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RESUMEN

Los plaguicidas son considerados xenobioticos (Tecuapetla, 2014), es decir, causan alto
dafio al medio ambiente. Esta investigacion determina la mortalidad de Eisenia andrei producida
por el Carbofuran y Carbendazim mediante un ensayo eco toxicoldgico para la identificacion de
dafio en células eucariotas, para luego identificar el posible dafio genotéxico de dichos
componentes sobre la lombriz de tierra mediante la técnica de longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP) y finalmente se determina el riesgo ambiental de Carbofuran, Carbendazim y
su mezcla mediante el criterio de relacion entre la toxicidad y la exposicion (TER), para observar
si el dafio es agudo o crénico para Eisenia andrei. Para ello se realizd un bioensayo segln la norma
207 de la OECD, utilizando el software Primer 7 que utiliza las formas de la técnica RFLP. Los
resultados demostraron que los individuos expuestos al Carbofurdn en el tratamiento T2
obtuvieron un peso promedio final de 0,2285 g y en cuanto a respuestas en estimulos mecanismos,
presentaron falta de movilidad en un nivel alto que equivale al 60%, pigmentacion en el cuerpo
y quemaduras de un 60% y un 20% de cambio moderado; los individuos sujetos a Carbedazim en
el tratamiento T3 alcanzaron un peso promedio final de 0,3042 g, mientras que en cuanto a
respuesta de estimulos mecanicos el 50% de los individuos no presento cambio; es decir su nivel
de respuesta fue bajo, finalmente los sujetos expuestos a la mezcla, en el tratamiento T4 logran un
peso promedio final de 0,2261 g, y de igual manera un 60% de cambio alto en respuesta de
estimulos mecénicos para falta de movilidad, y en cuanto a la presencia de pigmentacion en el
cuerpo y quemaduras resulto un cambio moderado que equivale al 50 y 40 %. En cuanto a la
evaluacion de riesgo ambiental, los resultados arrojaron los siguientes valores: para Carbofuran
49,74 que al ser un valor mayor que 10 implica un riesgo ambiental por su alto nivel critico; para
Carbedazim 6,38 que indica bajo riego pero al ser considerado mutagénico su utilizacion de ser
controlada y en la mezcla el valor obtenido fue de 28,06 que continta siendo un valor superior a
10 por lo tanto en denominacion TER nos dice que es toxico y presentan un riesgo critico, por

ende, debe ser prohibida su aplicacion.

Palabras clave: nematicida, toxicidad, mortalidad, Carbedazim, Carbofuran.
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ABSTRACT

Pesticides are considered xenobiotics (Tecuapetla, 2014), that is, they cause high damage
to the environment. This investigation determines the mortality of Eisenia andrei produced by
Carbofuran and Carbendazim by means of an ecotoxicological test for the identification of damage
in eukaryotic cells, and then to identify the possible genotoxic damage of these components on the
earthworm by the technique of length of the restriction fragments (RFLP) and finally the
environmental risk of Carbofuran, Carbendazim and its mixture by the criterion of relationship
between toxicity and exposure (TER), to determine whether the damage is acute or chronic for
Eisenia andrei. For this, a bioassay was performed according to OECD standard 207, using the
software Primer 7 that uses the forms of the RFLP technique. The results showed that the
individuals exposed to Carbofuran in the T2 treatment obtained a final average weight of 0.2285
gr and in terms of responses in stimuli mechanisms, presented lack of mobility at a high level that
is equivalent to 60%, pigmentation in the body and burns of 60% and 20% of moderate change;
the individuals subject to Carbedazim in treatment T3 reached a final average weight of 0.3042 gr,
while in response to mechanical stimuli 50% of the individuals did not present change; that is to
say their level of response was low, finally the subjects exposed to the mixture, in the treatment
T4 they achieve a final average weight of 0.2261 gr, and in the same way a 60% of high change
in response of mechanical stimuli for lack of mobility, and in terms of the presence of pigmentation
in the body and burns resulted a moderate change that is equivalent to 50 and 40%. Regarding the
environmental risk assessment, the results showed the following values: for Carbofuran 49.74
which, being a value greater than 10, implies an environmental risk because of its high critical
level; for Carbedazim 6.38 indicating under irrigation but being considered mutagenic its use of
being controlled and in the mixture the obtained value was of 28.06 that continues being a value
superior to 10 therefore in denomination TER tells us that it is toxic and present a critical risk,

therefore, its application should be prohibited.

Key words: nematicide, toxicity, mortality, Carbedazim, Carbofuran.
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CAPITULO I
1. INTRODUCCION

Los plaguicidas son sustancias o mezcla de sustancias usadas de manera intensiva para
controlar plagas agricolas; de acuerdo con el boletin divulgativo N° 402 del Instituto Nacional
Auténomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), en el Ecuador se siembran alrededor de
2°595.075 ha, de las cuales el 50% es decir el 1°191.131 ha. son tratadas con agroquimicos
sintéticos, lo que indica que existen un alto porcentaje de productores que manipulan este tipo de
sustancias. También existen cifras de la campafia agricola realizada por el Ministerio de
Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca, donde revela que alrededor del 53% de
intoxicaciones en humanos reportadas en el pais son oacasionadas por el uso inadecuado de estos
xenobidticos. Los insecticidas, fungicidas, nematicidas, acaricidas y herbicidas representan mas
del 27% de total de plaguicidas sintéticos importados por afio y estan considerados como altamente
peligrosos debido a su toxicidad ya que generan problemas de salud para seres humanos, ademas
de ser perjudiciales para el ambiente por su alta persistencia en suelo, cuerpos de agua y trazas en

alimentos donde se han aplicado este tipo de tipo de agroquimicos (Valarezo & Mufioz, 2011).

Estudios realizados sobre el uso de algunas de estas moléculas quimicas realizados en
Colombia, han ocasionado el rechazo de productos de consumo para exportacion, debido a los
altos contenidos de trazas encontrados en estos, puesto que ciertos organismos internacionales han
replanteando el uso de moléculas como el clorotalonil, carbendazim, carbofuran y mancozeb por
los altos riesgos de carcinogeneidad, aunque en América Latina su uso todavia es elevado
(Universidad Nacional de Colombia , 2015).

Entre los plaguicidas mas comunes usados en nuestro pais a pesar de la prohibicion segun
la RESOLUCION DAJ-20133FA-0201.0136 de la Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la
Calidad del Agro; del Decreto Ejecutivo N°1449 y el Articulo 7.1, literal b, numeral 1, del Estatuto
Organico de Gestién Organizacional por procesos de AGROCALIDAD (AGROCALIDAD,
2013). En donde se encuentra el Carbofuran, que se lo puede encontrar en lugares donde se

suministra todo tipo de agroquimicos de manera ilegal, es decir contrabando. Otro de los
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plaguicidas utilizado en nuestro pais es el Carbendazim, un fungicida sistémico que actiia como
alterador de hormonas, es decir altera el crecimiento normal en la fase de gestacion en animales y
seres humanos, estudios realizados por Mantovani (1998); Garcia Gutiérrez & Rodriguez Mesa
(2012), comprobaron que varios animales expuestos a Carbendazim en el vientre materno

presentaban deformidades graves como falta de o0jos o hidrocefalia y dafios de fetotoxicidad.

El Carbofuran tambien disminuye la biomasa de poblaciones de lombrices de tierra en un
17% y el Carbendazim causa cambio en el nimero de cromosomas en células somaticas y
gérmenes de células. Completar analisis con bioensayos de toxicidad es de suma importancia con
el fin de poder determinar los efectos negativos sobre los individuos de Eisenia andrei, los
resultados pueden otorgar datos sobre cémo perturban los plaguicidas a estas poblaciones de

macroinvetebrados y los ecosistemas en general (Maiguashca, 2002).

(Salomén Campos & Sénchez Meza, 2013). Nos dice que el uso excesivo de plaguicidas
como Carbofuran y Carbendazim genera impactos a organismos vivos entre ellos el ser humano y
ecosistemas. Actualmente dichas actividades estan reguladas Unicamente con analisis fisico-
quimicos, sin embargo, estos no son capaces de medir los efectos biolégicos y el dafio que se

ocasiona en realidad.

Goméz, (2014), menciona que los ensayos de eco toxicidad o también llamados
bioensayos; sirven para reconocer, evaluar efectos de un sinnimero de contaminantes sobre los
ecosistemas, para ello se usa un tejido vivo como indicador de los efectos letales o subletales;
también sirven como metodologias bioldgicas, analiticas para prescripciones ambientales y de
riesgos producidos por sustancias toxicas. De esta manera este tipo de pruebas estandarizadas
contribuyen de forma efectiva y eficiente, en el establecimiento de efectos toxicos agudos y
cronicos en organismos vivos, dandose una correlacion del nivel de concentracion-efecto

ayudando a complementar andlisis fisicoquimicos.
Asi también, se han aplicado bioensayos a lombrices de tierra, en sus especies Eisenia

fétida e E. andrei, porque estos dos organismos vivos son mayormente adaptables a toxicidades

altas presentes en suelos altamente contaminados ya sea por metales pesados, hidrocarburos y
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plaguicidas (Romero P. R., 2008). Por otro lado estos bioensayos son aplicados con pruebas
previamente estandarizadas en laboratorio para lombriz de tierra, por la Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Economico (OECD), segun la norma 207, asi surge el primer
procedimiento de evaluacion con bioensayos utilizando Eisenia andrei que es una lombriz vermi-
compostera capaz de adaptarse facilmente y trasformar residuos orgénicos de manera natural,
ademas también tiene un grado alto de rapidez para consumir sustrato, digerirlo y asimilarlo de la
materia organica existente. En la actualidad estos tipos de bioensayos se lo realiza en los paises
desarrollados para conocer los niveles hipotéticos y reales en ambientes terrestres dado por grados

de afectacion altos de contaminacion ambiental (Gomez, 2014).

La presente investigacion se desarrollo en el Laboratorio de Biotecnologia en la Escuela
de Ciencias Agricolas y Ambientales de la PUCE Sede Ibarra, mediante una metodologia
experimentalmente estandarizada que cumple con todos los pardmetros de estas pruebas
toxicoldgicas, y cuyo primordial objetivo fue la evaluacion toxicoldgica y tasa de mortalidad de

Eisenia andrei ocasionada por diferentes concentraciones de un nematicida cuyo principio activo

fue Carbofuran y un fungicida con Carbedazim respectivamente.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo General

Evaluar la toxicidad y mortalidad ocasionada por Carbofurdan y Carbendazim sobre el

bioindicador Eisenia andrei.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Determinar la mortalidad que produce Carbofuran y Carbendazim, sobre Eisenia andrei

mediante un ensayo eco toxicologico para la identificacion de dafio en células eucariotas.
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e Identificar el posible dafio genotdxico de los componentes de Carbofuran y Carbendazim
sobre Eisenia andrei mediante la técnica de RFLP, para observar las posibles mutaciones

que causen los compuestos.
e Determinar el riesgo ambiental de Carbofurdn y Carbendazim y su mezcla mediante el
criterio de relacion entre la toxicidad y la exposicion (TER), para observar si el dafio es

agudo o cronico para Eisenia andrei.

e Socializar los resultados de la investigacion en la localidad de Chiriyacu, Canton Urcuqui,

Provincia Imbabura.

1.2 HipOtesis

e Ho: Existird riesgo ambiental del uso combinado de Carbofurdn y Carbendazim en

lombrices adultas (E. andrei).

e H1: No existe riesgo ambiental del uso combinado de Carbofuran y Carbendazim en

lombrices adultas (E. andrei).
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CAPITULO 11
2. ESTADO DEL ARTE

2.1 Suelo.

El suelo es el medio en donde se desarrolla la vegetacion y multitud de otros organismos,
sin embargo, actualmente es atacado por los seres humanos ocasionando fendmenos como la
erosion o desertificacion, es decir, no se toma en cuenta que este manto supone un sustento fisico

y bioldgico para una gran cantidad de seres vivos (Moreno, 2013).

Arrazola, (2016). Nos dice que el suelo es considerado como la unidad central de procesamiento
ya que posee multiples funciones. Otorga una fuente de materia prima como en yacimientos de
minerales o hidrocarburos econémicamente importantes; provee de alimentos y fibras al debido a
que es el lugar donde se desarrollan los cultivos y crecen especies forestales; e incluso juega un

rol importante al modificar y mitigar los efectos del cambio climatico.

2.2 Componentes del suelo.

Para su mejor compresion y estudio, el suelo puede ser analizado a partir de diferentes
puntos de vista, la manera mas 6ptima de detallar esta capa es mediante la organizacion segun los
elementos que lo integran, es decir, los componentes organicos e inorganicos (Romero S. H., 2014),

tal y como muestra la siguiente tabla:

Tabla 1 Clasificacion del suelo seglin los componentes

Componentes Organicos Componentes Inorganicos

e Vegetales. e Roca Madre.
e Hongos y microorganismos. e Minerales silicatos.

e Animales. e Minerales arcillosos

Fuente: (Romero S. H., 2014)
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2.2.1 Componentes organicos.

También Ilamados humus o mantillo, su origen proviene de los restos descompuestos de
vegetales y animales o por la putrefaccion ocasionada por microorganismos ricos en acidos
himicos que ayudan a la formacion de sales (Martinez, 2011). Dentro de los componentes

organicos del suelo se tiene:

e Vegetales: La vegetacion tras morir y oxidarse lentamente formara humus, sin embargo,
mientras las plantas aun estan con vida, actdan como sostén de los suelos y contribuyen

con la degradacion de la roca madre (Martinez, 2011).

e Hongos y microorganismos: Encargados de descomponer la materia vegetal. En climas
himedos las bacterias se desarrollan lentamente formando un cimulo de humus, mientras
que, en zonas tropicales, la accidn de las bacterias es intensa restringiendo la formacion de

humus y formando acidos orgénicos (Martinez, 2011).

e Animales: Tienen una accién mecénica y escasa considerando su numero y distribucion
por area, su labor se reduce a remover la tierra, modificar la composicion quimica del suelo,

entre otros (Martinez, 2011).

2.2.2 Componentes inorganicos.

Son los minerales que varian de acuerdo a las condiciones del medio ambiente y roca
madre, son abundantes, diferentes y provienen de la meteorizacion de rocas (Moreno, 2013). Los

mas fundamentales son:

¢ Roca madre: Roca disgregada que forma el suelo, puede derivar de la formacion in situ o

mediante la transportacion de elementos debido a factores externos (Moreno, 2013).
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e Minerales silicatos: Minerales abundantes que corresponden al 95% de la corteza
terrestre, bajo en nutrientes y formados a partir de silicio y oxigeno que se coordinan en

estructuras (Moreno, 2013).

e Minerales arcillosos: Minerales de tamafio reducido que tienen la propiedad de cargar
negativamente la superficie. Poseen una alta capacidad de absorcién de cationes generando
propiedades quimicas Y fisicas en los suelos, ademas son ricos en nutrientes, aunque mal

aireados e impermeables (Moreno, 2013).

2.3 Materia Organica en el suelo.

La materia organica presente en el suelo es de origen vegetal y animal, principalmente el
origen son los residuos vegetales ya que éstos son una fuente de aporte de energia, alimento para
los organismos vivos presentes en el mismo, aqui también la materia prima juega un papel muy
importante ya que esta da formacion a los coloides organicos es decir al humus que se aglomera

en el superficie del suelo (Jaramillo, 2013).

La velocidad de la materia organica también esta conformada por tres factores esenciales
que interaccionan en un ciclo bioldgico de forma natural entre ellas esta la composicion de todos
los organismos vivos del suelo, el medio fisico es decir el oxigeno, humedad y la temperatura,
finalmente también estd la calidad de materia orgénica, aqui es donde los individuos y la
interrelaciones entre los mismos establecen una red alimentaria beneficiosa para el suelo (Tomita,
2013).

2.3.1 Tipos de Materia Organica.

Segun Jaramillo, (2013). Los tipos de materiales organicos que se puede apreciar
en el suelo, se congregan segun el nivel de transformacion como se presenta en la siguiente
tabla:
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Tabla 2 Tipos de Materiales Organicos presentes en el suelo.

Materia organica fresca Materia organica no Materia organica humica
(MF) hdmica (MNH) (MH)
Organos Compuestos quimicos Coloides organicos
simples
Hojas Celulosa (15-60%) Acido fulvico
Tallo Hemicelulosa (10-30%) Acido himatomelanico
Raices Lignina (5-30%) Acido humico
Flores Azucares, aminoacidos y Humina

acidos alifaticos (5-30%)

Frutos Grasas, aceites, resinas, ceras -
y otros pigmentos (1-8%)
Proteinas (1-15%)

Fuente: (Jaramillo, 2013)

Entre estos compuestos los himicos, que son totalmente particulares y van de 50 y
85% del total de la materia organica presente en el suelo, pero en cuanto se les considera
para resultados practicos la materia orgéanica fresca y la materia organica no humica se

representan como un solo conjunto de materiales organicos (Jaramillo, 2013).

