Universidad Nacional

Trabajo Final de Graduacién presentado en la Escuela de Ciencias Ambientales Facultad de

Ciencias de la Tierray el Mar

Propuesta de biorremediacion de suelos contaminados con plaguicidas en una finca horticola en

Zarcero, provincia de Alajuela, periodo 2021-2022

Para obtener grado de Licenciatura en Ingenieria en Gestion Ambiental

Johnny Gabriel Brenes Bravo

Febrero, 2024



Trabajo de graduacion aprobado por el Tribunal Examinador de la Escuela de Ciencias
Ambientales de la Universidad Nacional de Costa Rica, para optar por el grado de Licenciatura

en Ingenieria en Gestion Ambiental

MIEMBROS DEL TRIBUNAL EXAMINADOR

Firmado por MARIA DE JESUS ARIAS ANDRES (FIRMA)
PERSONA FISICA, CPF-07-0146-0809.
Fecha declarada: 28/02/2024 09:23 AM

Ph.D. Maria de Jesus Arias Andrés

Representante de la decanatura de la Facultad de Ciencias de la Tierra'y el Mar

Firmado digitalmente

NANCY ZAMORA ;o NANCY ZAMORA

CERVANTES CERVANTES (FIRMA)

Fecha: 2024.02.27
(FIRMA) 17:01:42 -06'00'

Firmado digitalmente
MARTHA por MARTHA OROZCO
OROZCO ACEVES (FIRMA)

Fecha: 2024.02.26
ACEVES (FIRMA) Fecha: 202402

MGCI. Nancy Zamora Cervantes

Representante de direccion EDECA

Digitally signed by

LORENA URIBE LORENA URIBE LORIO

PhD. Martha Orozco Aceves

Tutora

Firmado digitalmente por
FERNANDO RAMIREZ MUNOZ

FERNANDO

(FIRMA) RAMIREZ MUNOZ Firma)
LORIO (FIRMA) Date:2024.02.27 13:09:08 Fecha: 2024.02.27 11:00:02
-06'00' (F I RMA) -06'00'
M.Sc. Lorena Uribe Lorio PhD. Fernando Ramirez Mufi6z
Lectora Lector
JOH N NY Firmado digitalmente por

JOHNNY GABRIEL BRENES

GABRIEL BRENES BRrAvO (FIRMA)

BRAVO (FIRMA)

Fecha: 2024.02.26 16:40:07
-06'00'

Johnny Gabriel Brenes Bravo

Postulante






Resumen

La region horticola de Zarcero en Costa Rica enfrenta problemas de contaminacion de suelos por
plaguicidas debido a la practica continua de la produccién convencional. Para este trabajo se
identifico una finca donde los cultivos mostraron crecimiento deficiente en zonas en forma de
parches que permanecian constantes en el tiempo, lo cual hizo sospechar de fitotoxicidad por
plaguicidas. Esta observacion planted la posibilidad de probar estrategias de biorremediacion de
suelos que combinaran la accién de una planta (leguminosa = vainica) y uno de dos productos
biol6gicos comerciales que contenian microorganismos autétrofos (cianobacterias y microalgas)
0 heterotrofos (bacterias y hongos saprofitos). Con base en lo anterior, el objetivo de esta tesis
fue evaluar la eficacia de tres diferentes métodos de biorremediacion in situ para mejorar la
calidad del suelo de una finca horticola convencional. Para esto, se establecio un ensayo de
bloques completos al azar con cuatro tratamientos: a. control (sin aplicacién de productos
bioldgicos ni siembra de vainica), b. cultivo de vainica Unicamente, c. vainica + producto a base
microorganismos heterétrofos y d. vainica + producto a base de microorganismos autétrofos.
Ademas, se establecieron tres repeticiones (subparcelas) por tratamiento. Antes de la aplicacion
de los tratamientos se realiz6 una caracterizacion quimica y bioldgica del suelo de la parcela
experimental. Los resultados revelaron una fertilidad adecuada del suelo, pH &cido, presencia de
16 ingredientes activos de plaguicidas, baja biomasa microbiana y baja poblacion de nematodos
fitoparéasitos y de vida libre. Al término de un ciclo productivo de la vainica (12 semanas) se
evaluaron los tratamientos de biorremediacion, por medio de un andlisis permutacional de
varianza (Permanova), comparando las concentraciones de plaguicidas presentes en las
subparcelas aplicadas con los tratamientos con aquellas de las subparcelas control. Se observo un

mejor desempefio en la reduccion de plaguicidas como boscalid, metalaxil tebuconazol y



terbufos sulfone en el tratamiento compuesto por vainica + bacterias y hongos saprofitos, sin
embargo, esta respuesta de reduccion en las concentraciones no mostré diferencias significativas
entre los tratamientos y el testigo. Otros plaguicidas como cipermetrina y carbofuran no
presentaron diferencia en concentraciones con respecto al testigo. Por ultimo, existio un grupo de
plaguicidas cuya concentracion se incrementd en suelo aplicado con los tratamientos (en
comparacion con el control), estos fueron buprofezin, clorpirifos, linuron y flutolanil. Asimismo,
se observo variabilidad en la respuesta de plaguicidas a los diversos tratamientos, lo que indica
procesos de degradacion complejos, en los que pueden intervenir las caracteristicas de los
plaguicidas, del suelo y del ambiente. Para confirmar el desempefio del producto a base de
bacterias y hongos saproéfitos, se recomienda implementar el tratamiento vainica +
microorganismos heterétrofos por al menos dos ciclos continuos de produccion de vainica.
Finalmente, se presenta un conjunto de practicas de manejo de suelos (por ejemplo, rotacion de
cultivos y labranza de conservacién) para facilitar la biorremediacion efectiva de suelos

contaminados por plaguicidas

Palabras clave: bioaumentacion, fitorremediacion, leguminosa, microrganismos autétrofos,

microorganismos heterétrofos y horticultura.



Abstract

The horticultural region of Zarcero in Costa Rica faces soil contamination issues due to pesticide
use resulting from continuous conventional production practices. A farm was identified where
crops exhibited patchy and consistent poor growth over time, raising suspicions of pesticide-
induced phytotoxicity. This observation led to the consideration of soil bioremediation strategies
involving the synergy between a leguminous plant (bean) and one of two commercial
bioproducts containing autotrophic microorganisms (cyanobacteria and microalgae) or
heterotrophic microorganisms (bacteria and saprophytic fungi). Based on this, the objective of
this thesis was to assess the efficacy of three different in situ bioremediation methods for
improving soil quality in a conventional horticultural farm. A randomized complete block design
was established with four treatments: a. control (no application of bioproducts or bean planting),
b. bean cultivation only, c. bean + product containing heterotrophic microorganisms, and d. bean
+ product containing autotrophic microorganisms. Three replications (subplots) were set up for
each treatment. Prior to treatment application, a chemical and biological characterization of the
experimental plot soil was conducted. Results revealed adequate soil fertility, acidic pH,
presence of 16 active pesticide ingredients, low microbial biomass, and a reduced population of
both phytoparasitic and free-living nematodes. At the end of a bean growth cycle (12 weeks), the
bioremediation treatments were evaluated using a permutational analysis of variance
(Permanova), comparing pesticide concentrations in the treated subplots with those in the control
subplots. The bean + heterotrophic microorganisms treatment exhibited better performance in
reducing pesticides like boscalid, metalaxyl, tebuconazole, and terbufos sulfone. However, this
response could only be described as a tendency due to statistical analysis not showing significant

differences between treatments. Other pesticides like cypermethrin and carbofuran showed no



concentration differences compared to the control. Notably, a group of pesticides displayed
increased concentrations in soil treated with the bioremediation methods compared to the
control. These pesticides included buprofezin, chlorpyrifos, linuron, and flutolanil. Variability in
pesticide response among treatments was observed, indicating complex degradation processes
influenced by pesticide characteristics, soil properties, and the environment. To validate the
observed trends, implementing the bean + bacteria and saprophytic fungi treatment for at least
two consecutive cowpea production cycles is recommended. Finally, a set of soil management
practices (e.g., crop rotation, conservation tillage) is presented to facilitate effective

bioremediation of pesticide-contaminated soils.

Keywords: bioaugmentation, phytoremediation, legume, autotrophic microorganisms,

heterotrophic microorganisms, horticulture.
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Capitulo 1. Introduccion

Costa Rica posee una economia basada principalmente en el turismo, la venta de
servicios y la generacion de productos agricolas de exportacion y consumo interno. Para el 2017
un aproximado de 450 100 ha del territorio nacional fueron destinadas a la produccidn agricola
(Moray Quirds, 2018), lo que se traduce en un 8,8 % del area total del pais. La agricultura ha
sido fundamental para el desarrollo costarricense, no obstante, el destino de esta actividad ha
sido dictado por el enfoque convencional que se basa en uso intensivo de fertilizantes y

plaguicidas sintéticos.

Por ejemplo, algunas estadisticas del Banco Central de Costa Rica indicaban que, para la
década de los 90 el pais importaba cerca de nueve millones de kg de plaguicidas formulados y se
estimd que en promedio se aplicaban 6 kg de ingrediente activo/ha/afio (Garcia, 1990). Lo
anterior demuestra que no todo el producto importado se utilizaba en el pais, sin embargo, estos

valores refieren un consumo elevado de plaguicidas para su época.

Entre el 2012 y 2020 se registré un uso aparente de 34,45 kg de ingrediente activo/ha/afio
(Vargas, 2022). Este valor demuestra un significativo incremento en el uso de plaguicidas en
Costa Rica, por lo que al considerar este efecto de crecimiento, se estima que en el ambito

mundial el pais es el mayor consumidor de agroquimicos (Vargas, 2022).

Por sus diversas condiciones climéticas en un espacio tan reducido, la dinAmica agricola
en Costa Rica es sumamente variada en relacion con los procesos de produccion, tipos de
productos y, como consecuencia, con la aplicacion de quimicos de uso agricola. Sin embargo, las
cantidades usadas de plaguicidas en el pais representan un problema serio de contaminacion

ambiental, por ejemplo, del suelo.
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La presion del sector agricola sobre el recurso del suelo trasciende las fronteras
nacionales y es un impacto que se materializa en todo el mundo. Debido a esto, organizaciones
internacionales como la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAQ), buscan establecer diligentemente un balance entre la produccién agricolay la
conservacion de la riqueza de los suelos. En el afio 2011 se perdi6 un aproximado de
24 000 000 t de suelo fértil y, si se mantiene el ritmo actual de presion sobre este recurso, se
prevé que, para el 2050, la superficie de suelo fértil se vera reducida a la mitad (FAO, 2015). El
suelo agricola se encuentra en riesgo, por lo que es fundamental tomar medidas para protegerlo y
recuperarlo, ya que es un recurso irrecuperable y de gran valor para la produccién de alimentos

para la humanidad, cuya importancia ha sido histéricamente ignorada (FAO, 2015).

En la actualidad, para atender casos de contaminacion de suelos por plaguicidas y otras
sustancias quimicas es usual aplicar metodologias bioldgicas para remediar este recurso. La
denominada biorremediacion consiste en el uso de microorganismos como agentes de remocién
y descomposicidn de contaminantes y toxinas (Megharaj, 2014). Segun Di Paola y Vicién
(2010), la creciente contaminacion industrial y agricola aumento la demanda de procesos que

eliminen contaminantes especificos.

Algunos paises europeos como Dinamarca, Alemania y Paises Bajos han tenido tanto
éxito en la recuperacion de suelos mediante técnicas bioldgicas de biorremediacién, que la
demanda externa por bienes y servicios ambientales ha derivado en una industria que se enfoca
en la exportacion de estos. Por otra parte, en Latinoamérica paises como México o Argentina
(Ferrera et al., 2006) y Costa Rica (Chin-Pampillo et al., 2015) han desarrollado estudios sobre
la aplicacion exitosa de planes de biorremediacion para atender los impactos que generan

diversos contaminantes como hidrocarburos, metales pesados y plaguicidas. Ademas, en el pais



22

existe un aparato reglamentario que busca evaluar, fiscalizar y organizar la institucion pablica
con el fin de proteger, conservar y mejorar los suelos, asi como evitar la erosion y degradacion
por diversas causas naturales y artificiales (Reglamento a la Ley de uso, Manejo y Conservacion

de Suelos, 1998).

Los problemas de degradacion de suelo se encuentran en zonas de relevancia agricola
como Zarcero en Alajuela (Berrocal et al., 2021). Un estudio realizado por el Instituto Regional
de Estudios en Sustancias Tdxicas (IRET) entre 2014 y 2016 evidenci¢ la presencia de
clorotalonil, clorpirifos, flutolanil, alfa-cipermetrina, terbufos, pentacloroanilina, deltametrina y
permetrina en suelos de Zarcero (Ramirez et al., 2017). Lo anterior contribuye a poner en riesgo

la salud ecosistémica y la actividad agricola debido a la degradacion de la capa arable.

En Zarcero se reportan problematicas de residualidad y persistencia de plaguicidas en
suelo (Ramirez et al., 2017), en visitas de campo se ha observado un pobre desarrollo de los
cultivos y merma en los rendimientos, con implicaciones negativas en las economias de las
familias agricultoras. Por este motivo, el desarrollo, validacion e implementacion de estrategias
de biorremediacion son criticas para conservar el potencial agricola de los suelos.
Especificamente, para el presente estudio se identifica una finca horticola cuyo suelo presenta
aparentes problemas de contaminacion por plaguicidas, heterogeneidad de crecimiento vegetal
incluso en plantas aledafias, sintomas de insuficiencias 0 mala absorcion de minerales o posible

fitotoxicidad.

Debido a lo anterior, se propone realizar procesos de biorremediacién de suelos in situ,
mediante la aplicacion de productos comerciales y cultivo de una especie de leguminosa para
verificar su eficacia de remediacién y brindar al productor agricola zarcerefio una posibilidad

econdmica y, ambientalmente, viable de intervenir suelos agricolas contaminados. La
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informacion obtenida de este proyecto representa un acervo de conocimiento de utilidad para los
productores, la academia, para futuros investigadores y para la comunidad costarricense en
general. Asimismo, este trabajo es un apoyo al cumplimiento de los topicos de conservacion de

suelos estipulados en la Ley n.° 7779 para el Uso, Manejo y Conservacién de Suelos.

Objetivos

Objetivo general

Determinar la eficacia de una estrategia de biorremediacidn de suelos agricolas en una
finca horticola del canton de Zarcero para la definicion del producto con mejores resultados en la

reduccién de la contaminacion y mejora de la calidad de los suelos.

Obijetivos especificos

1. Caracterizar las condiciones fisicas, quimicas y biologicas del area de estudio mediante la
informacion bibliogréfica, datos y trabajo de campo, para que se defina la linea base de
conocimientos que sirva para la interpretacion de los resultados del desarrollo

experimental.

2. Evaluar la eficacia de eliminacién de plaguicidas en suelos agricolas en el area de
estudio, mediante la ejecucion de tres procesos experimentales de biorremediacién que
utilicen microorganismos heterétrofos en combinacion con una especie vegetal,

Gnicamente la especie vegetal y microorganismos autétrofos.

3. Elaborar la propuesta de biorremediacion y divulgacion de los resultados y hallazgos de

la investigacion a las personas agricultoras de Zarcero mediante un taller educativo y un



documento con buenas practicas agricolas para la recuperacion y mantenimiento de la

calidad de los suelos.
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Capitulo 1. Marco tedrico

Para efectos del desarrollo de este trabajo, el presente marco tedrico ofrece informacién
sobre los conceptos y teorias mas importantes que se relacionan con el objeto de estudio. Este
apartado se agrupa en cinco grandes tematicas que desarrollan ampliamente los aspectos de

mayor relevancia para el proyecto investigativo.

Generalidades del suelo

El suelo es un recurso natural que se refiere especificamente a la capa superficial de la
tierra y es el principal medio en el que crecen las plantas y todo ser vivo desarrolla sus
actividades. Ademas, es capaz de aportar los nutrientes fundamentales para el crecimiento de los
vegetales y almacenar agua de lluvias cediéndola a las plantas a medida que lo necesiten
(Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria Tacuarembo, 2015). Se puede definir como
una capa de la superficie planetaria que contiene liquido, gases y biota, que se ve afectada por
procesos quimicos, fisicos y bioldgicos, y generalmente se encuentra compuesta por minerales

sueltos y material organico (Van Es, 2018). Por otra parte, Burbano (2016) define el suelo como:

Un recurso natural finito y no renovable que presta diversos servicios ecosistémicos o
ambientales, entre ellos y a manera de ejemplo, el relacionado con su participacion en los
ciclos biogeoquimicos de elementos claves para la vida como carbono, nitrégeno y
fésforo, que continuamente y por efecto de la energia disponible, pasan de los sistemas

vivos a los componentes no vivos del planeta (s. p.).

