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RESUMEN

El presente estudio evalué el impacto del uso de agua de riego
contaminado con residuos de ciprofloxacino sobre la biomasa de alfalfa
(Medicago Sativa); para ello, se us6 un suelo de la capa superficial
procedente de Piracicaba, SP, Brasil (22°42’49”S, 47°37’12”0), el pH
del suelo fue ajustado a niveles de neutralidad, las semillas de alfalfa
(Medicago sativa) empleadas fueron inoculadas con Rizhobium sp, se
utilizaron 12 maceteros distribuidos en 3 tratamientos con 3 repeticiones
con 3 testigos, el experimento fue conducido en una camara de
crecimiento de plantas con condiciones controladas, durante 40 dias se
realizaron 6 riegos con agua tipo 2 contaminadas con ciprofloxacino en
las concentraciones de: 1, 10 y 100 pg L respectivamente. Los
resultados muestran que la presencia de Ciprofloxacino con
concentraciones de 1, 10, y 100 ug L%, disminuye la fijacion de carbono
en los tallos y hojas del cultivo de alfalfa en 2.5%, 5.3 % y 8.9 %
respectivamente; asimismo, disminuye el nUmero de nédulos en raiz
del cultivo de alfalfa en 70 %, 59 % y 95 % respectivamente, por otro
lado las concentraciones de 10, y 100 ug L, disminuye la longitud
radicular del cultivo de alfalfa en 31.60 % y 41.23 % respectivamente;
no obstante, la concentracién de 1ug L no tuvo efectos significativos
en la disminucion de longitud radicular del cultivo de alfalfa; por otra
parte, la presencia de Ciprofloxacino, no tuvo efectos significativos en
la disminucion de la concentracion de nitrégeno en suelo y la produccion
de biomasa aérea.

Palabras claves: Biomasa, contaminantes, carbono, suelo, planta



ABSTRACT

The present study evaluated the impact of the use of irrigation water
contaminated with ciprofloxacin residues on alfalfa (Medicago Sativa)
biomass; For this purpose, surface layer soil from Piracicaba, SP, Brazil
(22°42'49"S, 47°37'12 "W) was used, the soil pH was adjusted to neutral
levels, the alfalfa (Medicago sativa) seeds used were inoculated with
Rizhobium sp, 12 pots were used distributed in 3 treatments with 3
replicates with 3 controls, the experiment was conducted in a plant
growth room with controlled conditions, during 40 days 6 irrigations were
carried out with type 2 water contaminated with ciprofloxacin in

concentrations of: 1, 10 and 100 pg L respectively.

The results show that the presence of Ciprofloxacin with concentrations
of 1, 10, and 100 ug L%, decreases the carbon fixation in the stems and
leaves of alfalfa crop by 2.5%, 5.3 % and 8.9 % respectively; it also
decreases the number of root nodules in the alfalfa crop by 70 %, 59 %
and 95 % respectively, on the other hand the concentrations of 10, and
100 pg L, decreases the root length of alfalfa crop by 31. 60 % and
41.23 % respectively; however, the concentration of 1ug Lt had no
significant effect on the decrease of root length of alfalfa crop; on the
other hand, the presence of Ciprofloxacin had no significant effect on the

decrease of nitrogen concentration in soil and aerial biomass production.

Keywords: Biomass, contaminants, carbon, soil, plant.
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INTRODUCCION

Los antibidticos son medicamentos usados para prevenir o tratar
enfermedades infecciosas, suelen tener un bajo costo y facil
disponibilidad, las personas al ingerir antibiticos, metabolizan cierta
cantidad y posteriormente se eliminan del cuerpo en las heces y orina,
estos residuos pasan a pertenecer a las aguas residuales, debido a la
poca cantidad de agua que se tiene para satisfacer las necesidades de
las personas, se requiere la reutilizacion del agua, los tratamientos que
se usan en las plantas de tratamiento de agua residual no eliminan los
antibidticos que se encuentran en ellas, dando como resultado la
disposicion de agua con contenido de antibiético para las actividades

productivas, recreativas y basicas del ser humano.

El agua contaminada con antibiticos en muchos casos es usada para
produccion agricola debido al desconocimiento de su presencia en el
agua usada, y vienen siendo reportados impactos en los procesos
bioquimicos que ocurren en el suelo, en la cantidad y variedad de
microorganismos que la habitan y las funciones que desempefian en los

ciclos.

Es por ello, que se evalu6é el efecto de Ciprofloxacino sobre la
produccion de biomasa aérea y radicular, contenido de carbono total en
hojas y tallo, nimero de nddulos de la planta y asimismo el contenido

de nitrdgeno en suelo.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripciény formulacion del problema

Los antibioticos son consumidos para prevenir y tratar enfermedades de
infeccion bacteriana, pero su continua prescripcién y uso en exceso, lo
hace un peligro a largo plazo (Payton and Brunetti 2021). Sdlo en el
2015 se ha reportado el consumo de 1 000,000 - 2 000,000 de toneladas
por afio a nivel mundial (CCPEEU, 2015), incrementandose el consumo
en un 36 %, debido a su uso intensivo en animales y humanos ha
surgido la resistencia bacteriana, llegando a reducir la eficacia del
tratamiento de enfermedades infecciosas, (Marion et al. 2021) se estima
que para el 2050, morirdn 10 millones de personas cada afio debido
este problema (OMS 2018).

Los antibioticos tienen la capacidad de afectar la poblacion objetivo y no
objetivo (microorganismos patdégenos), ocasionando impactos de
toxicidad (Grenni, Ancona, and Barra Caracciolo 2018); asi mismo, su
presencia en el medio edafico provoca la reduccion de forma
cuantitativa de bacterias que contribuyen a la calidad del suelo (Ding et
al. 2014), se ha reportado la disminucién de la diversidad de
microorganismos que participan en la nitrificacion del suelo (Ollivier et
al. 2013), los suelos irrigados con agua residual con contenido de
antibioticos, facilitan la aparicion y acumulacién de genes de resistencia
a los antibioticos (ARG)(Pan and Chu 2018), esta resistencia se da en
bacterias relacionadas a la reduccién de nitratos (Hou et al. 2015), en
consecuencia las tasas de nitrificacion, oxidacion de amonio y la
reducciobn de nitrato a amonio disminuyen por la inhibicion del
crecimiento de microbios reductores de nitrato en el suelo, alterando el

ciclo del nitrégeno (Shan et al. 2018).

Se ha evidenciado que no todo el antibidtico es metabolizado
completamente en el organismo en tratamiento, siendo que estos
residuos terminan excretados sin variaciones del 17 al 90 % (Massé et

al., 2014;Carvalho & Santos, 2016). Finalmente, los antibioticos pueden

15



derivar de efluentes de la industria farmacéutica, de efluentes
industriales y domeésticos (Harrabi et al. 2018); es asi, que estos
compuestos llegan a las plantas de tratamiento de aguas residuales
(PTAR’S) las cuales son ineficientes para la eliminacion de este tipo de
contaminantes, resultando en presencia ubicua en el efluente final (Xu
et al., 2007; Leung et al., 2012; Kostich et al., 2014). Ofloxacino,
Norfloxacino, Roxitromicina, Sulfametoxazol, estaban presentes en
afluentes y efluentes en diferentes PTAR’s de Guangzhou y Hon Kong
en el Sur de China en concentraciones de 0,009 a 2,054 ug L*(Xu et al.
2007). Hernandez et al. (2019) encontré un grupo de quinolonas en
muestras de agua de mar, producto del vertimiento de agua residuales
que pasaron por tratamiento convencional en las PTAR’s de Antartida.

En el Perd, en el Hospital Edgardo Rebagliati Martins, el consumo de
cefalosporinas de tercera generacion y Quinolonas (Ciprofloxacino) esta
sobre lo reportado en otros paises, (Arnao Tavara and Celis Salinas
2007), en el Hospital | EsSalud La Esperanza — Truijillo el Ciprofloxacino
fue el segundo antibiético mas consumido (Valderrama 2018) y en
general las Fluoroquinolonas (Ciprofloxacino) esta entre los 10
antibiéticos de mayor administracion parental en ESSALUD (Instituto de
Evaluaciones de Tecnologias en Salud e Investigacion, 2019).

Los efluentes tratados son transferidos a cuerpos hidricos (Gao, Munir,
and Xagoraraki 2012), pero el vertido de estos residuos municipales, asi
como su uso en el riego de cultivos es de gran preocupacion debido a
que promueven la contaminacion del suelo (Hu et al., 2010; Han et al.,
2015; Reep Pandi Tasho & Cho, 2016). Es por ello, que se evaluo el
efecto de Ciprofloxacino sobre la produccién de biomasa aérea y
radicular, contenido de carbono total en hojas y tallo, nUmero de ndédulos

de la planta y asimismo el contenido de nitrdgeno en suelo.

1.2  Objetivos
1.2.1 Objetivo general

16



Evaluar el efecto del Ciprofloxacino presente en el agua de riego sobre

la produccién de biomasa de alfalfa (Medicago sativa).

1.2.2 Objetivo especifico

e Evaluar el efecto del Ciprofloxacino sobre la cantidad de

nddulos producidos.

e Evaluar el efecto del Ciprofloxacino sobre la cantidad de

carbono total en la raiz, hojas y tallo.

e Evaluar el efecto del Ciprofloxacino sobre la produccién de

biomasa seca aérea y radicular.

e Evaluar el efecto del Ciprofloxacino sobre el contenido de

nitrégeno total en el suelo.
1.3 Justificacion e importancia

Los antibidticos son medicamentos usados para prevenir o tratar
enfermedades infecciosas (Payton and Brunetti 2021), suelen tener un
bajo costo y facil disponibilidad, las personas al ingerir antibidticos,
metabolizan cierta cantidad y alrededor del 17 al 90 % es excretado en
las heces y orina (Carvalho and Santos 2016), estos residuos pasan a
pertenecer a las aguas residuales, debido a la poca cantidad de agua
gue se tiene para satisfacer las necesidades de las personas, se
requiere la reutilizacién del agua, los tratamientos que se usan en las
plantas de tratamiento de agua residual no eliminan los antibiéticos que
se encuentran en ellas, dando como resultado la disposicion de agua
con contenido de antibiético para las actividades productivas,

recreativas y basicas del ser humano (Kostich et al. 2014).

El agua contaminada con antibiéticos en muchos casos es usada para
produccion agricola debido al desconocimiento de su presencia en el
agua usada, y vienen siendo reportados impactos en los procesos

bioquimicos que ocurren en el suelo, en la cantidad y variedad de
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microorganismos que la habitan y las funciones que desempefian en los
ciclos (Rahman et al. 2018).

1.4 Hipotesis

La presencia de Ciprofloxacino tiene un efecto significativo negativo
sobre el nUmero de nddulos en raiz, la produccién de biomasa seca
aérea y radicular, contenido de nitrégeno en suelo y carbono total en la

alfalfa (Medicago sativa).

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

Matamoros et al. (2018) en su trabajo de investigacion “Distribucién de
genes de resistencia a los antibiéticos en suelos y cultivos, estudio en
el campo de las plantas leguminosas (Vicia faba L.) bajo diferentes
regimenes de irrigacion”, evaluo la calidad del agua usada para riego y

los resultados fueron:

e Los resultados mostraron una gradiente de diversidad de
especies bacterianas y de prevalencia de genes de
resistencia a antibidticos desde muestras de suelo muy

diversas hasta frijoles y hojas pobres en microorganismos.

e Los Rhizobios predominaron frente a los demas grupos, y
presentaron cargas pequefias de genes de resistencia a
antibidticos y secuencias de integron.

e Los datos sugieren que el microbioma y la resistencia
asociada son probablemente influenciadas por las practicas

agricolas y la calidad del agua.

