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1. RESUMEN

Los plaguicidas son reconocidos como sustancias quimicas complejas que, al ser
aplicadas al ambiente, estan sujetas a una serie de transformaciones tanto fisico-quimicas
como bioldgicas, es decir, procesos de absorcion sobre suelos, plantas y degradacion
microbiana. Algunos plaguicidas de acuerdo con su estructura y caracteristicas
fisicoquimicas persisten en el medio ambiente, fomentando asi la acumulacién
principalmente en el agua y el suelo. Por lo que en el presente trabajo de investigacion se
plantea evaluar la fitotoxicidad del biotransformado de imidacloprid en suelos de la
Comunidad EI Milagro, Parroquia La Carolina, Provincia de Imbabura. Para ello se tomaron
muestras de suelo que provienen de tres fincas representativas de la comunidad.
Posteriormente se utilizé el método de la guia OECD 106, en el cual se colocaron 7 columnas
cilindricas de material inerte (PVC), empacadas con suelo, las mismas que ayudaron a
determinar la biotransformacion y/o presencia del ingrediente activo imidacloprid, mediante
el anélisis cromatogréfico de las muestras del lixiviado de cada columna. Por tal motivo se
consider6 importante realizar bioensayos de fitotoxicidad, para determinar los efectos del
lixiviado de imidacloprid sobre especies vegetales, siendo la especie indicadora en esta

investigacion, la lechuga (Lactuca sativa). Finalmente y de acuerdo con la metodologia

descrita por Rodriguez, Robles, Ruiz, Lépez, Sedefio y Rodriguez Doranrtes, (2015), se
obtuvieron los valores del indice de Germinacion Normalizada, que indican la presencia de
un gradiente de toxicidad moderada con valores -0.36, -0.39 y -0,39 para las muestras de
lixiviado del suelo esterilizado y no esterilizado de fréjol y pimiento, respectivamente. En la
muestra de suelo con cultivo de pimiento no esterilizado se obtuvo un valor de —0.13,
indicando una baja toxicidad, para la muestra suelo no esterilizado virgen se obtuvo un valor
de —0.09, indicando de igual manera una baja toxicidad respectivamente. Y para la muestra
suelo esterilizado virgen y suelo testigo con arena se obtuvo un valor de -0.41 y -0.48,
indicando una toxicidad mas alta, pero que se categoriza ain como moderada y que posee
una lixiviacion mas lenta de acuerdo a las caracteristicas fisicas y quimicas de suelo, como
a la cantidad de arcillas presentes en el mismo, teniendo en cuenta que el suelo utilizado en

esta investigacion es de textura franco arcilloso.

Palabras claves: plaguicidas, biotransformacién, acumulacion, lixiviado, bioensayos.



2. ABSTRACT

Pesticides are recognized as complex chemical substances that, when applied to the
environment, are subject to a series of physical-chemical and biological transformations, that
Is, absorption processes on soils, plants and microbial degradation. Some pesticides
according to their structure and physicochemical characteristics persist in the environment,
thus promoting the accumulation mainly in water and soil. Therefore, in the present research
work, we propose to evaluate the phytotoxicity of biotransformed imidacloprid in soils of El
Milagro Community, La Carolina Parish, Imbabura Province. For this, soil samples were
taken from three representative farms of the community. Later, the method of the OECD
Guide 106 was used, in which 7 cylindrical columns of inert material (P\VVC) were placed,
packed with soil, which helped to determine the biotransformation and / or accumulation of
the active ingredient imidacloprid, by means of the analysis chromatography of the leachate
samples from each column. For this reason it was considered important to carry out
phytotoxicity bioassays to determine the effects of leaching of imidacloprid on plant species,
with the lettuce (Lactuca sativa) being the indicator species in this research. Finally, and
according to the methodology described by Rodriguez, Robles, Ruiz, Lépez, Sedefio and
Rodriguez Doranrtes, (2015), the values of the Normalized Germination Index were
obtained, which indicate the presence of a moderate toxicity gradient with values -0.36 , -
0.39 and -0.39 for the leaching samples of the sterilized and non-sterilized soil of beans and
peppers, respectively. In the soil sample with non-sterilized pepper culture, a value of -0.13
was obtained, indicating a low toxicity, for the non-sterilized virgin soil sample a value of -
0.09 was obtained, indicating in the same way a low toxicity respectively. And for the sample
virgin sterilized soil and witness soil with sand, a value of -0.41 and -0.48 was obtained,
indicating a higher toxicity, but which is still classified as moderate and which has a slower
leaching according to the physical characteristics and soil chemistry, as to the amount of
clays present in it, taking into account that the soil used in this investigation is clay loam

texture.

Keywords: pesticides, biotransformation, accumulation, leachate, bioassays.



3. INTRODUCCION

La comunidad ElI Milagro cuenta con suelos de orden mollisoles, que son
basicamente oscuros debido a la presencia de minerales como Mn0O? y materia organica
(Beltréan, Pozo, & Pavén, 2011).

Los suelos de orden Mollisol se caracterizan por tener una estructura granular
moderada y fuerte, que facilita el movimiento de factores abi6ticos como son el agua y el
aire; los suelos son utilizados por el hombre para la produccion agricola, especialmente para

la produccion masiva de legumbres y verduras (Chaca y Suarez, 2014).

La agricultura es una de las actividades econdémicas que ha tenido un alto impacto y
crecimiento en los ultimos afios, esto se debe a factores como el aumento de la poblacion
mundial y la demanda de alimentos que satisfagan a cada ser humano o familia (Arguello,
2011).

Los restos de estos plaguicidas se esparcen por el ambiente y se convierten en
contaminantes para los animales y plantas principalmente y abiotico que son el suelo, aire y
agua, amenazando su estabilidad (del Puerto Rodriguez, Asela M, Suéarez Tamayo, Susana,
& Palacio Estrada, Daniel E, 2014).

Se sabe que muchos agricultores al hacer uso de los plaguicidas no tienen un claro
conocimiento sobre el manejo. De esta manera, se hace un uso inadecuado e indiscriminado
de esas sustancias, lo que trae consigo consecuencias graves para el ambiente, debido a que
no se utilizan las dosis adecuadas y recomendadas en su aplicacion; y en muchas ocasiones
la disposicién final de los residuos que resultan de ellos no es la mas responsable, afectando
asi el equilibrio de los ecosistemas. Entre los productos quimicos mas utilizados se encuentra
el imidacloprid, que se caracteriza por tener un modo de accion sistémico y de contacto.

Ademas, posee un efecto residual de varias semanas (Sanchez, 2010).

La capacidad de lixiviacion del imidacloprid depende del grado de afinidad de la

materia organica del suelo y los tipos de arcillas presentes en el mismo (Sanchez, 2010).



Los plaguicidas en la actualidad son liberados al medio ambiente en grandes
cantidades, sin conocer su verdadero y peligroso efecto toxico. Estos productos quimicos
causan graves problemas y uno de ellos se puede decir que es la bioacumulacion, es decir,
la permanencia por mucho tiempo de los residuos que generan los plaguicidas dentro del

medio, ya sea suelo, agua o los alimentos que consumimos (Rubio y Vallejo, 2014).

El uso sobrecargado e inadecuado en los cultivos, ponen en conocimiento el alto
riesgo de la utilizacién de estos quimicos en la actividad agricola de nuestro pais; por lo que
se exige la necesidad de controlar y reducir su uso (Arguello, 2011).

Segun Luis Quilumba (comunicacién personal, 2015), en la Comunidad Milagro la
principal plaga en los cultivos es la mosca blanca. De acuerdo a una investigacion
bibliogréfica, se pudo definir que la especie que afecta a la provincia de Imbabura es la
Trialeurodes vaporariorum, esta mosquita blanca afecta principalmente al fréjol (Valarezo,

Caniarte, Navarrete y Arias, 2008). Para combatir dicha plaga, se utiliza el compuesto
Imidacloprid, este insecticida se aplica extensivamente durante la produccion de hortalizas,
leguminosas y frutas, lo que ha conducido a su persistencia en vegetales y frutas en el

momento de la cosecha.

A pesar de los buenos resultados obtenidos con el insecticida imidacloprid para
controlar la mosca blanca, su caracter toxico y un manejo inadecuado puede generar un
efecto contrario al que se pretende con su utilizacién, produciendo impactos negativos sobre
el medio ambiente, teniendo en cuenta que la movilidad del imidacloprid varia de acuerdo

al tipo de suelo, en donde vaya a ser utilizado (Gutiérrez, H., et al, 2007).

Por tal motivo, es importante complementar dichos analisis con bioensayos de
fitotoxicidad, en donde se utilizara el biotransformado de imidacloprid para determinar los
efectos sobre especies vegetales. Con la realizacion de esta investigacion, se contara con una
vision mas completa de los efectos adversos que se ocasionan sobre los componentes

biodticos de los ecosistemas y se podran tomar medidas integrales para proteger el ambiente.



3.1. Objetivo General

Evaluar la fitotoxicidad del biotransformado de imidacloprid en suelos de la Comunidad El

Milagro, Parroquia La Carolina, Provincia de Imbabura.

3.2. Objetivos Especificos

1) Evaluar la biotransformacion del Imidacloprid por microorganismos del suelo de la
Comunidad de Milagro.

2) Determinar la fitotoxicidad del biotransformado de Imidacloprid.

3) Establecer un indice ecoldgico microbiano del suelo de la Comunidad de Milagro.

4) Socializar los resultados con los agricultores de la Comunidad El Milagro, Parroquia

La Carolina, Cantoén Ibarra.

3.3. Hipdtesis

El presente trabajo plantea la siguiente hipétesis:

Ho: El biotransformado a partir del principio activo Imidacloprid no es contaminante
toxico para células eucariotas (plantas).

H1: El biotransformado a partir del principio activo Imidacloprid es contaminante
toxico para células eucariotas (plantas).



4. ESTADO DEL ARTE

4.1 Anélisis situacional

4.1.1. Ubicacion Geogréfica.

La Parroquia Carolina se encuentra ubicada a 91 km de la ciudad de Ibarra, posee
una extension de 273,31 km?, por lo que se estima como la parroquia rural mas extensa del
canton Ibarra; situada en alturas que van entre los 750 a 1.873 msnm. La Comunidad El
Milagro se encuentra situada a una altura de 1.100 msnm y una temperatura de 18 a 20°C

(Plan de Ordenamiento Territorial Parroquial, 2014).

4.1.2. Limites.

Tabla 1.

Limites de la Parroquia Rural La Carolina.

NORTE Parroquia Litay Rio Mira.

SUR Parroquia Cahuasqui, Parroquia
Salinas, cordillera Hierba Buena, Rio

Amarillo.
ESTE Rio Mira.
OESTE Parroquia La Merced de Buenos Aires
y Parroquia Lita.
Latitud Norte 82°04°00”
Latitud Oeste 80°07°00”
Rango altitudinal 1800 ms. n. m.

Fuente: (Plan de Ordenamiento Territorial Parroquial, 2014).



4.1.3. Suelos.

La comunidad EI Milagro cuenta con suelos de orden mollisoles, que son

basicamente oscuros debido a la presencia de minerales como MnO; y materia organica
(Beltréan, Pozo, & Pavén, 2011).

4.1.3.1. Uso de Suelo.

A continuacion se describe los diferentes usos de suelo dentro de la Parroquia La Carolina.

11% representa bosques naturales;

11% comprenden los pastizales cultivados, con cultivos anuales, transitorios o
permanentes, y vegetacion natural;

10% son bosques intervenidos con cultivos y pastizales;

10% del territorio comprende vegetacion arbustiva con cultivos y bosque
intervenido;

8% comprende pastos naturales con cultivos y vegetacion natural;

El 43% del territorio esta ocupado principalmente por cultivos de ciclo corto, trigo,
maiz y cafia en mosaico con vegetacion natural y pastizales;

El 7% del territorio representa asentamientos humanos dispersos que corresponde a
los centros poblados, considerando que no todas las comunidades lo tienen y que méas
bien las viviendas e infraestructura se encuentra separadas una de la otra a excepcion
de Guallupe, El Limonal y San Pedro que tiene asentamientos concentrados, el resto

de comunidades tienen asentamientos dispersos.

