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RESUMEN 

Los sistemas de biopurificación conocidos como “lechos biológicos”, son una herramienta 

biotecnológica utilizada para reducir la contaminación puntual por plaguicidas. Su componente 

principal es la biomezcla, compuesta por paja, turba y suelo en una proporción volumetrica 2:1:1. Esta 

composición favorece el desarrollo de microorganismos y la degradación de residuos de plaguicidas. 

En nuestro país se han desarrollado algunos estudios para observar el efecto de los plaguicidas en los 

microorganismos y como afecta a la degradación de estos agroquímicos. Sin embargo, si bien se han 

realizado estudios en biomezcla con plaguicidas metabolizables, no se ha realizado un estudio sobre el 

efecto que pueda tener un plaguicida basado en un metal pesado. Se evalúo el efecto de oxicloruro de 

cobre (OxCu) sobre la degradación de atrazina (10 mg/kg), diazinon (10 mg/kg), y carbendazima (10 

mg/kg), y sobre las actividades enzimáticas y poblaciones microbianas de la biomezcla de un lecho 

biológico. En este estudio la biomezcla fue contaminada artificialmente con OxCu a dosis de 10, 100, 

1,000 mg/kg y con una mezcla de plaguicidas. La biomezcla fue mantenida a 25ºC durante 30 días en 

oscuridad y periódicamente se evaluó la degradación de los plaguicidas (HPLC) y actividades 

enzimáticas como FDA, deshidrogenasa, fosfatasa acida, β-glucosidasa y fenoloxidasas. Además se 

evaluó la diversidad de las poblaciones microbianas mediante recuento unidades formadoras de 

colonias (UFC), electroforesis de gel en gradiente denaturante (DGGE) y por cuantificación de la 

reacción en cadena de la polimerasa (qPCR). Los resultados obtenidos mostraron que la adición de 

OxCu no afectó la degradación de los plaguicidas después de 30 días de incubación. Las actividades 

biológicas fueron afectadas significativamente durante los primeros días de incubación en presencia de 

1,000 mg/kg de OxCu en la biomezcla, sin embargo estas se recuperan después de los 30 días de 

incubación. Los análisis por UFC se vieron afectados en presencia de altas dosis OxCu, pero el efecto 

inhibitorio fue temporal. El DGGE reveló que la aplicación de OxCu a la biomezcla no causa cambios 

importantes a nivel de estructura o diversidad de las comunidades, pero la qPCR reveló cambios 

temporales en la estructura de los grupos microbianos.  En conclusión, la aplicación de oxicloruro de 

cobre a la biomezcla de un lecho biológico no afecta la degradación de los plaguicidas ni altera 

significativamente la diversidad de las poblaciones microbianas, causando solamente alteraciones 

temporales en las actividades biológicas de los microorganismos. 
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SUMMARY 

 

The biopurification system known as “biobed” are a biotechnological tool used to reduce point 

source contamination by pesticides. The principal component is the biomixture, composed by 

straw, peat and top soil in a volumetric proportion of 2:1:1. This composition favors the 

development of microorganism and therefore the pesticide degradation. Actually, in our country 

have been developed several studies to evaluate the pesticide degradation, and its effects on 

microbial communities in the biomixture of biobed system. However, not have been performed 

studies about the effect of pesticides based in heavy metal on the pesticide degradation, 

microbial population and biological activities in the biomixture. Therefore, the aim of this study 

was to study the effects of copper oxichloride (OxCu) (10, 100 and 1,000 mg kg-1) in the 

biomixture on the degradation capacity of three pesticide (atrazine, carbendazim and diazinon) at 

10 mg kg-1 each and on biological activities and microbial communities structure. The 

biomixture was maintained in dark at 25 ºC during 30 days and pesticide degradation (by 

HPLC), biological activities (FDA, dehydrogenase, acid phosphatase, β-glucosidase and 

phenoloxidase) and microbial communities structure (by cultivable microorganisms, DGGE and 

qPCR) were periodically evaluated. The results showed that the pesticide degradation in the 

biomixture not was negatively affected by the presence of OxCu finding that all pesticide 

evaluated were dissipated on 90% of the initial concentration added. On the other hand, the 

biological activities were negatively affected, only with high concentration of OxCu (1,000 mg 

kg-1) and during the first days after that OxCu was added. Similar results were found with the 

cultivable bacteria, fungi and actinobacterias where only a temporary negative effect was 

produced by OxCu at higher doses. Finally, fingerprint analysis (DGGE and qPCR) revealed that 

minimal changed occurred in microbial community structure due to the presence of OxCu in the 

biomixture in all concentration evaluated. Therefore, it can be concluded that the addition of 

OxCu to the biomixture at high doses, not affect significantly the microbiological performance 

of the biomixture of biobed system and could be used to contain residues of this compound in 

presence of others pesticides  without affecting the degradation of these.    
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1.    INTRODUCCIÓN 

 

El uso de los plaguicidas ha generado grandes cambios en la agricultura, destacándose de forma 

evidente el aumento de la producción agrícola y la calidad de los productos producidos. La 

capacidad de los plaguicidas para mantener controlada las plagas y enfermedades en los cultivos 

agrícolas ha aumentado a través de los años y de igual manera, la cantidad utilizada de estos 

productos. Sin embargo, debido a la inadecuada manipulación de estos se han producido una 

gran cantidad de daños en el medio ambiente, tanto en el suelo como en las aguas superficiales y 

subterráneas. 

Las  fuentes de contaminación producto del uso de los plaguicidas han sido descritas mediante 

dos rutas principales, que son conocidas como contaminación puntual “point source 

contamination” y no puntual “non-point source contamination” o también conocida como 

contaminación difusa. La contaminación puntual se refiere principalmente a la contaminación 

localizada y que se produce debido a la mala manipulación de los agroquímicos y sus residuos, 

durante actividades de llenado o lavado de estanques de los equipos de aspersión o a través de 

derrames accidentales. Por otra parte, la contaminación no puntual o difusa, se produce al 

momento de la aplicación de los plaguicidas donde las características fisicoquímicas de los 

plaguicidas y el ambiente en el cual se utilizan, provocan que una porción de estos sean 

diseminados hacia otros sectores. Se ha descrito en la literatura que la primera ruta, es la fuente 

de mayor contaminación provocada por los plaguicidas. En este sentido, estudios realizados en 

Alemania han reportado que un 77% de la contaminación total en recursos acuíferos producida 

por plaguicidas fue dominada por contaminación puntual (Müller et al., 2002). Debido a esto, es 

que se ha llevado a la búsqueda de soluciones biotecnológicas para los problemas producidos por 

la contaminación puntual de plaguicidas, como lo son los lechos biológicos o biobeds. La 

implementación de los lechos biológicos ha sido utilizada en los últimos años en Europa y 

recientemente en Sudamérica. Los lechos biológicos están conformados por distintos 

componentes, donde el principal es la biomezcla, la cual está compuesta volumétricamente por 

suelo (25%), paja de trigo (50%) y turba (25%). Esta biomezcla estimula el desarrollo de los 
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microorganismos y su actividad biológica para aumentar la capacidad degradadora de 

plaguicidas. La capacidad de retención y degradación de los plaguicidas en la biomezcla ha sido 

eficiente, en comparación a un suelo solo al cual se le aplica una cantidad similar de plaguicida 

(Torstensson et al., 1996; Castillo et al., 1997a). Sin embargo, a pesar de tener una elevada 

retención y eficiente degradación, el impacto que producen los plaguicidas en los 

microorganismos de una biomezcla es de gran importancia y ha sido estudiada solo 

recientemente (Coppola et al., 2011; Marinozzi et al., 2012; Tortella et al., 2013a; Tortella et al., 

2013b). Por lo tanto, un mejor conocimiento del impacto que tienen los plaguicidas sobre las 

comunidades microbianas y las actividades biológicas en la biomezcla de estos sistemas de 

biopurificación es de gran importancia para asegurar la sustentabilidad de este sistema en el 

largo plazo, dado que una activa microflora y actividades enzimáticas en la biomezcla del lecho 

biológico son vitales para el buen funcionamiento de este sistema biotecnológico. En este sentido 

algunos trabajos realizados en Europa (Vischetti et al., 2008., Coppola et al., 2011., Marinozzi et 

al., 2012., Sniegowski et al., 2011) han reportado que la aplicación de plaguicidas, solos y en 

mezcla han causado variaciones en las comunidades microbiológicas en biomezclas basadas en 

compost. Sin embargo, este efecto negativo fue solo temporal y una recuperación del sistema fue 

observado en conjunto con la disminución de la concentración de plaguicida aplicado. Al 

respecto, Vischetti et al. (2008) reportaron que la aplicación de elevadas concentraciones de 

clorpirifos y metalalxyl en una biomezcla basada en compost compuesta por residuos de poda de 

parras,  la biomasa microbiana y sus actividades biológicas fue afectada negativamente. Sin 

embargo, los efectos negativos fueron transitorios luego de la disminución de la concentración 

de los plaguicidas en la biomezcla y  la actividad microbiana fue recuperada alcanzando valores 

similares a los iniciales. Resultados similares fueron reportados por Coppola et al. (2011) cuando 

estudiaron el efecto de la aplicación de una mezcla de fungicidas sobre las comunidades 

microbiológicas de una biomezcla de un lecho biológico compuesta por compost y paja de trigo. 

Estos autores reportaron que ensayos realizados en electroforesis en gel con gradiente 

denaturante (DGGE) mostraron cambios de la diversidad microbiana la que fue correlacionada 

con la aplicación de los fungicidas. En otro estudio, Marinozzi et al. (2012) reportaron que la 

aplicación de tres fungicidas, mostraron efectos adversos en la estructura microbiológica de una 
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biomezcla compuesta por residuos de poda y paja de trigo. Sin embargo, los efectos fueron 

transitorios y los parámetros microbiológicos fueron recuperados después de 60 días de aplicado 

los plaguicidas. Recientemente estudios realizados por Tortella et al. (2013a, b)  demostraron 

que la aplicación sucesiva de plaguicidas en altas concentraciones (40 mg/kg) como atrazina y 

carbendazima en una biomezcla tradicional compuesta por paja (50%), turba (25%) y suelo 

(25%) causó efectos adversos sobre las actividades biológicas de la biomezcla, sin embargo estas 

fueron recuperadas en el tiempo después de la aplicación de los plaguicidas.    

Algunos compuesto que contienen cobre dentro de sus componentes son también utilizados en 

actividades agrícolas, ya sea como fertilizantes o bien como plaguicidas. Este es el caso de 

oxicloruro de cobre (Cu2(OH)3Cl), compuesto que es utilizado ampliamente para el control de un 

número significante de enfermedades de plantas (Nel et al., 1999). Pocos estudio en suelo han 

evaluado el efecto que producen los compuestos que contienen cobre sobre las poblaciones 

microbianas y las actividades biológicas y escasa información en la literatura sobre su efecto 

sobre las poblaciones microbiológicas de los lechos biológicos. Sin embargo, Du Plessis et al. 

(2005) reportaron que la aplicación de oxicloruro de cobre en altas dosis (100 y 1000 mg/kg) 

causó un efecto perturbador en las poblaciones microbianas de un suelo franco-arenoso. 

Resultados similares fueron reportados por Dewey et al. (2012) al evaluar concentraciones entre 

0-1000 mg/kg de sulfato de cobre adicionado a un suelo arenoso. Estos autores reportaron que la 

biomasa microbiana y las actividades enzimáticas fueron adversamente afectadas a medida que 

se incrementaba la concentración de Cu.  

Como se mencionó anteriormente algunos estudios sobre el comportamiento de las poblaciones 

microbianas de biomezclas de lechos biológicos, ya sea basadas en compost, tradicional u otras 

en presencia de plaguicidas han sido reportadas. Sin embargo, a la fecha no existe información 

del efecto que puede ocasionar la presencia de oxicloruro de cobre sobre las poblaciones 

microbianas ni la degradación de otros plaguicidas en la biomezcla de un lecho biológico. Esta 

información es de gran importancia, dado que productos conteniendo cobre son ampliamente 

utilizados en la agricultura y por lo tanto se generaran residuos de estos productos que podrían 

ser desechados en los lechos biológicos.    
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Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la aplicación de oxicloruro de 

cobre sobre la degradación de una mezcla de plaguicidas, las actividades biológicas y la 

estructura de las comunidades microbianas de la biomezcla de un lecho biológico bajo 

condiciones de laboratorio.  
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 2.    REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1   Plaguicidas en la agricultura 

El artículo 2° del Código Internacional de Conducta para la distribución y utilización de 

plaguicidas (FAO, 1990) define los plaguicidas como «cualquier sustancia o mezcla de 

sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de 

enfermedades humanas o de los animales, las especies no deseadas de plantas o animales que 

causan perjuicio o que interfieren de cualquier otra forma en la producción, elaboración, 

almacenamiento, transporte o comercialización de alimentos, productos agrícolas, madera y 

productos de madera o alimentos para animales, o que pueden administrarse a los animales para 

combatir insectos, arácnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos. El término incluye las 

sustancias destinadas a utilizarse como reguladoras del crecimiento de las plantas, defoliantes, 

desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o agentes para evitar la caída prematura de 

la fruta, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la cosecha para proteger el 

producto contra la deterioración durante el almacenamiento y transporte». 

