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" Cuanto mayor sea ei esfiierzo, mayor será la gioria"
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Resumen

EJ estutio se a=T\Nió en la evaluación de la toxicidad del fungicida Vondozeb 80WP

rnediante los bioensayos en AAem/.a sa//.na y A//i.um cepa.  El bioensayo con A//i.um

Cepa  fue   utilizado   para  evaluar  !a  genotoxicidad  del   fungicida;   para   ello   se

expusieron  bulbos  de  cebolla  (A///.um  Cepa)  durante  24h  a  concentraciones  de

312.5,  625,1250,1875 y 2500  ppm.  Al finalizar el  estudio se concluyó que a  una

concentración  mayor a  1155 ppm se inhibe el 50% del crecimiento de las raíces y

ac!emás  se  observan  alteraciones  en  las  fases  de  mitosis  sobre  las  células

_TN9ristemáticas    del    ápice    de    la    raíz;    siendo    la    alteración    cromosómica

:redominante el puente anafásico en el proceso de mitosis.

£.1emí.a  Sa/í.na  fue  usado  para  evaluar citotoxicicidad  mediante  ia  determinación

je  la  dosis  letal  media  (DL5o);  para  ello  se  utilizaron  nauplios  de  Adem/.a  Sa/Í'na

:-je   fueron   expuestos   durante   24   horas   al   fungicida    Vondozeb   sol^¢   a

==icentración  de  1250,156.25,  78.125,  39.062,19.531  y  9.766  ppm,  resultando

s.=-26.302 ± 5.274 ppm la concentración que provcx3a la muerte del 50% del total

=€  Ariem/.as  Sa/Í.nas  sometidas  al  estudio,  evidenciándose  la  alta  toxicidad  del

:t-3ducto agrícola.

= =-abras claves: AIlium Cepa, Aítemia Salina, Vondozeb sOWP,   Toxicidad.
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"Todas las cosas son veneno y nada es sin veneno, sólo la dosis hace al

veneno."

Paracelso



CAPÍTULO 1.
Aspectos Generales



Evaluación de la ioxicíhd del fimgicida Vbndozeb 80WI', iitiliza¢do bioindicadores de ioxicidad, .AI!iiim cepa, Ar{emia
Sa!Ina;   Ltiboratorio de Biologla, l`JNAN-Managua, Febrero-Abril 2015.

1.1. Introducción

Los  plaguicidas  permiten  controlar  la  proliferación  de plagas  y  enfernfflades  de

los cultivos y el ganado, así como reducir o evitar las perdidas en la producción de

alimentos.  Vondózeb sOMO es un plaguicida que se encarga de controlar diversos

hongos  que   pueden  atacar     los  cultivos  y  por  lo  tanto  representar  un  daño

económico para los agricultores.

No obstante la importancia económica de  Vondozeb sOMfl, es necesario destacar

que  por  ser  un  producto  químico,  su  aplicación  indiscriminada  y  sin  control  en

tierras agrícolas  nicaragüenses puede ocasionar daños al  ambiente y al  hombre

manifestándose  en  intoxicaciones  de  grado  diverso  y  en  efectos  nocivos  tales

como carcinogénesis, teratogénesis, esterilidad,  mutagénesis y otros.

Es   por   la   problemática  antes   mencionada  que   se   hace   importante  que   las

autoridades nicaragüenses que permiten  la comercialización de este producto  se

basen en el requerimiento de bioensayos para examinar sus eféctos no sólo en el

organisrno  que  se  desea  atacar  y  en  la  planta  o  animal  hospedadores,  sino

también en otros organismos a los que se puede llegar, ya sea directamente o a

través de la cadena alimenticia.

En  este  trabajo  monográfico  se  realizaron  dos   bioensayos   utilizando  Ariemi.a

Sa//.na y A///.um  Cepa  como  bioindicadores,  para  evaluar el  potencial  citotóxico y

genotóxico  del  fungicida  Vondozeb  sOM¢  después  de  24  y  72h  de  exposición,

respectivamente.  Para ello se hizo necesarjo determinar el valor de la DL5o (Dosis

Letal  que  provocó  la  muerte  de  la  mitad    de  la  población  de  Ariem/.as  Sa/i.nas
:.Ítilizadas  en  el  bioensayo)  del  fungicida;  también  se  hizo  necesario observar  el

daño  que  provocaba  la  aplicación  de  concentraciones  conocidas  de  Vondozeb

30\^P sobre  las  raíces  de  bulbos  de  A//Í.um  Cepa,  tanto  a  nivel  macroscópico

»mo a nivel microscópico.



Eyali!ación de la [oxicihd del f i!ngicida Vóndoz.eb 80WP, i¿t{Ii=mdo bioind!cadores de Éoxicidad; A!!iim cepa, Ar{emta
Salina;   Laboraiorio de Biologia. UI`lAI`l-Mtunagiia. Febrero-Abril 20J 5.

1.2. Objetivos

Objetivo General

Determinar  la toxicidad y genotoxicidad del fungicida  Vondozeb sOVW,   aplicando

!os bioensayos de A//i.um oepa y A#emi.a sa/i.na en el laboratorio de Biología,

Febrero-Abril 2015

Objetivos Espe€Íficos

1.   Analizar los parámetros macroscópicos de A//Í.ttm cepa después de 72

horas de exposición al fungicida  Vondozeb sOWP.

2.   Calcular el valor de la`C15o en el crecimiento de las raía3s de los bulbos de

AIlium Cepa.

3.   ldentificar genotoxicidad en las raíces de AWÍ.um cepa después de 72 horas

mediante la técnica de montaje de  división ceiular.

4.   Determinar la DL5o mediante la apliffición del bioensayo de A#emí.a sa/Í.na

después de 24 horas de exposición, utilizando el método de regresión de

análisis Probits y el método Reed-Muench.



E¥a!iiación de !a {oxicidad del fiingicim Vbndo=eb 80WP. ii{i!izcmdo bioiridicadores de toxicidad: Alliiim cepa, Ar{em!a
Salina:  Laboratorio de Biologla, tJNAN-Managua, Febrero-Abril 20J 5.

1.4. Justificación

•_os plaguicidas utilizados en la agricultura son sin duda el grupo de agroquímicos

.más peligroso al que puede estar expuesta la población en general (Klaassen & 111,

2005), y esto se debe a que los fabricantes de plaguicidas utilizan las leyes sobre

secretos  comercjales  para  negar  al  público  el  acceso  a  la  información  sobre  la

3omposición  de  sus  productos.  En  tanto  los  fabricantes  no  coloquen  etiquetas

3ompletas  en  sus  productos,  los  consumidores  no  tendrán  la  información  que

)ecesitan para protegerse de productos tóxicos.

Jebido a  que  Vondózeó  SOMfl es  un  fungicida,  y por lo tanto  pertenece  a  este

3Lupo   peligroso  de  agroquímicos,   y  además  es  ampliarnente   utilizado   en   la
idustria agrícx)la  nicaragüense;  se realizaron  pruebas para evaluar la toxicidad y

3enotoxicidad  de  este  producto  químico  utilizando  A///.um  cepa  y AAem/.a  sa//.na,

=mo bjoindicadores,  y de esta forma darse cuenta en qué grado está expuesta a

:3xicjdad la población nicaragüense al hacx3r uso de este fungicida.

Se aplicaron los dos bioensayos en conjunto,  porque A//7.um Cepa se encargará de

_T:dicar de manera cualitatjva si  Vondozeb sOIAfl es capaz de producir alteracjones

3enéticas y Ariemí.a Sa/Í.na indicará la concentración a la cual este fungicida puede

:ener eféctos negativos sobre los seres expuestos.

=or otro lado el hacer uso de bioensayos representa una gran ventaja,   ya que a

:-ferencia   de   las   pruebas   analíticas   rutinarias   de   laboratorio   con   equipos

scfisticados,  que  demandan  varias  semanas  para  su  realización  e  incurren  en

et€vados costos para llevarlos a cabo y aun así no proporcjonan información sobre

3csibles   respuestas   tóxicas,   bs   bioensayos   son   altamente   sensibles   y   ¡os

3rganismos sometidos a prueba son de fádl disponibilidad comercial, como lo son

cs bulbos de A//Í'um cepa  (cebolla) y los quistes secos de AAemí.a sa/i.na.
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1.5. Antecedentes

En  los  últimos años,  el  uso de plantas  ícomo AWÍ.um  Cepa)   y otros   organismos

pequeños (como Ariemí.a Sa/i.na) para el biomonitoreo de agentes genotóxicos e.n
el ambiente han tenido un fuene incremento; ya que éstos son buenos indicadores

de eféctos citogenéticos y  mutagénicos;  por lo que han  sido consideradas como

sistemas de  prueba  para evaluar toxicidad  y  han  sido  incluidas en  el  programa

Gene-Tox (Valencia-Quintana, et al., 2013).

En  2005,  González,  Presa,  Latorre y  Lurá  de  la  Universidad  Nacional  del  Litoral,

Facultad de Bioquímica y Ciencias BioJógjca en Santa Fe,   Argentina, apliüron un

enseiyci  paira  la  Detección  de  membolitos  fúngicos  con   actividad  tóxica

medi.anfe  bJ.oensayo  sobío  AHemi.a  sa/i.na.     Los  extractos  fúngicos  fueron

dasificados,  según el  porcentaje de mortalidad de Ariemi.a Sa/r.na hallado,  como:

no tóxico (NT), levemente tóxico (LT), tóxicx) (T) y muy tóxico (MT). En los tipos T y

MT  se investigó la presenda de  micotoxinas.  Seis extractos resultaron  de tipo T

(8,5%).  Penicillium  brevicompactum Dierckx,  aislado de un  embutido,  fue el  único

MT,   debido   principalmente  a   la   presenda   de  ocratoxina   A  y  de   otros   dos

metabolitos rm identificados.