4.1.4. Biodiversidad.

Flora: La Carolina presenta una formacion vegetal, la altura de varios arboles puede

alcanzar 27 o méas metros, los fustes de éstos estan cubiertos por orquideas, helechos



y ardceas. Tienen espacios tropicales donde hay una gran variedad de plantas. (Chaca
y Suérez, 2014).

b) Fauna: Se puede encontrar ciertos mamiferos por ejemplo: guanta, ardilla, guatin,
armadillo, tigre, otros; en Ornitofauna encontramos: gallo de la pefia; loros, tangare, colibri,

gallinazo, carpintero, quilico, tortola, entre otros. (Chaca y Suérez, 2014)

4.1.5. Produccion Agricola La Carolina- Comunidad EI Milagro.

Las areas con mayor extension corresponden al 50% de areas productivas entre

pastos seguidos por cultivos de: fréjol (Phaseolus vulgaris), maiz blanco (Zea mays), tomate

rifidn (Solanum lycopersicum), pimiento (Capsicum annuum), maiz (Zea mays), pepinillo

(Cucumis sativus) entre otros; los terrenos de la parte baja que representan un 47% exigen

grandes cantidades de insumos y de mano de obra, ademas son cultivos riesgosos, por lo que
en algunos casos, los costos de produccion son altos y los precios de comercializacion bajos,
demostrando asi una tendencia hacia los cultivos de ciclo corto; y la diferencia de 3% esta
conformada por areas protegidas (Plan de Ordenamiento Territorial Parroquial, 2014, p.88).

La produccién en la Comunidad EI Milagro es diversificada, los productos

principalmente cultivados son: el fréjol (Phaseolus vulgaris), maiz (Zea mays), naranja

(Citrus sinensis), café (Coffea) y platano (Musa paradisiaca).

4.2. Usos de los plaguicidas

Se utilizan plaguicidas para el control de plagas que afectan la produccion agricola.
En 2006 el consumo de plaguicidas fue de 95 025 toneladas. Aquellas sustancias ponen en
riesgo al ambiente, debido la contaminacion de suelos, agua, sedimentos y aire. (Hernandez,
Ay Hansen, A., 2011).

Se estima que el 85% de los plaguicidas empleados actualmente en el mundo se

aplican directamente en el sector agropecuario y agricola (Cervantes, 2010).



La aplicacién dia a dia de los productos quimicos ha contribuido a una crisis dentro
de la agricultura, la cual esta dificultando la preservacion de los ecosistemas, los recursos
naturales, y por ende la salud de las personas que habitan las comunidades rurales en donde
la produccion agricola es su principal actividad econémica (del Puerto Rodriguez, Asela M,
Suérez Tamayo, Susana, & Palacio Estrada, Daniel E., 2014).

4.2.1. Consecuencias del uso de plaguicidas en el ambiente.

Los plaguicidas son reconocidos como sustancias quimicas complejas que, al ser
aplicadas al ambiente, estan sujetas a una serie de transformaciones tanto fisico-quimicas

como bioldgicas y la degradacién microbiana. (Gutiérrez, C., y Rodriguez, G., 2012).

Segun del Puerto Rodriguez., et al. (2014) el nivel de lixiviacion depende de la
solubilidad del compuesto quimico en agua, de su naturaleza quimica y del valor del pH del
suelo, que se favorece por la capacidad de adsorcion de este, esto varia por el porcentaje de

arcillas, arenas y limos presentes en el mismo.

Desafortunadamente, los sistemas terrestres y marinos son los mas amenazados por
el aporte de sustancias contaminantes como plaguicidas, fertilizantes, metales pesados,
organismos patdgenos, basura organica, a través del incremento de actividades
antropogénicas en las &reas adyacentes que alteran las condiciones naturales de los

ecosistemas, incluyendo al ser humano (Gutiérrez, y Rodriguez, 2012, p.7).

4.3. Adsorcion de plaguicidas por los coloides del suelo

Segln Sanchez y Sanchez, (1984) la adsorcion de plaguicidas por los coloides del

suelo, puede modificar su:

a) Actividad: Da lugar a una inactivacion de los plaguicidas, ya que estas moléculas
al quedar bloqueadas no pueden ejercer su efecto tdxico. Asi, si el suelo tiene

textura arcillosa y la adsorcion tiene lugar en gran cantidad, las dosis de
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b)

aplicacion deberdn ser superiores a las normales si se quieren conseguir los
efectos deseados.

Persistencia: Origina un aumento de la persistencia de estos compuestos en el
suelo con el consiguiente riesgo de contaminacion. Si la adsorcion produce una
separacion irreversible de la molécula de la forma activa, entonces la pérdida de
actividad sera permanente, pero si se producen cambios en las condiciones
ambientales de temperatura 0 humedad, o en la estructura del suelo se pueden
originar desprendimientos lentos del compuesto al estado disponible, de modo
que vuelve a entrar en el sistema bioldgico, pero ahora a concentraciones
demasiado bajas para ser significantes en el control de las plagas, aunque
posiblemente a niveles suficientemente altos para entrar de alguna forma en la
cadena de alimentos y ser nocivo a determinados organismos, diferentes de
aquellos para los que habia sido destinado.

Degradacion: Influye en su degradacion, en unos casos, impidiéndola o
retrasandola, ya que mientras que estos compuestos estan adsorbidos los
mecanismos de descomposicién de los mismos 0 no pueden actuar o actian mas
lentamente. En otros casos, la adsorcion puede aumentar la degradacién del
plaguicida, ya que los minerales de la arcilla pueden catalizar su descomposicion
por medio de la formacion de fuertes arcilla-molécula organica que debilitaran
ciertos enlaces dentro de la molécula. La posibilidad de las arcillas de catalizar
estas reacciones esta relacionada con su naturaleza, en algunos casos,

fuertemente 4cida y con la naturaleza de los cationes de cambio.

4.3.1. Degradacion del suelo.

Ahora bien, la contaminacién del suelo generalmente es causada por el transporte de
sustancias contaminantes, a lo largo de amplias zonas con frecuencia alejadas de la fuente
de origen. Este tipo de contaminacion esta mas relacionado con la deposicion atmosferica,
practicas agricolas y el tratamiento mal realizado de los lodos de depuracién y aguas

residuales (Arroyave y Correa, 2009).
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4.4. Plaguicidas Neonicotinoides

A la familia de plaguicidas neonicotinoides se los denomina actualmente
cloronicotinilos. De igual manera ocurrid que los piretroides sintéticos son similares y
modelados a partir de las piretrinas naturales, los neonicotinoides son parecidos y formados
a partir de la nicotina natural (Cruces, 2016).

Los neonicotinoides son pesticidas sintéticos, los cuales se dividen en dos grupos, los
pesticidas de primera generacion (imidacloprid, tiacloprid, acetamiprid y dinotefurano) y los
pesticidas de segunda generacion, que se producen al cambiar la fraccion cloropiridina por
un grupo clorotiazol (clotianidina y tiametoxam) (Krieger, 2001).

El término “neonicotinoide” sirve para reconocer este producto de los nicotinoides,
ya que los neonicotinoides son de caracter mas eficaz contra los insectos y menos toxicos

para las especies vertebradas (Quinteros, 2015).

El primer neonicotinoide comercial distribuido fue el imidacloprid, creado por Bayer,
una de las empresas méas grandes a nivel mundial de agroquimicos (Cruces, 2016, p. 5).

4.4.1. Imidacloprid.
Pertenece al grupo quimico de los cloronicotilinicos. Ingrediente activo:
Imidacloprid: 1-(6-cloro-3-piridin-3-ilmetil)-Nnitroimidazolin-2-ilidenamina. Es solido

cristalino incoloro amarillento, en presentacion de polvo humectable (Morales, 2014).

1 N

Figura 1. Férmula estructural del imidacloprid

Fuente: Quinteros, M. Plaguicidas en el cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris): caso del Imidacloprid.

International Journal of Innovation and Scientific Research, 2015.
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El imidacloprid es un pesticida de uso general, que se encuentra en una clasificacion

dentro de la EPA como un agente de toxicidad clase I1/111. (Quinteros, 2015).

4.4.3. Principales caracteristicas fisico-quimicas del ingrediente activo
imidacloprid.

El principio activo es un cristal incoloro, con un olor caracteristico y una muy baja
presion de vapor, 4 10-7mPa a 20 °C, por lo que no sublima en condiciones normales. La
suspension acuosa de este producto es estable a pH de 5 a 11. La actividad microbiana, la
luz y la humedad son factores importantes en la degradacion del imidacloprid. Por otra parte,
su degradacion es por oxidacién del anillo imidazolidinico, hidrolisis al acido 6-
cloronicotinico, los que luego se mineralizan. En el suelo es adsorbido por los coloides
edaficos. (Turaglio, s/f, p. 17, 18).

4.4.4. Imidacloprid y su problematica ambiental.

Segun Greenpeace (2017) los plaguicidas neonicotinoides pueden durar algunos afos
en el suelo agricola, esto lleva a una contaminacion masiva y peligrosa que en algunos casos

llega a una acumulacion a lo largo del tiempo (Wood y Goulson, 2017).

Una investigacion de la FAO, encontrd que el imidacloprid posee una persistencia
media a la biodegradacion con una vida media de 180 dias, en condiciones agricolas
normales. Cabe recalcar que tiene una mineralizacion completa sin degradacion del producto
a concentraciones superiores al 10%, por lo que su movilidad, fue baja en el suelo con poco

potencial de lixiviacion. (Arrazola, 2016).
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Figura 2. Ruta de degradacion del imidacloprid en el suelo.

Fuente: Arrézola, E. Evaluacion del riesgo ambiental de la mezcla de Alfa-Cipermetrina e Imidacloprid
sobre la lombriz de tierra (Eisenia fetida) Universidad Cientifica del Sur, 2006.

4.4.5. Metabolismo del Imidacloprid.

En una evaluacién realizada por la FAO (2002) en plantas con tres métodos de
aplicacion diferentes (tratamiento de semillas, aplicacion al suelo y aplicacion en aerosol),
establecio que la absorcion de imidacloprid en el suelo después de la aplicacion o por
tratamiento de semillas fue bajo. En el trigo si hubo un aumento en su absorcién de forma
continua.
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En los granos de arroz, después de la aplicacion, los residuos recuperados fueron muy
bajos por lo que hubo poca presencia de sus metabolitos. Ademas, al realizar un analisis de
los residuos no extraidos en el arroz y maiz, se comprobé que el imidacloprid se degradé a
CO2 (Arrézola, 2016, p. 34,35).

4.4.6. Situacion actual del imidacloprid.

De acuerdo a lo investigado por Wood y Goulson (2017) los neonicotinoides una vez
que entran al interior de la planta se vuelven sistémicos y se quedan dentro del tejido vascular

y en las hojas, proporcionando proteccién contra los insectos herbivoros.

En afos recientes muchos investigaciones realizadas por diferentes autores, han
mostrado su preocupacion sobre el impacto que los neonicotinoides sobre los organismos
vivos (Wood y Goulson, 2017, p.9).

En la actividad agricola el imidacloprid estd siendo combinado con otros
bioplaguicidas para el tratamiento de plagas debido a que presenta una gran efectividad para

tratar problemas de enfermedades (Silva, Murguido, Labrada, Montero y Mirabal, 2013).

4.4.7. Regulacion del imidacloprid.

El imidacloprid 350g/I es toxico para algunas especies acuaticas a bajas concentraciones,
siendo més susceptibles los peces jovenes que los adultos, son altamente toxicos para
algunos cuerpos acuaticos, como bacterias, crustaceos y peces cebra. Estos estudios han
puesto en alerta a algunos paises como EE. UU, Canada y Suecia, creando y estableciendo
un reglamento aplicable que regule la concentracion maxima de imidacloprid y de otros
pesticidas neonicotinoides (0,13-1,05ug/l) con el fin mas importante que es el de proteger el

ambiente en donde nos desarrollamos (Cid, 2014, p.9).
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4.4.8. Modo de accion del insecticida imidacloprid.

Los neonicotinoides son antagonistas, actGan sobre los receptores post-sindpticos
nicotinérgicos de la acetilcolina en el sistema nervioso central de los insectos; simulando la
acetilcolina e inhibiendo la acetilcolinesterasa, generando parélisis inmediata del insecto

plaga (Montilla, Londofio, Monsalve, Correa, 2014).

4.5. Aplicacién de los ensayos de toxicidad al diagnostico ambiental de efectos

bioldgicos.

La evaluacién de riesgo ecoldgico es un proceso en el que se aplica la asignacion de
magnitudes y probabilidades a los efectos adversos de actividades antropicas y catéstrofes
naturales; recurre tanto a métodos predictivos para la evaluacion de la exposicién, como de
los efectos de sustancias toxicas a distintos niveles de organizacion y escala tréfica
(Castillo,2004).

A pesar de la poca informacion que existe sobre los ensayos de toxicidad para su
extrapolacion a escala ambiental, los estudios que implican organismos de prueba con
condiciones controladas han venido siendo uno de los que dan informacion relevante y
predominate para la evaluacion ecoldgica de los efectos de las sustancias 0 compuestos
toxicos (Castillo, 2004).