 

En un intento por reducir las pérdidas provocadas por diferentes plagas y aumentar la cantidad y 

calidad de alimentos producidos, la agricultura ha aumentado substancialmente la dependencia 

por el uso de  plaguicidas (Cai et al., 2008., Zhang et al., 2011., EPA, 2007). Si bien la eficiencia 

de estos agroquímicos  ha aumentado con el pasar de los años, también se ha evidenciado que 

pueden producir un impacto negativo al medio ambiente y a la población, debido a su toxicidad, 

estabilidad y persistencia (Aktar et al., 2009., Vivekanandhan y Duraisamy, 2012). 

Se han realizado diversos estudios sobre el efecto de los plaguicidas en el medio ambiente y su 

incidencia en la salud humana, revelando que la forma en la cual estos productos agroquímicos 

llegan al medio ambiente son variadas, clasificándose principalmente en dos tipos; 

contaminación puntual y no puntual o difusa. 
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La contaminación puntual se produce debido a la manipulación inadecuada de los plaguicidas, ya 

sea en derrames, limpieza inadecuada de los equipos, eliminación de residuos y exceso de 

rociado. En este contexto, Muller et al. (2002) reportaron que el 77% de la contaminación de 

aguas por plaguicidas fue debido a contaminación del tipo puntual. Además, varios estudios 

(Neumann et al., 2002;  Jaeken y Debaer, 2005;  Hildebrandt et al., 2007)  reportan que la 

contaminación puntual es la que causa mayores efectos negativos, ya que el manejo inadecuado 

de los plaguicidas provoca la contaminación de los suelos, aguas y productos agrícolas que 

finalmente afectan al ser humano. 

En la contaminación no puntual se encuentran procesos físico-químicos como la volatilización, 

precipitación o lixiviación, fenómenos que ocurren de forma natural, sin intervención del hombre 

(Carter, 2000; Tang et al., 2012; Katagi et al., 2006; Guyot et al., 1994). En un reporte de este 

tipo de contaminación Taylor et al.  (1995), evaluaron la tasa de volatilización de varios 

plaguicidas. Los resultados demostraron que estos no excedían el 20% en el caso de los menos 

volátiles, mientras que los de menor estabilidad molecular, poseían una tasa mayor de 

volatilización, evidenciando que la persistencia de estos plaguicidas en el suelo alcanza valores 

muy elevados.  

En Chile, no se han realizado muchos estudios para evaluar la contaminación de aguas y suelos 

debido al uso de plaguicidas. Sin embargo, Flores et al. (2009) realizaron estudios  en la 

provincia de Quillota y evaluaron la persistencia de simazina en dos suelos agrícolas con 

distintos niveles de materia orgánica. Estos autores reportaron que el suelo con mayor contenido 

de materia orgánica, retuvo un mayor porcentaje del plaguicida que el suelo con menor materia 

orgánica, concluyendo que los suelos andisoles de nuestro país, tenderían a retener en gran 

medida los plaguicidas aplicados en la agricultura.  
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2.1.1   Atrazina. La atrazina [2-cloro-4-etilamino-6-sipropilamino-1,3,4-triazina] (Figura 1) es 

un herbicida sistémico, de absorción radicular y foliar que controla selectivamente malezas 

anuales de hoja ancha y algunas gramíneas anuales como los cultivos de maíz, sorgo forrajero y  

plantaciones forestales de pinos y eucaliptos (SAG 2011). 

 

 

 

Figura 1. Estructura química de la atrazina. 

 

La atrazina posee una persistencia moderada, dependiendo del tipo de suelo, estimándose que la 

vida media de este compuesto puede variar de un par de meses  (Vanderheyden et al., 1997), 

hasta los 22 años (Jablonowski et al., 2009). También se ha descrito una alta capacidad de 

movilización desde suelo a aguas subterráneas, provocado en su mayoría por la falta de materia 

orgánica presente (Konstantinou et al., 2006; Jablonowski et al., 2009; Cerejeira et al., 2003; 

Laird et al., 1994; Persicani et al., 1993). 

Se ha reportado, que este compuesto provoca problemas en el sistema nervioso central, como 

también en el sistema endocrino del ser humano (Persicani et al., 1993) 
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2.1.2   Carbendazima. La carbendazima [Methyl 1H-benzimidazol-2-yl-carbamate] (Figura 2)  

Es un fungicida  de amplio espectro, el cual es utilizado para controlar diferentes tipos de plagas 

en cultivos de cereales, caña de azúcar y diferentes frutales. (EFSA, 2010) 

El efecto del contacto del carbendazima con humanos, ha sido reportado por varios autores. 

Dentro de los efectos tóxicos de este compuesto se encuentra principalmente la falla de las 

células espermáticas (Yu et al., 2009). Además se ha descubierto que al ser un plaguicida de alto 

espectro, también causa un impacto negativo a otros organismos. En el suelo se identifica a las 

lombrices (Eisena fetida) y en el agua a los microorganismos como el Zooplancton como los 

organismos más afectados por la aplicación del fungicida (Van den Brink et al., 2000; Ellis et al., 

2010). 

 

 

Figura 2. Estructura química del carbendazima. 

 

El Carbendazima es considerado un plaguicida persistente en el suelo. Su vida media se 

encuentra en el rango de los 3 a 44 meses, dependiendo de las condiciones ambientales. Por otro 

lado la capacidad de movilización a través del suelo, ha sido reportada por varios estudios (Jones 

et al., 2004; Soleil et al., 1979). También se ha reportado que este compuesto posee la capacidad 

de inhibir funciones biológicas ligadas a la actividad enzimática de los microorganismos 

(Burrows y Edwards, 2004; Förster et al., 2006). Aun así las comunidades microbianas son 

capaces  de recuperar su actividad enzimática varios meses después de la primera aplicación del 

plaguicida. (Giller et al., 1997; Wang et al., 2009; 2012; Wang et al., 2009)  
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2.1.3   Diazinon. El diazinon [O,O-Dietil-O-(2-isopropil-6-metil- pirimidin-4-il) fosforotioato] 

(Figura. 3) es un insecticida organofosforado de amplio espectro. Actúa por contacto, por la vía 

digestiva y respiratoria de insectos masticadores, minadores y chupadores tanto del suelo como 

del follaje (SAG 2011). Este insecticida ha sido reportado como un compuesto tóxico para el ser 

humano. Dentro de los efectos se encuentra la alteración a nivel genético de los espermatozoides 

y problemas neurológicos (Salazar-Arredondo et al., 2008; Slotkin et al., 2008) 

 

 

 

Figura 3. Estructura química del diazinon. 

 

Este plaguicida posee una persistencia baja en el suelo, la cual tiene una variación de 26 a 35 

días. Los estudios reportan que el diazinon tiene una alta tasa de degradación química, por 

oxidación, y por la actividad microbiana del suelo (Kouloumbos et al., 2003; Drufovka et al., 

2008; Bavcon et al., 2003).  

 

2.2   Plaguicidas y su efecto en los microorganismos del suelo 

Los plaguicidas  tienen como objetivo, el control de  diferentes plagas que afectan a los cultivos  

agrícolas. Los tipos de plaguicidas se pueden subdividir según el organismo que se quiera 

controlar, existiendo así productos herbicidas, bactericidas, insecticidas y fungicidas. La 

efectividad del producto radicará en la plaga que se desea controlar, la calidad del plaguicida,  la 
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dosis y la periodicidad de la aplicación. En ocasiones no basta con la aplicación de un solo 

producto,  por lo que es necesario  utilizar dos o más para obtener mejores resultados. La 

mayoría de estos agroquímicos son de amplio espectro y por lo tanto afectan a un gran número 

de organismos, muchas veces afectado de forma indirecta a los microorganismos del suelo.  

Es necesario saber el comportamiento de estos organismos microscópicos, frente a los productos 

agroquímicos, ya que los microorganismos son una parte esencial, dentro del ecosistema. Estos 

tienen una estrecha relación con el balance nutricional del suelo y la capacidad de reciclaje de los 

nutrientes, lo que ayuda a mantener la fertilidad del suelo (Alexander et al., 1977; Pandey and 

Singh et al., 2004; Devare et al., 2007). En este sentido, Vig et al. (2008) informaron el efecto de 

la sucesiva aplicación de distintos insecticidas no específicos, en un suelo agrícola. Los 

resultaron arrojaron un aumento de la población de actinobacterias, la disminución bacteriana y 

un estado inalterado en la cantidad de hongos del suelo. Solo después de 20 días, se logró 

retomar valores similares antes de la aplicación de los insecticidas. Este mismo fenómeno se ve 

relacionado con la respiración microbiana, que frente a concentraciones sobre los 125 mg/kg 

tiende a aumentar y solo retoma valores normales, posterior a 10 días desde la última aplicación 

del insecticida. La relación radica en la necesidad de degradar el pesticida, para mantener el nivel 

de toxicidad en un nivel tolerable para la mayoría de los microorganismos. Un resultado similar 

fue observado en varios estudios se ha evaluado el efecto de los insecticidas sobre las 

comunidades microbiológicas del suelo. Digrak y Kazanici (2001) evaluaron algunos 

insecticidas organofosforados y su efecto en la microbiota del suelo. Ellos descubrieron que el 

total de bacterias, actinobacterias, bacterias anaeróbicas, endosporas aeróbicas, microorganismos 

celuloliticos  y levaduras no eran inhibidos en presencia de plaguicidas. Sin embargo, la 

aplicación de plaguicidas causo un efecto estimulante y se encontró que el total de bacterias 

viables fue mayor que el control. Por otro parte Eisenhauer et al. (2009) donde los clorpirifos 

incrementaron la biomasa microbiana del suelo. En otros trabajos más recientes, Gu et al. (2010) 

reportaron el uso del análisis por DGGE, donde observaron cambios significativos en la 

comunidad bacteriana después de la aplicación de enostroburin en la filosfera de trigo. En otra 

investigación, Cycón et al. (2010) estudiaron la respuesta de microorganismos indígenas a la 

aplicación de una mezcla de fungicidas en una aplicación de tres dosis (15, 75 y 1,500 mg/kg). 
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Estos autores reportaron que la combinación de mancobed y dimetomorp en todas las 

concentraciones evaluadas, incrementaron el número total de bacterias cultivables y velocidad de 

amonificación, pero no se produjo un cambio en el número de bacterias reductoras de nitrato 

Si bien, se ha observado que ciertos plaguicidas tienen un efecto positivo en los 

microorganismos, también se ha observado efectos contrarios. Gigliotti et al. (1998) reportó el 

efecto producido por la aplicación de dos dosis (16 y 160 µg/kg) de metil-bensolfuron (BSM) en 

el número microbiano y la actividad microbiana. Los autores reportan que la concentración 

usada, es más alta a la dosis  usada en la agricultura, alterando algunos aspectos de la estructura 

y actividad de la comunidad microbiológica del suelo. Sin embargo, solamente los 

microorganismos celulolíticos en el suelo con previa aplicación con plaguicidas se vieron 

afectados significativamente, y la dosis más alta de plaguicidas (160 µg/kg) en suelo pre-tratado 

con BSM fue observada una inhibición sustancial en la nitrificación. La respiración celular no se 

vio afectada por la aplicación del herbicida en ninguna de las muestras. Chu et al. (2008) 

evaluaron el efecto de clorpirifos solo o en combinación con clorotalonil en las poblaciones 

microbianas. Estos autores reportaron que la degradación de clorpirifos no se alteraba al 

combinarse con clorotalonil, pero si fue observada un efecto inhibitorio en los microorganismos 

del suelo cuando se aplicaba clorpirifos en combinación con este plaguicida. La población de 

bacterias, hongos y Actinobacterias  se vio significativamente afectada reduciendo en 44, 61 y 

72% respectivamente, cuando se aplicaban solamente  clorpirifos. Con la combinación con 

clorotalonil  el efecto inhibitorio se vio incrementado un 55, 79 y 85% respectivamente.  

