras de MOD extraidas de suelos DO, D100, D200, y D300 fueron

analizadas segun la metodologia sefialada anteriormente.

2.4.5. ESTUDIO DE LIXIVIACION EN CAMPO

En una superficie utilizada para cultivo de maiz se prepararon parcelas de 3x5 m? donde se aplicd
dimetenamida a una dosis de 1,35 L ha'l, se instalaron lisimetros con el objetivo de medir la
movilidad de dimetenamida, mediante la toma de muestras a distintas profundidades. Previo a la
aplicacion de dimetenamida, se ubicaron los lisimetros a una profundidad de 60 cm y 30° de

inclinacion. Los lisimetros fueron muestreados periddicamente, asociado a eventos de lluvia.

En las parcelas se tomaron periddicamente muestras de suelo a cuatro profundidades (0-15, 15-
30, 30-45, 45-60 cm). Estas muestras fueron llevadas al laboratorio y congeladas para su
posterior analisis de residuos de herbicida segiun la metodologia HPLC antes mencionada. Los
muestreos de suelo fueron realizados posteriores a la aplicacion de herbicidas, ademas al finalizar

el ensayo se realizo la ultima toma de muestra de suelos.
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2.5. RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1. DEGRADACION DE DIMETENAMIDA EN SUELO ENMENDADO

Dimetenamida present6 cambios importantes en su degradacion como se puede observar en la
figura 2.2, en donde se muestra la degradacion del herbicida tanto en suelo como en suelo
enmendado con diferentes dosis de purin. Cada una de las graficas de la figura 2.2 muestra la
disminucion de dimetenamida residual recuperada durante los 60 dias de evaluacion y expresado
como porcentaje del contenido inicial del herbicida aplicado al suelo. De este modo, la figura 2.2
permite observar la disminucion del herbicida en los cuatro periodos considerandos entre la
aplicacion de purin y de herbicida. Se observa que el suelo sin enmienda se comporta de manera
similar en los periodos evaluados culminando el ensayo con aproximadamente 16% de
dimetenamida residual, sin embargo, los suelos enmendados presentan menores contenidos de
dimetenamida residual mientras menor es el tiempo entre la aplicacion de purines y la de
herbicida (114+3% de dimetenamida residual para 1 DPI), pero a medida que aumenta tal periodo
de pre-incubacion (hasta 30 DPI) los suelos enmendados se comportan de manera similar al suelo

sin enmienda, presentando un 13+4% de dimetenamida residual hacia el termino del ensayo.

A partir de los datos generados se calcularon los valores de vida media del herbicida en los
diferentes suelos (D0, D100, D200, D300) en cada periodo en que se aplico herbicida después de
aplicar purin, lo que se muestra en la tabla 2.4. Al comparar los valores obtenidos se observa una

tendencia a disminuir la vida media de dimetenamida al aumentar la dosis de purin.

Basandose en los resultados de vida media de la tabla 2.4, la disipaciéon de dimetenamida al
aplicarse 1 dia después de haber aplicado el purin a las diferentes dosis es significativamente
mayor para D200 y D300, comparado con DO y D100 que no presentan diferencia significativa.
La disipacion de dimetenamida al aplicarse a los 10 dias después de aplicar el purin en cualquiera
de sus dosis es significativamente mayor que en el suelo sin enmienda, lo cual coincide con altos
valores de actividad microbiologica en este mismo periodo de pre-incubacion segun se demostrd

en parrafos anteriores.
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Figura 2.2. Dimetenamida residual (como porcentaje de lo aplicado) tiempo después de aplicado
en suelo sin enmienda (D0) y con enmienda de purin de 100 mil Lha™ (D100), 200 mil Lha™
(D200), y 300 mil Lha™ (D300), a diferentes dias de pre-incubacién (DPI). Las barras verticales
denotan la desviacion estandar (n=3).

Luego de 20 dias entre la aplicacion de purines y herbicida, los suelo enmendados D100 y D200
comienzan a presentar un comportamiento similar al suelo sin enmienda, aumentando el valor de
vida media y sin mostrar diferencia significativa respecto a este tltimo, siendo solo el tratamiento
D300 el que presenta una disipacion significativamente mayor. Finalmente, después de 30 dias de
pre-incubacion no se observan diferencias significativas entre los suelos enmendados y el sin
enmienda. De este modo, se puede decir que la aplicacién de 100 mil L ha™ no presenté cambios

en la disipacion del herbicida en ninglin periodo de pre-incubacion, mientras que para una dosis
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de 200 y 300 mil L ha™ es necesario esperar al menos 20 y 30 dias antes de aplicar herbicida,

respectivamente.

Tabla 2.4. Vida media de Dimetenamida en suelo con y sin enmienda de purin.

DPI Suelo  k(d) t,(d) R’

1 DO *? 0,025 28 a® 0,92
D100 0,028 25a 0,79
D200 0,040 18b 093
D300 0,035 20b 0,84

10 DO 0,025 28a 0,86

D100 0,029 24 ab 091
D200 0,038 18 b 098

D300 0,055 13 ¢ 098
20 DO 0,025 28 a 0,95
D100 0,025 28 a 0,96
D200 0,028 25 a 091
D300 0,034 21 b 0,96
30 DO 0,025 28a 093

D100 0,027 26 a 0,89

D200 0,025 28 a 0,86

D300 0,028 24 ab 0,91
"El purin se aplicé en dosis equivalentes a 0, 100 mil, 200 mil y 300 mil L ha™, y denominados D0, D100,
D200, and D300, respectivamente.
® analisis estadistico entre todos los valores de vida media estimados. Valores con la misma letra no son
significativamente diferente segun prueba de Tukey (P<0.05).
DPI: dias de pre-incubacion.