Los bioensayos estan aplicados a diferentes muestras como son: el agua natural de rios,
pozos y lagos; aguas residuales ya sean domésticas o industriales, como también a lodos y
lixiviados se sustancias toxicas; agua potable y sustancias quimicas solubles e insolubles en

agua.
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4.5.1. Tipos de pruebas o bioensayos.

Las pruebas de toxicidad, segun Castillo (2004) pueden clasificarse bajo los siguientes

criterios:

v El propésito de uso: toxicidad relativa, control de calidad de vertidos, sustancias
especificas, etc.
v Tiempo de duracion, de acuerdo al ciclo de vida del organismo que sera expuesto en

prueba.

4.5.2. Bioensayo para determinar la toxicidad aguda con semillas.

Conocido como una prueba estatica de toxicidad aguda, se realiza en un tiempo de
120 de horas de exposicion, la cual permite evaluar los efectos toxicos de una sustancia o
compuesto puro o de mezclas complejas en el proceso de germinacion de las semillas y en
el desarrollo de las plantulas durante los primeros dias de crecimiento. Durante el periodo
de germinacion pueden ocurrir varios procesos fisioldgicos en los que la presencia de una
sustancia toxica puede interferir alterando la vida y el desarrollo normal de la planta, siendo
por lo tanto una etapa de gran receptibilidad frente a factores externos desfavorables (Abad,
2014).

Al realizar una ponderacién del efecto toxico de compuestos solubles presentes en
niveles de concentracion tan bajos, se comprobd que no son suficientes para inhibir la
germinacion, pero que sin embargo pueden retardar o inhibir completamente los procesos de

elongacion de la radicula o del hipocétilo (Abad, 2014).

4.5.3. Bioensayo de toxicidad aguda con semilla de Lactuca sativa.

Los bioensayo con semillas de lechuga (Lactuca sativa), son ensayos estaticos de

toxicidad aguda (120 horas de exposicion) en los que se evaltan los efectos fitotdxicos de
un compuesto puro o de una mezcla compleja en el proceso de germinacion de las semillas

y en el desarrollo de las plantulas durante los primeros dias del crecimiento (Jiménez, 2015).
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Como efecto fitotoxico, se determina la inhibicién en la germinacion y la inhibicion

en la prolongacion de la radicula y del hipocotilo (Figura 3).

Estos tipos de ensayos pueden ser aplicados para la evaluacion de la toxicidad de compuestos
puros solubles, de aguas superficiales (lagos, rios), aguas subterrdneas, aguas para consumo
humano, aguas residuales domésticas e industriales, ademas de lixiviados de suelos,
sedimentos, lodos u otras matrices solidas (Jiménez, 2015).

Lo que hace que las semillas de lechuga en los bioensayos presenten varias ventajas:

Son de facil y répida germinacion por lo que es posible desarrollar la prueba en

pocos dias.

Bajos costos asociados.

No requiere equipamiento sofisticado.

Las plantas son més sensibles a estrés ambiental que otros sistemas de ensayos

disponibles.

Fécil manipulacion y almacenaje.

Figura 3. Morfologia de la semilla y plantulas de la Lactuca Sativa (lechuga).

Fuente: La Autora.
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1. Ubicacioén.

La presente investigacion se realizé en la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador
Sede Ibarra, en donde se utilizaron los Laboratorios de Quimica Analitica y Biotecnologia
de la Escuela de Ciencias Agricolas y Ambientales (ECAA), ubicados en la ciudad de Ibarra,
sector La Victoria.

5.2. Toma de muestras.

Fue necesario delimitar las areas de muestreo lo mas homogéneas posibles, por lo
que las muestras de suelo estan tomadas de tres fincas representativas, ya que se tenia la
disponibilidad de cultivos actuales (fréjol y pimiento) y suelo virgen, asi como también el
historial de cultivos anteriores y productos quimicos utilizados en cada rotacion de siembra,
en la Comunidad EI Milagro, Parroquia La Carolina. Cabe resaltar que los lotes no fueron

superiores a una hectarea.

De acuerdo a la posicion en el lote (zona alta, media y baja), las submuestras fueron
tomadas de donde existan tres tipos diferentes de cultivos, los cuales fueron un suelo con
cultivo de fréjol (zona alta), pimiento (zona media) y un suelo virgen (no cultivado/zona
baja), aclarando que anteriormente estos suelos ya fueron tratados con el principio activo
imidacloprid y otros productos quimicos. A continuacion se detalla un historial de los lotes

con su respectivo cultivo actual.
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Tabla 2.

Historial de cultivos de los lotes de terreno.

] . Cultivos o _
Lote/cultivo actual | Area . ) Producto quimico aplicado
(5afios atras)
e Maiz e Malation
. 5.000 e Pimiento e Clorpirifos etil
Lote 1/fréjol )
m2 e Tomate e Propoxicarbazone de
riflon sodio
o Fréjol e Imidacloprid
Lote 2/pimiento 5.000 e Pimiento e Malation
m2 e Maiz e Clorpirifos etil
e Suelosno
cultivados
) 1 (no existe )
Lote 3/virgen . ; e No aplica
hectarea ninguna

Elaborado por: La Autora.

intervencion

agricola)

Cabe resaltar que estos tres cultivos mencionados en la Tabla 2, se van rotando cada

afio, es decir que el primer afio salen dos productos que son el fréjol y el pimiento, en el

segundo afio sale el maiz y el tomate rifidon, en el tercer afio se vuelve a repetir frejol y
pimiento y asi sucesivamente hasta llegar al quinto afio.

El muestreo se lo realizd en una semana de forma aleatoria para luego continuar con

su respectivo analisis. A continuacion se indica las respectivas coordenadas geograficas de
cada uno de los puntos de referencia de los lotes.
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Tabla 3.

Coordenadas geograéficas del sitio donde se recolectaron las muestras.

Coordenadas Geograficas UTM
) ) Coordenada | Coordenada
No. Longitud Latitud Zona
X y
Muestra
78°10°57.3”
1/cultivo o 0°38°19.2” N 813617 70465 17N
fréjol
Muestra
2/cultivo 78°10°48” O | 0°38°19.2” N 813778 70677 17N
pimiento
Muestra 78°10°51.6”
) 0°38°19.6” N 813792 70688 17N
3/virgen )

Elaborado por: La Autora.

5.2.1 Muestreo de suelo.

Definidas las areas de muestreo en cada uno de los lotes se procedi6 al muestreo, que
consistio en realizar un recorrido aleatorio tomando en cada punto una muestra simple
(submuestra). Posteriormente se mezclé con las muestras de los puntos sucesivos a una

profundidad de 20cm, formando una muestra compuesta la cual fue llevada para su analisis.

Para la obtencion de cada submuestra, se comenzé por la eliminacién de hojarasca y
con una pala se realiz6 un corte en el suelo en forma de V, luego se sacé la porcion y se
introdujo la submuestra en una bolsa limpia desmenuzando los terrones. Una vez obtenida
la dltima submuestra se coloco sobre un plastico limpio, se mezclaron todas las muestras
simples en una bolsa plastica hermética y se dividio en tres partes iguales, hasta llegar a un
peso final aproximado de 1kg. Cada submuestra se extrajo a una profundidad de 20cm,
debido a que hay mayor influencia de materia organica y el pH. La profundidad de las raices

del fréjol comun (Phaseolus vulgaris L.) fue de 55 cm y la del pimiento (Capsicum annuum)

fue de 40 cm.
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Las tres muestras tomadas en campo, fueron enviadas en una bolsa plastica hermética
limpia debidamente sellada e identificada al Laboratorio de Analisis de Suelos y Agua del
Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), para su respectivo analisis fisico-

quimico.

De acuerdo a lo expuesto por el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e
Informatica de México (INEGI), el analisis fisico quimico en suelos es una herramienta
fundamental para evaluar la fertilidad del suelo, nivel de nutrientes y la estructura que posee
en cuanto a factores fisicos, ya que de los resultados obtenidos depende la correlacion o
correccion de la hipétesis planteada en el presente trabajo de investigacion. Es por ello que

los parametros evaluados fueron: (Ver Anexo I).

e pH

e Conductividad eléctrica
e 9% humedad

e % materia organica

e Textura

e Capacidad de intercambio catiénico

Destacando asi, que la evaluacion de los parametros anteriormente mencionados, estan
intimamente relacionadas con los procesos quimicos y biol6gicos que ocurren
constantemente en el sistema edéafico. Estas propiedades influyen en la capacidad de los
suelos para el almacenaje, infiltracion y descomposicion de compuestos quimicos

toxicos, para plantas, animales y el hombre (Zapana, 2016).
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5.2.2 Preparacion de las muestras empacadas con suelo en tubos PVC.

En el ensayo de lixiviacion del insecticida se utilizd siete columnas de 30,0 cm de
altura y 5,0 cm de diametro interno en PVC cargada con suelo y cada una con su respectivo
recipiente plastico de recoleccion del lixiviado. Adicional a las columnas, fue necesario
colocar una base para soportarlas y disminuir los efectos de irregularidad. Para ello se

necesitd que el suelo este compactado y sin disturbar.

Tabla 4.

Caracteristicas generales del tubo PVC.

Conservacion y

. Fisicas y Mecénicas Quimicas
Durabilidad

Resistente la accion de - . )
; Muy liviano Quimicamente inerte.
algas y bacterias.

Resistente al ataque de la

Larga vida de servicio. Superficies internas lisas. | gran mayoria de sustancias
quimicas.
Resistente a la corrosion . Excelentes propiedades
; No es toxico. .
interna y externa. dieléctricas.
Resistente a los efectos de Dimensiones exactas y
abrasion. estables a traves del tiempo.

Elaborado por: El Autor.
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5.3. Método de lixiviacion del insecticida.

Se utilizd el método de la guia OECD 106, en el cual se colocaron 7 columnas
cilindricas de material inerte (PVC), las mismas que ayudaron a la biotransformacion y/o
acumulacion mas la recoleccion del lixiviado con el ingrediente activo imidacloprid
(Gutiérrez, Barba y Materdn, 2007).

A cada una de las columnas se colocO una abreviatura para su identificacion

correspondiente de la siguiente manera:

Tabla 5.

Abreviaturas de las diferentes columnas empacadas de suelo en los tubos PVC.

COLUMNA ABREVIATURA

Columna de suelo no esterilizada (cultivo de fréjol). SNEF
Columna de suelo esterilizada (cultivo de fréjol). SEF
Columna de suelo no esterilizada (cultivo de pimiento). SNEP
Columna de suelo esterilizada (cultivo de pimiento). SEP

Columna de suelo no esterilizada (no cultivado), SNEV
Columna de suelo virgen (no cultivado) esterilizada. SEV
Columna de suelo (arena) que serd como testigo. STA

Elaborado por: La Autora.

La esterilizacion de las tres columnas anteriormente expuestas, se realizdo mediante el
autoclave a 120° C (249,8 F), lo que representa una presion de 2 atmosferas; vy la estufa a
100°C, que estan ubicados en el laboratorio de Biologia de la Escuela de Ciencias Agricolas

y Ambientales. Cada proceso duré 90 minutos y se realizaron tres repeticiones.
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Luego se aplicd de manera uniforme agua destilada, en la cantidad de 173ml por dia,
dando un total de 346ml en 48 horas, que serviria para saturar cada columna de suelo, para
ellos se simul6 una lluvia mediante un aspersor de mano sobre la superficie de la columna
(Gutiérrez, Barba y Materén, 2007).

Finalmente se virtié la solucion del ingrediente activo imidacloprid con una
concentracion inicial de 350¢/I1, la cantidad aplicada fue de acuerdo al célculo realizado, en
donde se toma en cuenta el volumen de una hectarea que es de 3 000 m?3 , la cantidad que se
aplica por hectarea que es de 400cm3 y al volumen que tienen las columnas PVC empacadas
de suelo que es de 0.59m3. Dando un valor de de 0.078 cm? de imidacloprid en 3.9ml de

agua destilada.

Este procedimiento se lo hizo en un rango de 15 dias, aplicando la dosis del

compuesto cada 3 dias, hasta llegar a los 15 dias.
Volumen columna de suelo
V=1 X R?h
V=3.14 (2.5cm? x 30cm)
V=589.05 cm?® =0.59 m3
Volumen de una hectarea
V=P/d
V= 4200 t/1.40 tm3
V=3000m?3
e Cantidad de imidacloprid y agua aplicadas a las columnaas de suelo.
Imidacloprid
400cm3. 3 000m3.

X 0.59 m3. =0.078 cm3
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Agua
400cm3. 20 000cm3.