En    2010,    Arendbia-Carballo,    Tizol-Correa    y    Rodríguez    en    el    Centro    de

lnvestigaciones Pesqueras de la ciudad de La Habana, Cuba realizaron un estudio

dor`de se debeTTriTió la Toxicidad de nauplios de Art®mia a dos pirstroides de

uso come4ci.a/  (insecticjdas piretroides, cipermetrina y pemetrina);   reportándose

los valores de 4,72 y 26,7 ug/mL de CL5o para 24 h respectivamente.  El protocolo

experimental descrito es  apropiado  para evaluar el efécto tóxico de compuestos

qui'micx)s. Además cx)ncluyó que los resultados en el uso de pruebas con Artemja
demuestran   su   versatilidad   práctica   y   economía   para   la   utilización   en   las

evaluaciones de los mismos tóxicos.

En  2012,   Cumpa,  M;  Diaz,  0.;  Tenicela,   P.  y  Velezvilla,   G.  de  la  Universidad

Vacional  Federico  Villarreal  (UNFV),  EI  Agustino,  Lima,  Peru  de  la  Facuftad  de

Ciencias   Naturales  y   Matemática   (FCCNNM)   del   Laboratorio   de   Ea)fisiologia
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Animal  (LEFA),  aplicaron  un ensayo para la Detecc/-Ón de/ e/ecfo fóx/.co de un

fungicida  mediante  bioensayo  de Artemia  Salina  L.  El tun9id\da someti\do a

prueba fue Clotrimazol (Roxfarma ®),  comúnmente   usado para el tratamiento de
infecciones  (de  humanos  como  de  otros  animales),  a  distintas  concentraciones

(Ci=100  mg  L-`),  (C2  =  50  mgL-`),    (C3  =  25  mgL-'),  (C4  =  12.5  mgL-J),  (C5  =  6,25

mgL-'),  (C6  =  3.125  mgL-'),  (C7  =  1.563 jTigL-').  Llegaron a  la conclusión  que a  las

24     horas,     las    conoentracjones     a     100     mg/L     son     altamente     tóxicas

(%mortalidad=100%),  a  las  48  horas  toda§  las  concentraciones  son  altamente
tóxicas (% mortalidad = 75%).

En  2013,    Jarantillo  C,  Martelo  E.  y  Duaite  R.  de  la    Universidad  de  Cartagena

Campus   de   Zaragocilla   determinaron   la   rox/ci.dad   aguda   d®   pesú.ci.das

organoFosforados  y   análisis   de   la   relación   cuamitativa   de  estructura
acffyi.dad.   En  este  estudio  se  evaluó  la  concentradón  letal  media  (CL5o)  de

diecisiete pesticidas organofosforados usando Artemia franciscana.  El compuesto

que presentó mayor toxicidad fue el fentión con  CL5o de 6,26 ijg/mL a las 24h  de

exposición  y  de  0,11   ug/mL  a  las  48h  y  aquellos  con  menor  toxicidad  fueron:

clorpirifos y malatión con valores de CL5o mayores de 100 ug/mL.  (Jaramillo, 2013)

En  2013,  Valencia-Quintana  y  Sánchez Alarcón  de  la  Universidad  Autónoma  de

Tlaxcala,   Tlaxcala,   México,   Facultad   de  Agrobiología;   Gómez-Arrroyo,   Cortés

Eslava  y  Villalobos-Pietrini  de  la  Universidad  Nacional  Autónoma  de  México,  del

Centro de Ciencias de la Atmósfera;  Waliszewski de la  Universidad Veracruzana,

Xalapa, Veracruz,  México, Centro de lnvestigaciones Biomédicas y Femández de

ia  Universidad  Veracruzana,  Veracruz,  México,    Facultad  de  Biología  analizaron

publlcacior\es que eva\uaban   la   Genotoxicidad de  plaguicidas  en  sistemas
yegela/os,  entre  los  vegetales  sometidos  a  pruebas  toxicológicas  estaban  los

5ulbos de A///.um Cepa (Cebolla).

:n  el  estudio  de  Genotoxicidad  de  plaguicidas  en  sistemas  vegetales  los

grupos de plaguicidas más evaluados son los organofosforados,  seguidos por los
carbamatos, Ios piretroides y las triazinas. En cuanto a la categoría de daguicjdas
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sobresalen  los  herbicidas,  secundados  por los  insecticidas  y  los fungicidas.  Con

relación  a  las  alteraciones  producidas  por  los  plaguicidas en  sistemas  vegetales

resa¡tan ¡os efectos aneugénicos tales como daños al huso que se reflejan corm

C-mitosis  y  efectos  clastogénicos  como  fragmentos  y  puentes.  Asimismo  se  ha

analizado   el   efecto   de   estos   compuestos   sobre   el   índice   mitótico,   siendo

inhibidores  en   [a   mayoría  de  los  casos.   Otro  tipo  de  alteraciones  como   los

cromosomas  pegajosos  también  son  inducidas.  En  menor  proporción,  algunos

estudios  abordan  la  inducx=ión  de  micronúcleos,  de  intercambio  de  cromátidas

hermanas,  de  cometas  y  de  eféctos  mutagénicos,  encontrándose  respuestas

positivas en la mayoría de los casos.

Es importante mencionar que en revisiones bibliográficas consu¡tadas de fuentes

nacionales e intemacionales no se encontró información donde ambos bioensayos

hayan  sido aplicados en  conjunto en  un  mismo estudio  para demostrar actividad

tóxica de productos fitosanitarios.
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2.1.1. Pesticidas

El  hombre  ha  intentado  desde  la  antigüedad  controlar  por  distintos  medios  los

microorganismos,  plantas,  vertebrados e invertebrados que ponían en  peligro los

alirnentos cultivados o almacenados,  así  como  la  salud  de  las  personas.  Uno de

los   primeros   agentes   químicos   utilizados   con   este   propósito   fue   el   azufre,

empleado como fumigante en China hace tres mjl años.

2.1.1.1. Definición

Según  la  definición  de  la  Environmental  protection  Agency  (EPA)  de  Estados

Uridos. un pesticida (plaguicida) se puede derinir como cualquiew sustancia o

mezcla de sustancias que se emplea para prwenir, d®struir, repoler o mitigar
una  plaga.   El  término  plaga  abarca  a  los  animales,   Ias  plantas  o  los
microorganismos que son nocivos, destructivos o molestos. (K:laasser\ & 111,

2005)

El  pesticida  es  un  producto  químico  fitosanftario  de  origen  natural  o  sintético  u

organismo   vivo,   y   puede   utilizarse   solo,   combinado   o   en   mezclas   para   la

protección de los cultivos y productos agrícolas.

2.1 £. C]asíficación
Nótese que algunas de las sub-divisiones se encuentran en letra cursiva y negrita,

y esto  para  destacar que el tipo de  plaguicida  a  evaluar pertenece  a esta  sub-
división en la categoría.

Los plaguicidas se pueden clasificar según:

El tipo de organjsmo que se desea controlar

Esta es la categoría más importante de pesticidas (Grau, 2003)

o    lnsecticidas: Control de

insectos

o    Acaricidas: Control de ácaros

o    Fungicidas: Control de

hongos y levaduras

o    Bactericida: Control de

bacterias

o    Antibiótico: Control de

bacterias

10
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o    Herbicidas: Control de hierba y

maleza

o    Rodentidda: Control de

roedores

El grupo químico del principio actjvo

o    Compuestos organofosforados

o   Compuestos carbamatos

o    Compuestos organoclorados

o    Piretroides derivados del

bipiridilo

o    Triazinas

o    Molusquicida: Control de

molusco

o   Ditiocarbamtios
o    Derivados del ácido

fenoxiacético

o    Derivados de la cumarina

o    Derivados del cloronjtrofenol

o    Compuestos

organomercuriales, entre otros

Su concentración

o    Plaguicida técnico

La máxima concentración del ingrediente activo obtenida cx)mo resultado final de

su fabricación, de la cual se parte para preparar un plaguicida formulado.

o   Plaguicida formulado

Mezcla de uno o más  plaguicidas técnicos, con uno o rnás ingredientes conocidos

como "inertes",  cuyo objeto es dar estabilidad al ingrediente activo o hacerlo útil y

eficaz; constituye la forma usual de aplicación de los plaguicidas.

El modo de acción

o   Z)e contacfo: Actúa principalmente al ser absorbido por los tejidos externos

de la plaga.

o    De ingestión: Debe ser ingerido por la plaga para su acción eféctiva,

11
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o    Sistémico: Al aplicarse en plantas o animales, se absorbe y traslada por su

sistema  vascular  a  puntos  remotos  del  lugar  en  que  se  aplica  y  en  los

cuales actúa.

o    Fumigante:  Se difunde en estado gaseoso o de vapor y penetra por todas

las vías de absorción.

o    RepeLente:  lmpide que las plagas ataquen.

o    Defoliante: Causa la caída del follaje de |as plantas.