Shan et al. (2018) Investigd los efectos de los antibiticos en la
transformaciéon de los nitratos y la liberacibn de NO2 asociada en los

arrozales, los resultados fueron:

18



e La reduccion de la nitrificacion, la oxidacion anaerdbica de
amonio y el proceso de reduccién de nitrato, o que se atribuye
principalmente a los efectos inhibitorios de los antibidticos

sobre los microorganismos reductores de nitratos.

e Las tasas de liberacion de N20  fueron estimuladas
significativamente por los tratamientos antibioticos, los cuales
fueron causados por los diferentes efectos de inhibicion de los

antibidticos sobre la produccion de N20 y la reduccién de N20.

e Las abundancias de los genes de resistencia a los antibioticos
se incrementaron significativamente bajo altas
concentraciones de exposicibn a antibidticos. Estos
resultados sugieren que la presencia generalizada de
antibidticos en los suelos de arrozales puede suponer una

importante amenaza para el medio ambiente.

Gomes et al. (2019), estudio los efectos interactivos del antibiotico
Ciprofloxacino y el herbicida Roundup en la germinacién de semillas y
el desarrollo de las raices, donde se obtuvieron los siguientes

resultados.

e Ambos actian como inhibidores de la cadena de transporte

de electrones mitocondrial en las semillas.

¢ Ciprofloxacino y Roundup mostraron efectos antagonicos en

las semillas de maiz y en la fisiologia de las raices.

Gomes, de Brito, Carvalho Carneiro, et al. (2018), investigaron la
capacidad del helecho acuéatico Azolla para captar Ciprofloxacino, asi
como los efectos de ese antibiotico en el proceso de fijacion de

Nitrégeno en plantas cultivadas.

e Se observd que la Azolla acumula Ciprofloxacino en

concentraciones superiores a 160 ug g de peso seco.
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e Ciprofloxacino promovié cambios con el metabolismo del

carbono y el nitrégeno en las plantas.

2.2 Basestedricas sobre lainvestigacion
2.2.1 Antibioticos

Son sustancias quimicas especificas derivadas o producidas por los
organismos Vvivos que incluso en pequefias concentraciones son
capaces de inhibir los procesos vitales de otros organismos. La
palabra antibiético proviene de las palabras griegas “Avti — Bioc”, y
que significan contra la vida. Los primeros antibioticos se aislaron de
microorganismos, aunque en la actualidad algunos se obtienen
incluso de plantas superiores y de animales. Hasta el momento la
bibliografia ha descrito mas de 3,100 antibiéticos, de los que
aproximadamente 2,400 proceden de microorganismos, algunos
provienen de modificaciones quimicas de otros conocidos o de
metabolitos microbianos. Ademas, algunos antibiéticos se preparan
en la actualidad totalmente por sintesis, por ejemplo, el clorfenicol
(Korolkovas et al.,1983).

La utilizacion de antibiéticos en animales preocupa, como posibles
fuentes de resistencia a las bacterias. Estas resistencias podrian
extenderse no solo a la flora bacteriana de otros animales, si no
afectar también a la poblacion humana. Asi mismo los residuos de
antibidticos en los alimentos pueden resultar toxicos para el
consumidor, siendo el caso mas frecuente el de las reacciones

alérgicas (Pascual Anderson and Calderén y Pascual 2000).

2.2.2 Ciprofloxacino

El Ciprofloxacino es un antibiotico que pertenece a la familia de las
fluoroquinolonas, el principio activo es ciprofloxacino. Ciprofloxacino
actua eliminando las bacterias que causan infecciones, sélo actia con

cepas especificas de bacterias.
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2.2.3 Propiedades farmacologicas

De la cantidad administrada, hasta 80% se absorbe por via oral, y los
alimentos retardan, pero no disminuyen su absorcion; las
concentraciones pico se observan de 1 a 2 h después de su
aplicacion. Se distribuye ampliamente en el organismo y so6lo una
porcidn se une a las proteinas plasmaticas. Alcanza concentraciones
altas en piel, grasa, masculo, hueso y cartilago. Se metaboliza en el
higado, donde se forman varios metabolitos activos. Se elimina por

via renal. Su vida media es de unas 4 h.

2.2.3.1 Infecciones bacterianas

El Ciprofloxacino se utiliza para tratar las siguientes infecciones

bacterianas.

Infecciones de las vias respiratorias

e Infecciones del oido o sinusales de larga duracién o

recurrentes
e Infecciones de las vias urinarias
e Infecciones del tracto genital en hombres y mujeres
e Infecciones del tracto gastrointestinal e intrabdominales
e Infecciones de la piel y de tejidos blandos
e Infecciones de los huesos y las articulaciones

e Tratamiento de infecciones en pacientes con un recuento muy

bajo de leucocitos (neutropenia)

e Prevencion de las infecciones causadas por la bacteria

Neisseria meningitis
e Exposicion por inhalacion al carbunco
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Figura 1

Estructura quimica del Ciprofloxacino

Ciprofloxacina

F CO:H

WX

Nota: 53 ANTIMICROBIANOS Quinolonas: Aspectos generales sobre su estructura y clasificacion, 2000,
Rev.Chill Infect (http://www.unifal-mg.edu.br/fcf/files/Quinolonas?2.pdf).

2.2.3.2 Mecanismo de accidén

Para ejercer sus efectos antimicrobianos, las quinolonas son primero
transportadas al interior de la célula bacteriana. EI mecanismo de
accion de estos antibioticos consiste en la inhibicion de dos enzimas
clave para la replicacion, transcripcion y reparacién del ADN de la
célula bacteriana: el ADN topoisomerasa Il o ADN girasa y el ADN

topoisomerasa IV.

Figura 2
Mecanismo de accion de las quinolonas.
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http://www.unifal-mg.edu.br/fcf/files/Quinolonas2.pdf

Nota: Adaptado de, “Resistencia Bacteriana a Quinolonas Determinantes Codificadas en Plasmidos” (p.
6), por Victor M. Chavez-Jacob, Martha |. Ramirez-Diaz, Jesus Silva-Sanchez y Carlos Cervantes, 2015,

Revista de Educacién bioquimica 34 (1), Creative Commons.

2.2.4  El sueloy sus interacciones

El suelo estd compuesto por minerales, materia organica, diminutos
organismos vegetales y animales, aire y agua. Es una capa delgada
que se ha formado muy lentamente, a través de los siglos, con la
desintegracion de las rocas superficiales por la accion del agua, los
cambios de temperatura y el viento. Las plantas y animales que
crecen y mueren dentro y sobre el suelo son descompuestos por los
microorganismos, transformados en materia organica y mezclados
con el suelo. Los microorganismos o pequefios organismos son de
dos tipos: los que despedazan la materia organica (insectos y
lombrices) y los que la descomponen liberando los nutrientes (hongos,
bacterias). Viven dentro del suelo y, ademas de intervenir para que la
materia organica sea nuevamente utilizada por las plantas, ayudan a
pulverizar las rocas. Lombrices e insectos forman poros que permiten
la aireacion, el almacenaje del agua y el crecimiento de las raices
(FAO, 1996).

Cada tipo de organismo realiza una funcién especifica. Algunos, como
las algas, son fotosintéticas, otros, como las cianobacterias, son
capaces de fijar nitrdgeno atmosférico. Sin embargo, la mayoria de
los organismos del suelo utilizan la materia organica o la mineral como
fuente de nutrientes y energia. Muchos estan especializados en
romper la materia organica de plantas y animales, dando substancias
simples, inorganicas, que pueden ser devueltas a la atmésfera o
arrastradas con las aguas de drenaje o ser incorporadas al stock de
reserva mineral o al complejo arcillo-humico. Otros organismos
establecen relaciones simbidticas con otros organismos vivos, como
Rizhobium, cianobacterias, micorrizas, etc. Para una buena gestion
de los suelos es preciso conocer el habitat y las costumbres

alimentarias de los organismos que lo pueblan para favorecer el
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desarrollo de los organismos benéficos y reducir la actividad de los

dafinos.(Asociacion Vida Sana 2014)

2.2.4.1 Microorganismos importantes en el suelo para la fijacion
de nitrégeno

Dentro de las bacterias simbioticas fijadoras de nitrdgeno
encontramos dos grupos de organismos. Al primer grupo pertenecen
bacterias méviles del suelo, que son atraidas hacia la raiz por
compuestos que ésta libera. Pertenecen al grupo de
guimioorganotrofos aerobios. Se denominan Rizobios, a este grupo
pertenecen Rhizobium (nodulan en raices de leguminosas de climas
templados y subtropicales), Azorhizobium (n6dulos en tallos y raices)
y Bradyrhizobium (nodula raices de soja). Existen otros formadores
de nddulos de fijacion dudosa de nitrbgeno como son:
Phyllobacterium (forma nddulos en tallos y hojas de mirsinaceas y
rubidceas) y Agrobacterium. El segundo grupo estd formado por
Actinomicetos (bacterias Gram positivas) que nodulan raices de
muchos arboles y arbustos. No forma micelio aéreo y sus esporas son

inmoviles (Garcia 2011).

2.2.5 Aguas residuales

Son aquellas aguas cuyas -caracteristicas originales han sido
modificadas por actividades humanas y que por su calidad requieren
un tratamiento previo, antes de ser reusadas, vertidas a un cuerpo
natural de agua o descargadas al sistema de alcantarillado (OEFA
2014); asi mismo, establece que las aguas residuales se clasifican de
la siguiente forma: Aguas residuales domésticas, aguas residuales

industriales, aguas residuales municipales

Las aguas residuales producidas en el ambito municipal requieren el
tratamiento apropiado, previo a su reuso o disposicion final, con la
finalidad de proteger el ambiente y la salud de la poblacion. Los

sistemas de tratamiento de aguas residuales son un conjunto
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integrado de operaciones y procesos fisicos, quimicos y bioldgicos,
que se utilizan con la finalidad de depurar las aguas residuales hasta
un nivel tal que permita alcanzar la calidad requerida para su
disposicion final, o su aprovechamiento mediante el retso (MINAM,
2009).

El tratamiento preliminar o pretratamiento de los vertidos residuales
se define como el procedimiento de eliminacién de los componentes
de las aguas residuales cuya presencia puedan ocasionar problemas
de mantenimiento, operaciones y funcionamiento de los diferentes
procesos o en los sistemas auxiliares (Metcalf & Eddy, 2014). Por ello,
al inicio del tratamiento las aguas se suelen someter a diversos
procesos fisicos 0 mecanicos que posibiliten remover las particulas
de mayor tamafio (Carrasco & Diaz, 2010). Las operaciones mas
comunes son: desbaste, desarenado, tamizado, desengrase y
predecantacion. Los cuales se llevan cabo a través de cribas,
desarenadores, flotadores o desengrasadores (Noyola et al., 2013).

El tratamiento primario incluye la posibilidad de eliminar una porcion
de sélidos y materia organica suspendida. Dichos contaminantes
pueden reducir la claridad del agua a niveles inaceptables (altos
niveles de turbidez), ser agentes infecciosos (bacterias, virus y
protozoarios) y tener compuestos toxicos adsorbidos en sus
superficies externas (Howe, 2016). De hecho, esta etapa permite
alcanzar remociones alrededor de 60% en sélidos en suspensién y de
30% en DBOs (Noyola et al., 2013).

Los procesos presentes en esta etapa pueden ser fisicos, como por
ejemplo el tamizado y la sedimentacion; o quimicos, tales como la
coagulacion y floculacion. Dentro de esta gama de procesos, los
qguimicos son los mas complejos y funcionan de la siguiente manera,

Coagulacion y Floculacion (Howe, 2016):
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Esta etapa del tratamiento esta orientada a la eliminacion de los
sélidos en suspension y de los compuestos organicos biodegradables
(principalmente solubles) por medios prioritariamente biolégicos
debido a su precio asequible y alta eficacia de remocion (Noyola et
al., 2013). Por lo general, las aguas residuales constituidas por
material biodegradable con una relacion DBO/DQO de 0,5 o mayor
puede ser tratada por medios biolégicos de manera sencilla (Metcalf
& Eddy, 2014).