2.4 Microorganismo y Macroorganismos benéficos para el suelo.

Los macro organismos y microorganismos presentes en el suelo, son de vital
importancia para la salud del mismo, ademas sus interacciones crean una estructura
alimenticia; la energia que estos necesitan para todos los niveles alimenticios son generadas
por los productores primarios es decir las plantas, liquenes, musgos, bacterias fotosintéticas
y algas que utilizan la luz solar para procesos de transformacion de dioxido de carbono
(CO2) proveniente de la atmosfera en carbohidratos, en su mayoria todos los organismos
estdn de manera dependiente de todos los productores primarios para recibir energia y
nutrientes a estos los llamamos consumidores es decir que dependen de un nivel a otro
(Tomita, 2013).

27



Los microrganismos presentes en el suelo como las bacterias y los grandes
invertebrados como las lombrices de tierra ayudan al suelo a descomponer y degradar los
residuos de todos los cultivos a través de su ingestion y previamente con la composicion
de los minerales madre, en dicho proceso ademas se almacena energia y nutrientes de todas

las plantas (Campos, 2013).

Tabla 3 Clasificacién de todos los organismos presentes en el suelo.

Microorganismos Microflora <5 um Bacterias
Microfauna <100 um Hongos
Macroorganismos Mesoorganismos 100 um — Protozoarios
Macroorganismos 2mm Nematodos
2-20mm Lombrices
Milpiés
Barredor de
madera
Caracoles y
babosas
Plantas Algas 10 um
Raices >10 pm

Fuente: (Jaramillo, 2013)

Estos son todos los organismos presentes en el suelo, y cada uno de estos cumple
una funcién especifica, en todos y cada uno de los procesos de reciclaje de nutrientes en el
suelo. En el presente trabajo se enfoca y se hace énfasis a las lombrices de tierra que son
los macro organismos, que causan el inicio de la actividad de los microorganismos a través
de la fragmentacion de toda la materia organica, como los hongos y bacterias, también
incitan al crecimiento de todas la raices en la franja del subsuelo que es complementario
para la reserva de nitrégeno en las galerias que la lombrices realizan, y esto hace que este
proceso sea hasta cuatro veces superior al nitrégeno existente en la parte inferior de los

suelos. (Jaramillo, 2013).

28



2.4.1 Importancia de los Mesoorganismos y Macroorganismos en el suelo.

Son importante en el aprovechamiento de materia organica benéfica para el suelo,
aunque hay que tener ciertos cuidados puesto que estos se pueden convertir en plagas para
las diferentes plantas o cultivos. La Lombriz lleva consigo diferentes acciones a lo largo
del tiempo ya que optimizan entornos, al aumentar los nutrientes esenciales para plantas y
a su vez mejorar la biomasa ademas aumenta cuantiosamente los niveles de P**, K* y C*;
las hormigas que aportan al suelo mejorando la disponibilidad de Ca* y Mg?*; las termitas
ayudan a aumentar el Ca?*, Mg?, K*, Na*, P> y C*; otros organismos como los ciempiés,
escorpiones, arafias, colémbolos y coledpteros son en su mayoria predadores ya que
equilibran las poblaciones de muchos otros organismos, creando galerias y agujeros en el
suelo para mejorar la aireacion, permeabilidad, algunos de estos recogen materiales finos
para crearse sitios donde anidar y a su vez que van afinan la textura de los suelos (Campos,
2013).

2.5 Ventajas de la lombriz de tierra en los suelos.

De acuerdo con Rios, (2010). La lombriz de tierra posee ventajas beneficiosas en
cuanto a una buena calidad del suelo, entre ellas se mencionan:

e Ayudan al incremento de nutrientes (N*, P%, y K%), en cuanto a su
disponibilidad.

e Aumentan los niveles de degradacion de la materia organica ayudando a
agregar litter y reactivar los procesos de mineralizacion y humificacion,
ademaés también mejora la agregacion.

e Eliminan del suelo a organismos que presente un peligro o estén enfermos
y sean perjudiciales para la salud del mismo.

e Aumentan considerablemente la cantidad de microorganismos beneficios

para la calidad de los suelos.
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2.6 Degradacion de Suelo.

La degradacion del suelo altera las propiedades y disminuye la capacidad actual y
potencial del mismo para producir bienes o servicios. Es decir, el suelo es un bien que al ser
destruido puede afectar tanto social como ambientalmente a los seres vivos. El proceso de
degradacion mostrado en la Figura es el principal problema que ocasiona devastacion del suelo
(Martinez, 2011).
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ELIMINACION {__proteccién
DE LA CUBIERTA
VEGETAL NATURAL W |
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de la estructura

g { P ! &
. Mineralizacion de| M
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Menor produccion )
X de biomasa Mayor erosion

Figura 1 Proceso de degradacion del suelo.
Fuente: (Martinez, 2011)

Martinez, (2011). Indica que la destruccion de esta capa superficial causa problemas a nivel

socio-ambiental dificiles de superar como los citados a continuacion:

e Disminucidn del rendimiento de cultivos.

e Aumento de los costos de la agricultura.

e Contaminacion de embalses, rios y sistemas de drenajes naturales o artificiales.
e Pérdida de recursos naturales.

e Explotacion de aguas subterraneas.

e Deterioro de la calidad de vida.

e Desertificacion.
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2.7 Uso de agroquimicos en la Agricultura.

Jaramillo, (2013). Menciona que el uso de estos compuestos en la agricultura es de

gran variedad, en la practicas agricolas se usa un sin nimero de plaguicidas y pesticidas

entre ellos esta herbicidas, fungicidas, nematicidas y acaricidas, pero cabe recalcar que uso

de los mismos genera perturbaciones a la biota del suelo. A continuacién se puede acotar

algunas de las generalidades:

Ciertas aplicaciones de herbicidas en dosificaciones estandarizadas no
poseen efectos agresivos en la respiracion del suelo, pero por el contrario si
estas se aumentan el resultado es altamente peligroso para la vida biolégica
de los suelo.

Para los tratamientos en donde se hace uso de fungicidas se visualiza
aumento de las dosis de amonio, sin embargo si se usa insecticidas el flujo
de amonio se vuelve una causa de amonificacion para el mismo.

En cuanto a la persistencia en el suelo los fungicidas pueden durar unos
cuantos meses en el suelo, pero a su vez también son potenciales inhibidores
de nitrificacion.

Algunos de los insecticidas, nematicidas y fungicidas derivados de
carbamatos, benzemidazoles tiene incidencia sobre poblaciones de
microorganismos benéficos.

Muchos de los principios activos de fungicidas afectan a la fijacion

bioldgica de nitrogeno.

2.8 Contaminacion de Suelos por el uso de Agroquimicos.

La contaminacion de suelos viene dada principalmente por el uso excesivo de

plaguicidas tanto en su aplicacion directa en distintos cultivos agricolas, asi como también

por el mal manejo final de los residuos, es decir un lavado incorrecto de los tanques de

almacenamiento, fugas de los depdsitos contenedores y derramamientos por accidente; la

mezcla de todos estos factores conlleva a que los plaguicidas se dispersen en el ambiente

y se conviertan en contaminantes para animales, plantas, suelo, agua, aire y asi se vea
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afectado su equilibrio, convirtiéndose en un peligro para la salud de estos dos sistemas
(bidtico y abidtico). Asi mismo una vez que los plaguicidas se incrustan en las cadenas
alimenticias éstos se van agregando simultaneamente hasta llegar a una concentracion letal
a organismos que componen la cadena o a su vez a elevaciones mayores de toda la sucesion
tréfica (Del Puerto, Suérez, & Palacio, 2014).

2.9 Persistencia de los plaguicidas en los suelos.

La persistencia de estos compuestos varia dependiendo del tipo de suelo y de la
biodisponibilidad como: la naturaleza del plaguicida, el clima, es decir el tiempo de
permanencia que este tenga en la actividad bioldgica de los suelos, sin embargo, en varios
analisis se demuestra que los plaguicidas mas persistentes son los organoclorados que van
de 1 a 10 afios de persistencia en el suelo, seguidos por los carbamatos que van de 3 a 18
meses, a estos le siguen los acidos alifaticos y las triazinas ya que son de amplio espectro.
Estas sustancias quimicas se retienen dejando un residuo en la parte superior de los
terrenos, por lo tanto el efecto se refleja en las préximas siembras, por ello se recomienda
realizar un tratamiento antes del cultivo, ya que si los suelos no son tratados cada afio los
niveles de residuos van aumentando hasta resultar extremadamente tdxicos para plantas y

la biota del suelo originando que éste no tenga buena calidad (Sanchez & Sanchez, 2010).

2.10  Afectacion de los Plaguicidas a la lombrices de tierra.

Las lombrices de tierra en todas sus especies ya sea Lombricus terrestris, Eisenia
fétida 6 Eisenia andrei se ven afectadas por los altos niveles de plaguicidas presentes en
los suelos; a estas especies de macroinveterebrados les afecta la toxicidad de los quimicos
por ser altamente sensibles. Algunos de los plaguicidas mas toxicos para estos individuos
son los carbamatos, benzemidazoles y triazinas ya que son extremadamente toXicos y
presentan persistencia en suelos; por otro lado, estan los herbicidas que poseen baja
toxicidad, aunque estas sustancias acttan por los grados de dosificacion, y finalmente esta

el grupo de los organoclorados que poseen algunos efectos de toxicidad sobre lombrices
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de tierra debido a los principios activos que éstos contienen ademas de ser unos de los

plaguicidas extremadamente toxicos para la micro fauna del suelo (Rios, 2010).

2.11  Aspectos bioldgicos de Eisenia andrei.

Las especie de lombriz E. andrei en su etapa adulta llega a medir 5 a 9 cm como se
menciona por (Cerdas, 2015). Muestra a lo largo de su cuerpo un nimero de 80 a 100 segmentos
en total, que en su etapa adulta se puede mirar claramente un engrosamiento, en la zona anterior
del espécimen, llamado clitelo, que posee un nimero determinado de segmentos que van de forma
continua; ademas también presenta una parte glandular que no es notoria porque ésta se desarrolla
cuando Eisenia alcanza su etapa de madurez sexual, es decir solo en sus periodos de reproduccion.
Una de las principales funciones que esta ligada con la reproduccion para la formacion de los

cocones ya que estos contienen los huevos fecundados (Piola, 2011).

Dominguez, (2010). Menciona que E. andrei es un tipo de lombriz conocida también como
lombriz roja comun cuya forma y color son uniformes, es utilizada a nivel mundial para el reciclaje
de residuos organicos mediante vermicompostaje. El uso de la misma se debe a que es ubicua con
una distribucion cosmopolita, tiene ciclos de vida medios, rangos amplios de tolerancia a la
temperatura y humedad, y un manejo relativamente sencillo, por lo que es la especie més utilizada

en estudios de Eco toxicidad en suelos.

De acuerdo a la literatura, se estima que hay unas 8500 especies de lombrices, entre las
cuales la mas conocida es la lombriz de tierra 0 Lumbricus terrestris; sin embargo, para el manejo
de desechos organicos se usan especies con alta voracidad y resistencia tales como la Eisenia
foetida/Eisenia andrei (Cerdas, 2015). Es facil confundir estos tipos de especies ya que son muy
afines y estan estrechamente relacionadas, incluso a nivel morfoldgico y segin parametros
biologicos presentan similitudes. Para entender de mejor manera a cada una de las especies

mencionadas, se representa en la Tabla 4 datos importantes de las mismas.
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Tabla 4 Diferencias entre especies de lombriz

Caracteristicas Eisenia foetida Eisenia andrei Lombricus

terrestris

Color Rojo pardo Rojo fresa Café obscuro

Tamano (cm) 7-8 5-9 9-30

Peso (g) 0,30-0,50 0,30-0,50 0,50-1

Reproduccion Alta Alta Baja

Capsulas, capullos 1 cada 7 dias 1 cada 5 dias Hasta 12 por afio

N° de De6a8 De6all Dela?2

lombrices/capsula

Ciclo de vida De 90 a 100 dias De 80 a 90 dias 180 dias

Adaptabilidad De 0 a 3000msnm DeOa Zonas tropicales

3000msnm
Voracidad Alta Alta Baja

Fuente: (Cerdas, 2015)

2.12 Anatomia sistematica de las lombrices.

Las lombrices de tierra son organismos segmentados, cilindricos que carecen de 0jos.
Presentan filamentos semejantes a pelos de diferentes tamafios Ilamados sedas o quetas, y pese a
su aparente simplicidad, son estructuras vivas complejas que se adaptan a la vida terrestre o
acuatica. El tamafio de las lombrices es muy variable, su longitud depende de la especie al igual
que el color de su cuerpo. En resumen, se puede decir que estos animales pertenecen a los anélidos
(cuerpo anillado) y oligoquetos (anillos con pocas quetas) en los que se distingue con facilidad
una cabeza, un tronco y una regién terminal que lleva al ano (Soriano, 2015). Sistematicamente se

puede apreciar las siguientes partes en una lombriz:

2.12.1 Pared del cuerpo.

Consta de un tegumento que cubre toda la epidermis, tiene células secretoras de moco y

sedas 0 quetas, su musculatura es bien desarrollada y en general estd compuesta por una capa
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externa con fibras circulares y otra interna con fibras longitudinales. La forma del cuerpo es
circular cilindrica y permeable de secado rapido, esta habilidad juega un papel muy importante en

el intercambio gaseoso (Pineda, 2006).

Peritoneo
Vaso dorsal

Musculo longitudinal

Musculo circular
Epidermis _ Tejido cloragégeno

Cuticula

Vejiga
Axon dorsal
Axon ventral

Nefridio

Nefrostoma

Vaso neural lateral Corddn nervioso

central
Vaso subneural

Figura 2 Pared del cuerpo.
Fuente: (Arrazola, 2016)

2.12.2 Sistema digestivo.

Las lombrices se alimentan por succion ya que carecen de dientes 0 mandibula, su principal
alimento proviene de microorganismos 0 materia organica en descomposicion presente en los
suelos. El sistema digestivo de una lombriz es recto y simple, inicia con la boca que se conecta a
estructuras como la faringe, el buche, la molleja hasta llegar al intestino el cual termina en el ano.

La cantidad de desechos que excreta esta criatura es el 40% de lo que come (Soriano, 2015).

El aparato digestivo es tubular y muy completo, el trayecto del alimento inicia con la boca,
continua por la faringe la cual segrega mucus que sirven para humedecer el alimento; le sigue el
buche que tiene como funcidn el almacenamiento temporal; después, la comida es triturada al
pasar por la molleja y llevada hacia el intestino que realiza la digestion y absorcidn, finalmente los

alimentos que no pueden ser digeridos son excretados por el ano. La lombriz tiene dos estdmagos,

35



uno interior de pared delgada y uno posterior de pared gruesa que logran cumplir con las funciones

alimenticias necesarias (Diaz, 2002).

Prostomio

Cavidad bucal

Ganglio cerebroideo
Faringe

Segmento 5 Musculos faringeos

\
A Vaso sanguineo dorsal
Esofago__{

Vaso periesofagico
(corazon) -
Receptaculo seminal"

Testiculo
Embudo seminal =
Ovario "{

" Vesicula seminal

Embudo oviductal-l

Ovisaco L Conducto espermatico

Segmento 15 : Buche

- Molleja

— Intestino

Figura 3 Sistema digestivo.
Fuente: (Arrazola, 2016)

2.12.3 Sistema excretor.

La eliminacion de desechos liquidos es realizado a través de una red de estructuras llamadas
nefridios, estos se encuentran de dos en dos en casi todos los segmentos del cuerpo; son parecidos
a un cuerno de vaca, la extremidad mas abierta se encuentra sumergida en el celoma y se abre al

exterior en poros uriniferos (Pineda, 2006) . Los nefridios tienen tres funciones principales:

e Filtracion: Depende si el nefridio es abierto o cerrado, en el primer caso ésta se da en el

nefrostoma, y en el otro a traves de las paredes (Pineda, 2006).

e Reabsorcidn: Se da para las sustancias utiles como la glucosa y los aminoacidos (Pineda,
2006).

36



e Transformacion quimica: La orina estd compuesta por restos proteinicos, Urea y
amoniaco. Los niveles de Urea dependen de la dieta y condiciones del animal (Pineda,
2006).