0.078cm3. x= 3.9cm?

El lixiviado se recolect6 en frascos de plastico esterilizados, para después pasar al

andlisis de biotransformacion con ayuda del equipo HPLC (Cromatografia Liquida de Alta

Eficacia).

5.4. Evaluacidn de la biotransformacion de imidacloprid en el lixiviado.

La determinacion del imidacloprid en cada una de las muestras se realizé de acuerdo

a la metodologia analitica para la deteccion de plaguicidas en aguas subterraneas descrita

por Villemur, Rimini y Pin (s.f).

La muestra patron se hizo con la misma cantidad que se aplico del ingrediente activo
por dia en cada una de las columnas de suelo: 0.078 cm3.de imidacloprid diluida en
10ml de acetonitrilo. Posteriormente se realizd una muestra de 0.078 cm3. glicerina
pura en 10ml de acetonitrilo, para comprobar la presencia de la misma en el
insecticida utilizado. De acuerdo con lo investigado en Cromlab S.L. Blog de
Cromatografia se utiliza acetonitrilo como solvente, ya que posee una menor
absorbancia, que es la cantidad de intensidad de luz que absorbe la muestra y permite
una mayor precision del ensayo.

Luego se realizaron 6 diluciones del ingrediente activo, de acuerdo a la cantidad que
se aplicé por dia en las columnas (0,078 ¢m?) por motivo de evitar que no se
detectara en el cromatdgrafo la presencia del mismo debido a la baja concentracién
aplicada en cada columna PVC empacada con suelo: 0,088ml, 0,098ml, 0,108ml,
0,118ml, 0,128ml, 0,138ml; todas las muestras se diluyeron en 10 ml de agua.
Ademas no se contaba con el patrén puro de imidacloprid en laboratorio

Se tomo una muestra de 3ml del lixiviado de cada una de las columnas a los 30 dias
de haber inciado el proceso de lixiviacion.

Posteriormente cada muestra fue filtrada por medio de un filtro de membrana de 0,45

um para jeringa; obteniendo la esterilidad.
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0,20 pl de cada una de las muestras filtradas se tomaron con la jeringa y se inyecto

en el equipo de cromatografia liquida, la longitud de onda fue de 270nm.

5.5. Andlisis Cromatograéfico.

El andlisis del ingrediente activo imidacloprid, se realiz por medio de un cromatografo
de liquidos HPLC, modelo PU-2089 de JASCO ubicado en el Laboratorio de Quimica
Analitica de la Escuela de Ciencias Agricolas y Ambientales. Su disefio incluye 2 pistones

y 2 valvulas para asegurar la exactitud y precision del flujo con un mantenimiento minimo

y sencillo por parte del usuario.

Las condiciones cromatografias utilizadas en el andlisis del ingrediente activo presente

en el lixiviado fueron las siguientes (Villemur, Rimini y Pin, s/f).

Columna: c18

Volumen de inyeccién: 20 pl

Temperatura: 40°

Solventes: Agua (B) y Acetonitrilo (A)

Flujo: Iml/min

Presion maxima: 25 MPa

Gradiente: 100%acetonitrilo 0% agua en 5min
Deteccion UV: 270nm

En estas condiciones el tiempo de retencion para el imidacloprid fue de 2.2 minutos y

la deteccion UV maxima de 272nm (Villemur, Rimini y Pin, s/f).
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ENSAYO DE FITOTOXICIDAD DEL LIXIVIADO EN PRESENCIA DEL

INGREDIENTE ACTIVO IMIDACLOPRID

5.6. Evaluacion de la fitoxicidad del biotransformado de imidacloprid.

El bioensayo de toxicidad que se realiza con semillas de lechuga (Lactuca sativa) es

una prueba estatica (120 horas de exposicion) en el que se pueden evaluar los efectos
fitotoxicos de compuestos quimicos o de mezclas complejas en el proceso de germinacién
de las semillas y en el crecimiento de la radicula e hipocotilo de las plantulas durante los
primeros dias de crecimiento (Sobrero y Ronco, 2004).

De acuerdo a lo descrito por Sobrero y Ronco (2004) para determinar la fitotoxicidad

del ingrediente activo, en semillas de lechuga (Lactuca sativa), se realizd con el método

siguiente:

e Se determind el % de germinacion de semillas antes de comenzar con la prueba de
fitotoxicidad, ya que es recomendable verificar que cada lote nuevo de semillas que
se utilice tenga un porcentaje de germinacion superior al 95%. El resultado fue del
99.9% de germinacion.

e Se colocd en cada caja Petri un disco de papel de filtro, poniendo el nombre
correspondiente de cada muestra de lixiviado, asi como la fecha y hora de inicio y
finalizacién del bioensayo.

e Se satur0 el papel de filtro con 4 ml de la dilucién evitando que se formen bolsas de
aire y se colocaron las 20 semillas, dejando espacio suficiente entre las semillas para
permitir la elongacion de las raices.

e Luego se tapo las cajas Petri y se colocaran en la camara de crecimiento, ya que
algunas variedades de semillas de lechuga necesitan oscuridad para poder germinar
(semillas fotoblasticas negativas).

e Finalmente se incubd por 120 horas (5 dias) a una temperatura de 22 + 2° C y se

realizd las repeticiones correspondientes para cada dilucion ensayada.
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Tabla 6.

Condiciones para la prueba de fitotoxicidad con lechuga (Lactuca sativa L).

Tipo de ensayo Estético

Temperatura 20£2°C

Calidad de luz Oscuridad
Volumen de la solucion prueba 4 ml

Agua de dilucion

Agua destilada no esterilizada.

Numero de semillas por caja Petri 20
Numero de repeticiones 4
Duracion del bioensayo 120 horas

indices de Germinacion

Porcentaje de germinacion relativo
(GRS), crecimiento relativo de la
radicula (CRR) e hipocotilo y finalmente
el indice de germinacion (IG).
Adicionalmente, se calcul6 el indice de

germinacion residual normalizado (IGN)

Fuente: Sobrero, M y Ronco, A. (2004). Ensayo de toxicidad aguda con semillas de lechuga. Centro

Internacional de Investigaciones para el Desarrollo e Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua. México.
Recuperado de: http://www.publicaciones.inecc.gob.mx/libros/573/cap4.pdf

Al término de los cinco dias se calcul6 el porcentaje de germinacién relativo (GRS),

crecimiento relativo de la radicula (CRR) e hipocotilo y finalmente el indice de germinacion

(IG). Adicionalmente, se calculd el indice de germinacion residual normalizado (IGN). De

acuerdo con Rodriguez, Robles, Ruiz, Lopez, Sedefio y Rodriguez Doranrtes, (2015),

mediante las siguientes expresiones:
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Numero de semillas germinadas en la muestra problema

GRS (%) x 100

Numero de semillas germinadas en el testigo

Longitud promedio de la radicula con la muestra problema
CRR (%) =4 x 100

Longitud promedio de la radicula en el testigo

GRS x CRR
O 00

Germx— Germ testigo

IGN (%)

Germ testigo

Donde Germx es el porcentaje promedio de semillas germinadas en cada muestra de

estudio y GermTestigo es el porcentaje de semillas germinadas en el testigo.

El 1G representa el producto de la germinacién relativa de las semillas por el
crecimiento relativo de la radicula. Constituye un indicador de la interaccion de los factores
gue promueven o inhiben la germinacion, asi como de los respectivos factores que favorecen
o impiden el crecimiento de la radicula, por lo tanto este indice expresa como el porcentaje
de crecimiento que alcanza la radicula durante el bioensayo. EI CRR representa el porcentaje
de crecimiento de la radicula de las semillas expuestas al toxico de referencia (lixiviado con

presencia de imidacloprid) con respecto a las del testigo.

El indice IGN establece valores de toxicidad desde -1 a >0 bajo las siguientes
categorias: indice de 0 a -0,25 baja toxicidad, de -0,25 a -0,5 toxicidad moderada, de -0,5 a
-0,75 muy toxico y de -0,75 a -1 toxicidad muy alta; valores de indice >0 indican perfecto
crecimiento de la radicula (Rodriguez et al., 2015).
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5.7. Disefio Experimental

Para efectuar la presente investigacion se utilizo el disefio completamente al azar
simple en donde se utiliz6 el lixiviado recolectado de las siete columnas empacadas con

suelo de diferentes cultivos.

Se obtuvo siete tratamientos con cuatro repeticiones. Existio un total de 28 unidades
experimentales. El analisis estadistico se realizd mediante la ayuda del Software R version
1386 3.5.0. y el Software estadistico InfoStat.

En el bioensayo de fitotoxicidad se plantearon las siguientes hipétesis (nula y

alternativa, respectivamente) y se controlaron los siguientes parametros:

Ho: El biotransformado a partir del principio activo Imidacloprid no es contaminante

toxico para células eucariotas (plantas).

H1: El biotransformado a partir del principio activo Imidacloprid es contaminante

toxico para células eucariotas (plantas).

Variable independiente:

El factor en estudio fue la dilucién del lixiviado con presencia de imidacloprid,
obtenido de las columnas empacadas de suelo, aplicado a cada una de las unidades
experimentales. Buscando establecer un efecto sobre una determinada poblacion de semillas
de lechuga (Lactuca sativa) en donde todas las unidades experimentales son homogéneas
(Sobrero y Ronco, 2004).

Variable dependiente (Variables):

Dentro de esta variable podemos encontrar el porcentaje relativo de germinacion
(GRS), crecimiento relativo de la radicula (CRR) e hipocotilo, el indice de germinacién (1G)

y el indice de germinacion residual normalizado (IGN).
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Unidad experimental:

Unidades homogéneas compuestas por el nimero de semillas utilizadas (20 por cada
dilucion) colocadas en cajas Petri de 10 cm de diametro y 1 cm de profundidad, con su
respectivo disco de papel filtro y almacenadas en un periodo de oscuridad (120 horas).

Obtencion de la semilla de lechuga.

Las semillas de Lactuca sativa (lechuga) fueron obtenidas del fabricante Galassi

Semillas SRL. Mediante las indicaciones que contenia cada sobre, se observé que las
semillas son de alta calidad con un porcentaje de germinacion mayor al 90% y un porcentaje

de pureza del 99%.

Se determind el % de germinacién de semillas que fue previo a la implementacion
de la prueba, ya que es recomendable verificar que cada lote nuevo de semillas que se utilice
tenga un porcentaje de germinacion superior al 90%. El resultado fue del 99.9% de

germinacion, pudiendo certificar que la semilla es de muy buena calidad.

5.7.1. Materiales y equipos.
Materiales

Para la realizacion del bioensayo se utilizaran los siguientes materiales y reactivos:

e Material biol6gico: semillas de lechuga.
e Cajas Petri.

e Agua destilada.

e Balones aforados de 1000ml y 100ml.

e Pipeta.

e Probeta.

e Vasos de precipitado.

e Papel filtro.

e Tubos de ensayo.
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e Pinza.

e Papel milimetrado.

e Agua destilada.

e Diluciones ZnSO4 (Sulfato de Zinc).

e Diluciones muestra lixiviado (biotransformado).
Equipos

e (Camara de crecimiento.

5.7.2. Siembra de semillas.

Se colocaron 20 semillas de lechuga en cada caja Petri, siendo un total de 80 semillas

por cada tratamiento, esto con el fin de obtener resultados representativos.

En cada una de las caja Petri se colocé papel filtro, luego se adiciond 4ml de dilucién,
homogeneizamos hasta que el papel filtro quede completamente humedecido y sin bolsas de

aire.

5.7.3. Almacenamiento de las cajas Petri.

Una vez que se realiza la siembra de las semillas se colocan en la cdmara de crecimiento,
donde se les protege de la luz (semillas fotoblasticas negativas) y se evita la pérdida de la
humedad de las cajas manteniendo a una temperatura constate de 20°C+ 2°C, una humedad
relativa de 65% HR.

5.7.4. Medicion de la raiz y el hipocotilo de la semilla de lechuga.

Una vez expuesto el periodo de 120 horas se procede a colocar sobre una hoja de
papel milimetrado, cuidadosamente con la ayuda de una regla, se procede a medir la radicula
y el hipocotilo de la plantula, para lo cual se mide desde el nudo radicular hasta los

cotiledones, este tipo de medicion se hizo en milimetros.

Finalmente se procede a determinar cada una de las semillas que no germinaron, de

tal manera se registran los datos.