También conocido como “tratamiento avanzado”, se puede definir
como el tratamiento necesario, luego del tratamiento secundario, cuyo
fin es eliminar los constituyentes de las aguas residuales que ameritan
especial atencidén, como los nutrientes, los sélidos en suspension, los
compuestos toxicos y la materia organica remanente no
biodegradable (Metcalf & Eddy, 2014). Generalmente, se recurren a
tratamientos terciarios cuando se debe satisfacer condiciones de
descarga estricta, que protegen ecosistemas fragiles, o en caso de
gue el agua tratada este designada para un uso en especifico. Para
lograr dichos objetivos comunmente se emplean los procesos
unitarios de coagulacion quimica, floculacién y sedimentacion seguida

de filtracion y carbono activado.

2.2.6 Cultivo de alfalfa

La alfalfa (Medicago sativa L.) es el recurso forrajero mas utilizado en
la alimentacion del ganado en el mundo. Es una de las leguminosas
mas importantes, debido a su facilidad de adaptacion a diversos
ambientes y a su calidad nutricional. Otra caracteristica importante, es
su gran produccion de biomasa, que permite almacenar forraje para
aguellas épocas del afio en donde las condiciones del clima afectan
la oferta forrajera. Otro factor importante que permite la eleccion de
este forraje, es la capacidad que tiene para fijar nitrégeno atmosférico

simbidticamente, permitiendo disminuir los costos de produccién en
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cuanto a las labores de fertilizacion, ademas de mejorar las

propiedades quimicas del suelo (Flérez-Delgado 2015).

2.2.6.1 Cultivo de Alfalfa en la Regién Moquegua

Los cultivos en la region Moguegua con mayor cantidad de produccién

y uso doméstico se muestran a continuacion:

Tabla 1
Produccion Agricola de la Regiéon Moquegua 2017
Producto Sup. Cos Has Produccion T
Alfalfa 9,521 473 404,2
Ajo 24 124,6
Apio 4 54,6
Betarraga 3 47,1
Camote 2 19,4
Cebolla 57 1517,6
Espinaca 3 38,7
Lechuga 9 1254
Limon 8 46,6
Olivo 71 168,8
Palta 963 5061,1
Pepinillo 4 55,5
Quinua 62 59,5
Rabanito 2 28,0
Sandia 20 496,5
Tomate 21 547,1
Vid 419 5976,8
Zanahoria 13 342,8
Tuna 416 22922
Zapallo 39 597,5

Nota: Anuario Estadistico Agropecuario 2017

2.2.6.2 Morfologia de la Alfalfa

La Morfologia Botanica es la ciencia que estudia la forma de las
plantas, abarcando tanto la morfologia general como la experimental.
La primera incluye principalmente a la organografia, que es la
descripcion de la forma de los distintos 6érganos vegetales.

2.2.6.3 Organografia de la alfalfa

Semilla
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El fruto, que recibe en este caso el nombre de legumbre, da origen a
las semillas. Las mismas poseen generalmente forma arrifionada y
color amarillento, pero también se pueden encontrar semillas
angulares y de coloracion que varia desde la verde oliva a distintas

tonalidades de marron (Basigalup and Manfredi 2007).

Las semillas, en estado maduro, tienen aproximadamente 1-2 mm de
longitud por 1-2 mm de ancho y 1 mm de espesor. Estan constituidas
por el funiculo, el tegumento (testa), el embridon y el albumen. El
funiculo es el que mantiene unida la semilla al fruto; al secarse, se
desprende y forma una cicatriz llamada hilio. El tegumento o testa es
la capa externa que rodea al embridn y le brinda proteccién, siendo
ademas el responsable del color de la semilla.

El embridon originara la futura plantula y en el mismo se pueden
observar la radicula, el hipocétilo, la plumula y los cotiledones. La
radicula, que durante la germinacion emerge a través del micropilo,
formara la raiz. En sentido contrario, el hipocétilo dara origen a las
partes aéreas de la plantula. Por su parte, la plimula, que es un
esbozo formado por hojitas, al desarrollarse originara el tallo. Los
cotiledones, gruesos y carnosos, almacenan la mayor parte del tejido
de reserva para el desarrollo del embrion. Por ultimo, el albumen es
un tejido de reserva que, en el caso de la alfalfa, se encuentra
reducido y cuya funcion principal es facilitar el proceso de germinacién
(Basigalup and Manfredi 2007).

Germinaciéon y Primeras etapas de desarrollo

En el proceso de germinacion, la semilla en contacto con el suelo
comienza a embeberse de agua, lo que desencadena una serie de
transformaciones que se resume en el desarrollo de una raiz
(partiendo de la radicula preexistente en la semilla) y de un talluelo,
gue se alarga hasta sacar los cotiledones por encima de la superficie

del suelo (Figura 3). Estos procesos se realizan a costa de las
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reservas existentes en la semilla. Para que las semillas puedan
embeberse es necesario que encuentren en el suelo la humedad
suficiente. Sin embargo, y atendiendo a que la plantula también
precisa condiciones minimas de aireacion para su desarrollo, un
exceso de humedad puede paralizar la germinacion por reduccion del
volumen de poros libres en el suelo. Por otro lado, en la alfalfa es
comun encontrar semillas «duras», que son aquellas incapaces de
embeberse de agua aun en condiciones Optimas de humedad
(Basigalup and Manfredi 2007).

Figura 3

Germinacion de la semilla de alfalfa:

Nota: T. Laura 2020, Germinacién de semilla de alfalfa, fuente propia.

A medida que el desarrollo de la parte aérea de la plantula continda
(Figura 4), el talluelo se alarga y expone los cotiledones por encima
de la superficie del suelo. Posteriormente, la plantula exhibe primero
una hoja unifoliada y luego las hojas trifoliadas, también llamadas
«verdaderas»(Basigalup and Manfredi 2007).
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Figura 4

Primeras etapas de desarrollo vegetativo: cotiledonal y hoja unifoliada.

Nota: T. Laura 2020, Desarrollo vegetativo de hoja unifoliada, fuente propia.

Raiz

En general, el sistema radical de la alfalfa es robusto y profundo, y su
funcién principal es la absorcién de agua. Si no existen impedimentos
en el perfil de suelo, la raiz puede alcanzar los 2 a 5 metros en solo 2
a 4 afos de vida, de modo que la posibilidad de extraerla de las capas
profundas del suelo le ha conferido a la alfalfa su reputacién de
tolerante a la sequia. La raiz principal de la planta emerge cerca del
hilio y de ella puede o no partir un variado ndmero de raices
secundarias o laterales. El sistema radical de la alfalfa puede
clasificarse en cuatro tipos generales: raiz pivotante o tipica

(axonomorfa), ramificada, rizomatosa y rastrera.

Tallo y Corona

El tallo primario es cuadrado en su seccion transversal y presenta
estomas y pelos. No sélo tiene crecimiento primario, sino que también
posee un crecimiento secundario que da origen a un eje lefioso o
porcion perenne, que forma parte de la corona. En su parte herbacea,
presenta nudos desde donde nacen las hojas. El nimero de los tallos

depende de la edad y el vigor de la planta, y puede llegar hasta 20
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(Figura 5). El crecimiento de los tallos es inducido por su utilizacion
(pastoreo o corte) o por un nuevo ciclo fisiolégico de crecimiento
(Basigalup and Manfredi 2007).

Figura 5

Tallos de alfalfa con nudos desde donde salen las hojas trifoliadas.

Nota: T. Laura 2020, Tallos y hojas trifoliadas, fuente propia.

Los tallos son usualmente de consistencia maciza, aunque en algunos
casos pueden encontrarse tallos huecos. Existen también diferentes
habitos de crecimiento, fuertemente asociados al grado de reposo
invernal. Como regla general, puede afirmarse que las alfalfas sin
reposo invernal presentan tallos de porte erecto, en tanto que las
alfalfas de reposo intermedio o marcado los poseen de porte
semierecto 0 semirrastrero, respectivamente. A medida que el
desarrollo de la planta continta, el conjunto de la parte basal de tallos
nuevos Yy viejos forma, entre la parte aérea y la raiz, una estructura

gue recibe el nombre de corona (Figura 6). Mas adelante, en la planta
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adulta, la corona incluira la porcion perenne de los tallos (Basigalup
and Manfredi 2007).

Figura 6

Fases iniciales de la formacién de la corona en plantas de 4 meses

Nota: T. Laura 2020, Formacién de corona en planta, fuente propia
Hoja

La primera hoja de la plantula de alfalfa es unifoliolada y de forma
orbicular. Las segundas y subsecuentes son pinnaticompuestas o
imparipinnadas, y se originan en el apice del tallo. Posteriormente,
cuando la planta ya esté desarrollada, las hojas pueden originarse del
apice del tallo o de las yemas laterales ubicadas en los nudos de los
tallos. Las hojas se unen al tallo por el peciolo y son usualmente
trifolioladas, vale decir que se componen de tres foliolos. Los foliolos
son normalmente oblongos u obovados, pero se pueden encontrar
formas desde redondeadas a obovado-oblongas e incluso lineales

Figura 7 (Basigalup and Manfredi 2007).

32



Figura 7

Hojas trifolioladas de alfalfa: espatulados y lineales.

Nota: T. Laura 2020, Formas de hojas trifoliadas, fuente propia.

Estadios de madurez de la alfalfa

Existe una gran cantidad de clasificaciones para describir la fenologia
y la evolucién del desarrollo morfolégico de las plantas de alfalfa. La
utilidad de definir estos estadios de madurez reside en la definicion de
practicas de manejo apropiadas para el cultivo. En ese contexto, y
utilizando principalmente la altura del canopeo y la sucesion de
estadios vegetativos y reproductivos, se han establecido cuatro
categorias basicas: estado vegetativo, botén floral, floracion y

fructificacion.

A-estado vegetativo: comprende las fases tempranas de desarrollo,

en las cuales no se encuentran todavia estructuras reproductivas.

Estadio O (vegetativo temprano): la altura de los tallos es menor a 15
cmy las yemas axilares no son visibles debido a su escaso desarrollo
(Figura 8) (Basigalup and Manfredi 2007).
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Figura 8

Vista general de un tallo de alfalfa en estadio de madurez

Nota: T. Laura 2020, Tallos de alfalfa estadio de madurez, fuente propia

Estadio 1 (vegetativo medio): la longitud de los tallos es de 16 a 30
cm y, como consecuencia del desarrollo de las yemas axilares, se
observan una a dos hojas nuevas desplegadas en las axilas de las
hojas viejas. Esta caracteristica es més visible en la porcion media de

los tallos vista en la Figura 9 (Basigalup and Manfredi 2007).

Figura 9

Vista general de un rebrote de alfalfa en estadio de madurez 1; y detalle de
nuevas hojas a partir de las yemas axilares.

Nota: T. Laura 2020, Alfalfa estadio de madurez 1 de 16 a 30 cm, fuente propia.
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METODO

3.1 Tipoy nivel de investigacion

La presente investigacion se enmarca dentro de la investigacion
experimental, asi mismo se encuentra dentro de la siguiente

clasificacion:

a) Segun la extension del estudio es:

e Experimental: En este experimento se manipularan las

variables y se tendra un control.

b) Segun el nivel de medicion es:

e Cuantitativa

3.2 Ambito temporal y espacial

Esta investigacion se realizé en el Estado de Sao Paulo — Brasil, en el
laboratorio de Ecotoxicologia del Centro de Energia Nuclear de la
Universidad de Sao Paulo. El experimento se realizé en una camara
de crecimiento vegetativo a una temperatura promedio de 24,5 £ 2,5
° C, humedad relativa entre 63 a 82,8 %, concentracion de CO: entre
400 a 448 ppm, 12 h de iluminacién por dia a una intensidad de luz
artificial de 469 pmol st m2. Se usaron maceteros de polietileno con
dimensiones de 20 X 16 X 15 cm de ancho, alto y base
respectivamente con 4 kg de tierra agricola hasta una altura de 17 cm
donde se analizaron el numero de nodulos, longitud y peso de raiz 'y
longitud y peso del tallo y hoja, ademas analizando Ilas
concentraciones de nitrdgeno y carbono de raiz, hoja, tallos y suelo.
La preparacion del suelo e instalacion del experimento se realizo el
mes agosto y la cosecha y el analisis de los datos se realizé en el mes

de diciembre.
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Figura 10

Localizacién de Piracicaba en Brasil, en el Estado de Sao Paulo.
MAPA DE UBICACION DEL "CENTER FOR NUCLEAR ENERGY IN AGRICULTURE"
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Nota: T. Laura 2021, Mapa de Ubicacion de CENA-USP, fuente propia.