Su composición química

o   Compuestos   i.nongán/.cos:   Estos   son   compuestos   que   carecen   de

carbono. Como los derivados de cobre, azufre, zinc y aluminio.

o   Compuestos o/gán/cos:  Son aquelios que contienen átomos de carbono
en  su  estructura  química,  la  mayoría  son  de origen  sintético,  fabricados  a

partir de compuestos químicos básicos;  algunos son  extraídos de plantas,

por lo que se conocen como botánicos.

o    Biológicos:  Se  llama  así  a  k)s  virus,  microorganismos  o  sus  metabolitos,

formulados como insumos, que pueden controlar a una plaga en particular.

Según el uso al que se destjnan

o   Ag#co/as..   Uso  en   diversas  extensiones,   en   sistemas   de   producción

agrícola y en productos y subproductos de origen vegetal.

o    Forestales: Uso en bosques y maderas

o    Urbanos: Uso exclusivo en áreas urbanas, industriales, áreas no cultivadas,

drenes, canales de riego, lagos, presas, lagunas y vías de comunicación.

o    Jardinería:  Uso en jardines y plantas de omato.

12
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o    Pecuarios:   Uso  en   animales   o   instalaciones   de   producción   intensiva   o

extensiva  cuyo  producto  será  destinado  al  consumo  humano  o  a  usos

industriales. lncluye el uso en animales domésticos.

o    Domésticos:  Uso en el interior del hogar.

o    lndustriales:  Se  utiliza  como  materia .prima  en  el  prooeso  industrial  para  la

formulación de plaguicidas o productos de uso directo.

Su persistencia al medio ambiente

o    Persistentes: más de un año y menos de veinte

o    Poco pers/.sfenfes: de cuatro a veintiséis semanas

o    No persistentes: menos de cuatro semanas de acción

Su toxjcidad aguda

O.M.S.

Esta  se  basa  principalmente  en  la    toxicidad  por  vía  oral  en  ratas  y  ratones.

Usualmente  la  dosis  se  registra   como el  valor DL5o (Dosis  Letal  Media)  que es  la

dosis  requerida  para  matar al  50%  de  la  población  de  animales  de  prueba  y  se

expresa  en    términos  de  mg/kg  del  peso  del  cuerpo  del  animal  (UNIVERSIDAD

NACIONAL   MAYOR   DE   SAN   MARCOS   Sistema   de   Bibliotecas   -   Biblioteca

Central 'Pedro Zulen', 2007).
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Tabla
DL5o (rng«g)

Ckase

2.1 Clasificación de los plaguicidas según toxicidad aguda expresada en

Por vía cMal                                     -Tor vía dérrrica

Sólidos

la Sumarrmte

tóxbo

Líqu idos                 Sólidos Líquidos

5 o menos          20 o menos         10 o menos           40 o menos

lb Muy Toxico               5 -50

11

Moderadamente         50 -500

tóxico

20-200               10-100                   40-400

200 -2000          100 -1000              400 -4000

lll poco tóxico        Más de 500        Más de 2000 Más de l000         Más de 4000
Fuente:

CYTED

i_c_olgeneralklades.pdf
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Tabla 2.2 Clasificación toxicidad según CYTED

1 Extremadamente tóxico

11 Altamente tóxico

111 Moderadamente tóxjco

lv Ligeramente tóxico

V  Pnácticameffte no tóxico

VI Relativamente inocuo

1-10 Hg/ml

10-100 ug/ml

100-500ug/ml

500-1000ug/ml

1000-1500IJg/ml

>1500ug/ml

Fuente:



ENaluación de la [oxicidad del fiingicida Vondozeb 80WP, utilizcmdo bioindicadores de toxicídad; Alliurn cepa. Artenria
Salim;  Laboratorio de Bicilogía. UNAN-Managiia. Febrero-Abril 2015.

2.1.3. Fungicidas

Debido    a   que    este   trabajo    monográfico    pretende    evaluar   la   toxicidad    y

genotoxicjdad    del    fungicida    Vondozeb    sO"P,    se    debe    abordar    algunas

generalidades de este tipo de agroquímico.

2.1.3.1.  Definición

Un   fungicida   es   un   tipo   particular  de   plagujcjda   que   cx)ntroka   enfermedades

fúngicas,   capaz   de   impedir  el   crecimiento   y   la   reproducción   de   los   hongos

(Klaassen   &   111,   2005).   Éstos,   comúnmente,   son   utilizados  como   un   producto

formulado  que  consiste  de  un  ingrediente  activo  más  ingredientes  inertes  que

mejoran la acx)ión del producto.

2.1.3.2.  lmportancia

Las   enfermedades   son   comunes  en   las   plantas,   a

menudo  producen  un  impacto  económico  significativo

en  el  rendimiento  y  calidad,  Io  que  nos  indica  que  el

manejo  de  enfermedades  es  un  componente esencial

en    la    producción    de    la    mayoría    de    los    cultivos

(MCGrath,  2004).   En  un  sentido  general,  existen  tres

razones   principales   por   las   cuales   se   utilizan   los

fungicidas:

Figura 1. Hojas afectadas por
una enfemedad

o    Para  controlar a  la  enfermedad  durante  el  establecimiento y  desarrollo  de

un cultivo.

o    Para  incrementar  la  productividad  de  un  cultivo  y  reducir  sus  daños.  Los

cultivos   alimenticH.os   enfermcB   pueden   producir   mencs   sj   sus   hojas,

necesarias para la fotosíntesis, son afectadas por una enfermedad (Figuras

1  y 2). Los daños  pueden afectar las  partes comestibles del  cultivo (Figura

3)  o]  en  el  caso  de  cultivos  omamentales,   pueden  perder  su  vistosidad
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(Figura  4),  en  todos  los  casos  se  puede  afectar  el  valor  comercial  del
cuftivo.

Figura 2. Hojas af®ctadas por una
enfemedad

Figura 4. Pórdida de la
vistosidad

Figiira 3. Cuftjvo cosecriado
dañado

o    Para  rnejorar  el  período  de  almacxEnamiento  y  la  calidad  de  las

plantas y los productos cosechados.  Las pérdidas por enfermedades
ocurren después de la cosecha,  durante el almacenamiento (Figura

5).  Los hongos a menudo echan  a perder (hacen  inutilizable) frutas,

harializas , tubércu/os y semillas almacenadas.

Figura 5. Pérdida del cultivo duranto el
almacenamiento 16
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2.1.3.3. Características

Un fungicida activo debe cumplir las siguientes características:

o    Mostrar una toxicidad  baja para  la  planta  pero  alta  para ese  hongo

concreto.

o    Ser  activo  por  sí  mismo  o  {ener  la  capacjdad  de  convertirse  (por

enzimas de la planta o el ho-ngo) en un intermediario tóxico.

o    Ser capaz de penetrar en  las esporas  micóticas   o en  el  micelio  en

desarrollo para alcanzar el lugar de acción.

o    Formar  sobre   la  supemcie  de   la  planta'  un   depósito   protector  y

duradero que resista la luz solar, la lluvia y el viento de la intemperie.

2,1.3.4. Clasificación

Los    fungicidas    se    categorizan    de    varias    formas    basadas    en    diferentes

características.  Las  características  utilizadas  más  comúnmente  y sus  categorías

se describen a continuación.

Hovilidad en la planta

o   Contacto

!ios  fungicidas  de     contacto,   llamados  también  protectores,   actúan  solamente

sDbre la superftcie de la planta donde el fungicida ha sido deposjtado y evitan que

bs esporangios   germinen y penetren a las células (Pérez & Forbes,  S.f).  Por ello

s=  recomienda  cubrir  la  mayor  parte  de  la  planta  con  este  tipo  de  productos

flgura 6.a).

o   Sistémicos

Estos son también llamados penetrantes y son absorbidos a través del follaj.e o de

Es  raíces  y  se  movilizan  a toda  la  planta  (dentro  de  la  misma,  Figura  6.b).  Los

imgicidas  sistémicos  aféctan varias etapas de la vida del hongo.
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Los sistémicos de movimiento xilemático aplicados al follaje se movilizan a lo largo

de la hoja en donde se depositan, pero no pueden redistribuirse fuera de ésta, sin

embargo,  cualquier  materjal  deposkado  en  los  tallos  puede  moverse  hacia  las

hojas (figura 6.c).

Figura 6. a. Fungicida de contacto, b. Fungicida sistémico, c. Fungicida sistémico

Según su Rango de actividad

o    Unpunto

Los fungicidas que actúan de manera única son activos sólo en un punto de una

rtita metabólica en el  patógeno o afectan una enzima o proteína esencial  para el

]ongo.   Debido  a  la  especificidad  en  toxicidad  de  estos  fungicidas,  estos  tienen

muy  poco  efécto  en  la  mayoría  de  los  organismos,  pueden  ser  absorbidos  de

manera   segura   por   la   planta,   por   lo  que  tjenden   a   presentar   propiedades

sistémiffis.

o    Múltiple puntos de acción.

Típicamente  los  antiguos  fungicidas  de  contacto  presentan  múltiples  sitios  de

acción, por lo que  usualmente aféctan a muchos hongos en diferentes clases.
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Emhi{ición dq la tox!cidad d£! fimgicida Vondozeb 80WP. i{tilizcmdo bio{nd!cadores de ¢o3{icidad; A!li.m cepa. Ar(emia
Salina;   I.aboraiorio de Biologla, TJI`ÍAN-Mai!iagua. Febrero-Abril 2015.