33



5.7.5. Control de calidad de prueba de las semillas (% de germinacion).

Para el anélisis de los resultados de la prueba de los biensayos debera repetirse en
caso que el control negativo (agua destilada) presente un porcentaje de germinacion menor
al 95% y una alta variabilidad en la longitud del crecimiento de la radicula e hipocotilo de

la semilla

IINDICE MICROBIANO DEL SUELO

5.8. Caracterizacion de las comunidades microbianas presentes en el suelo (indice
microbiano).

La caracterizacion molecular se realiz6 por medio de electroforesis en gel con
gradiente denaturante (DGGE). Para lo cual se realizé la extraccién del ADN bacteriano
por medio del PureLink Genomic DNA Mini Kit (ThermoFisher Scientific) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

5.8.1. Electroforesis en gel con gradiente denaturante (DGGE)

Para la extraccion de ADN se realiz6 un enriquecimiento de las muestras con
el medio de cultivo LB (caldo de Luria), que contiene peptona de caseina y extracto de
levadura que proporcionan al medio los nutrientes necesarios para el desarrollo de
microorganismos. Después se efectu6 una PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) de la
region hipervariable V3 de la secuencia del ADNr 16s. La DGGE se ejecutd en
un gradiente de desnaturalizacién del 10, 20% y 60% para los respectivos anlisis
de los indices ecoldgicos, los mismos que nos ayudaran a determinar si existe una

afectacion del principio activo imidacloprid aplicado en las columnas de suelo.

34



Tabla 7.

Preparacion de los soluciones stock de DGGE.

Aforar a 10oml de | 10% 20% 60%
agua destilada

Acrilamida Bis 40% | 18.8ml 18.8ml 18.8ml
TAE 50X 2ml 2ml 2ml
Formamida 4ml 8ml 32ml
Urea 424 8,449 25,2 ¢

Elaborado por: El Autor.

Las imagenes del gel fueron reconstruidas con software Photoshop (Adobe).
Las bandas se analizaron usando el software Gel-Pro Analyzer 4.0 (Applied Math)
definiendo las bandas como aquellas que poseian al menos 5% de intensidad de la banda
mas intensa, anotandose como presencia o ausencia de las bandas en cada posicion del gel.
Para la comparacion se construyd una matriz binaria basada en la presencia (1) o
ausencia (0) de cada banda individual por cada linea, los cuales son usados para la
construccion de una matriz de distancia. La matriz de distancia fue usada para la
construccion de un diagrama de escalamiento multidimensional (MDS) el cual es
un mapa bidimensional con ejes artificiales X y el eje Y donde cada fingerprint de DGGE
se coloca como un punto de forma que las muestras similares son representadas juntas
(Mafla, 2013).

Los patrones Unicos de DGGE o unidades operacionales taxonémicas (OTU'’s)

se examinaron usando dos indices que indican los aspectos de la diversidad microbiana.

De acuerdo a Mafla (2013), el indice de Shannon-Weaver, indice de diversidad H y

el indice de equidad E (Pielou,), se calcularon para cada muestra de acuerdo a la férmula:

-5

E=H/log$S
Donde:

Ni= la intensidad relativa de cada superficie de la banda del DGGE,
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S= ndmero de banda de DGGE (usado para indicar el nimero de especie) y N la
sumatoria de todas las bandas en la superficie en una muestra dada (usada para

estimar la abundancia de especies).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Analisis fisico-quimico del suelo de la Comunidad El Milagro, Parroquia La
Carolina.

En el presente capitulo inicialmente se presentan los resultados del estudio de las
propiedades fisicas y quimicas del suelo. Los resultados de la textura y % de humedad se
presentan en la Tabla 8, los resultados de pH, materia orgéanica y los nutrientes del suelo se
presentan en la Tabla 9

Esta forma de agrupacion se realizo con el fin de facilitar la observacion de la

informacidn y su posterior analisis y discusion de resultados.

Tabla 8.

Caracteristicas de la textura y % de humedad del suelo a una profundidad de 30 cm
de La Comunidad EI Milagro, Parroquia La Carolina.

Identificacion TEXTURA CLASE HUMEDAD
del Lote (%) TEXTURAL (%)
Arena | Limo | Arcilla
Suelo Franco
) ) 39 34 27 ) 25,10
cultivo/fréjol Arcilloso
Suelo Franco
) o 33 32 35 ] 29,70
cultivo/pimiento Arcilloso
) Franco
Suelo virgen 41 32 27 ) 16.70
Arcilloso

Fuente: Estacion Experimental “Santa Catalina”. Laboratorio de Manejo de Suelos y Aguas.

Quito-Ecuador.

En la clase textural de los tres diferentes lotes de suelo nos indica que es de clase
textural Franco Arcilloso, esto quiere decir, que presenta bastante arcilla pero que cuenta

también con limo y arena, dandole al suelo una mayor resistencia a la tension.
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Para él % de humedad tenemos diferentes valores que estan dentro del rango de agua
disponible para la planta (ADP), que es entre el 12% y el 30%, esto representa la cantidad

total de agua disponible para absorcion de la planta (Ramos y Zufiga, 2008).

El suelo virgen presenta un 16,7% de humedad que al comparar con los otros, es
menor, esto se debe a que los suelos por tener cultivos necesitan agua de riego temporal,

provocando asi una mayor presencia e infiltracion de agua.

Tabla 9.

Caracteristicas quimicas del suelo a una profundidad de 30 cm de La Comunidad El
Milagro, Parroquia La Carolina.

Ca Mg Ca+ Mg CiC
Identificacion y M.O. Mg e K >
P (meq/100 meq/100 g
del Lote (meq/100 g) Bases
9) (meg/100 g) | (meq/100 g) suelo
Suelo/fréjol | 8,23 2,10B 4,00 12,35 61,76 32,1 18,1
Suelo/pimient
7,50 4,10 M 3,71 7,88 37,12 37 17,9
0
Suelo virgen | 8,25 2,20B 5,56 3,03 19,89 29,3 18,5

Fuente: Estacion Experimental “Santa Catalina”. Laboratorio de Manejo de Suelos y Aguas.

Quito-Ecuador.

De acuerdo a los valores de pH, tenemos un suelo alcalino para el lote cultivo de
fréjol y el lote virgen, en cambio, el lote con cultivo de pimiento es practicamente neutro.
De igual forma se tiene un porcentaje bajo de materia organica para el lote con cultivo de
fréjol y el virgen, para el lote con cultivo de pimiento se tiene un suelo con un porcentaje de

materia organica media, deduciendo asi que es un suelo apto para la agricultura.
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En la suma de bases tenemos valores més altos que 12 meq/100g, por lo tanto se
deduce que las cantidades de Ca y Mg también son altas, verificando asi que si existe alta
fertilidad del suelo de los tres lotes, en relacion con lo anteriormente mencionado (Ver

Anexo I).

ANALISIS CROMATOGRAFICO DEL LIXIVIADO DE IMIDACLOPRID

6.2. Analisis cromatografico para la determinar la presencia del ingrediente activo

imidacloprid, en el lixiviado de las diferentes columnas de suelo.

Para determinar la presencia del imidacloprid en el lixiviado, la muestra patrén fue
de una concentracion de 350 g/l, que se prepard a razon de 0,78cm3 del producto (cantidad
aplicada por dia en las columnas de suelo) y se mezclé en 10ml de acetonitrilo que es el
solvente. Se obtuvo el cromatograma con imidacloprid en un tiempo de retencion de 2
minutos 10 segundos, de igual forma se realiz6 un patron del coadyuvante glicerol puro, en

el que se marcé el pico a los 9 segundos de inyectar la muestra pura.

Teniendo estos dos cromatogramas patrones de los compuestos del Confidor 350SC,
se hizo la determinacion de la presencia de imidacloprid por medio del cromatograma SNEP
expuesto en la Figura 4, el cual no indica la presencia del ingrediente activo. Por lo tanto se
deduce que el imidacloprid tuvo una biotransformacién y/o acumulacién dentro de la
columna de suelo no esterilizado con cultivo de pimiento SNEP, ya que fue absorbido por el
suelo, debido a la alta cantidad de arcillas presentes (35%) y a la materia organica (4,10%).
Cabe recalcar que las arcillas debilitan los enlaces de la molécula del plaguicida
favoreciendo su degradacion (INTAGRI, 2017, p.4.).

El pico prominente de color rojo a un tiempo de retencién de 0.8 segundos, es del
glicerol que es uno de los componentes presentes en el insecticida imidacloprid, el segundo

pico es presencia de algin compuesto quimico que ya estuvo presente en el suelo por la

39



aplicacion anterior en los cultivos descritos en la Tabla 2, que hace referencia al historial en

los diferentes lotes de suelo, utilizados en esta investigacion.

20000

Figura 4. Cromatograma suelo no esterilizado de cultivo de pimiento HPLC-UV a 270 nm de imidacloprid
(1,00ug/ml), empleando como fase mévil: ACN/H20 (100:0% v/v)

Fuente: La Autora.

En la figura 5 se presenta un cromatograma de imidacloprid obtenido de las
condiciones optimas de separacion, como se indico en la metodologia de Villemur, Rimini
y Pin (s.f.). La proporcién de ACN/H20 (100:0 v/v) permiti6 una selectividad adecuada, para
lograr un pico simétrico de imidacloprid.

El primer pico de color rojo es el glicerol con un tiempo de retencion de 8 segundos
y el segundo pico de color negro y mas importante es la presencia de imidacloprid en el
lixiviado en un tiempo de retencion de 2minutos con 15 segundos, el cual indica que no hubo
una biotransformacion y/o acumulacion completa en la columna de suelo esterilizada con
cultivo de pimiento SEP. Esto se debe a que el ingrediente activo tuvo una mayor facilidad

de lixiviacion por medio de los poros del suelo en la columna.
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Figura 5. Cromatograma suelo esterilizado del pimiento HPLC-UV a 270 nm de imidacloprid (1,00ug/ml),
empleando como fase movil: ACN/H20 (100:0% v/v)

Fuente: La Autora.

En la figura 6 y la figura 7, se presenta un cromatograma de imidacloprid en el que
se puede visualizar el pico de color rojo que es el glicerol anteriormente también
mencionado como uno de los compuestos del insecticida Confidor 350SC, con un tiempo de
retencion de 0.9 minutos, el segundo pico (figura 6) es el imidacloprid con un tiempo de
retencion de 2minutos 13 segundos; el quinto pico (figura 7) es imidacloprid con un tiempo
de retencion de 2 minutos 11 segundos, lo cual indica que no hubo una biotransformacion
y/o acumulacion en las columna de suelo con cultivo de fréjol SNEF y SEF. Debido a la
baja cantidad de arcillas presentes (27%) y a la materia organica (2,10%). Cabe recalcar que
las arcillas debilitan los enlaces de la molécula del plaguicida favoreciendo su degradacion
(INTAGRI, 2017, p.4.).

41



Figura 6. Cromatograma suelo no esterilizado del fréjol HPLC-UV a 270 nm de imidacloprid (1,00ug/ml),
empleando como fase mévil: ACN/H20 (100:0% v/v)

Fuente: La Autora.
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Figura 7. Cromatograma suelo esterilizado de fréjol HPLC-UV a 270 nm de imidacloprid (1,00ug/ml),
empleando como fase mévil: ACN/H20 (100:0% v/v)

Fuente: La Autora.
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En las columnas de suelo virgen existié solamente una observacién del ingrediente
activo imidacloprid, como se observa en el cromatograma de la figura 8. El pico de color
rojo que es el nimero 2, representa al glicerol mencionado como uno de los compuestos del
insecticida utilizado con un tiempo de retencion de 0.95 minutos, el quinto pico es el
imidacloprid con un tiempo de retencion de 2 minutos 13 segundos, indicando que no hubo
una biotransformacion y/o acumulacién completa en la columna de suelo virgen no
esterilizada SNEV. Debido a la baja cantidad de arcillas presentes (27%), a la materia
organica (2,20%) y a la compactacion del suelo en la columna que no permite que sea
quebradizo. Las arcillas influyen en que debilitan los enlaces de la molécula del plaguicida
favoreciendo su degradacion (INTAGRI, 2017, p.4.).

Cabe resaltar que los demas picos provienen de la presencia de compuestos quimicos
presentes en los cultivos anteriores, antes de la aplicacion del imidacloprid en el cultivo
actual, como se mencion0 anteriormente en la Tabla 2 del historial de cultivos de los lotes

de suelo utilizados.