3.3 Procedimiento

3.3.1 Preparacion de suelo

El suelo colectado corresponde a la capa superficial de (30 cm de
profundidad) de campos de cultivo en Piracicaba, SP, Brasil
(22°42°49”’S, 47°37°12”0), combinado con sustrato NPK (Figura 11)
(13-36-13) (BASAPLANT - COMPO EXPERT) en relacion 1:1
(Mendes et al. 2019).
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Figura 11

Preparacion de suelo, Tatiana Laura y Franz Zirena realizando la mezcla de suelo
y sustrato.

Nota: T. Laura 2020, Preparacion de suelo, fuente propia.

3.3.2 Ajuste de pH

El pH en el suelo es importante en la disponibilidad de nutrientes para
el desarrollo de las plantas, un pH con valores entre 6 y 7, favorece la
presencia de nutrientes (DICTA, 2016). Las bacterias nitrificantes
necesitan un pH cercano a 7 para que su crecimiento sea optimo,
valores menores inhiben su metabolismo (French et al. 2012), en ese
sentido, se realiz6 la correccion de pH por un periodo de 20 dias,
debido a que el crecimiento de la alfalfa se veia interrumpido, se utilizé
piedra caliza para la correccion de acidez considerando que el valor
de saturacion de las bases (V%) de la alfalfa debe ser superior al 95
% (Moreira et al. 2007).

Se realizaron los siguientes célculos:

Densidad del suelo: aprox. 1,25 g/lcm3 -> 1250kg/m3 (*clase de

textura: medio-arcilloso)
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V2 = 95% (para el desarrollo de los cultivos)

V1 = Saturacion de las bases del suelo (analisis quimico)

Correccion del pH

Método de saturacion de la base

NC (t/ha) = [(V2 - V1) * T)/ (10 * PRNT)

NC (t/ha) = [(95 - 72) * 99,6]/ (10 * 70)

NC (t/ha) = 3,27

3.3.3 Instalacion de experimento

El experimento se realiz6 en una camara de crecimiento a una
temperatura promedio de 24,5 + 2,5 ° C, humedad relativa entre 63 a
82,8 %, concentracion de CO:z entre 400 a 448 ppm, 12 h de
iluminacion por dia a una intensidad de luz artificial de 469 pmol s* m-
2. Se usaron maceteros de polietileno con dimensiones de 20 X 16 X
15 cm de ancho, alto y base respectivamente con 4 kg de tierra
agricola hasta una altura de 17 cm (Figura 13). El suelo colectado
corresponde a la capa superficial de (30 cm de profundidad) de
campos de cultivo en Piracicaba, SP, Brasil (22°42°'49”S, 47°37’12”
0), combinado con sustrato NPK (13-36-13) (BASAPLANT - COMPO
EXPERT) en relacion 1:1 (Mendes et al. 2019). La siembra se realiz6
con semillas inoculadas (Rizhobium sp) a 1 cm de profundidad en las
macetas del vivero del Laboratorio de Ecotoxicologia del CENA/USP.
Un total de 12 maceteros con cultivo de alfalfa de 3 tratamientos de 1,
10y 100 pg Lt de CFX con 3 repeticiones y 3 plantas de grupo control

fueron monitoreados.

Todas las plantas se regaron con frecuencia de 48 horas con 100 mL

de agua destilada tipo 2 durante los primeros 16 dias. Seguidamente
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se realizaron 6 riegos con frecuencia de 4 dias con 200 mL agua tipo

2 diluidas con concentraciones de CPX de 1 ug L™ para tratamiento

1, 10 pug L para el tratamiento 2 y 100 ug L para el tratamiento 3.

Figura 12

Diagrama de Flujo de la metodologia.

Preparacion
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Nota: T. Laura 2021, Diagrama de Flujo de experimento, fuente propia.

Figura 13

Instalacién de Experimento

Nota: T. Laura 2021, Instalacion de maceteros en camara de crecimiento, fuente propia

3.3.4 Frecuenciade riego
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Después de 48 horas de realizado el raleo, se irrigo 100 mL de agua
tipo 2 (Figura 14), la frecuencia de riego fue cada 48 horas con (100
mL) de agua durante 16 dias. Durante 24 dias se realizaron 6 riegos
de agua tipo 2 de (200 mL) con concentraciones de CPX de 1 pug L-1
en para tratamiento 1, (200 mL) con concentracion de 10 pg L-1 para
el tratamiento 2, (200 mL) con concentracion de 100 ug L-1 para el

tratamiento 3.

Figura 14

Irrigacién de experimento

Nota: T. Laura 2020, Irrigacion de plantas con agua tipo 2, fuente propia.

3.3.5 Determinacion de nédulos

Después de realizada la siembra de semillas de alfalfa (M. sativa) que
previamente fueron inoculadas con Rizhobium sp., al pasar 47 dias se
realizd la cosecha de las plantas para determinar el niumero de
nodulos presentes en las raices (Carrasco et al. 2005), en donde se
utilizaron bandejas de plastico para la separacion de las raices del
suelo, se dejo el suelo sobrante en la bandeja y con el uso de pinzas

y tijeras se comenzo a limpiar las raices, previamente se limpiaron con
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agua tipo 2 para retirar residuos de suelo (Pourbabaee et al. 2021) y
con la ayuda de una lampara de luz fria con lente de aumento se

comenzo el conteo de nédulos de cada raiz (Figura 15y 16).

Figura 15

Analisis de nédulos

Nota: T. Laura 2020, Raiz vista bajo lente de aumento de luz fria, fuente propia.

Figura 16

Conteo de nédulos con lente de aumento

Nota: T. Laura 2020, Tatiana Laura realizando conteo de nédulos, fuente propia.
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3.3.6 Determinacion de longitud radicular

Longitud. Se utilizaron bandejas de plastico, donde cuidadosamente
se separaron las plantas del suelo, luego se midi6 con una regla
comun, desde el inicio de la raiz y termino del tallo hasta la parte final

de las raices de la planta (Figura 17).

Figura 17

Medicién de raiz

Nota: T. Laura 2020, Medicién de biomasa radicular, fuente propia.

3.3.7 Determinacién de masa aéreay radicular

Se dividié la planta, contandose desde el inicio de la raiz de las plantas
y termino del tallo (Figura 18), luego se colocé la raiz en bolsa de
papel, se llevd a Balanza analitica, colocando placa Petri, tarando y
colocando la planta y pesando.
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Figura 18

Separacion de suelo y planta

Nota: T. Laura 2020, Separaciéon de suelo y planta, fuente propia.

Figura 19

Pesado de raiz

Ve

Nota: T. Laura 2020, Pesado de raiz en balanza analitica, fuente propia.

3.3.8 Determinacién de carbono y nitrégeno

Las hojas y tallos de las plantas de cada tratamiento fueron colocadas
en bolsas de papel, después las muestras de hojas y suelo se secaron
a 65 °C, luego se molieron hasta obtener un polvo fino posteriormente
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se tomo una submuestra, luego se recogio manualmente para eliminar
las raices finas y otros restos, y se molié hasta obtener un polvo fino.
Las submuestras de hojas molidas y se colocaron en capsulas de
estafio y se cargaron en un espectrometro de masas de relacién
isotopica ThermoQuest-Finnigan Delta Plus (Finnigan-MAT; CA,
EE.UU.) conectado a un analizador elemental (Carla Erba modelo
1110; Milan, Italia) para determinar los contenidos totales de carbono
expresado en porcentaje (%) (Oliveira et al. 2021), el principio del
meétodo radica en la espectrometria de masas de relaciones isotdpicas
que realiza un analisis en forma de moléculas gaseosas de CO2, N2,
CO, S0O2y H2, ellas son introducidas en un espectrometro de masas
y son arrastrados con un flujo de helio, antes de ello las muestras
tienen que ser llevadas a reaccionar a altas temperaturas este
proceso es acompafado de catalizadores y tiene como objetivo
transformas las muestras a analizar en las especies utilizadas como

referencia (Moreno, Pefia, and Alvarez 2017).

3.3.9 Analisis de datos

El analisis de varianza (ANOVA) de los datos y los calculos
estadisticos se realizaron utilizando el programa informatico SPSS
17,0 (Chicago, IL, EE. UU.) para Windows. Los resultados indicados
son medias y desviaciones estandar. Para verificar la normalidad e
igualdad de varianza del modelo se utilizé la prueba de Shapiro-Wilk.
Se utilizé el modelo lineal general (GLM) para determinar los efectos
principales e interactivos del cultivo y la concentracion d CFX del agua
de riego sobre la longitud de la raiz, biomasa de la raiz, numero de
nodulos, el contenido de agua. Se realizé un ANOVA de una via para
examinar los efectos del tipo de cultivo sobre la biomasa aérea y sus
reservas de nutrientes, asi como la biomasa de las raices, la densidad
aparente del suelo, el contenido de agua del suelo, las reservas de
nutrientes en la raiz y el suelo para cada profundidad del suelo. La
comparacion de la media de los datos se realiz6 mediante las pruebas

de rango multiple de Duncan a un nivel del 5%.
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IV. RESULTADOS

Después de haberse realizado el riego con concentraciones de
Ciprofloxacino, se hizo la cosecha de alfalfa donde se aplicaron las
metodologias anteriormente descritas y se obtuvieron los resultados
de la Tabla 2.

Tabla 2
Resultados de Tratamiento con concentraciones de 1, 10 y 100 ug L-1 de
Ciprofloxacino donde hubo diferencias significativas entre tratamientos.

TRATAMIENTOS CON CFX (ug

1
VARIABLES TESTIGO L") PROMEDIO
. 10 100
Carbono
tallosy hojas ~ 426,8+5,1  416,3+11,3  404,0+5,0 389*90*6* 40912116
(9 kg™) :
Nodulosde o5 011415 157,3:231  211,3¢1005 29,014 2476520
raiz (unidad) 1.9

23,8+ 32,1+
1,8 8,5

Longitud raiz

405+92 39,062 27,7+25
(cm)

4.1 Prueba de ANOVA

Los resultados del presente experimento, estadisticamente se
sometieron al anadlisis de varianza, y a la prueba de significacion de
Duncan. Para obtener altura de la planta, longitud de aérea y radicular,

numero de nddulos, contenido de nitrégeno en suelo.

4.1.1 Noédulos en raiz

Supuesto 1: La distribucion de los residuales debe ser normal.

Tabla 3
Prueba de Normalidad para niimero de nédulos
) Shapiro-Wilk
Tratamientos o )
Estadisticos al Sig.
Teste ,978 3 ,719
Nédulosen  TB(lugL?) ,786 3 ,083
raiz TM (10 ug L) 1,000 3 973

TA (100 ug L?)
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Planteamiento de Hipotesis

Ho: Los datos siguen una distribucion normal.

Hi: Los datos siguen una distribucion diferente a la normal.

Nivel de significancia: 0.05

Prueba estadistica Shapiro-Wilk

Criterio de decision

Si P-valor es menor al alfa, entonces rechazar Ho

Conclusion estadistica

Dado que los valores 0.719, 0.83, 0.973 son mayores a 0.05, entonces
no se rechaza Ho, por lo tanto, se concluye que los datos si siguen

una distribucién normal.