Cuticula

Masa muscular
Cerdas

Vaso sanguineo Epidermis

dorsal
Tubo digestivo
9 Celoma
Vaso sanguineo
ventral
Sistema
nervioso

Nefridio

Figura 4 Ubicacion de los nefridios.
Fuente: (Diaz, 2002)

2.12.4 Sistema nervioso.

Es de tipo ganglionar, es decir, posee dos ganglios cerebrales dorsales unidos por la
comisura transversal. De estos parten dos tiras laterales dirigidas hacia atras y hacia abajo donde
se conecta a otros ganglios formando una especie de escalera. Este sistema es el centro de control

motor y de reflejos vitales (Diaz, 2002).
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Segmento 1 Nervic prostomia Faringe
Glangfio cersbroideo

Gangiio subfaringec

Figura 5 Sistema nervioso.
Fuente: (Arrézola, 2016)

2.12.5 Sistema neurosensorial.

La lombriz carece de 0jos, posee una piel con células fotosensibles lo que significa que es
sensitiva a la luz y no puede estar expuesta mucho tiempo a ella porque muere, esto es importante
para su comportamiento ya que en el dia las lombrices se esconden y realizan trabajo de minado,
mientras que en la noche salen a la superficie. Posee células neurosensoriales que perciben las
vibraciones y una alta reaccién a la temperatura, ademas, presentan una quimio recepcion
desarrollada que les permite detectar y capturar el alimento, proveer informacion sobre el ambiente
y facilitar el proceso de reproduccion (Pineda, 2006).

2.12.6 Sistema reproductivo.

Las lombrices son hermafroditas, es decir, estan dotadas de érganos sexuales masculinos
y femeninos, pero son incapaces de auto fecundarse y se reproducen reciprocamente por
fecundacion cruzada. El sistema reproductor masculino esta formado por dos pares de testiculos,
los espermatozoides producidos son almacenados en reservorios y luego son expulsados a los

poros masculinos; el sistema reproductivo femenino esta formado por dos pares de ovarios, su
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finalidad es la de producir 6vulos que son recogidos por los embudos ovulares y expulsados a

través de poros femeninos (Soriano, 2015).

9

\9

B

’m
| S’

N
soIP 06

Figura 6 Ciclo de vida de la lombriz.
Fuente: (Martinez, 2011)

Martinez, (2011). Menciona que debido a que las lombrices no son capaces de auto
fecundarse, se ven obligadas a intercambiar esperma para poder fecundar los 6vulos, éstas a su vez
liberan unas estructuras pequefias en forma de peras conocidas como cépsulas, capullos o cocones
con huevecillos fecundados en su interior; éstos tardan en madurar y eclosionan siempre y cuando

tengan las condiciones adecuadas.

2.13 Lombrices de Tierra utilizadas como Bioindicadores de Calidad de Suelos.

Las lombrices de tierra Eisenia foétida y Eisenia andrei son utilizadas en pruebas de
toxicidad y a su vez como bioindicadores de la calidad, vida y salud de los suelos, ya que son
altamente sensibles porque pueden ofrecer innumerables estudios de perturbaciones ambientales
producidas por agroguimicos, metales pesados, antibidticos, productos de uso veterinario (De
Andréa, 2010).
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Por otro lado también las lombrices de tierra vermicomposteras se utilizan para medir el
estado edafico del suelo a traveés de ensayos y pruebas de toxicidad letal o subletal, estos
oligogquetos son ampliamente utilizados por su singular particularidad debido a que poseen una
movilidad extremadamente moderna, sus ciclos de vida son largos, y en ambientes completamente
adecuados no mueren a menos que exista una perturbacion extrema en su entorno, los patrones
potencialmente de bioindicadores han logrado destacar su comportamiento al observar como las
lombrices seleccionan su propio habitat de acuerdo a sus composiciones fisicas, quimicas y
también bioldgicas, para asi poder darnos respuestas globales, porque muchos de los estudios
fisicos quimicos solo nos muestran una realidad instantanea de perturbaciones ambientales y no
respuestas mediante pruebas bioldgicas que indiquen como se afecta la salud de los suelos por

medio de las practicas agricolas intensivas (Momo & Falco, 2003).

2.14 Estudios eco toxicoldgicos con Lombriz roja (Eisenia andrei) como
bioindicador.

Las especies mas utilizadas en diferentes estudios ha sido Eisenia andrei y Eisenia foetida

como se detalla a continuacion:

Una investigacion realizada por Gomez, (2014), para la evaluacion de toxicidad en suelos
utilizando Eisenia foétida a través de un bioensayo, establecié una metodologia utilizando el
protocolo experimental de la OECD para evaluar tres zonas industriales en Colombia en donde se
observo la mortandad en puntos finales con el fin de realizar un anélisis sobre el potencial

bioindicador en la calidad de los suelos.

En estudios realizados por Corona y Cram, (2010), sobre el dafio genotoxico por la
acumulacioén de plaguicidas en lombriz de tierra (Eisenia andrei), como una estrategia para la
caracterizacion toxicoldgica en suelos altamente contaminados, donde de igual forma se trabajo
con un bioensayo estandarizando y utilizando de la misma manera el protocolo impartido por la

OECD para pruebas eco toxicologias con lombrices de tierra composteras y dando como resultado
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positivo en cuanto a dafios en el ADN con lombrices sometidas a diferentes concentraciones de

plaguicidas como Cartap, Carbofuran, Benomyl.

De la misma manera un estudio elaborado por Piola, (2011), en Argentina mostrd que las
lombrices de tierra son altamente evaluativas como bioindicadores de calidad en suelos en pruebas
de laboratorio y campo, en donde Eisenia andrei fue expuesta a diferentes plaguicidas como:
Cartap, Carbendazim, Glifosato y Clorpirifos en sustrato artificial y mostraron ademas ser
altamente sensibles a diferentes concentraciones y teniendo un alto valor relevante para determinar

contaminaciones a largo plazo ya que estos individuos se comportan de acuerdo al medio.

Segun las investigaciones de Tecuapetla, (2014), elaboradas en la Universidad Autdbnoma
del estado de México, en donde evaluaron el potencial biondicador de Eisenia andrei y el riesgo
eco toxicoldgico producido por la cantidad residual de varios plaguicidas, dando como resultado
un nivel de toxicidad y afectacion sobre esta especie, por ende se concluye que el abuso de estos
agroguimicos en concentraciones altas afectan de manera singular a organismos no blanco ya que
muchos de estos individuos presentaron alteraciones en su cuerpo como cambio de color,

enrollamientos y quemaduras que produjeron su mortandad.

2.15 Bioensayos eco toxicoldgicos.

Los bioensayos o ensayos bioldgicos son un conjunto de pruebas en las que se utilizan
organismos vivos para detectar la presencia o efectos de una 0 méas sustancias toxicas, asi como,
para determinar el limite de tolerancia de dichas sustancias con respecto a organismos. Los ensayos
bioldgicos son herramientas de diagnostico que permiten comprobar los efectos fisicos y quimicos

sobre organismos de prueba bajo condiciones experimentales controladas (Bravo, 2012).

Con un bioensayo se establece la magnitud de una sustancia o de un material a partir de
respuestas producidas por organismos bioldgicos, entre los elementos mas usados para este tipo
de pruebas se encuentran las drogas, hormonas, agentes cancerigenos, agentes toxicoldgicos u

otros, que segun la dosis administrada otorgan resultados diferentes (Barros, 2014).
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Gobmez, (2014), menciona a los bioensayos de eco toxicidad o ensayos toxicologicos que
poseen el objetivo de estipular las dosis que se dan para un toxico y que estos generan efectos
dafinos alarmantes en un organismo no blanco o cualquier otro que se someta a dicha evaluacion;
estos efectos a su vez incluyen varias etapas como el cambio de vida, modificacion en el control
de crecimiento y alteraciones reproductivas en todos los individuos, de acuerdo a la informacion
que estos bioensayos arrojen se puede subordinar en ensayos de toxicidad aguda, ensayos de
toxicidad cronica es decir subletales y letales. Los iniciales se dan de acuerdo a la muestra de
individuos de una especie en especifico a una sucesion de dosis crecientes de un contaminante en
particular en condiciones de laboratorio durante un periodo corto de tiempo, con la finalidad de
evaluar la mortalidad que es una consecuencia y el rango toxico que es la dosis letal media (DL50%)
mientras que los cronicos estudian el resultado en los organismos después de un tiempo
prolongado; aqui se toma en cuenta como resultado el desarrollo y la reproduccién, encontrado los

rangos éptimos mas bajos de toxicidad y por ende lo mas altos que son los mas significativos.

2.15.1 Bioensayos con lombriz de tierra (Eisenia fetida/andrei) en suelos.

Por su singularidad las lombrices de tierra vermicomposteras son eventualmente
una de las mas utilizadas como organismos no blancos para pruebas de toxicidad en

sistemas terrestres, debido a su facil manejo y adaptabilidad (Gémez, 2014).

El mismo autor indica que los bioensayos con lombriz de tierra en sus dos especies mas
utilizadas, posee un proceso experimental que puede ser efectuado con una orientacion
predictiva para anticipar impactos ambientales severos. Sin embargo, segtn el objetivo que
se quiera realizar en la implantacién de bioensayos con estas especies cambia, ya que el

método esta universalmente estandarizado por la norma 207 de la OECD.

2.15.2 Procesos experimentales para la medicion de toxicidad utilizando
lombrices de tierra.
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Gomez, (2014), menciona que para la experimentacion con Eisenia andrei/foétida sometida a
varios quimicos bien sea plaguicidas, antibidticos, hidrocarburos, metales pesados en suelos,

existen varios modelos que se detallan continuacion:

o Ensayos de Inmersion: Estos se realizan cuando se las introduce a las lombrices por un
periodo de tiempo, estableciendo previamente las soluciones que contengan las dosis

letales o subletales de los quimicos (Gémez, 2014).

o Ensayos de acuerdo a la aplicacion topica: Se emplea los quimicos solo en la capa
superficial del cuerpo de la lombriz utilizando pinceles o aplicadores y se visualizan las
tasas de mortandad de acuerdo al post tratamiento en un periodo de tiempo conforme vayan

reaccionado los organismos (Gomez, 2014).

o Ensayos de inyeccion: Se utiliza varias soluciones de quimicos de prueba que son
inyectados en la cavidad celomica de las lombrices para ser depositadas en el suelo de
prueba, una vez realizado este proceso, se analiza las controles de mortalidad de acuerdo

al post tratamiento (Gémez, 2014).

o Ensayos de alimento retenido: Se somete a la lombrices inyectando en el es6fago de cada
una de ellas los quimicos de prueba mediante la preparacion previa en agar nutritivo y
posteriormente a los individuos se les coloca en papel filtro humedecido, luego de esto se
hace la evaluacion de mortandad (Gémez, 2014).

o Ensayos de alimento facultativo: A las lombrices se les coloca alimento previamente
contaminado para proceder seguidamente a evaluar las tasas de mortalidad y observar sus

reacciones (Goémez, 2014).

o Ensayos utilizando Artisol: Se prepara grupos de lombrices en una matriz de silice
previamente humedecida, luego se emplean quimicos de prueba que son suspendidas con
esferas de vidrio durante un periodo de exposicion (14 dias) para evaluar las controles de
mortalidad (Gomez, 2014).
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o Ensayos de embudo: Se colocan embudos rellenos de suelo y se coloca a las lombrices y
después de un periodo de tiempo; cuando los organismos hayan realizado su aclimatacion
al medio se suministra dosis de quimicos al area del suelo para determinar los mecanismos

que éstas toman y la mortalidad que presentan (Gémez, 2014).

o Ensayos de contacto con papel filtro: Se someten a las lombrices a contacto con papel filtro
sometido a varias concentraciones de contaminante para después colocar en frascos de
vidrio y hallar su dosis letal o subletal, antes de estar ser sometida a muestra de suelo en
una duracién de 48 a 72 horas aproximadamente (Goémez, 2014).

o Ensayos con suelo artificial: Se dispone una férmula estandarizada de suelo artificial y
seguidamente se mezcla con la dosis de contaminante de prueba para luego proceder a
adicionar las lombrices a cada dosificacion, al cabo de esto se determina la mortalidad en
el dia 7 y el periodo final de prueba a los 14 dias, debido a que los quimicos de acuerdo a

su comportamiento en el suelo se pueden volatilizar (Gémez, 2014).

o Ensayos con suelo natural: Se introducen diferentes dosificaciones de contaminantes
guimicos de prueba en suelos que estén limpios, es decir, en estado natural al 100% debido
a que si las muestras poseen una cantidad residual de xenobidticos, estos podian influir en
su comportamiento y dafiarian la prueba, de la misma manera se realiza los analisis al dia

7y el periodo final a los 14 dias (Gomez, 2014).

Bravo, (2012), nos dice también que todo estos tipos de experimentacién en bioensayos de
toxicidad aguda o cronica con lombriz de tierra roja californiana se debe mantener en
escenarios adecuados a los medios naturales de estas especies y haber sido aclimatadas
anteriormente. Al terminar el bioensayo se debe también medir y rastrear los efectos negativos
biolégicos como la mortalidad, el comportamiento, coloracion, si hubo o no reproduccion y
pérdida o ganancia de peso por individuo que los contaminantes provocaron en las diferentes
concentraciones que estas especies fueron sometidas, para proceder finalmente a realizar un

analisis cuantitativo de todos los datos obtenidos.
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2.16  Plaguicidas a usar en la presente Investigacion.

2.16.1 Carbofuran.

Carbamato sistémico con actividad insecticida, nematicida y acaricida de uso agricola e
industrial. Actla por contacto sobre nematodos e insectos de suelo y por ingestion sobre insectos
chupadores y masticadores en los que interfiere directamente a la transmision de los impulsos

nerviosos por inhibicion de la colinesterasa. (Agromed, 2014).

2.17  Propiedades fisico-quimicas del Carbofuran.

El Carbofurén posee un amplio espectro, fue manufacturado y comercializado por la
corporacion norteamericana FMC en la década de los 60 bajo el nombre de Furadan 4F.
La formula quimica de este compuesto es C12H1sNOs, nombre quimico: 2,3-dihidro-2,2-
demetil-7-benzofuranil metil-carbamato, nombre comun: Carbofuran (ANSI, I1SO), su
peso molecular es de 221.26 g, se encuentra dentro de la clasificacion de Carbamatos y su

estructura quimica es la siguiente (Governor, 2012):

Pt

CH,

oy

Figura 7 Estructura quimica del Carbofuran.
Fuente: (Governor, 2012)

Esta sustancia es soluble en agua, acetona, acetonitrilo, benceno, dimetilformamida y

ciclohexanona, pero poco soluble en xileno y éter de petréleo. Nos es corrosivo y se descompone
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al calentarse produciendo gases tdxicos incluyendo a los 6xidos de nitrégeno (Nufarm, 2011). Las

propiedades fisico-quimicas de este compuesto estan expuesta a continuacion en la Tabla 5:

Tabla 5 Propiedades fisico-quimicas del Carbofuran.

Aspecto fisico Liquido blanco
Olor Fenol leve
pH 3,3
Densidad relativa 1,075 g/ml
Tremp. De descomposicion 130°C
Punto de fusion N.A. 153-154 °C
Punto de inflamacion 90,6°C
Flamabilidad Ligeramente combustible
Limites de inflamacion LFL Y UFL
Presion de vapor 0,031 mPas
Solubilidad en agua 351 mg/I

Fuente: (Nufarm, 2011)

2.18 Clasificacion Toxicologica.

Segiin la OMS se clasifica a esta sustancia como del tipo 1B, lo que significa “altamente
peligroso”. Si bien no aparenta ser mutagénico, estudios toxicoldgicos en ratas han revelado que,
a diferentes dosis se tiene diferente porcentaje de inhibicién de la enzima colinesterasa. La
inhibicion de la enzima es la raiz de los impactos en la salud humana y en la vida salvaje (Santucho,
2012).

2.19 Aplicaciones

Se aplica en dosis dada por el fabricante en suelo a través de riego por goteo o utilizando la técnica

drench, en los cultivares en invernadero y a campo a abierto realizando un ligero surco alrededor
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de la planta formando un circulo de 10 cm de radio aproximadamente en el caso de ser suelo

directo, semillas o en plantaciones mayores se detallan a continuacion (Nufarm, 2011).

e Para aplicacion al suelo:
o Granulado, ingrediente activo de: 30, 50 y 100 (I.A. /Kg o L).
o Solucion concentrada acuosa, ingrediente activo de: 350 (I.A. /Kg o L).
o Suspensidn acuosa, ingrediente activo de: 360, 399 y 500 (1.A. /Kgo L).

e Para tratamiento de semillas para siembra:

o Suspension acuosa, ingrediente activo de: 300 y 315 (I.A. /Kg o L).

e Para uso exclusivo en plantas formuladoras de plaguicidas agricolas:
o Polvo técnico, ingrediente activo de: 750, 850, 950, 980 (I.A. /Kg o L).
o Solido técnico, ingrediente activo de: 950, 970 y 980 (I.A. /Kg o L).