2

Figura 8. Cromatograma suelo esterilizado virgen HPLC-UV a 270 nm de imidacloprid (1,00ug/ml),
empleando como fase mévil: ACN/H20 (100:0% v/v)

Fuente: La Autora.
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Finalmente en la columna de suelo testigo (arena) STA se pudo observar la presencia
de imidacloprid, como se indica en la figura 9. EIl pico de color rojo que es el nimero 1,
representa al glicerol mencionado como uno de los compuestos del insecticida utilizado en
la columna, con un tiempo de retencién de 0,9 minutos, el tercer pico y mas importante es el
imidacloprid con un tiempo de retencion de 3 minutos 7 segundos, indicando que no hubo
una biotransformacion y/o acumulacion en el testigo, ya que de acuerdo a las caracteristicas
fisicas-quimicas de ese suelo hacen posible una movilidad répida del ingrediente activo y

por ende existe la lixiviacién del mismo.

Figura 9. Cromatograma suelo testigo de arena HPLC-UV a 270 nm de imidacloprid (1,00ug.mL1),
empleando como fase movil: ACN/H20 (100:0% v/v)

Fuente: La Autora.

Al hacer una comparacion entre los cromatogramas que indicaron la presencia de
imidacloprid, los picos méas grandes fueron para el cromatograma del SEF, SNEF Y SNEV.
Esto se debe a que en las caracteristicas fisicas y quimicas de estos suelos, que provienen
con cultivo de fréjol y virgen, indicaron un menor porcentaje de arcillas (27%). Y un
porcentaje alto de arena que va en un promedio del 41%. Facilitando asi la movilidad del
ingrediente activo imidacloprid y debilitando los enlaces de la molécula del mismo,

impidiendo su degradacién por la baja presencia de arcillas.
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6.3. Bioensayo para determinar la fitotoxicidad del lixiviado analizado por HPLC en

semillas de lechuga (Lactuca sativa)

6.3.1. Indice de germinacion relativa (GRS%b).

El GRS representa el porcentaje de semillas germinadas de las diferentes muestras
lixiviado-suelo en estudio, con respecto a aquellas germinadas en el testigo, cabe recalcar

que el porcentaje de germinacion fue del 99,9% para el testigo.

De acuerdo a los resultados obtenidos del bioensayo con semillas, se realizé el
calculo para el indice de germinacion que se refiere al porcentaje de germinacion relativa de
semillas (GRS%).

Se obtuvo el valor més bajo que es de 51,25% para la muestra STA (suelo testigo); y
el mas alto para la muestra 4 y 5 (SEP y SNEV, respectivamente), con un valor de 86,25%

y 90,0% respectivamente, como se indica en la Tabla 10 y Figura 11.
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Figura 10. Porcentaje de semillas germinadas GRS% de las plantulas de Lactuca sativa

Elaborado por: La Autora.
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Tabla 10.

Registro de semillas no germinadas y porcentaje de germinacion relativa de las semillas
(GRS%).

# de semillas no germinadas

Tratamientos Rl1 | R2  R3 | R4 | TOTAL A PROMEDIO C(S;)S
SNEF 6 8 9 6 29 7,25 63,75

SEF 8 7 |10 | 7 32 8 60

SNEP 5 7 9 11 32 8 60
SEP 2 3 3 3 11 2,75 86,25

SNEV 2 1 3 2 8 2 90
SEV 7 5 10 11 33 8,25 58,75
STA 9 7 12 | 11 39 9,75 51,25
TOTAL 6,57 67,14

Elaborado por: La Autora.

Estos valores nos indican, que existe mayor fitotoxicidad en el lixiviado obtenido de
la columna de suelo testigo (STA), por lo que existe la presencia del ingrediente activo
imidacloprid. En los valores altos de germinacion, en cambio ocurre lo contrario, es decir,
no existe presencia de imidacloprid en el lixiviado, por lo tanto, no hay una fitotoxicidad alta
en cuanto al crecimiento de las semillas en los primeros dias de desarrollo (muestras SEP,
SNEV y SNEF).

Luego se realizd la prueba de normalidad de los datos en el que se obtuvo p-valor=

0,069, el cual nos indica que si existe normalidad dentro del grupo de datos evaluados.

En el andlisis de varianza se encontré que estadisticamente hay diferencias altamente
significativas en los tratamientos (suelos), dando un valor de p<0,0001 por lo que se
ACEPTA la hipdtesis alternativa y se rechaza la hipotesis NULA, concluyendo que si existe
afectacion del plaguicida en la germinacion de las semillas de lechuga. El coeficiente de
variacion fue de 28,37 lo que indica que existe un control moderado en el experimento. (\Ver
Tabla 11).
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Tabla 11.

Analisis de Varianza para el Porcentaje de Germinacion Relativa de las semillas (GRS%).

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 211,86 6 35,31 10,16 | <0,0001 ***
SUELOS 211,86 6 35,31 10,16 | <0,0001 ***
Error 73,00 21 3,48
Total 284,86 27

Elaborado por: La Autora.

En el test de Tukey 5% se determind que estadisticamente los lixiviados de las
columnas SNEV, SEP son los mejores tratamientos, ya que presentan un mayor porcentaje

de germinacién relativo GRS% y no son significativamente diferentes (p>0,05). (Ver Tabla
12 y Figura 10)

Tabla 12.

Prueba Tukey 5% para el nimero de semillas no germinadas en los tratamientos (lixiviado-
suelos).

Error: 3,4762 gl: 21
SUELOS Promedios N E.E Grupos
SNEV 2,00 4 0,93 a
SEP 2,75 4 0,93 a
SNEF 7,25 4 0,93 b
SEF 8,00 4 0,93 b
SNEP 8,00 4 0,93 b
SEV 8,25 4 0,93 b
STA 9,75 4 0,93 b

Elaborado por: La Autora.
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Figura 11. Comparacién de los tratamientos (lixiviado-suelos) segun el nimero de semillas no germinadas.

Fuente: La Autora.

6.3.2. Crecimiento relativo de la radicula (CRR%) e indice de Germinacion (1G)

Los resultados obtenidos para el crecimiento relativo de la radicula (CRR%),
muestran que, SNEV y SEV poseen los valores més altos (61,33% y 60,30%); STA presenta

el valor mas bajo respectivamente (34,56%).Ver Tabla 13.

El indice de germinacion IG, representa el producto de la germinacion relativa de las
semillas por el crecimiento relativo de la radicula. Constituye un indicador de la interaccién
de los factores que promueven o inhiben la germinacién, asi como de los respectivos factores
que favorecen o impiden el crecimiento de la radicula. Este indice expresa tanto el porcentaje
de semillas germinadas como el porcentaje de crecimiento que alcanza la radicula durante

el bioensayo.

Los resultados obtenidos muestran que STA presenta el IG mas bajo respectivamente
(17,71%), mientras que las demas muestras obtuvieron valores superiores, el IG de la
muestra SNEV y SEP representa un mayor valor (55,19% y 51,57%, respectivamente), por
lo tanto son los mejores tratamientos en la prueba de bioensayo de fitotoxicidad en semillas

de lechuga frente al principio activo imidacloprid. Ver Tabla 13.
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Tabla 13.

Crecimiento relativo de la radicula (CRR%) e indice de Germinacion (1G), aplicadas en el

bioensayo de toxicidad.

Tratamientos GRS CRR INDICE DE GERMINACION

(suelos-lixiviado) (%) (%) (1G)
SNEF 63,75 45,83 29,22
SEF 60 46,15 27,69
SNEP 60 42,02 25,21
SEP 86,25 59,79 51,57
SNEV 90 61,33 55,19

SEV 58,75 60,3 35,27

STA 51,25 34,56 17,71

Elaborado por: La Autora.

En la Figura 12 se muestra el efecto de los diferentes lixiviados utilizados en el
bioensayo con semillas de lechuga GRS%, algunas variables del crecimiento de la lechuga
CRR% vy el indice de germinacion 1G, durante la evaluacion realizada a los 5 dias de la

germinacion de las semillas.

En todas se obtuvieron diferencias de porcentajes, destacando que la menos
fitotoxicidad tienen las muestras SEP y SNEV por la nula presencia de imidacloprid en el
lixiviado y mayor biotransformacion y/o degradacion en la columna de suelo; en cambio la
muestra STA indicé una mayor fitotoxicidad en la germinacion y crecimiento de la radicula
de las plantulas, ya que por la ausencia de arcillas la movilidad del imidacloprid es méas
rapida e impide la degradacion del mismo, haciendo que no haya una acumulacion del mismo

en este tipo de suelo(arena).
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Figura 12. Evaluacion de las respuestas bioldgicas de las plantulas de Lactuca sativa.

Elaborado por: La Autora.

6.3.3. Andlisis estadistico del crecimiento de las plantulas (radicula e hipocotilo) de

Lactuca sativa.

Se realizé la prueba de normalidad en la que el valor de p-value = 0.0736 por lo ta
nto se comprueba que, si existe normalidad en la distribucion de los datos obtenidos en el
bioensayo de toxicidad.

Radicula.

El andlisis estadistico de crecimiento de la radicula de las semillas expuestas al
lixiviado, tomado de muestras de suelo con cultivos diferentes, mostro diferencias altamente
significativas (p valor 0,0001) en los tratamientos (suelos-lixiviado), por lo que se ACEPTA
la hipétesis alternativa y se RECHAZA la hipotesis nula. Demostrando asi que si existe una
afectacion por el principio activo imidacloprid en el crecimiento de la radicula. El coeficiente
de variacion es de 14,08. (Ver tabla 14).
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Tabla 14.

Analisis de Varianza para el crecimiento de radicula de la lechuga (Lactuca sativa.)

F.V S.C gl CM F p-valor
Modelo 493,72 6 82,29 15,88 0,0001***
SUELOS | 493,72 6 82,29 15,88 0,0001***
Error 108,80 21 5,18
Total 602,52 27

Elaborado por: La Autora.
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Figura 13. Comparacion de los tratamientos (lixiviado-suelos) seguln el crecimiento de la radicula de las
semillas de lechuga. .

Fuente: La Autora.

En el andlisis realizado con la prueba de Tukey 5%, se obtuvo todas las
comparaciones entre las muestras de lixiviado-suelos (tratamientos), por lo que se puede
ver que SNEV, SEP Y SEV, tienen menor nivel tdxico en el crecimiento de la radicula de
las semillas de lechuga, como se indica en la Tabla 15.

El error total de la muestra de longitud de la radicula fue de 5,18
por lo que indica una precisién aceptable en la muestra analizada.
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Tabla 15.

Prueba de Tukey para el crecimiento de radicula de la lechuga (Lactuca sativa.)

Suelos Radicula n E.E | Grupos
(mm)
SNEV 22,10 4 1,14 A
SEP 21,08 4 1,14 A
SEV 19,68 4 1,14 A
SNEF 12,81 4 1,14 A
SEF 12,98 4 1,14 B
STA 12,29 4 1,14 B
SNEP 12,25 4 1,14 B

Elaborado por: La Autora.

Hipocotilo.

Se realizo la prueba de normalidad en la que el valor de p-value= 0,0854, por lo

tanto, se comprueba que, si existe normalidad en la distribucion de los datos obtenidos del

bioensayo de fitotoxicidad.

El andlisis estadistico de crecimiento del hipocotilo de las semillas expuestas al

lixiviado, tomado de muestras de suelo con cultivos diferentes, mostré diferencias altamente

significativas (p valor 0,0001) en los tratamientos (suelos-lixiviado), por lo que se ACEPTA
la hipétesis alternativa y se RECHAZA la hip6tesis nula. Demostrando asi que si existe una
afectacion por el principio activo imidacloprid en el crecimiento de la radicula. El coeficiente

de variacién es de 10,35. (Ver tabla 16).
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Tabla 16.

Analisis de Varianza para el crecimiento del hipocotilo de la lechuga (Lactuca sativa)

F.V S.C gl CM F p-valor
Modelo 625,31 6 104,22 21,09 0,0001**
SUELOS | 625,31 6 104,22 21,09 0,0001**
Error 103,77 21 4,94
Total 729,08 27

Elaborado por: La Autora.
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Figura 14.Comparacion de los tratamientos (lixiviado-suelos) segdn el crecimiento del hipocotilo de las
semillas de lechuga. .

Fuente: La Autora.

Para la prueba de Tukey 5%, se obtuvo todas las comparaciones entre las muestra
s de lixiviado-suelos (tratamientos), por lo que se puede ver que SNEV, SEP, SEV Y SNEF
tienen menor nivel toxico en el crecimiento del hipocotilo de las semillas de lechuga, que lo

s demas tratamientos como se indica en la Tabla 17.
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El error total de la muestra del crecimiento del hipocotilo fue de 4,94, esto indica

una precision aceptable en la muestra analizada.

Tabla 17.

Prueba de Tukey 5% para el crecimiento del hipocotilo de la lechuga (Lactuca sativa.)