Supuesto 2: Homocedasticidad que consiste en la homogeneidad de

las varianzas.

Tabla 4
Prueba de homocedasticidad de varianzas para numero de nédulos.

(Estadisticos de
Levene)

2,457 3 7 148

gll gl2 Sig.

Planteamiento de Hipotesis

Ho: No hay una diferencia entre las varianzas.

Hi: Si hay diferencia entre las varianzas.

Nivel de significancia: 0.05

46



Prueba estadistica De Levene

Criterio de decision

Si P-valor es menor al alfa, entonces rechazar Ho.

Conclusion estadistica

Dado que los valores 0. 148 es mayor a 0.050, entonces se acepta la

Ho, por lo tanto, se concluye que no hay diferencia entre las varianzas.

ANOVA

En el Tabla 5, se presentan los resultados del analisis de variancia
para el numero de nodulos, apreciandose que si existe diferencia

estadistica significativa entre bloques.

Tabla 5
ANOVA de 1 factor para el efecto de Ciprofloxacino sobre la biomasa nédulos de
raiz.

Nodulos en raiz

Sumade | Media = S
cuadrados 9 cuadratica 9.
Inter-grupos 346,567,212 3 115,522,404 13,183 ,003
Intra-grupos 61,339,333 7 8,762,762
Total 407,906,545 10

Planteamiento de Hipo6tesis

Ho: No hay diferencia entre los Tratamientos.

Hi: Al menos 1 de los tratamientos es diferente.

Nivel de significancia 0.05

Prueba estadistica Fisher (F)
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Criterio de decision

Si P-valor es menor al alfa, entonces rechazar Ho

Conclusion estadistica

Dado que el 0.003 es menor a 0.050, entonces se rechaza la Ho, por

lo tanto, se concluye que al menos 1 de los tratamientos es diferente.

Grafico de cajas y bigotes

En la Figura 20, se presentan los resultados del andlisis de variancia
para el numero de nédulos, apreciandose que, aparentemente existe

diferencia estadistica significativa entre bloques.

Figura 20

Gréfico de numero de nédulos

600,00

400,00

Nédulos en raiz

200,00

00

Tes!tigo TE {1 IugJL) ™ (10I ugiL) TA (1 DID ugiL)
Tratamientos
Lo que nos demuestra que los promedios obtenidos estadisticamente
han logrado marcar diferencia en el numero de nodulos. Dado los
resultados, se procedera a realizar la prueba post hoc subconjuntos

homogéneos de Rango multiple de Duncan.
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Pruebas Post hoc

En la Tabla 6 se muestran las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos. Se utilizar4 la media armoénica de los
tamafos de los grupos. Los niveles de error de tipo | no estan

garantizados.

Tabla 6
Subconjuntos homogéneos de nédulos en raiz.

Nodulos en raiz

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamientos N 1 2
TA (100 pg/L) 2 29,000
TB (1ug/L) 3 157.3
Duncan a,b TM (10 pgiL) 3 211,33
Teste 3 520,00

Nota: Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

4.1.2 Contenido de carbono en tallos y hojas

Supuesto 01: La distribucion de los residuales debe ser normal.

Tabla 7
Prueba de Normalidad en concentracién de carbono en tallos y hojas.

T . Shapiro-Wilk
ratamientos Estadisticos gl Sig.
Test ,889 3 351
Hojas — TB (lug L) 876 3 314
Tallo
Carbono ~ TM(10ug L) 963 3 630
TA (100 ug L-1) , 764 3 031

Planteamiento de hipotesis

Ho: Los datos siguen una distribuciéon normal

Hi: Los datos siguen una distribucion diferente a la normal

Nivel de significancia 0.05

Prueba estadistica Shapiro-Wilk
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Criterio de decision

Si P-valor es menor al alfa, entonces rechazar Ho

Conclusion estadistica

Dado que los valores 0.351, 0.314, 0.630 son mayores a 0.05, excepto
0.031, entonces no se rechaza Ho, por lo tanto, se concluye que los

datos si siguen una distribucion normal.

Supuesto 02: Homocedasticidad que consiste en la homogeneidad

de las varianzas.

Tabla 8
Homogeneidad de Varianzas Hojas Tallos carbono

Prueba de homogeneidad de varianzas
Hojas - Carbono

Estadistico .
de Levene gi1 gi2 Sig.
1,994 3 8 ,194

Planteamiento de Hipotesis

Ho: No hay una diferencia entre las varianzas.

Hi: Si hay diferencia entre las varianzas.

Nivel de significancia: 0.05

Prueba estadistica De Levene

Criterio de decision

Si P-valor es menor al alfa, entonces rechazar Ho.
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Conclusion estadistica

Dado que los valores 0. 194 es mayor a 0.050, entonces se acepta la

Ho, por lo tanto, se concluye que no hay diferencia entre las varianzas.

ANOVA

En la Tabla 9, se presentan los resultados del analisis de variancia
para el contenido de carbono en hojas y tallo apreciandose que si

existe diferencia estadistica significativa entre bloques.

Tabla 9
ANOVA de un factor sobre el contenido de hojas en carbono.

Hojas y tallos - Carbono

Media
__ Sumade cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 2,390,064 3 796,688 14,137 ,001
Intra-grupos 450,853 8 56,357

Total 2,840,917 11

Planteamiento de Hipotesis

Ho: No hay diferencia entre los Tratamientos.

Hi: Al menos 1 de los tratamientos es diferente.

Nivel de significancia 0.05

Prueba estadistica Fisher (F)

Criterio de decision

Si P-valor es menor al alfa, entonces rechazar Ho

Conclusion estadistica

Dado que el 0.003 es menor a 0.050, entonces se rechaza la Ho, por

lo tanto, se concluye que al menos 1 de los tratamientos es diferente.
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Grafico de cajas y bigotes

La Figura 21 que nos demuestra que los promedios obtenidos
estadisticamente han logrado marcar diferencia en cantidad de

carbono en hojas y tallos.

Figura 21

Grafico de carbono en hojas y tallo
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Dado los resultados, se procedera a realizar la prueba pos hoc

subconjuntos homogéneos de Rango multiple de Duncan Tabla 10.

Pruebas post hoc

Tabla 10
Subconjuntos homogéneos prueba de Duncan

Hojas - Carbono

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N 1 > 3
TA(100 pg/L) 3 3,889,833
TM (210 pg/L) 3 4,040,400
Duncan 2 TB (1ug/L) 3 4,163,400 4,163,400
Test 3 4,268,200
Sig. 1,000 ,080 ,126
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Nota: Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos
donde

4.1.3 Contenido de carbono en Raiz

Supuesto 01: La distribucion de los residuales debe ser normal.

Tabla 11
Prueba de normalidad para carbono en raiz.

Pruebas de normalidad

. Shapiro-Wilk
Tratamientos Lo .
Estadisticos o] Sig.
Test ,962 3 ,625
3 TB (lug L1)
Raiz Tallo - Carbono
TM (10 ug L) ,861 3 ,270
TA (100 ug L) ,924 3 ,468

Planteamiento de hipoétesis

Ho: Los datos siguen una distribucién normal

Hi: Los datos siguen una distribucion diferente a la normal

Nivel de significancia 0.05

Prueba estadistica Shapiro-Wilk

Criterio de decision

Si P-valor es menor al alfa, entonces rechazar Ho

Conclusion estadistica

Dado que los valores 0.625, 0.270, 0.468 son mayores a 0.05,
entonces no se rechaza Ho, por lo tanto, se concluye que los datos si

siguen una distribucién normal.

Supuesto 02: Homocedasticidad que consiste en la homogeneidad

de las varianzas
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Tabla 12
Prueba de homocedasticidad de varianzas.

Prueba de homogeneidad de varianzas
Raiz - Carbono
Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
2,288 3 7 ,166

Planteamiento de Hipotesis

Ho: No hay una diferencia entre las varianzas.

Hi: Si hay diferencia entre las varianzas.

Nivel de significancia: 0.05

Prueba estadistica De Levene

Criterio de decision

Si P-valor es menor al alfa, entonces rechazar Ho.

Conclusion estadistica

Dado que los valores 0.166 es mayor a 0.050, entonces se acepta la

Ho, por lo tanto, se concluye que no hay diferencia entre las varianzas.

Gréfico de cajas y bigotes

La Figura 22 que nos demuestra que los promedios obtenidos
estadisticamente han logrado marcar diferencia en cantidad de

carbono en raiz.
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Figura 22

Gréfico de carbono en raiz
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Tabla 13

ANOVA cantidad de carbono en raiz

Raiz - Carbono

Suma de | Media = Sj
cuadrados 9 cuadratica 9.
Inter- 3590,355 3 1196,785 849 510
grupos
Intra- 0864,564 7 1409,223
grupos
Total 13454,919 10

Nota: No hay diferencia significativa

Planteamiento de hipotesis

H o: No hay diferencia entre los Tratamientos

H1: Al menos 1 de los tratamientos es diferente

Nivel de significancia 0.05

Prueba estadistica FISHER (F)
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Criterio de decision

Si P-valor es menor al alfa, entonces rechazar Ho

Conclusion estadistica

Dado que el 0.510 es mayor a 0.050, entonces se acepta el Ho, por lo

tanto, se concluye que no hay diferencia entre los tratamientos.

El factor de carbono en raiz con diferentes concentraciones de
Ciprofloxacino afadidas entre los tratamientos y el testigo, no
representan diferencia estadistica. Dado que no se observa diferencia
estadistica significativa, no amerita realizar otras pruebas. No hay

diferencia entre los tratamientos.

4.1.4 Longitud aérea

Supuesto 01: La distribucion de los residuales debe ser normal.

Tabla 14
Prueba de normalidad longitud aérea

Pruebas de normalidad

i Shapiro-Wilk
Tratamientos o .
Estadisticos gl Sig.
Test ,807 3 , 132
Longitud aérea TB (lug L?) 837 3 ,206
(cm) TM (10 ug L) 972 3 679
TA (100 ug LY) 1,000 3 1,000

Planteamiento de hipotesis

Ho: Los datos siguen una distribucion normal

Hi: Los datos siguen una distribucion diferente a la normal

Nivel de significancia 0.05
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Prueba estadistica Shapiro-Wilk

Criterio de decision

Si P-valor es menor al alfa, entonces rechazar Ho

Conclusion estadistica

Dado que los valores 0.132, 0.206, 0.679 son mayores a 0.05,

entonces no se rechaza Ho, por lo tanto, se concluye que los datos si

siguen una distribucion normal.

Supuesto 02: Homocedasticidad que consiste en la homogeneidad

de las varianzas

Tabla 15
Prueba de homogeneidad de varianzas

Prueba de homogeneidad de varianzas

Altura aérea (cm)

Estadisticos de Levene gll gl2

1,487 3 8

Sig.
,290

Planteamiento de Hipotesis

Ho: No hay una diferencia entre las varianzas.

Hi: Si hay diferencia entre las varianzas.

Nivel de significancia: 0.05

Prueba estadistica De Levene

Criterio de decision

Si P-valor es menor al alfa, entonces rechazar Ho.
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Conclusion estadistica

Dado que los valores 0.290 es mayor a 0.050, entonces se acepta la

Ho, por lo tanto, se concluye que no hay diferencia entre las varianzas.

Gréfico de cajas y bigotes

La Figura 23 que nos demuestra que los promedios obtenidos

estadisticamente no han logrado marcar diferencia en la longitud

aérea.

Figura 23

Graéfico de longitud aérea
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ANOVA

Tabla 16
ANOVA para el efecto de Ciprofloxacino sobre longitud aérea
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Longitud Aérea (cm)

Sumade Media .
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 91,729 3 30,576 1,009 ,438
Intra-grupos 242,500 8 30,313
Total 334,229 11

Planteamiento de hipoétesis

H o: No hay diferencia entre los Tratamientos

H1: Al menos 1 de los tratamientos es diferente

Nivel de significancia 0.05

Prueba estadistica FISHER (F)

Criterio de decision

Si P-valor es menor al alfa, entonces rechazar Ho

Conclusion estadistica

Dado que el 0.438 es mayor a 0.050, entonces se acepta el Ho, por lo
tanto, se concluye que no hay diferencia entre los tratamientos. El
factor de longitud aérea con diferentes concentraciones de
Ciprofloxacino afadidas entre los tratamientos y el testigo, no
representan diferencia estadistica. Dado que no se observa diferencia
estadistica significativa, no amerita realizar otras pruebas.