Ya se ha sefialado que la adicion al suelo de Dimetenamida no estimula o inhibe la actividad
enzimatica del suelo, junto con que segun los resultados de respiracion el herbicida no
representaria una fuente de energia para los microorganismos, por lo que su degradacion seria co-
metabolica. Ademas, la degradacion co-metabdlica de dimetenamida ya ha sido sugerida
anteriormente (EFSA, 2005), principalmente porque no se han encontrado microorganismos que
la mineralicen y a otros herbicidas Cloroacetamidas, debido a la falta de degradacion del anillo
(De Schrijver et al., 1999; Stamper y Tuovinen, 1998; Saxena et al., 1987; Liu et al., 1989),
excepto propacloro (Villarreal et al., 1991). Es por esto, que su degradacion debiera ser

influenciada indirectamente por la actividad bioldgica del suelo. Esto puede observarse al
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comparar las actividades enzimaticas evaluadas y las vidas medias de dimetenamida con las
diferentes dosis de purin, notandose que la actividad del suelo fue mayor durante los primeros 20
dias, lo que puede asociarse a un estado transciente del sistema debido a que no se observa una
condicion estable del suelo enmendado, y es donde se observan las mayores diferencias en la
degradacion de dimetenamida en suelos enmendados respecto al suelo control, pero que luego
dichas diferencias desaparecen junto con la estabilizacion de la enmienda. Sin embargo, puede
que las diferencias en la degradacion de dimetenamida hayan sido poco observables debido a la
alta capacidad de degradacion del suelo (Bigwaneza et al., 2003), o que pese al aumento de la
actividad del suelo por la aplicaciéon de enmienda no se hayan estimulado los microorganismos
especificos que degraden el herbicida (Moorman et al., 2001). De este modo parece ser que las
condiciones del suelo influyeron de manera importante en la respuesta del herbicida, pues como
ha informado Beulke y Malkomes (2001), la resistencia al herbicida, la respiracion, y la actividad
enzimatica, fueron mayores en el suelo con mayor contenido de materia organica, carbono

organico y nitrogeno.

De este modo, los resultados sugieren que la disipacion de dimetenamida no pareciera ser
aumentada en forma clara y significativa por la aplicacion de dosis crecientes de purines, mas
bien, dosis bajas como D100 no produjeron cambios importantes en la disipacion, pero dosis
como D200 y D300 en que la disipacion fue significativamente mayor. Ademas, es importante
destacar que la disipacion del herbicida también fue afectada debido al tiempo entre la aplicacion
de purines y la aplicacion de herbicida, aumentando su disipacion principalmente cuando el suelo
presenta mayor actividad, por lo que es recomendable su aplicacion una vez estabilizada la

enmienda, lo cual significa para este trabajo al menos 30 dias después de aplicar purin.

2.5.2. ADSORCION DE DIMETENAMIDA EN SUELO ENMENDADO

En primer lugar, la cinética de adsorcion de dimetenamida se muestra en la figura 2.4 en donde se
observa el comportamiento de la cinética de adsorcion del herbicida en el suelo y suelo
enmendado, identificandose un tiempo de equilibrio alrededor de las 24 horas después de iniciado
el experimento. Se observa que para el suelo sin enmienda (D0) la adsorcion es rapida en las

primeras horas de contacto y después aumenta muy lentamente, mientras que en el lado contrario
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esta el suelo con alta dosis de purin (D300) muestra también un aumento rapido en las primeras
horas pero luego hubo un aumento considerable y por mayor tiempo hasta las 24 horas. Tal
situacion puede explicarse por una primera etapa de adsorcion de dimetenamida en los sitios mas
accesibles, seguido de una difusion molecular del herbicida hacia los sitios menos accesibles
(Madrigal-Monarrez, 2004), por lo que la enmienda con purines podria haber aumentado los

sitios disponibles, lo que pudo influir en alcanzar un equilibrio mas tardiamente.

R
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—-D100
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Figura 2.3. Cinética de adsorcion de dimetenamida en suelo sin enmienda (DO) y suelos
enmendados con purin a dosis de 100, 200, y 300 mil Lha ! (D100, D200, D300,

respectivamente).

Se aplico a los datos obtenidos de la cinética la ecuacion de psuedo segundo orden basado en la
adsorcion de equilibrio y que ha sido 1til para explicar la adsorcion de otros pesticidas (Murillo et
al., 2011) y que se expresa como:

dq
= = ka X (qe —qt)?

(ec.2.1)

Donde k; es la constante de velocidad de pseudo segundo orden, ge y gt son las cantidades de

dimetenamida adsorbidas en el equilibrio y al tiempo t, respectivamente. De este modo, el
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modelo de pseudo segundo orden mostrd un buen ajuste a los datos experimentales, segun se
indica en la tabla 2.5, donde se observa que la cantidad estimada por el modelo de dimetenamida
que se adsorbe en el equilibrio (ge) en el suelo y suelos enmendados, es practicamente el mismo
valor que se observo en las mediciones de laboratorio ((€exp). Considerando este buen ajuste del
modelo, se puede sefialar que la enmienda con purin produjo un aumento en la constante cinética

k> del modelo.

Tabla 2.5. Parametros del modelo de pseudo primer orden en suelo y suelo enmendado.

2

ky(kgmg' h) ge(mgkg™) g€ exp(mgkg™) r
DO 5,752 0,449 0,449 92,67
D100 4,766 0,474 0,472 98,26
D200 9,602 0,480 0,486 87,44
D300 7,601 0,509 0,518 88,56

Las isotermas de adsorcion de dimetenamida en suelo no enmendado (D0) y suelo enmendado
con purin a diferentes dosis (D100, D200, and D300) se muestran en la figura 2.4 donde se
observa un aumento en la retencion al aumentar la dosis de purines, puesto que para alcanzar una
cantidad adsorbida de 5 mg kg™ se necesita una solucion de 0,6 mg L' para D300 mientras que

para DO se necesita aumentar a 0,8 mg L' aproximadamente.