Yu et al. (2006) evaluaron el efecto de la aplicación repetida de clorotalonil sobre la población y 

varias enzimas bacteriana, hongos y actinobacterias. Después de la primera aplicación, las 

poblaciones de bacterias y actinobacterias se vieron significativamente reducidas. Sin embargo, 

la población de hongos no se sufrió cambios. Después de la segunda aplicación los 

microorganismos del suelo fueron afectados fuertemente, pero después de la variación inicial, 

todos los microorganismos mostraron una adaptación gradual al clorotalonil. Por otra parte, los 

autores reportaron la evaluación de enzimas (fosfatasa ácida y alcalina, ureasa, catalasa e 

invertasa) mostro una tendencia similar al los microorganismos del suelo, después del efecto 
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inhibidor causado por clorotalonil. White et al. (2010) evaluaron los efectos de 4 fungicidas 

(clorotalonil, 1,26 kg/ha; tebuconazole, 0,23 kg/ha; flutriafol, 0,13 kg/ha y ciproconazole, 0,084 

kg/ha) en la dinámica de los microorganismos del suelo. Los resultados de los ácidos grasos 

fosfolípidos (PLFA) y ácidos lipídicos neutrales (NLFA) de los microorganismos del suelo, 

demostraron que los fungicidas evaluados tuvieron un leve impacto en la dinámica de las 

comunidades microbianas. Se ha descrito que la degradación del diazinon, no aumenta la 

población microbiana del suelo sino que permite el desarrollo de microorganismos con 

capacidad degradadora. Esta aseveración se ve respalda en el estudio de Cycón et al. (2013), en 

el cual el microorganismo Serratia marcescens al adicionarse a un suelo con diazinon, aumenta 

la tasa de degradación en comparación a un suelo sin este microorganismo. También dentro de 

las actividades biológicas, se reportó que la actividad de la enzima deshidrogenasa y fosfatasa 

alcalina, solo se veía afectada a altas concentraciones (700 mg/kg) en los primeros días de la 

aplicación del plaguicida, para luego retomar valores similares o superiores en los días 

posteriores (Singh y Singh., 2005b; Sánchez et al., 2004; Cycón et al., 2009; 2013). 

Muchos estudios reportan una alteración en las comunidades microbianas, en las cuales se puede 

observar una inhibición o una estimulación por parte de los plaguicidas, para su desarrollo 

(Bhutani et al., 1984; Ratcliff et al., 2006; Eisenhauer et al., 2009). Este cambio en la población, 

se ve reflejada tanto en su actividad biológica, como también en la capacidad degradadora de los 

microorganismos autóctonos del suelo (Allievi et al., 1996; Niemi et al., 2009; Moreno et al., 

2007; El-Bestawy et al., 2013;  Rossel et al., 1997) 

Si bien se han realizado varios estudios relacionados con plaguicidas y su efecto en los 

microorganismos del suelo, son muy poco los estudios realizados en el cobre y su efecto en las 

actividades biológicas y como afecta a la degradación de plaguicidas metabolizables. 

 

2.3   Efecto del oxicloruro de cobre sobre los microorganismos del suelo 

El cobre ha sido reportado como uno de los componentes más utilizados en los fungicidas en la 

producción agrícola (Büunemann et al., 2006). Se ha reportado en muchos estudios que el cobre 
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es un potente fungicida y bactericida y que la acumulación de este metal puede producir serias 

alteraciones en los microorganismos más sensibles del suelo (Bââth et al., 1989; Sauvé et al., 

1998; Petersen et al., 2003) Uno de los efectos más perjudiciales para los microorganismos es la 

interferencia en la producción y con la funcionalidad de las enzimas (Gadd et al. 2001; Wang et 

al., 2009; Wightwick et al., 2012). También se ha observado que las altas concentraciones de 

cobre, disminuyen la capacidad de degradación de los plaguicidas aplicados en el suelo (Jindal et 

al., 2000; Gunasekara et al., 2005; Gaw et al., 2006; Liu et al., 2007; Kim et al., 2011). En este 

contexto, se ha reportado que una concentración en el suelo superior a 100 mg/kg de este metal 

pesado, produce una alteración en las comunidades microbianas (Kunito et al., 1999; Viti et al., 

2008). 

El oxicloruro de cobre [Cu2(OH)3Cl]  es un fungicida y bactericida, basado en la eliminación de 

hongos por medio de partículas de cobre. Se utiliza de forma preventiva en árboles frutales, 

cítricos, arbustos ornamentales y remolachas. Du plessis et al. (2005) realizó un estudio sobre el 

efecto en la comunidad microbiana de un suelo arenoso acidificado, al cual se le agregó 

oxicloruro de cobre. Los autores reportaron que a una concentración de 100 mg/kg, se observó 

un aumento de la concentración de bacterias en el suelo. Por el contrario, una concentración de 

1000 mg/kg causó un descenso significativo el crecimiento de las bacterias cultivables. Estos 

efectos también se vieron reflejados en la actividad metabólica, en la cual dependiendo de la 

concentración del fungicida aumentaba o disminuía. 

 

2.4   Lechos biológicos y biomezclas 

Un lecho biológico es una instalación que se construye en los sectores de manipulación y acopio 

de los plaguicidas. La tecnología de los lechos biológicos fue desarrollada en Suecia, en la 

década de los años 90 y a partir del año 1997 se ha implementado gradualmente en varios países 

principalmente de Europa y actualmente está siendo ampliamente difundida en América Latina. 

Esta tecnología de biopurificación conocida como “biobeds” o “lechos biológicos” fue diseñada 

para evitar y reducir la contaminación por plaguicidas producto de la contaminación puntual.  
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El lecho biológico consiste básicamente en una excavación impermeabilizada, la cual es 

rellenada con una mezcla constituida por suelo, paja y turba, denominada “biomezcla”, cubierta 

por una capa vegetal y un sistema de soporte para la maquinaria (Castillo et al., 2008). La 

biomezcla está constituida volumétricamente por un 25% de turba, 25% de suelo y 50% de paja, 

los cuales se encuentran homogéneamente mezclados. Esta composición fue originalmente 

creada en Suecia (Tortensson et al., 1997). Sin embargo, durante los últimos años se han 

realizado varios estudios donde se han evaluado algunas modificaciones con el objetivo de 

adaptación a las condiciones locales de cada país (Coppola et al., 2007; Spanoghe et al., 2004; 

Karanasios et al., 2010a).  

El suelo utilizado tiene como objetivo, proporcionar la fuente de los microorganismos para la 

degradación de los plaguicidas y a su vez, adsorber los plaguicidas vertidos en el lecho. Esto 

permite una mejor interacción entre ambos, colaborando de esta forma a la degradación de los 

plaguicidas aplicados. (Torstensson et al., 1996; Castillo et al., 2008). El objetivo de la turba, es 

el mantener la humedad de la biomezcla y otorgar sitios de  adsorción de los agroquímicos y 

favorecer la degradación natural de estos. Otros factores de importancia en este compuesto, es el 

aumento de la materia orgánica presente y la disminución del pH (Castillo et al., 2007). Por 

último, la paja aporta una gran cantidad de lignina y celulosa, lo que permite el desarrollo de los 

hongos de pudrición blanca, los cuales poseen una gran capacidad de degradación de los 

plaguicidas (Castillo et al., 1997b; 2001). Varios estudios han demostrado que la biomezcla 

permite la retención y posterior degradación de los plaguicidas, logrando reducir la 

concentración o una completa disipación de los agroquímicos (Castillo et al., 2008).   

  

2.5   Degradación de plaguicidas en biomezclas de lechos biológicos 

Se ha reportado que una buena biomezcla, es aquella que permite una buena interacción entre el 

plaguicida y los microorganismos presentes en la biomezcla, además de dar un soporte robusto 

ante las altas concentraciones de plaguicidas (Castillo et al., 2008).  Como se mencionó 

anteriormente, la biomezcla estándar u original está compuesta de suelo, turba y paja, la cual ha 
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mostrado una gran capacidad en la degradación de los plaguicidas. De acuerdo con Torstensson 

et al. (1997) con una proporción de 50% de paja, 25 % de suelo y 25 % de turba, se logra una 

degradación sobre el 50% de la concentración de plaguicidas, desde la aplicación en la primavera 

hasta su evaluación en otoño. La biomezcla de tipo sueca ha demostrado en varios estudios, que 

posee una buena tasa de disipación de los plaguicidas aplicados (Castillo et al., 2001; Fogg et al., 

2003) 

Recientemente, Tortella et al. (2012) evaluó el efecto del tiempo de maduración de la biomezcla 

(0, 15 y 30 días) y el efecto sobre la disipación de clorpirifos en tres concentraciones 200, 320 y 

480 mg/kg. Estos autores reportaron que después de 40 días de incubación la biomezcla con 15 

días de maduración se mostro una mejor disipación del plaguicida en todas las concentraciones 

evaluadas. También se ha estudiado la degradación de plaguicidas en la biomezcla tradicional o 

sueca cuando estos son aplicados repetidamente. Tortella et al. (2013a, b) evaluaron la 

degradación de atrazina y carbendazima cuando estos eran aplicados repetidamente en dosis de 

40 mg/kg. Los resultados obtenidos mostraron que la disipación obtenida fue de 96% y 87% para 

atrazina y carbendazima respectivamente posterior a la primera aplicación, un 78% de atrazina y 

un 94% de carbendazima después de la segunda aplicación, y finalmente después de la última 

aplicación se produjo una disipación de un 96% en ambos plaguicidas.  

A pesar de ser un buen sistema para la retención  y degradación de plaguicidas, algunos 

substratos como la turba y la paja, no se encuentra siempre disponible en todas las regiones o su 

costo tiende a ser elevado. Es por esto que en los últimos años se ha estado evaluado 

componentes alternativos, con el objetivo de tener sustratos disponibles y a la vez reducir costos 

de este sistema (Coppola et al., 2007; Karanasios et al., 2010a; Omirou et al., 2012). 

Karanasios et al. (2010) realizaron un estudio evaluando el efecto del reemplazo del material 

lignocelulósica por composta de hojas de olivo, residuos de girasoles, tallos de uvas entre otros 

desechos agrícolas, sobre la degradación de varios plaguicidas. Los resultados obtenidos por 

estos autores demostraron que la substitución de de la paja de trigo por compost de tallos de uvas 

mostró una buena eficiencia en la degradación de los plaguicidas evaluados, de la misma forma 

que la biomezcla tradicional que fue utilizada como control. En un estudio similar Vichetti et al. 
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(2008) evaluaron la degradación de clorpirifos a una concentración de 10 y 50 mg/kg, como 

también de metalalxil en una concentración de 100 mg/kg, en una biomezcla compuesta por 40% 

de compost de residuos orgánicos, 40% de tallos de uvas y un 20% de suelo. Estos autores 

reportaron que la degradación de clorpirifos fue menor a la de metalaxil, comparado con la 

biomezcla tradicional. Sin embargo, cuando los plaguicidas fueron aplicados en conjunto, 

metalalxil aumentó su tasa de degradación en comparación a la del clorpirifos.  

En Chile, también se han realizado algunos estudios para evaluar sustratos alternativos para la 

composición de la biomezcla de los lechos biológicos. En este contexto, Urrutia et al. (2013) 

evaluó el efecto de reemplazar total o parcialmente la paja de trigo por otros residuos 

lignocelulósicos como cascarilla de cebada, aserrín de pino y cascarilla de avena, sobre la 

degradación de atrazina, clorpirifos e isoproturon. Estos autores reportaron que la substitución 

parcial de la paja de trigo por cascarilla de avena mostró una alta disipación de los plaguicidas 

evaluados. Sin embargo una muy baja disipación (t ½ > 100) fueron encontrados para todas las 

biomezclas evaluadas donde la paja de trigo se substituyó completamente. Resultados similares 

fueron obtenidos por Diez et al. (2013) donde el reemplazo parcial de paja de trigo por substratos 

lignocelulósicos alternativos mostró una gran eficiencia en la degradación de 6 plaguicidas 

evaluados. Sin embargo, una lenta degradación se obtuvo al reemplazar total o parcialmente la 

paja de trigo por aserrín de pino. 

Como se mencionó anteriormente, muchos estudios han evaluado la capacidad de degradación de 

la biomezcla tradicional así como de biomezclas alternativas. Sin embargo, así como los 

plaguicidas pueden causar efectos negativos sobre el comportamiento de las comunidades 

microbiológicas del suelo y afectar algunos parámetros bioquímicos de este, es razonable esperar 

que los plaguicidas puedan también afectar las poblaciones microbiológicas y actividades 

enzimáticas de la biomezcla del lecho biológico. Por lo tanto, un mejor conocimiento de la 

microbiología de la biomezclas del lecho biológico es crucial para la comprensión del impacto 

de los plaguicidas sobre la diversidad funcional y las comunidades de la biomezclas del lecho 

biológico.    
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2.6   Efecto de los plaguicidas sobre parámetros microbiológicos de la biomezcla 

La biomezcla tiene como propósito, el mantener las actividades biológicas de los 

microorganismos en un estado óptimo para la degradación de los plaguicidas. La aplicación de 

éstos en la biomezcla provoca una cadena de reacciones, las cuales van desde actividades 

enzimáticas a la modificación de las comunidades microbianas. 

 

2.6.1   Actividad hidrólisis de la fluoresceína diacetato. La actividad FDA ha sido poco 

utilizada en la evaluación de parámetros microbiológicos de la biomezclas de los lechos 

biológicos. Sin embargo, Karanasios et al. (2010) evaluó los niveles de FDA en biomezclas 

compuestas por compost de residuos orgánicos expuestas a plaguicidas. Estos autores reportaron 

que la FDA aumentó significativamente durante los primeros 28 días después de la aplicación de 

los plaguicidas, seguido por un  decrecimiento gradual en la actividad después de 42 días de 

incubación. Resultados similares han sido reportados por Tortella et al. (2013a) quienes 

realizaron un ensayo de aplicación repetida de carbendazima en una biomezcla compuesta por 

paja de trigo, suelo y turba evaluando su efecto sobre diferentes parámetros microbiológicos. 