4.1.5 Longitud radicular

Supuesto 01: La distribucion de los residuales debe ser normal.
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Tabla 17
Prueba de normalidad Longitud radicular

Pruebas de normalidad

. Shapiro-Wilk
Tratamientos L. .
Estadisticos gl Sig.
Teste
Longitud de TB (1ug/L) ,923 3 463
Raiz TM (10 ug/L) 987 3 780
TA (100 ug/L) ,993 3 ,843

Planteamiento de hipotesis

Ho: Los datos siguen una distribucion normal

Hi: Los datos siguen una distribucion diferente a la normal

Nivel de significancia 0.05

Prueba estadistica Shapiro-Wilk

Criterio de decision

Si P-valor es menor al alfa, entonces rechazar Ho

Conclusion estadistica

Dado que los valores 0.463, 0.780, 0.843 son mayores a 0.05,

entonces no se rechaza Ho, por lo tanto, se concluye que los datos si

siguen una distribucién normal.
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Supuesto 02: Homocedasticidad que consiste en la homogeneidad

de las varianzas.

Tabla 18
Homogeneidad de varianzas

(Estadisticos de Levene) gl gl2 Sig.

6,117 3 7 ,023

Planteamiento de hipotesis

Ho: No hay una diferencia entre las varianzas.

Hi: Si hay diferencia entre las varianzas.

Nivel de significancia: 0.05

Prueba estadistica De Levene

Criterio de decision

Si P-valor es menor al alfa, entonces rechazar Ho

Conclusion estadistica

Dado que los valores 0. 023 es menor a 0.050, entonces se rechaza

la Ho, por lo tanto, se concluye si hay diferencia entre las varianzas.

Gréficos de cajas vy bigotes

En la Figura 24, se presentan los resultados del andlisis de variancia
para longitud radicular, apreciandose que si existe diferencia

estadistica significativa entre bloques.
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Figura 24

Gréfico de longitud radicular
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En el Tabla 18, se presentan los resultados del andlisis de variancia

para longitud radicular, apreciandose que si existe diferencia

estadistica significativa entre bloques.

Tabla 19
ANOVA para el efecto de Ciprofloxacino sobre la Longitud radicular.

Longitud de raiz

Suma de cuadrados gl Med|a' .
cuadratica
Inter-grupos 547,894 3 182,631 7,050

Intra-grupos 181,333 7 25,905

Total 729,227 10




Planteamiento de hipotesis

Ho: No hay diferencia entre los Tratamientos

Hi: Al menos 1 de los tratamientos es diferente

Nivel de significancia 0.05

Prueba estadistica Fisher (F)

Criterio de decision

Si P-valor es menor al alfa, entonces rechazar Ho

Conclusion estadistica

Dado que el 0.016 es menor a 0.050, entonces se rechaza la Ho, por

lo tanto, se concluye que al menos 1 de los tratamientos es diferente.

Pruebas post hoc

Dado los resultados, se procedera a realizar la prueba pos hoc
subconjuntos homogéneos de Rango multiple de Duncan (Tabla 20)
en donde se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

Tabla 20
Pruebas post hoc Subconjuntos homogéneos

Longitud de radicular

) Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamientos

1 2
TA (100 ug/L) 3 238,333
TM (10 pg/L) 3 276,667
Duncan ab TB (1pg/L) 3 390,000
Teste 2 405,000
Sig. 413 744
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4.1.6 Nitrégeno en suelo

El factor de nitrégeno en suelo, no representan diferencia estadistica.
Dado que no se observa diferencia estadistica significativa, no amerita
realizar otras pruebas. No hay diferencia entre los tratamientos.

Supuesto 01: La distribucion de los residuales debe ser normal

Tabla 21
Pruebas de normalidad para nitrégeno en suelo

Planteamiento de hipotesis
Pruebas de normalidad

. Shapiro-Wilk
Tratamientos L. .
Estadisticos al Sig.
Test ,915 3 433
Suelo - TB (1ug LY) 781 3 ,070
Nitrogeno  TM (10 ug L) 964 3 637
TA (100 ug L) ,881 3 ,328

Ho: Los datos siguen una distribuciéon normal

Hi: Los datos siguen una distribucion diferente a la normal

Nivel de significancia 0.05

Prueba estadistica Shapiro-Wilk

Criterio de decision

Si P-valor es menor al alfa, entonces rechazar Ho

Conclusion estadistica

Dado que los valores 0.433, 0.070, 0.637, 0.328 son mayores a 0.05,
entonces no se rechaza Ho, por lo tanto, se concluye que los datos si

siguen una distribucién normal.

Supuesto 2: Homocedasticidad que consiste en la homogeneidad de

las varianzas.
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Tabla 22
Prueba de homogeneidad de varianzas nitrégeno en suelo

Planteamiento de hipotesis

Prueba de homogeneidad de varianzas
Suelo - Nitrégeno

Estadisticos de Levene gll gl2 Sig.

462 3 8 717
Ho: No hay una diferencia entre las varianzas.

Hi: Si hay diferencia entre las varianzas.

Nivel de significancia: 0.05

Prueba estadistica De Levene

Criterio de decision

Si P-valor es menor al alfa, entonces rechazar Ho

Conclusion estadistica

Dado que los valores 0. 717 es mayor a 0.050, entonces se acepta la

Ho, por lo tanto, se concluye que no hay diferencia en las varianzas.

Grafico de cajas y bigotes

En la Figura 25, se presentan los resultados del analisis de variancia
para concentracién de nitrégeno en suelo, apreciandose que no existe

diferencia estadistica significativa entre bloques.
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Figura 25

Gréfico de concentracion de nitrégeno en suelo

2,25
2,00
o
=
[ 1]
o
-3
E=
=
& 1.757
o
3
(77}
1,50
1,254
T T T T
Testigo TB (1ugl) T (10 ugiL) TA (100 ugl)
Tratamientos
ANOVA
Tabla 23

Tabla ANOVA de un factor de cantidad de nitrégeno en suelo.

Suelo - Nitrégeno
Sumade

cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Inter- 368 3 123 1,188 374
grupos
Intra- 826 8 103
grupos
Total 1,193 11

Planteamiento de hipotesis

Ho: No hay diferencia entre los Tratamientos

Hi: Al menos 1 de los tratamientos es diferente

Nivel de significancia 0.05

Prueba estadistica Fisher (F)
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Criterio de decision

Si P-valor es menor al alfa, entonces rechazar Ho

Conclusion estadistica

Dado que el 0.374 es mayor a 0.050, entonces se acepta la Ho, por lo
tanto, se concluye que no hay diferencia entre los tratamientos. El
factor de nitrogeno en suelo con diferentes concentraciones de
Ciprofloxacino afiadidas entre los tratamientos y el testigo, no
representan diferencia estadistica. Dado que no se observa diferencia

estadistica significativa, no amerita realizar otras pruebas.
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V. DISCUSION

5.1 Contenido de carbono en tallos y hojas

El contenido de carbono en los tejidos de las plantas esta
estrechamente relacionado a la captura de CO2 atmosfeérico, la que
se realiza a través de la fotosintesis (Eloka-Eboka, Bwapwa, and
Maroa 2020), este COz2 ingresa a traves de los estomas, como parte
del insumo del proceso de la fotosintesis, estos estomas se cierran de
noche para reducir la transpiracion del agua (Melotto, Underwood, and
He 2008). La tabla 2, muestra que el contenido de carbono en las
hojas y tallos de alfalfa en el testigo fue de 426,8 g kg*; sin embargo,
este contenido se reduce a medida que las concentraciones de CFX
en el agua de riego fueron incrementadas. Este efecto tiene relaciéon
con la capacidad de almacenamiento del CFX en los tejidos aéreos
realizado por la planta (Ahmed et al. 2015; Jayampathi, Atugoda, and
Jayasinghe 2019; Yan et al. 2020), cuyos impactos tienen relevancia
en el proceso de la fotosintesis y la respuesta al estrés oxidativo de
las plantas (Xie, Zhou, Lin, Guo, & Bao, 2011; Wen et al., 2012; Opris
et al., 2013). La presencia de CFX tiene un mecanismo de
interferencia en la fotosintesis, segun Aristilde, Melis, & Sposito,
(2010), quienes revelan que el anillo de la quinolona y el grupo amino
secundario tipicamente presentes en las fluoroquinolonas pueden
mediar su accion como inhibidores del sitio de quinona en el
fotosistema Il (PS-Il), una enzima clave en el transporte de electrones
fotosintéticos. Por otro lado, Gomes et al. (2017) , propusieron que el
CFX conduce a la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) que, a su vez, promueven el estrés oxidativo, como dafio a las
membranas tilacoides y supresion de la sintesis de nuevas proteinas
asociadas con PS-ll, lo que resulta en una disminucién de la actividad
fotosintética (Gomes, de Brito, Bicalho, et al. 2018); por ende una
evidente reduccién del contenido de carbono en las hojas y tallos a
medida que las concentraciones de CFX fueron incrementadas en el

agua de riego.
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Cuando las concentraciones de CFX fueron de 100 ug L™, se observé
que la concentracién de carbono en base seca en tallos y hojas
alcanz6 389,0 + 6,9 g kg™, este valor muestra una disminucién de 8,9
% frente al grupo control. Lo que sugiere que, a mayor concentracion
de antibidtico en el agua de riego, el contenido de carbono en la
biomasa aérea tiende a reducir. Estos hechos pueden estar
relacionados a la afectacién del nimero y la morfologia de los
cloroplastos, lo que implica que la division del cloroplasto puede verse
afectada en presencia de antibidticos (Evans-Roberts et al. 2016).
También las mitocondrias son afectadas en presencia de antibiéticos
generando graves consecuencias para las plantas, ya que estos
organulos estan estrechamente asociados con la produccién de ATP,
el poder reductor (NADH) y la produccién de esqueletos de carbono
para actividades celulares, bajo esas condiciones los sistemas
antioxidantes no controlan los niveles de ROS, esas moléculas
pueden acumularse y generar dafio oxidativo a los sistemas de
membranas de las mitocondrias y otras estructuras celulares como los
tilacoides y las membranas celulares (Rocha et al. 2021), cuando la
exposiciéon de CFX en concentracion de 1 yg L™ la cantidad de
carbono fijado disminuye en 2,5 %. Lo que nos permite deducir que el
CFX tiene efectos perjudiciales en la fijacion de carbono para este
cultivo. Se sabe que las leguminosas son una fuente importante de
fijacion de carbono, el cual representa un enfoque sostenible para
transformar el CO2 en materia organica, y los efectos toxicos de CFX
representan una amenaza debido a que su presencia en el agua de
riego en concentraciones de 1, 10 y 100 ug L%, disminuye la fijacion
de carbono en tallos y hojas en 2,5, 5,3 y 8,9 % respectivamente en

comparacién con el grupo control.

5.2 Longitud de raiz

El efecto de la presencia de CFX en las concentraciones de 1, 10, 100
ug Lt respectivamente en el agua de riego sobre el crecimiento de la

raiz en alfalfa después de 40 dias. El CFX altero la longitud de la raiz,
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cuando la exposicion fue a 1 ug L la raiz tubo 39,0 + 6,2 cm, mientras
que para 10 y 100 ug L* fue de 27,7 + 25 vy 23,8 + 1,8 cm
respectivamente, siendo estas dos ultimas diferentes frente al grupo

control y cuando son expuestos a 1 ug L (p<0,01).