Los datos de adsorcion se ajustaron a la ecuacion de adsorcion de Freundlich:

log Cs=log K¢+ (1/n)xlog Ce
(ec. 2.2)

donde, Cs es la cantidad de dimetenamida adsorbido al suelo (mg kg™), y Ce es la concentracion
de equilibrio del herbicida (mg L"), y Ky al igual que 1/n son constantes. La constante de
Freunlich K¢ (intercepto) representa la cantidad de dimetenamida adsorbida para un rango de
concentraciones. La constante 1/n (pendiente) representa la medicion de la intensidad de la

adsorcion y refleja el grado al cual la adsorcion es funcion de la concentracion de herbicida. Los
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resultados obtenidos se muestran en la tabla 2.6. El coeficiente K, expresa la adsorcion en
funcion del contenido de carbono organico (mL g OC). Ademas, el tiempo de vida media esta
representado por t ¥4 en dias. Segun la clasificacion de Giles et al. (1960) las isotermas obtenidas
serian isotermas no linear tipo L (1/n < 1), indicando probablemente una reduccion de los sitios

de adsorcion disponibles cuando la concentracion de la solucion aumenta.

Los resultados indican que la adicion de purines incrementa levemente la adsorcion de
dimetenamida en el suelo enmendado, en el orden DO < D100 < D200 < D300. Tanto K¢ como
1/n son coeficientes importantes para la descripcion de la isoterma de adsorcion (Wang et al.,
1999; Singh, 2003). A partir de esto, se observd que si bien se observa un aumento en la

adsorcion, tal efecto fue significativamente mayor solo en el caso de D300.

Los valores de Ky, observados en los suelos DO, D100, y D200, fueron similares, sin embargo,
fue mayor para D300 y podria atribuirse a la contribucién adicional de otros factores, como por
ejemplo, el carbono organico disuelto, COD. El contenido de COD en los suelos estudiados fue

51,75,93,y 131 mg kg'1 para DO, D100, D200, y D300, respectivamente.
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Figura 2.4. Isotermas de adsorcion de dimetenamida en suelo sin enmienda (DO0) y suelos
enmendados con purin a dosis de 100, 200, y 300 mil Lha = (D100, D200, D300,
respectivamente).
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Tabla 2.6. Parametros de adsorcion de Freundlich para dimetenamida en suelos no enmendado
(D0) y enmendados con purin (D100, D200, D300).

K¢ 1/n ¥ %CO Ko

(mg (l—l/n)L 1/n kg—l)
DO 4,861+0,15b 076 097 11,5 42
D100 4,8240,09 b 0,72 097 99 48
D200 5,08+0,12 b 0,73 097 105 48
D300 5,78+0,14 a 0,71 096 93 62

La adsorcion de dimetenamida en el suelo estudiado puede considerarse baja como muestra su
curva de adsorcion con poca pendiente. Este resultado concuerda con los de otros autores como
Archangelo et al. (2004), quienes informaron un K¢ de 0,61-6,87 para dimetenamida en diferentes
suelos, encontrandose el valor de este trabajo dentro de tal rango. Ademas, Vasilakoglou et al.
(2001) reportd que cantidades menores de dimetenamida se adsorbieron en el suelo comparado
con otros herbicidas, y consecuentemente, cantidades mayores de herbicida lixiviaron a través del

suelo.

Las isotermas obtenidas en este estudio sugieren que el adsorbente tuvo una afinidad
moderadamente baja al soluto (dimetenamida) probablemente debido a la saturacion de los sitios
de adsorcion (Said-Pullicini et al., 2004). Los valores de K¢ muestran que la aplicacion de purines
aumento la adsorcion del herbicida levemente, y podria estar influenciada por el contenido de
COD, puesto que su contenido aumenta en el mismo sentido que aumenta la adsorcion del
herbicida. De este modo, dimetenamida podria ser adsorbida por la materia organica disuelta, o
bien podria estar siendo adsorbida por la fraccion solida de la materia organica, como ha sido

indicado para otros herbicidas (Majumdar y Sinhg, 2007).

2.5.3. MECANISMO DE ADSORCION DE DIMETENAMIDA

Argumentados por aumentar el conocimiento de la movilidad de dimetenamida, los ensayos
anteriores se complementaron con analisis de FT-IR y caracterizacion de la MOD. Los espectros
FT-IR de las muestras de suelo con y sin enmienda, y de los extractos de materia orgédnica

disuelta contenida en cado uno se muestran en la figura 2.5. Ademas, la caracterizacion de la
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DOM incluy6 mediciones de acidez total, carboxilica y fendlica del suelo con los diferentes

tratamientos, y cuyos resultados se muestran en la tabla 2.9.
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Figura 2.5. Espectro infrarrojos de transformada de Fourier (FT-IR) de extractos de materia
organica disuelta de suelo no enmendado (a), materia organica disuelta de suelo enmendado con
purin (b), suelo no enmendado (c), suelo enmendado con purin (d), suelo no enmendado con
tratamiento de dimetenamida (e), suelo enmendado con tratamiento de dimetenamida (f), y

dimetenamida (g) (Kirstgen, 1999). El suelo enmendado corresponde a suelo con 300 mil Lha-1
de purin y el herbicida fue aplicado en la dosis de campo.

Basandose en Plaza et al. (2003), los espectros FT-IR de la figura 2.5 muestran una banda en
comun, ancha e intensa alrededor de 3400 cm’! usualmente atribuida a estiramientos O-H,
secundariamente, a estiramientos N-H de varios grupos funcionales; una banda a 2908 cm™

debido a estiramiento de C-H de grupos alifiticos; una banda en 1618 cm™ debido a C=C
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aromaticos, C=0 de carbonilo o quinona unidos a hidrogeno, COO’; una banda débil en 1520 cm’
! asociada a deformaciones de N-H y estiramiento de C=N de amidas; una banda comiin y ancha
de mediana intensidad a 1382 cm™ preferentemente asociada a deformacion O-H y estiramiento
de C-O de OH fendlico, y una banda a 1022 cm™', generalmente atribuida a estiramiento C-O de
polisacéridos o sustancias similares y Si-O de impurezas de silicatos, cuyas intensidades relativas

fueron mayores en las muestras de suelo enmendado que en los extractos de MOD.