Estos autores reportaron diferencias significativas en la FDA después de la tercera aplicación de 

carbendazima, siendo los valores más altos de FDA (90 fluoresceína µ g/h) determinados en la 

biomezla contaminada con el plaguicida. Por otra parte Urrutia et al. (2013) evaluaron el efecto 

de diferentes sustratos (paja de trigo, cascarilla de cebada, aserrín de pino y cascarilla de avena) 

sobre la degradación de atrazina, clorpirifos e isoproturon. Al evaluar la actividad enzimática, se 

observaron altos valores de FDA en las biomezclas evaluadas, indicando que todas se 

encontraban biológicamente activas durante el tiempo de incubación y no fueron afectadas 

significativamente por la presencia del los plaguicidas. 

 

2.6.2   Actividad lignolítica. La actividad ligninolítica de la biomezclas de los lechos biológicos 

depende en gran medida del sustrato que aporta lignina a los microorganismos, dado que es este 

substrato el encargado de estimular el crecimiento de los hongos de pudrición blanca y por lo 
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tanto la producción de enzimas extracelulares ligninolíticas como lignina peroxidada, manganeso 

peroxidada y lacasa (Castillo y Torstensson 2007; Castillo 1997). En este contexto, se ha 

reportado que una alta concentración de nitrógeno en la biomezcla no sería favorable ya que 

limita o inhibe la producción de las enzimas ligninolíticas de los hongos de pudrición blanca 

(Castillo et al., 2008; Waldrop et al., 2006; Pigeon et al., 2006). En una revisión realizada por 

Castillo et al. (2008) se señala que las enzimas ligninolíticas son de gran importancia en la 

biomezcla ya que participarían directamente en la degradación de los plaguicidas. En relación 

con esto, Castillo et al. (2007) realizaron un estudio utilizando una biomezcla  compuesta por 

50% de paja, 25% de turba y 25% de suelo y evaluaron el efecto de la humedad y la temperatura 

sobre la degradación de metamitron y cloridazon. Los autores reportaron que una correlación 

positiva entre la actividad fenoloxidasa y la degradación de los plaguicidas fue observada. Por 

otra parte, resultados contrarios han sido reportados por Tortella et al. (2013a) al evaluar la 

degradación de carbendazima  (40 mg/kg) en una biomezcla compuesta por 50% de paja, 25% de 

turba y 25% de suelo la cual fue aplicada sucesivamente cada 30 días en tres oportunidades. 

Estos autores reportaron que aún cuando carbendazima fue degradada eficientemente después de 

las tres aplicaciones y se obtuvieron valores altos de actividad fenoloxidasa, la degradación del 

plaguicida no fue positivamente correlacionada con la producción de estas enzimas, indicando 

que otras enzimas podrían también participar de la degradación de los plaguicidas en la 

biomezcla. En otro estudio realizado por Karanasios et al. (2010a) evaluando la degradación de 

una mezcla de plaguicidas en distintos tipos de biomezcla, reportaron que la degradación de los 

plaguicidas en una biomezcla compuesta por residuos de mazorca de maíz y paja fue alta y 

similar a la obtenida en una biomezcla convencional con paja, turba y suelo, observándose 

también un aumento de la actividad lacasa. 

 

2.6.3   Actividad fosfatasa. La enzima fosfatasa o fosfohidrolasas realizan la mineralización del 

fósforo orgánico del suelo, para aumentar la disponibilidad del fósforo para las plantas. Estas 

enzimas son producidas por hongos y bacterias presentes en la rizósfera (Richardson, 2001). 

Estas enzimas se dividen en dos tipos dependiendo de su pH, en fosfatasa ácida y fosfatasa 
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alcalinas (Obserson et al., 1996; Tabatabai, 1994).   Este proceso es de suma importancia para la 

producción agrícola, ya que permite disminuir el  uso de los fertilizantes y aprovechar el fósforo 

orgánico presente en el suelo (Gyaneshwar et al., 2002). En el estudio del efecto de los 

plaguicidas sobre la actividad microbiana, se ha reportado que el uso de la medición de la 

actividad fosfatasa permite una visualización de la actividad metabólica de los microorganismos  

(Van Dyk y Pletschke, 2011) 

La actividad fosfatasa no ha sido frecuentemente utilizada para evaluar la calidad de la 

biomezcla de un lecho biológico. Sin embargo, en un estudio reciente Tortella et al. (2013b) 

evaluaron el efecto de la aplicación repetida de carbendazima (40 mg/kg) en una biomezcla 

compuesta de suelo (25%), turba (25%) y paja de trigo (50%) sobre la actividad fosfatasa de la 

biomezcla. Los autores reportaron que un efecto negativo fue producido por la aplicación del 

plaguicida sobre la fosfatasa acida y alcalina. Sin embargo, los efectos fueron temporales y la 

actividad retornó a niveles similares a los del control después de 90 días de incubación. 

Resultados similares fueron obtenidos por Tortella et al (2013a) donde la aplicación repetida de 

atrazina a 40 mg/kg en una biomezcla compuesta por paja, turba y suelo, causó un efecto 

negativo sobre la fosfatasa ácida de la biomezcla. Aunque contrariamente, un efecto estimulante 

debido a la presencia del plaguicida fue observado con la fosfatasa alcalina. 

 

2.6.4   Actividad deshidrogenasa. La deshidrogenasa son enzimas oxirreductasas, las cuales 

oxidan compuestos orgánicos por medio de la transferencia de dos átomos de hidrógenos 

(Trevors, 1984). Su actividad es medida a través de la actividad deshidrogenasa, resultado de 

varias actividades de esta enzima en el suelo (Cassida, 1977). Esta puede ser utilizada para 

observar la intensidad de la actividad de los microorganismos en el suelo, ya que esta solo es 

producida por microorganismos vivos y no se acumula en el tiempo (Tabatabai, 1982; Martens et 

al., 1992; Cooper y Warman, 1997). 

Al igual que la enzima fosfatasa, la actividad deshidrogenasa no se ha utilizado como parámetro 

frecuente en evaluaciones microbiológicas de los lechos biológicos. Sin embargo, de acuerdo a 
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lo reportado por Tortella et al. (2013a), se ha observado que la adición de plaguicidas, como 

carbendazima a la biomezcla  ocasiona una reducción de un 30% en su actividad después de 20 

días de la aplicación de carbendazima. Aunque, esta actividad es recuperada a los niveles 

iniciales tras sucesivas aplicaciones del plaguicida, demostrando una posible adaptación de los 

microorganismos a la presencia del plaguicida. Resultados similares fueron obtenidos al aplicar 

sucesivamente atrazina a la biomezcla (Tortella et al. (2013b) 

 

2.6.5 Análisis de poblaciones microbianas. La evaluación de las poblaciones microbianas en el 

suelo, ha sido muy amplio a lo largo de los años. Los análisis de biomasa, respiración y actividad 

enzimática de los microorganismos han aportado un cierto entendimiento de la respuesta de los 

organismos presentes en el suelo debido a perturbaciones como la aplicación de plaguicidas, 

pero aun así no se logra observar detalladamente los cambios en las especies microbianas y 

entender la interacción entre estas comunidades. La mayoría de los microorganismos no pueden 

ser observados en medios de cultivos, ya que una gran cantidad de ellos no son cultivables. Por 

lo tanto, la utilización de herramientas moleculares para observar cambios en las comunidades 

microbiológicas del suelo (Gomez et al., 2006; Ferreira et al., 2009; Wang  et al., 2009)  y de la 

biomezcla de lechos biológicos (Coppola et al., 2011; Marinozzi et al., 2012; Tortella et al., 

2013a; Tortella et al., 2013b) debido a perturbaciones ambientales o antropogénicas ha sido de 

gran utilidad.  

Si bien, la información en relación al efecto de los plaguicidas sobre las poblaciones microbianas 

de la biomezcla de los lechos biológicos es escasa y ha sido solo estudiada en detalle durante los 

últimos 5 años, algunos trabajos incluyendo el uso de herramientas moleculares han sido 

realizados. En este sentido Coppola et al. (2011) realizaron un estudio de la aplicación de 

diferentes fungicidas en una biomezcla compuesta  por compost de residuos orgánicos y paja de 

trigo, y evaluar su efecto sobre las comunidades microbianas. Estos autores reportaron que 

mediante el uso de DGGE fue posible observar una reducción de las comunidades y la diversidad 

de los hongos presentes en la biomezcla debido a la presencia de los fungicidas. Resultados 

similares fueron reportados por Marinozzi et al. (2012). Recientemente, Tortella et al. (2013a, b) 
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evaluaron el efecto de la aplicación de carbendazima y atrazina sobre las comunidades de 

bacterias, hongos y actinobacterias en una biomezcla compuesta por paja de trigo (50%), suelo 

(25%) y turba (25%). Estos autores reportaron que mediante el uso de DGGE fue posible 

observar que las comunidades no fueron afectadas significativamente después de la aplicación de 

tres dosis sucesivas de los plaguicidas.  

Si bien la técnica de DGGE permite observar de la población microbiana y los efectos de los 

plaguicidas en su estructura, esta solo es una técnica semi-cuantitativa. Es por esto que se 

emplean otras técnicas moleculares para cuantificar más detalladamente el efecto que se observa 

a nivel molecular. Una de las técnicas que ha surgido en los últimos años y que posee una alta 

sensibilidad ha sido la reacción de cadena de la polimerasa en tiempo real (Real Time PCR o 

qPCR) (Kabir et al., 2003; Kolb et al., 2003). Esta técnica tiene como base el uso de un 

fluoróforo, el cual por cada copia del fragmento amplificado provoca una luminiscencia, que se 

va acumulando durante los ciclos de amplificación (Raeymaekers, 2000)  

Varios autores han reportado que la técnica de la qPCR ha demostrado una excelente correlación, 

con la degradación de plaguicidas y con otros análisis durante la última década (Evrard et al., 

2010; Nielsen et al., 2011; Sagakar et al., 2012; Knudsen et al., 2013). Sin embargo, no existen 

reportes previos del uso de esta técnica para el estudio de comunidades microbianas en la 

biomezcla de un lecho biológico. 

 

  

 

 

 

 



22 
 

3.   HIPÓTESIS 

La degradación de plaguicidas, así como las actividades biológicas y la diversidad de las 

comunidades microbianas de la biomezcla de un lecho biológico, serán negativamente afectadas 

debido a presencia de oxicloruro de cobre, siendo este efecto proporcional a la cantidad de 

oxicloruro de cobre adicionado. Sin embargo, el efecto negativo será atenuado en el corto plazo 

debido a que los componentes de la biomezcla favorecerán y estimularán el desarrollo de una 

microbiota robusta, permitiendo una rápida degradación de los plaguicidas presentes en la 

biomezcla. 
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4.   OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto de la aplicación de oxicloruro de cobre en distintas concentraciones sobre las 

actividades biológicas y comunidades microbianas de una biomezcla de un lecho biológico. 
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5.         OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

 Evaluar el efecto de la aplicación de oxicloruro de cobre en diferentes concentraciones 

sobre la degradación de atrazina, diazinon y carbendazima en una biomezcla de un lecho 

biológico. 

 Evaluar el efecto de la aplicación de oxicloruro de cobre en diferentes concentraciones 

sobre la diversidad y estructura de comunidades microbianas de una biomezcla de un 

lecho biológico. 

 Evaluar el efecto de la aplicación de oxicloruro de cobre en diferentes concentraciones 

sobre las actividades biológicas de una biomezcla de lechos biológicos. 
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6.   MATERIALES Y METODOS 

6.1   Compuestos químicos 

Para la realización del estudio se utilizaron dos formulaciones de plaguicidas. La primera 

correspondiente a los estándares analíticos, utilizados para la elaboración de curvas de 

calibración y posterior cuantificación de los plaguicidas residuales y una segunda 

correspondiente a las formulaciones comerciales de cada uno de los plaguicidas evaluados, los 

que fueron utilizados para los ensayos biológicos y de degradación de estos en la biomezcla. El 

estándar analítico de atrazina (99% de pureza) fue suministrada por Chem Service (West 

Chester. USA). La formulación comercial de atrazina correspondió a Atranex 50 SC, la que fue 

obtenida de Agan Chemicals Manufactures Ltd. El estándar analítico de carbendazima (99% de 

pureza) fue suministrada por Sigma Aldrich (Chile). La formulación comercial de carbendazima 

correspondió a Itabar 50%, la que fue obtenida de Solchem Ltda., Chile. 

El estándar analítico de diazinon  (99% de pureza) fue suministrada por Sigma Aldrich (Chile). 