Para la FAO (2015), la funcién mas universalmente reconocida del suelo es su apoyo a la
produccidn alimentaria. Esta es la base para la agricultura y el medio en el que crecen casi todas

las plantas de las que se obtienen alimentos, ya que se estima que el 95 % de los alimentos se
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produce directa o indirectamente en los suelos. Los suelos sanos suministran los nutrientes
esenciales, agua, oxigeno y el soporte para las raices que los cultivos alimentarios necesitan para
crecer y prosperar. Una manera integral y tacita de definir el concepto de suelo es referirse a este
como un elemento esencial del ambiente en el que se desarrolla la vida; es vulnerable, de dificil y
larga recuperacion y de extension limitada, por lo que se considera un recurso natural no

renovable (Arroyave y Correa, 2009).

Caracteristicas de los suelos andisoles

Los suelos en la zona de Zarcero son de tipo andisol (MAG, 2020), los cuales se
desarrollan a partir de materiales volcéanicos, cenizas y lavas, por lo tanto, se pueden encontrar en
zonas de influencia de los volcanes. Estos suelos poseen alto contenido organico (Instituto
Nacional de Innovacion y Transferencia en Tecnologia Agropecuaria, 2015). Los andisoles
tienen propiedades fisicoquimicas dptimas para la produccion agricola, con densidades aparentes
muy bajas y poca resistencia a los cortes tangenciales, simulan ser suelos sueltos que permiten

ser arados de manera sencilla, lo que facilita la labor del agro (Henriquez et al., 2011).

Los suelos andisoles son muy bien estructurados y debido a su poca densidad aparente
permiten un drenaje rapido, pero con buena retencion de humedad. Las texturas pertenecientes a
este tipo de suelos varian segun su ubicacion o cercania al cono volcanico, por lo que las partes
cercanas al volcan presentan texturas franco-arenosas, en las zonas intermedias se encuentran
texturas mas franco-limosas o francas, mientras que en las partes inferiores se pueden encontrar

texturas arcillosas (Henriquez et al., 2011).
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Factores edaficos adversos al crecimiento vegetal

Las plantas pueden sufrir el efecto de diversos factores que afectan su bienestar. Cuando
las plantas no pueden expresar un rendimiento apropiado se denomina estado de estrés y este

puede estar condicionado tanto por elementos bidticos como abidticos.

Factores bidticos

Segun Gonzales (1981): «La Fitopatologia (Phyton = planta, pathos = dolencia, logos =
estudio) es la ciencia que estudia las enfermedades de las plantas y su combate» (s. p.). Por lo
tanto, los patdgenos edéaficos son aquellos elementos bioticos presentes en el suelo que pueden
generar dolencias o afecciones a las plantas. Entre los patdgenos de mayor relevancia se
distinguen los hongos cuya actividad patdgena en suelos causa mas del 70 % de enfermedades en
plantas (Granados, 2018). Ademas de organismos procariotas en el caso de las bacterias y
eucariotas en el caso de los oomicetos, de los cuales se posee amplios registros de efectos
negativos como pudricion de raices, necrosis de tallo y debilitamiento total de las plantas

(Zoghbi y Hernandez, 2019).

Por otra parte, también se reconocen los nematodos fitoparasitos, los cuales son
invertebrados de pequefio tamafio que dependen del agua y poseen la capacidad de colonizar y
alimentarse del tejido de plantas y animales. La fisiologia de su aparato bucal incluye un estilete

tipo aguja que puede causar pérdidas significativas en varios cultivos (Fatima et al., 2012).
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Factores abidticos

Contaminacion con plaguicidas

El uso de plaguicidas en la actividad agricola no tiene efectos Unicamente sobre aquellos
organismos que se consideran plagas y enfermedades para el cultivo, sino que también afecta los
ecosistemas y seres vivos (Garcia et al., 2018). Segiin Navarro y Barba (1996), la acumulacion
de plaguicidas en los suelos de cultivo se promueve por diferentes mecanismos, el méas
convencional y utilizado es por aspersion aérea para el control de microorganismos y plagas en

general.

Este proceso de aspersion asegura una concentracion del 50 % del producto en el suelo.
Sin embargo, otros plaguicidas como los herbicidas, por su objetivo meta, deben aplicarse
propiamente en el suelo antes del nacimiento de las plantulas. Por lo tanto, se incorporan de
manera directa a los ecosistemas, 1o que inicia de manera efectiva el procedimiento de
degradacion. En este proceso se identifican tres etapas: i. persistencia, lenta degradacion de los
plaguicidas en el suelo; ii. latencia, de corta duracion y con una concentracion sostenida del

plaguicida y iii. disipacidn, de rapida degradacion en el suelo (Castillo et al., 2020).

El uso desmedido de plaguicidas posee consecuencias en el ambiente que se relacionan
con la reduccion de la biodiversidad, erosion y pérdida de permeabilidad de los suelos, aumento
de la vulnerabilidad de las plagas y enfermedades (Garcia, 1997). Ademas, conduce al
desequilibrio y agotamiento de los agrosistemas, por ejemplo, en la zona de Guapiles se
demostro que los suelos que se utilizan para el cultivo de banano se encuentran mas

contaminados por plaguicidas que los que estan alejados de las plantaciones y se detectaron no
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solo remanentes residuales de plaguicidas en el suelo, sino también en peces y plantas (Espinoza

et al., 2003).

Agricultura costarricense convencional y el uso de plaguicidas

Samper (2005) hace una evaluacién del desarrollo historico de la actividad agricola en la
Zona Norte del pais bajo una serie de aseveraciones que denotan como la produccion del agro
costarricense ha deteriorado significativamente los agroecosistemas locales. Lo anterior Samper
(2005) lo atribuye a la eliminacion de la cobertura boscosa y la intensificacion de la agricultura,
el aumento de malezas, plagas y enfermedades, ademas de la poca disponibilidad de nutrientes y
una baja en las cosechas. En la década de los 80 se incrementaron los rendimientos en la
productividad con la aplicacién de agroquimicos, sin embargo, también aumentaron
considerablemente los costos y la vulnerabilidad de los ecosistemas, lo que significa un

innegable sacrificio de la sostenibilidad (OPS, 2003).

La actividad agricola costarricense ha dependido significativamente de la aplicacién de
plaguicidas. Una razon de relevancia para justificar este comportamiento se atribuye al hecho de
que estos sistemas de produccion se encuentran en condiciones de clima tropical, por lo tanto, la
tierra se mantiene produciendo durante casi todo el afio. Segun Garcia (1993), los cultivos
permanentes como cacao, café y palma aceitera reciben aplicaciones de plaguicidas con menos
frecuencia, de 1 a 5 aplicaciones por afio, en comparacion con los cultivos de ciclo corto como

tabaco, papa y diversas hortalizas, a los cuales se los aplican hasta 39 veces por ciclo de cultivo.

Por otro lado, se conoce que los cultivos organicos, produccion de frutas frescas y
cultivos industriales poseen el menor impacto ambiental, lo cual se debe al cumplimiento de

normas internacionales para la exportacion. En contraparte, el mayor impacto negativo lo causa
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la produccion de granos basicos, yuca, platanos, hortalizas y plantas ornamentales. Esto
representa un efecto de la necesidad de los pequefios y medianos productores agricolas por la

generacion de ingresos o alimentos (GFA Consulting Group S. A., 2010).

Por otra parte, Garcia (1993) sustenta que la agricultura orgénica en Costa Rica posee un
complejo organizacional que apoya este modelo productivo bajo técnicas optativas. Lo anterior
ha permitido sustituir o eliminar el uso de plaguicidas sintéticos, lo que ha encaminado al pais

hacia modelos de produccion agricola mas amigables con el ambiente.
Biorremediacion

Una manera amplia de definir el concepto de biorremediacién o tecnologias de
biorremediacion se indica en el Manual de Tecnologias de Remediacidn de Sitios Contaminados
del Gobierno de Chile: «Utilizan organismos vivos (plantas, hongos, bacterias, etc.) para la
degradacion, transformacion, remocion de compuestos organicos toxicos, dependiendo de las
actividades catabdlicas de los organismos y de su capacidad natural para utilizar los

contaminantes como fuente de alimento y energia» (Gobierno de Chile, 2019).

Otros autores como Lépez et al. (2016) agregan ademas que los microorganismos no solo
degradan los contaminantes, sino que también utilizan otros procesos de transformacion o
mineralizacion de contaminantes. Estos procedimientos biorremediativos se pueden ejecutar de
forma natural en largos periodos (atenuacion natural), o bien se puede reducir el tiempo de
remediacién al aumentar la carga de biomasa microbiana. Estos enfoques de biorremediacion se

describen en el siguiente apartado.
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Bioaumentacion

La bioaumentacidn consiste en adicionar cepas de microorganismos al medio, es decir,
aumento de la biomasa microbiana en la zona. Esta practica se sustenta en el principio de que las
cepas microbianas 0 microorganismos autéctonos pueden existir en bajas cantidades, encontrarse
en estado de estrés, o bien pueden no ser capaces de procesar los contaminantes. Por lo tanto, un
agregado microbiano externo acelera los procesos de recuperacion del suelo (Godleads et al.,

2015).

Las opciones de uso mas comun para la bioaumentacién corresponden a adicionar cepas
bacterianas puras y compuestas preadaptadas, bacterias modificadas genéticamente y adicionar
material genético necesario para la biodegradacion que se transfiere por conjugacion a los
microorganismos autdctonos para que estos desarrollen la tarea de biorremediacion (EI
Fantroussi y Agathos, 2005). En adicién a lo anterior, Cycon et al. (2017) realizaron una amplia
revision en la que demuestran como la aplicacion de cepas bacterianas, previamente preparadas,
en suelos contaminados redujeron notablemente la presencia de diferentes tipos de plaguicidas,
agregan que el efecto de degradacion esta asociado al tipo de bacteria utilizada y o consorcio

utilizad.

Finalmente, Tyagi et al. (2010) agregan que los procesos de biorremediacion que
sugieren bioaumentacion o bioestimulacion son técnicas muy ventajosas desde puntos de vista
econdmicos y técnicos para recuperar de manera ecoamigable los suelos y cuerpos de agua

contaminados.
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Fitorremediacion

La fitorremediacion es el uso de plantas como método para recuperar suelos
contaminados, mediante procesos de secuestro, desintoxicacion y extraccion de contaminantes.
Esta préctica ha sido calificada y aceptada como una tecnologia de remediacion econémica, no
intrusiva, efectiva y amigable con el ambiente (Garbisu y Alkorta, 2001). Salazar y Pignata
(2013) mencionan que esta técnica posee especiales ventajas sobre las técnicas tradicionales de
remediacion, principalmente cuando las plantas que se utilizan son no invasivas o nativas.
Henderson et al. (2006) demostraron que los suelos contaminados con un herbicida llamado
metalocloro podian ser remediados por fitorremediacion, en su estudio, el principal mecanismo

de remediacion estaba mediado por la absorcion de las plantas mediante el sistema radicular.

Rizorremediacién

Este proceso se relaciona directamente con la fitorremediacion y la biorremediacion por
microorganismos de la rizosfera, ya que la biomasa microbiana se ve beneficiada por los
exudados radicales de las plantas. En este procedimiento el trabajo de degradacion lo realizan los
microorganismos, los cuales se ven asistidos por las plantas (Mukhopadhyay y Maiti, 2010). Por
ejemplo, un estudio realizado por Romeh (2009) demostré que el cultivo de Plantago major
promovid el crecimiento de bacterias gramnegativas que degradaron la presencia de Imidacloprid

hasta en un 93%.

Mecanismos de degradacion de contaminantes utilizados por microorganismos

Los microorganismos utilizan diversos medios de degradacion segun sus capacidades, las
caracteristicas de los contaminantes y condiciones nutrimentales del medio (Pefia, 2016). Los

mecanismos mas comunes se desarrollan a continuacion.
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Mineralizacion

Monsalve et al. (2017) la definen como la maquinaria enzimatica mediante la cual los
microorganismos obtienen la energia para desarrollar cualquier proceso metabdlico mediante la
descomposicion bioquimica de macromoléculas orgénicas. Es decir, corresponde a la
degradacion de compuestos organicos a sus constituyentes minerales. Por otra parte, Huang et al.
(2018) la describen como la conversion de compuestos orgénicos a inorgdnicos mediante la
accion enzimatica microbiana, que utiliza los compuestos organicos como fuente de nutrientes y

los degrada a material inorganico como dioxido de carbono y agua.

Co metabolismo

El co metabolismo refiere a la transformacion de un cosustrato en la presencia de un
sustrato (Garcia y Peralta, 2008). Es decir, la capacidad que posee un organismo de metabolizar
una molécula organica (por ejemplo, un contaminante) a partir de la presencia de sustratos o

fuentes de energia principales (compuesto de carbono).

Marco regulatorio

En el pais existen algunas pautas reglamentarias que incentivan la aplicacion de buenas
practicas y metodologias como la biorremediacion, para recuperar la calidad de los suelos, las

cuales se describen en el Cuadro 1.
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Sintesis de marco regulatorio existente en Costa Rica para normar la proteccion de los suelos

Ley o reglamento Articulos

Sintesis

Ley n.° 7779 para el Uso,
Manejo y Conservacion de
Suelos

Art. 2 (p. 1)

Art. 41 (p. 12)

Reglamento n.° 29375 MAG- Art. 49 (p. 21)
Minae-S-HACIENDA-MOPT
a la Ley de Uso, Manejo y
Conservacion de Suelos

Ley n.° 7554 Orgéanica del
Ambiente

Art. 53 (p. 16)

El objetivo de la ley es conservar y recuperar
los suelos de forma sostenida mediante el
fomento de la agroecologia y la
implementacion de practicas mejoradas.

Toda persona publica o privada esta obligada a
fomentar, contribuir y ejecutar actividades y
practicas para el manejo, conservacion y
recuperacion de suelos.

Las practicas de recuperacion, manejo y
conservacion de suelos se haran con base en
limitaciones agroecoldgicas y
socioeconomicas.

Criterios para proteger y aprovechar el suelo
sobre el desarrollo de practicas de conservacion
y el control de actividades que favorezcan la
erosion y la capacidad econdmica del recurso.

Tomado de: Elaboracidn propia con datos del Sistema Nacional de Informacion Juridica, 2022.

Buenas practicas en el manejo de suelos agricolas

Las buenas practicas agricolas (BPA) corresponden a una serie de actividades que buscan

la sostenibilidad ambiental, social y econdmica sobre la produccion agricola, las cuales se

aplican sobre los procesos de produccion o sobre las fincas como tal (Piedra et al., 2017). La

FAO (2002) establece que existen alternativas para el uso de plaguicidas, las cuales se dividen en

medidas naturales y aplicadas, que van desde el uso de enemigos naturales y de las condiciones

meteoroldgicas para el control de plagas hasta rotacion de cultivos, seleccion apropiada de las

variedades cultivables y modificaciones en las préacticas y fechas de cultivo.
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Para Costa Rica, el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) (2008) establece
algunas recomendaciones para la conservacion de los suelos agricolas, con énfasis en practicas
conservacionistas que se enfoquen en la minima labranza y el uso de cultivos asociados. Otras
practicas de ejecucion tardia refieren especialmente al monitoreo del suelo, para lo que se indica:
«Los terrenos con antecedentes de contaminacion fisica, quimica o bioldgica y alta incidencia de
plagas de vegetales en el ciclo previo, podran ser utilizados hasta que el grado de contaminacion

desaparezca y se demuestre mediante analisis» (MAG, 2008, p. 21).

Otros métodos que pueden ser efectivos para disminuir la presién sobre el suelo agricola
refieren necesariamente al control biolégico en los procesos de produccion. Algunas
herramientas como la alelopatia permiten la disminucion de plaguicidas de origen sintético y
mejoran el rendimiento de los cultivos por asociaciones entre especies. Estos procedimientos
alelopaticos se pueden realizar con la aplicacion en las zonas de cultivo de plantas repelentes,

plantas trampa, plantas acompafiantes o plantas antagénicas (FAO, 2018).