Los espectros FT-IR de las muestras de suelo tratados fueron muy similares, pero una diferencia
importante fue observada. El espectro del suelo tratado con dimetenamida muestra un cambio
importante respecto al suelo sin herbicida, pues una banda disminuye notoriamente su intensidad
en la region de 1400-1300 cm™', probablemente debido a estiramiento de C-O y deformacion de
O-H de sustancias humicas del suelo. Esto sugiere la participacion de grupos fendlicos y
alcoholicos en la formacion de puentes de hidrogeno con las moléculas de herbicida. La
ocurrencia de puentes de hidrogeno entre grupos fendlicos o alcohélicos de sustancias himicas en
suelo con moléculas de herbicidas ha sido reportada previamente para otros herbicidas de la

misma familia acetanilida como metolacloro y acetocloro (Wang et al., 1999).

Tabla 2.7. Caracterizacion de la materia organica disuelta del purin, y del suelo con y sin
enmienda de purin.
Acidez Total Acidez Carboxilica Acidez Fenolica E4/E6

(meq g™ (meq g™ (meq g™)
DOM-DO 6.7+0.1 1.2+0,1 5.4+0.1 1,3
DOM-D100  6,840,3 0,940, 1 5,902 12
DOM-D200  6,9+0,2 1,240,3 5,8+0,1 1,2
DOM-D300  6,8+0,2 0,940, 6,00, 1 1,4
DOM-Purin  5,7+0,3 2.3+0.4 3.440,1 1,5

Paralelamente, si bien se ha sefialado que la interaccion del suelo con herbicida pues ser mediante
puentes de hidrogeno, es necesario saber que grupos del herbicida podrian estar involucrados. Al
observar la figura 2.7 que muestra un espectro FT-IR de dimetenamida, se aprecian las sefiales a
2950 cm™ de estiramiento de C-H alquilo, estiramiento de C-H en el anillo a 3000-3100 cm’, a
1690 cm™ la sefial C=0O de amidas, a 1320 cm™ estiramiento de C-N de amidas con anillo, a

1110 cm™ indica del enlace C-O del grupo éter, y a 790 cm’'se detecta la presencia de C-CI.
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Considerando esto, dimetenamida podria formar puentes de hidrogeno con el O del C=0 amida o
del éter y el N del anillo como donadores, lo cual explicaria por qué no se observan las sefiales de
C=0 a 1690 cm™ de gran intensidad en el espectro del herbicida de la figura 3.6, asi como

tampoco las sefiales de C-O étera 1110 cm™ y C-N a 1320 cm™ que son de menos intensidad.

Al comparar los resultados de FT-IR con los datos de la tabla 2.7, se observa que hay buena
compatibilidad en los resultados de los diferentes analisis. Los espectros FT-IR indican
vibraciones de sales de 4cidos carboxilicos (1618 y 1390 cm™), y baja intensidad de las bandas de
COOH y otros grupos carbonilos (1749 cm™) lo cual concuerda con la baja acidez carboxilica de
las muestras de DOM. La presencia de grupos OH fenolicos a 3400 cm™ es consistente con la alta
acidez fenolica medida. Los acidos carboxilicos son mayores en el purin, por lo que puede

adsorber mejor otros compuestos.

En cuanto a la relacion E4/E6 no se observo un cambios importante al incrementar la dosis de
purin aplicada al suelo, como se ha observado con la aplicacion de otras enmiendas como
compost (Rivero et al., 2004). Los valores mas altos de la relacion E4/E6 se han asociado con la
presencia de moléculas organicas de menor tamafio o mas estructuras alifaticas y por lo general
con un mayor contenido de grupos funcionales (Stevenson, 1994). Ademas, valores de 1 a 5 se
han correlacionado con una mayor condensacion aromatica (Kononova, 1966). De este modo los
valores bajos observados sugieren que la materia organica disuelta del suelo contiene moléculas
de mayor tamaifio y de caracter aromatica, pero que la enmienda con purines pudo aportar con
moléculas de menor tamafio, mayor cardcter alifatico, y grupos funcionales. Tal situacion

concuerda con el aumento en la adsorcion que se observo en los suelos enmendados con purines.

De este modo, la relacion E4/E6 sugiere una baja reactividad de las muestras, siendo levemente
menor el grado de condensacion de purin denotando una reactividad algo mayor respecto del
suelo. Tales resultados indican que hay evidencia que la enmienda con purin puede cambiar la
dinamica del herbicida y de otros pesticidas en el suelo, principalmente en cuanto a su adsorcion,
lo cual podria ser el proceso que determina la disponibilidad de dimetenamida y por ende su

efectividad.
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2.54. EFECTO DE LA ENMIENDA CON PURINES EN LA DISIPACION DE
DIMETENAMIDA EN CONDICIONES DE CAMPO

En cuanto a la disipacion en campo de dimetenamida, se observod que la enmienda con purin
permitié6 obtener mayores concentraciones de herbicida residual en el suelo enmendado
comparado con el suelo sin enmienda, como se puede observar en la figura 2.6, destacandose una
mayor concentracion de dimetenamida en los estratos superiores del suelo enmendado con la
mayor dosis de purin. Por otro lado, los lixiviados colectados durante el ensayo indican que
dimetenamida present6 una menor lixiviacion en los suelos enmendados, como se puede observar
en la figura 2.7, donde destaca una alta concentracion del herbicida en los lixiviados colectados a
60 cm de profundidad del suelo sin enmienda comparado con lo observado en el suclo
enmendado. Por lo tanto, aunque la lixiviacién de dimetenamida disminuy¢ debido a la enmienda
con purin, es importante destacar la alta movilidad del herbicida en el suelo estudiado pues se

detect6 su presencia en todas las muestras de suelo independiente de la aplicacion de purin.
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Figura 2.6. Dimetenamida residual medida a través del perfil de suelo en diferentes periodos
después del tratamiento con herbicida.
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Figura 2.7. Dimetenamida colectada en lisimetros a 60 cm de profundidad, en diferentes
periodos después del tratamiento con herbicida.