Según su grupo químico

Los   fungicidas   forman   una   extensa   familia   de   agentes   químicx)s   con   las

estructuras más diversas, desde oompuestos inorgánicos sencillos, conm el azufre

y   el   sulfato   de   cobre,   hasta   mmplejas   moléculas   orgánicas   (Ubau,   2003).
Químicamente,  las  moléculas  orgánicas  son  aquellas  que  contienen  átomos  de

carbono  en   sus   estructuras,   mientra§  que   las   moléculas   inorgánicas   no   los

presentan.

o   lnoígánico

Muchos de los primeros fungicidas desarrollados fueron compuestos inorgánicos a

base de azufre o iones metálioos como el cobre,  estaño,  cadmio y mercurio que

son   tóxioos   a   los   hongos.     Los   cúpricos   y   los   sulfurados   aún   se   utiljzan

amplianente.

o   0rgánico

La mayoría de los fungicidas usado en la actualidad son compuestos orgánicos y

.Dor  consiguiente   contjenen   carbono.    El   témino   "orgánico"   es   utilizado   aquí
"Basado en la termino]ogía química y difiere del térmjno "orgánico" empleado para

jescribir  un  sistema  agrícola  que  procura  ser  holístico  y  aumenta  la  salud  del

agrücosistema.

Según su mecanismo de acción

o   Protectores

Éstos se apljcan a las plantas antes de que aparezü cualquier hongo fitopático y

previenen la infección,  bien mediante una actividad esporicida o bjen modificando

el ambiente fisiológico de la superficie de la hoja.

o   Curativos

=stos actúan  penetrando en  la cutícula de la planta y destruyendo el  micelio del

.rN3ngo joven (las hifas) que crece en la epidermis de la planta.
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E+mlt{ación de la Toxicidad del ftngicida Vóndozeb 80WP. iiti!izmdo bio]ndicadores de (oxicidad ; Alliim cepa. Ar(emia
Salin{i;   Laboraiorio de Biologla, UI`lAI\l-Mariagua, Febrero-Abril 2015.

o   Ermdicadores

Éstos     evitan  el  crecimiento  de   los   hongos  una  vez  que   han   aparecido   los

síntomas,  normalmente tras la  esporulación,  mediante la destruccjón tanto de las

esporas nuevas como de los micelios.

2.1.3.5.   Legislación y salud pública

Las  dos  principales  leyes  que  rigen  a  los  fungicidas  y  otros  plaguicidas  en  los

Estados  Unidos  de  América  son,  la  Ley  Federal  de  lnsecticidas,   Fungicidas  y

Rodenticidas   (FIFRA,   en   inglés)   y   la   Ley   Federal   de   Alimentos,   Drogas   y

Cosrnéticos (FFDCA, en inglés).  (MCGrath, 2004)

La Oficina de Programas de Plaguicidas de la EPA, es la responsable principal en

la   regulación   de   plaguicidas   hoy   en   día.    Todos   los   plaguicidas   deben   ser

registrados antes de ser comercializados y utilizados en los Estados Unidos.

Para obtener  un  registro,  k)s  fabricantes de un  plaguicida deben  demostrar que

éste no tiene el  potencial de producir un impacto adverso al  medio ambiente o en

organisrnos  para  los cuales  no está  destinado,  induyendo a  las  personas.   Ésto

requiere  llevar  a  cabo   pruebas  toxicológicas  definidas  e   investigación   de  su

destino en el ambiente.

2.1.4. Vondozeb 80WP

Se trata de un fungicida preventivo (protegiendo los cultivos de lesiones) con cierta

acción acaricida y de amplio espectro,  a base de Mancozeb,  el cual  pertenece al

grupo   químico   de   los   alquilenbis   (ditiocarbamatos),      formulado   como   polvo

mojable.

Actúa    por   contacto   sobre   una   gran   variedad   de   hongos   causantes   de

enfermedades  en  diversos cultivos.  Por el  hecho de ser una  materia  activa  con

acción  multi-sitio,  actua sobre varios genes de los hongos y evita  la aparición de

resistencias.  (Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, 2007)
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E\rciluación de la (oxici dcid del juiungicrida Vondozeü 80WP. utilizando bíoindicadores de toxicidad: Allium cepa, Ar(emici
Salina;  I.aboratorio de Biología, UNAN-Mcinagua, Febrero-Abril 2015.

Su mecanismo de acción es la interrupción del ciclo de Krebs e inactivación de los

grupos sulfidrilos (esenciales en la fisiología celular de las zoosporas). Actúa en la

producción de energía al reaccionar con grupos -SH de proteínas,  principalmente

enzimas, dentro de la célula.  El zim disminuye la fitotoxicidad del maneb y mejora

sus propiedades fungicidas.

2.1.4.1. Nombre químico y común

Según   la  CAS  el  nombre  que  le  corresponde  es:  Mezcla  de  manganeso  [[2-

[(ditiocarboxi)    amino]    etil]    ffirbamoditioato]]    (2-)-ks,ks']    con    [[2-[(ditiocarboxi)

amino] ethil] carbamoditioato]]  (2-)-ks,ks'] zinc.  Por otra parie la  lupAC  lo nombra:

etilenbis  manganeso  (ditiocarbamato)  (polímero)  complejo  con  sa[  de  zinc.  Otros

sinónimos  son:   ((1,2-etandiilbis(carbamoditioato))(2-))  sal  de  manganeso  y  zinc;

Ácido etilenbis (ditiocarbámico) complejo de manganeso y zinc.

Algunos  de  los  nombres  con  el  que  comúnmente  se  comercializa  este fungicida

son:  Acarie  M;  Blecar  MN;  Crittox  MZ;  Dithane  M-45;  Dithane  945;  Dithane  M45;

Dithane  Ultra;  Mancozebe;  Mancozin;  Manzate;  Manzeb;  Nemispor;   Penncozeb;

Sandozebe  o  Vondozeb  plus.   Las  formulaciones  pueden  conseguirse  en  polvo

humectable y concentrado emulsionable.

2.1.4.2.   Fórmula y estructura química

La    fórmula    química    del    fungicida,     Vondozeb    sOWP,    es    C4H6N2S4Mn    +

C4H6N2S4Zn;  con  masa molecular:  266.31  g.mo|-í

Figura 7. Estructura química del fungicida
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Evaluacióndelaioxiclda~d.Pelfiu:g!cidav?nq?zs!§Or7P._u_ti.Ii?gpdpbioindi¢adoresdetoxicidad;Alliumepa,Artemia
Salina;  Lciboraíorio de Biologla, UNAN-Managua, Febrero~Abrll 2015.

2.1.4.3. Composición porcentual

Tabla 2.3 Composición porcentual Vondozeb 80VVP

Ingrediente activo

Mancozeb:

Complejo  (polimérico)  de  etilenbis  (ditiocarbamato)  manganoso

con sal cínquica,

lngredientes inertes

Coformulante c.s.p

Porcentaje en

80%   (800 g/kg)

__::___-_                   _                 __

100%  p/p (1  kg)

Fuente: Tomada de la etiqueta del producto

2.1.4.4. Campo de actividad

Vondozeb  sOWP    resulta  ser  eficaz  en  el  control  preventivo  de  enfermedades

cx)mo..   Mal   cle   talluelo   (Rhizoctonia   soíaniD,   Sigatoka   negra   (Mycosphaerella

rj/.ens/.s var. djfform/.s) ,  Sigatoka amarilla (Mycosphaene//a mus/.co/a/,  Mildiu velloso

¢Pseudoperonospora    cubensis),    Míildiiu    velJoso    (Pseudoperonospora    spp.),
^riracr\os.is (Colletotrichum spp) , T.izón \emprar\o (Alternaria solanin y T.iz:ón tard'ic]

(P^yfophfhora  /.nfesfans);  en  cultivos  de  arroz,  papa,  rosas,  crisantemo,  cebolla,

repollo,   brócoli,  coliflor,   plátanof   banano,  café,   cebada,   calabaza,   pepino,  frijol,

lechuga,   melón,   sandi'a,   trigo,   avena,   pasto,   tomate,   uva,   manzana,   mango,

papaya y melocotón.



Evaluadón de la Íoxicldgd del !iungicida Vondozeb 80WP. uiilizando bioindicadores de toxicidad; Alliuiri cepa, Ar[emia
Salina;  Laborator.io de Biología, UNAN-Managua, Febrero-Abril 2015.

2.1.4.5. Propiedades físicas y químicas del ingrediente activo

Tabla 2.4 Propiedades físicas y químicas

;  Estado físico                                Polvo

Color                                                Amaril lo grisáceo

Olor                                              Ligero olor a pescado

FTU-rñ-O-a-é-ñi5Tó~ñ----~~~.lñT=2T45~Ó------~
Solubilidad

Presión de vapor

Densidad aparente

Hidrosolubilidad                            dispersable.

Practicamente       insoluble       en       otrosi

disolventes

lntangible a 2ooC.

5T5_Rm

.._                          _._       __:

Fuente: Tomada de Ía etiqueta del producto

2.1.4.6. Destino en el ambiente

En     el     estudio     ambiental     e     informaciones     adicionales     allegados      por

BARPEN    INTERNATIONAL    S.A.    para    el    ingrediente    activo    grado   técnico

mancozeb   estima   que   el    tiempo   de   vida    media    en    suelos    DT5o   es     6-

15 días, dato menor de 21  días, Io que indica que se degrada muy rápidamente en

el   suelo   y   presenta   baj.a   persistencia   en  suelos.   La  constante   de  adsorción

normalizadaKocesde     2000     Ioque     muestraque     esta     sustana.apresenta

baj.a   movilidad.