Ciertas practicas que permitan reconocer las plagas y determinar sus potenciales
depredadores facilitan establecer medidas de control bioldgico que ofrezcan la posibilidad de
disminuir el uso de plaguicidas en las zonas de cultivo. El identificar estos depredadores ofrece
la alternativa para estimular su reproduccion al crear refugios y facilidades en las zonas de
cultivo (Zaccagnini et al., 2014). Los procesos de abordaje para la conservacion de suelos deben

ser integrales y programados.
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Capitulo I11. Marco metodoldgico

Enfoque

Este proyecto posee un enfoque cuantitativo, en el proceso investigativo se considera el
analisis de informacidn bibliogréafica para caracterizar la zona y datos climatoldgicos que se
obtienen por instituciones estatales. Ademas, se realiza trabajo de campo para la toma de
muestras, desarrollo experimental in situ y fiscalizacion del experimento. El cronograma 'y

presupuesto del proyecto se pueden observar en los anexos 9 y 10 respectivamente.

Alcance y tipo de investigacion

El alcance de la investigacion es exploratorio y el tipo de proyecto es experimental. A
partir de esto se pretende evaluar la eficacia de diferentes procesos de biorremediacion de suelo
in situ, con poca o nula intervencion y sin las consideraciones de un ambiente o entorno

controlado.
Sitio de estudio
Ubicacion

La zona de estudio se ubica en el canton de Zarcero, distrito de Tapezco, el cual es un
territorio rural cuyo desarrollo socioecondmico se basa principalmente en la actividad agricola y
representa un area importante de produccion horticola en Costa Rica (Mufioz, 2015). Ademas, el
sitio de estudio es una finca de produccion horticola propiedad del productor Jose Lopez, cuyas

coordenadas centrales corresponden a 455060 E/1130151 N en proyeccion CRTMO5 (ver la

Figura 1).
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Antecedentes

La finca de produccidn agricola objeto de este estudio posee un area aproximada de 4 ha,
de las cuales 2 ha estan dedicadas al cultivo, 1,5 ha son pastos y 0,5 ha corresponde a bosques y
caminos. El &rea de cultivo se enfoca en la generacion de productos horticolas con un manejo
convencional, entendiéndose como convencional el uso de plaguicidas, abonos quimicos y
practicas de labranza erosivas; el sistema de riego utiliza el agua de una naciente cercana cuya

calidad no se analizbé.

Algunas de las siembras observadas durante las visitas de campo fueron zanahoria, maiz,
tomate, chile dulce y coliflor. Otros cultivos desarrollados en ciclos anteriores al proceso
experimental corresponden especificamente a papa y cebolla, segun comentarios del productor
los mismos no tuvieron un buen desarrollo en la parcela en estudio y esto se tradujo en pérdidas

econdmicas.



Figura 1
Area de estudio
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Topografia del sitio

El modelo de elevacién digital desarrollado muestra que la topografia de la finca es

irregular y presenta una pendiente del 20 % y &ngulo de 11,3 © con caida hacia el noroeste. Esto

demuestra que en la zona de estudio existe una topografia de pendiente media (Velasquez et al.,

2013). Esta pendiente regula la direccion de las aguas encausandolas hacia la cuenca del rio

Tapezco.



Con las visitas de campo se corrobora que el modelo de sombras y elevacion digital es
compatible con lo observado en el area de estudio. Es decir, in situ la finca presenta una

pendiente en direccion noroeste (ver la Figura 2).

Figura 2
Pendiente del terreno donde se localiza la parcela experimental
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Tomado de: Elaboracion propia

Clima

Los promedios mensuales de datos climaticos entre el periodo 1973-2016 recuperados
corresponden con la estacion climatoldgica mecéanica 69556 San Vicente, localizada en las

coordenadas geograficas 84° 22 ‘O y 10° 17 ‘N a una distancia aproximada de 2524 m en
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direccion sureste del area de estudio y una altitud de 1450 m. s. n. m. Esta estacion corresponde a

la méas cercana al area de estudio.
Precipitacion

Con base en el registro del periodo 1973-2016 de la estacion mecéanica San Vicente (ver
Figura 3, Anexo 5), la precipitacion promedio anual en la zona de estudio corresponde a
349,2 mm aproximadamente. Los meses entre julio y diciembre son los que tienen mayor
precipitacion durante el afio, con valores superiores a 425 mm/mes. Esta temporada es de
especial interés, puesto que es en este rango de tiempo en el cual se desarrolla el ensayo de

campo.

Figura 3
Registro mensual acumulado de precipitacion para la estacién mecanica 6955 San Vicente de
Zarcero, para un registro del periodo 1973-2016
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Es correlacionable un aumento en los dias de lluvia a los meses con mayor precipitacion
promedio presentados. Es decir, los meses que poseen mayor indice de precipitacion promedio,
presentan también mayor cantidad de dias de precipitacion al mes. Esto indica que el promedio
de precipitacion mensual no solo refiere a un incremento en el volumen de precipitacion, sino

también en los dias de precipitacion (ver la Figura 4).

Figura 4
Registro mensual acumulado de dias de precipitacion para la estacion mecanica 69556 San
Vicente de Zarcero, para un registro del periodo 1973-2016
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Tomado de: Elaboracion propia

Temperatura

La temperatura media mensual presenta poca variacion de un mes a otro, esta se mantiene
en un promedio anual de 17,1 °C. Los meses entre noviembre y marzo se destacan como los méas
frios, al registrar temperaturas minimas de entre 16,1 °C y 16,9 °C y maximas entre los meses de

abril y noviembre con valores de entre 17,4 °Cy 17,8 ° C (ver la Figura 5).
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Figura 5
Registro de temperatura media mensual para la estacion mecéanica 69556 San Vicente de
Zarcero, para un periodo comprendido entre 1974-2007
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Tomado de: Elaboracién propia

Caracterizacion de suelo de la parcela experimental

Previo a implementar el ensayo de biorremediacion se determind una serie de parametros
iniciales del suelo de la parcela, los cuales incluyeron caracteristicas quimicas y microbioldgicas.

Especificamente se realizaron las siguientes determinaciones:

Analisis de residuos de plaguicidas: tipo y concentracién (ver el Anexo 3).

e Analisis quimico: determinacion de las propiedades quimicas (pH, CE, acidez, Ca, Mg,

K, P, Cu, Fe, Zn, Mn, S, C, N) (ver matriz de informacion Anexo 2).

e Analisis microbioldgico: biomasa microbiana (mg C/g de suelo).

e Conteo de nematodos (ver el Anexo 4).
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Toma de muestras de suelo para caracterizacion

Antes de la toma de muestras y desarrollo experimental, la parcela se dividio en tres
bloques diferenciados por el factor de pendiente. Para esto, se midio el largo del &rea dispuesta
por el productor, desde el punto més alto hasta el més bajo y el valor obtenido se dividié entre 3
para obtener el ancho de cada bloque (ver la Figura 6). Cada bloque se dividié en 4 subparcelas

de 3x3 m (9 m?), separadas claramente mediante acordonamiento.

Figura 6
Area experimental

LEYENDA
T : Tesiigo
T1 : Parcela con cultivo de Vainica

T2: Parcela con cullive de Vainica
+ Biorremediador Heterdirofo

T3: Parcela con cultivo de Vainica
+ Biorremediador Autétrofo

Tomado de: Elaboracion propia

Debido a que el modelo de cultivo de la finca es mediante eras, cada subparcela contuvo
en su area aproximadamente dos eras. Por lo tanto, las muestras de suelo se tomaron de las eras

dentro de las parcelas en una configuracion como se muestra en la Figura 7.
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Figura7
Disefio de muestreo en campo
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Tomado de: Elaboracién propia

Para la toma de muestras se utiliz un barreno. De cada subparcela se tomé suelo de 12
puntos distintos a una profundidad maxima de 20 cm. El suelo se coloco en una cubeta de
aluminio completamente limpia para su transporte a la zona de homogenizacion. El suelo se
homogeneiz6 sobre un plastico y se tomé la muestra final de aproximadamente medio kg
mediante el método de cuarteo. Por lo tanto, se utilizaron los cuartos de muestra dispuestos en
diagonal (ver la Figura 8). Las muestras se guardaron en bolsas con sello tipo Ziploc a las cuales

se les agregaron etiquetas con el codigo de muestra.

Para efectos de registro, la informacion relacionada con la fecha y hora del muestreo, las
condiciones climaticas en las que se realizd el muestreo y las coordenadas del punto de muestreo
se dispusieron en una hoja de muestreo de campo (ver el Anexo 1). Las bolsas con muestra se
colocaron en una hielera con una divisién interna para utilizar una zona para el transporte de

muestras y otra zona para agregar hielo y mantener las muestras a una temperatura éptima.
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Los equipos que se utilizan para la toma de muestras (palin, cubeta, barreno y superficie
plastica de cuarteo) fueron desinfectados posterior al muestreo realizado por cada subparcela.
Para esto, se lavaron con agua, se secaron y, posteriormente, se limpiaron con alcohol etilico

comercial.

Figura 8
Método de cuarteo de la muestra

Tomado de: Elaboracion propia

Las muestras por subparcelas, que fueron 12 en total, se dividieron en 4 partes para la
realizacion de andlisis quimico, microbioldgico, de residuos de plaguicidas y nematoldgico. Las
muestras para analisis de residuos de plaguicidas se procesaron en el laboratorio de residuos de
plaguicidas del IRET (LAREP-IRET) y las muestras para analisis quimico y microbiolégico se
analizaron en los laboratorios del Centro de Investigaciones Agronomicas (CIA) de la
Universidad de Costa Rica. Las muestras tomadas para analisis nematologico se evaluaron en el

laboratorio de Nematologia de la Escuela de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional.
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Productos comerciales para biorremediacion de suelos

Los productos microbianos aplicados a las parcelas de biorremediacidn consistieron en
dos productos comerciales diferentes, los cuales son recomendados para este propdsito: uno a
base de microorganismos heterdtrofos (bacterias + hongos saprofitos) y otro a base de

microorganismos autétrofos (microalgas y cianobacterias) estos de describen a continuacion.

Producto a base de microorganismos autotrofos: es un producto compuesto
principalmente por microalgas cianofitas y clordfitas en estado de reposo, ambos son
microorganismos autétrofos, es decir, que poseen la capacidad de generar su propio alimento via
fotosintesis, por lo tanto, no compiten con las plantas por la disposicion de nutrientes. Asimismo,
tienen la habilidad de fijar nitrdgeno 100 % asimilable, producen &cidos organicos que
disponibilizan el fésforo y reducen la compactacion y erosion del suelo. Ademas de mejorar la

capacidad de retencion de agua.

Producto a base de microorganismos heterétrofos: producto compuesto por bacterias y
hongos saprofitos (heterotrofos), es decir, que obtienen su energia de materia organica del suelo.
El producto esta disefiado para acelerar la descomposicion de residuos organicos, elimina
residuos tdxicos y mejora la calidad microbioldgica del suelo, lo que aumenta la poblacion de

organismos benéficos.

Identificacion de microorganismos presentes en productos de biorremediacion

Con el objetivo de verificar la calidad de los productos comerciales antes descritos, se
realizé un andlisis para comprobar la presencia y nimero de los microorganismos en estos. Lo
anterior permitio asegurar que lo que se aplica al suelo como método de biorremediacion es en

efecto lo que se indica en la etiqueta de los productos comerciales.
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Para el producto a base de microorganismos heterétrofos se solicito al CIA realizar un
cultivo para corroborar la existencia de los principales microorganismos indicados en la etiqueta
del producto. Estos corresponden especificamente a Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis y
Aspergillus niger. Este analisis se realizo mediante la metodologia de diluciones seriadas y

subsiguiente cultivo y conteo en medio nutritivo en plato Petri.

Por otro lado, se realiz6 una observacién de la presencia de algas en el producto a base de
microorganismos autotrofos. Para esto, fue necesario cultivar el producto en los medios BG-11
(Allen, 1968) y BBM (Bischoff y Bold, 1963) por un periodo de 15 dias, posteriormente, se

observo la presencia de estos organismos mediante microscopio a una potencia 20x.

Especie vegetal que se utiliza

Dentro de los tratamientos de biorremediacion se incorpord la especie vegetal Phaseolus
vulgaris (Fabaceae), popularmente conocida como vainica, variedad Provider. Esta es una

especie arbustiva de crecimiento determinado.

Evaluacién de los tratamientos de biorremediacién

Disefio experimental

Para evaluar los tratamientos de biorremediacion se implemento6 un disefio de bloques
completos al azar. Se tratd de un disefio unifactorial con 4 tratamientos y 3 repeticiones por
tratamiento (subparcelas) para un total de 12 unidades experimentales (ver la Figura 6). A cada

subparcela se aplicé uno de los siguientes tratamientos:
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Testigo: sin intervencién. Permite tener informacion sobre el comportamiento natural de
los plaguicidas en el tiempo. Por ejemplo, en caso de presentarse degradacion por efecto de las

condiciones ambientales prevalentes en el periodo de estudio.

e Tratamiento 1: parcelas con la presencia exclusiva del cultivo de vainica.

e Tratamiento 2: parcelas sembradas con el cultivo de vainica y la aplicacion del producto

a base de microorganismos heterétrofos.

e Tratamiento 3: parcelas sembradas con el cultivo de vainica y la aplicacion del producto a

base de microorganismos autétrofos.

Establecimiento del ensayo

Siembra de vainica

Para establecer el ensayo, primero se procedié a sembrar vainica en las subparcelas
asignadas a los tratamientos 1, 2 y 3. La siembra se realiz6 de acuerdo con los parametros
recomendados para este cultivo, es decir, a una distancia de 25 cm entre plantas y 1 m entre eras

(ver la Figura 9).



49

Figura 9
Parametros de siembra de vainica para ensayo de biorremediacion de suelos
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Tomado de: Elaboracion propia

Para la siembra se realizaron orificios de 3 a 5 cm de profundidad aproximadamente, en
los cuales se depositaron 3 semillas de vainica. Los orificios se taparon con una capa ligera de

suelo para facilitar el crecimiento de las plantulas en sus primeras etapas.
Aplicacién de productos para biorremediacion

Después de la siembra de la vainica, las subparcelas asignadas al tratamiento 2 se
aplicaron con una solucion del producto a base de microorganismos heteroétrofos a la dosis
recomendada por el fabricante de 3 I/ha. Esto se debe a que las parcelas asignadas a este
tratamiento conformaron un area de 27 m?, la dosis total aplicada para este tratamiento fue de

8.1 ml. Las aplicaciones del producto se realizaron cada 20 dias durante el ciclo completo de
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produccion de la vainica (75 dias aproximadamente). Por lo tanto, se llevaron a cabo 3

aplicaciones en total.

Las subparcelas asignadas con el tratamiento 3 se aplicaron con el producto comercial a
base de microorganismos autotrofos a la dosis recomendada por el fabricante, que es de 70 g/ha.
Al igual que en el caso del producto anterior, el &rea experimental designada para este
tratamiento correspondid a 27 m?, por lo tanto, la dosis que se utiliza para estas parcelas fue de
0,2 g. El producto se aplico cada 20 dias durante el ciclo productivo de la vainica, lo que se

traduce en 3 aplicaciones en total.
Andlisis de resultados
Caracterizacion del suelo de la parcela experimental

Los datos de la caracterizacion quimica, bioldgica y determinacion de los plaguicidas del
suelo se analizaron mediante analisis de coordenadas principales (PCO por sus siglas en inglés;
Anderson, 2001). Lo anterior, con la finalidad de analizar los resultados de forma integral, al
considerar todas las variables en conjunto. En todos los casos, se analizaron los resultados por
bloque para considerar diferencias de acuerdo con la pendiente del terreno. Los datos de la
caracterizacion quimica y bioldgica fueron transformados aplicando raiz cuarta. En el caso de los
datos bioldgicos se incluy6 una variable dummy = 1, debido a que habia determinaciones con
valor de cero. En el caso de los plaguicidas no se realizé transformacion, pero se incluyé una

variable dummy = 1.