Suelos Hipocotilo (mm) N E.E Grupos
SNEV 28,74 4 1,11 A
SEP 26,28 4 1,11 A
SEV 25,23 4 1,11 A
SNEF 19,26 4 1,11 A
STA 17,33 4 1,11 B
SEF 16,95 4 1,11 B
SNEP 16,59 4 1,11 B

Elaborado por: La Autora.

6.3.4. Indice de germinacion normalizado (IGN).

De acuerdo a la metodologia descrita anteriormente, se realizo6 el céalculo para este
indice y se obtuvieron los valores del IGN indican la presencia de un gradiente de toxicidad
moderada con valores -0,36, -0,39 y -0,39 para las muestras de lixiviado SNEF, SEF y SNEP
respectivamente.

En la muestra SEP se obtuvo un valor de —0,13 indicando una baja toxicidad, para la
muestra SNEV se obtuvo un valor de —0.09, indicando de igual manera una baja toxicidad
respectivamente. Y para la muestra SEV y STA con un valor de -0.41 y -0.48, indicando una

toxicidad mas alta, pero que se categoriza ain como moderada. (Ver figura 15).
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Figura 15. Distribucion de promedios del indice de Germinacién Normalizado IGN.

Elaborado por: La Autora.



6.4. Caracterizacion de las comunidades microbianas del suelo.

Las bandas obtenidas por DGGE se analizaron usando el software Gel-Pro Analyzer
definiendo las bandas como aquellas que poseian al menos 5% de intensidad de la banda
mas intensa, se realizé un matriz bandas anotandose como presencia (1) o ausencia (0) de
las bandas en cada posicion del gel.

SNEF || SEF SNEP SEP I SNEV SEV

Figura 16. Perfil de bandas (DGGE) de todos los tratamientos (uso de suelo con cultivo de fréjol, pimiento y
virgen)) con imidacloprid (1, 2, 3, 4, 5y 6 de derecha a izquierda).

Fuente: La Autora.
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Los analisis de similitud, entre las comunidades bacterianas presentes en las muestras
analizadas se estudiaron mediante el método de escalamiento multidimensional (MDS) el
cual utiliza una matriz Bray-Curtis. Este analisis mostro que al 60% pertenece cada una de
las muestras analizadas SNEF, SEF, SNEP, SEP, SNEV, SEV; para el 40% de similitud en
la estructura de las comunidades bacterianas existia un grupo bien definido, formado por las
muestras SNEF, SEF Y SEV. Finalmente, para el 20% de similitud existe un grupo definido
siendo las muestras SNEF, SEF, SNEP Y SEV. (Ver Figura 17).
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Figura 17.Escalamiento multidimensional del patrén de bandeo obtenidos mediante DGGE.

Fuente: La Autora.

Se observé que los indices de riqueza (S) como los de diversidad de Shannon (H”)
obtuvieron valores significativamente mayores en las muestras SEF y SEV (S/H’=21/3,045,
S/H’=17/2,833, respectivamente). Valores intermedios de riqueza S Y H’, fueron obtenidos
para las muestras SNEF, SEP y m3 (S/H’=16/2,77, S/H’= 14/2,63 y S/H’=13/2,57

respectivamente). Y valores bajos de riqueza, fue para la muestra SNEV (H/S’=8/2,08) (Ver
Tabla 18).
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Al analizar el indice de equidad de Pielou (J*) se observo que no existi6 diferencias
entre los valores de cada una de las muestras siendo el valor de J’=1 para todas las muestras,

indicando asi una igualdad de diversidad para todas las muestras (Tabla 18).

De igual manera el indice de dominancia de Simpson (1-Lambda’) fue igual en todas
las muestras teniendo como valor de 1, lo que indico que posee un alto grado de similitud

con respecto a su diversidad entre las muestras analizadas (Tabla 18).

Tabla 18.

indices de Riqueza (S), indice de Shannon-Weaver (H'), indice de equidad de Pielou (J) e
indice de dominancia de Simpson (1-Lambda'), obtenido del patron de bandas mediante el
analisis del gen ARNr 16S por DGGE.

INDICE "NB:ECE

MUESTRAS RIQ(L;)E A SILI\,LEI)\IINCC%ND(EH) EQL[J)E)AD S MFl’_SON

V) Larglbda)
SEF 21 3,045 1 1
SEV 17 2833 1 1
SNEF 16 2773 1 1
SEP 14 2639 1 1
SNEP 13 4,678 1 1
SNEV 8 3,366 1 1

Elaborado por: La Autora.
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DISCUSION

La evaluacion de la FAO, halld que el imidacloprid presenta una persistencia media
a la biodegradacion con una vida media de 180 dias, en condiciones agricolas normales.
Ademas, tiene una mineralizacion completa sin degradacion del producto a concentraciones

superiores al 10%.

En el presente trabajo de investigacion se comprob6 que el ingrediente activo
imidacloprid, posee una capacidad de lixiviacion de acuerdo a la cantidad de arcillas y a la
cantidad de materia organica presentes en el suelo. Por lo que en la muestra SEP Y SNEV
(suelo esterilizado del cultivo-pimiento y suelo no esterilizado virgen, respectivamente) no
se encontro presencia del compuesto, por lo tanto se presume una posible biotransformacion
y/o degradacion en el suelo por la cantidad de arcillas en un promedio del 31% y materia
orgénica en un 4,10% para el suelo de pimiento y 2,20% para el suelo virgen. Cabe resaltar
que si se tiene un suelo con alta presencia de arcillas y materia organica, se acelera la

degradacion del imidacloprid.

El proceso de degradacion ocurre en dos fases, primero se produce el &cido -6-
cloronicotinico y posteriormente dicho metabolito es mineralizado hasta bidxido de carbono.
Este compuesto muestra una afinidad moderada por la materia organica del suelo. Estos
resultados muestran que se podria usar este insecticida, tanto en aplicaciones foliares como
al suelo, con la seguridad de no afectar la actividad descomponedora de la materia orgéanica
del mismo (Fernandez y Giménez, 2005).

Segun Greenpeace (2017) los neonicotinoides pueden perdurar afios en el suelo
agricola, esto conllevara a una contaminacion cronica y en algunos casos a una acumulacion
a lo largo del tiempo (Wood y Goulson, 2017). Algunos estudios realizados sobre la
movilidad del imidacloprid en suelos demostraron que sus residuos fueron lixiviados a una
profundidad de 15-30 cm en condiciones de campo; sin embargo, otros estudios de campo
demostraron que imidacloprid podria ser persistente en suelos, con tiempos de vida media
que variaron en el intervalo de 27 a 229 dias (Ettiene, Bauza, Sandoval, Medina, Raga,
Quiros, Petit, Poleo y Dorado, 2016).
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Segun del Puerto Rodriguez., et al. (2014) el grado de lixiviacion (el movimiento de
las sustancias a través de las fases del suelo) depende de la solubilidad del compuesto en
agua, de su naturaleza quimica y del valor del pH del suelo, que se favorece por la capacidad
de adsorcion de este, esto varia principalmente por el porcentaje de arcillas, arenas y limos

presentes en el.

Una caracteristica de fitotoxicidad moderada inhibe tanto los procesos de

germinacion como de crecimiento de la radicula de Lactuca sativa. La integracion de todas

las respuestas medidas en el bioensayo con Lactuca sativa permitio identificar que la muestra
STA (suelo testigo) esté sujeta a un conjunto de factores que inhiben de forma significativa
tanto la germinacion como el crecimiento radicular, como es la falta de arcillas y materia
organica evitando asi, la degradacion del ingrediente activo imidacloprid. Los resultados de
esta investigacion podrian utilizarse para la evaluacion de riesgos eco toxicoldgicos
(Rodriguez, et al. 2015).

De acuerdo a los indices de diversidad microbiologica, demuestra que existe una mayor
diversidad de especies en los microcosmos de la columna SEF y SEV lo que es concordante
con los resultados, ya que estas comunidades de microorganismos de suelo, poseian
imidacloprid, el microcosmo de la muestra 1 posee un indice H’ alto demostrando asi que el
imidacloprid no es altamente toxico para los microorganismos. El indice de equidad Pielou
indica que las abundancias estan méas uniformemente distribuidas, es decir, las especies
comparten abundancias similares en cada una de las muestras de estudio. Ademas, el indice
de dominancia Simpson fue igual para todas las muestras teniendo como valor de 1, lo que
indica un alto grado de similitud en su diversidad. Estos resultados son caracteristicos de
ambientes, donde las condiciones del medio no son las mas adecuadas por lo que hay el
desarrollo de pocas especies dominantes (Mafla, 2013).
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7. SOCIALIZACION DE RESULTADOS

El siguiente cuestionario nos permitié implementar mejorar constantes en los procesos de

socializacion de trabajos de investigacion.

Detalle de Valoracion:

5. MUY ALTO 4. ALTO 3. MEDIO 2. BAJO 1. NULO
NUmero de encuestados: 15 personas.

Preguntas del evento de socializacion:

1. ¢Considera Usted que la sala donde se desarroll6 este evento

estudios complementarios posteriores?

brindé las comodidades necesarias? Muy alto
(15)
Muy alto
2. ¢Considera Usted que el material audiovisual utilizado en la (15)
presentacion fue adecuado?
3. ¢Considera Usted que el expositor mostré dominio en el tema? Muy alto
(15)
4. ¢Estima Usted que el manejo del auditorio por parte del expositor | Muy alto
fue adecuado? (15)
5. ¢Considera Usted que el expositor demostro facilidad de Muy alto
expresion? (15)
6. ¢Considera Usted que el tema investigado posee relevancia para | Muy alto
algun actor y/o sector de la sociedad? (15)
Muy
7. ¢Considera Usted que esta investigacion posee perspectivas para | alto(15)
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8. ¢Considera Usted que le tema investigado genera actualmente o a
futuro un beneficio concreto para alguna organizacion, empresa

publica o privada, comunidad o institucién?

Muy alto
(15)

9. ¢En funcion de los objetivos planteados expuestos en la

investigacion, considera Usted que éstos se cumplieron?

Muy alto
(15)

Realice un comentario o sugerencia para los organizadores de este evento.

Se agradece primeramente la visita a la comunidad El Milagro y por haber sido tomada en

cuenta para realizar este trabajo de investigacion, en cuanto a lo que se refiere a la

contaminacion por plaguicidas, es un tema realmente importante a nivel local, nacional y

mundial.

De manera comedida se le pide a la Universidad Catdlica Sede Ibarra que sigan promoviendo

investigaciones dentro de la Parroquia La Carolina, ya que podrian salir temas interesantes

y de vital importancia para el cuidado del medio ambiente.

Mencione usted otras problematicas que a su parecer podrian ser investigadas y que

posean importancia para algun actor y/o sector de nuestra colectividad.

e Manejo adecuado de los plaguicidas al ser aplicados.
e Efectos secundarios de los plaguicidas en personas y animales.

e Contaminacion de agua por aplicacion de los plaguicidas.
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8. CONCLUSIONES

En el andlisis de identificacion del principio activo imidacloprid, realizado por
HPLC, se pudo observar la presencia del mismo en la mayoria de cromatogramas
que pertenecen a cada una de las columnas de suelo utilizadas en la investigacion,
por lo tanto se demostré que de acuerdo a la cantidad de materia organica y el
porcentaje de arcillas presentes en un suelo, se puede determinar la capacidad de
lixiviacion del imidacloprid.

Durante la realizacion del analisis de varianza (ANOVA) para cada una de las
pruebas fitotoxicas, se rechaza la hipotesis nula (Ho) y se acepta la hipdtesis
alternativa (H1), debido a que se obtuvo en todo un valor de p = 0.0001 con
diferencias altamente significativas, estableciendo que se produce efectos distintos
en las semillas de prueba, proporcionando de esta manera un grado de confiabilidad
de los resultados obtenidos durante el desarrollo de las pruebas.

La integracion de las diferentes respuestas biolégicas que se observaron en el

bioensayo de Lactuca sativa permitié identificar las muestras de lixiviado que

poseian una toxicidad moderada y baja, se obtuvieron los valores del IGN indican la
presencia de un gradiente de toxicidad moderada con valores -0,36, -0,39 y -0,39
para las muestras de lixiviado SNEF, SEF y SNEP (suelo no esterilizado/fréjol, suelo
esterilizado/fréjol y suelo no esterilizado/ pimiento, respectivamente). En la muestra
SEP (suelo esterilizado/pimiento) se obtuvo un valor de —0,13 indicando una baja
toxicidad, para la muestra SNEV se obtuvo un valor de —0,09, indicando de igual
manera una baja toxicidad respectivamente. Y para la muestra SEV (suelo
esterilizado virgen) y STA (suelo testigo/arena) con un valor de -0,41 y -0,48,
indicando una toxicidad mas alta, pero que se categoriza ain como moderada.