Paralelamente, la vida media de dimetenamida en condiciones de campo result6 ser de unos 12
dias en el suelo sin purin (D0) y suelo enmendado con la menor dosis de purin (D100), mientras
que fue significativamente menor en el suelo enmendado con las dosis de purin mayores (D200)
y (D300) como se puede observar en la tabla 2.8. Esto conlleva a sefialar que dimetenamida
presentd una alta disipacion en el suelo estudiado, tanto por su alta movilidad como por presentar

bajos valores de vida media (Tomlin, 1995).

Tabla 2.8. Estimacion de la vida media de dimetenamida en condiciones de campo en suelo y

suelo enmendado con purin.

k (dh t1 (d) r
DO 0,059 11,7a 97,4
D100 0,058 12,0 a 98,2
D200 0,097 72 b 95,1
D300 0,112 62 b 90,4
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2.6. CONCLUSIONES

Con relacion a la aplicacion de purin bovino en el suelo estudiado, se puede decir que:

La vida media de dimetenamida disminuy6 significativamente debido a la aplicacion de altas
dosis de purin, entre 200 y 300 mil L ha, pero después de 30 dias ya no hubo efecto, pues no se
observo diferencias significativas entre el suelo con y sin enmienda después de que se alcanzo
una condicién estabilizada. Por lo tanto, los resultados sugieren que la disipacion de
dimetenamida es incrementada por la aplicacion de purines, pero también es afectada por el
periodo de tiempo entre la aplicacion de purines y el tratamiento con herbicida, incrementando su

disipacion cuando el suelo enmendado presenta su mayor actividad microbioldgica.

La adsorcion de dimetenamida aumenta con la aplicacion de purines solo cuando se aplica una
dosis alta de unos 300 mil L ha". El mecanismo de adsorcion, segin las evidencias registradas
podria ser por medio de puentes de hidrogeno, donde los grupos amida y éter de dimetenamida
estarian en contacto con grupos fenolicos y/o alcoholicos que pertenecerian en gran parte a la
materia organica disuelta del suelo, la cual se caracterizdo por una alta acidez fendlica y que
contiene moléculas de caracter aromatica, mientras que la del purin aportaria con moléculas de

caracter alifatico y grupos funcionales.

Dimetenamida debera ser considerado como un herbicida de alta movilidad en el suelo estudiado.
En las condiciones de campo de este estudio alcanz6 60 cm de profundidad, independiente de si
hubo o no aplicacién de purin. Ademas, la cantidad de dimetenamida que alcanzé a 60 cm de
profundidad fue menor en el suelo enmendado, por lo que este aspecto deberia ser estudiado en

profundidad.
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CAPITULO 3

EFECTIVIDAD DE HERBICDAS EN CONDICIONES DE CAMPO

3.1. USO DE DIMETENAMIDA Y CONTROL DE MALEZAS EN EL CULTIVO DE
MAIZ.

En Chile la superficie sembrada de maiz ha tenido un incremento importante en los tltimos afios,
es asi como en el afio agricola 2010-2011 se sembraron 119.819 hectéreas y en el periodo 2011-
2012 unas 139.268 hectareas, registrandose una produccion de 1.437.561 toneladas de maiz a
nivel nacional con un rendimiento de unos 120 quintales por hectarea, mientras que a nivel
mundial la produccion proyectada es de unos 865 millones de toneladas (Mufioz, 2012). Ademas,
el ensilaje de maiz (Zea mays L.) es el recurso energético mas utilizado en la alimentacion
invernal de los sistemas de produccion lechero en la zona centro sur (Soto et al., 2002), lo cual
tiene un rol importante para alcanzar los 543,6 millones de litros de leche que se recepcionaron
en el pais durante el primer trimestre 2012, y siendo en las regiones de Bio Bio, La Araucania,
Los Lagos, y Los Rios donde se recepcionaron practicamente el 93% de los 2.103,7 millones de

litros de leche del pais durante 2011 (Lopez, 2012).

Si bien, en términos generales, el costo de control de malezas en el maiz (Zea mays) es pequeilo
en relacion a los costos totales de produccion, lograr un buen rendimiento econdémico sin un
control de malezas es practicamente un imposible, como se ha observado en regiones donde el
banco de semillas de malezas es con frecuencia muy grande (Rahman et al., 2006), y la
competencia con las malezas puede disminuir el rendimiento en hasta un 70% (James et al.,

2000).

El control de malezas en el cultivo de maiz incluye la aplicacion de herbicidas de presiembra, y
post emergencia, destacando la aplicacion de Triazinas, Sulfonilureas, Fenoxiacéticos y
Cloroacetamidas. Entre los productos mas utilizados destacan las Cloroacetamidas como
dimetenamida, alacloro y flufenacet, destacando acetocloro y metalocloro como los exponenetes
mas potentes de la clase quimica; y las Triazinas destacando en este grupo la atrazina, que se
aplica también en postemergencia en dosis de 3 a 4 Lha” para el control de malezas de hoja

ancha y gramineas (AFIPA, 2002), y es también usado en mezcla con dimetenamida y alacloro en
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pre-emergencia. En aplicaciones de post emergencia se aplican ademas herbicidas del grupo de
los Fenoxiacéticos (MCPA y 2,4-D), Sulfonilureas (nicosulfuron). Infortunadamente, a pesar de
la variada aplicacion de herbicida, este tipo de sistema lucha por controlar la germinacion de
gramineas de verano y algunas malezas de hoja ancha, tales como Chenopodium album (James et

al., 2007).

En Chile, dimetenamida ha sido empleada junto con atrazina para el control de malezas, con el
fin de potenciar y complementar la actividad herbicida, en estudios de aplicacion de estiércol de
broiler en cultivos de maiz (Hirzel et al., 2004). A nivel nacional, durante 2008 se vendieron unos

27.113 kg de dimetenamida y unos 137.484 kg de atrazina (SAG, 2008).