Con los datos transformados se calcularon las matrices de semejanza utilizando distancia
euclidiana. Una vez que se generaron los gréaficos, se incluyeron vectores que indican las

variables que causan la mayor influencia en la distribucion y separacion de las muestras en el
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plano multidimensional. Es decir, las variables cuyo coeficiente de correlacion de Pearson con

PCO1 o0 PCO2 fue > 0,8 (Anderson et al., 2008).

Evaluacién de los tratamientos de biorremediacién

Para evaluar la eficiencia de los tratamientos de biorremediacion aplicados a las
subparcelas se realiz6 un analisis permutacional de varianza (Permanova) en el que se
compararon los conjuntos de plaguicidas cuantificados en suelo de las subparcelas aplicadas con
los tratamientos de biorremediacidn, con respecto a los plaguicidas cuantificados en la
subparcela testigo, sin aplicacion de tratamientos de biorremediacion, en cuanto a los plaguicidas
cuantificados en las subparcelas testigo. Antes del Permanova, los datos de concentraciones de
plaguicidas se transformaron mediante la funcion matematica Log (X+1). La matriz de
semejanza se construyé aplicando distancia euclidiana. Por otro lado, se construy6é un PCO que
incluyé un vector, como se indico. Los analisis estadisticos se realizaron con el software Primer

v6+Permanova (Primer-E Ltd.).

Propuesta de biorremediacién y material de comunicacién al productor

Para formular la propuesta de biorremediacion se seleccion6 el método con mejores
resultados. Para estos efectos se disefié un breve documento con indicaciones sencillas por
considerar para realizar un proceso exitoso de biorremediacion de suelos. Este documento es de
utilidad dnicamente para los productores cuyos suelos posean requisitos o caracteristicas

homologables al area de estudio.

La comunicacion de los resultados de los procesos experimentales se realizo mediante
una actividad en campo junto con el productor propietario del area experimental. En esta

actividad se expuso brevemente cada técnica de biorremediacion que se utiliza en el experimento
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de campo, se indico la mas efectiva y se amplio la informacion sobre esta técnica en especifico.
Este documento también incluy6 buenas practicas agricolas para disminuir el uso de plaguicidas

y para manejar el suelo de forma adecuada.

Ademas, se desarrollé una charla-taller en linea para los productores de la zona de
Zarcero, en donde se expuso el modelo experimental, los tratamientos de biorremediacion
aplicados y los resultados. Durante la actividad se incentivé la participacion de los productores

mediante consultas que propiciaban la intervencién y compartir vivencias.
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Capitulo V. Resultados y discusion

Caracterizacion de suelo de la parcela experimental

De acuerdo con la entrevista inicial realizada al agricultor, entre 2019 y 2021 se han
aplicado a la parcela en estudio diversos plaguicidas con accién herbicida, fungicida e
insecticida-nematicida (ver el Cuadro 2). Por lo tanto, es posible que residuos de estos productos
sean detectados en los analisis de suelo, esto segun la residualidad, movilidad y degradabilidad
particular de cada plaguicida. Ademas, durante el periodo indicado, se aplicaron otros insumos

agricolas como fertilizantes, enmiendas, productos hormonales y biolégicos.

Cuadro 2
Productos agricolas aplicados a la parcela experimental en el periodo 2019-2021

Utilidad Ingrediente activo

Herbicida Linuron
Cletodim
Paraquat
Oxifluorfen

Insecticida Cipermetrina
Abamectina
Forato
Clorpirifos

Fungicida Mancozeb
Fosetil

Clorotalonil
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Dimetomorf
Fertilizante Nitrogeno-fosforo-potasio
Magnesio
Enmiendas Oxido de calcio, hidroxido de calcio, 6xido de magnesio

Carbonato de magnesio, 6xido de magnesio, carbonato de
calcio, oxido de calcio

Hormonal Auxinas, citoquininas
Acido hiimico, algas marinas
Biologico Trichoderma sp.
Paecylomices sp.

Pochonia sp.

Tomado de: Elaboracion propia

Las observaciones del area de estudio reflejaron el problema descrito por el agricultor, ya
que se observo en cultivos de culantro y maiz un marcado comportamiento de subdesarrollo en
parchones. Es decir, es observable en una misma era o cama de cultivo que existen plantas con
un marcado rezago en el crecimiento en contraste con plantas que poseen un desarrollo 6ptimo y

vigoroso (ver Figura 10 y Figura 11).

La experiencia del productor indica que este comportamiento ha sido sostenido a lo largo
de aproximadamente 10 afios, sin presentar crecimiento o decrecimiento en el area, sin importar
los productos aplicados. Este comportamiento de subdesarrollo también es observable en la
maleza, la cual, segiin comentarios del productor, presenta una velocidad de crecimiento menor

de lo habitual.



Figura 10
Subdesarrollo en cultivo de maiz - finca José Lopez

Tomado de: Fotografias de campo tomadas de la finca de José Lopez, 27 de agosto de 2021.

Figura 11
Subdesarrollo en cultivo de culantro - finca José Lopez

Tomado de: Fotografias de campo tomadas de la finca de José Lopez, 27 de agosto de 2021.
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Caracterizacion de la parcela experimental

Caracterizacion fisicoquimica

56

Los pardmetros quimicos de la parcela experimental mostraron heterogeneidad, incluso

en zonas aledafias, en contraste los parametros fisicos mostraron homogeneidad. Lo anterior

evidencia la naturaleza compleja del suelo en el &mbito espacial (Cuadro 3, Anexo 6).

Cuadro 3

Analisis fisicoquimico-valores promedio por bloque

Andlisis quimico de suelo

Unidades Indicador

pH
Cmol (+)/L  Acidez

Ca

Mg

K

CICE
% SA
mg/L P

Zn

Cu

Fe

Mn

CE

Valor guia Bloque 1

5,5

0,2

10

10

1,5

5,2
1,0
2,6
0,3
0,4
4,3
23
37,8
3,8
7,7
126,8
16,5

0,2

Bloque 2
5,1
0,9
2,8
0,4
0,4
4,5
20,7
44,3
4,7
7,5
132
9,7

0,2

Bloque 3
50

0,6

3,7

0,7

0,5

5,6

11,5

44,3

4,9

117,5
9,7

0,2
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% C 6,2 6,3 6,4
N 0,6 0,7 0,7
C/N 9,5 9,4 9,4
Textura Franco Franco Franco
arenoso arenoso arenoso

Tomado de: Elaboracion propia con datos propios y del CIA-UCR

Del conjunto de datos presentados se puede deducir de forma general cuatro grandes
componentes diferenciales: textura del suelo, acidez, nutrientes y relacidn carbono/nitrégeno,

cuyo comportamiento se detalla a continuacion.
Textura del suelo

Segun el MAG (2022), los suelos en la zona de Zarcero en su mayoria son de tipo
andisol. Un analisis realizado por Bonilla et al. (2022), en el area de muestreo demostré que la
textura es de tipo franco-arenosa (20 % limo, 62 % arena, 18 % arcilla), tipica de suelos

andisoles en zonas altas o cercanas a volcanes.
Acidez

El valor de pH en los bloques es relativamente bajo (&cido), ya que presenta valores por
debajo del valor guia (ver el Cuadro 3). La acidez del suelo esta determinada por una alta
disponibilidad de iones hidronio (H*) y aluminio (Al*®), asi como por una deficiencia marcada de
bases (Ca, Mg, K). En los resultados de todas las parcelas, este ultimo aspecto parece tener
incidencia en los problemas de acidez, ya que en todos los bloques el valor de acidez supera el
10 % del valor total de la capacidad de intercambio cationico (CICE, dado por la concentracion

de bases) (Méndez y Bertsch, 2012)).
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Se sabe que los suelos &cidos y la presencia de aluminio (Al*®) pueden generar efectos
toxicos o entorpecer el desarrollo de las plantas (Kidd y Proctor, 2001). Por lo tanto, el
comportamiento del pH y, por consiguiente, de la acidez en las parcelas puede producir un efecto
negativo en el crecimiento de los cultivos en el area. Esto puede estar relacionado con la

conducta de subdesarrollo observado en las plantas.

Por otro lado, el pH puede afectar la manera en la que los plaguicidas se adsorben a la
fraccion coloidal del suelo (Stougaard et al., 1990), lo que puede generar mayor 0 menor
biodisponibilidad para su degradacion en un proceso de biorremediacion. Sin embargo, esto

depende también de las propiedades moleculares de cada plaguicida (Rasool et al., 2022).
Nutrientes

Los resultados indican que los nutrientes presentes en el suelo (P, Zn, Cu, Fe y Mn) se
encuentran en exceso en la mayoria de las muestras en comparacion con los valores guia (ver el
Cuadro 3). En cuanto a los valores de los niveles criticos expuestos por Méndez y Bertsch
(2012), se puede denotar que los valores de P y Fe son altos en todas las muestras, mientras que

los valores de Zn, Cu'y Mn se pueden interpretar como valores medios.

En ninguno de los casos que se evaluaron los datos reportados para nutrientes presentan
anormalidades ni exceden los niveles criticos. Con base en lo anterior, se descarta la posibilidad
de que el subdesarrollo vegetal observado en algunas zonas de la parcela experimental se deba a

deficiencias de nutrientes en el suelo.
Relacion carbono/nitrégeno

El valor adimensional establecido bajo el indicador C/N (ver el Cuadro 3) ofrece

informacidn importante sobre la fertilidad del suelo, es identificable que existe en todos los
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bloques un valor promedio entre 9-10. Esto refleja un estado positivo de fertilidad en los suelos
muestreados debido a que un valor de C/N cercano a 10 establece una estabilidad adecuada de
ambos nutrientes en el suelo, que favorece la estimulacion de la actividad microbiana y el

crecimiento de las plantas (Gamarra et al., 2018).
Andlisis integral de caracteristicas quimicas

El andlisis integral de los aspectos quimicos de los blogques (ver la Figura 12) muestra un
comportamiento distinto entre el bloque 3 y los bloques 1y 2. Las 4 muestras del bloque 3
presentan caracteristicas mas homogéneas entre ellas (estan mas cerca entre si), mientras que las
3 muestras tomadas en los bloques 1y 2 muestran caracteristicas menos homogéneas, lo que se

visualiza por una mayor dispersién de los puntos en el plano multidimensional (ver la Figura 12).

Al observar el vector es posible verificar que las diferencias entre los tres bloques se
encuentran en la CICE y concentraciones de Ca y Mg. Los resultados indican que el blogue tres
posee mayor CICE (ver el Cuadro 3), relacionada con una mayor disponibilidad de bases (Ca 'y
Mg). Esto se debe a que el bloque tres se encuentra en la zona mas baja de la pendiente del
terreno, se sugiere un efecto de arrastre de bases por efecto de escorrentia y acumulacion de

estas.

Lo anterior también incide en una mayor concentracion de iones hidronio (H) y aluminio
(AI*3) en el bloque tres con respecto a los otros dos bloques. Estos iones saturan los sitios de
intercambio, lo que provoca que las bases disponibles en el suelo no puedan generar ligandos con

la fraccion coloidal, lo que afecta la fertilidad del suelo (Rahman et al., 2018).

Las caracteristicas mencionadas pueden producir un comportamiento diferente del blogque

tres en los procesos de biorremediacion, en cuanto al bloque uno y dos. Se sabe que en los
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sistemas en los que el pH es bajo, la mayor disposicion de H* restringe significativamente el
potencial de union de los plaguicidas catidnicos a la fraccion coloidal (Ratnasari et al., 2022).
Esto puede generar una mayor biodisponibilidad de plaguicidas en el bloque tres, lo que facilita

los procedimientos de biorremediacion.

Figura 12
Analisis de coordenadas principales de las caracteristicas quimicas de tres bloques de la

parcela experimental
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Tomado de: Elaboracion propia

Caracterizacion biolégica

Biomasa microbiana

La cantidad de carbono de la biomasa microbiana fue heterogénea en los bloques de la
parcela experimental, se puede observar que existen bloques con una cantidad mayor de biomasa
microbiana en comparacion con sus homologos (Cuadro 4, Anexo 7). Algunos autores han
reportado valores de biomasa microbiana en suelos agricolas alrededor de 200 a 400 mg C/kg de
suelo y valores superiores a los 1000 mg C/kg suelo en suelos de bosque (Dalal, 1998;

Nsabimana et al., 2004).
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Con base en lo anterior, es posible establecer que la biomasa microbiana en los blogques
de la parcela experimental se encuentra por debajo de lo esperado en un suelo agricola, lo cual
puede tener efectos negativos en la degradacion natural de plaguicidas. Por otro lado, los valores
relativamente bajos de biomasa microbiana pueden ser reflejo del uso intensivo de plaguicidas y
el modelo productivo convencional en la parcela experimental a través del tiempo, en adicion,
Castro (1995), determind que la biomasa microbiana de los suelos sometidos a cultivos se

reducia en contraste con los suelos de barbecho.

Cuadro 4
Biomasa microbiana en el suelo-valores promedio por bloque (+DE)

Resultados de biomasa microbiana

Bloque Biomasa (mg C/Kg suelo)
1 1545+ 62,4
2 153,5+ 30,1
3 117,2 £ 44,0

Tomado de: Elaboracion propia con datos del CIA-UCR

La cantidad de biomasa microbiana es un buen indicador de la salud de los suelos, ya que
un alto contenido de microorganismos incide positivamente en los procesos de compostaje, la
descomposicion de materia organica y el reciclaje de nutrientes (Pérez et al., 2020). Ademas,
contribuyen en la degradacion de agentes contaminantes que estén presentes en el medio
mediante diversas rutas catabélicas (Chowdbury et al., 2008). Por este motivo, el contabilizar
altas cantidades de biomasa microbiana en suelo incrementa las posibilidades de diversificar
rutas metabolicas que contribuyan significativamente a los procedimientos de eliminacién de

plaguicidas.
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Resulta de interés indicar que las parcelas con menor cantidad de biomasa microbiana
también presentaron los valores de pH mas acidos. De acuerdo con Abdul et al. (2021), el pH del
suelo es el factor mas importante que puede afectar la composicién y tamafio de las comunidades
microbianas del suelo. Esto se debe a que la cantidad de biomasa microbiana presente en el area
experimental es relativamente baja, aspecto que puede estar asociado a la acidez y puede

predecirse un efecto negativo en la atenuacion natural de los plaguicidas en el suelo.

Nematodos

Para la interpretacion del conteo de nematodos se dividieron las categorias en dos
grandes grupos, las especies parasitarias de plantas (Meloydogine sp., Helicotylenchus sp.,
Aphelenchus sp., Aphelenchoides sp., Mesocriconema sp., Trichodorus sp. y Tylenchus sp.) y las

de vida libre, que no son parasitas de plantas.

Los géneros parasitarios se encuentran en bajas concentraciones en la mayoria de los
bloques, a excepcion de Helicotylenchus sp. en el blogue tres (ver el Cuadro 5y Anexo 8). Esta
anomalia no se presenta de nuevo en otros bloques, por lo tanto, no se vincula necesariamente al
comportamiento del cultivo en el area de estudio. La baja aparicion de especies parasitarias en
contraste con las de vida libre en el conteo puede corresponder a un reflejo de la actividad
agricola convencional y el uso de nematicidas, asi como a la existencia generalizada y mayor
cantidad en las parcelas de nematodos de vida libre, ya que se sabe que estos ultimos, ademas de

no afectar las plantas, se pueden alimentar de las especies parasitarias (Lara et al., 2003).

Resulta de interés resaltar la presencia de un mayor nimero de nematodos de vida libre
en comparacion con los fitoparasitos. Sin embargo, en algunos casos su himero esta por debajo

de lo esperado para un suelo agricola con buena cantidad de materia organica y un valor
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aceptable de biomasa microbiana, como lo indican los resultados previos. Algunos autores
reportan valores de nematodos de vida libre que van desde los 500 individuos hasta mas de
20 000 individuos por cada 100 g de suelo (Duley, 2009; Martinez, 2013). Los resultados
demuestran que es poco probable que el crecimiento deficiente de plantas en la parcela

experimental sea el resultado de una infestacion de nematodos fitoparasitos.