La formulación comercial de diazinon correspondió a Simpulquil, la que fue suministrada por 

Drag Oharma (Chile Invetec S.A). La formulación comercial del oxicloruro de cobre utilizado 

para los ensayos de degradación correspondió a Anasac 70 SC, la que fue obtenida por Agricola 

Nacional S.A.C el. (Chile). MBTH (3-metil-2benzotiazolinona hidrazona) y DMAB (3-

(dimetilamino) ácido benzoico, fueron obtenidos de Sigma Aldrich (Chile). 

 

6.2   Preparación del lecho biológico 

Para la preparación de la biomezcla se realizó una mezcla de paja (43% de carbón orgánico), 

suelo y turba comercial (39,6% de carbón orgánico) en una proporción 2:1:1 v/v. El suelo fue 

recolectado (0-20 cm de profundidad) del campo experimental Maquehue de la Universidad de la 

Frontera y sus principales propiedades físico-químicas son presentadas en el Cuadro 1. La paja 

fue fragmentada en pequeños trozos (3 mm) y la turba fue tamizada (3 mm) para obtener 
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partículas pequeñas. Posteriormente, todos los componentes fueron mezclados homogéneamente 

y se almacenaron en un recipiente plástico en una cámara de incubación a 25 ºC y en oscuridad 

por 6 meses. La humedad de la biomezcla fue ajustada a un 50% y mantenida durante el tiempo 

mediante la adición periódica de agua destilada estéril.  

 

Cuadro 1. Principales características físico-químicas del suelo utilizado en el estudio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.3 Ensayo de degradación de plaguicidas en presencia de oxicloruro de cobre. 

 

Para el ensayo de degradación se tomaron 2,0 kg peso seco de la biomezcla previamente 

incubada y traspasada a un recipiente de vidrio de 40 x 20 x 10 cm de alto. Posteriormente, la 

biomezcla fue homogéneamente contaminada mediante un atomizador con una mezcla de 

plaguicidas compuesta por atrazina, carbendazima y diazinon los cuales fueron diluidos en un 

volumen predeterminado de  agua destilada estéril y de acuerdo a su formulación comercial para 

conseguir una concentración final en la biomezcla de 10 mg/kg de cada uno de los plaguicidas.  

Parámetro Valor 

N (mg/kg) 36 

P (mg/kg) 12 

K (mg/kg) 751 

Cu (mg/kg) 1.81 

pH (H2O) 6.1 

Materia Orgánica  (%) 18 

Arena (%) 30.8 

Limo  (%) 41.8 

Arcilla (%) 27.4 
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Posterior a esto la biomezcla fue nuevamente contaminada con oxicloruro de cobre (OxCu, 

formulación comercial) el cual fue diluido en agua destilada estéril y en una concentración 

apropiada para lograr una concentración final en la biomezcla de 10, 100 y 1,000 mg/kg. 

Finalmente, los recipientes con las biomezclas fueron almacenados durante 30 días en una 

cámara de incubación a 20 ± 2 ºC y en oscuridad. La humedad se mantuvo aproximadamente en 

un 50% mediante adiciones periódicas  de agua destilada estéril. Como control se utilizó una 

biomezcla libre de plaguicidas y OxCu, y como blanco se utilizó una biomezcla contaminada 

solo con la mezcla de los plaguicidas. Todos los ensayos fueron realizados en triplicado. Durante 

todo el tiempo de incubación y a intervalos fijos de tiempo (0, 7, 14, 21 y 30 días) fueron 

colectadas muestras de cada uno de los ensayos para la determinación de plaguicida residual y 

actividades biológicas. 

 

6.4   Actividades enzimáticas 

La actividad fosfatasa fue determinada de acuerdo a la metodología de Tabatabai y Bremmer 

(1994). Para esto se extrajo 1 g peso seco de biomezcla homogenizada y se llevó a un matraz 

Erlenmeyer de 100 mL. Se adicionó 1 mL de p-nitrofenil fosfato (PNP) (0.05M) y 4 mL de 

Buffer universal modificado (MUB) (Anexo 1) a pH 5.5. Posterior a esto, los matraces se 

incubaron durante 1 hora en un baño termorregulador a 37 ºC. Luego de la incubación, se detuvo 

la reacción adicionando 1 mL de CaCl2  (0,5 M) y posteriormente filtrando la solución completa 

a través de papel filtro Watman nº2 en un matraz de 100 mL que contenía en su interior 4 mL de 

NaOH (0,5M). Finalmente se homogeniza toda la solución y se filtra nuevamente a través de 

papel filtro Watman nº2. El filtrado final es colectado y analizado mediante un espectrofotómetro 

a 405 nm. Para la realización de la curva estándar se utilizó p-nitrofenol como sustrato en 

concentraciones de 0,05, 0,1, 0,2, 0,4 y 0,6 mg/mL. Los resultados fueron expresados en µg p-

nitrofenol g/h. 

La actividad lignolítica fue evaluada de acuerdo a la metodología propuesta por Castillo et al. 

(1994). Para esto, se tomaron 5 g peso seco de la biomezcla y puestos en un matraz Erlenmeyer 
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de 100 mL. Se adicionó 10 mL de buffer succianato lactato (100 mM a pH 5) (Anexo 2) y se 

incubó durante una hora un agitador orbital (250 r.p.m) a temperatura ambiente. Luego de la 

incubación, la muestra se traspasó a un tubo de teflón de 50 mL y centrifugado a 4,500 r.p.m 

durante 10 minutos. Posterior a esto se tomó el sobrenadante y filtrado a través de una membrana 

de acetato de celulosa (0,45 µm). Para realizar la medición de la actividad fenoloxidasa se utilizó 

una cinética enzimática de una duración de 5 minutos en un espectrofotómetro a 590 nm. La 

mezcla de reacción contenia 30 µL de MnSO4 (20 mM), 100 µL de MBTH (1,4 mM) y 300 µL 

de DMAB (6,6 mM) adicionado en este mismo orden y para iniciar la reacción enzimática, se 

adicionó 10 µL de peroxido de hidrogeno (H2O2, 10 mM). Debido a que no se realizaron 

correcciones debido a la presencia de lignina peroxidasa (LiP) and laccase (Lac), la medición 

realizada puede representar la suma de  manganeso peroxidasa, LiP and laccase (Castillo and 

Torstensson, 2007) y por lo tanto expresadas como actividad fenoloxidasas (U/ kg). 

La actividad deshidrogenasa fue evaluada mediante la metodología propuesta por Casida et al. 

(1977). Para esto, se procedió a extraer 2 g peso seco de la biomezcla y se llevó a tubos de vidrio 

de 30 mL al cual se le adicionó 4 mL de buffer Tris (pH 6) (ver anexo) con 2 mL de 2,3,5-

trifeniltetrasolium cloruro al 1% (TTC) y se dejó incubando durante 24 hrs a 37 ºC en un baño 

termorregulado. Luego de la incubación, se adicionaron 10 mL de metanol y se agitó 

vigorosamente para extraer el producto de la reacción (trifenilformasan, TFF) el cual presenta 

una coloración rosácea. Luego se traspasó toda la solución a un tubo de teflón y se procedió a 

centrifugar a 4,000 r.p.m por 10 minutos a 4 ºC. La concentración de TFF en el sobrenadante fue 

determinado por medio de un espectrofotómetro a 485 nm. Para la realización de la curva 

estándar se utilizó TFF (1% p/v) como sustrato en concentraciones de 0-3,33-6,67-16,7-33,3 

µg/ml. El resultado final fue expresado en µg TFF por g/h. 

La actividad de hidrólisis de la fluoresceína diacetato (FDA) fue evaluada, utilizando la 

metodología descrita por Schnurer y Rosswall (1982). Para esto, se extrajo 1 g peso seco de la 

biomezcla y se llevó a tubos de vidrio de 30 mL al cual se le adicionó 100 µL de solución FDA 

(2 mg/mL)  y 9,9 mL de buffer fosfato (60 mM) (ver anexo). Luego se dejó los tubos incubando 

durante una hora a 37 ºC en un baño termorregulado. Posterior a la incubación se detuvo la 



29 
 

reacción, añadiendo a los tubos 10 mL de acetona grado analítico y agitando vigorosamente. 

Posteriormente la solución contenida en los tubos fue filtrada a través de papel Watman Nº 2 en 

un matraz de 100 mL. El filtrado fue medido mediante un espectrofotómetro a 490 nm y los 

resultados fueron expresados en µg FDA g/ h. 

La actividad β-glucosidasa, fue analizada mediante la metodología propuesta por Eivazi y 

Tabatabai, (1988). Para esto, se extrajo 1 g peso seco de la biomezcla y se llevó a un tubo de 

vidrio de 30 mL al cual se le adicionó 0,25 mL de tolueno, 1 mL de una solución de p-nitrofenil- 

β-o-glucosidasa (25 mg/mL) y 9,9 mL de buffer MUB (pH 6.0). Luego los tubos fueron 

mantenidos en incubación durante una hora a 37 ºC en un baño termorregulado. Posterior a la 

incubación, se adicionó en cada tubo 1 mL de una solución de CaCl2 (0.5 M) y 4 mL de buffer 

Tris (pH 12) y se realizó un filtración de la solución a través de papel Wattman N º2 para luego 

realizar el análisis enzimático por espectrofotometría a 405 nm. Los resultados fueron 

expresados en µg PNF g/ h. 

 

6.5   Extracción de plaguicidas 

Para la determinación de carbendazima y diazinon residual en la biomezcla se tomaron 5 g peso 

seco de la biomezcla de cada uno de los ensayos (en triplicado) y puestos en matraces 

Erlenmeyer de 100 mL a los cuales se adicionó 30 mL de acetonitrilo grado HPLC y sellados 

con un tapón de goma para evitar volatilización del solvente. Posteriormente, los matraces se 

llevaron a un agitador orbital y mantenidos a 350 r.p.m durante 2 horas para ser luego ser 

llevados a un baño de ultrasonido durante 30 minutos. Entonces, la solución resultante fue 

transferida a tubos de teflón de 50 mL y centrifugados a 15,000 r.p.m durante 10 minutos. El 

sobrenadante de las muestras fue filtrado mediante filtro de membrana de politetrafluoroetileno 

(PTFE, Millipore) de 0,2 µm de porosidad y analizado mediante cromatografía líquida (HPLC).  

Para la determinación de atrazina residual en la biomezcla se procedió de la misma manera que 

para la determinación de los otros dos plaguicidas, reemplazando solo el solvente de extracción 

acetonitrilo por metanol grado HPLC. 
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Para el análisis de los plaguicidas se inyectaron las muestras previamente filtradas, en un equipo 

de cromatografía líquida de alta resolución Lachrom Elite Merck Hitachi, equipado con una 

bomba L-2130, inyector Rheodyne 7725 con un loop de 20 µm y un detector de arreglo de diodo 

modelo L-2455. Para la separación se utilizó una columna C18 (Chromolith RP-18e, 5 µm, 4,6 x 

100 mm). Como eluyente A se utilizó acetato de amonio (1 mM) y como eluyente B se utilizó 

acetonitrilo grado HPLC. La tasa de flujo utilizada fue de 1 mL/min, en modo isocrático. La 

temperatura de la columna fue mantenida a 30 ºC y el detector fue ajustado a 222, 249 y 290 nm 

para atrazina, diazinon y carbendazima respectivamente.       

 

6.6   Recuento de microorganismos cultivables 

Para la determinación de microorganismos cultivables en la biomezcla se procedió a extraer 10 

gr. peso seco de la biomezcla, y puesta en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, con 100 mL de 

solución salina de NaCl (0,85% p/v) previamente esterilizada a 121 ºC durante 20 minutos  y 

agitado a 200 r.p.m en un agitador orbital durante 1 hora. Posteriormente los tubos se dejaron 

decantar durante 30 minutos y con el sobrenadante se realizó una dilución seriada de 

concentraciones 10-1, 10-2,  10-3,  10-4,  10-5,  10-6 y 10-7. Para la determinación de hongos se 

tomó 1 mL de la dilución 10-4, la cual fue adicionada a una placa Petri estéril conteniendo agar 

rosa de bengala estreptomicina (Oxoid Ltd, Uk) y mantenida en una estufa de cultivo a 25 ºC 

durante 48 hrs. Para el aislamiento de actinobacterias se utilizó 1 mL de la dilución 10-5  la cual 

fue adicionada a una placa Petri estéril conteniendo agar para aislamiento de actinobacterias 

(Actinomycetes isolation agar, Difco) y mantenida en una estufa de cultivo a 30 ºC durante 72 

hrs. Para el aislamiento de bacteria se utilizo 1 mL de dilución 10-6 y adicionado en una placa 

Petri estéril conteniendo Agar Plate Count (Difco) y mantenida en una estufa de cultivo a 30 ºC 

durante 48 hrs. Todos los medios de cultivo utilizados fueron diluidos de acuerdo a la 

recomendación del fabricante y posteriormente esterilizados en autoclave a 121 ºC durante 20 

min previo a su utilización.    
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6.7   Extracción de ADN 

La extracción de ADN total desde la biomezcla se realizó utilizando un kit de extracción de 

DNA de suelo (Nucleo Spin Soil®, Macherey-Nagel), utilizando entre 400 y 500 mg de la 

biomezcla y siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. El ADN obtenido fue 

cuantificado mediante un espectrofotómetro de microplacas (Epoch, Biotek)  a una longitud de 

260 y 280 nm para confirmar su pureza. 