En  agua  subterránea  se determina  el potencial de   lixíviación   (GUS)  a partir  de

la   ecuación  de  Gustaffson   con  datos   de  DT5o suelos  de  615  días   y   Koc   de

2000,   el   resultado de GUS oscila   entre   0.5 a   0.82   indicando que el   mancozeb

no  presenta   potencial    de  l.Lxiviación   hacia   aguas   subterráneas.  Y  para  agua

superficial   mancozeb presenta baj.a solubilidad de 2 mg/l.  El tiempo de vida media

DT5o en aguas es de  1-2 dias,  dato  menor de 21  dias.  lo que indica que  presenta

baj.a persístencia en agua.
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Evaluncióndelatcmiadgd~,±!fiTg!c_ida.V?nd%P90TP,.u_ti.li.z`4bioindiccdoresdetomcidad:Alnumcepa.Ariemia
Sa!i":  Labora[orio de Biologia. UNAN-Mamgiia Febrero-Abril 20] 5.

En el Aire mancozeb presenta una presión de vapor de 1.76 xl0 5 mpa a 25°C,  lo

que  indica  que  es  poco  volátil.   por  lo  tanto  no  presenta  afectación  a  este
comportamiento.

2.1.4.7. Toxicología

Según la clasificación toxicológica  de la EPA,  Vonahozeb sOM¢ pertenem al grupo

lv. Su toD(jcjdad varía de modeíada a alta para peces, anfibios y otros organismos

acuáticos  y  de  alta  a  prácticamente  nula  para  el  zooplancton.   Es  ligeramente

tóxico para aves,  pero no es tóxico para abejas y plantas.  Normalmente no ofrece

peljgro

Tabla 2.5 Toxicidad aguda

Vía de
administración

DL6o 0ral

DL5o cutánea

CL5o lnhalación

Fuente:

DL5o 0ral > 5000 mg/kg (rata)

DL5o cutánea > 2000 mg/kg (conejo)

5.2 mg/L nE/l (rata) (4

1322_240707.pdf

Tabla 2.6 Toxicidad Crónica

Efecto
Corrosión o irritación
cutáneas

Daño a los ojos/irritación

Efe€tos carcinógenos
No irrita los ojos.

No muestra  efectos  cancen.genos  en
experimentos con animales

`,_1322_240707,pdf
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Evoluacióndelatoxiciqd.Plfi?g:cidaVonqne_b90YP._u_ii_li?e!idobioindicadoresdeioxicidad;Alliemcepa,Ariemia
SaJina;   Laboraiorio de Biología, UNAN-Mciriagiia, Febrero-Abril 2015.

En el Aire mancozeb presenta una presión de vapor de 1.76 xl 0 5 mpa a 25°C,  lo

que   indica  que  es   poco  vo]átil,   por  lo  tanto  no  presenta  afectación  a  este
®mportamjento.

2.1.4.7. Toxicología

Según la clasificación toxicológica  de la EPÁ,  Vonaíozeb sOM¢ pertenece al grupo

lv. Su toxicidad varía de moderada a alta para peces, anfibjos y otros organismos

acuáticos  y  de  alta  a  prácticamente  nula  para  el  zooplancton.   Es  ligeramente

tóxico para aves,  pero no es tóxico para abejas y plantas.  Normalmente no ofrece

peligro

Tabla 2.5 Toxicidad aguda

Vía de
administración

DL60 0ral

DL5o cutánea

CL5o [nhalación

DL5o 0ral > 5000 mg/kg (rata)

DL5o cutánea > 2000 mg/kg (conejo)

LC5o lnhalación: 5.2 mg/L mg/l (rata)

horas)

Fuente: •,_1322_240707.pdf

Tabla 2.6 Toxicidad Crónica

Efecto
Corrosión o irritación
cutáneas

Daño a los

Efe¢tos carcinógenos

No irrita la piel.

No irrita los ojos.

No  muestra  efectos  cancen'genos  en
experimentos con animales

Fuente: hftp:«www.anla.gov.coldocumentos/res.̀ ,_1322_240707.pdf
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ENaluaclón de la toxicidL]d del`ftmgicida Vondozeb 80WP, .Ltilizcmdo biolndicadores de toxicidad; Alliim cepa Ar{emia
Sa]ina;  Laboraiorio de Biologia. UI`IAN-Managiia, Febrero-Abril 20] 5.

Tabla 2.7 Ecotoxicología

Organjsmo
CE5o/72h/algas      1.18 mg/l

CL5o/48h/dafnia    O.47 mg/I

CLst/Peces®6h     O.2 mg/i

Fuente : hHplílwww. a n la. gov.co/documentos/res_1322_240707. pdf
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Evaluación de la toxicidad del fiLngicida Vondozeb 80WP, utilizcmdo bioindicadores de toxicidad; AIlium cepa, Artemia
Salina:   Laboraiorio de Biologla, UNAN-Mcinagiia, Febrero-Abril 2015.

2.2,1. Allium cepa

2.2.1.1. Descripción botánica

La cebolla (A//i.um cepa L.),  pertenece a la clase de las monocotiledóneas, familia

AIliaceae, genero Allium.  Es una planta bianual que produa5 bulbo,  en condiciones

normales, se cultiva como anual para recolectar sus bulbos y, cuando se persigue

la obtención de semillas, como bianual.

2.2.1.2. Morfología y caracten'sticas

Tabla 2.8 Morfología A///.um Cepa

Familia

Nomble
científico

Planta

Bulbo

Sjstma
radicular

Tallo

Hoja6

Flores

Li¡iáceas

Allium cepa L.

Bienal,  a veces vivaz de tallo reducido a  una  plataforma que

da  lugar  por  debajo  a  numerosas  raíces  y  encjma  a  hojas,

cuya base cariiosa e hinchada constituye el bulbo.

Está  formado  por  numerosas  capas  gruesas  y  camosas  al

interior.  Están  recubiertas  de  membranas  secas,  delgadas  y

transparentes,   que   son   base   de   las   hojas.    La   sección

longitudinal  muestra  un  eje  caulinar  llamado  ©rma,  cónico,

provisto en la base de raíces fasciculadas.

Raícxgs blanca, espesa y simple.

El tallo que sostiene la inflorescencia es derecho, de 80 a 150

cm  de  altura,  hueco,  con  inflamiento  ventrudo  en  su  mitad

inferior.

Envainadcmas, alargadas,  fistulosas y puntiagudas en su parte

libre.

Pequeñas, verdosas, blancas o violáceas, que se agrupan en

umbelas.

F uente : http:M^iww. utm. mx/edi_a nteriores/Temas3 8Í2N O TAS%20384. pdf
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\  Evali¿ación de la (oxicidad del fiingicida Vorido=eb 80WP, iti(lizmrio bioindicadoTes d€ toxicidíid; Allii{m cepa. Ar{emia
Salina;   Labora[orio de Biologia, lJ^lAN-Managua, Febrero-Abri! 2015.

2.2.1.3. Crecimiento

La planta es bianual,  de polinización cruzada, se desarrolla a partir de una semilla

hasta formar  bulbo  maduro y  posteriormente  bajo condiciones  propicias de  clima

se  produce  la  floración  y  división  de  bulbos  (Laguna  Davila  &  Pauth  Martinez,

2007).   Alcanza   una   altura  y   diámetro   promedios   de   35   cm   y   1.5   -2   cm,

respectivamente.

El  verdadero  tallo  se  encuentra  situado  en  la  base  del  bulbo,  de  él  brotan  las

yemas,  las hojas y las raíces.  La hoj.a o falso tallo es tubular, erecta,  semicilíndrica

de  color verde  y  en  algunos  casos  posee  una  sustancia  ürosa.  Después  que

aparece  la  primera  hoja,  las demás se desarrollan sucesivamente durante  uno a

diez  días;  bajo  condiciones  favorables  puede  llegar a  formar  de  15  a  18  hojas,

según el cultivo y la época de siembra.  Estas hojas se van entrelazando unas con

otras y formando un llamado falsolallo.

El bulbo es el órgano donde se acumulan  las sustancias nutritivas de reserva,  es

una consecuencia de movilizacjón  de carbohidratos entre las  bases de  las  hojas

más   jóvenes.    Los   principales   factores   que   influyen   en   su   formación   son:

fotoperíodo, temperatura, altos niveles de nitrógeno y riego.

El  sistema  radicular  es  muy  superficial,  alcanza  una  profundidad  de  45  cm  su

mayor volumen de rai'a=s se ubica en ¡os primeros 30 cm, la parte basal del bulbo

está formado por una placa de tallos donde se forman [as raíces adventicias y más

adelante  en  el  desarrollo  de  la  planta  se  forman  raíces  a  los  lados  de  la  placa

basal.

Debido  a  que  la  cebolla  tiene  una  sola  raíz  primaria,  el  desarroNo  de  la  planta

depende   de   la   formación   de   raíces   adventicias,    que   están   comúnmente

desintegrándose y siendo reemplazadas por nuevas.
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El ciclo de vida de las plantas de cebolla es de mediana complejidad,  no solo por

ser un cultjvo bianual, sino por la gran cantidad de factores que regulan el paso de

la fase de crecimiento vegetativo a la de formación de bulbos.

Cuando  la  semilla  germina,   emergen  las  raíces  primarias  y  la  parte  baja  del

cotiledón  se  elonga  rápidamente,  se  vuelve  de  color  verde  y  toma  la  posición

erecta.  En este momento sale del tallo la primera raíz adventicia y la primera hoja

crece a través de la vaina tubular del cotiledón.