2.20 Utilizacién en cultivos.

Su eficacia se reduce en condiciones secas, puede utilizarse en todos los tipos de suelos
minerales y organicos evitando aquellos himedos o encharcados; cabe recalcar que la eficiencia
del tratamiento puede disminuir cuando la biodegradacion es rapida. No se recomienda aplicar en
un mismo lugar mas de 1 vez en 2 afios con el fin de reducir el riesgo de estimular la

biodegradacion, Carbofuran se aplica en cultivos como (Agromed, 2014):

e En zanahorias, su uso esta limitado solo se aplica a las cultivadas en suelos minerales.

e En cebollas sélo se debe usar en aquellas que se van a recolectar como bulbos maduros.

e En fresas debe ser aplicado después de la ultima cosecha del afio.

e Enarroz se debe aplicar antes de inundar o0 3 semanas después de inundar.

e En papas no se debe aplicar con suelos muy himedos.

e Cafa de azlcar, sorgo, café, cereales, tomate de mesa, pimiento debe ser aplicado al

principio de la siembra.
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2.21 Precauciones.

Si bien los fabricantes afirman que la seguridad de este producto esta dada por su uso
apropiado, estudios afirman que las mismas se basan en la suposicion de que la vida salvaje no
esta presente en las areas donde se desarrolla la agricultura (Santucho, 2012). La peligrosidad del

Cabofuran se puede expresar mejor mediante el rombo NFPA 704.

Figura 8 NFPA 704 del Carbofuran.
Fuente: (Nufarm, 2011)

e Salud (Azul) 4: Una exposicion corta puede causar la muerte o lesiones residuales

importantes, aunque se proporcione un rapido tratamiento médico.

e Inflamabilidad (Rojo) 1: Debe ser precalentada para que ocurra incendios.

e Riesgo de explosion (Amarillo) 0: Normalmente estable, incluso bajo condiciones de
incendio.

2.22 Residualidad de Carbofuran.
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Su persistencia residual es de 30 a 40 dias, su vida media en el suelo es de 30 a 117 dias,
es decir, posee alta movilidad es movil en suelo y agua, caracteristica importante ya que por su

alta toxicidad puede afectar a peces e invertebrados acuaticos (Agromed, 2014).

2.23 Efectos adverso sobre la salud y el ambiente.

El Carbofuran es un ingrediente activo inhibidor de la colinesterasa, su presencia en
hogares es peligrosa por lo que debe estar fuera del alcance de los nifios, cabe mencionar que este
compuesto puede ser fatal si es inhalado, ingerido o absorbido a través de la piel. Sus efectos
atacan directamente a la salud, es un elemento con efectos crénicos, carcinogénicos y sobre todo

efectos ambientales (Nufarm, 2011).

2.23.1 Efectos potenciales en la salud.

Tiene la capacidad de ingresar al organismo por medio de inhalacidn, ingestion y contacto
con ojos y piel. El producto puede ser altamente toxico si se absorbe a través de la membrana
mucosa de los ojos, también genera calambres, debilidad, sudor y es fatal en caso de tener contacto
con la piel. La ingestion e inhalacion producen sintomas de intoxicacion severa 0 en muchos casos
genera la muerte (Nufarm, 2011). Otros sintomas de este compuesto se aprecian en la siguiente
tabla.
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Tabla 6 Sintomas del contacto con Carbofuran.

Sintomatologia
En receptores muscarinicos En receptores En receptores del SNC
nicotinicos
* Bronco-constriccion y = debilidad muscular =  tension, insonnio,
secreciones bronguiales = ticinvoluntarios, = inestabilidad emocional
= Aumento de la salivacion y el gesticulacionesy = npeurosis y confusion,
lagrimeo, calambres = convulsiones
* Problemas gastrointestinales: ®  vaso constriccidn. = depresion de los centros
peristaltismo, nauseas, = Depresion respiratorio y
vomitos, diarreas respiratoria circulatorio, pudiendo
* Braqui-cardias que pueden llegar a coma y muerte.
progresar hasta el bloqueo
cardiaco
= Constriccién de pupilas

Fuente: (Santucho, 2012)

2.23.2 Efectos crdnicos y carcinogénicos.

Santucho, (2012), menciona que en estudios de laboratorio con animales expuestos a altas
dosis de Carbofuran mostraron disminucién de peso, sin embargo, esta sustancia posee riesgo de
cancer en humanos. La toxicidad de este elemento es muy alta tal y como se describe a

continuacion:

e Genotoxicidad: Los efectos a nivel matagénico son débiles o nulos en animales y bacterias
(Santucho, 2012).

e Toxicidad sistémica: Causa inhibicion reversible de la colinesterasa en humanos y

animales afectando la funcion del sistema nervioso (Santucho, 2012).

2.24 Efectos ambientales.

Muy tdxico y con grandes efectos en organismos acudticos, causa efectos adversos a largo
plazo en el ambiente acuéatico sobre todo en peces e invertebrados. También hay la presencia de
efectos en abejas (Nufarm, 2011).
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2.25 Carbendazim.

Bencimidazol sistémico que actia de forma rapida, posee una actividad fungicida
preventivo y curativo sobre enfermedades producidas por hongos endoparasitos y ectoparasitos.
Esta sustancia es absorbida por las raices y tejidos verdes, luego interfiere en la biosintesis de
ADN durante la mitosis y el mecanismo de transmision del mensaje genético del ADN al RNA,
es decir, permite la germinacién de las esporas, pero detiene el desarrollo del tubo germinativo
induciendo irregularidades en la division celular dando lugar a células anormales que provocan la

muerte del hongo (Nufarm, 2017).

2.25.1 Propiedades fisico-quimicas del Carbendazim.

El Carbendazim es un fungicida de accion sistémica, preventiva y curativa de uso
agricola que entra en la clasificacion de los benzimidazoles, Su férmula quimica es
CoH9aN30O con un peso molecular de 191,19(g) de nombre quimico: Metilbenzimidazol-2-
il carbamato de nombre comun: Carbendazim (EPA, ISO), Carbendazima (ES) (CASAFE,
2009). Su estructura quimica es la siguiente:

CH,

Figura 9 Estructura quimica del Carbendazim.
Fuente: (Governor, 2012)

Esta sustancia es soluble en agua, etanol, dimetilformamida, cloroformo y acetona; poco

soluble en hexano y ligeramente soluble en benceno y diclorometano. ElI Carbendazim se
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descompone lentamente al contacto con bases 0 a una temperatura de 300 °C (Machado, 2012).

Las propiedades fisico-quimicas de este compuesto estan expuesta a continuacion en la siguiente

tabla;

Tabla 7 Propiedades fisico-quimicas del Carbendazim

Aspecto fisico

Liquido viscoso

Color Gris tenue
Olor Ligero musgoso
pH 6,0-7,5
Densidad relativa 1,18 g/mi
Temperatura De descomposicion 218 °C
Punto de inflamacion No inflamable
Explosividad No explosivo

Corrosividad

No corrosivo

Solubilidad en agua

Completa a 20°C

Persistencia a la espuma

Méaximo 25 ml después de 1 minuto

Fuente: (Antalien, 2014)

2.26 Aplicaciones en cultivos.

Controla enfermedades en vifiedos, frutales, tropicales y subtropicales. También es

indicado para el control de enfermedades en tratamientos post-cosechas su aplicacion se detalla a

continuacion (Nufarm, 2017).

e Para aplicacion al follaje:

o Dispersion, ingrediente activo de: 511(1.A./Kg o L).
o Floable, ingrediente activo de: 500 (I.A. /Kg o L).
o Polvo humectable, ingrediente activo de: 500 (I.A. /Kg o L).

o Suspension acuosa, ingrediente activo de: 375 (1.A. /Kg o L).

o Microgranulado disperso, ingrediente activo de: 500 (1.A./Kg o L).

52



e Para aplicacion en drench al cuello de la planta:
o Suspensidn acuosa, ingrediente activo de: 600 (I.A. /Kg o L).

e Para uso en plantas formuladoras de plaguicidas agricolas:
o Polvo técnico, ingrediente activo de: 900, 950, 980 (I.A. /Kg o L).
o Solido técnico, ingrediente activo de: 980, 990 (1.A. /Kg o L).

2.27 Utilizacion en cultivos.

Para su correcta utilizacion se debe mezclar el Carbendazim en minimo 200 L de agua/ha.
y aplicar por medio de inmersion, pulverizacion o aspersion. No es recomendable aplicar en caso
de lluvias o heladas. Si el cultivo esta humedo, con efectos de sequia u otras circunstancias
adversas se debe evitar utilizar esta sustancia (Gutiérrez, 2015). Es necesario seguir las siguientes

recomendaciones al momento de aplicar este producto en cultivos:

e En apio iniciar los tratamientos con los primeros sintomas.

e Laaplicacion en durazneros debe ser después del fruto formado.

e En meldny pepino realizar el tratamiento cada 28 dias luego de manifestarse los primeros
sintomas de enfermedad.

e Realizar inmersion o aspersion de esta sustancia inmediatamente luego de la cosecha de
manzanas, peras Y citricos.

e Evite la dispersion del polvo.

e Si se realiza mezclas con insecticidas o acaricidas es aconsejable agregarlos al caldo de

Carbendazim inmediatamente antes de su aplicacion.

2.28 Precauciones.

Como medidas precautorias generales en caso de tener contacto directo con el

Carbendazim, es necesario evitar la inhalacion, contacto con los ojos, piel y contaminacion con
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los alimentos. Durante la preparacion de esta sustancia se debe utilizar protector facial, ropa
protectora, anteojos, botas y guantes de goma, ademas, obviar comer, beber o fumar durante la

aplicacion de tratamientos (Gutiérrez, 2015).

2.29 Residualidad de Carbendazim.

Su vida media en suelos es de 6 a 12 meses, es considerado un elemento de persistencia
media y puede ser mezclado con insecticidas, nematicidas, fungicidas para distintos cultivos a

excepcion de aquellos de fuerte reaccion alcalina (Nufarm, 2017).

2.30 Efectos adversos sobre la salud.

La sustancia puede ser absorbida dentro del cuerpo mediante inhalacion por aerosol o
contacto directo con la piel. Luego de utilizar este fungicida es primordial lavarse las manos
prolijamente con agua y jabdn conjuntamente con todas las partes del cuerpo expuestas al contacto
con el producto. También es importante lavar la ropa usada durante el tratamiento con el fin de

evitar los siguientes sintomas (Antalien, 2014):

e Irritacion de la piel.
e Irritacion de los 0jos.
e TOxico en caso ingestion, presencia de nerviosismo.

e Cefalea, cansancio, agresividad, sudoracion, taquicardia, confusion mental, temblores.

2.31 Efectos ambientales.

Sustancia toxica para organismos acuaticos por lo cual se debe aplicar a un margen seguro
de 40 metros fuera del agua ya que tiene la capacidad de producir efectos negativos a largo plazo
en el medio ambiente acuatico. Virtualmente toxico para abejas, no toxico para aves y muy tdxico

para peces (Gutiérrez, 2015).
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2.32 Teécnica de Polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion (RFLP) para la

evaluacion mutagénica de Eisenia andrei por el uso de Carbofuran y Carbendazim.

El polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion también conocido como RFLP,
es una técnica inventada en 1984 por el cientifico Alec Jeffreys mientras investigaba enfermedades
hereditarias. Se utiliza en el andlisis de modelos Unicos en el ADN para lo cual se requiere de
enzimas de restriccion y sondas, Las enzimas de restriccion son endonucleasas aisladas de
bacterias que reconocen secuencias especificas y cortan el ADN en esas secuencias concretas
(Cheriyedath, 2017).

La técnica RFLP permite detectar polimorfismo definidos como diferencias genéticas
heredadas entre individuos, los pequefios cambios en la secuencia del ADN pueden modificar los
patrones de corte de las endonucleasas de restriccidn, de la misma forma, la utilizacion de distintas
combinaciones de enzimas de restriccion o sondas, permiten explorar distintas zonas del genoma

en busca de polimorfismo (Pérez, 2015).

2.32.1 Aplicacion y etapas.

La técnica RFLP fue el primer marcador de ADN desarrollado, y se ha usado para varias
aplicaciones genéticas desde su invencién. Al aplicar este tipo de estudio se logra explotar las
diferencias entre las series de ADN y reconocer las variaciones intraspecies e interspecies (Torres,

2012). Esta técnica consta de varias etapas y aplicaciones la cuales son citadas a continuacion.

2.32.2 Etapas de la técnica RFLP.

e Extraccion de ADN

e Digestion completa de ADN con enzimas de restriccion, la digestion debe ser completa
para que los resultados sean repetibles.

e Separacion y desnaturalizacion de fragmentos de restriccion.

e Transferencia de los fragmentos de ADN a una membrana nitrocelulosa o nylon.
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e Preparacion de una sonda.
e Hibridacion de los fragmentos de restriccion con la sonda.

e Visualizacion de los fragmentos hibridados por autor radiografia.

2.32.3 Aplicaciones de la técnica RFLP.

e Para determinar el estatus de enfermedades genéticas.

e Para determinar o confirmar la fuente de una muestra de ADN.

e Para determinar los tipos de recombinaciones que muestran la distancia genética entre los
lugares geometricos.

e Para determinar un portador de mutacion o enfermedad.

2.33 Ventajas y desventajas.

Esta técnica a pesar de tener muchas ventajas como por ejemplo ser replicable, tiene varias
desventajas por el hecho de no permitir automatizacion y tener altos costos en tiempo y dinero, lo
que ha llevado en muchos casos a la sustitucion del RFLP por nuevos marcadores mas sencillos y
eficaces (Pérez, 2015).

2.33.1 Ventajas.

e Es altamente reproducible, permite repetir el experimento utilizando la misma
combinacion de enzimas y sondas.

e Al ser una técnica reproducible, se logra obtener los mismos resultados incluso en
laboratorios diferentes.

e Proporciona marcadores codominantes.
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2.33.2 Desventajas.

e Para detectar diferencias entre cultivares o poblaciones, es necesario disponer de
numerosas sondas.

e Su proceso es largo y laborioso.

e Se necesita de grandes cantidades de ADN.

e A gran escala, el coste es elevado.
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CAPITULO 11
3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Generalidades.

La presente investigacion se realizd con el objetivo de poder demostrar la toxicidad de
Carbofuran y Carbedazim en la lombriz de tierra o lombriz roja comun (Eisenia andrei), en el
laboratorio de Biotecnologia de la Escuela de Ciencias Agricolas y Ambientales de la PUCE Sede
Ibarra. Los resultados obtenidos de la siguiente investigacion seran discutidos y las bases de los

experimentos serviran para futuras investigaciones.

3.2 Métodos.

Al realizar el proyecto se da importancia a la informacion de libros, articulos cientificos,
revistas y linkografia de fuentes verificadas, las mismas que permiten direccionar correctamente
el tema, los objetivos y el marco tedrico que funcionan como predmbulo de la investigacion

experimental (Maya, 2014).

Los métodos utilizados ayudan con la correcta organizacion del trabajo de grado, por lo
tanto, para el éxito de la experimentacion realizada en el siguiente informe se cuenta con el método
inductivo, deductivo, analitico, estadistico y experimental. Con la ayuda de todos estos se garantiza
una recopilacion de informacién adecuada y necesaria para comprender de mejor manera el

proyecto elaborado (Maya, 2014).

3.2.1 Método inductivo.

Este método fue utilizado para la recopilacion acerca de datos sobre suelos, bioensayos,
informacidn interna sobre la especie de lombriz E. andrei, toxicidad de plaguicidas y fungicidas
como el Cabofuran o Carbedazim y sobre todo para fundamentos relevante de la técnica RFLP.
Las investigaciones realizadas sobre estos temas sirven para direccionar correctamente la

experimentacion.
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3.2.2 Método deductivo.

El método deductivo se utilizado en la observacion de los fendbmenos ocasionados por el
Carbofurén y Carbedazim sobre la E. andrei, también sirvié como medio generador de hipétesis y

para verificar y comprobar los resultados obtenidos al final de la experimentacion.

3.2.3 Método experimental.

El tipo de experimento utilizado es un bioensayo de laboratorio con una duracion
intermedia de entre 14 a 90 dias, las aplicaciones de las sustancias son de caracter estatico ya que
el Carbofuran y Carbedazim solo fueron aplicados una vez en todo el bioensayo, ademas, los
efectos del experimento son agudos porgue las concentraciones de la sustancia fueron letales para
la especie en particular. Cabe recalcar, que al final del ensayo se obtuvieron resultados

cuantitativos y porcentuales Utiles en la elaboracion de los resultados y conclusiones.

3.2.4 Método estadistico.

Se usé un disefio completamente al azar (DCA) que constd de cuatro tratamientos y tres
repeticiones con un total de doce unidades experimentales, en donde el testigo (T1), fue con suelo
totalmente estéril sin contaminantes, el segundo tratamiento (T2), que contenia el ingrediente
activo de Carbofuran, un tercer tratamiento (T3) que posee le segundo ingrediente activo
Carbendazim y finalmente un cuarto tratamiento (T4), en donde contenia la mezcla de los dos
ingredientes activos mencionados anteriormente. Para el andlisis de resultados finales se uso el

programa SYSTAT 7.0 y prueba de significancia Tukey al 5%.

e Tratamientos: 4
e Repeticiones: 3
e Total de unidades experimentales: 12

59



3.3 Manejo y andlisis de datos.

331

w m = [=] (] - - m o m =

Figura 10 Disefio completamente al azar (DCA).