 

6.8   Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

Para la amplificación de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizó 10 µL de buffer 

“Green GoTaq® Flexi” 5X, 2,5 µL de MgCl2 (25 mM), 1 µL de DNTP’S (10 mM), 1 µL de 

primer forward (10 mM), 1 µL primer reverse (10 mM), 0,25 µL de Taq polimerasa (5U µL, Go 

Taq® Flexi DNA polimerase, Promega Corp), 3 µL de ADN (50 ng µL) y 31,25 µL de agua 

destilada estéril desionizada. Los partidores utilizados para la amplificación de las regiones 

ribosomales de actinobacterias, bacterias y hongos se observan en el Cuadro 2. Todas las PCR, 

fueron realizadas utilizando un termociclador (Multigene, Labnet). 

El programa de PCR en la identificación de los hongos fue realizada con una denaturación inicial 

de 8 minutos a 94 ºC, seguida de 35 ciclos de una denaturación de 30 segundos a 94 ºC, una 

hibridación de 30 segundos a 58 ºC y una extensión de 1 minuto a 72 ºC, para finalizar con una 

extensión de 5 minutos a 72 ºC. Para el programa de reacción de PCR en la identificación de 

bacterias fue realizada con una denaturación inicial de 8 minutos a 94 ºC, seguida de 32 ciclos de 

una denaturación de 30 segundos a 94 ºC, una hibridación de 30 segundos a 58 ºC y una 

extensión de 1 minuto a 72 ºC, para finalizar con una extensión de 5 minutos a 72 ºC. El 

programa de la reacción de PCR en la identificación de actinobacerias se realizó una primera 

amplificación con los partidores F243 y R1378 con una denaturación inicial de 95 ºC por 5 

minutos, seguido de 35 ciclos de una denaturación de 95 ºC por 30 segundos, una hibridación a 

60 ºC por 30 segundos y una extensión de 72 ºC por 90 segundos, para finalizar con una 
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extensión a 72 ºC por 10 minutos. El producto de PCR fue purificado con el kit Cycle Pure Kit 

(Omega Bio-Teck) antes de realizar la segunda amplificación con los partidores F341-GC y 

R534 utilizando el programa de reacción de PCR de bacterias anteriormente descrito. 

La visualización de los productos de PCR se realizó en un gel de agarosa al 1% teñido con Gel 

red 6X (Invitrogen) con un volumen de 10 µL de muestra y se llevó a una cámara de 

electroforesis horizontal a  90 volts  durante 40 minutos, para posteriormente ser visualizado en 

un transluminador UV. 

 

Cuadro 2. Partidores utilizados para la reacción de PCR, en la amplificación de las regiones 

variables de ADN ribosomal de actinobacterias, bacterias y hongos. 

Primers   Secuencia Blanco Región Referencia 

ITS 3-GC 

1 
(GC) ATCGATGAAGAACGCAGC Hongos 5,8 S 

(White et 

al., 1990) 

ITS 4 TCCTCCGCTTATTGATATGC Hongos 5,8 S 
(White et 

al., 1990) 

F341-GC 

2 
(GC) CCTACGGGAGGCAGCAG Bacterias 16 S 

(Muyzer 

et al., 

1993) 

R534 ATTACCGCGGCTGCTGG Bacterias 16 S 

(Muyzer 

et al., 

1993) 

F243 GGATGAGCCCGCGGCCTA Actinomicetos 16 S 
(Heuer et 

al., 1997) 

R1378 CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAAC Actinomicetos 16 S 
(Heuer et 

al., 1997) 

GC 1 CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCCCC       

GC 2 CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG       
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6.9   Electroforesis en Gel de Gradiente denaturante (DGGE) 

Para el estudio de las comunidades microbianas se utilizaron los productos de PCR resultantes de 

actinobacterias, bacterias y hongos los cuales fueron analizados mediante DGGE utilizando un 

gel de poliacrilamida (Anexo 3) con gradiente lineal denaturante urea-formamida 20% y 50% 

para actinobacteria, un  gradiente de 30% y 60% de para hongos y un gradiente de 40% y 70% 

de para bacterias. Los productos de PCR (20 µL) fueron cargados en el gel de poliacrilamida y se 

realizó la electroforesis a 80 volts a una temperatura de 60 ºC por 17 horas. 

Para la visualización del gel, se utilizó una solución de nitrato de plata de acuerdo a la 

metodología propuesta por Sanguinetti et al. (1994). Para realizar el revelado, se traspasó el gel a 

una fuente de vidrio o acero inoxidable conteniendo 200 mL de una solución de Cains 1 X , 

preparada a partir de 20 mL de una solución 8X (10 mL CH2H4O2 y 390 mL Etanol 95%) 

aforando a 200 mL  con H2O desionizada y se agitó durante 10 minutos. Luego se traslado el gel 

a otra fuente conteniendo 200 mL de Cains 1 X y 4 mg de nitrato de plata (Merck) y se mantuvo 

en agitación constante durante 10 minutos. Posteriormente se realizó un lavado con agua 

destilada deshionisada y trasladada a otra fuente con una solución reveladora (250 mL de NaCl 

1,5% con 600 µL de formaldehido y 10 mg de NaBH4) y se agitó a una agitación constante hasta 

obtener una completa visualización de las bandas. Finalmente se traslado a otra fuente para 

detener la reacción utilizando solución de 200 mL de Cains 1X. Para la visualización del gel de 

poliacrilamida se utilizó un transluminador de luz blanca.  

El análisis de agrupamiento jerárquico (dendograma) de los perfiles de bandas obtenidos desde la 

técnica de DGGE, se realizó mediante el software Phoretix 1D (Nonlinear Dynamics, Durham, 

USA). La similitud en los perfiles de las bandas se calculó sobre la base del coeficiente de 

correlación de Pearson en base al UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic 

Mean) algoritmo de agrupamiento. Sobre la base de la matriz obtenida a partir del análisis 

Phoretix 1D, los cambios en la presencia (o ausencia) y la abundancia de grupos bacterianos se 

analizaron mediante escalamiento multidimensional no paramétrico (nMDS) usando el programa 
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PRIMER-v6 (http://www.primer-e.com/demo/demo.htm) con índice de similitud de Bray-Curtis 

según lo descrito por Yang et al. (2003). 

 

6.10   Reacción de Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real  (PCR-Tiempo Real o qPCR)   

Para la cuantificación de las comunidades microbianas se procedió a utilizar la técnica de la 

qPCR. Para esto se utilizó el ADN previamente obtenido 6.7. Para la reacción de qPCR se utilizó 

4 µL del buffer (HOT FIRE Pol® EvaGreen® qPCR Mix Plus, Solis BioDyne Data Sheet), 0,6 

µL del primer forward (10 µM), 0,6 µL del primer reverse (10 µM), 5 µL de ADN (0,5 ng/ µL) y 

10,4 µL de agua estéril desionizada. Los partidores utilizados para la amplificación de las 

regiones ribosomales de actinobacterias, bacterias y hongos se observan en el Cuadro 3. La 

reacción de qPCR, fue llevada a cabo en un termociclador (Aplied Biosystems, Step One Plus 

Real-Time PCRT System). 

El programa para la reacción de qPCR fue realizada con una denaturación inicial de 15 minutos a 

95 ºC, seguida de 40 ciclos con una denaturación de 15 segundos a 95 ºC, una hibridación de 20 

segundos según la temperatura de los cebadores (Cuadro 3) y una extensión de 20 segundos a 72 

ºC. El programa se llevo de acuerdo según las especificaciones de la enzima de la polimerasa.  

La cuantificación de los productos de PCR, fue realizado mediante el programa “Step One 

Software. V2.2.2” utilizando una curva de cuantificación estándar con un microorganismo 

conocido. El análisis se realizó en base a la cuantificación de la cantidad de ADN acumulado y el 

número del umbral de ciclo (CT) durante la fase exponencial de la amplificación de los genes, 

donde finalmente se cuantifica utilizando la curva estándar. Los resultados fueron expresados en 

número de copias de la región ribosomal.  
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Cuadro 3. Partidores utilizados para la reacción de qPCR, en la amplificación de las regiones 

variables de ADN ribosomal de actinobacterias, bacterias y hongos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer Secuencia Hibridación Blanco Región Referencia 

Eub338 ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 63°C Bacterias 16 S 
(Muyzer et 

al., 1993) 

Eub518 ATTACCGCGGCTGCTGG 63°C Bacterias 16 S 
(Muyzer et 

al., 1993) 

Actino235 CGCGGCCTATCAGCTTGTTG 60°C Actinomicetos 16 S 
(Fierer et 

al., 2005) 

FR1 AICCATTCATCGGTAIT 58°C Hongos 16 S 

(Vainio y 

Hantula 

1999) 

FF390 CGATAACGAACGAGACCT 58°C Hongos 16 S 

(Vainio y 

Hantula 

1999) 
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7.   RESULTADOS Y DISCUCIÓN 

 

7.1    Degradación de plaguicidas en la biomezcla 

La disipación de carbendazima, atrazina y diazinon en la biomezcla en presencia de diferentes 

concentraciones de OxCu fueron evaluados durante 30 días y los resultados obtenidos se 

muestran en la Figura 4. Después de 30 días de incubación de la biomezcla la se observó que la 

disipación de atrazina fue eficiente en todas las concentraciones de OxCu evaluadas comparadas 

al control, obteniéndose valores de disipación mayores al 90% (Figura. 5a). Sin embargo, cuando 

la biomezcla fue contaminada con una elevada dosis de OxCu (1,000 mg/kg) un decrecimiento 

en la eficiencia de disipación de atrazina fue observado. Esto se ve reflejado en la vida media 

(t1/2) de atrazina la cual aumenta en el tratamiento con 1000 mg/kg (7,7 días) comparado al 

control y los tratamientos con 10 y 100 mg/kg de OxCu los cuales obtuvieron una t1/2 de 

aproximadamente 5 días.  Resultados similares fueron obtenidos en la disipación de 

carbendazima como se muestra en la Figura 4b, donde una menor disipación de carbendazima 

(92%) en relación al control fue observada. Sin embargo, la disipación de este plaguicida en la 

biomezcla fue más sensible a la presencia de OxCu, dado que con todas las dosis evaluadas se 

observó un decrecimiento en la eficiencia de disipación en relación al control. Como se observa 

en la Fig. 4b, la  t1/2 obtenida aumentó con respecto al control (4,6 días), obteniéndose valores de 

5,3, 6.3 y 7.7 días para las biomezclas contaminadas con 10, 100 y 1,000 mg/kg de OxCu 

respectivamente. Finalmente los resultado obtenidos en la disipación de diazinon en la biomezcla 

se muestra en la Figura 12c, donde se observó una menor disipación del plaguicida (91%) con 

respecto al control (99%) después de 30 días de evaluación. Como se observa en la Figura 4c, se 

produjo un aumento en la t1/2, con respecto al control (4,4 días)  obteniéndose valores de t1/2 de  

5,5, 7,2, y 7,6 días para las biomezclas contaminadas con 10, 100 y 1,000 mg/kg de OxCu 

respectivamente. 

Si bien a la fecha no han sido reportados estudios del efecto de OxCu sobre la degradación de 

plaguicidas en biomezclas de lechos biológicos, algunos resultados similares a los obtenidos en 
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este estudio han sido reportados para suelo. En este contexto resultados reportados por Dewey et 

al. (2012) al evaluar el efecto de sulfato de cobre sobre tasa de degradación de atrazina e 

indoxacarb en un suelo, mostraron que una diferencia significativa en la degradación de atrazina 

con altas concentraciones de cobre 500 y 1000 mg/kg con respecto al control fue encontrada, 

mientras que el indoxacarb no presentó cambios significativos en su degradación con las 

diferentes concentraciones de sulfato de cobre evaluadas. En otro estudio Liu et al. (2007) 

investigaron el efecto de cobre sobre la degradación de dos plaguicidas piretroides, cipermetrin y 

cialotrin en suelo. Estos autores reportaron que la presencia de cobre a una concentración de 10 

mg/kg incremento la vida media de los plaguicidas. En el presente estudio la presencia de cobre 

en la biomezcla también mostró crear un incremento en la vida media de los tres plaguicidas 

evaluados. Sin embargo, a diferencia de lo reportado para suelo, la biomezcla mostró ser mucho 

más resistente a la presencia del OxCu, mostrando un incremento en la vida media de los 

plaguicidas solo con concentraciones mayores a 100 mg/kg.    