Cuadro 5
Conteo de nematodos-valores promedio por blogue (x DE)

Nematodos Muestra de 100 g de suelo
asociados

Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3
Meloydogine sp. 4+5 107 16 £15
Helicotylenchussp. 11 11+11 43 + 48
Aphelenchussp. 3%3 6+3 12+5
Aphelenchoides sp. 10 £ 10 6£5 9+9
Mesocriconemasp. 1+2 2+1 00
Trichodorus sp. 00 2+3 00
Tylenchus sp. 00 36 3+3
Vida libre 91+33 169 + 167 203 + 120

Tomado de: Elaboracion propia con datos del CIA-UCR

Analisis integral de caracteristicas bioldgicas

El andlisis integral de las variables biologicas de los suelos no evidencio algun patron o
particularidad en los blogues (ver la Figura 12). Algunas subparcelas de los blogues dos y tres
tienden a separarse a lo largo del PCO1, debido principalmente a diferencias en el nimero de

Helicotylenchus sp. y Tylenchus sp. de acuerdo con el vector.
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Figura 13
Analisis de coordenadas principales de las caracteristicas biologicas de los blogques de la

parcela experimental
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Tomado de: Elaboracion propia

Plaguicidas

Previo a aplicar los tratamientos de biorremediacion, el suelo de la parcela experimental
presentd residuos de 16 plaguicidas en total (ver el Cuadro 6), distribuidos de forma generalizada
en el terreno. Un 31,25 % de los plaguicidas que se identifican poseen una accidén biocida
insecticida-nematicida-acaricida, los fungicidas comprendieron un 25 %, insecticidas y
herbicidas abarcaron un 12,5 % cada uno. En cuanto a los metabolitos (productos de degradacion
de plaguicidas), estos corresponden a un 18,75 % del total identificado. Ademas, al menos un
61 % de los plaguicidas que se identifican (por ej., carbofuran, cipermetrina y clorpirifos) se

consideran altamente peligrosos (PAN, 2021).

La mayoria de los plaguicidas detectados poseen baja solubilidad en agua, poca o nula
volatilidad y ligera movilidad en suelo. Estos factores justifican que la persistencia en suelo de

los plaguicidas que se encontraron sea de media a extrema (Edwards, 1975) (ver el Cuadro 6).
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Plaguicidas detectados en la parcela experimental y algunas de sus caracteristicas generales

Plaguicida Accion biocida Solubilidad Persistencia Movilidad Volatilidad
en agua en suelo en suelo
Boscalid Fungicida Baja Extrema Ligera No
Buprofezin  Insecticida/Acaricida Baja Extrema Ligera Moderada
Carbofuran  Insecticida /Acaricida/ Moderada  Media Extrema No
Nematicida
Cipermetrina Insecticida/Acaricida Baja Alta No No
Clorpirifos Insecticida Baja Extrema Ligera Ligera
Flutolanil Fungicida Baja Extrema Media No
Forato Insecticida Baja Alta Ligera Moderada
/Acaricida/Nematicida
Imidacloprid Insecticida Alta Extrema Media No
Linuron Herbicida Moderada  Extrema Ligera No
Metalaxil Fungicida Alta Alta Extrema No
DDD Metabolito - - - -
DDE Metabolito - - - -
Tebuconazol Fungicida Baja Extrema Ligera No
Terbufos Insecticida/Nematicida Baja Ligera Media Moderada
sulfone
Terbutrina Herbicida Baja Alta Ligera No
4-hidroxi Metabolito Moderada  Alta Media -
clorotalonil

Tomado de: Elaboracidn propia con datos del Manual de Plaguicidas de Centroamérica (2023).
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Por otra parte, las caracteristicas quimicas de los plaguicidas detectados son variables
(ver el Cuadro 7). Por ejemplo, se puede observar que existen diferencias sustanciales de peso
molecular de la cipermetrina (416,3 g/mol) y el metalaxil (279,33 g/mol). Esta caracteristica es
relevante en procesos de biodegradacion (Alfaro, 2013), ya que las moléculas con peso
molecular alto, como la cipermetrina, pueden retrasar significativamente la velocidad de

biodegradacion en comparacion con el metalaxil.

Cuadro 7
Caracteristicas quimicas de los plaguicidas detectados en la parcela experimental

Plaguicida Formula Peso molecular Coeficiente de  Vida media en
molecular (g/mol) particion campo (DT 50)
octanol/agua en dias
Boscalid C18H12CI2N20 342,2 2,96 254
Buprofezin C16H23N30S 305,4 4,5 29,1
Carbofuran C12H15NO3 221,26 18 14
Cipermetrina C22H19CI2NO3 416,3 5,55 21,9
Clorpirifos CoH11CIsNO3PS 350,6 4,7 27,6
Flutolanil Ci7H16F3NO2 323,31 3,17 105
Forato C7H1702PS3 260,4 3,86 63
Imidacloprid CoH10CIN502 255,66 0,57 174
Linuron CoH10CI2N20: 249,09 3,0 48
Metalaxil C15H21NO4 279,33 1,75 141
DDD C14H10Cly 320,04 6,02 1000 (tipico)

DDE C14HsCly 318,0 - -
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Tebuconazol Ci16H22CIN3O 307,82 3,7 47,1
Terbufos sulfone CoH2104PS3 320,4 - -
Terbutrina C10H19N5S 241,36 3,66 52
4 hidroxi CsHCI3N20 247,5 0,61 -
clorotalonil

Tomado de: Elaboracidn propia con datos de PPDB (2023).

Las concentraciones de plaguicidas cuantificados en los bloques de la parcela
experimental fueron diversas y se observan valores bajos, por ejemplo, tebuconazole y terbutrina
(menores que 1 ng/g) y otros plaguicidas con una presencia mayor como cipermetrina, forato,
linuron y el metabolito 4 hidroxi-clorotalonil (mayores que 20 ng/g). A continuacion, se muestra

en valores promedio las cantidades encontradas de cada plaguicida por blogue.

Cuadro 8
Concentraciones de plaguicidas presentes en la parcela experimental — Resultados promedio
por bloque (xDE)

Plaguicida Unidad Bloque
1 2 3

Boscalid ng/g 31,0+ 3,6 27,4 +17 30,625
Buprofezin 2,1+0,3 46x0,3 13,2+0,5
Carbofuran 78%0,2 8,2%0,3 18,0+1,4
Cipermetrina 287,0+ 14,8 367,0+£7,5 1058,0 + 285,8
Clorpirifos 47,0+5.3 73,0+£6,5 748+6,1
Flutolanil 3,8+0,8 3,8+0,6 71+09
Forato 115,0 £ 15,0 92,0+5,6 198,2 + 16,7




Imidacloprid 3,8+0,2 2,8%0,1 3,7+0,3
Linuron 162,0 + 8,3 132,0+9,2 207,8 £17,5
Metalaxil 27,2+3,4 219+1,7 258+1,2
DDD 40,0+£0,0 40,0+0,0 30,0+5,0
DDE 40,0+£0,0 40,0+0,0 30,0+5,0
Tebuconazol 2,0+0,0 20+0,0 43+0,6
Terbufos sulfone 54+11 55+£09 44+0,8
Terbutrina 05%0,2 15+£0,.2 05+0.2
4-hidroxi clorotalonil 225,7 + 18,6 154,4+9,9 1394 +171

Tomado de: Elaboracion propia

Anélisis integral de residuos de plaguicidas

El anélisis integral de los plaguicidas detectados (PCO) evidenci6 una distribucion
relativamente homogénea de los mismos en el suelo de los bloques 1y 2 y mayor heterogeneidad
en el blogue 3 (ver la Figura 14). Resalta el amplio rango de concentracidn de cipermetrina con
valores que van desde menos de los 50 ng/g hasta méas de 250 ng/g, plaguicida que estaria

provocando la separacion de muestras del bloque 3 (mayor dispersion de puntos en el PCOL1).

Por otro lado, el metabolito 4-hidroxi-clorotalonil cuyos valores fluctian entre los
30 ng/g y 50 ng/g, parece tener influencia en la separacién de los puntos a lo largo del PCO2.
Los valores que se obtienen de estos plaguicidas son relativamente superiores a los demas

plaguicidas identificados (ver el Cuadro 8).
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Figura 14
Analisis de coordenadas principales de los plaguicidas cuantificados en los tres bloques de la
parcela experimental
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Tomado de: Elaboracién propia

Existe la posibilidad de que la alta concentracion de cipermetrina en el bloque tres sea el
resultado de su acumulacién en la parte mas baja de la pendiente por efecto de la escorrentia (ver
la Figura 6). Ademas, este plaguicida es poco soluble en agua, pero altamente persistente en
suelo (ver el Cuadro 7). Por lo tanto, su movimiento estaria dado por el arrastre de sedimentos de

zonas mas altas a zonas mas bajas.

Por otra parte, el metabolito 4-hidroxi clorotalonil (4-hidroxi-3,5,6-tricloroisoftalonitrilo),
presenta mayor persistencia y movilidad en suelo que su molécula madre (Regitano et al., 2001).
Si bien el metabolito explica la variacién en los bloques a lo largo del PCO2 (ver la Figura 14),
este solo explica un 1,2 % de la variacion total de las muestras evaluadas. Sin embargo, existe
ligeramente mayor cantidad de este metabolito en comparacién con los demas plaguicidas (ver el

Cuadro 8).
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Control de calidad de productos comerciales para biorremediacion de suelos
Producto a base de microorganismos autotrofos

El producto contenia heterocistos de cianobacterias y microalgas que fueron evidentes a
los 15 dias despues de inoculado el medio de cultivo (ver la Figura 15 y la Figura 16). Por lo
tanto, se corrobora que los componentes del producto corresponden a los indicados en la

etiqueta.

Figura 15
Microalgas

Tomado de: Fotografia propia

Figura 16
Cistos de cianobacterias

Tomado de: Fotografia propia
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Producto a base de microorganismos heterdtrofos

De acuerdo con lo informado, los microorganismos Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subtilis y Aspergillus niger no pudieron cuantificarse en el producto. Esto implica que estaban
ausentes o que se encontraban en cantidades menores que las 100 UFC/ml, no detectables

mediante la metodologia usada para este fin.

Evaluacién de tratamientos de biorremediacién

El suelo de las subparcelas aplicadas con los tratamientos de biorremediacidn presentd
concentraciones de plaguicidas variables y, al analizar las concentraciones de manera individual,
es posible determinar diversos comportamientos. La concentracion de algunos plaguicidas
disminuyd con respecto al testigo, en otros casos no se observaron cambios sustanciales y en
otros, contrario a lo esperado, las concentraciones aumentaron en las parcelas aplicadas con los

tratamientos de biorremediacion comparados con las subparcelas testigo.

Al visualizar los resultados del analisis de coordenadas principales (PCO; Figura 17), fue
posible identificar algunos patrones. El tipo y concentracion de plaguicidas presentes en las
subparcelas del tratamiento testigo (sin aplicar algin tratamiento de biorremediacion) son mas
similares entre si (estan mas cerca en el plano multidimensional). El tipo y la concentracién de
plaguicidas presentes en las subparcelas aplicadas con algun tratamiento de biorremediacién
difieren entre si (estan mas alejadas entre si en el plano multidimensional), lo que evidencia

diferentes comportamientos que se relacionan con la actividad biol6gica de los tratamientos.

A pesar del comportamiento observado, el Permanova evidencio la ausencia de
diferencias significativas entre los tratamientos con respecto al testigo testigo (p = 0,8) al

comparar el total de plaguicidas detectados en conjunto. Cabe mencionar que, el vector
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sobrepuesto sobre el PCO indica que son las concentraciones de metalaxil, flutolanil, clorpirifos
y DDE las que influyen marcadamente la separacion de los puntos (subparcelas) en el espacio

multidimensional, lo que puede sugerir mayores efectos de la actividad bioldgica sobre estos

plaguicidas (ver la Figura 17).

Figura 17

Analisis de coordenadas principales de la presencia de residuos de plaguicidas presentes
posteriormente a la aplicacién de tratamientos de biorremediacion de suelos. T = Testigo, T1 =
Vainica, T2 = Vainica + producto a base de microorganismos heterétrofos, T3 = Vainica +

producto a base de microorganismos autétrofos.
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Tomado de: Elaboracién propia

A continuacion, se analizan algunos ejemplos de lo observado.
Plaguicidas cuya concentracién disminuy0 en los tratamientos de biorremediacion

Las concentraciones de los plaguicidas boscalid, metalaxil, terbufos sulfone y
tebuconazol presentan un decremento en sus concentraciones en los suelos aplicados con los
tratamientos de biorremediacion en comparacion con el testigo (ver la Figura 18). El tratamiento
donde se observo la menor disminucién de plaguicidas (en comparacion con el tratamiento
testigo) fue el nimero uno, que contempla unicamente la siembra de vainica. Es decir, se

aprovecha la estimulacion de la actividad microbiana por parte de la planta mediante exudados
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liberados al suelo. Por lo tanto, se puedo presentar en alguna medida el fenémeno de
rizorremediacion, no obstante, este proceso no necesariamente implica otros fendmenos como la

absorcion de contaminantes (Reynolds et al., 1999).

Figura 18

Plaguicidas cuya concentracion decrecid en suelos aplicados con tratamientos de
biorremediacion comparados con subparcelas testigo (ng/g de suelo). T = Testigo, T1 =
Vainica, T2 = Vainica + producto a base de microorganismos heteroétrofos, T3 = Vainica +
producto a base de microorganismos autétrofos.
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Tomado de: Elaboracién propia

Se demuestra que la interaccidn entre leguminosas y bacterias fijadoras de nitrogeno
promueve el crecimiento de las plantas, la produccion de exudados y el aumento de la biomasa

microbiana en el suelo (Anderson et al., 1993). Por otra parte, se sabe que la asociacién entre
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leguminosas y bacterias de la rizosfera mejoran notablemente los procesos de remediacion y que
la estimulacion de las bacterias del suelo promueve la rizodegradacion de contaminantes en lugar

de bioacumularlos (Arshad et al., 2017; Hall et al., 2011).

El tratamiento 2, que consistid en la siembra de vainica combinado con la aplicacion del
producto comercial a base de microorganismos heterétrofos, fue donde se registrd la mayor
disminucion de boscalid y metalaxil (ver la Figura 18) en comparacion con las subparcelas
testigo. Ademas, en este tratamiento se registro la ausencia de tebuconazol y terbufos sulfone,

contrario a lo observado en el testigo, donde se detectaron ambos plaguicidas (ver la Figura 18).

Es posible que a pesar de que los microorganismos heterdtrofos estuvieran en bajas
concentraciones en el producto (menos de 100 UFC/ml), estos lograran realizar la degradacion
parcial de los plaguicidas presentes. Se sabe que los consorcios microbianos poseen un mejor
efecto de degradacion en comparacion con los cultivos de organismos individuales (Zhang y

Zhang, 2022).

Las bacterias de los géneros Pseudomonas y Bacillus (Verma et al., 2014; Upadhyay et
al., 2017) y hongos como Aspergillus (Maya et al., 2012) son microorganismos comunmente
encontrados en suelo cuya capacidad para degradar plaguicidas ha sido comprobada. En
especifico, Pseudomonas sp. y Aspergillus niger degradan un amplio espectro de plaguicidas,
incluido el metalaxil (Massoud et al., 2007). Ademas, se determind que productos a base de
Bacillus spp. han generado una disminucion mayor al 50 % de valores residuales del plaguicida

boscalid en suelos (Podbielska et al., 2018).

Por otra parte, plaguicidas como tebuconazole y terbufos sulfone son mas eficientemente

degradados por hongos en comparacion con bacterias (Podbielska et al., 2023; Bumpus et al.,
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1993). Las disminucion en las concentraciones de tebuconazole y terbufos sulfone en el
tratamiento 1 y 3 sugieren que existen en el suelo microorganismos que se adaptan para degradar

estos compuestos.

Por otro lado, también existe la posibilidad de la presencia de metabolitos en el producto
comercial. Estas sustancias pudieron haber estimulado las poblaciones nativas de
microorganismos que, a la vez, tuvieron un efecto sobre la eliminacion de los plaguicidas. Es
conocido que los surfactantes pueden modificar la solubilidad aparente de los plaguicidas

impidiendo la adsorcion de estos al suelo (Katagi, 2008).

Ademas, se ha encontrado que organismos como P. aeruginosa poseen la capacidad de
producir biosurfactantes reconocidos en el &mbito industrial (Ugaz et al., 2020), los cuales
pueden liberarse al medio. Es posible que la presencia de biosurfactantes en el producto
comercial pudiera solubilizar los plaguicidas (boscalid, metalaxil, tebuconazole, terbufos
sulfone), disponibilizandolos y aumentando su tasa de degradacion en el tratamiento 2 en

comparacion con los demas tratamientos.