Variable independiente.

Testigo (T1).

TRATAMIENTOS

I

T1 T2 T3 T4
T1RI | T2RI | T3RI | T4RI
TARIN| T2RII' | T3RII'| T4RII
TIRI| T2RIN| T3RI | TARII

Fuente:(Autor)

Concentracion de Carbofuran (T2).

Concentracion de Carbendazim (T3).

Concentracion de la mezcla (T4).

Variable dependiente.

Porcentaje de mortalidad de Eisenia andrei.

Sensibilidad

Variables de control.

pH

Temperatura
Humedad

Conductividad eléctrica
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3.4 Metodologia
3.4.1 Ubicacion del area de estudio.
El area de investigacion fue el laboratorio de Biotecnologia de la Escuela de Ciencias
Agricolas y Ambientales de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador Sede Ibarra, ubicada a

2,7 Km del centro de la Ciudad de Ibarra.
Tabla 8 Ubicacién del Laboratorio de la PUCESI.

Provincia Imbabura Longitud 0°21°01°N
Cantoén Ibarra Latitud 78°06°24"W
Parroquia El Sagrario Altitud 2221 msnm
Ciudadela La Victoria Temperatura 20 °C

Fuente: (Ponce, 2016)

3.4.2 Experimentacion en Laboratorio.

Para el proceso de experimentacion se obtuvo los Plaguicidas.

3.4.3 Carbofuran y Carbendazim.

Para la obtencién del Carbofuran y Carbendazim se compré los dos ingredientes activos en

concentrado emulsionante.

Figura 11 Carbofuran y Carbendazim
Fuente: (Autor)
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3.4.4 Organismos de prueba.

Se realizaron salidas de campo a la localidad de la Esperanza ubicada en el cantdn Ibarra,
Provincia de Imbabura en donde se obtuvieron los individuos de Eisenia andrei, previamente se
identificd todos a los sujetos que tenian clitelo, es decir, en etapa adulta. Se logro recolectar
alrededor de 150 individuos que se mantendran en un recipiente con alimento, posterior a la prueba

del bioensayo en el laboratorio.

Figura 12 Recoleccion de organismos de prueba.
Fuente: (Autor)

En la Figura 12, se puede apreciar la manera en la que se obtuvieron los individuos de
prueba, estos son extraidos de su habitad natural con mucho cuidado con el fin de que la

experimentacion no se vea afectada.

Figura 13 Identificacion del clitelo.
Fuente: (Autor)
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3.45 Condiciones del Suelo artificial.

El suelo totalmente estéril utilizado fue Turba de Sphagnum, este es un sustrato de base
turba para la germinacion y el crecimiento de plantulas en bandejas, sin embargo, en dicho ensayo

este suelo fue utilizado para albergar a los sujetos de prueba.

Figura 14 Suelo artificial.
Fuente: (Autor)

El sustrato artificial contiene materiales tales como tierra fina sin restos de plantas, turba
de musgo, Carbonato de Calcio (CaCOs) pulverizado los cuales estaban previamente
homogenizados, entre otros. EI pH del sustrato es de 6,5 con una conductividad eléctrica de 11
mmbhos. cm~tademas, posee una humedad aproximada del 80 %. Se obtuvo 2400 gr de suelo

totalmente estéril con las siguientes caracteristicas:
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Tabla 9 Propiedades quimicas del suelo artificial

(mg/l)
N-NO; Nitrogeno 40-100
P-PO,4 Fosforo 5-15
K* Potasio 35-75
Ca* Calcio 25-75
Mg? Magnesio 20-40
Fe? Hierro 0.7-2
Zn* Zinc <0.2
Cu®* Cabre <0.3
Mn?* Manganeso <0.6
B3 Boro <0.6

Fuente: (EDIFARM, 2016)

3.4.6 Técnicas de medicion.

Las siguientes técnicas fueron aplicadas en el control de toda la fase de experimentacion del

bioensayo.

3.4.7 Medicién de pH

Parametro evaluado todos los dias durante el bioensayo, con el fin de que tengan las
condiciones Optimas para que puedan vivir los sujetos de prueba, las caracteristicas de este
dispositivo son: Horiba Scientific, F-71G de rango 0 a 14 pH. El procedimiento es analogo a
APHA, 4500 - H + B.
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Figura 15 Potenciémetro.
Fuente: (Autor)

Para la determinacion de pH se utiliz6 el método del Potenciometro en donde, se peso 1g
de muestra de suelo y se coloc6 en un vaso de precipitacion de 25 ml seguidamente se agreg6 10
ml de agua destilada previamente agitado para dejar reposar durante 10 minutos ajustando el

potenciémetro con las soluciones amortiguadoras.

3.4.8 Medicion de la Conductividad Electrica (us.cm™)

Parametro evaluado todos los dias en el bioensayo. Equipo utilizado Conductimetro cuyas
caracteristias son: Sper Scientific, TDS — Salinity Meter 850038 de rango 0 a 199,9 pus.cm™?. El
procedimiento es analogo a APHA, 2510.
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Figura 16 Conductimetro.
Fuente: (Autor)

Para la determinacion de la conductividad eléctrica, se utilizo el método del conductimetro
en donde para las muestras de suelo fue necesario realizar una preparacion de la pasta de saturacion
y se procedié a pesar 40g de suelo seco para colocarlos en un recipiente de plastico y rapidamente
se debe agregar agua destilada con una bureta, luego se mezcla con la espatula hasta su saturacion
y seguidamente se deja reposar la pasta durante 1 hora, se coloca papel filtro sobre el embudo
previamente humedecido con agua destilada para dejar drenar el exceso y poder medir el resultado

final de conductividad eléctrica.

3.4.9 Determinacién de Humedad.

Para la determinacion de humedad de las muestras fue necesario realizar el célculo inicial
con el fin de poder adicionar el agua de hidratacion necesaria. Se tomé una muestra de 25 gr. de
suelo, seguidamente se coloco en una capsula de porcelana previamente preparada a un peso
constante, luego se procede a secar a 103-105°C en la mufla durante 24 horas, después se coloca
en un desecador para enfriar y una vez enfriado se procede a pesar. La diferencia en pesos nos da
el peso seco final de la muestra de suelo. La determinacion de la humedad del suelo se utilizé la

siguiente ecuacion (Romero P. R., 2008):

(A-B)
HS = [m] * 100
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En donde:

HS: humedad de la muestra en %.

A: peso inicial de la muestra + capsula de porcelana (gr.)

B: peso seco final de la muestra + capsula de porcelana (gr.)
C: peso de la muestra tomada inicial (gr.)

En el proyecto se obtuvo los siguientes datos:

A=80,452 gr. B=78,192 gr. C=25, 0880 gr.

(80,452—78,192)
25,0880—(80,452—78,192)

Hs:[ ]*100

HS =9,90%

Para que las muestras se puedan hidratar en un 35 al 45 % se tom6 como referencia la
ecuacion expresada a continuacion, correspondiente al peso y el volumen que usamos en el disefio

en cada una de las muestras que se utiliz6 en la prueba del bioensayo (Romero P. R., 2008).

HS =T —-HS
De donde:
HA: hidratacion necesaria (%)
T: humedad que se requiere obtener (%)
HS: humedad del suelo (%)
T =60%
HS =9,90%

HA = 60% - 9,90%
HA = 50,1% que fue la hidratacion necesaria en porcentaje para cada una de las muestras de

suelo.
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Para adicionar la cantidad de agua en cada una de las muestras en ml se tomo de igual

manera la siguiente ecuacion (Romero P. R., 2008):

_[Mf*HA

~ 17100 ]*100

De donde:

V: cantidad de agua a adicionar (ml)
W: peso de la muestra (gr)

HA: hidratacion necesaria (%)

F: factor de conversion (ml.cm™1)

Remplazando en la ecuacion con los datos obtenidos:

HA=35,1%

W= 200 gr
- [ZOOgr * 50,1%] . 1ml
100 1gr

V=100,2ml de agua fue necesario para hidratar cada una de las muestras de suelo que se tenia en

el proyecto.
3.5 Indices Eco toxicoldgicos

3.5.1 Determinacion de la Dosis letal (DL50%).

Para las sustancias estudiadas se tomo en cuenta las diferentes concentraciones, estas son
alta, media y baja, se analiz6 la cantidad rotulada de principio activo en la etiqueta de cada uno de
los plaguicidas dadas por el fabricante, esto se realiz6 con el fin de evaluar la actividad biologica

de las lombrices para cada una de las concentraciones.

En la aplicacion se realizé una solucién madre de Carbofuran que contenia 5,06 ml de
soluto y a un aforo de 150 ml que se realiz6 con agua destilada, (Arrazola, 2016), nos dice que
para este tipo de plaguicidas se debe establecer tres concentraciones (C1:2.025, C2:1.012,
C3:0.506 ppm) obteniendo una concentracion alta, seguido de una media y una baja para su

aplicacion. De la misma manera, se realizd la siguiente solucién madre para el Carbendazim en
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donde se colocardn 10, 05 ml de soluto y a un aforo de 150 ml que se realiz6 con agua destilada y
se procedio a establecer tres concentraciones (C1:2.890, C2:1.4045, C3:0,7022 ppm).

En la aplicacion de la mezcla de los plaguicidas (Arrazola, 2016), menciona que para
formulaciones en mezclas se debe realizar una solucion madre de los dos ingredientes activos de
Carbofuran y Carbendazim que contenga 15,11 ml de soluto de las dos formulaciones, donde la
concentracion maxima es dos veces mayor que la concentracion individual de cada una de las
concentraciones anteriores y las concentraciones menores son la mitad de la anterior, para ello se
uso el método Probit, alli se establecieron tres concentraciones (C1:4.915, C2:2.4575, C3:1.2287

ppm).

3.6 Implementacion del bioensayo.

Se implementd un total de 12 frascos con sustrato estéril a una temperatura ambiente de 23°
C aproximadamente. El disefio del contenedor utilizado es rectangular cuyas dimensiones son: 20
cm de largo, 10 cm de ancho y 3,5 cm en la altura con un volumen de 700 cm®equivalente a 200g
de sustrato por frasco. Posteriormente se aplico la concentracion establecida a cada uno de los
recipientes previamente rotulados se realiz6 la mezcla del sustrato artificial, dependiendo de la
presentacion de los dos plaguicidas para dicho proyecto, se utilizé el método para concentrados
emulsificantes (CE) solubles en agua. Seguidamente se colocarén 10 lombrices por cada
recipiente, previamente protegidas de la luz. Estas concentraciones solo fueron necesarias aplicar
al principio de prueba del bioensayo debido a su alto contenido de principio activo contenido en
cada uno de los compuestos.

3.7 Condiciones de control del bioensayo.

El control se lo realiz6 diariamente en cuanto a condiciones de humedad y pH, en donde la
humedad se mantenia por dia al 70% y el pH oscilaba entre 6 y 6.5 significativamente, en caso de
que cada uno de los tratamientos necesite humedad para asegurar la supervivencia de los

individuos, se adicionaba cierta cantidad de agua destilada a cada uno de los tratamientos.

69



Para la validacion del bioensayo se realiz6 un control al dia séptimo de mortalidad en cada
uno de los tratamientos en donde se evalud las condiciones de los individuos, es decir, los
estimulos mecanicos a los que respondian cada uno de los individuos de E. andrei, posteriormente
se volvieron a depositar los sujetos de prueba hasta el dia 14 para la evaluacion final. El dia 14 se
procedio a medir el pH, temperatura, humedad, y la conductividad eléctrica de cada uno de los
frascos y realizar su evaluacion final en donde se conté a los individuos que lograron sobrevivir
de los 10 sujetos de prueba que contenian los frascos, para proceder a realizar la extraccion de

ADN y poder observar la mutagénesis.

3.8 Técnica RFLP usada para observar dafios mutagénicos en Eisenia andrei.

Se realizd la extraccion de ADN de los individuos que sobrevivieron a cada tratamiento y
en las diferentes concentraciones a las que fueron sometidos, mediante la técnica RFLP se observd
los polimorfismos es decir los posibles dafios genéticos que sufrieron las lombrices de tierra
(Eisenia andrei) que sobrevivieron durante esta prueba con los dos tipos de plaguicidas y su
mezcla. Para ello se utilizo el protocolo para preparar el lisado de tejidos, la cual consta de una

serie de pasos hasta obtener la extraccion total del ADN.

Se lavo cada individuo con agua destilada luego se coloc6 la cantidad de lisado en un tubo
esteril de micro centrifuga, después se afiadio 180 pL PureLink® Genomic tampon de digestion y
20uL de proteinasa K (Vortear durante un minuto), y luego se procedio a incubar a 55°C con
agitacion en vortex durante 30 min. Después se eliminoé cualquier material en forma de particulas
y se centrifugo el lisado a la maxima velocidad durante 3 min a temperatura ambiente para luego
transferir el sobrenadante a un nuevo estéril de micro centrifuga, aqui se afiadierdn 20 uL de RNasa
A al lisado, se mezcl6 bien por breve agitacion en vartex y se incubd a temperara ambiente durante
2 min. Seguidamente se afiadieron 200 uL PureLink® Genomic de lisis/ tampon de unién y se
mezcld bien por vortex luego de esto se afiadio 200uL 96-100% de etanol al lisado. Se mezclo
bien por agitacion en Vartex durante 5min hasta obtener una mezcla homogénea en donde se
procedio a la union del ADN y se agregaron 640 uL del lisado previamente preparado para después
proceder a centrifugar a 10.000 revoluciones por 1 min luego se quité el tubo de recoleccion y se

colocd en un tubo nuevo con filtro. Una vez obtenido dicho tubo se realiz6 el lavado del ADN en
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donde se afiadieron 500 uL del tampdn de lavado a la columna con filtro y se procedio a centrifugar
a10.000 rpm (1minuto) después de esto se desechd el tubo de recoleccion y se colocé la columna
en un nuevo tubo y se agreg6 500uL del tampon de lavado 2 a la columna en un tubo con filtro
inmediatamente se centrifuga a la velocidad maxima durante 3 minutos y se desechd el tubo de

recoleccion.

Por ultimo, se efectud la elucion y almacenamiento del ADN. Aqui se coloco la columna
con filtro en un tubo de micro centrifuga estéril de 1.5 ml y se afiadierén 100uL de Elution buffer
en donde se incubd a temperatura ambiente entre 1 minuto en la micro centrifuga la columna a
maxima velocidad rapidamente de esto se paso la solucién inmediatamente al filtro en donde se
centrifugo a velocidad maxima durante 1,5 minutos y a continuacion se retir6 la columna de filtro,
se tapd el tubo de la micro centrifuga el cual contenia el ADN purificado y para finalizar se

refrigero en la nevera a -35 °C.

Al dia siguiente, se procedio a cortar los fragmentos de ADN de cada una de las muestras
con la enzima de restriccion EcoRl, con el kit Anza w EcoRI seguido del protocolo
correspondiente para realizar el debido proceso aqui se prepar6é una mezcla de reaccion mediante

la adicidon de reactivos en el orden que indica la Tabla 10 del protocolo.

Tabla 10 Protocolo para usar enzimas de restriccion — EcoRl

Reactivos Reaccidon enzimética

Agua libre de nucleasa Se requiere para completar el volumen dela

reaccion final.

Anzamw 10X Red Buffer 2uL
DNA 0,2-1png
Anzaw Enzima de restriccion 1 lul

Anzam Enzima de restriccion 2 -

Anzam Enzima de restriccion 3 -

VVolumen final de la reaccion 20pL

Fuente: (Fisher, 2016)
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Se incubardn todas las muestras en el bloque de calor seco a 37 °C por 15 minutos y después
de haber realizado todo el proceso antes mencionado se realizé el gel de agarosa compuesto por
2,5 gr. de agarosa en 100 ml de TAE 1X, se agito bien la muestra para luego colocar 5 uL de

Diamond nucleotic DYE caliente, se agito y se introdujo al microondas por 15 segundos.

Seguidamente se procedio a colocar en la bandeja el gel con la peinilla correspondiente, en
30 a 40 min aproximadamente el gel logro solidificarse a temperatura ambiente y en cada uno de
los pocillos se colocaron 5ul. por muestra, se colocé en la camara de electroforesis durante 4-5
horas a 90V calibrados simultaneamente en el voltimetro que esta conectado a un &nodo rojo y un
catodo negro hasta que los marcadores de colorante hayan migrado a una distancia propia donde
se pudieron visualizar las bandas. Para la visualizacion de las bandas de ADN se procedi6 a colocar

en un transiluminador UV.