La  germinación  y   la  emergencia  de  las   plántulas  están  determinadas   por  la

temperatura del suelo y la disponibilidad de agua.  La temperatura óptima  para  la

germinación  de  las  semillas  está  entre  20  y  25  °C.   En  estas  condiciones  las

plántulas brotan entre los ocho y diez días después de la siembra.

El proceso de crecimiento de la planta de cebolla continúa a una tasa constante de

una   hoja   nueva   por  semana,   hasta   alcanzar  el   número  característico   de   la

variedad  o hasta que cambios en el  periodo luminoso o algún  otro factor externo

activen  la  forma  del  bulbo.  Conforme  avanza  la  formación  del  bulbo,  las  hojas

viejas   se   secan,   de   tal   forma   que   a   la   cosecha   las   primeras   hojas   han

desaparecido o permanecen como escamas secas en el exterior del bulbo.

Al final de la etapa de fomación de los bulbos, ocurre una pérdida de turgencia en

la  región  del cuello y  las  hojas  colapsan.  En  este  punto,  las  plántulas de cebolla

entran en un periodo de dormáncia,  cuya duración varía dependiendo del cultivar.

Este es el momento óptimo de la cosecha.
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E`]oluación de 1o ioxicidad del fiingicida Vondozeb 80WP. utilizando bioindicadores de mxiddad; AIlium cepa` Ar(emia
Salii!ia:   Laboramrio de Biologla, UNAN-Managua. Febrero-Abri! 2015.

2.2.1.4. Tipos de cebollas

Cebolla blanca

La cebolla blanca se conoce desde hace van.os miles de años y es actualmente

una variedad de cebolla muy común en las dietas gastronómicas de prácticamente

todo  el  mundo  (Fuencampo  XXI,  2010).  Tiene  un  sabor  ligeramente  ácido  y  un

característico picor que varía en intensidad dependiendo de la variedad y la forma

de cultivo.

Cebolla amarilla o marrón.         `

Tienen  una forma globosa,  con el color que les da  nombre,  y su sabor

tiene un toque picante y ácido.  Las variedades de cebollas amarillas o

marrones tienen la característica de ofrecer un tiempo de conservación

mayor que  el  resto,  siempre  y  cuando  se  respete  la  conservación  en

lugares frescos y secos.

Cebolla dulce

Se les llama Cebollas Dulces a las diferentes van.edades de cebolla

cuya característica principal es su escaso picor.  El picor es un rasgo

muy característico de las cebollas,  que depende directamente de la

variedad    de    cebolla    y   de    sus    capacidades    para    acumular

compuestos sulfurados en sus células.

FÉtira 8. Cebolla
MarTón

\,

á```i      `,
Ü        `L,,

Figura 9. Cebolla Dulce

Cebolla roja o morada

Las    cebollas    conocidas    como    qrojas"    o    "moradas",    que    están

disponibles todo el año, deben su  nombre al llamativo color de su  piel,

en  tonos  rojos  tirando  a  púrpuras  y  de  su  propia  carne  blanca  con

algunos matices roj.izos. Tjene un bulbo grande y globoso, que es el que

se aprovstha en la cx)cina.
FÉura 10. Cebom

Momda
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Chalota o escalonia

Figura 11. Cebolla
Chalota

Cebolleta

Originaria de Asia  Central,  de la  misma forma  que la  mayoría

de los tjpos de cebolla,  los bulbos de las chalotas son rojizos,

ovalados y cx)n un grosor más pequeño que otros tipos.  En su

interior se encuentrañ  sus  característicx)s  dientes,  similares  a

los  de  los  ajos,  con  un  sabor  entre  el  ajo  y  la  a=bolla,  y  un

ligero picor.

La   cebolleta   es   realmente   un   estado   de   crecimiento,   el

momento    en    el    que   el    vegetal    tiene    las    hojas    más

desarrolladas  y comienza  a  formarse el  bulbo.  Su  forma  es

alargada  y  fina,   con  un  sabor  más  delicado  que  el  de  la

cebolla cx)nvencional.

Cebollino

ri;um 13. Cebollino

Figura 12. Cebolleta

Se trata de una hierba aliácea que no tiene bulbo o bien 1o tiene de

tamaño  muy  pequeño.  Se  e  considera  al  cebollino  como  un  buen

desinfectante   ©n   aca.ón   antibacteriana   y   un   alimento   rico   en

vitaminas y minera!es.
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Ftakkyo

El   rakkyo   es   una   variedad   de   cebolla   cultivada   y   explotada

espstjalmente en Asia y Oa3anía,   principalmente en Japón,  Nueva

Zelanda  y  China.  Tiene  un  tamaño  muy  pequeño  en  comparación

®n otras variedades de cebolla (unos 4 agntímetros de diámetro).

Figura 14. Rakb'o

2.2.1.5. Abundancia

En  Nicaragua,  Ia  cebolla  ocupa  un  lugar  importante  en  la  dieta  nicaragüense  y  su

cultivo es muy popular en las regiones del norie del país. Actualmente, se estima que

el  90%  de  la  producción  de  cebolla  proviene  de  los departamentos de  Matagalpa,

Jinotega y Estelí y en menor escala en otros sectores del país. La superficie cultivada

en el país durante 2003 fue de 1500 ha con   una producción nacional de 30,000 tn y

un rendimiento de 20 ton/ha.

2.2.2. Artemia salina

2.2.2.1. Aspectos generales

A#emí.a   spp.   son   camarones   minúsculos   de   cuerpo

blando,  dotados  de  apéndices  torácicos  en  foma  de

hoja,   de  mlores  carmelitas  y  transparentes  a  la   luz;

--------.-. ``,= .----
_     __              __           J,

pertenecen   al   Phylum  Arthropoda,   clase   Crustaceae,    Í
subclase     Branchiopoda     (debido     a     las     funcions   !

l«omotoras,  respiratorias y firtradoras que ejercen) y de

orden  Anostraü  (debjdo  a  la  ausencia  de  caparazón

rigido).   Se   conocen   comúnmente   por   el   nombre   de

ar[emia,   también   llamados   "monos   de   mar   o   "brine   [

Shrimp" en inglés. (Sarabia Álvarez, 2002)                                   F¡gura ]e:.taAd:=i:t:ali" en

El  género    Artemia  está  compuesto  por  varias  especies,  de  las  cuales  se  han

identíficado     al     rnenos     cinco     especies     bisexuales     y     varias     poblaciones
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partenogenétiffis,  entre  ellas  Artemia  salina  Leach,  Artemia  persimilis  Piccinelli  y

Prosdodmi , Artemia franciscana Kellogg (bisexuales) y  Artemia partenogenética.

2.2.2.2. Clasificacion cientifica Artemia Salina Leach

Tabla 2.10 Clasificación científica

Reino

phy_,um

Clase

Sub¢lase

Ord®n

Familja

Género
Especie

Animal

Arthropoda

Crustaceae

Branchiopoda

Anostraca

Anemiidae `

Artentia

Artemia Salina

Fuente: (Sarabia Ivarez, 2002)

2.2.2.3. Ecología

La A#em/.a Adem;.a habita exclusivamente en ecosistemas hipersalinos, entre 60-300

ppt,  caracterizados  por  su  escasa  diversidad  biológica  y  por  la  casi  ausencia  de

predadores.  Los habitats naturales comprenden salinas y lagos salados, temporales

y permanentes, situados en zonas costeras o en entomos continentales.

Las   AHemí.as   Sa/Í.na,   permiten   confirmar   su   gran   capacidad   de   adaptación   y

to!erancia  a  muy  diversas  condiciones  ecológicas,  pueden  cr"r  a  temperaturas

entre  6  y  35°C.  Se alimentan  de  algas  y  bacterias  y  son  fuente  de alimento  para

peces, pájaros y varios invertebrados.
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Figura ls Distribución mundial de Ai.temia Salim

2.2.2.4. Biología de  Artemia

Como  rasgos  morfológicos  caracteristicos  destacan  las  siguientes  (Figura  10):  una

cabeza   fomada  por cinco  segmentos fusionados,  en  la  que se  observan  los ojos

compuestos,  un ocelo frontal entre aquellos,  las anténulas o antenas secundarias, y

las antenas, también llamadas antenas verdaderas, y que en el caso de los machos

se hipertrofian en apéndices prensiles.

^nbBbl                ^ltüB

Figura  16. Morfología
maclio adulto.

de Ariemia, I]eml]ra adülta y deta]le de ]as antenas dcsarTo]ladas en  un
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El  tórax  lo  cx)nstituyen  once  segmentos,  cada  uno  de  ellos  dotado  de  un  par  de

apéndicx=s foliáceos aplanados,  llamados filópodos o toracópodos.  El abdomen está

constituido  por  ocho  segmentos  ápodos,  genitak5s  los  dos  primeros,  y  el  último,

llamado telson, provisto de la furca caudal.

2.2.2.5. Reproducción

La A#emí.a   presenta dos tipos de reproducción:  bjsexual, anfigónica o zigogenétiü,

con  presencia  de  machos  y  hembras,  y  partenogenética,  donde  la  presencia  de

machos  es  testimonial.  Ambas  modalidades  se  excluyen  y  no  se  ha  encontrado

ninguna cepa o variedad que pueda alternar cíclicamente ambas formas.

Tanto  en  las  poblaciones  bisexuales  como  en  ¡as  partenogenéticas  las  hembras

pueden dar lugar a dos tipos de huevos:

a)   los que completan el desarrollo embrionario en el interior del útero,  por lo que

resultan en un nauplio completamente fomado (proceso ovovivíparo) ; y

b)  los  que  detienen  su desarrollo en  el  estado de  blástula avanzada  o gástrula

incipiente, cubriéndose de un corion resistente procedente de las glándulas de

la cáscara y quedando en forma de quiste o huevo cístico, de duración o de
"inviemo" (proceso ovíparo).