Otro aspecto por considerar son las interacciones de los microorganismos heterotrofos
presentes en el producto comercial con los nativos en la rizosfera para potenciar la degradacion
de plaguicidas. Se demuestra que los microorganismos autoctonos expuestos a plaguicidas
pueden desarrollar resistencia a estos e incluso utilizar los plaguicidas como fuente de energia o
carbono a través de procesos de descomposicion (Verma et al., 2014). Es conocido que la
mineralizacion y el co metabolismo de los microorganismos son las principales vias de
degradacion de plaguicidas y sus metabolitos utilizados por los microorganismos (Ye et al.,

2018; Boivin et al., 2005; Arora et al., 2012).
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La premisa parte de que las bacterias poseen una fuerte capacidad de adaptabilidad
(Huang et al., 2018). Por lo tanto, resulta l16gico pensar que los suelos que son tratados con
plaguicidas tienen una gran gama de microorganismos autoctonos con capacidad de degradacion
de plaguicidas. Lo anterior sumado a la asociacién con la vainica y la inoculacion de
microorganismos exogenos pudo haber promovido un aumento en la tasa de degradacion de

contaminantes en comparacion con las parcelas testigo.

El suelo aplicado con el tratamiento numero 3, que consistio en la siembra de vainica mas
la aplicacion de un producto comercial compuesto por microalgas y cianobacterias (organismos
autétrofos), también mostré concentraciones de metalaxil, boscalid, terbufos sulfone y
tebuconazol con tendencia a disminuir con respecto a las subparcelas testigo (ver la Figura 18).
No obstante, en el caso del metalaxil y el boscalid la eficiencia fue menor en comparacion con el

tratamiento 2.

Las algas pueden ejecutar procesos de bioabsorcién y bioadsorcién en la detoxificacion
de contaminantes (Fomina y Gadd, 2014). Ademas, se demuestra que las microalgas poseen el
potencial de degradar compuestos organicos e inorganicos, para esto, utilizan los plaguicidas y
otros compuestos como fuentes de nitrogeno y carbono y transforman los contaminantes en
moléculas méas simples mediante metabolizacion (Sutherland y Ralph, 2019). Ademas, se
demuestra que las microalgas pueden poseer un complejo sistema enzimatico con la capacidad
de degradar contaminantes, las enzimas pueden utilizar directamente los compuestos toxicos,
degradandolos y también pueden participar enzimas involucradas en mecanismos de respuesta al

estres celular (Vingiani et al., 2019).

Sin embargo, se encontro en la literatura que el uso de microalgas no tiene resultados

significativos en la biodegradacion del metalaxil (Ardal, 2014) y que el boscalid tiene efectos
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toxicos en el alga Chlorela vulgaris (Qian et al., 2018), mientras que tebuconazole es tdxico para
las algas Westiellopsis prolifica y Pseudokirchneriella supcapitata (Kumar et al., 2010; Ochoa-
Acufa et al., 2009). Ambos plaguicidas afectan los procesos de crecimiento y fotosintesis de
estos organismos. Debido a que la concentracion de plaguicidas fue menor en el tratamiento vai-
nica + organismos autétrofos en comparacion con el tratamiento nimero uno, sembrado Gnica-
mente con vainica, la evidencia observada indica una disminucion de plaguicidas como boscalid
y metalaxil en las parcelas inoculadas con el producto comercial (a base de microorganismos au-
totrofos) lo que permite hipotetizar que la presencia de las microalgas y heterocistos de cianobac-
terias tuvieron un efecto en la degradacion de plaguicidas. Este efecto puede ser indirecto,
mediante la fijacion de carbono y nitrégeno, que puede incrementar la biomasa de
microorganismos autdctonos, capaces de degradar plaguicidas (Pathak et al., 2018). Por otro
lado, es posible sugerir que en el tratamiento 3, la degradacion de plaguicidas respondi6 a una
combinacion de rizorremediacion (dado por un efecto de las raices de la vainica) y
ficorremediacién (por accién de las algas o cianobacterias) (Touliabah et al., 2022); no obstante,
para ratificar el efecto del producto a base de microorganismos autotrofos se debera evaluar la

persistencia de los microorganismos a lo largo del proceso experimental.

Plaguicidas cuya concentracion no presentdé cambios

Los plaguicidas cuya concentracion permanecio sin variar en las subparcelas donde se
aplicaron tratamientos de biorremediacion comparado con las subparcelas testigo fueron

cipermetrina y carbofuran (ver la Figura 19).
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Figura 19

Plaguicidas cuya concentracion fue similar en subparcelas aplicadas con tratamientos de
biorremediacion en comparacion con subparcelas testigo (ng/g de suelo). T = Testigo, T1 =
Vainica, T2 = Vainica + producto a base de microorganismos heterétrofos, T3 = Vainica +
producto a base de microorganismos autétrofos.
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Tomado de: Elaboracién propia

Se conoce que la capacidad de degradacion de los microorganismos se encuentra limitada
por el tamafio y el peso molecular del compuesto. Por otra parte, se sabe que los compuestos
organicos hidrofébicos como la cipermetrina (ver el Cuadro 6 y el Cuadro 7) poseen importantes
interacciones con la fraccién coloidal del suelo, lo que reduce significativamente su

disponibilidad para la degradacion (Chikere et al., 2011).

Otro factor que puede vincularse a la resistencia de la cipermetrina a la biodegradacion es
su alta concentracién comparada con otros plaguicidas (ver el Cuadro 8). Se demuestra que la
concentracion de cipermetrina puede afectar el proceso de biodegradacion, en general, cuanto

mayor sea la concentracion menor es la tasa de degradacion (Cycon y Piotrowska, 2016).

En relacion con el carbofuran, algunos estudios han demostrado que bacterias y hongos
como Pseudomonas sp., Bacillus sp. y Aspergillus niger, poseen la capacidad de degradacion de

este compuesto (Mishra et al., 2020). Ademas, se observo que suelos con tratamientos previos de
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carbofuran han demostrado tener una mejor tasa de degradacion de este plaguicida por la

resistencia desarrollada por los microorganismos autoctonos (Harris et al., 2008).

Por otra parte, Shelton y Parkin (1991) encontraron que suelos con buena humedad
mejoran considerablemente las condiciones para los microorganismos y la biodisponibilidad del
carbofuran. Con base en lo anterior y al asumir que el suelo de la parcela experimental posee
condiciones favorables (disponibilidad de arcillas, buenas condiciones de humedad, porcentaje
de materia organica), se esperaria que disminuya la concentracion de carbofuran en las
subparcelas aplicadas con los tratamientos de biorremediacion en comparacion con las
subparcelas testigo. Adicionalmente, el carbofuran presenta un bajo coeficiente de particion
octanol/agua y una estructura molecular mas pequefia (en comparacion con la cipermetrina; ver
el Cuadro 7), lo que refuerza la hipdtesis de que existen condiciones favorables para la remocion

de dicho plaguicida, lo que no se observo.

El carbofuran es un plaguicida que fue prohibido en Costa Rica desde el 2014 mediante
el Decreto Ejecutivo n.° 38713-MAG-S-Minae-MTSS. Esto en especial por su persistencia y alta
toxicidad a organismos no objetivo, por ende, encontrarlo en las muestras del suelo durante las
fechas de muestreo (2021) es un reflejo de su persistencia. Se sabe que el pH &cido ayuda
mantener la molécula de carbofuran relativamente estable (Moreno, 2009), por lo que, debido a
que los suelos del area de analisis son &cidos, este es un factor que puede colaborar en la
persistencia de la molécula en el suelo, lo que justificaria el comportamiento observado en el

analisis.
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Plaguicidas cuya concentracién aumento en los tratamientos de biorremediacion

Finalmente, algunos plaguicidas cuyas concentraciones se incrementaron en las
subparcelas aplicadas con los tratamientos de biorremediacion en comparacion con las

subparcelas testigo fueron buprofezin, flutolanil, clorpirifos y linuron (ver la Figura 20).

Inicialmente, se planted la posibilidad de que el aumento de la concentracion de estos
residuos de plaguicidas se debiera a la deriva de plaguicidas aplicados a cultivos ubicados en los
alrededores del area experimental. Sin embargo, esta probabilidad fue descartada debido a que
no se observo el mismo comportamiento en las parcelas testigo como si se presentd en el resto de

los tratamientos aplicados.

Figura 20

Plaguicidas cuya concentracion aumentd en subparcelas aplicadas con tratamientos de
biorremediacion en comparacion con subparcelas testigo (ng/g suelo). T = Testigo, T1 =
Vainica, T2 = Vainica + producto a base de microorganismos heterétrofos, T3 = Vainica +
producto a base de microorganismos autétrofos.
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Tomado de: Elaboracién propia

También, se pensé que el incremento observado de los plaguicidas pudo haberse debido
al arrastre por escorrentia desde otras parcelas, producto de la precipitacion, la cual fue alta
mientras se ejecuto el ensayo (ver la Figura 7). Esto se debe a que los cuatro plaguicidas
presentan baja solubilidad en agua (ver el Cuadro 6). Bajo la premisa anterior, este fenémeno
sucederia principalmente por arrastre sedimentario desde zonas de mayor altitud, lo cual se
acentua por la pendiente pronunciada del sitio experimental (ver la Figura 6). No obstante, esta
hip6tesis fue descartada porque no se observé este comportamiento con todos los plaguicidas,

sobre todo en aquellas subparcelas localizadas en la parte baja de la pendiente (ver la Figura 6).

Ademas, se plantea un efecto de la caracterizacion franco-arenosa del suelo, lo cual
puede tener implicaciones en el muestreo. Se conoce que, en estudios de suelo, usualmente la
mayor fuente de variacion esta vinculada con el muestreo (EPA, 1990). Por ejemplo, por
diferencias en la profundidad del muestreo o contaminacion cruzada entre los puntos de

muestreo.

Otra posible explicacién del incremento de la concentracion de los plaguicidas citados es
que ciertas bacterias, entre ellas, actinomicetes, hongos como Aspergillus y microalgas como

Scenedesmus obliquus poseen capacidades de bioacumular y concentrar compuestos
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organoclorados como dieldrin, diclorofeniltricloroetano (DDT) y pentacloronitrobenceno
(Grimes y Morrison, 1975; Ko y Lockwood, 1968; Wesley et al., 1969). Si se considera que
parte de los compuestos que presentaron este fenémeno de aumento en la concentracion son
organoclorados, es posible hipotetizar que los tratamientos aplicados promuevan mecanismos de
bioacumulacion de plaguicidas que pueden no haber estado biodisponibles antes de la aplicacién

de los productos biologicos.

Presencia de metabolitos en subparcelas aplicadas con tratamientos de biorremediacion

Se detectd la presencia de tres metabolitos en el muestreo inicial y final, los cuales
corresponden especificamente a diclorofenildicloroetileno (DDE), diclorofenildicloroetano
(DDD) y 4-hidroxi clorotalonil. Los primeros dos son metabolitos de degradacion del
diclorofeniltricloroetano (DDT) y el segundo de clorotalonil. EI comportamiento de los
metabolitos fue variable en las subparcelas aplicadas con tratamientos de biorremediacion (ver la
Figura 21). En el caso del DDE no presento variaciones entre los tratamientos y el testigo, el
DDD mostré una alta presencia en las parcelas de tratamiento 2 y poca presencia en las parcelas
del tratamiento tres y el 4-hidroxi clorotalonil mostré un aumento en todos los tratamientos en

comparacion con las parcelas testigo.
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Figura 21

Metabolitos presentes en subparcelas aplicadas con tratamientos de biorremediacion (ng/g de
suelo) T = Testigo, T1 = Vainica, T2 = Vainica + producto a base de microorganismos
heterétrofos, T3 = Vainica + producto a base de microorganismos autotrofos.
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Tomado de: Elaboracién propia

ElI DDT es un insecticida cuya comercializacion y uso fue prohibido en Costa Rica a
finales de la década de los 80 (Rojas, 2016) debido a su alta persistencia y efectos nocivos en la
salud y el ambiente. El encontrar metabolitos de DDT refleja su alta persistencia ambiental y alta
resistencia a la degradacion microbiana (Pfaender y Alexander, 1973). En el caso del DDE el
analisis cromatogréafico revelo la presencia de trazas, es decir, cantidades pequefias que no son

susceptibles de ser cuantificadas con los equipos disponibles.

Por otra parte, los valores de DDD que se encontraron en las subparcelas de los

tratamientos 2 y 3, estan fuertemente influenciados por un Unico dato para cada subparcela en el



84

bloque 1 (ver el Anexo 11). A pesar de esto, los resultados concuerdan con lo encontrado en el
ambito regional, ya que el Instituto Regional de Estudios en Sustancias Toxicas (IRET, 2004) ha

reportado mayor presencia del metabolito DDE en comparacion con el DDD.

En cuanto a los mecanismos de descomposicién del DDT, se sabe que el medio
desempefia un papel importante en la presencia de microorganismos degradadores. En medios
aerobios el DDE media como el principal resultado de descomposicién, caso opuesto sucede con
el DDD cuyo resultado se obtiene de procesos de degradacion en condiciones anaerobias
(Betancur et al., 2013). Si se consideran las caracteristicas del area experimental, debido a la alta
precipitacion y los suelos principalmente arenosos, es posible que ambas condiciones (aerobia y

anaerobia) coexistan en el sitio.

Se ha reportado la capacidad degradadora de DDT por bacterias como Micrococcus
varians, Lactobacillus plantarum y Pseudomonas sp (Betancur et al., 2013), pero algunos
estudios han revelado una mayor capacidad de degradacion de DDT por parte de los hongos
(Kantachoe et al., 2001; Mitra et al., 2001). EI principal mecanismo de descomposicion del DDT
se relaciona directamente con la decloracion de la molécula por eliminacién de un ion cloruro.
Los procesos que se denominan decloracion reductiva (Wedemeyer, 1966) y deshidrocloracién
(Pan et al., 2016) pueden estar mediados por procesos de co metabolizacion ejecutados por

microorganismos y produciendo los metabolitos DDD y DDE.

Por otra parte, el 4-hidroxi clorotalonil, producto primario de la degradacion del
clorotalonil (Putnam et al., 2003), puede ser producto de los mismos mecanismos de decloracion
microbiana involucrados en la degradacion del DDT. En especifico, la sustitucién nucleofilica
del ion cloruro por un grupo hidroxilo (Motonaga et al., 1996). Algunos estudios realizados por

Katayama et al. (1997) han demostrado la eficacia de mas de 35 cepas bacterianas de grupos
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taxonomicos distintos para degradar clorotalonil mediante sustitucion del ion cloruro por grupos

hidroxilo, de estos grupos destacan principalmente Pseudomonas y Bacillus.

Se demuestran mejores resultados en la degradacion de clorotalonil mediante enfoques de
bioaumentacion comparados con la atenuacion natural ejecutada por microorganismos
autoctonos (Betancourt et al., 2018). Si se consideran los resultados que se observaron en la
Figura 21, una mayor presencia de 4-hidroxi clorotalonil en las subparcelas aplicadas con
tratamientos de biorremediacion en contraste con testigos puede vincularse al efecto generado
por los tratamientos aplicados. Esto concordaria con los resultados que se observaron para

boscalid y metalaxil (ver la Figura 18).

Si se considera la presencia de biodegradacion, al menos en grado minimo en todas las
parcelas tratadas, se puede estimar que un importante agente involucrado en el proceso de
biorremediacion corresponde a las fuentes de carbono y energia depositadas en el suelo por la
vainica (por ejemplo, exudados radicales) y las microalgas (fijacién de carbono y nitrégeno). Si
los microorganismos presentes en los procesos de biorremediacion dependen de estas fuentes
para degradar compuestos organicos como los plaguicidas, puede pensarse que el principal
mecanismo de degradacién que utilizan los microorganismos autdctonos e inoculados por

tratamiento corresponde a la cometabolizacion de los compuestos.