3.9 Materiales y Equipos.

3.9.1 Materiales.
En la Tabla 11, se detallan los materiales y reactivos utilizados en la investigacion.

Tabla 11 Materiales y reactivos utilizados en el laboratorio

Materiales Reactivos
Botellas &mbar Agarosa 2,5%
Pipetas, Bureta TAE 10X

Probeta 10X buffer
Vaso de precipitacion Enzima Eco R1
Balon de aforo 10X red buffer
Mortero Genomic digestion buffer
Micro pipetas Proteinasa K
Papel aluminio Rnase A
Papel filtro Genomic lysis
Frascos de plastico Genomic Wash buffer

Fuente: (Autor)
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3.9.2 Equipos.
3.9.3 Balanza analitica.
Para la experimentacion fue necesaria una balanza de gran precision para lo cual se utilizo

la balanza de marca ADAM® Nimbus NBL Series, la misma que puede medir desde 0.001 hasta
200 g.

Figura 17 Balanza analitica.
Fuente: (Autor)

3.9.4 PureLink® Genomic DNA Mini Kit.

PureLink® Genomic DNA Kit se utiliz6 para la extraccién de ADN, los cédigos de
presentacion en la que viene este kit son los siguientes: K1820-01, K1820-02, K1821-04. Con los

elementos que contiene esta caja se logro facilitar la experimentacion de dicho ensayo.
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Figura 18 PureLink® Genomic DNA Mini Kit.
Fuente: (Autor)

3.95 Vortex.

El vortex es fundamental para la extraccion de ADN, dependiendo del compuesto los
segundos del mismo difieren, la maquina utilizada para la experimentacion es el VORTEX

MIXER, Labnet International, Inc. Cuyas especificaciones estan detalladas a continuacion:

e Rango de velocidad: 3400rpm (60Hz), 2800rpm (50Hz).
e Modo de funcionamiento: toque o continuo

e Rango de funcionamiento ambiental: +4°C a 65 °C.

e Peso: 2.2kg

e Eléctrico: 120V

Figura 19 Vortex.
Fuente: (Autor)
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3.9.6 Microcentrifuga

Permite dejar el compuesto Util en la base mientras que el sobrenadante puede ser
desechado, la marca usada es la Prism-Micricentrifuge, Labnet International, Inc. Que tiene las

siguientes especificaciones:

e Motor: Sin escobillas

e Mantenimiento: No es necesario

e Rotor: 24x 1,5/2,0 ml para micromuestras
e Velocidad: 15000 rpm/ 21200 xg.

Figura 20 Microcentrifuga.
Fuente: (Autor)

3.9.7 Enzima de restriccion EcoR1.

Las enzimas de restriccion sirven para cortar los fragmentos de ADN de los sujetos de

prueba, y permite visualizar las mutaciones y dafios genotdxicos. Las marcas utilizadas son:

e Invitrogen by Fisher Scientific
e Anzaw EcoR1 (20U/uL).
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Figura 21 Anza™EcoR1.
Fuente: (Autor)

3.9.8 Bloque de calentador seco

Permite calibrar temperaturas variadas dependiendo de la utilizacion que se necesite, la
marca utilizada es ACCUBLOCKTwm Digital Dry Bath Labnet Internatinal, Inc. que contiene las

siguientes caracteristicas:

e Rango de temperatura ambiente: +5° a 150°C.
e Temperatura resolucion: 0,1°C

e Uniformidad de temperatura £0,3°C

e Temporizador: 1-999 mino continuo

e Céamara de bloque: aluminio moldeado

e Capacidad de bloqueo: Un bloque estandar

e Eléctrico: 120V
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Figura 22 Bloque de calor seco.
Fuente: (Autor)

3.9.9 Camara de electroforesis

La funcién de este dispositivo es de separar las biomoléculas segun su tamafio y carga

eléctrica a través de geles de agarosa, las caracteristicas principales de este elemento son:

e C.B.S. Scientific WMGE-600

e Voltios: 250 VDC

e Limites méaximos de operacion: 250 VDC/15W/60mA/55°C.
e Numero de serie: 011501

Figura 23 Camara de electroforesis.
Fuente: (Autor)
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis eco toxicoldgico en funcion de la mortalidad de Eisenia andrei.

El bioensayo de eco toxicidad se realizé en dos fases: la primera, para determinar el limite
maximo de tolerancia a las 72 horas de exposicion tomando como referencia la concentracion
patrén de Carbofuran, Carbedazim y su mezcla; en la segunda fase, tomando como referencia la
concentracion patron, se evaluo la mortalidad de los individuos a los 14 dias de exposicion como
se muestra las dosis en la Figura 24, para cada uno de los tratamientos en donde las dosis alta,
media y baja se determinaron a partir de las soluciones madre siguiendo el protocolo (Arrazola,

2016).

T1 (TESTIGO) T2 (CARBOFURAN) T3 T4(MEZCLA)
(CARBENDAZIM)

m Dosis Alta ® Dosis Media Dosis Baja

2,025
2,89
1,404

0,506
0,7022

(e} (e} (=)

I /575
1,2287

N 012

Figura 24 Dosis subletales por tratamiento.
Fuente: (Autor)

411 PRIMERA FASE.

Los resultados obtenidos indican que la exposicion a las dosis subletales de Carbofuran y
Carbendazim y su mezcla, presentan una marcada diferencia a su respuesta, es decir que una dosis

de Carbofuran y Carbendazim produce efectos subletales tempranos que es debido a una
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aclimatacion fisiologica o una resistencia genética que presenta Eisenia andrei, debido al estrés

oxidativo, la absorcién y el metabolismos frente a estos toxicos (Alonzo & Chicas, 2013).

Corona y Cram, (2010), mencionan que si los organismos de Eisenia andrei/fetida o
Lombricus terrestris, son adaptados a suelos altamente contaminados por plaguicidas pueden tener
consecuencias, ya que una poblacion adaptada puede permanecer en areas contaminadas a pesar
de la contaminacion que exista estas pueden desencadenar alteraciones en su comportamiento
genético en los individuos mas resistentes y la muerte en aquellos mas débiles a pesar de poseer

las mismas condiciones de vida.

4.1.1.1 Dosis letal media (DLso%) para Carbofuran a las 72 horas de exposicion.

En la Tabla 12, se muestra las dosis suministradas cada 24 horas hasta alcanzar la dosis
letal media para los individuos, este ensayo control tuvo una duracion de 72 horas. El proceso
antes descrito se repitié con los demas tratamientos, aunque los resultados obtenidos fueron

diferentes y estan expresados a continuacion:

Tabla 12. Dosis Letal Media (DLso%) para Carbofuran.

CARBOFURAN
CONCENTRACIONES (ppm)
DIAS FECHA D M D M
Primer dia(24h) 12 de Julio Testigo 0 0,5 2
Segundo dia(42h) 13 de Julio Testigo 0 1,004 3
Tercer dia(72h) 14 de Julio Testigo 0 2,0258 5

Fuente: (Autor)
D: Dosis
M: Mortalidad
DL50% [J

Al tercer dia (72 horas) de exposicién a los individuos se llegé a la Dosis letal (DLso%) en
la concentracién 2,0258 (ppm) teniendo una mortalidad de 5 individuos, en donde nos dio el patrén
al cual murieron la mitad de los individuos en la prueba de 14 dias, Cabe mencionar que segun el

convenio de Rotterdam llevado a cabo en la Union Europea, para lombrices de tierra con el
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plaguicida Carbofuran la dosis letal media DLso% es de 2,987 ppm de ingrediente activo, mientras
que en Canada, para la lombriz de tierra Eisenia andrei ensayada con Carbofuran su dosis letal es
de 2,983 ppm de ingrediente activo en suelo (ONU, 2017).

4.1.1.2 Dosis letal media (DLso%) para Carbendazim a las 72 horas de exposicion.

En la Tabla 13 se observan las dosis suministradas cada 24 horas hasta poder llegar a la
dosis letal del 50% de los individuos. Al tercer dia (72horas) de exposicion a los individuos se
llegd a la Dosis letal (DLso%) en la concentracion 2,8901 ppm teniendo una mortalidad de 5

individuos, en donde nos dio el patron al cual murieron la mitad de los individuos.

Tabla 13. Dosis Letal Media (DLso%) para Carbendazim.

CARBENDAZIM

CONCENTRACIONES (ppm)

DIAS FECHA D M D M
Primer dia(24h) 12 de Julio Testigo 0 0,7504 1
Segundo dia(42h) 13 de Julio Testigo 0 1,5008 3
Tercer dia(72h) 14 de Julio Testigo 0 2,8901 5

Fuente: (Autor)

D: Dosis
M: Mortalidad
DL50% [J

4.1.1.3 Dosis letal media (DLso%) para la mezcla (Carbofuran méas Carbendazim) a las 72

horas de exposicion.

En la Tabla 14 se analizan las dosis suministradas a la mezcla entre estos dos compuestos
antes mencionados cada 24 horas hasta poder llegar a la dosis letal del 50% de los individuos, este
ensayo control tuvo una duracion de 72 horas cabe mencionar que a esta dosis se le administro el
doble de las dosis anteriores debido a que esta fue una mezcla de los principios activos que

contenian cada uno de los agroquimicos.
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Tabla 14. Dosis Letal (DLso%) para la mezcla de Carbofuran mas Carbendazim.

MEZCLA (CF + CB)
CONCENTRACIONES (ppm)
DIAS FECHA D M D M
Primer dia(24h) 12 de Julio Testigo 0 0,8065 2
Segundo dia(42h) 13 de Julio Testigo 0 2,5672 3
Tercer dia(72h) 14 de Julio Testigo 0 4,9150 6

Fuente: (Autor)

D: Dosis
M: Mortalidad
DL50% []

Al tercer dia (72 horas) de exposicién a esta mezcla de estos dos agroquimicos a los
individuos se llegé a la Dosis letal media (DLso%) en la concentracion 4,9150 ppm teniendo una

mortalidad de 6 individuos, en donde nos dio el patron al cual murieron la mitad de los individuos.

4.1.2 SEGUNDA FASE.

Una vez finalizada la primera fase en donde se determind las dosis subletales para
Carbofuran, Carbendazim y la mezcla a los 14 dias se procedi6 a la evaluacion final de los
individuos en cada uno de los tratamientos. De los 150 individuos de Eisenia andrei, previamente
clitelados y distribuidos 10 individuos en cada uno de los recipientes utilizados en el bioensayo,
se realizd la evaluacion de los cuatros tratamientos, es decir, T1 representa el testigo, T2 es el
primer plaguicida (Carbofuran), T3 es el segundo plaguicida (Carbedazim), y finalmente T4 es la

mezcla de los dos plaguicidas, como se muestra en la Figura 25.
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Figura 25 Bioensayo en experimentacion a los 14 dias.
Fuente: (Autor)

4.1.3 Evaluacién de los tratamientos en los individuos de Eisenia andrei expuestos a
Carbofuran, Carbendazim y su mezcla.

4.1.3.1 Anélisis estadistico no paramétrico de Kruskal-Wallis.

En el T1 los datos obtenidos de peso final e inicial no varian, por ende su peso se mantiene
estable en un promedio de 0,3502g, el nimero de individuos es igual al inicial, ya que para la
obtencidn de estos resultados en este tratamiento se aplicé suelo generalmente estéril y se adecuo
las condiciones de vida similares a las de campo, cabe mencionar que este sustrato se afiadid sin

contaminantes para lograr mantener a los individuos durante toda la fase de experimentacion.

Los datos no presentaron una distribucién paramétrica normal por lo que se procedi6 a
realizar transformaciones logaritmicas, en la cual tampoco se present6é una distribucién normal,

por lo que se utilizé una prueba no paramétrica a una escala ordinal de Kruskal-Wallis.

Se realiz6 una evaluacion estadistica no paramétrica, para determinar las diferencias
significativas entre los tratamientos donde, se efectué con un valor de P=0.01879**, siendo este
un valor menor a P<0.05, lo que indica que existe una diferencia significativa entre los tratamientos
dando como resultado en cuanto a la evaluacién de diferencia en pesos al Testigo, seguido de
plaguicida Carbendazim, luego esta Carbofuran y por Gltimo la mezcla que fue la mas agresiva en
cuanto a pérdida de peso de los individuos.
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En cuanto a la mortalidad en la evaluacion estadistica no paramétrica de Kruskal Wallis
con datos de normalidad, genero como resultado el 50% de tasa de mortalidad en los individuos
de Eisenia andrei la mezcla entre los dos plaguicidas, lo que indica que estas aplicaciones son
mucho mas agresivas en conjunto que actuando solas de acuerdo a las dosis subletales aplicadas,
seguido de Carbofuran que mostraron una mortalidad relativamente agresiva de igual manera del
50% de los individuos y a continuacién siendo el menos agresivo Carbendazim con el 30% de los
organismos, debido a que este plaguicida es de bajo espectro y no se notd un control negativo
como los dos tratamientos anteriores, que decrece la biomasa de lombrices en el suelo

significativamente.

Una vez realizada la prueba de significancia de Tukey al 5%, tal como se muestra en la
Figura 26, existen 3 rangos bien definidos, a-b-c, para la evaluacion de los tratamientos en cuanto
a pesos finales obtenidos se obtuvo en primer lugar al rango a, que es la mezcla de Carbofuran y
Carbendazim con un peso final de 2,013g de lombriz,lo que indica que hubo un control negativo
y afectacion en los individuos, presentando los organismos quemaduras (Anexo 10),en el segundo
rango b se obtuvo un peso final de 7,012 g de lombriz, que menciona que el tratamiento con
Carbofuran también resultd agresivo en cuanto a la evaluacion de los pesos, ya que hubo una
disminuciodn significativa, mientras que en le rango b en el tratamiento de Carbendazim se obtuvo
un peso final de 7,33 g de lombriz lo que indica que el tratamiento no fue tan agresivo debido a
que este fungicida es de bajo espectro y no hubo una variacion drastica, en el rango a, que fue el
testigo los organimos no presentaron diferencia en sus pesos finales, es decir se mantuvieron sus
pesos hasta el final de la prueba a los 14 dias con un peso incial de 11,00g de lombriz y finalizando
con un peso final de 11,03g de lombriz, esto es debido a que los organismos se encontraban en
condiciones normales, por lo tanto indica que una buena salud en el suelo es sinénimo de
adaptacion de todos los macro y micro organismos que existen en el suelo, y que esta se ve afectada

en su toxicidad e influenciada debido a presencia de xenobioticos en los mismos.
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Figura 26 Prueba Tukey al 5%, para el peso de Eisenia andrei en la evaluacion de dos plaguicidas mas la
mezcla.
Fuente: (Autor)

De acuerdo al libro “Lombricultura” de Claudia Martinez Cerdas (2015), en condiciones
ambientales normales las lombrices vermicomposteras Eisenia andrei/fetida rodean un tamafio
promedio que varia entre los 7 y 8 cm en su etapa adulta y un peso promedio de 0,30 a 0,50g or

cada individuo.

Segun Gimenez, (2004), menciona al Carbedazim como un producto no agresivo en cuanto
a dosis letales y subletales en microrganismos benéficos para la salud de los suelos pero cabe
mencionar que en pruebas testeadas en laboratorio tiene efectos negativos en cambios genéticos
mas no en pérdida de peso o desequilibrios fisioldgicos en los individuos en cuanto a pruebas de

toxicidad ensayadas con anélidos.
Bedmar, (2011), menciona en su estudio realizado para la evaluacion de pesos, tamafios,

respuestas a estimulos mecanicos y tasas de mortalidad con las dosis letales (DL50% y DL100%)

con las especies Eisenia andrei/fetida, Podisus nigrispinus, utilizando los plaguicidas Cartap,
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Benomyl, Metomyl, Carbofurén, Carbendazim, y en una mezcla combinada entre si como modo
de aplicacion en el medio agricola, existié una tasa decreciente en los pesos y por ende una perdida

excesiva de la biomasa de los mismos.

4.2 Evaluacion de las variables de control durante el bioensayo.

4.2.1 Humedad del suelo al inicio y al final del bioensayo.

La humedad es una variable importante debido a la sensibilidad de los sujetos de prueba,
al utilizar lombrices de tierra en el bioensayo se debe mantener este parametro elevado con el fin
de garantizar la supervivencia de todos los individuos. En la Tabla 15, se logra analizar la humedad

inicial y final del suelo durante la aplicacion de las sustancias estudiadas.

Tabla 15 Humedad promedio del suelo al inicio y al final del bioensayo.