Las concentraciones de 10 y 100 ug L™ de CFX indujeron efectos en
la reduccién significativa de la longitud de la raiz. Las evaluaciones
realizadas con diferentes tratamientos de las plantas revelan que las
concentraciones de CFX disminuyen la longitud de la raiz. La
concentracion de CFX de 1 ug L no altera de manera significativa la
longitud de la raiz, mientras que las concentraciones superiores a 10
Mg L™ty 100 pg L™* se obtuvo 27,7 £ 25 cm y 23,8 £ 1,8 cm
respectivamente, evidenciando diferencia significativa en el
crecimiento frente al grupo control (40,5 + 9,2 cm). La longitud de raiz
tiene relacion inversa a la concentracion de CFX, comparado con el
grupo testigo en la alfalfa, el residuo de CFX inhibe el crecimiento de
la raiz ya qué los residuos de antibidticos tienden a alojarse
principalmente en las raices de las plantas mas que en los tejidos
aéreos ( L. Liu et al., 2013; J. Chen et al., 2020).

Las plantas son capaces de absorber antibiéticos en la solucién del
suelo a través de sus raices y acumularlos en sus tejidos (raiz, fruto,
hojas) (Ahmed et al. 2015; Jayampathi et al. 2019). Ademas, la sorcién
y fijacion, movilidad y transporte en el suelo han sido bien
documentados (Tolls, 2001; Gomes et al., 2020; Marques et al., 2021).
Las raices son tipicamente mas afectadas por la acumulacién de
antibiéticos (Migliore et al. 2010) lo que impactan negativamente en la
longitud, elongacion y el nimero de raices secundarias ( Piotrowicz-
Cieslak, Adomas, Natecz-Jawecki, & Michalczyk, 2010; Michelini,
Reichel, Werner, Ghisi, & Thiele-Bruhn, 2012). Nuestros datos
muestran la reduccion de crecimiento de la raiz, cuando fueron
expuestas a concentraciones mayores a 10 ug L™, debido
posiblemente a la fitotoxicidad de las altas concentraciones de CFX

en las raices, que son los tejidos mas importantes para la absorcion y
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acumulacion (Ali Mirza et al. 2020; Yan et al. 2020), esta reduccion en
la longitud podria estar relacionado a la inhibicién de la ADN girasa,
que cataliza el superenrollamiento del ADN dependiente del ATP
(Ebert et al. 2011; Liu et al. 2013). En consecuencia los antibioticos
alteran la elongacion de la raiz y la division celular en el meristemo
apical del mismo (Bellino et al. 2018). Nuestros resultados concuerda
con la mayoria de los estudios con respecto a los efectos de
morfologia de la raiz de la planta (elongacién de la raiz y el nUmero
de raices secundarias) (F. Liu et al., 2009; L. Liu et al., 2013; Bellino
et al., 2018), ademas esta se agudiza significativamente cuando las
concentraciones de CFX se incrementan; lo que sugiere que a mayor
concentracion de dosis expuestas a las plantas, es probable que las
cantidades de absorcidon de antibiéticos sean mas altas (Azanu et al.
2016).

Esta disminucién en la reduccién de la elongacién de la raiz, puede
tener consecuencias para la absorcion de agua ( Piotrowicz-Cieslak
et al., 2010; Michelini et al., 2012), nutrientes e interacciones
biogquimicas y enzimaticas suelo-planta (Tasho, Shin, and Cho 2018).
Entonces el crecimiento de las raices es uno de los factores mas
importantes que afectan el crecimiento de las plantas y la capacidad
de resistir el estrés ambiental (Hachana et al. 2021). El CFX puede
afectar la produccién de la alfalfa por ser un cultivo de vegetacién
larga, ocasionando la alteracion de la produccién de biomasa, numero
de hojas, patrones de ramificacion, peso fresco / seco, entre otros
(Michelini et al. 2012; Tasho et al. 2018). Por lo tanto, existe un riesgo
potencial de que las plantas puedan transferir antibiéticos del suelo a
la cadena alimentaria, entonces, la actividad agricola se convierte
sensible a estos cambios cuando las aguas residuales son
reutilizados directa o indirectamente para riego cuya actividad se
vuelve cada vez mas frecuente debido a la escasez real en muchas

regiones productoras de alimentos (Pifia et al. 2020).
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53 Numero de nddulos en raiz

El efecto de 1, 10, 100 ug L™* de CPX sobre la cantidad de nédulos de
las raices de la alfalfa muestra diferencias significativas; la cantidad
de nodulos fue de 157,3£23,1 unidades cuando fue expuesta a 1 ug
L1, cuya diferencia es menor en 70 % al grupo control, seguido de
211,3+100,5 y 29,0+1,4 unidades cuando la concentracion de CFX
fueron 10 y 100 pg L™ respectivamente, lo que demuestra diferencia
de 59y 95 % menor al grupo control (p<0,01).

La caracteristica diferencial de las leguminosas es el predominio de la
simbiosis leguminosa-Rizobios cuyas ventajas dan incremento de la
productividad de los cultivos y el mantenimiento y la restauracion de
la fertilidad del suelo (Verma et al. 2020). La principal caracteristica
para que esta simbiosis ocurra es el ingreso de bacterias a los
noédulos, asi como lo demuestra Pourbabaee, Khazaei, Alikhani, &
Emami. (2021), quienes aislaron 25 cepas bacterianas de nodulos de
alfalfa con diferentes caracteristicas morfolégicas. Cuando las plantas
fueron expuestas a 1 yg L' de CFX se observa una reduccién
significativa en la cantidad de nddulos 157,3+23,1 unidades y cuando
se incrementa la concentracion a 100 ug L™ la cantidad de nédulos
sigue disminuyendo, alcanzando 29,0+1,4, lo que representa una
reduccion de 70 y 95% respectivamente al grupo control, entonces la
presencia de CFX tiene la capacidad de modificar los componentes
fisicoquimicos (Trivedi and Vasudevan 2007) y biol6gicos del suelo
(Yang et al. 2019).

La presencia de CFX en el suelo es probable que se tenga efectos
directos en la conformacion y desarrollo de los nddulos radiculares,
por la capacidad bactericida de este compuesto que disminuye la
poblacion bacteriana benéfica del suelo (Chen et al. 2018), lo que
reduce la capacidad de formacion de nodulos el cual inicia con la
penetracion de la bacteria Rizhobium en las raices de las leguminosas

a través del proceso de fijacion simbidtica (Dickison 2000; Verma et
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al. 2020). En el estudio el CFX presenta la maxima toxicidad para las
muestras expuestas a 100 ug L™ con la disminucién en cantidad y
caracteristicas morfolégicas macroscépicas que corresponden al
tamafio y forma de los nédulos, incluso esta disminucién se dio en la
concentracion mas baja de 1 ug L™. Las concentraciones bajas de
antibiotico frente a altas, presenta diferentes consecuencias para la
fisiologia bacteriana, conduciendo ambas a la muerte de las células
bacterianas, pero en una escala de tiempo diferente y de una manera
diferente, tal es asi que los efectos de la intermitencia y los tiempos
de exposicidon permiten que las células bacterianas puedan recuperar
su crecimiento cuando se deje de exponer antibidticos al suelo
(Mayer, Sass, and Brotz-Oesterhelt 2019). Sin embargo, el CFX es el
antibiotico de fluoroquinolonas con mayor frecuencia de deteccion en
las aguas residuales con concentraciones que alcanzan 11 — 99 ug L-
! (Parsa, Panah, and Chianeh 2016).

Los efectos del CFX sobre los nodulos tiene implicancias directas en
la disminucién de interaccion asociada a las leguminosas que permite
fijar el nitrégeno a través del proceso denominado fijacion simbidtica
de nitrégeno (Verma et al. 2020). El efecto del CFX afecta
directamente el crecimiento de las plantas o reduce la capacidad de
simbiosis de las plantas hospedantes al afectar la supervivencia y el
crecimiento de las bacterias fijadoras de nitrdgeno (Pourbabaee et al.
2021), efecto que se vio evidenciado en nuestro experimento, debido
a la disminucion en la capacidad de division celular de la raiz de la
planta para formar nédulos, lo que reduce la fijacién de nitrégeno. La
disminucién de microrganismos benéficos por la exposicion de CFX
puede reducir la proteccion contra plagas y otros microrganismos
patogenos y disminuye la capacidad de tolerar al estrés abidtico y
bidtico, en consecuencia la composicion microbiana de la rizosfera de
las plantas es clave para controlar las enfermedades transmitidas por
el suelo (Joshi et al. 2021). La nodulacién de raices en presencia de
antibidticos mayores a 1 ug L™ es menor y tiene una diferencia

significativa.
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Dentro de la biosfera ocurren los ciclos biogeoquimicos, que se
caracterizan por ser ciclos dinamicos y cuyo mecanismo de
transformacion depende de la disponibilidad de nutrientes como el
fosforo y nitrégeno, entre otros, que son parte necesaria para la
formacion de la vida (Emilia et al. 2012), en ese sentido cae en gran
importancia asociaciones simbidticas entre plantas leguminosas y
microorganismos fijadores que puede fijar nitrdgeno atmosférico (N2)
y mantener la fertilidad del suelo (Saad, Sulieman; Lam-Son 2017) ya
que la fijacion biologica del nitrdgeno aporta 180 millones de
toneladas métricas de amonio al afio, y el 80 % llega de asociaciones
simbidticas entre microorganismos y plantas (Tilak et al., 2005). Se ha
documentado que la presencia de agentes contaminantes en el suelo,
afecta las relaciones simbidticas entre bacterias fijadoras vy
leguminosas (Pourbabaee et al. 2021) ya que disminuyen los ndédulos
que crecen en raices de las plantas , disminuyendo asi la fijacion de
Nitrogeno (Anderson et al. 2004). El nitr6geno es indispensable para
la fertilizacion del suelo y para el rendimiento vegetal (Emilia et al.
2012), esta asociacion de microorganismos, suelo y planta, son de
suma importancia ya que ademas ser un sistema de fertilizacion
natural, los seres humanos viven en la tierra y utilizan el suelo para
obtener alimentos y dar vigencia a la vida (Burbano 2016), siendo un
ecosistema complejo, dotan a los seres humanos el 98,8 % de
alimentos y es la demanda de alimento mas grande a medida que
crece la poblacién (Kopittke et al. 2019).

5.4 Biomasa aéreay Nitrogeno

Las concentraciones de nitrogeno en el suelo y biomasa aérea no
tuvieron efectos significativos por la adicibn de las diferentes
concentraciones de ciprofloxacino (Grenni et al. 2018); se sabe que la
presencia de los antibidticos en el suelo provoca disminucién de
microorganismos que aporta en la calidad del suelo (Ding et al. 2014),
siguiendo la disminucion de la diversidad de microorganismos

nitrificantes (Ollivier et al. 2013) y reductores de nitrégeno (Hou et al.
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2015), en consecuencia las tasas de nitrificacién, oxidacion de amonio
y la reducciéon de nitrato a amonio disminuyen por la inhibicion del
crecimiento de microbios reductores de nitrato en el suelo, alterando
el ciclo del nitrégeno (Shan et al. 2018); no obstante, la planta puede
absorber nutrientes en el suelo mediante sus raices (J. Zhang et al.,
2021) y asi poder continuar con el desarrollo de la biomasa de la
planta (Fan et al., 2016), asimismo, las bacterias pueden aprovechar
los nutrientes para sus procesos, en condiciones no tan favorables
para la planta (Xia Wang et al., 2021), ademar de darse el proceso de
homeostasis en las plantas; es asi, Mayer et al., 2019, afirma que los
efectos de la intermitencia y los tiempos de exposicién de los
antibioticos permiten que los microorganismos que participan en la
fijacion de nutrientes puedan recuperar su crecimiento cuando se deje

de exponer antibiéticos al suelo (Mayer et al. 2019).