De acuerdo al indice de riqueza, se demuestra que existe un mayor nimero de
especies en la columna SEF (21) y un menor numero de especies para la columna
SNEV (8), por lo tanto, en el tiempo de prueba no hubo cambios o afectaciones a las
comunidades de microorganismos de suelo, a pesar que poseian imidacloprid.

El indice de equidad Pielou indica el grado de igualdad de la distribucion de la
abundancia de las de las muestras de estudio. Ademas, el indice de dominancia
Simpson fue igual para todas las muestras teniendo como valor de 1, lo que indica

un alto grado de similitud en su diversidad.
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El insecticida neonicotinoide estudiado es absorbido en suelos que tengan
propiedades fisicas y quimicas, tales como los contenidos de materia organica y de
particulas finas como arcillas y limo, determinando asi una elevada importancia en

los estudios de impacto ambiental en practicas agricolas.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda la aplicacion de los ensayos fitotoxicos por ser una de las
herramientas importantes para el diagnostico oportuno de posibles generaciones de
impactos en el medio ambiente (flora y fauna), los cuales deben ser implementados

en los diferentes sectores industriales y para nuevos contaminantes.

Se recomienda el uso simultaneo de los indices de fitotoxicidad IGN Y IER, ya que
pueden generar respuestas diferentes a factores que podrian confundirse si sélo se

aplica uno de ellos.

Es importante hacer la integracion de todas las respuestas medidas en el bioensayo
con Lactuca sativa, que permitio identificar que la muestra esta sujeta a un conjunto
de agentes estresantes que inhiben de forma significativa tanto la germinacién como

el crecimiento radicular.

Se recomienda crear y ejecutar un plan de intervencidn para mejorar el manejo de los
plaguicidas, lo que contribuira a disminuir los riesgos para la salud del trabajador y

el ambiente.

Integrar en la comunidad, estudiantes de la universidad para futuras investigaciones.
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ANEXOS



Anexo |. Analisis fisico quimico de los suelos con diferentes cultivos de la Comunidad

El Milagro.
ESTACION EXPERIMENTAL "SANTA CATALINA"
LABORATORIO DE MANEJD DE SUELOS Y AGUAS
Em. 14 1/2 Panamericana Sur, Apdo, 17-0-340
TS :“" woma on Quito- Ecuador  Telf.: 690-691/9243 Fax: 690-693
REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS
DPATOS DEL PROPIETARIO DATOS DE LA PROFIEDAD PARA USO DEL LABORATORIO
Nombre 1 Mily Emparatriz Quintercs Hidalgo Nombre
Direccion  : Imbabura Provinela : Imbabura Culiivo Actual
Ciudad Cantén  : Tharra Fecha de Muestrea  : 180172018
Teléfono ¢ Parroquia : Fechu de Ingrese  : 180172018
Fax : Ubdcacion  : Fecha de Salida : 200012018
5" Muest [deuliﬂnmn ppm meq/ 1 (0ml ppm -
Laborat.|  del Lote pH NH 4 P 5 K Ca Mg Zn Cn Fe Mo | B
108816 | Loke frejol 8.0 Al 5500 M| 4500 A | 7,60 B | 034 M| 1680 A| 420 A 04 B 45 A 20M 09 B| L50M
108817 | Lote pimiemto T30 PN 7000 A | 3600 A| 450 B| 052 A | 1520 A 4,00 A 08 B 15 A 40m  23B| 130M
108818 | Lot virpen 825 Al sS40 M| 1000 M| 820 B| 089 A| 1500 A| 270 A i B 40 M 250 M 1,0 B| 1,50 M|
INTERFRETACTRN
H Elementos METODOLOGIA USADA
A = Acido N = Houm E = Bajo pH = Suclo:aguail:25)  PKCuMg = Olien Modificado
LAc = Liger. Acidi LAl = Lige. Akaling M = Medio 8 B = Fosfaio de Calein Cii Fe Mn Zn = Oilser Modificado
FN = Prac Meutm Al = Alcaling A =Aln ] = Curcuming
I R(__ = Reguieren Cal T =Tixioo (foo) |
ﬂﬁ% - L2
RESPONSABLE LABORATORIO LABORATORISTA
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ESTACION EXPERIMENTAL "SANTA CATALINA"
LABORATORIO DE MANEJO DE SUELOS Y AGUAS
K. 14 172 Panamericana Sur, Apdo, 17-01-340
Quito- Feundor  Telf: 690-691/92/93 Fax: 690-693

REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS
DATOS DEL FROPIETARIO DATOS DE LA PROPIEDAD PARA US0 DEL LABORATORIO
Nombre  : Mily Emparatriz Quinteros Hidalgo Nombre !
Direccibn  : Imbakura Provinela : Imbabura Cultivi Actial E
Cladad @ Cantén  : Thama Fecha de Muestren  : 18012018

Teléfono  : Parrogula Fecha de Ingresn ¢ 18012018

Fax 1 Ublcacién : Fecha de Salida 2 29012018

N* Must, e/ 100 dsim | (%) || Ca| Mg |Ca+Mg|meyioim g | pom | Temmi)

Laborst. | AWH | A1 | Na | CE | MO || Mg| K [ K | Bases|{imgdnd €l |Arema LimojArcily  Clase Testural
1088146 310 B|| 400 12,35 61,76 | 2134 | 2510 KL N Franco-Arcillosa
108817 410M|| 371 T88| 3712 | 1982 | 270 KR Franco-Arcilloso
108818 ] 120 B|| 536 3,03 1980 | 1850 L 16,70 | 2| 1 Franea-Arcillosa

INTERPRETACION ABREVIATLRAS "~ METODOLOGIA USADA |
AL ALY Na CE MLy (1 CE = Condustividsd Ekeirica CE = Pusta Saturnda
B = B0 RS = MNoSaing 8 = Salino B = Baje B0, = Mnterin Orginica M.O. = Dicromatn de Poiasio
M = Medio 18 = Lig Saline M5 = My Safino M= Medio RAS = Relucin de Adsorcitn de Sodio Al = Titsacitn NaOH
T = Tioeo A = Al
TORISTA

RESPONSABLE LABORATORIO
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ESTACION EXPERIMENTAL “SANTA CATALINA®
DEPARTAMENTO DE MANEJO DE SUELOS Y AGUAS
LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS Y AGUAS

Teléforo: 3007284, Email: laboratorio.dmsa@iniap. gob.ec

Panamericana sur Km. 1. Apartado 17-01-340

Mejla -Ecuador

REPORTE DE ANALISIS DE CAPACIDAD DE INTERCAMBIO CATIONICO

DATOS DEL PROPIETARIO DATOS DE LA PROPIEDAD FARA USO DEL LABORATORIO
Nombre : Mily Emperatriz Quinteros Hidalgo Nombre No. Muestra Lab, : 108816-108818
Direccifn : Imhabure Provincia @ Imbabura Fecha de Muestreo @ 18012018
Cindad Cantén ¢ [bama Fecha de Ingreso  : 18012018
Teléfono Parroquia : Fecha de Salida  : 290172018
Fax Ubicacidn -
| me/100 g suclo % meq/100 g suelo
No. Muestra | Identifleacidn de la
Lak: muestris K Ca Mg Na Suma de hases | Saturacion de ac
To8A16 | Lote féjol 035 254 61 021 321 Saturado 8.1
108817 Late pimiento 056 29.7 6.5 0.22 30 Salurado 17.9
108813 Late virgen 0.91 242 40 .20 293 Saturado 18.5
[ [ [ - _
— Unidades — ~ Método |
‘meq/100 g suelo : miliequivalentes/100 gramos de suelo. Cloruro de bario. |
% ! porcentuje |

Eofigenc

RESFONSABLE DEL LABORATORIO
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Tabla 1.

Formato de registro de la medicion de la elongacion de la raiz y el hipocotilo.

RECOLECCION DE DATOS

BIOENSAYOS DE SEMILLAS LACTUCA SATIVA

Clase de prueba:

Fecha de siembra:

Concentracion:

Fecha de medicién:

N° de
semillas

Réplic
al
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Elaborado por: EI Autor
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Tabla 2.

Registro de semillas no germinadas.

Muestra (suelo cultivo de frejol esterilizado)

Registro de semillas no germinadas

Dilucién # de semillas no germinadas
Blanco | Réplical | Réplica 2 | Réplica 3 | Réplica 4 | Total | Promedio
1:10
1/100
1/1000
1/10000
1/100000
Total

Elaborado por: EI Autor
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Anexo 1. Toma de muestras de suelo en la Comunidad el Milagro Parroquia La
Carolina Provincia de Imbabura.

3.‘/ ..*u;: v Ny

Fofografia 1. Toma de muestras de suelo.

Fotografia 2. Muestra 1 de suelo.

Fuente: El Autor
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Fotografia 3. Muestra 2 de suelo.

Fuente: El Autor

Fotografia 4. Muestra 3 de suelo.

Fuente: El Autor
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Anexo 1. Preparacion de los tubos PVC empacados con suelo para el proceso de
biotransformacion y lixiviacion del ingrediente activo imidacloprid.

Fotografia 5. Preparacion de las columnas de suelo en tubos PVC.

Fuente: El Autor.

Fotografia 6. Esterilizacion de las muestras de suelo (autoclave y estufa).

Fuente: El Autor.
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Fotografia 7. Columnas de suelo y frascos recolectores del lixiviado.

Fuente: El Autor
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Anexo V. Elaboracion del bioensayo de toxicidad con semillas de Lactuca sativa.

Fotografia 9. Grupos para los bioensayos.

Fuente: El Autor

Fotografia 10. Adicién de 4 ml de las disoluciones y semillas en la caja Petri.

Fuente: El Autor
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Fotografia 11. Medicion de la elongacion de la raiz y el hipocatilo.

Fuente: El Autor
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Anexo V. Socializacién de resultados.
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Catolica del Ecuador

élm\. Pontificia Universidad
4

ESCUELA CIENCIAS AGRICOLAS Y AMBIENTALES
AREA DE VINCULACION CON LA COMUNIDAD

PROCESO DE SOCIALIZACION DE INVESTIGACION

El siguiente cuestionario nos permitirdimplementar mejoras constantes enlos procesos de socializacion de trabajos de investigaci¢
por favor hdganos llegar sus comentarios y sugerencias:

~—

f/)‘

Acosto - 9018
Ganecs fdalyg
| = [ FUERA PUCESI [

| EXPOSITOR
LUGAR

NOTA IMPORTANTE: Por favor conteste las preguntas segun la siguiente escala:

5. MUY ALTO / 4.ALTO / 3.MEDIO / 2.BAJO / 1.NULO

DETALLE DE VALORACION
ORGANIZACION DEL EVENTO DE SOCIALIZACION:
1. ;Considera Usted que la sala donde se desarroll6 este evento brindé las
comodidades necesarias?
2. ;Considera Usted que el material audiovisual utilizado en la presentacién fue
adecuado? ¥

EJECUCION DEL EVENTO POR PARTE DEL EXPOSITOR
3. ;Considera Usted que el expositor mostré dominio del tema? 7
4. ;Estima Usted que el manejo del auditorio por parte del expositor fue adecuado? -

| 5. ;Considera Usted que el Expositor demostré facilidad de expresién?

MEDICION DE IMPACTO DE LA INVESTIGACION:

4. ¢Considera Usted que el tema investigado posee relevancia para algin actor y/o
sector de la sociedad?

7. iConsidera Usted que esta investigaciéon posee perspectivas para estudios
complementarios posteriores?

8. ;Considera Usted que el tema investigado genera actualmente o a futuro un
beneficio concreto para alguna organizacion, empresa puiblica o privada,
comunidad o institucién?

9. ¢En funcién de los objetivos planteados expuestos en la investigacion, considera
Usted que éstos se cumplieron?

REALICE UN COMENTARIO O SUGERENCIA PARA LOS ORGANIZADORES DE ESTE EVENTO
4" (,4/ ('/7}’;7} 7Z’L’ ‘é’ /;r '/f' Lé‘ /Y /DC i Se ((‘((/ z¢ o7 ‘/S 2 /{"?J"7%
o5 /oS estulios y Sec abenside com B alors Prtecwoiel

| MENCIONE USTED OTRAS PROBLEMATICAS QUE A SU PARECER PODRIAN SER INVESTIGADAS Y QUE POSEAN
IMPORTANCIA PARA ALGUN ACTOR Y/O SECTOR DE NUESTRA COLECTIVIDAD

)
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INSTITUCION U ORGANIZACION A LA QUE PERTENECE EL ENCUESTADO

""" 7 - Zf ro
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