Si bien dimetenamida se descubri6 en 1985 por Sandoz Agro, su primer uso en campo registrado
fue en sudafrica en 1993 en cultivos de frijol (Phaseolus vulgaris), maiz (Zea mays) y calabaza
(Cucurbita pepo var. Pepo). Luego se comenzd a utilizar en paises como Nueva Zelanda,
EE.UU., Brasil, Francia y Sudafrica para el control de malezas de pre-emergencia en una serie
de cultivos como la soja (Glycine max), remolacha azucarera (Beta vulgaris), maiz (Zea mays ) y

papas (Solanum tuberosum) (Thomson, 1997).

Herbicidas de pre-emergencia utilizados para el control de malezas gramineas como son el grupo
de las Acetalinidas, donde destacan alacloro, acetocloro, metolacloro, y al cual también pertenece
dimentenamida, frecuentemente se combinan con herbicidas del grupo de las Triazinas, como es
atrazina para el control de malezas de hoja ancha en maiz. Se recomienda que las Acetanilidas
puedan ser aplicadas en pre-siembra, en pre-emergencia o hasta que el cultivo tenga de 12,5 a 20
centimetros de alto, pero las malezas no deben de tener mas de cuatro centimetros de alto
(McGlamery et al., 1995). El uso de dimetenamida no produce dafios al maiz en la dosis
recomendada (Robinson et al., 2012), al igual que otras acetanilidas, pero pueden reducir el vigor

en casi el 3% en mezcla con triazinas.

Tratamientos con acetanilidas combinando pre-siembra incorporada mas pre-emergencia, tienen
un control de malezas de hasta 70%. Acetalinidas aplicadas en post-emergencia temprana con
pendimentalina tienen similares resultados en el control de malezas (Schuh y Harvey,1991). Para
el control de Chenopodium album, Setaria faberi, Datura stramonium y Abutilom theophrasti,

alachlor 2,6 kg ha i.a. (ingrediente activo) mas atrazina 1,6 kg ha™ i.a. a los 28 dias después de
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la aplicacion han permitido un control del 100% igual que Nicosulfurén a 35 g ha” ia. en

labranza convencional (Dobbels y Kapusta,1993).

Una nueva formulacion de saflufenacil con dimethenamida se ha introducido al mercado para el
control de malezas gramineas y hojas anchas en preemergencia en el maiz. Para Ambrosia
artemisiifolia, Chenopodium album, Amaranthus spp. y Sinapsis arvensis, se ha observado una
reduccion en el peso seco en 95% con dosis de 933, 325, 186 y 115 gha ', respectivamente
(Moran et al., 2011). Otros trabajos también ha mostrado una reduccion de malezas en cultivos
de maiz para ensilaje al utilizar esta nueva formulaciéon, con una abundante presencia de
Chenopodium album y Digitaria sanginalis y usando una dosis de dimetenamida de hasta 1.200 g
ha™ (Trolove et al., 2011).

Ya se ha senalado que en el sur de Chile el manejo agrondémico del cultivo de maiz forrajero
contempla la reutilizacion de los purines como enmienda aplicada durante la preparacion del
suelo, debido a que por su alto contenido de nutrientes permite aumentar la produccion del
cultivo (Demanet et al., 1999). Los purines son aplicados antes del establecimiento, durante el
periodo de invierno y comienzos de primavera, sin embargo, no existe un periodo definido en que
el agricultor aplica purines. Esta practica, involucra un incremento en el nivel de fertilidad del
suelo y aumento de la materia organica (Deng et al., 2006; Eghball et al., 2005), y paralelamente,
la invasion de especies residentes, que se transforman en malezas muy competitivas con el
cultivo de maiz. En este contexto, se observa la necesidad de un control eficiente de estas
malezas, siendo una de las alterativas el aumento las dosis normales de aplicacion de herbicidas
de presiembra y postemergentes, con el consecuente incremento de los costos de produccion y un
mayor impacto ambiental, lo que ha conducido a la busqueda de productos y condiciones de

aplicacion mas eficaces (Singh, 2003).

73



3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. DISENO Y MONTAIJE DEL ENSAYO DE CAMPO

Se realizdé un estudio de campo en un Andisol de la serie Vilcun (CIREN, 2002), donde se
localizan lecherias intensivas con estabulacion invernal que generan una alta cantidad de purines
durante este periodo y que en su alimentacion utilizan maiz de ensilaje. En estos predios los
purines son asperjados sobre los suelos que seran establecidos con maiz para ensilaje, durante el
periodo agosto — octubre y luego incorporados antes de la siembra, como parte de la preparacion

de la cama de semilla.

En condiciones de laboratorio, se determiné el tiempo apropiado después de la aplicacion de
purines para la aplicacion de los herbicidas dimetenamida y atrazina (30 dias). La dosis de purin
evaluadas fueron las utilizadas en el laboratorio de 100, 200 y 300 mil Lha™ y que se aplicaron
como se muestra en la Figura 3.1. Se considerd también en este ensayo la aplicacion de dosis de
atrazina recomendada y superiores con el fin mejorar el control de malezas. Asociado a la
atrazina se utilizo el herbicida dimetenamida como controlador de especies gramineas, en la dosis
recomendada. El estudio se desarroll6 en la temporada 2008/09 y el maiz fue establecido bajo un

sistema convencional en el mes de octubre.

Figura 3.1. Aplicacion de purines en las parcelas utilizadas para el ensayo de campo.
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El ensayo se establecio el 23 de Octubre de 2008 en un Andisol de la Serie Vilcin (pH 5,2,
materia organica 18%, franco limoso), Predio Arquenco, en General Lopez. El precultivo fue
Papa (Solanum tuberosum L.) El purin se aplico el 27 de Septiembre de 2008, 26 dias antes de la
siembra, con el objetivo que este se incorporara y las dosis DO, D100, D200, y D300 fueron
aplicadas en una superficie de 500 m” para cada tratamiento, y que luego se organizé en parcelas

de 3x5 m distribuidas aleatoriamente para cada tratamiento con herbicidas.