 



38 
 

 

Figura 4: Disipación de los plaguicidas en la biomezcla de lechos biológicos en presencia de 

OxCu a concentraciones de 10, 100 y 1,000 mg/kg (a) atrazina (b) carbendazima (c) diazinon. 
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7.2   Actividades biológicas 

 

7.2.1   Hidrólisis de la fluoresceína diacetato (FDA). Los resultados obtenidos para la FDA se 

pueden observar en la Figura 5. Como se aprecia en la Figura 5, un efecto negativo sobre la FDA 

con respecto al control se puede apreciar inmediatamente después de la aplicación de OxCu en 

concentraciones de 100 y 1,000 mg/kg. Además este efecto negativo sobre la actividad 

enzimática se ve fuertemente incrementado cuando ambos contaminantes, OxCu y los 

plaguicidas se encuentran presentes en la biomezcla. En este sentido una fuerte reducción de la 

FDA en relación al control fue observada cuando la biomezcla fue contaminada con la mezcla de 

plaguicidas y 1,000 mg/kg de OxCu. Sin embargo, a pesar del efecto negativo causado por 

ambos contaminantes, los valores de FDA fueron recuperados a partir del día 7 después de la 

aplicación de los plaguicidas. Resultados similares a los obtenidos en este estudio han sido 

reportados por Tortella et al. (2013a) al estudiar la aplicación  de carbendazima sobre una 

biomezcla compuesta por paja, turba y suelo y evaluar su efecto en la actividad biológica. Estos 

autores reportaron que aplicaciones sucesivas de carbendazima a 40 mg/kg causó efectos 

negativos en la actividad FDA después de las dos primeras aplicaciones. Sin embargo, después 

de la tercera aplicación los valores de FDA fueron similares a los del control. Estudios realizados 

en biomezclas basadas en compost han mostrado una tendencia distinta. Karanasios et al. 

(2010a) estudiaron la aplicación de una mezcla de plaguicidas (azoxistrobina, buprofezina, 

clorpirifos, dimeoato, iprodione, metalalxil y metribuzina) en distintas biomezclas con diferentes 

sustratos lignocelulósicos (cáscaras de naranja, cultivos de girasol, cultivos de maíz, hojas de 

olivo, mazorcas de maíz, paja, residuos para hongos comestibles y tallos de uva). Estos autores 

reportaron un aumento inicial en la FDA debido a la presencia de los plaguicidas. Sin embargo, 

la actividad mostró un descenso después de 28 días de aplicados los plaguicidas. En otro trabajo, 

Urrutia et al. (2013) evaluaron el del reemplazo de la paja de trigo por otros substratos 

lignocelulósicos (cascarilla de cebada, aserrín de pino y cascarilla de avena) y efecto en la 

degradación de plaguicidas y actividades biológicas de la biomezclas. Estos autores reportaron 

que la actividad FDA fue alta comparadas al control en todas las biomezclas evaluadas, no 

siendo afectada por la presencia de los plaguicidas. A diferencia de otros estudios, los ensayos 
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realizados mostraron un fuerte descenso de la FDA inmediatamente después de la aplicación de 

los plaguicidas y OxCu. Sin embargo, la biomezcla mostró una gran capacidad de resiliencia, 

demostrando que ésta actividad no es inhibida por la presencia de OxCu en altas dosis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Efecto de las diferentes concentraciones de OxCu y mezcla de plaguicidas, sobre la 

actividad fluoresceína diacetato de la biomezcladespués de 30 días de incubación. 

 

7.2.2   Actividad lignolíticas. La actividad lignolítica, fue evaluada a través de la actividad 

fenoloxidasa y los resultados obtenidos se presentan en la Figura 6. Como se aprecia en la Figura 

6, la mezcla de plaguicidas o la aplicación solamente de OxCu a la biomezcla no afectaron la 

actividad lignolítica de ésta. En este sentido, la actividad fenoloxidasa muestra un decrecimiento 

significativo con respecto al control en los tratamientos con altas dosis de OxCu (100 y 1,000 
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mg/kg) y en presencia de los plaguicidas. Sin embargo, la actividad es recuperada después de 7 

días de aplicado los plaguicidas a la biomezcla. Si bien no se han realizado estudios sobre el 

efecto de OxCu en la actividad ligninolíticas en suelo o en biomezclas de lechos biológicos, 

resultados reportados por Tortella et al. (2013b) mostraron resultados similares a los encontrados 

en este estudio donde la aplicación sucesiva de atrazina (40 mg/kg) sobre una biomezcla 

tradicional causó un decrecimiento en la actividad fenoloxidasa después de la aplicación del 

plaguicida. Sin embargo la actividad fenoloxidasa fue recuperada y valores superiores a los del 

control  fueron observados  después de 90 días de incubación. Un efecto similar fue reportado 

por Karanasios et al. (2010a) donde se observó que la actividad lacasa de una biomezcla 

compuesta por distintos substratos lignocelulósicos fue incrementada por la presencia de una 

mezcla de plaguicidas 

 

Figura 6: Efecto de las diferentes concentraciones de OxCu y mezcla de plaguicidas, sobre la 

actividad fenoloxidasa de la biomezcla durante 30 días de incubación. 
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7.2.3   Actividad fosfatasa. Los resultados obtenidos de la evaluación de la fosfatasa ácida 

(Figura 7) muestran un efecto inhibitorio inmediato cuando la biomezcla fue contaminada solo 

con una alta dosis de OxCu (1,000 mg/kg) y sin presencia de los plaguicidas y cuando ambos 

compuestos, es decir OxCu en todas las concentraciones evaluadas y los tres plaguicidas están 

presentes en la biomezcla. Sin embargo, este efecto negativo observado y al igual que en las 

demás actividades enzimáticas evaluadas fue recuperada después de 90 días de incubación.   

A la fecha no se han reportado estudios acerca del efecto del Cu sobre las propiedades biológicas 

de la biomezcla de lechos biológicos. Sin embargo, Wyszkowska et al. (2006) han reportado que 

concentraciones de Cu (50 y 450 mg/kg) mostraron una fuerte reducción de la actividad fosfatasa 

ácida del suelo, especialmente con 450 mg/kg donde no se observó una recuperación de la 

actividad durante el tiempo de duración del ensayo. En este mismo contexto Wyszkowska et al. 

(2005) evaluó el efecto de diferentes concentraciones de cobre (20, 40, 60, 80, 100, 120 y 140 

mg/kg) en un suelo con paja de tritricale. Estos autores reportaron un efecto inhibitorio de la 

actividad de la fosfatasa acida en presencia de cobre sobre los 60 mg/kg en suelo sin paja, 

mientras que los efectos negativos causados por el cobre fueron atenuados en el suelo 

enmendado con paja de tritricale. Los resultados encontrados por Wyszkowska et al. (2005) 

podrían explicar en parte lo encontrado en este estudio, donde la biomezcla al contener un 

componente lignocelulósico favorecería la actividad microbiológica o serviría como un substrato 

atenuante a las condiciones tóxicas presentadas por el cobre.    
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Figura 7: Efecto de las diferentes concentraciones de OxCu y mezcla de plaguicidas, sobre la 

actividad fosfatasa ácida de la biomezcla durante 30 días de incubación. 

 

7.2.4   Actividad β-glucosidasa. Los resultados obtenidos en la actividad β-glucosidasa (Figura 

8) mostraron que esta actividad enzimática fue muy estable en el tiempo y no se observaron 

diferencias significativas en la mayoría de los tratamientos con respecto al control, Sin embargo, 

un claro efecto inhibitorio fue observado en la biomezcla que fue contaminada con los tres 

plaguicidas y 1,000 mg/kg de OxCu, aunque este efecto fue solo temporal y la actividad fue 

recuperada completamente después de 30 días de incubación, donde claramente se puede asociar 

esta recuperación con un descenso en la concentración de los plaguicidas de la biomezcla.  

A la fecha no existen reportes en relación a la determinación de actividad β-glucosidasa en 

biomezcla de lechos biológicos. Sin embargo, se ha reportado que en el suelo la aplicación de 

bromuro de metilo y cloropicrina causó un decrecimiento de esta actividad en el tiempo, sin que 

existience una recuperación de esta actividad (Klose y Ajwa 2004). Resultados similares fueron 
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reportados por Bishnu et al. (2008), quien encontró que la aplicación de una mezcla de 

plaguicidas (etion, clorpirifo y restos de endosulfan) causó una disminución importante de la 

actividad β-glucosidasa, indicando que al endosulfan fue el principal responsable de la 

disminución de la actividad enzimática. Los resultados obtenidos de la actividad β-glucosidasa 

en este estudio demuestran la robustez de la biomezclas, en la cual solo se ve afectada levemente 

por la mezcla de plaguicidas con diferentes concentraciones de OxCu y una rápida recuperación 

de la actividad en el tiempo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Efecto de las diferentes concentraciones de oxicloruro de cobre y mezcla de 

plaguicidas, sobre la actividad β-glucosidasa a través del tiempo. 

 

7.2.5   Actividad deshidrogenasa. Los resultados encontrados para la actividad deshidrogenasa, 

los cuales se  observan en la Figura 9, claramente muestran que esta actividad enzimática, tuvo 

un comportamiento similar a la  FDA y la fosfatasa ácida, mostrando una clara inhibición en la 
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biomezcla contaminada solo con 1,000 mg/kg de OxCu y en todas las biomezclas con 

plaguicidas y las tres concentraciones de OxCu. Los resultados claramente demuestran que la 

actividad deshidrogenasa se ve afectada en la biomezcla con altas dosis de OxCu y que este 

efecto se ve incrementado cuando este compuesto es adicionado en conjunto con plaguicidas a la 

biomezcla. Además, al igual que las otras actividades enzimáticas evaluadas, la actividad 

deshidrogenasa se recuperó después de 30 días de incubación, retornando a valores similares a 

los del control. 

Si bien, a la fecha escasa información es posible encontrar en relación a estudios con cobre en la 

biomezcla de lechos biológicos, se ha reportado que la actividad deshidrogenasa es bastante 

sensible a la presencia de plaguicidas en la biomezcla. En este contexto, Tortella et al. (2013a, b)  

reportaron que la aplicación de atrazina o carbendazima en 3 aplicaciones sucesivas durante 90 

días, causaron un efecto negativo en la actividad deshidrogenasa durante los primeros 20 días 

después de la aplicación de los plaguicidas, para luego retomar valores similares al control. Los 

resultados obtenidos en este estudio muestran que la aplicación de la mezcla de plaguicidas no 

afectó a la actividad deshidrogenasa en la biomezcla, sin embargo en comparación a los 

resultados reportados por Tortella et al (2013a, b) ésta diferencia podría estar dada por las 

distintas concentraciones de plaguicida utilizado. Por otro lado el OxCu solo en una dosis de 

1,000 mg/kg afecta la actividad de la deshidrogenasa, mientras que la combinación de los 

plaguicidas con OxCu en sus diferentes concentraciones, produce un efecto decreciente mayor. 

Sin embargo, los efectos negativos producidos en la actividad deshidrogenasa rápidamente 

comienzan a recuperarse a partir del día 14, mientras que en estudios realizados en suelo 

(Wyszkowska et al., 2006) no solo se observa una actividad deshidrogenasa alterada, sino que 

además no logra recuperarse después del tiempo como lo permite la biomezcla de los lechos 

biológicos. 
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Figura 9: Efecto de las diferentes concentraciones de OxCu y mezcla de plaguicidas, sobre la 

actividad deshidrogenasa de la biomezcla durante 30 días de incubación. 

 

7.2   Recuento de microorganismos cultivables 

El recuento de las unidades formadoras de colonias (UFC) de actinobacterias, bacterias y 

hongos, se puede observar en las Figuras 10, 11 y 12. La UFC obtuvo valores similares durante 

los 30 días desde la aplicación de los plaguicidas respecto al control. En los tratamientos 

evaluados, solo a los cuales se aplicó una mezcla de plaguicidas (atrazina, carbendazima y 

diazinon) y oxicloruro de cobre en una concentración de 100 y 1,000 mg/kg, se observó un 

efecto negativo en el crecimiento de bacterias, hongos, y actinobacterias. Sin embargo, una 

recuperación de todos los microorganismos evaluados fue observado después de 30 días de 
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incubación de la biomezcla. En los tratamientos donde solo se aplicó oxicloruro de cobre o solo 

plaguicidas no mostraron diferencias respecto al control. 