Propuesta de biorremediacién de suelos

El tratamiento de biorremediacion en el cual se evidenciaron mejores resultados fue la
siembra de vainica en combinacion con el producto comercial a base de microorganismos

heterdtrofos. En el suelo aplicado con este tratamiento se evidencio disminucién de los
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plaguicidas boscalid, metalaxil, tebuconazole y terbufos sulfone, pero no de los plaguicidas

cipermetrina, carbofuran, buprofezin, clorpirifos, linuron y flutolanil.

A pesar de que el tratamiento de vainica + microorganismos heterétrofos tuvo el mejor
desempefio de los tres tratamientos aplicados, los resultados de la evaluacion de los productos no
arrojaron resultados contundentes que permitan recomendar con total seguridad la aplicacion de
este tratamiento como estrategia de biorremediacion. Sin embargo, se hipotetiza que este
tratamiento mejoro las condiciones del suelo promoviendo mecanismos de degradacion por parte
de los microorganismos autdctonos. Desde una perspectiva de manejo integral del suelo para
regenerarlo, ademas de una estrategia de biorremediacion propiamente, el suelo debe ser objeto
de una serie de practicas, por lo que a continuacion se sugieren algunas recomendaciones de
manejo, sobre todo, para mejorar las condiciones ambientales para la proliferacion y
mantenimiento de comunidades autdctonas de microorganismos que contribuyan a la eliminacion

de contaminantes.

Labranza del suelo

Se sabe que la labranza convencional afecta la estructura del suelo, genera condiciones
desfavorables para la descomposicion de la materia organica y afecta de manera significativa la
tasa de retorno de carbono (Paustian et al., 1997). Estos factores no solo alteran negativamente la
captura de carbono en el suelo, sino también los procesos de degradacion de compuestos

organicos como los plaguicidas.

En contraparte, la labranza de conservacion consiste en conservar al menos un 30 % de
los residuos de cosecha en el suelo posterior al periodo de cultivo (Baez y Aguirre, 2011).Para

esto, los restos de los cultivos que han cumplido su ciclo se dejan sobre la tierra de cultivo para
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protegerla contra la erosion y la pérdida de humedad. Ademas, se demuestra que este tipo de
labranza mejora las condiciones fisicoquimicas del suelo, aumenta la masa microbiana y mejora

la captura de carbono (FAO, 2002).

Al considerar las caracteristicas del area evaluada, la presencia de suelos principalmente
arenosos, la pendiente por lo general pronunciada, el alto indice de precipitacion y la presencia
de plaguicidas y metabolitos altamente peligrosos, la labranza de conservacion puede tener un
impacto positivo en el aumento de microorganismos degradadores y la retencion de plaguicidas y
sus metabolitos. Lo anterior evita su movimiento a cuerpos de agua subterranea y superficial,

fendmeno que ya ha sido observado por Ramirez et al. (2017) en la zona de Zarcero.

Figura 22
Sistema de labranza de conservacién - labranza cero

Tomado de: Portal Agricola (2018).

Rotacidén de cultivos

En la zona de Zarcero predomina la produccion de hortalizas de ciclo corto (3 a 5 meses),

lo que permite realizar rotacion de cultivos. Dicha practica tiene efectos positivos en el manejo
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eficiente de plagas y enfermedades (Jalli et al., 2021), lo que ayuda a disminuir el uso de

plaguicidas. Esta practica, ademas, mejora las condiciones del suelo y el ciclado de nutrientes.

Se aconseja incluir esta practica en el modelo de produccién al considerar las
caracteristicas de la zona, para esto, el productor debe analizar la emergencia de enfermedades y
patdgenos durante el periodo anual y establecer una programacion de cultivos que permita
disrumpir la aparicion de enfermedades. Asimismo, se sugiere utilizar cultivos de diferentes
familias y con diferente densidad de follaje, ya que se sabe que cultivos con follaje denso pueden
tener un impacto positivo para disminuir la erosion (Huerta et al., 2018), asi como en el control

de malezas por la limitacion en la entrada de luz (ver la Figura 23).

En adicion, se insta a incluir dentro del modelo de rotacion el cultivo de alguna
leguminosa por su capacidad para formar asociaciones con bacterias fijadores de nitrégeno, lo
cual mejora su fertilidad. Ademas, el cultivo denso de leguminosas ha resultado ser altamente

competitivo contra las malezas (Mohler y Johnson, 2009).

Figura 23
Sistema de rotacion de cultivo y cultivo mixto

Tomado de: Rocalba (2020).
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Barreras o cercas vivas

El uso de barreras vivas demuestra proteger las zonas de cultivo de la escorrentia, factor
que favorece conservar los suelos ante el efecto de erosion. Por otra parte, se demuestra que esta
estrategia mejora significativamente la capacidad de retencién de carbono orgénico del suelo
(Kang et al., 1999). Por lo tanto, se sugiere que la disposicion de barreras vivas se disefie
tomando en cuenta la pendiente (ver la Figura 24) y con el uso de especies arbustivas, en especial

leguminosa como Cratylia argentea o Leucaena leucocephala.

Figura 24
Barreras vivas en sistema agricola

Tomado de: Basnet (2020).
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Divulgacion de resultados

Los resultados obtenidos fueron socializados en campo con el productor José Lopez (ver
figura 25), duefio de la finca del rea de estudio, para esto se prepard una carpeta con los resulta-
dos fisicoquimicos, bioldgicos y presencia de plaguicidas del &rea de estudio, ademas se explico
ampliamente los aspectos discutidos en el apartado de discusion de este documento, y se indica-
ron las recomendaciones de la propuesta de biorremediacion. Asi mismo, se realizé un taller vir-
tual (ver figura 26) en el que se cont6 con la participacion de 8 productores horticolas del canton
de Zarcero, en este taller se compartieron los resultados obtenidos de esta investigacion y los
productores pudieron comunicar algunas de sus experiencias positivas sobre como el uso de fer-
tilizantes de microorganismos mejoraron el rendimiento de los cultivos, y como el uso de en-
miendas a base de microorganismos de montafia mejoraron notablemente los suelos viéndose re-

flejado en la estructura de las plantas .

Figura 25

Divulgacion de resultados a José Lopez
=\ 1/

Tomado de: Fotografia propia
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Figura 26

Divulgacion de resultados a productores Zarcerefios

Charla - Taller
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Presentado por: Gabriel Brenes
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Hora: 06:00 p.m.

Zzoom Presentado via Zoom

Tomado de: Fotografia de Martha Orozco Aceves, 2023
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Capitulo V. Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

En el presente trabajo se evaluo la eficacia de tres tratamientos de biorremediacién en una
finca horticola en la zona de Zarcero. Las condiciones climatoldgicas de la zona indican que el
area posee un considerable indice de precipitacion anual y temperaturas generalmente templadas.

Por otra parte, el suelo demuestra ser principalmente arenoso y con un pH relativamente &cido.

En campo se han detectado condiciones de temperatura y humedad que pueden ser
favorables para el desarrollo microbiano. Estos factores pueden mejorar las tasas de
biodegradacion, por otra parte, el pH también afecta el crecimiento microbiano y en algunos
casos particulares, la presencia de plaguicidas como el carbofuran, puede aumentar la estabilidad

de la molécula, lo que dificulta su descomposicion.

Ademas, se observaron cantidades de biomasa microbiana y nematodos
significativamente bajas en toda el area experimental. Este aspecto podria estar relacionado con
el modelo productivo tradicionalmente aplicado en la finca (convencional) y se puede vincular a
tasas de degradacion reducidas como se pudo observar en los resultados de la caracterizacio del

suelo de la parcela experimental.

En cuanto a los resultados de la aplicacién de los tratamientos de biorremediacion, no se
evidenciaron diferencias significativas con respecto a los controles, pero se observo la
disminucion de las concentraciones de algunos de los plaguicidas presentes como metalaxil,
boscalid, tebuconazole y terbufos sulfone. Los resultados de los tratamientos nimero uno
(vainica) y tres (vainica + microorganismos autotrofos) sugieren la presencia de comunidades

microbianas presentes en el suelo (auntdctonas) que, en presencia de fuentes de energia
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facilitadas por la leguminosa y la inoculacion de microalgas y cianobacterias, podrian aumentar

su capacidad para degradar plaguicidas.

Asimismo, se detectaron metabolitos de moléculas como el clorotalonil y el diclorofenil
tricloroetano (DDT). Esto sugiere que antes del desarrollo experimental ya existian en el suelo
complejos microbianos con la capacidad de degradar compuestos organoclorados mediante

decloracion, un mecanismo que se demuestra estd mediado por co metabolizacion.

Los resultados sugieren que una estrategia de biorremediacion debe ser integral,
considerando aspectos bioldgicos, fisico-quimicos, climatoldgicos del entorno y manejo
agronomico de suelo. La evidencia indica que una estrategia de biorremediacion de suelos
contaminados con un conjunto de plaguicidas de naturaleza quimica diversa, requiere de una
diversidad de acciones enzimaticas, dadas por una variedad de microorganismos diferentes. Por
otro lado, es posible que la accion enzimética de los microorganismos influya en procesos de
desorcién que incrementen las concentraciones de algunos plaguicidas en el suelo, como fue

observado para buprofezin, clorpirifos, linuron y flutolanil en este proceso experimental.

La cuantificacion de microorganismos indico gque las concentraciones de
microorganismos en una de los productos evaluados no coincidié con lo declarado en la etiqueta
del mismo. Considerando el auge que esta tomando el pais en el desarrollo de productos
bioldgicos, se sugiere establecer estrategias de monitoreo y evaluacién de la calidad de los

mismos para comprobar su efectividad.

Para esto, se plantea la hipdtesis de que los microorganismos presentes en el suelo y el
producto del tratamiento 2 utilizaron nitrégeno y carbono disponibles de las fuentes facilitadas

por la leguminosa, como principales fuentes de energia y procesaron los contaminantes mediante
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vias enzimaticas secundarias. Por lo tanto, el sistema de biorremediacion por utilizar en el area

de estudio debe poseer fuentes de energia externas.

A partir de lo anterior se entregd al productor un informe fisico con los resultados de los
andlisis realizados y la propuesta de biorremediacion desarrollada en este documento. Ademas,
se socializaron los resultados a otros productores de la zona de Zarcero mediante una charla-
taller en linea a través de la plataforma Zoom en la que se contd con la participacion de 6
productores quienes compartieron vivencias y mostraron especial interés en el papel de los

microorganismos en los procesos de biorremediacion.
Recomendaciones

Entre las principales recomendaciones para mejorar el modelo experimental y el analisis

de resultados se sugieren los siguientes topicos:

e Analizar el efecto de otros tipos de biorremediacion como la bioaumentacion con
microorganismos autoctonos ya que los productores han demostrado obtener resultados
positivos con el uso y aplicacién de bioles y enmiendas a base de microorganismos de

montafia.

e Analizar con detalle la presencia de microorganismos en el suelo (autéctonos), para
evaluar la posibilidad de efectos antagdnicos o sinérgicos con los microorganismos de los

productos comerciales.

e Aumentar el tiempo del desarrollo experimental. Por ejemplo, durante dos o tres ciclos de
produccidn de vainica para confirmar los comportamientos de disminuacion de

plaguicidas observados en este trabajo.
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Ejecutar mas unidades experimentales en un area mayor para aumentar el nimero de

muestreos para una mejor validacion de los tratamientos estudiados.

Verificar si existe un aumento en la biomasa microbiana posterior al proceso
experimental. Lo anterior para determinar si existen mejoras en las condiciones del suelo
propiciadas por los tratamientos que promuevan el crecimiento de las comunidades

existentes.

Evaluar en profundidad los mecanismos de adsorcion y desorcion de plaguicidas del

suelo del area experimental y su relacion con la biodisponibilidad de contaminantes.

Establecer un plan periddico de analisis y acompafiamiento con el productor, con el
objetivo de asegurar el mantenimiento de buenas practicas agricolas sugeridas en este
documento y evaluar a largo plazo el efecto de estas estrategias en la reduccién de la

presencia de plaguicidas y el mejoramiento del suelo y la produccién agricola.

Establecer estrategias para la cooperacién entre productores agricolas de la zona de
Zarcero, y la comunicacion dindmica de experiencias y modos de produccion para
socializar los resultados obtenidos con el uso de estrategias para la mejora de suelos y la

disminucion del consumo de plaguicidas.

Vincular a los productores en programas de capacitacion continua, talleres y visitas de
campo enfocados en la reduccion del uso de plaguicidas y la aplicacion de metodologias

como la biorremediacion para la recuperacion y mejora de suelos agricolas.
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Andlisis (Tipo)

Indicador

BLOQUE 1

BLOQUE 2

BLOQUE 3

B1-Testigo

B1-T1 B1-T2

B1-T3

B2-Testigo

B2-T1 B2-T2

B2-T3

B3-Testigo

B3-T1 B3-T2

B3-T3

pH

CE

Ca

Biomasa Microbiana

mg/Kg

PLAG-TIP

PLAG-TIP

PLAG-TIP

Plaguicidas

PLAG-TIP
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Anexo 3. Método de extraccion de plaguicidas en matriz de suelo

Insumos
Equipos Materiales
Balanza granataria Tubos falcon 50 ml
Bafo ultrasénico Filtro PTFE hidrofébico 13 mm de 0,2 pm
Vortex Viales de vidrio de inyeccion para
LC/GSMSMSM
Reactivos

Acetato de etilo para analisis de residuos (PAR)

Sulfato de sodio calidad para andlisis de residuos
Solucidn de estandar interno que contiene Clorpirifos D10
Solucion de estandar interno que contiene Diuron D6

La extraccion de los plaguicidas de la muestra de suelo se realizo siguiendo una
adaptacion del método de QUEChERS (Anastassiades et al., 2003). Para esto se dispuso 5 g de la
muestra de suelo dentro de un tubo falcon de 50 ml, se aplic6 un dopaje con los estandares
internos diuron-ds y clorpirifés-dio como control de calidad y se agregaron 10 ml de acetato de

etilo grado LCMS (PAR, Suprasolv, Merk, Alemania) como solvente.

La mezcla se agito por aproximadamente 2 min a mano, después, se introdujo en el bafio
sonico por un periodo de 15 min, se retird y se agregaron 5 g de sulfato de sodio para secarla. Se
procedio a agitar de nuevo por 2 min y se introdujo por un periodo de 10 min en la centrifuga a
3000 r. p. m., por ultimo, se extrajo y filtrd el sobrenadante para disponerlo en viales de
inyeccion. Los extractos obtenidos se inyectaron tanto en equipo de cromatografia de gases

GC/MS, asi como en equipo de cromatografia liquida LC/MS.
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Anexo 4. Método de extraccion de nematodos

Yo e,
e ,

oavesnoacows - ANALISIS NEMATOLOGICO = 77

£9 UNA
P o

Heredia, 21 de setiembre de 2021

1. DATOS GENERALES

ATEMCION: Marta Orozco (Gabriel Brenes) Cel: 8678 1834

Correo electronico: martha.orozeo.aceves@una.cr

FECHA DE RECOLECTA DE LA MUESTRA: 07 de setiembre de 2021
FECHA DE INGRESO DE LA MUESTRA: 09 de setiembre de 2021

FECHA DE PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA: 14 de setiembre de 2021
CULTIVO: Culantro

MUESTRAS: Suelo

LOCALIDAD: Zarcero de Alajusla

2. METODO DE EXTRACCION

La muestra de suelo fue homogenizada v procesada por el método de centrifugacion
— flotacion, utilizando dos lavados, 30 segundos de suspension, un juego de tamices
superpuesto de 100 y 400 mallas y una solucion extractora de sacarosa de 1.18 de
gravedad especifica. Los nematodos fueron contados e identificados en un
microscopio invertido a 20X. Los resultados estan referidos a submuestras de
100 gramos de suelo.