Los  últimos,  pueden  dar  una  eclosión  inmediata  con  aparición  de  nauplios  poco

después  de  haber sido emitk]os por las  hembras  (Ilamados quistes  subitáneos),  o

entrar   en   estado   criptobiótico   o   de   dia   pausa.   En   este   caso,   no   eclosionan

inmediatamente, y deben ser activados para ello.  Esta activación viene condicionada

por    una    deshidratación    previa,    debida    a    los    procesos    osmóticos    que    se
desencadenan en medios oonstituidos por fuertes  salmueras, o a causa de la acx)ión

desecadora del aire y el sol.
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Los   quistes   son   emitidos   por   las   hembras

adultas     en     condiciones     críticas     para     la

supervjvencia de  la  población  como son  la falta

de  alimento,  elevadas  salinidades,  deficiencias

en  niveles  de  oxígeno,  etc.,  que  pueden  darse

en  los  lagos  salados  y  explotaciones  salineras

donde habitan.

Figura 17. Cic]o de vida de Artemia
salina

Cuando  los  quistes  deshidratados  son  rehidratados  de  nuevo  en  agua  de  baja

salinidad,   con   adecuados   niveles   de   aireación   e   iluminación,    Ios   embriones

enquistados   continúan    su   desarrollo    hasta    eclosionar   en    forma   de    naupljo

completamente formado.    En  los  üsos  más favorables  pueden  superarse  los  400

descendientes por puesta.

2.2.2.6. lmportancia

La  Ariemí.a  sa/Í.na,  sobre  todo  en  la  etapa  nauplios,  es  utilizada  en  la  acuicultura

como  alimento  vivo  para  el  crecimiento  comercial   (en   incubadoras)  de  muchas

especies de peces y mariscos.

Se utiliza para tratar diversas enfermedades endocrinas y reumáticas. El agua salada

y el barro del lago Ursu heliotermal contienen hormonas liberadas por AHem/.a sa/Í.na:

estrógeno y progesterona y  se utilizan para tratar enfermedades ginecx)lógiffis como

infeftilidad.

La  resiliencia  de  estos  animales  los  haa=  ideales  para  el  análisis  de  muestras  en

ensayos de toxicidad.
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Aunque  inicialmente  la  Ariemí.a  sa/Í.na  era  utilizada  en  ensayos  de  toxicidad  que

jnvolucrabancompuestosbioactivosdeextractosdeplantas,hoyendíapodemosver

extendido su uso a otros ensayos que buscan det®tar la toxicidad nuevos productos

naturales,    metabolitos    tóxicos    producidos    por    hongos,    cx)mplej.os    metálicos,

pesticidas, hidrocarburos  e incluso, sobre algunos materiales de restauración dental.
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Un  instrumento  altemativo  y  que  complementa  los  tradicionales  análisis  químicos

para  la  investigación  y  determinación  de  toxicidad  de  muestras  ambientales  o  de
cualquier  compuesto  químico,   es  la  utilización  de  bioensayos.   Éstos  se  pueden

realizar   sobre  diferentes   rnatrices   como   agua,   suelo,   sedimentos,   elutriados,   o

sustancias con diferente grado de solubilidad en agua.

2.3.1. Definición

Los   bioensayos   son   herramientas   ampliamente   utilizadas   en   el   ffimpo   de   la

ecotoxicología,  la  cual  se  ocupa  del  estudio  del  efecto  y  destino  de  los  agentes

tóxicos  de  origen  antropogénico  a  los  ecosistemas  acuícolas  y  teríestres  (Silva,

Torrejón,  Bay-Schmith, & Larrain, 2003). Estas pruebas de toxicjdad permiten realizar

mediciones  experimentales  del  efécto  de  agentes  químicos  o  físicos  en  sistemas

biológicos,    estableciendo    relaciones    concentración-respuesta    bajo   condiciones

controladas en terreno o en laboratorio.

Los  bjoensayos  son  por definición,  pruebas  en  las  que  se  usan  organismos  vivos

para   detectar o  medir la presencia y efectos de  una o más sustancias tóxicas,  así
como  determinar  el  li'mite  de  tolerancia  de  dichas  sustancias  con  respecto  a  los

organismos.

Los   organismos   deben   estar   en   buenas   condiciones   de   salud,   previamente

aclimatados   a   las   condiciones   del   ensayo,   y   se   mantienen   en   condiciones

ambientales  constantes.   Además  se  dispone  de  grupos  de  control   (que  no  se

exponen al tóxico).  Luego se miden y registran los efectos biológicos observados en

cada  uno de  los  grupos  control  y tratados  y,  posteriormente,  se eféctúa  un  análisis

estadístico de los datos obtenidos.

El   estímulo que recibe el organismo  puede ser químico,  mecánico,  físico,  eléctricx),

etc.   La  respuesta  son  los  eféctos  que  produce  el  estímulo  a  los  organismos.   La

respuesta o efécto tóxico a evaluar pueden ser: mortalidad, jnmovilidad, inhibición del
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crecimiento,  multiplicación  de  la  población,  alteración  del  comportamiento,  cambios

morfológicos,  genéticos,  cromosómicos, fisiológicos o histológicos.

La respuesta   a los estímulos va a estar en función de varios factores, estos pueden

ser..   cantjdad   de   tóxjco,   temperatura   ambjental,   tjempo   de   exposicjón]   factores

fisiológicos,  naturaleza de los individuos.

Los  efectos  para  obtener  buenos  resultados,  deben  estar  bien  controlado  y  los

factores  que  influyen  deben  estandarizarse  de  tal  manera  que  si  un  bioensayo  se

realiza en otro lugar, debe de dar la misma respuesta.

2.3.2. Objetivo

El objetivo de un bioensayo de toxicidad es determinar las concentraciones a las que

una sustancia,  material o efluente es capaz de provocar una respuesta medible,  que

normalmente es letal,  para  una población sometida a condiciones controladas en  un

laboratorio.

El método de respuesta cuantitativa es el mej.or   para el análisis experimental o sea,

medir   la   supewivencia   numérica   porcentual,   y   determinar   la   relación   entre   la

cx)ncentración y el  efecto.  Los datos  cuantitativos  permiten  la evaluación  estadística

de  los  resultados  de  la  curva  de  concentración  mohalidad  para  cada  uno  de  los

períodos de tiempo y expresan el error del mismo.

Los  períodos  de  exposición  se  determinan,   antes  de  comenzar  el  bl.oensayo  y

generalmente  son  de  24  a  96  horas;  pero  algunos  materiales  en  este  tiempo  no

ofrecen  el  valor  umbral  a  partir  del  cual  no  ocurre  un  incremento  significativo  de  la

mortalidad y por tanto requieren de un período mayor de experimentación.

Como  alternativa  es  bueno,  que  los  períodos  de  obsewación  no  sean  limitados  al

{iempo de exposición de los ej.emplares al contamjnante,  sino que se prolonguen a 5

ó 10 días más para incluir los efectos colaterales y tratar de comprender qué pasaría
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7.   Factor de dilución entre las dosis.

2.3,5. Ventajas

Los  bioensayos  in  vitro  han  ganado  aceptación  en  las  estrategias  de  biomonitoreo,

fundamentalmente   porque  suministran   resultados   confiables,   son   costo-efectivos,

simples y rápidos. Estos bioensayos puede.n auxiliar en la evaluación de los efectos a

la  salud  (toxicidad  humana  y  animal)  y  de  los  efectos  ecológicos  de  millares  de

sustancias  químicas  tóxicas  que  son  introducidas  por varias  vías  en  el  ambiente  y

permiten su aplicación en programas de monitoreo en la evaluación de la toxicidad.

2.3.6. Bioensayos en este estudio

/
2|3_.6.1. Bioensayo para la estimación de la toxicidad usando A///.um

Cepa.

En  las  últimas décadas,  se han  desarrollado  bioensayos  rápidos con  el  empleo de

plantas   como   organismos   de   prueba.   La   utilización   de   bioensayos   con   plantas

constituye   una   herramienta   disponible  y   valiosa   en   la   identificación,   monitoreo,

control  y  evaluación   de  los  efectos  de  contaminantes  tóxicos  potenciales  en  el

ambiente.

Entre  las  pruebas  a  corto  plazo  con  plantas  que  más  se  han   utilizado  para  la

evaluación  toxicológiffi  ambiental,  se  encuentran    la  prueba  de  toxicidad    usando

A///.um Cepa. A///.um Íesí es un  bioensayo para detectar contaminantes y sustancias

potencialmente tóxicas  para  la  salud.  Se  sugiere  el  empleo  de  la  prueba  como  un

bioensayo normado para el  monitoreo ambiental.

Pn-ncipio de la prueba

Cuando un  bulbo de cebolla (A///.um Cepa) se rehidrata se produce una estimulación

del crecimiento de las células,  lo cual  permite la elongación de las raíces de la planta.

Sin  embargo,  cuando  la  hidratación  se  lleva  a  cabo  en  presencia  de  sustancias

tóxicas,   la  división  celular  de  los  meristemos  radiculares  puede  inhibirse,  ya  sea

ietardando el proceso de mitosis o destruyendo las células.  Este tipo de alteraciones
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generalmente  impide  el  crecimien{o  normal  de  la  raíz,  y  por  tanto  su  elongación

(FISKESJÓ G.  ,1969).