Resultados similares fueron reportados por Tortella et al. (2013a,b) donde aplicaciones sucesivas 

de carbendazima y atrazina  causan efectos negativos transitorios sobre los hongos, 

actinobacterias y bacterias cultivables de la biomezcla. En otro estudio realizado por Coppola et 

al. (2011), los resultados mostraron que la aplicación sucesiva de una mezcla de fungicidas no 

causó un efecto sobre las UFC de bacteria en una biomezcla a base de compost. Sin embargo, 

una notoria alteración negativa del número de hongos cultivables fue observada.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Efecto de la aplicación de OxCu y mezcla de plaguicidas en el tiempo, sobre el 

número de actinobacerias cultivables. 
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Figura 11: Efecto de la aplicación del OxCu y mezcla de plaguicidas en el tiempo, sobre el número de 

bacterias cultivables. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Efecto de la aplicación de OxCu y mezcla de plaguicidas en el tiempo, sobre el 

número de hongos cultivables. 
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7.3   Análisis de las comunidades microbianas mediante técnicas moleculares  

 

7.3.1   Análisis de la electroforesis de gel en gradiente denaturante (DGGE). El análisis de 

dendograma y el nMDS describen el efecto de la aplicación de plaguicidas y OxCu a dosis de 10, 

100, 1,000 mg/kg sobre la estructura de la diversidad microbiana (ribotipos 16S rDNA y ITS 

genes) presente en la biomezcla a los 0, 14, y 28 días desde su aplicación (Figura 15). Los 

resultados revelaron una intensa similitud entre las  bandas de DGGE en todas las muestras 

analizadas, independiente del tratamiento, dosis y tiempo de aplicación, lo que indica la 

presencia de un gran número de ribotipos igualmente abundantes en los sistemas de la 

biomezcla.  El nMDS análisis reveló una gran similitud entre las muestras de actinobacterias y 

solo pequeñas diferencias en las muestras Ct-0, TrB-0, TrC-0, Tr3-28, TrC-28,  que agrupan 

aparte de todas las otras muestras (Figura 15a). La estructura de la comunidad de actinobacterias 

no fue afectada por la dosis de OxCu ni el tiempo transcurrido desde su aplicación, según lo 

observado en el dendrograma con una similitud mayor del un 95% entre las muestras tratadas y 

no tratadas. Resultados similares han sido reportados en el estudio de Tortella et al. (2013b) en 

comunidades de actinobacterias presentes en una biomezcla bajo aplicaciones consecutivas de 

atrazina, no observándose diferencias significativas entre el ensayo con atrazina y el control.  

El análisis nMDS de las comunidades bacterianas reveló la existencia de un gran grupo. Sin 

embargo, el ensayo con mezcla de plaguicida y OxCu 1,000 mg/kg (TrC) a los 0, 14 y 28 días 

(TrC-0, TrC-14, TrC-28), mostraron diferencias con respecto al total de las muestras, 

describiendo que la aplicación de dosis altas de OxCu podrían afectar las comunidades 

microbiológicas, independiente el tiempo transcurrido desde su aplicación.  

Este efecto podría ser explicado por el estudio de Dell’Amico et al. (2008) en el cual se evaluó el 

efecto del cobre sobre las poblaciones microbianas de un suelo. Se observó que a 

concentraciones más altas de cobre en el suelo (315 mg/kg), más modificaciones ocurren en la 

población bacteriana, donde solo las bacterias más resistentes a metales pesados son los que 

permanecen (Pseudomonas sp. y Basillus sp.). También se corrobora con el estudio de Wakelin 



50 
 

et al. (2010) el cual realizó un estudio del efecto de un gradiente de cobre sobre la comunidad 

bacteriana de un suelo, obteniendo resultados similares en el cambio de la comunidad bacteriana. 

Dos grandes grupos fueron observados en la estructura de las comunidades bacterianas, según el 

análisis de dendograma (Figura 15b). Un grupo está formado por los controles, ensayos con 

oxicloruro de cobre  y  ensayos con mezcla de plaguicidas y oxicloruro de cobre (Ct, Ct1, Tr1, 

Tr2, Tr3, TrA, TrB y TrC) en el día 0 con una similitud de un 95% y el segundo a los controles y 

tratamientos antes mencionados a los 14 y 24 días desde su aplicación con una similitud de 85% 

(Figura 15b). Este resultado sugiere que hubo cambios en las comunidades bacterianas bajo los 

tratamientos en los días posteriores a la aplicación (14 y 28 días). Sin embargo, los cambios no 

se relacionaron con la aplicación de los tratamientos, observándose muestras tratadas y no 

tratadas agrupadas en función al tiempo de aplicación. Según los resultados reportados por 

Tortella et al. (2013a) en el cual se observó un cambio entre el control y el tratamiento con 

atrazina, en el cual la similitud bajo de un 90% a un 80% al día 40 del análisis. El cambio 

observado por las comunidades bacterianas a través del tiempo, no es producido por los 

diferentes tratamientos, sino por los cambios propios de la biomezcla. 

Finalmente, los resultados observados indican que las comunidades de hongos presentes en la 

biomezcla son afectados tempranamente por la aplicación de la mezcla de plaguicida con las 

diferentes concentraciones de oxicloruro de cobre. La Figura 15c, muestra las diferencias en las 

estructura de la comunidad fúngicas con una similitud de 85%. Así también el nMDS análisis 

muestra dos grupos asociados al tiempo de aplicación y no al tratamiento. Resultados similares 

fueron reportados por Tortella et al. (2013b) observaron el efecto de la constate aplicación de 

atrazina en las comunidades microbianas de una biomezcla. Los cambios producidos en la 

comunidad fúngica, fue debido a los tiempos de  aplicación y no al tratamiento. Al igual que otro 

de sus trabajado Tortella et al. (2013a) en un estudio similar, cambiando la atrazina por 

carbendazima, en la que se produjo una variación en la población fúngica, pero posteriormente 

recuperó al final del ensayo.  
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Figura 13: Cluster y escalamiento multidimensional no paramétrico (nMDS) el análisis de los perfiles 

de DGGE (a) actinobacterias, (b) bacterias, (c) hongos. Los carriles de la biomezcla contraminada con 

oxicloruro de cobre, mezcla de plaguicidas con oxicloruro de cobre y el control, se denotan como Tr1 a 

Tr3, TrA a TrC y CTr respectivamente. La numeración 0, 14 y 28 indican los días de muestreo. 
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7.3.2   Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR). Las Figuras 14, 15 y 16, 

muestran la cantidad estimada del número de copias de la región 16S de los diferentes 

microorganismos analizados.  

El grupo de actinobacterias (Figura 14) analizados mostraron un leve aumento en los 

tratamientos con OxCu a 1,000 mg/kg y la  mezcla de plaguicidas con diferentes concentraciones 

de OxCu 10, 100 y 1,000 mg/kg en el inicio del tratamiento. Al día 7 de la evaluación, se 

observo un aumento del número de copias en todos los tratamientos, pero significativamente 

mayor en el tratamiento solo con la mezcla de plaguicidas y los tratamientos con las diferentes 

concentraciones con oxicloruro de cobre. Al final del ensayo, los tratamientos disminuyeron la 

cantidad de copias, con excepción de los tratamientos con la mezcla de plaguicidas y con 

oxicloruro de cobre 100 y 1,000 mg/kg.  

El grupo de bacterias (Figura 15) presentó un aumento en la cantidad de las copias con los 

tratamientos con mezcla de plaguicidas y con los tratamientos con oxicloruro de cobre 100 y 

1,000 mg/kg, mientras que el tratamiento con oxicloruro de cobre de 1,000 mg/kg y el 

tratamiento con la misma concentración del fungicida pero con la mezcla de plaguicidas, 

obtuvieron valores inferiores al control durante el día 7 de evaluación. Al final de la evaluación 

se pudo observar un aumento en la cantidad de números de copias en todo los ensayos respecto 

al control, con excepción del ensayo con mezcla de plaguicidas que retomo valores similares al 

control.  

El grupo de hongos (Figura 16) presento un aumento en el número de copias en los ensayos con 

las diferentes concentraciones de oxicloruro de cobre 10, 100 y 1,000 mg/kg, mientras que los 

ensayos con las mismas concentraciones del fungicida y con mezcla de plaguicidas, 

disminuyeron de forma proporcional, en comparación con el control en el día 7. El día 30 se 

pudo observar valores similares al control en todo los ensayos, con excepción a los que se aplico 

oxicloruro de cobre 10, 100 y 1,000 mg/kg y el ensayo con mezcla de plaguicida con 10 mg/kg 

de oxicloruro de cobre, los cuales mantenían un número de copias mayor en comparación al 

control. 



53 
 

0

5

10

15

20

25

30

35

C
on

tro
l [

C
]

Pla
gu

ic
id

as
 [P

L]

C
 +

 O
xi

 1
0

C
 +

 O
xi

 1
00

C
 +

 O
xi

 1
00

0

C
 +

 P
L+ O

xi
 1

0

C
 +

 P
L +

 O
xi

 1
00

C
+ P

L +
 O

xi
 1

00
0

Tratamientos

N
º 

c
o

p
ia

s 
d

e
 A

c
ti

n
o

b
a
c
te

ri
a
s 

1
6

S
 r

D
N

A
 

(1
0

 6
/ 

g
 s

u
e
lo

)

Dia 0

Dia 7

Dia 30

Resultados similares se han reportado en la evaluación del efecto de plaguicidas en los 

microorganismos. En este contexto, Laurent et al. (2003) evaluó el efecto de la atrazina sobre la 

expresión de las regiones ribosomales de bacterias (16S) y hongos (18S) de un suelo. Los autores 

reportaron un aumento temporal del grupo de bacterias, para luego retomar valores similares al 

control. En contraste con este resultado, los hongos tuvieron una disminución de su número en 

comparación al control. Quian et al. (2007) evaluó el efecto de validamicin en los 

microorganismos de un suelo. El análisis de las regiones ribosomales de bacterias (16S y hongos 

(18S), permitió observar un aumento en la cantidad del número de copias de las regiones 

ribosomales en los ensayos con altas concentraciones del plaguicida, tanto de bacterias como de 

hongos en el día 7. Finalmente, los ensayos retomaron valores similares al control, pero 

solamente en el grupo de bacterias, mientras que las concentraciones más altas de validamicin 

tuvieron un efecto positivo en el grupo de hongos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Número de copias por gramos de suelo de la región ribosomal 16S rADN de 

actinobacterias de la biomezcla en presencia de OxCu y mezcla de plaguicidas durante 30 días 

mediante qPCR. 
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Figura 15: Número de copias por gramos de suelo de la región ribosomal 16S rADN de 

bacterias de la biomezcla en presencia de OxCu y mezcla de plaguicidas durante 30 días 

mediante qPCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Número de copias por gramos de suelo de la región ribosomal 16S rADN de 

actinobacterias de la biomezcla en presencia de OxCu y mezcla de plaguicidas durante 30 días 

mediante qPCR. 
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8.   CONCLUCIONES 

 

La disipación de los plaguicidas en la biomezcla del lecho biológico fue eficiente en presencia de 

oxicloruro de cobre. Sin embargo, un leve efecto de retardo en la disipación de estos se puede 

observar cuando se utilizan concentraciones altas de oxicloruro de cobre, lo que se ve reflejado 

en un aumento de la vida media de los plaguicidas evaluados. Por lo tanto es recomendable 

mantener concentraciones menores a 1000 mg/kg en la biomezcla cuando se desee lograr una 

rápida disipación de los plaguicidas en el lecho.  

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir que después de la aplicación de 

oxicloruro de cobre a la biomezcla, las actividades biológicas en general se ven afectadas 

negativamente pero solo por periodos cortos de tiempo y en presencia de altas concentraciones 

del compuesto. 

El número de organismos cultivables en la biomezcla no mostró ser afectado significativamente 

después de la aplicación de oxicloruro de cobre en ninguna de las concentraciones evaluadas, 

situación que fue confirmada por estudios de DGGE que mostraron que solo pequeños cambios 

ocurrieron en las comunidades microbianas, pero no atribuibles a la presencia de oxicloruro de 

cobre.  

La utilización de la técnica de la PCR en tiempo real (qPCR)  permitió observar detalladamente  

un efecto positivo del oxicloruro de cobre sobre la población de actinobacterias y de bacterias, 

mientras que la población de hongos disminuyó proporcionalmente en presencia de oxicloruro de 

cobre con la mezcla de plaguicidas.  

Si bien las actividades biológicas microbianas, diversidad microbiana y degradación de los 

plaguicidas fueron afectadas durante los primeros días, tanto positiva como negativamente, los 

efectos fueron temporales y al final del estudio se observó una recuperación de los valores en 

cada tratamiento. Por lo tanto, este estudio permitió demostrar la capacidad de la biomezcla para 

disipar rápidamente una mezcla de plaguicidas y mantener o recuperar las actividades biológicas 

de los microorganismos en presencia de los plaguicidas y oxicloruro de cobre en altas dosis. 
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10.   ANEXOS 

10.1   Anexo 1. 

 

Reactivos Cantidad 

Tris 3,025 g 

Ácido Málico 2,9 g 

Ácido Cítrico 3,5 g 

Ácido Bórico 1,57 g 

NaOH (1N) 122 mL 

 

Llevar todos los reactivos a un matraz de aforo de 250 mL y aforar con H2O destilada. 

 

10.2    Anexo 2. 

 

Reactivos Cantidad 

Ácido Sucinato (118,09 MW) 5,92 g 

Ácido Láctico (90,08 MW) 4 mL 

 

Llevar todos los reactivos a un matraz de aforo de 1 L y aforar con agua destilada. Se debe 

ajustar a un pH 4,5 con NaOH 

 

 

10.3   Anexo 3. 

 

Reactivos 0% 100% 

40%acry/bisacrilamida 37.5:1 200 mL 200 mL 

Buffer TAE 50X 10 mL 10 mL 

Glicerol 20 mL 20 mL 

Urea - 421.6 g 

Formamida desionizada - 400 mL 

H2O desionizada a 1,000 mL a 1,000 mL 

 