3.2.2. PREPARACION DEL SUELO Y TRATAMIENTO HERBICIDA

La preparacion de suelo se hizo con 2 pasadas de rastra, 2 pasadas de vibrocultivador, luego
rodon y posteriormente la siembra. La siembra fue en linea con distancia entre hilera de 13 cm y
sobre la hilera de 75 cm con una dosis de semilla de 105.000 plantas ha™, el hibrido utilizado fue
Subito. Las semillas fueron desinfectadas con el insecticida imidacloprid en dosis de 200 g
por100 kg de semilla. El tamafio de las parcelas fue de 3x5 m (15 m?). La aplicacion de atrazina
y dimetenamida se realizo el dia siguiente a la siembra, es decir, el 24 de Octubre de 2008 y las
dosis de aplicacion de atrazina-dimetenamida de ingrediente activo fueron 0-0, 1,35-1,35, 1,80-
1,35, 2,7-1,35, y 4,05-1,35 Lha' con tres repeticiones por tratamiento. Ademas, el 02 de
diciembre de 2008 se aplic tritosulfuron+dicamba en dosis de 150 g ha™” a todos los tratamientos

para controlar las malezas que habian emergido en el ensayo.

La fertilizacion a la siembra fue de 42 kg N ha, 35 kg P ha™, 58 kg K ha', 21 kg Mg ha™!, 42 kg
S ha', 28 kg Cay 1,4 kg B ha™'. Post siembra se aplicaron 230 kg N ha™, en dos oportunidades,
el 14 de noviembre y 05 de diciembre. Las evaluaciones a realizar incluyeron evaluacion e
identificacion de malezas, altura de planta, nimero de hojas, verdor de hojas. La cosecha se
realiz6 a fines de Marzo de 2009, los pardmetros que se midieron fueron: produccién de materia
seca, altura de plantas, poblacion de plantas a la cosecha. Estas mediciones han sido evaluadas en

diferentes estados de desarrollo de las plantas de maiz.

3.2.3. MUESTREOS

En el periodo de post-siembra se realizaron evaluaciones del tipo y poblacion de malezas. Al

término del ensayo se midio el rendimiento y componentes de rendimiento de acuerdo a las
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normas establecidas para la evaluacion de maiz para ensilaje, como altura de planta y produccioén

de materia seca.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. APLICACION DE DIMETENAMIDA EN CONDICIONES DE CAMPO

Considerando que en los apartados anteriores se ha evaluado a dimetenamida y dosis de purines
en condiciones de laboratorio, a continuacion se mostraran los resultados obtenidos en
condiciones de campo en lo que respecta al uso de dimetenamida y purin en el control de malezas
y produccion de maiz, pues es finalmente en campo donde es importante medir el desempeio de
estos tratamientos. Ademas, es importante recordar que en condiciones de campo dimetenamida

se usa combinado con atrazina para el control de malezas en el cultivo del maiz forrajero.

3.3.2. CONTROL DE MALEZAS Y PRODUCCION DE MAiz

La poblacion de malezas en el ensayo con aplicacion de atrazina-dimetenamida en
combinaciones 0-0, 1,35-1,35, 1,8-1,35, 2,7-1,35, y 4,05-1,35 Lha! sobre un suelo con diferentes
dosis de purines D0, D100, D200, y D300 (0, 100, 200 y 300 mil Lha" ) evaluada el 9 de
diciembre de 2008 mostr6 un claro efecto de la dosis de atrazina-dimetenamida en el control de
malezas, observandose un 100% de control para todos los tratamientos igual o sobre 2,7-1,35
Lha" de atrazina-dimetenamida (ver figura 3.2). Para la dosis recomendada de ambos herbicidas
(1,35-1,35 Lha™) la poblacién de malezas solo fue controlada en un 60 a 70% respecto del testigo
en los suelos con dosis DO, D100, y D200, contrariamente, las malezas resultaron ser un 20%
mayor que el testigo para el tratamiento con la mayor dosis de purin (D300). El tratamiento con
herbicidas de 1,8-1,35 Lha™ permitié un control sobre el 95% de malezas respecto del testigo, por
lo que esta dosis puede considerarse la mas apropiada para las condiciones de cultivo del suelo
estudiado. Por otra parte, la produccion de materia seca de malezas en la dosis recomendada de
atrazina-dimetenamida para DO, D100, D200 y D300 fue de 0,28, 0,36, 0,35, y 1,28 t ha'!

respectivamente, mientras que para la dosis del,8-1,35 Lha™ se observé una produccion menor a
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0,08 t ha™ en suelo con y sin purin, siendo esta evaluacion realizada después de 40 dias de la

aplicacion de los herbicidas.
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Figura 3.2. Produccion de malezas a distintas dosis de purines y tratamientos de atrazina-
dimetenamida expresados como kg ha™ i.a.

La produccion de plantas de maiz (figura 3.3), indica que la aplicacion de purines no produjo un
cambio importante en la produccion de plantas de maiz observandose en cada dosis de purin
aplicada una produccion de maiz entre 25 a 35 t ha™, situacién que también se observa en las
parcelas sin tratamiento con purin. Sin embargo, se observaron algunas diferencias en la
produccion de maiz segun la dosis de herbicidas utilizada, puesto que si bien se observo la
produccién mas baja en las parcelas sin tratamiento herbicida, las parcelas con tratamiento de
dosis recomendada (1,35-1,35 L ha™) presentaron un rendimiento inferior a las parcelas tratadas
con dosis mayores de herbicidas solo cuando la dosis de purin fue tan alta como 300 mil L ha™.
Lo anterior, se podria asociar con la alta produccion de malezas registrada en estas parcelas,
siendo donde mejor se puede ver el dano por malezas a la produccion de plantas de maiz,
requiriéndose solamente una produccién de malezas de 1,2 t ha™ para disminuir en hasta 10 t ha™
la produccion de plantas de maiz. Por lo tanto, el tratamiento con herbicida tuvo un efecto

importante en la produccion de maiz, mientras que la enmienda con purin no produjo cambios
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importantes en dicha produccion, excepto

recomendada de herbicidas fueron aplicadas.