Carbofuran Carbedazim Carbofurany
Carbedazim

Concentracione Humedad Humedad Humedad Humedad Humedad Humeda
S Inicial final Inicial final Inicial d final
Testigo 60% 58% 60% 58% 60% 60%
C1 Alta 60% 55,2% 60% 55% 60% 57%
C2 Media 60% 55,3% 60% 56% 60% 59,3%
C3 Baja 60% 56% 60% 55% 60% 56,6%

Fuente: (Autor)

En las Figuras 27, 28 y 29, mostradas a continuacion se aprecia la desvalorizacion de la
humedad tomando en cuenta la humedad inicial y la final con mayor claridad, este pardmetro
disminuyo muy poco ya que el sustrato artificial fue hidratado constantemente evitando la
deshidratacion del mismo, la disminucidon en el porcentaje de humedad es normal y se encuentra
dentro de las cifras previstas, ademas, cabe recalcar que la aplicacion de las sustancias en los

diferentes tratamientos no afecto a esta variable de ninguna manera.
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Humedad del suelo con Carbofuran / -
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Figura 27 Humedad promedio del suelo aplicado Carbofuran.
Fuente: (Autor)
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Figura 28 Humedad promedio del suelo aplicado Carbedazim.
Fuente: (Autor)
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Humedad del suelo con la Mezcla Mxima

g
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Figura 29 Humedad promedio del suelo aplicado la mezcla.
Fuente: (Autor)

Segun Acosta y Solis, (2013), mencionan gue una humedad Optima para las poblaciones
de lombrices van del 55 al 80 % debido a que estos individuos se desarrollan en ambientes
hamedos, pero por encima de dicho rango se considera una humedad excesiva en condiciones
anerobicas debido a que estos individuos respiran a través de su piel fria y himeda, en caso de
encontrarse con niveles de sequias estos mueren por asfixia, 0 por contacto de su piel a medios

gue presenten una alta cantidad de xenobidticos ya que son altamente sensibles.

4.2.2 Medicién de pH al inicio y al final del bioensayo.

El pH debe estar dentro de los parametros que se observan en la Tabla 16, los valores entre
6,5 y 7 representan un pH neutro y con poca acidez, estos indices deben permanecer dentro de
estos rangos numeéricos ya que son fundamentales para determinar la cantidad de nutrientes y la

sobrevivencia de todas las lombrices de tierra en el bioensayo.
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Tabla 16 pH promedio al inicio y al final del bioensayo.

Carbofuran Carbedazim Carbofuran y Carbedazim
Concentracion pH Inicial pH Final pH Inicial pH Final pH Inicial pH Final
Testigo 6,5 7 6,5 6,7 6,5 6,9
Clalta 6,5 5,9 6,5 6,9 6,5 54
C2 media 6,7 6,9 6,7 6,3 6,7 5,2
C3 baja 7 53 7 53 7 5,0

Fuente: (Autor)

En la Figura 30, se puede apreciar la comparacion entre pH inicial y final de los
individuos de prueba. El testigo, el mismo que no fue sometido a ningun tipo de sustancia no
presenté un cambio en el pH, sin embargo, en los otros tratamientos estos valores disminuyeron

por la combinacién del alimento méas la descomposicién del Carbofuran, Carbedazim y la

Mezcla.
pH del suelo con Carbofuran
8
7
2
= 4
£ 3
2
1
0
Testigo C1alta C2 media C3 baja -
® pH Incial 6,5 6,5 6,7 7
HpH Final 7 59 6,9 53
concetraciones

mpH Incial ®pH Final

Figura 30. pH del suelo aplicado Carbofuran.
Fuente: (Autor)
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pH del suelo con Carbedazim / -

T
=}
Testigo C1 alta C2 media
EpH Incial 6,5 6,5 6,7
EpH Final 6,7 6,9 6,3 53
concetraciones
Figura 31. pH del suelo aplicado Carbedazim.
Fuente: (Autor)
pH del suelo con mezcla
Testigo C1lalta c2 C3baja
media
m pH Incial 6,3 6,5 6,7 7
m pH Final 6.9 54 5.2 5.0
CONCENTRACIONES

mpH Incial wmpH Final

Figura 32. pH del suelo aplicado Carbedazim y Carbofuran.
Fuente: (Autor)

En la Figura 31 y 32, para la concentracion baja evaluada con Carbendazim y la mezcla

realizada entre Carbofuran y Carbendazim se observd un disminucion de pH, debido a la
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formacion de lixiviado que género la mezcla de esta sustancia con el suelo de prueba haciéndolo

ligeramente acido.

Alonso y Chicas, (2013), mencionan que un pH 6ptimo para la supervivencia de lombrices de
tierra en suelos o en pruebas de laboratorio va entre 6.5y 7.5, esto se debe tomar en cuenta que si
estos organismos viven en suelos 0 medios con altas niveles de metales pesados, plaguicidas,
farmacos etc. El pH se ve ligeramente modificado a un medio béasico debido a la produccion de

lixiviado que estas sustancias generan.

4.2.3 Conductividad eléctrica al inicio y al final.

Este parametro indica la concentracion de sales presentes en la solucién del sustrato y la
capacidad de un material para conducir la corriente eléctrica. La conductividad eléctrica es
primordial para las lombrices de tierra debido a que constituyen una mayor cantidad de sales. En
la Tabla 17, se exponen los valores obtenidos luego de medir los recipientes contenedores de cada

tratamiento.

Tabla 17 Conductividad eléctrica promedio al inicio y al final del bioensayo.

Carbofuran Carbedazim Carbofuran y Carbedazim

Concentracion  (CE) inicial (CE) final (CE) inicial (CE) final (CE) inicial (CE) final

Testigo 5,5 6 5,5 5,5 58 6

Clalta 5,5 5,9 5,5 5,8 55 6,3
C2 media 5,5 5,5 5,5 6,0 6,5 5,5
C3 baja 5,5 54 5,5 5 53 5,9

Fuente: (Autor)

Luego de observar la Tabla 17, se representa a continuacion graficamente los datos finales
en las Figuras 33, 34 y 35 que se encuentran a continuacion, en los mismos se observa un aumento
en la conductividad eléctrica producto de las sustancias agregadas al sustrato, estos compuestos
solubles tienen una liberacion lenta afectando indirectamente a los organismos expuestos a los

tratamientos, ademas su composicion es concentrada y supera los limites de absorcion
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CE del suelo con Carbofuran / -
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“ 55 - = =

5.3 \
5.2

3l

Testigo Clalta C2media C3 baja

=g Condividad elcetrica (CE) inicial == Condividad elcetrica (CE) final

Figura 33 Conductividad Eléctrica promedio del suelo con Carburan.
Fuente: (Autor)

CE del suelo con Carbedazim / -
6,2

48 \t
4.6
Testige C1alta C2media C3 baja

==g==Condividad elcetrica (CE) inicial === Condividad elcetrica (CE) final

Figura 34 Conductividad Eléctrica promedio del suelo con Carbedazim.
Fuente: (Autor)
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Testigo C1alta C2 media C3 baja

Condividad elcetrica [CE) inicial =—g— Condividad elcetrica (CE) final

Figura 35 Conductividad Eléctrica promedio del suelo con Carbofuran y Carbedazim.
Fuente: (Autor)

Fernandez y Rojas, (2010), dicen que la conductividad eléctrica en un suelo 6ptimo para
microrganismos y microrganismos benéficos para el suelo debe estar entre 4 y 5 uS para que estos
organismos tengan una relacion, es decir, el suelo pueda conducir la corriente eléctrica al mismo

tiempo que se va aprovechando las propiedades de las sales solubles de los nutrientes del suelo.

4.2.4 Temperatura al inicio y al final del bioensayo.

Los individuos de Eisenia andrei sometidos al bioensayo deben tener las condiciones
normales de su hébitat natural, por lo cual, los recipientes donde se colocaron a los organismos
estaban llenos de agujeros, con el fin de permitir el ingreso de oxigeno y ademéas un contacto

adecuado con la temperatura ambiente tal como se muestra en la Tabla 18 a continuacion.
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Tabla 18 Temperatura al inicio y al final del bioensayo.

Carbofuran Carbedazim Carbofurany
Carbedazim

Concentrac Temperatura Temperatura  Temperat Temperat Temperatu Temperat
ion inicial final urainicial urafinal ra inicial ura final
Testigo 23 24,6 23 24,6 23 23
Clalta 23 24,6 23 24,6 23 25,2
C2 media 23 24,6 23 24,6 23 25,3
C3 baja 23 24,6 23 24,6 23 25,6

Fuente: (Autor)

La temperatura es una condicion de control del lugar en donde se colocaron los recipientes
contenedores de lombrices de tierra con sus respectivos tratamientos, las mediciones realizadas
muestran un aumento de temperatura normal que no afecta de ninguna manera en el bioensayo.
Los tratamientos aplicados no influyen con la temperatura del ambiente, tampoco con los
resultados de las lombrices por lo que se mantienen hasta el final las temperaturas 6ptimas en todo

el proceso.
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Figura 36 Temperatura ambiente.
Fuente: (Autor)

La temperatura éptima para la supervivencia de las lombrices de tierra roja californiana en
condiciones de experimentacion en laboratorio debe estar entre 20 a 28°C que es una temperatura
ambiente adecuada y permite que estas puedan tener su habitat natural, ya que a altas y bajas
temperaturas estos organismos descienden su actividad y entran en un periodo de latencia, es decir
disminuyen la actividad reproductiva y de descomponer materia organica en suelos y pueden llegar
incluso a disminuir la biomasa de estas poblaciones (Alonzo & Chicas, 2013).

4.3 Resultados de Sensibilidad en Eisenia andrei.

Los resultados obtenidos en cuanto a su sensibilidad revelan a continuacion que cuando los
individuos de Eisenia andrei, se exponen a niveles toxicos agudos sin ser previamente adaptados
a concentraciones menores de estos agroquimicos provocan una muerte relativamente brusca
debido a que en su entorno natural no estan adaptados a recibir cantidades de compuestos quimicos

como presentan Carbofuran, Carbendazin y su mezcla.
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Figura 37 Sensibilidad en Eisenia andrei durante el bioensayo de mortandad con sus respectivos
tratamientos.
Fuente: (Autor)

En la Figura 37, mostrada con anterioridad los cambios mas evidentes que presentaron
fueron para falta de movilidad, pigmentacién en su cuerpo y quemadura para el agroquimico
Carbofuréan y para la mezcla de estos agroquimicos, que corresponden al tratamiento T2 y T4, cabe
mencionar que estos sintomas pudieron ser evidentes debido al estrés al cual estaban sometidos,
lo que quiere decir que los individuos de Eisenia andrei son altamente sensibles a cambios en
medios altamente contaminados. Segun lannacone José Alberto (2011) las dosis letales de estos
quimicos en aplicacién cominmente registradas producen cambios bioquimicos, fisioldgicos y en
el comportamiento de los individuos, es decir que en general se acepta la degradacién ambiental
de los ecosistemas por plaguicidas de uso cotidiano como el Carbofurano y Carbendazim, Cartap,
Metomyl, que es un factor critico de declinacion de especies en peligro, no solo macroorganismos

sino también aves.
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Figura 38 Quemaduras presentadas por Eisenia andrei en exposicién a la mezcla de Carbofuran mas
Carbendazim.
Fuente: (Autor)

4.4 Analisis de Polimorfismos en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP).

Los resultados obtenidos en la técnica de RFLP que fueron sometidas las muestras de cada
de uno de los compuestos, después de haber realizado la extraccion de ADN de los individuos de
E. Andrei que sobrevivieron a cada uno de los tratamientos y de haber cortado los fragmentos de
ADN con la enzima de restriccion Eco RI gracias a la actividad de las enzimas endonucleasas de
restriccion para la identificacion genotoxica es decir si en cada una de las muestras a que fueron
sometidos los individuos existe la presencia de mutaciones o aberraciones en el material genético

que ocasionaron Carbofurén, Carbendazim y su mezcla.

Figura 39 Gel de agarosa utilizado en la técnica RFLP.
Fuente: (Autor)
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Los resultados en gel de agarosa a una concentracion del 2,5% y sometido a electroforesis
a 90V y 45 min muestran que el nivel de dafio genotoxico inducido por las concentraciones de
cada uno de los tratamientos en ADN de Eisenia andrei dependié evidentemente de las mismas de
modo que la dosis alta y media de Carbofurén (2025; 1012 ppm) provocd mayor dafio en el ADN
que la dosis baja del mismo agroquimico en la ilustracion se puede evidenciar la presencia de las

bandas.

De la misma manera, para Carbendazim se puede evidenciar la presencia de bandas en la
aplicacion de dosis alta y media en donde la aplicacion fue (2890, 14045 ppm) y de la misma
manera se puede evidenciar claramente la presencia de las bandas, los que nos indica también que
para estas dosis aplicadas también hubo un dafio permanente en el ADN de los individuos. Para la
mezcla entre estos agroquimicos que mencionamos también podemos evidenciar en la ilustracién
claramente la presencia de bandas para la dosis alta y baja (4915, 12287 ppm) por lo que también,
asi como se detalla para los dos compuestos existié un dafio del ADN por lo que se puede
interpretar que hubo aberraciones y por lo tanto un dafio genotoxico en estos individuos al ser

sometidos a estas dosis de la mezcla de los dos agroquimicos.

Un estudio realizado por Romera, (2016), presenta un analisis de riesgos que supone para
la salud, el ambiente y su toxicidad el uso de algunos de los productos quimicos que se emplea de
forma convencional en la agricultura a nivel local y mundial en el &mbito de dafios genéticos se
presenta mutaciones, teratogeneidad y cancerogenicidad para los siguientes fungicidas como
Benomyl que presenta mutacién genética y tetatogeneidad dando como positivo de un test
experimental para valoraciones de mutaciones genéticas y tetatogeneidad, asi también se presenta
para Cartap, Carbendazim, Mancozeb, y en cuanto a estudios realizados también con
insecticidas,nematicidas y acaricidas Carbaryl, Carbofuran, Cartap, Malathion, Methamidophos,
Methomyl, Parathion se presentd positivo en un solo test experimental para valoracion de
mutaciones genéticas en un test de rotura de ADN sobre efectos cromosémicos, en cuanto a
teratogeneidad el resultado también positivo de un test experimental y finalmente se presentd
Carcenogeinidad positivo de mas de un test experimental es decir fueron modelos experimentales

diversos lo que indica que este tipo de fitofarmacos presentan riesgo elevados y su control debe

97



ambiente y a su toxicidad elevada testeada en organismos no blanco.

ser estrictamente riguroso en cuanto a presencia de muchos problemas que presenta a la salud, el
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Figura 40 Similitud y rango de toxicidad a la aplicacion de dosis de Carbofuran, Carbendazimy su
Fuente:(Autor)

Segun lannacone José Alberto (2011), la toxicidad del Carbofuran y el Carbedazim es
altamente dependiente de la duracién, frecuencia, intensidad de exposicién, formulacion y

sustentabilidad del organismo evaluado. Estas rutas de exposicion toxicoldgica para lombrices de

tierra dependiendo de la especie son diferentes debido a los procesos metabdlicos y bioquimicos.
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Figura 41 Similitud y rango de toxicidad a la aplicacion de dosis de Carbofuran, Carbendazim y su
mezcla.
Fuente:(Autor)

En la Figura 41, mostrada anteriormente se puede observar que para el testigo es decir el
organismo control (T), y para la aplicacion de Carbendazim en dosis media (CBDM),
Carbendazim en dosis baja (CBDB), y la mezcla en dosis baja (MDB), son independientes de su
toxicidad y su aplicacion mientras que para Carbofuran en dosis alta (CFDA), media (CFDM) y
baja (CFDB), Carbendazim en dosis alta (CBDA), la mezcla en dosis alta (MDA) y media (MDM)
prestaron un 80% de similitud lo que quiere decir que su aplicacién y su toxicidad al aplicar estas
dosis dependen el uno del otro y que por lo tanto estas dosis son altamente toxicas para los

individuos si se aplican solo o en mezcla.

Segun estudios realizados por el Dr. Peter Kille de la Universidad de Cardiff (2008), quien
ha dirigido un grupo de investigacién, explica que estos estudios de aplicacion de plaguicidas
como cartap, metomil, carbendazim, benomyl, carfosulfan, parathion, clorpirifos en
concentraciones distintas de contaminantes ayudan a comprender como durante millones de afios
la lombriz ha desarrollado mecanismo adaptativos para adecuarse a la contaminacion de los suelos
a través de respuestas genéticamente programadas y que estas ofrecen también, pistas importantes
para saber cobmo los seres humanos reaccionarann o se adaptaran a la exposicion de sustancias

guimicas, ya que compartimos vias genéticas comunes con las lombrices de tierra.
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4.5 Evaluacion del Riesgo Ambiental y su toxicidad que presentan Carbofuréan,

Carbendazim y su mezcla.

La Evaluacion de Riesgo Ambiental “ERA” es un objetivo para la obtencion de resultados,
sin embargo, otros autores la definen como una metodologia que ayuda a establecer preferencias
en una forma objetiva y cientifica. La ERA es utilizada ademas en diferentes &mbitos tales como,
politicas evaluativas, utilizacion adecuada de tierras, manejo de recursos, seguridad de productos

y sobre todo planeamientos financieros (Arrazola, 2016).