VI. CONCLUSIONES

e La presencia de Ciprofloxacino con concentraciones de 1, 10,
y 100 pg L, disminuye la fijacion de carbono en los tallos y
hojas del cultivo de alfalfa en 2.5%, 53 % y 89 %

respectivamente.

e La presencia de Ciprofloxacino con concentraciones de 1, 10,
y 100 pg L, disminuye el nimero de nédulos en raiz del

cultivo de alfalfa en 70 %, 59 % y 95 % respectivamente.

e La presencia de Ciprofloxacino con concentraciones de 10, y
100 pg L%, disminuye la longitud radicular del cultivo de alfalfa
en 31.60 % y 41.23 % respectivamente, la concentracion de
1ug L1 no tuvo efectos significativos en la disminuciéon de

longitud radicular del cultivo de alfalfa.

e La presencia de Ciprofloxacino, no tuvo efectos significativos

en la disminucion de la concentracion de nitrégeno en suelo.
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e La presencia de Ciprofloxacino, no tuvo efectos significativos

en la disminucion de la produccién de biomasa aérea.
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VIII.

ANEXOS

Anexo 1 Etapas de crecimiento de alfalfa

Figura 26

Instalacién de experimento
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Figura 27

Plantas emergiendo de la nueva siembra
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Figura 28

Raleo de siembra

Figura 29

Primera aplicacién de producto
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Figura 30

Segunda aplicacion de producto

Figura 31

Tercera aplicacion del producto
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Figura 32

Cuarta aplicacion del producto

Figura 33

Quinta aplicacién del producto

Figura 34

Sexta aplicacién del producto
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Anexo 2 Dia de la cosecha

Figura 35

Verificacién de la presencia de nddulos en el testigo.

Figura 36

Alfalfa dia de cosecha de experimento
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Figura 37

Separacion de raiz del suelo

Figura 38

6n de raiz
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Figura 39

Medicion desde la base del tallo hasta la punta de las hojas

Figura 40

Comparacion de tratamiento y testigo
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Figura 41

Division de planta y raices por corte
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Figura 42

Conteo de nédulos

Figura 43

Tamizado de suelo para andlisis de nitrégeno
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Figura 44

Muestras de alfalfa colocadas a la estufa por 24 horas

Figura 45

Sobres para muestras procesadas
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Figura 46

Proceso de molienda de raiz para andlisis de carbon

Figura 47

Tamizado de hojas y raiz a 2 mm
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Anexo 3 Mapa de Ubicacion Centro de Energia Nuclear na
Agricultura CENA — USP
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Figura 48

Lugar del experimento.
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Anexo 4 Analisis fisico de suelo

Centro de Energia Nuclear na Agricultura [Im
Avenida Centendrio , 303 Namero: 0015015.1-N - 0.5.: 8883
S8 Dimas Data de Recebimento: 29/05/2019

13.400-870 - Firacicaba - SP ¢ L
fracicaba Data de Finalizagio: 0410672019 Data de Emissdo; 0410672013

Proprietario: Propriedade: Material: ESALQ
Cenfro de Energia Nuclear na Agriculiura Lab. Ecotoxicologia Solos
IDENTIFICACAQ DA AMOSTRA
7842 Amostra Unica (Leonardo Junqueira); ( néio informada )

= AMOSTRAS
DETERMINACOES
7842
AT gkg” 691
Silte gkg” 48
Argila (¢ disp) gkg" 261
Classe de Textura - md-arg

Métodos: Buyoucos (densimetro) (SSSA Book Series 5. Methods of Soil Analysis, Part 4). Classe de didmetros (mm) conforme USDA:

(A) CINEO Mag0es de arsia

multe grossa (MG) =2 a 1, grossa (G) = 1 a 0,5, média (M) = 0.6 a 0,28, fina (F) = 0,26 a 0,10, multe fina (MF) = 0,10 a 0,05

Areia total (AT) = 2 & 0,06; silte = 0,05 & 0,002; argila total < 0,002: argila Agua < 0,002

(A} Duas fraghes de arela

grossa (G) = 2 a 0,25; fina (F) = 0,25 & 0.05; areia total (AT) = 2 a 0,05 silta = 0,05 a 0,002; argila total < 0,002

Classe de textura = Argila (¢ dispersante) até 149 g/kg = arenosa {ar); 150 a 249 g/kg = meadia arenosa (md-ar); 250 a 349 g'kg = media argilosa (md-arg); 350 a 599 g/kg = argilosa (arg); 600 gikg ou supenar =
mito arcflosa (ri-ara)

Péagina 1 de 1

SIGNATARIO AUTORIZADO

EsarQ

Au. Padua Dias, 11 - Piracicaba-SP - CEP 13418-800 - Tel- {18) 3417-2117 / 3417-2158 - Iso lab{@usp br - www.esalqsolos.com.br
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Anexo 5

Centro de Energia Nuclear na Agricultura

Avenida Centenario , 303
S30 Dimas
13.400-970 - Piracicaba - SP

Analisis quimico de suelo

Nimero: 0015014.1-A - 0.S.: 8883
Data de Recebimento: 29/05/2019

Data de Finalizagao: 06/06/2019

Data de Emissao: 07/06/2019

CSP

Proprietario: Propriedade: Material: ESA[Q
Centro de Energia Nuclear na Agricultura Lab. Ecotoxicologia Solos
—
IDENTIFICAGAO DA AMOSTRA e
Amostra Unica (Leonarde Junqueira); { niio informada ) 17025
CRL 0543
o AMOSTRAS
DETERMINACOES
7842
pH CaCI2 - 53
M.O. Colorimétrica gdm* 67
P Resina mg.dm-* 77
K Resina mmole.dm-* 10,6
Ca Resina mmole.dm-* 41
Mg Resina mmale.dm-* 20
H+4l SMP mmole.dm-* 28
SB mmolc.dm-* 716
cTC mmoic.dm-* 99,6
v % 72

Métodos. pH em CaCI2 0,01 mol L-*; fosforo (P) método colorimétrico extraido com resina trocadora de lons, potassio (K) extragdo com resina trocadora de lons e determinagao em espectrofotémetro de emissdo
atomica, calcio (Ca) @ magnéslo (M) exiraglo com resna trocadora de lons e determinagio em espectrofolometio de absorgdo atdmica, acidez poténcial (H+Al) extraido com tampo SMP (Manual de analise
quimica para avaliagho da fortilidade de solos tropicais. IAC. 2001). SB: Soma do bases trocdvels. CTC: Capacidade do troca de cations, V' Saturagdo da CTC por bases. Observagdes Nome do cliento

de contato, prop: P

somente aos itens ensalados. OS resultados se aplicam 4 amostra conforme recebkia, (#) elemento nio determinado; (<) menor do que o Limite de Quantificagio.

EsarQ

SIGNATARIO AUTORIZADO

(F

oni afinior

Responsavel Técnico

da amostra sio dados forneckios palo cliente. Este documento pode ser raproduzido somente por completo, Os resultados se referem
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FORMULARIO DE AUTORIZACION DE PUBLICACION ELECTRONICA PARA TESIS AL
REPOSITORIO INSTITUCIONAL DIGITAL DE CIENCIA, TECNOLOGIA E INNOVACION DEL
ACCESO ABIERTO DE LA UNAM

VICEPRESIDENCIA DE INVESTIGACION

Formulario de autorizacion para la publicacion electronica en la pagina web del Repositorio
Institucional de la Universidad Nacional de Moquegua, de conformidad con el Decreto Legislativo
N° 822, sobre la Ley de los Derechos de Autor, Ley N° 30035 del Repositorio Nacional Digital de
Ciencia, Tecnologia e Innovacién de Acceso Abierto de la UNAM aprobada mediante la
Resolucion de C.0. N° 0158-2016-UNAM.

1 DATOS PERSONALES DEL AUTOR

Apellidos y Nombres: LAURA PONCE TATIANA EDITH

D.N.l.:.76950401

Otro Documento:

Nacionalidad: PERUANA

Teléfono: 952002162

e-mail: tatiana.l.pe@hotmail.com

- 2. DATOS ACADEMICOS

Escuela Profesional: INGENIERIA AMBIENTAL

Grado Académico otorgado: TITULO PROFESIONAL

Titulo Profesional otorgado: INGENIERO AMBIENTAL

Tesis (Pregrado y/o Postgrado). PREGRADO

Modalidad de Titulacién: TESIS

3. DATOS DE LA TESIS

Titulo de la tesis:

EFECTO DE CIPROFLOXACINO SOBRE LA PRODUCCION DE BIOMASA
DE ALFALFA (MEDICAGO SATIVA)

Fecha de Sustentacion: 12 DE NOVIEMBRE DEL 2021

Calificacion: (15) QUINCE

Afo de Publicacion: 2021

4. DATOS DEL ASESOR

Apellidos y Nombres: ZIRENA VILCA FRANZ

D.N.I.: 01341834

Otro Documento:

Nacionalidad: PERUANA

Teléfono: 956753735

e-mail: FZIRENAV@UNAM.EDU.PE
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UNAM DIRECCION DE GESTION DE LA INVESTIGACION

5. AUTORIZACION DE PUBLICACION EN VERSION ELECTRONICA

A través de la presente, autorizo la publicacion del texto completo de la tesis, en el
Repositorio Institucional de la Universidad Nacional de Moquegua para su explotacion no
exclusiva, ilimitada, perpetua y con alcance mundial, a favor de la Universidad Nacional de

Moquegua.

Segtin el Reglamento de la Ley N° 30035, Ley que regula el Repositorio Nacional Digital
de Ciencia, Tecnologia e Innovacion de Acceso Abierto DECRETO SUPREMO N° 006-
2015-PCM “TiTULO IV GESTION DE LA PROPIEDAD INTELECTUAL Y DE LOS DATOS
PERSONALES; Articulo 10°- De los Derechos: Esta cesion de derechos comprende, mas no se
limita, a los derechos de reproduccion, comunicacion al pablico, distribucion, traduccion,
adaptacion, arreglo, edicion, modificacién, cambio de formato u otra transformacion, importacion
al territorio nacional de copias por cualquier medio incluyendo la transmision, asi como cualquier
ofra forma de utilizacion de las obras, datos procesados y estadisticas de monitoreo que no
estén contempladas en la ley de la materia como excepcion al derecho patrimonial y, en general,
para cualquier tipo de utilizacion y explotacion, que la entidad estime pertinentes, en cualquier
forma o procedimiento, conocido o por conocerse, pudiendo poner a disposicién las obras, datos
procesados y estadisticas de monitoreo por medio de autorizaciones o licencias a favor del
"publico en general.”

Sin perjuicio de otras obligaciones a su cargo, EL AUTOR debera entregar una version digital
final de la TESIS sin ninguna medida tecnologica efectiva ni sistema de auto tutela, sin
contrasefia ni restriccién, de acuerdo con los lineamientos establecidos por el Consejo Nacional
de Ciencia, Tecnologia e Innovacién Tecnolégica (CONCYTEC) en relacion con el Repositorio
Nacional Digital de Ciencia, Tecnologia e Innovacion de Acceso Abierto. Cuando las obras
contengan en parte o consistan en programas de ordenador o software, ademas debera entregar
el cédigo fuente, cédigo objeto, documentacion técnica y manuales. Lo dispuesto en relacion
con los programas de ordenador no se aplicaré cuando la entidad publica sea solo licenciataria

del software.

Para facilitar la divulgacién y alcance nacional e internacional de los resultados de las
investigaciones en materia de ciencia, tecnologia e innovacion contenidos™ en los repositorios
institucionales y en el Repositorio Nacional Digital, se autoriza la traduccion automatica a otros
idiomas y dialectos por medio de programas de ordenador de las obras, datos procesados y
estadisticas de monitoreo, asi como de los metadatos de los mismos. En caso de ser fijadas o
reproducidas, se debera incluir expresamente que se trata de traducciones hechas por medios

informaticos, con fines ilustrativos o referepgiales.

Firma y huella digital:

-

Fecha de autorizacion: _90 /l L/ 2024
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