Produccion materia seca de maiz
(tha™)

cuando la

maxima dosis de purin y la dosis

DO

D100

D200

Dosis de purin

D300

E0-0
1,35-1,35
1,8-1,35
M27-1,35
4,05-1,35

Figura 3.3. Produccion de maiz forrajero a distintas dosis de purines y tratamientos de atrazina-
dimetenamida expresados como kg ha™ i.a.
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& Fallopia convolvulus L.

i Solanum nigrum L.

H Polygonum persicaria L.

® Chenopodium album L.

Dosis de purin con diferentes dosis de herbicidas atrazina- dimetenamida (kg ha' i.a.)

Figura 3.4. Composicion por especie de las malezas producidas en el ensayo de campo.

78



Considerando la mayor produccién de malezas incluso con aplicaciones en dosis recomendada de
los herbicidas, es de interés el conocer que especies de malezas son las de mayor abundancia en
terreno, principalmente por la informacion que representa para ensayos posteriores. De este
modo, se obtuvo que la composicion de las malezas producidas esta principalmente constituida
por Chenopodium album L. (quinguilla, 60% a 90% de las malezas), Poligonum persicaria L.
(duraznillo, 3% a 40% en dosis D0, D100, y D200, mientras que en D300 constituye un 100%),
Fallopia convolvulus L. (porotillo, 3% a 23%), y Solanum nigrum L. (tomatillo, 1% a 10%),
como puede observarse en la figura 3.4. De este modo, se observa que Chenopodium album y
Poligonum persicaria fueron las malezas mas abundantes, y que ademas se recomiendan
controlar tanto con atrazina como con dimetenamida, por lo que considerando este antecedente
junto con los antecedentes de produccion de malezas, se justifica el aumento en la dosis de

herbicidas a 1,8-1,35 Lha™ para lograr un buen control de malezas.

Figura 3.5. Parcelas del ensayo de campo sin aplicacion de purin (DO) y con 100 mil L ha™

(D100), 200 mil L ha™'(D200), y 300 mil Lha™ (D300) con dosis recomendada de herbicidas.
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En base a lo antes presentado se observa los efectos que pueden producir principalmente las altas
dosis de purin que deriva en un control de malezas deficientes y disminucion de la produccion de
maiz, mostrando la alta competitividad que logran las malezas en suelos enmendados como se
puede observar en la figura 3.5 donde destaca la presencia de malezas en suelo enmendado con

altas dosis de purin.

Para el maiz la altura de la planta no se fue afectada por las dosis crecientes de herbicidas y purin,
medicion realizada en distintas etapas de crecimiento del maiz, durante tres meses (figura 3.6).
Similar comportamiento fue observado en cuanto al nimero de hojas y el verdor de las hojas, en

donde el efecto de las dosis de herbicidas y dosis de purines no produjo cambios importantes.
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Figura 3.6. Altura de las plantas de maiz forrajero cultivadas en el ensayo de campo.
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3.4. CONCLUSIONES

Respecto de la aplicacion de atrazina y dimetenamida en suelo enmendado con purin bovino

utilizado para el cultivo de maiz forrajero, se concluye que:

Tanto la produccion de maiz como la de malezas fueron afectadas por las dosis de herbicidas
utilizadas, destacando que la dosis recomendada no es suficiente para un adecuando control
de malezas y pudiendo disminuir la produccién de maiz en hasta 10 t ha™ cuando se aplican

altas dosis de purin de hasta 300 mil L ha™.

La dosis recomendada de atrazina y dimetenamida permitieron un control de malezas cercano
al 30% en todos los tratamientos con purin, excepto para una alta dosis de purin de 300 mil L
ha”, en donde el control de malezas fue nulo. Mientras que, un aumento en la dosis de
herbicidas a 1,8-1,35 L ha™ permitié un control de malezas mayor al 95% en todos los

tratamientos.
De este modo, se concluye que el uso de atrazina y dimetenamida en la dosis recomendada

puede realizarse sin problemas en el suelo estudiado si la enmienda con purin se realiza unos

30 dias antes de la aplicacion de herbicidas y la dosis de purin es inferior a 200 mil L ha™.
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4. PROYECCIONES

Mediante el presente trabajo, se entregan antecedentes de relevancia para un mejor uso de purines
y herbicidas como dimetenamida en cultivos de maiz forrajero del sur de Chile. Se observo que el
efecto que puede producir la enmienda del suelo con purines de origen bovino puede ser
importante tanto sobre la dindmica de herbicidas en el suelo como a nivel de produccion de maiz,
pero fue un efecto de poca duracidon y con altas dosis de purin. Ademas se observo que las
practicas del cultivo del maiz forrajero deben mejorarse en beneficio tanto del agricultor como
del medio ambiente, principalmente debido a la alta movilidad de dimetenamida en el suelo
estudiado, asi como también por el deficiente control de malezas y disminucién de la produccion

cuando una alta dosis de purin ha sido aplicada.

En base a lo obtenido, seria de interés evaluar alternativas para el uso de dimetenamida en suelos
como el estudiado para disminuir su movilidad hacia aguas subterraneas, pero ademas proponer
estudios para el tratamiento del purin previo a su aplicacion al suelo tal que se minimice su efecto
en la dindmica de los herbicidas, contribuyendo a un mejor control de malezas en suelos

enmendados con altas dosis de purin.

En cuanto al uso de purines como enmienda de suelo, seria de interés evaluar alternativas para su
tratamiento previo a su aplicacion al suelo, puesto que se observo que puede producir cambios
significativos sobre parametros bioldgicos, lo cual sugiere un impacto ambiental importante sobre
un recurso tan valioso como el suelo, y por ende tomarse medidas para un buen manejo y

conservacion de este recurso natural.
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