Ambientalmente la ERA es una herramienta de uso reciente y es apreciada una herramienta
muy Util porque arroja resultados objetivos y racionales para la toma de decisiones y prioridades
en cuanto a la politica ambiental. Para los datos que se obtuvo en el bioensayo y adaptando esta

herramienta del ERA utilizamos la siguiente ecuacion (De la Torre, 2014).

CL50%
TER=—"—
PEC

TER: Evaluacién del riego ambiental (Exposicion y efecto)

PEC: Concentracion ambiental prevista tedrica (por sus siglas en ingles).

Tabla 19 Evaluacién de riego ambiental (ERA) en especie Eisenia andrei.

Especie Tratamiento Efecto Exposicién Resultados Nivel Riesgo
critico

E. andrei Carbofuran DLso 0,44 48,74 >10 Si

E. andrei Carbendazim DLso 0,44 6,38 >10 No

E. andrei Mezcla(Carbofurdn DLso 0,44 28,06 >10 Si

y Carbendazim)

Fuente: (Autor)

100



Para Carbofuran como se muestra en la Tabla 19 en evaluacion de riesgo dio como
resultado 49,74 que es un valor superior a 10, segun Arrazola (2016), el valor TER en condiciones
de laboratorio para lombrices de tierra explica que si el valor de TER es mayor a 10 no se debe
dar una autorizacion para el uso de agroquimicos, como valor expuesto anteriormente es superior
a 10 se concluye que este nematicida debe estar prohibido en cualquier tipo de aplicacion ya que

Su uso es altamente téxico.

En cuanto a Carbendazim se obtuvo un resultado de 6,38 que es un valor inferior a 10 por
lo que su autorizacion de este fungicida es aceptable, sin embargo, segin Maria del Pilar Romera
(2014) en su articulo “Agricultura Ecoldgica” el Carbendazim es mutagénico e inhidor de enzimas,

también, afecta a humanos por lo tanto, su utilizacion deberia ser controlada.

Y finalmente en la mezcla de Carbofurdn méas Carbendazim se consigui6 el resultado de
28,06 que continuda siendo un valor superior a 10 por lo tanto en denominacién TER nos dice que
es toxico y presenta un riesgo, por ende, debe ser prohibida su aplicacion. El resultado obtenido
posiblemente proviene de la diferencia de densidades, el compuesto mas denso es Carbendazim
con una densidad de 1,8 g.ml™%, por lo tanto, fue el compuesto predominante logrando que los

indices de TER no sean tan elevados como los resultados obtenidos en Carbofuran.

Segun el convenio de Rétterdam (2017), el riesgo agudo para lombrices de tierra y otros
macroorganismos del suelo en valores TER aplicados en la Union Europea para carbofurano el
valor nominal es superior a 10, lo que indica un riesgo elevado a largo plazo para las lombrices de
tierra. En estudio de laboratorio con la formulacion Furadan 5G, para estos individuos se
obtuvieron valores de 50,65 lo que indica que el plaguicida puede entrafiar un riesgo elevado para
estos macroorganismos. En Canadé, en una evaluacion TER, a nivel de cribado la preocupacion
para las lombrices de tierra supero las tasas de aplicacion con 52,8 de este ingrediente activo
(ONU, 2017).
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4.6 Socializacion.

La socializacion se realizo el dia 30 de octubre del 2017 en el salon de Calidad Ambiental
del Gobierno Provincial de Imbabura, cabe recalcar que en la presentacion de los resultados estuvo
presente el Abg. Pablo Jurado, Prefecto de la Provincia y su equipo técnico encargado del control
ambiental, de esta manera, la investigacion tiene relevancia cientifica y puede ser aplicada en el
campo laboral. Se invitd también a los docentes de la carrera de Ciencias Ambientales y
Ecodesarrollo de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador Sede Ibarra, con la finalidad de
exponer el trabajo de Investigacion: “Evaluacion de la toxicidad y mortalidad de Carbofurén y

Carbendazim sobre Eisenia andrei.”

Durante la exposicion se comento el problema ambiental que presenta el uso de estos
plaguicidas sintéticos al suelo, el dafio a los macroorganismos como la lombriz de tierra y los
problemas que presentan a la salud humana. De igual forma se trat6 la metodologia empleada en
esta investigacion, tratamientos y analisis que se lograron realizar en toda la fase de
experimentacion. Se expusieron los resultados preliminares obtenidos en la investigacion para asi

poder tener en cuenta el riesgo que presenta el uso y el abuso de estos plaguicidas sintéticos.
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En la Figura 42, se muestra el proceso de socializacion en el salén de calidad Ambiental

del Gobierno Provincial de Imbabura.

Figura 42 Socializacion de la investigacion en el salon de Calidad Ambiental del Gobierno Provincial de
Imbabura.
Fuente: (Autor)

En las conclusiones y recomendaciones se finaliza con un foro de preguntas por parte de
los técnicos de Control y Calidad Ambiental. Las encuestas aplicadas a los presentes arrojaron los
siguientes resultados: el 95% establece que la sala donde se desarrollé el evento brind6 las
comodidades necesarias; el 90% manifiesta que el material audiovisual utilizado en la presentacion
fue adecuado, el 95% considera que el expositor mostré dominio en el tema; el 95% expresa que
el manejo del auditorio por parte del expositor fue adecuado. En la Figura 43, se muestra la
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medicién de impacto de la investigacion obtenida de las encuestas en donde el 95% dice que el

tema posee relevancia para algun actor y/o sector de la sociedad.

| E] tema posee relevancia
para alguiin actor y/o sector
de la sociedad.

® No considera

Figura 43. Medicion de impacto de la investigacion.
Fuente: (Autor)

En la Figura 44, se muestra la medicion de impacto de la investigacion en donde el 95%
de los encuestados manifiestan que esta investigacion posee perspectivas para estudios
complementarios posteriores, debido a que en el mercado no solo existen estos plaguicidas usados

en la investigacion sino una variedad de productos sintéticos usados en la agricultura.

104



B La investigacion posee
perspectivas para estudios
complementarios
posteriores

® No considera

Figura 44. Medicion de impacto de la investigacion con perspectivas para estudios complementarios
posteriores.
Fuente: (Autor)

En la Figura 45, se observa de igual manera para la medicion de impacto de la investigacion
el 95% cree que el tema investigado genera actualmente o a un futuro un beneficio concreto para

alguna organizacion, empresa publica o privada, comunidad o institucion.

B El tema investigado genera
actualmente o a un futuro
un beneficio concreto para
alguna organizacidn,
empresa publica o privada,
comunidad o institucién.

 No considera

Figura 45. Medicién de impacto de la investigacion que genera actualmente o a un futuro un beneficio
para alguna organizacién, comunidad o institucion.
Fuente: (Autor)
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En la Figura 46, se muestra la medicion de impacto de la investigacion en donde el 100%
de los encuestados consideran que los objetivos planteados expuestos en la misma se cumplieron

con éxito uno a uno.

H Se cumplieron los objetivos
planteados en la
investigacion

® No se cumplieron

Figura 46. Medicién de impacto de la investigacion en cuanto al cumplimiento de objetivos plateados.
Fuente: (Autor)
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CAPITULO V
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

5.1 Conclusiones.

La dosis letal media para Carbofuran es de 2025 ppm, para Carbedazim es de 2890 ppm y para
la mezcla entre los dos compuestos es de 4915 ppm, las mismas, que son indicadores de
toxicidad aguda para este tipo de sustancias y generan una mortalidad del 50% de los

organismos de prueba.

Antes de realizar el ensayo, los individuos pertenecientes a T1 tienen peso promedio de
0,3214qg a los 14 dias de terminado el bioensayo, mientras que los individuos expuestos al
Carbofuran en el T2 obtuvieron un peso promedio final de 0,2285 g; y finalmente los
individuos sujetos a Carbedazim en el tratamiento T3 alcanzaron un peso promedio final de
0,3042 g, y por ultimo los individuos expuestos a la mezcla T4 logran un peso promedio final
de 0,2261 g. ElI cambio de pesos es mayor en la mezcla y Carbofuran y esto se debe a la

persistencia de estas sustancias sobre el suelo.

Para el tratamiento T1 o testigo en cuanto a sensibilidad neta no presentd cambios en el 100%
de los individuos; en el tratamiento T2 con Carbofuran se evidenci6 un cambio alto en cuanto
a falta de movimiento, pigmentacion en el cuerpo y quemaduras de un 60% y un 20% para
cambio moderado; en el tratamiento T3 con la presencia de Carbedazim se dio un cambio
moderado del 30% y 50% no presentd cambio; mientras que con la mezcla o tratamiento T4
se visualiz6 un 60% de cambio alto en cuanto a falta de movimiento, pigmentacion en el cuerpo

y quemaduras, y un 20 % de cambio moderado.

Una vez que se extrajo el ADN y se realizo el analisis de polimorfismo aplicando la técnica
RFLP, se cort6 con la enzima de restriccion Eco RI y se obtuvo para Carbofuran la presencia
de 3 bandas en sus diferentes dosis aplicadas, para Carbedazim 4 bandas y en la mezcla 2
bandas, es decir, los individuos expuestos a los plaguicidas presentaron un dafio genotoxico

gue indica mutaciones en cuanto a su ADN, ademas, es un bioindicador de carcinogénesis.

107



Los resultados obtenidos a partir de la evaluacion de riesgo ambiental arrojaron los siguientes
valores: para Carbofurén 49,74 que al ser un valor mayor que 10 implica un riesgo ambiental
por su alto nivel critico; para Carbedazim 6,38 que indica bajo riego pero al ser considerado
mutagénico su utilizacion de ser controlada y en la mezcla el valor obtenido fue de 28,06 que
continda siendo un valor superior a 10 por lo tanto en denominacion TER nos dice que es

toxico y representa un riesgo, por ende, debe ser prohibida su aplicacion.

5.2 Recomendaciones

Segun el articulo 1 de la Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de Calidad del Agro, se
cancela los registros de los productos que contengan Carbofuran y sus mezclas, es decir, esta
prohibida su comercializacion en el Ecuador, cabe recalcar que estas sustancias son
comercializadas con normalidad en forma de contrabando, es por esto, que se recomienda
evitar la utilizacion continua de Carbofuran, ya que no solo afecta al suelo, también genera

grandes dafios a sistemas hidricos y las especies alrededor de ellos.

Se recomienda realizar mas pruebas de laboratorio y de campo acerca de plaguicidas de todo
tipo y sus efectos en el ambiente, ya que todos generan riesgos de flora y fauna e indirecta y

directamente para el ser humano.
Se recomienda realizar bioensayos con suelos completamente limpios, ya que aquellos que

poseen contaminantes influyen en la obtencion de resultados debido a la presencia de variedad

de metales pesados, plaguicidas u otros.
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6. GLOSARIO

ADN: Acido desoxirribonucleico, es una proteina compleja que se encuentra en el nucleo

de las células y conforma el material genético de todos los seres vivos.

Agarosa: polisacarido conformado por galactosas alfa y beta se son extraidas de las algas

de los géneros Gellidium y Gracillaria, es de gran poder gelificante.

Biomasa: es toda materia organica de origen vegetal o animal, incluyendo los residuos

organicos, susceptibles que se pueden aprovechar energéticamente de alto potencial.

Bioensayo: es un proceso para determinar la potencia de una sustancia o de un material a

partir de las respuestas producidas en organismos biologicos.

Carbendazim: fungicida sistémico de efecto preventivo de bajo espectro controla

enfermedades producidas por hongos es de la familia de los bencimidazoles.

Carbofuran: es un insecticida, nematicida y acaricida que actta por ingestién, contacto o
ingestion es de la familia de los carbamatos, su persistencia en el suelo de media a alta.

Colinterasa: también denominada acetilcolinterasa, es una enzima que se encuentra en la

sangre y sinapsis nerviosa.

Electroforesis: técnica que sirve para la separacion de moléculas segin la movilidad que
estas adquieran en un campo eléctrico, esta disociacion se puede dar sobre una superficie
hidratada de un soporte sélido.

FAOQO: Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura.

Fungicida: se emplean para prevenir enfermedades provenientes por hongos y mohos

perjudiciales para las plantas, pero estos pueden contener sustancias altamente toxicas.
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Genotoxico: son indicadores del proceso de carcinogénesis que presenta dafios en material

genetico.

Hermafrodita: son aquellos organismos con la presencia de 6rganos sexuales femeninos

y masculinos en un mismo ser Vvivo.

Nematicida: aquel agroquimico que se usa para matar nematodos que son parasitos en las

plantas, algunos de ellos pueden ser toxicos de amplio espectro.

Neurotransmisor: es aquella sustancia quimica cuya funcion principal es la transmision
de informacion de una neurona a otra atravesando el espacio Illamado como parasimpatico
que separa dos neuronas sucesivas.

PEC: Concentracion ambiental prevista (por sus siglas en ingles).

pH: Potencial de hidrogeno que indica el grado de acidez o basicidad de una solucién.
RFLP: Polimorfismos en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion.

TER: Evaluacién de riesgo ambiental por exposicion y efecto (por sus siglas en ingles)

Toxicidad: capacidad de una sustancia quimica capaz de producir efectos perjudiciales

sobre un organismo o ser vivo al ponerlo en contacto con él.
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8. ANEXOS.

NORMA OECD 207
Test de toxicidad aguda sobre lombriz de tierra (Eisenia
foetida)

Las lombrices de tierra, junto con otros organismos del suelo
macrodescomponedores, estan entre los organismos mas
importantes del suelo. Esto se debe a su capacidad para
biotransformar la materia orgéanica, reciclando nutrientes y
contribuyendo a la formacion de suelo. Esta importante funcion se
puede ver afectada por la presencia de elementos quimicos
toxicos en el suelo.

Una aproximacion en la evaluacion de los efectos de los agentes
toxicos en suelos se realiza mediante bioensayos de toxicidad.
Para ello se han desarrollado metodologias estandarizadas (OCDE
2007) que permiten determinar los efectos agudos y cronicos en
lombrices de tierra. Estos ensayos evaluan la contaminacion del
suelo, a través de indicadores como mortalidad, reproduccion u
otra respuesta subletal en los organismos seleccionados.

Anexo 1. Normativa de la OECD para bioensayos en lombrices de tierra.
Fuente: (Autor)
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Anexo 2. Encuesta realizada a productores de tomate de mesa en la Comunidad de Chiriyacu, Canton
Urcuqui.
Fuente: (Autor)




-

Anexo 3

. Cultivares de tomate de mesa en Invernadero.
Fuente: (Autor)
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Anexo 4. Plaguicidas sintéticos usados en la agricultura local
Fuente: (Autor)
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Anexo 5. Sustrato artificial utilizado en el bioensayo.
Fuente: (Autor)
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Anexo 6. Recoleccidn de Organismos de prueba en campo Eisenia andrei.
Fuente: (Autor)
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Anexo 7. Preparacion de soluciones madre.
Fuente: (Autor)
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Anexo 8. Implementacion del Bioensayo-Laboratorio de Biotecnologia
Fuente: (Autor)
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Anexo 9. Control del bioensayo.
Fuente: (Autor)
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Anexo 10. Presencia de quemaduras en Eisenia andrei.

Fuente: (Autor)
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Anexo 11. Extraccién de ADN.
Fuente: (Autor)
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Anexo 12. Disefio ANOVA en el programa GraphPad Prism 5.

Fuente: (Autor)
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UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR SEDE IBARRA

ESCUELA DE CIENCIAS AGRICOLAS Y AMBIENTALES

Le extienden |a mas cordial Invitaclén a la soclalizacién del frabajo de Investigacién:

“EVALUACION DE LA TOXICIDAD Y MORTALIDAD DE CARBOFURAN Y CARBENDAZIM SOBRE Eisenia andrei.”

Cuya autora s la Srta. Maura Lizbeth Moreno Jurado, de |a carrera de Clencias Ambientales y Ecodesarrollo.

Fecha: Lunes 30 de Octubre del 2017
Lugar: Sala de reuniones del departamento de Calldad Ambiental del GPI

Hora: 9:30 a.m.

Los estudios realizados parten de un bioensayo segun 2 noma 207 de la OECD), esta investigacion comienza desde Ja
Geterminacion de la mortalidad de lombnz de tiema (Ersenia andrel) producida por el Carbofurdn y Carbendazim mediante
un ensayo eco foricoldgic para [a identficacion de dafo en celulas eucariotas, luego, se procede a identficar el posible
dafio genotdiico de dichos companentes sabre la lombnz de tierra mediante (a técnica de RFLP para identiicar as posinles
mutaciones que causan los compuestos, finalmente, se determina el nesgo ambiental de Carbofurdn, Carbendazim y su

Anexo 13. Invitaciones-Socializacion.
Fuente: (Autor)
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YMBRE DEL EXPOSITOR: Maura Lizbeth Moreno Jurado
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Pontificia Universidad

E ' Catdlica del Ecuador

ESCUELA CIENCIAS AGRICOLAS Y AMBIENTALES
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Anexo 15. Encuesta Realizada en el proceso de Socializacion.
Fuente: (Autor)

129