Anexo 5. Datos de estacion meteoroldgica mecanica 69556 San Vicente

INSTITUTO METEOROLOGICO NACIONAL
DEPARTAMENTO DE INFORMACION

PROMEDIOS MENSUALES DE DATOS CLIMATICOS
(estaciones mecinicas)

ESTACION: 69 556 SAN VICENTE, CIUDAD QUESADA Latitud: 10 °17 'N Longitud: 84 ° 22 'O Altitud. 1450 m.s.n.m
Elementos Periodos Ene. [ Feb. [ Mar. | Abr. [ May. | Jun. [ Jul. [ Ago. [ Set. | Oct. [ Nov. [ Dic. [ Prom. | Total
LLUVIA 1973 2016 2619 1740 100.3] 102.1] 3282 439.1] 4729 4494 4251 4356) 5469 4544] 349.2 [4189.9
TEM MAX 1974 | 2007 192 196§ 204 210 212 211 207 208 210 206 199 195 20.4
TEMMIN 1974 | 2007 1300 131 13.1] 13.7] 144 144 144 14 140 141 140 136 13.8
TEMMED 1974 | 2007 161 163 168 174 178 177 17 175 175 174 169 166 17.1
| VIENTO DIR. PREDOMINANTE ] | ] ] ] | I | ] ] ]
| Promedio dias con lluvia >= 0.1 mm I 18 I 14 ] 13 ] 14 I 24 | 27 I 29 | 28 I 27 I 27 ‘ 26 ] 23 || 2700 |Total
Anexo 6. Resultados de analisis quimico
UNIVERSIDAD DE C| \C:J‘Qé?igimnes
I COSTAR'CA —— Agrondémicas
CIUDAD DE LA INVESTIGACION
LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES
REPORTE DE ENSAYO
RE-R01 (V3)
[3
N° DE REPORTE: 78826
USUARIO: FUNDACION DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL
RESPONSABLE: MARTHA OROZCO ACEVES
CORREQ martha.orozco.aceves@una.cr
TELEFOMO- 2263-7444, B678-1854
ANALISIS: . Qc.cN
PROVINCIA: ALAJUELA FECHA RECEPCION:  14/09/2021
CANTON: ZARCERO EMISION DE REPORTE: 23/09/2021
LOCALIDAD ZARCERO N° DE MUESTRAS TOTAL. 3
CULTIVO- CULANTRO CASTILLA PAGINA: 112
ANALISIS QUIMICO DE SUELOS
Solucidn Extractora: pH cmol{+)/L % mg/L
KCI-Olsen Modificado H;O |aciEz Ca Mg K CICE| SA [P Zn_ Cu Fe Mn
1D USUARIO IDIAB_[55] 05 4 1 02 5 03 1 10 5
B1-T1 52105226 | 50 | 122 273 028 036 4593 27 |43 46 8 138 19
B1-T2 52105227 | 53 | 061 282 034 033 410 15 [ 20 29 8 110 14
B1- TESTIGO 52105228 | 48 | 166 242 032 044 484 34 |65 64 B8 168 25
ULTIMA LINEA.
Los valores debajo de cada slemento comesponden con los Nivels Criscos gensraies pars 3 solucion exvacions usads
CICE=Capacidad de infercambio de Cafiones Eleciva=Acidez+CarMg+K Sa=Porcentaje de Saturacion de Acidez=(Acidez/CICE)*100
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ucmvsasmﬁbos CIA G ones
OSTARICA

Agronémicas

CIUDAD DE LA INVESTIGACION
LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES

REPORTE DE ENSAYO

RE-RO01 (V3)
N° DE REPORTE: 78965
USUARIO: FUNDACION DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL
RESPONSABLE: MARTHA OROZCO ACEVES
CORREO martha.orozco.aceves@una.cr
TELEFONO: 22637444, B678-1854 )
ANALISIS: . QC.CN
PROVINCIA: ALAJUELA FECHA RECEPCION:  24/09/2021
CANTON: ZARCERO EMISION DE REPORTE: 30/09/2021
N° DE MUESTRAS TOTAL: B
CULTIVO: CULANTRO CASTILLA PAGINA: 112
ANALISIS QUIMICO DE SUELOS
Solucién Extractora: pH cmol(+)/L % mg/L
KCI-Olsen Modificado HaO [aciDEZ Ca Mg K CICE| SA | P 7Zn Cu Fe Mn
1D USUARIO IDLAB [ 55| 05 4 1 02 5 03 1 10 5
B3-Ti 52105450 | 63 | 0.61 402 073 045 581 11 |48 62 8 112 12
B3- TESTIGO 32105860 | 53 | 040 364 088 081 563 T |22 27 8 100
B3-T2 s2105461 [ 51| 0.80 389 069 043 571 14 | 60 56 7 116 10
B1-T3 52105462 | 61 | 0.61 247 037 043 388 16 | 23 23 7 101 8
B2-T3 52105463 | 51| 081 342 041 047 511 16 |54 51 7 13 8
B2-T2 52105464 | 52 | 060 235 035 046 376 16 |17 19 6 34 7
ULTIMA LINE

Los valores debajo de cadz elemento corresponden con los Niveles Criicos generaies para la solucion exvactra usada
CICE=Capacidad de intercambio de Cafones Efectva=Acidez+ Carhigrk. SA=Porcentaje de Saturacion de Acidez=(Acidez/CICE}*100

) uversinan e CIA o iones
OSTARICA

Agronémicas

CIUDAD DE LA INVESTIGACION
LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES

REPORTE DE ENSAYO

RE-R01 (V3)
v

N° DE REPORTE: 79057
USUARIO: FUNDACION DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL
RESPONSABLE: MARTHA OROZCO ACEVES
CORREO martha.orozco.aceves@una.cr
TELEFONO: 2263-7444, 8678-1854 .

ANALISIS: Qc.CN
PROVINCIA: ALAJUELA FECHA RECEPCION:  01/10/2021

EMISION DE REPORTE: 07/10/2021

N° DE MUESTRAS TOTAL:
CULTIVO: VARIOS CULTIVOS PAGINA- 112

ANALISIS QUIMICO DE SUELOS

Solucidn Extractora: pH cmol(+)/L % mg/L
KCI-Olsen Modificado HO|AciEZ Ca Mg K CICE| SA| P Zn Cu Fe Mn
1D USUARIO IDLAB |55 05 4 1 02 5 3 1 10 5
FINCA JOSE LOPEZ - B3T3 (CULANTRO) 32106667 | 52 | 0.73 361 057 043 524 14 |47 52 89 142 10
FINCA JOSE LOPEZ- BATESTIGO (CULANTRO) | 5-21-05668 | 5.1 | 0.97 289 040 037 463 21 |43 52 8 147 10
FINCA JOSE LOPEZ - BT [CULANTRO) 32106660 | 50 | 136 253 028 036 453 30 |63 65 9 168 14

IMA LINE

Los valorss debajo de cada slemento comesponden con los Niveies Cricos genersies para Ia solucion exvactors usata
CICE=Capacidad de intercambio de Caones Eleciva-Acidez+Ca+MgH( SA=Porcentaje de Saturacion de Acidez=(Acidez/CICE)*100
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Anexo 7. Resultados de biomasa microbiana

Reporte de Resultados de Ensayo

Numero de Solicitud: 78809 Fecha de emisién del reporte:
Informacion del Usuario:

Nombre: FUNDACION DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL
Correo: martha.orozco.aceves(@una.cr

Direccion: ALAJUELA, ZARCERO, ZARCERO

Contacto: MARTHA OROZCO ACEVES

Teléfono: 2263-7444

Resultados del ensayo
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07/10/21

ID Lab ID Cli Piomasa
anp. ente (mg C/kg suelo)
MI-670-21 B2-T1 161
MI-671-21 B2-T3 109
MI-672-21 B2-T2 172
MI-673-21 B3-T2 71
MI-674-21 B1-T3 229
MI-675-21 B1-TESTIGO 79
MI-676-21 B1-T2 170
MI-677-21 B2-TESTIGO 172
UNIVERSIDAD DE C I Centro de
COSTA RICA Investigaciones
——— Agronémicas
Reporte de Resultados de Ensayo
Numero de Solicitud: 78825 Fecha de emisién del reporte: 13/10/21
Informacién del Usuario:
Nombre: FUNDACION DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL
Correo: martha.orozco.aceves@una.cr
Direccion: ALAJUELA, ZARCERO, ZARCERO
Contacto: MARTHA OROZCO ACEVES
Teléfono: 2263-7444

Resultados del ensayo

) Biomasa
ID Lab. ID Cliente (mg C/kg suelo)
MI-684-21 BI-T1 140
MI-685-21 B3.T3 94
MI-686-21 B3-T1 171
MI-687-21 B3-TESTIGO 133
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Anexo 8. Resultados de analisis nematologico

RESULTADOS

Cuadro 1. Numero de nematodos fitoparasitos y de vida libre detectados en 100 g de suelo, en Zarcero de Alajuela, 2021.

N 100 g de suelo
ematodos 5 5 53
Asociados BIT1 | B1T2 | BAT3 | [ o, | B2T1 | B2T2 | B2T3 | . 4. | B3T1 | B3T2 | B3T3 | [ o
Meloidogyne sp. 11 3 2 - 20 7 5 9 2 21 35 7
Helicotylenchus sp. 2 - - 2 25 - 15 4 - 24 37 112
Aphelenchus sp. 4 - 7 8 2 9 6 17 11 6 13
Aphelenchoides 25 5 6 2 - 4 13 6 4 17 16 -
sp.
Mesocriconema sp. - 4 - - 2 2 - 3 - - - -
Trichodorus sp. - - - - - - 6 - - - - -
Tylenchus sp. - - - - 1 - - - 5 6
Vida Libre 125 57 112 69 105 47 415 107 91 308 306 107




Anexo 9. Cronograma de actividades

Nota. Este cronograma establece un plan de ruta temporal para la ejecucion de actividades para el desarrollo del

proyecto.

Objetivo

Actividades

Afo
2021 2022
HIREE
o OEEE-EOQO
=|2|.e B[S < | @ L = (2.2
SEEERISIEEB|22E|E[E|3|E
sEEEE|Z8lclzlalESRIER|IS|3S

Elaboracién de
anteproyecto

Definicién del tema

Indagacioén bibliografica

Avance |

Avance Il y Il

Avance IV

Presentacion de anteproyecto

Entrega de TFG al CTFG y revision.

Objetivo
especifico#1

Recopilacion de informacién bibliografica
sobre aspectos fisicos (climatoldgicos:
precipitacion, humedad, temperatura,
disponibilidad de luz solary caracteristicas del
suelo)

Definicién de unidades experimentalesy
Muestreo de Suelos (Linea base)

Andlisis de muestras en laboratorio

Depuracion y sistematizacién de informacién
recabada

Objetivo
especifico #2

Desarrollo experimental en campo

Muestreo de suelos (Evaluacion final)

Andlisis de muestras en laboratorio

Evaluacion de resultados obtenidos

Objetivo
especifico #3

Elaboracion de propuesta de biorremediacién
(Plan)

Elaboracién de taller educativo o actividad
educativa

Ejecucion de taller en campo con productores

agricolas
Entrega de Redaccidn del proyecto final
proyecto Revisiones y correcciones
finalizado Tramite de entrega del proyecto
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Anexo 10. Presupuesto del proyecto

129

. | Fuente de Financiamiento I
Categoria Rubro - — Total(¢)
| Recursos propios () I Aporte del Proyecto (Universidad)(¢) I
COSTOS DIRECTOS
Personal Ilnvestigador Principal | @886,122,00' I (1886,122.00
Subtotal [ [ (1886,122.00
Andlisis Microbioldgico de muestras en laboratorio ¢238,680.00] (238,680.00)
- - Andlisis quimico de muestras en laboratorio $#306,000.00]| (306,000.00)|
Servicios Adquiridos —— - —
Andlisis de residuos de plaguicidas ¢2,400,000.00 ¢2,400,000.00
Asesoria idiomdtica (84,150.00| (84,150.00
Subtotal ¢3,028,830.00
. Vidticos ¢128,000.00 ¢128,000.00
Gastos de viaje
Combustible ¢74,550.00 $74,550.00]
Subtotal ¢202,550.00,
Equipos y Materiales
Uso de GPS $65.92 $65.92
Generales
Uso de cdmara fotogrdfica $10.96| (10.96|
Subtotal (76.88|
Bolsas Ziploc medianas ¢5,440.00| {5,440.00
ip
Balde para Mezcla ¢3,000.00| ¢3,000.00|
Guantes ¢200.00 ¢200.00
Hielera ¢2,500.00| ¢2,500.00|
. Estacas ¢1,000.00| ¢1,000.00|
Equipo de muestreo -
Rollo de Pabilo ¢1,000.00| ¢1,000.00|
Uso del barreno ¢12.42 ¢12.42]
Uso de pala 16.24] (16.24]
Marcador #400.00 ¢400.00
Cinta (Masking) color blanco ¢600.00 ¢600.00
Subtotal (14,168.66,
Semillas de "Phaseolus Vulgaris Leguminosae” ¢4,500.00| {4,500.00
. . Producto comercial para biorremediacion ¢130,000.00 ¢130,000.00|
Equipo Experimental =
Rotulos @4,200.00 ¢4,200.00
Bomba de Pulverizacion ¢47,950.00) (47,950.00
Subtotal $186,650.00
. . . Uso de computadora ¢1,807.22 @1,807.22
Equipo de Yy - -
Uso de licencia QGIS ¢0.00) #0.00
Subtotal ¢1,807.22
Equipo de Comunicacion Uso de';?royector ¢3.39 ¢3.39
Impresion de panfletos o documento ¢400.00 ¢400.00
Subtotal (403.39
COSTOS INDIRECTOS
Costos de Direccion y Supervision |Lectura y asesoria de guias y coordinadores @384,314.10| (384,314.10|
Subtotal $#384,314.10
Administracion y servicios g | Uso del servicio eléctrico (15,060.90) ¢15,060.90
infocomunicaciones Uso de servicio de Internet 8,516.13 8,516.13
Subtotal ¢23,577.03|
Total ¢1,766,219.37 ¢2,914,329.91 ¢14,728,499.28
Porcentaje (%) 37.35% 61.63% 98.99% |

Nota. Este presupuesto considera todos los aspectos que generan un costo monetario a la ejecucién del proyecto.



Anexo 11. Resultados de presencia de plaguicidas-muestreo final

Resultados anilisis de residuos de plaguicidas en muestras de suelo
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Servicio 521-18

Nombre Gabriel Brenes TFG-IGA

Gira 2

Fecha de ingreso 22/11/21

Informe: 15/03/23 borrador v1, Cru

N° Lab 21-331A 21-332A 21-333A 21-334A 21-335A 21-336 A 21-337A 21-338A 21-339A 21-340A 21-341A 21-342A
Codigo Bl-testigo B1-T1 B1-T2 B1-T3 B2-Testigo B2-T1 B2-T2 B2-T3 B3-Testigo B3-T1 B3-T2 B3-T3
Sustancia unidad LR

Boscalid ng/g ps 1 18,9 14,9 83 78 11,3 12,8 6,7 13,9 12,8 7,8 13,9 11,0
Buprofezin ng/g ps 0,5 nd nd nd 0,9 0,9 1,3 0,5 1,8 0,5 0,9 0,9 nd
Carbofuran ng/g ps 05 0,9 1,8 nd nd 05 0,9 nd 0,9 14 nd 22 0,9
Cipermetrina ng/g ps 20 48 65 20 nd 20 54 43 7 78 26 87 61
Clorotalonil ng/g ps 10 14 16 nd nd 13 nd 48 nd 29 nd nd nd
Clorpirifos ng/g ps 2 29 94 72 45 22 49 11 29 19 19 65 22
Flutolanil ng/g ps 05 4 36 1 04 2 3 0,5 5 2 05 4 2
Forato ng/g ps 5 na na na na na na na na na na na na
Imidacloprid ng/g ps 0,5 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Linuron ng/g ps 5 31 37 25 21 23 32 28 31 27 29 35 28
Metalaxil ng/g ps 2 9,2 10,8 37 22 54 68 2,9 72 73 36 7,6 57
p,p DDD ng/g ps 20 nd nd 632 31,3 nd nd nd nd nd nd nd nd
p,p DDE ng/g ps 20 T T T T T T T T T T T T
Tebuconazol ng/g ps 1 9 nd nd nd nd nd nd nd 10 nd nd nd
Terbufos sulfone ng/g ps 1 7,0 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Terbutrina ng/g ps 1 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
4-hidroxi clorotalonil ng/g ps 1 54 128 106 129 20 33 15 19 42 51 87 80

Comentario:

Las muestras fueron extraidas por GBB
Los analisis se hicieron mediante GCMS Y LCMSMS en Laboratorio de Analisis de Residuos de Plaguicidas (LAREP-IRET-UNA)
ver lista adjunta para los analitos incluidos en el analisis

LR : limite de reporte
na : no analizada, pendiente

nd : no detectado por encima del limite de reporte
T :traza detectada por debajo del limite de reporte.
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