El  efecto  puede  determinarse  en  forma  indirecta,  mediante  la  comparación  de  la

elongación  de  las  raíces  de  cebollas  expuestas  al  compuesto  tóxico  contra  la  de

cebollas no expuestas,  luego de un período de 72 horas de prueba.  La cuantificación

del efecto se realiza estableciendo el  porcentaje de inhibición  del crecimiento de las

raíc£s respecto a la longitud promedio de las raía3s del control y también calculando

la  C150.

EI A///.um cepa fesf es impoftante debido a que es un excelente modelo in vivo, donde

las  raíces crecen en cx)ntacto directo con  las sustancias de interés,  ofreciendo,  así,

información  valiosa  para  evaluar  el  mecanismo  que  tiene  un  agente  y  los  efectos

sobre  el  material  genético  como  los  efectos  clastogénicos  (inducción  de  rupturas

cromosómicas en  la división celular) y aneugénicos (alteración en  las estructuras de

la   célula,   como   el   huso   mitótico).   Además   los   datos   obtenidos   pueden   ser

extrapolados para toda la biodiversidad de animales y plantas.

Diversos  estudios  han  demostrado  su  potencialidad  diagnóstica  significativa  y  los

resultados de este ensayo se ajustan  bien a una batet.ía de pruebas compuesta por

organ ismos procariontes y/o eucario.ntes.

Es aplicable a los siguientes tipos de muestras:

•     Aguas naturales (lagos, ríos y pozos).

•     Agua potable (agua de grifo diferentes tuberías.

•     Aguas residuales domésticas e industriales,  incluyendo lodos y lixiviados.

•   .  Sustancias  químicas  solubles  en  agua y  con  sustancias  químicas  insolubles

en agua y solventes
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Ventajas

Como   parte   integral   del   ecosistema,   las   plantas   superiores   son   ampliamente

utilizadas por ser organismos eucarióticos y sus células tienen una estructura similar

a las del  hombre,  sufren mitosis y meiosis.

Fjskesjó  resumió  algunas  de  las  ventajas  en  utjljzacjón  del  bjoensayo  con  Allium

Cepa, entre las que se encuentran:

o    La  dinámica  de  crecimiento  de  la  raíz  es  más  sensible  a  los  cx)ntaminantes

que otros sistemas de ensayos disponibles.
o    Las cebollas son de fácil manipulación y almacenaje.

o    Las fases de la mitosis son muy claras en la cebolla.

o    Tiene un número de cromosomas estable.

o    La diversidad en la morfología cromosómica.

o    Cariotipo estable.

o    Proporciona una respuesta clara y rápida a las sustancias genotóxicas.

o    Los daños cromosómicas espontáneos ocurren raramente.

Por otra  parie,  la toxicidad  (C15o para  la media del crecimiento de la raíz)  puede ser

obtenida dentro de la prueba;  buena correlación con otros sistemas de prueba,  es un

ensayo simple,  rápido, e®nómico,   técnicx)s pueden ser capacitados para realizar los

ensayos y además  del  equipamiento  normal  del  laboratorio,  sólo se  necesita  de  un

microscopio con una cámara, si se quiere realizar la prueba citológica con las puntas

de las raíces.



Emltwcióndelatoxicida_d.del!iu_ng_icidaVondozeb80WP,uíílizandobioindicadoresdetoxicidad:AlliwncepaArtemia
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Parámetros

Diferentes parámetros de A///.um cepa pueden ser usado como indicadores de daño.

Éstos se pueden diferenciar según el proceso subyacente en:

Macroscóp.icos  (Indicadores de tox.icidad)

Los  estudios  de  toxk}idad  general  son  realizados  mk]iendo  las  longitudes  de  las

raíces  expuestas  y  cuantificando  la  inhibición  en  el  crecimiento  de  dichas  raíces

expuestas,  así  como  cambios  en  las  características  morfológicas  de  las  mismas,

tales    como    ganchos,    tumores,    necrosis,    estrías,    coloración    y    gelatinización

(FISKESJÓ G.  ,1969).

o    Formadelaraíz

Este  es  un  parámetro  macroscópi®,  donde  las  raíces  mostraron  alta sensibilidad,

con efectos significativos,  inclusive a concentraciones  muy baj.as del tóxicx) sometido

a   prueba.    Este    parámetro   es   observado.    mostrando    hinchazón,    quiebres    o

descoloración en las raíces.

o    Longitud de las raíces

Es  otro    parámetro  macroscópico,  donde  la  disminución  del  crecimiento  de  la  raíz

indica   la presencia de un tóxico.  Si este crecimiento disminuye en  un 45%,  provoca

efectos subletales en las plantas.

o    Turgencia

La  dureza  de  las  puntas  de  las  raíces;  es  un  parámetro  que  señala  el  grado  de

toxicidad. En tratamientos que causa alta toxicidad de las raíces los cual se aflojaran

y  mueren,  y  por  lo  tanto  este  parámetro  es  especialmente,   útil  en  las  pruebas

preliminares de las concentraciones para ser elegidos para el experimento.
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Anafase:  se  separan  los  centrómeros  hij.os,  y  las  cromátidas  convirtiéndose  en

cromosomas  hij.os.  Cada  juego  de  cromosomas  hijos  migra  hacia  un  polo  de  la

célula.   El  huso  mitótico  es  la  estructura  que  lleva  a  ffibo  la  distribución  de  los

cromosomas  hijos  en  los  dos  núcleos  hijos.  El  movimiento  se  realiza  mediante  los

microtúbulos   cromosómicos,    que   se   van   acortando   en   el   extremo   unido   al

cinetocoro.  Los  microtúbulos  polares se  desljzan  en  sentido  contrario,  distanciando

los dos grupos de cromosomas hijos.

Telofase:  comienza  cuando  los  cromosomas  hijos  llegan  a  los  polos  de  la  célula.

Los  cromosomas  hijos  se  alargan,  pierden  condensación,  la  envoltura  nuclear  se

forma  nuevamente a paftir del  retículo endoplásmico rugoso y se forma  el  nucleolo

de nuevo.

o   Aberraciones cromosómjcas

Las aberraciones cromosómícas  (parárnetro  microscópico) están caracterizadas  por

cambios,  ya sea en  la estructura de los cromosomas así como en el  número total de

los  mismos,  lo  cual  puede  ocurrir  por  la  exposición  a  agentes  físicos,  químicos  o

biológicos.

Para   evaluar   las   diferentes   anormalidades   cromosomales.    muchos   tipos   de

aberraciones  cromosómicas son  consideradas  en  diferentes  etapas  del  ciclo celular

(profase, metafase, anafase y telofase).

2.3.6.2. Bioensayo de citotoxicidad usando Ariem/.a Sa//.na

Principio

Uno de  los  biomodelos  mas  utilizados en  las  etapas  preliminares de  la  investigación

fitoquímica,  es  el  bioensayo  de  letalidad  frente  a  Ariem/.a  Sa//.na,  desarrollada  en

1982  por  Meyer  y  Col.   El   procedimiento  consiste  en  exponer  durante  24  horas

nauplios  de  Anrem/.a  sa//.r7a  a  compuestos  activos  y/o  extractos  de  plantas,   para

determinar valores de concentradón  letal 50  (DL5o)  (SÁNCHEZ & NEIRA, 2005)  y de
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esta  manera  predecir  efectos  cito  tóxicos.  Sin  embargo,  los  valores  obtenidos  de

CL5o,  no adviehen  una actividad  fisiológica  o biológica en  particular;  son  indicadores

de toxicidad a nivel celular que pueden orientar inves{igaa.ones más específicas.

Ventajas

El bioensayo de toxjcidad usando Ariem/.a Sa//.na, presenta grandes ven{ajas frente a

otros ensayos analíticos de rutina, y entre ellas se pueden mencionar:

o    Este bioensayo posee la característica de ser de amplio espectro,  de ahí que

sea  usado  como  método  de  análisis  para  detectar  residuos  de  pesticidas,

micotoxinas, anestésicos y compuestos de tipo morfínico entre otros

o    Una   prueba   toxicológica      sencilla,       poco   costosa   porque   no   necesita

equipamiento especial ni se requieren técnicas asépticas,  rápida (24 horas)]   y

solo se emplean pequeñas cantidades de muestras (2-20mg o menos).

o    Correlación con otras pruebas biológicas.

o    El  organismo  utilizado  en  el  bioensayo    es  fácil  de  cultivar  y  manipular  en

laboratorio,  es  sensible  a  una  gran  variedad  de  tóxicos;  y  genera  resultados

confiables.

o    Las pruebas pueden realizarse dónde y cuándo sea necesario.

o    Se dispone siempre de un número suficiente de individuos de la misma edad y

condición fisiológica.

o    Por último,  los defensores de los derechos de los animales no han objetado el

uso de estos inveriebrados para el trabajo experimental.
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CAPÍTULO 111.
Hipótesis



Emhwcióndlatoxiddasda,#:#c:%,:;nodáffiff#o%#;#ffftnb:o£cFae%%o!fbbri;ií,¡#,A|,i-cepa`Artemia

jando  se  exceden  las  dosis  recomendadas  del  fungicida  Vondozeó  SOWP,  éste

3senta  actividad  tóxica,  genotóxica y citotóxica,  que se  evidencia  con  la  inhibición

las raíces y aberraciones cromosomales en los bulbos de cebolla A///.um cepa y en

mortalidad de Ariem/`a sa/Í.na.
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En  este  capítulo  se  mencionan  los  diferentes  procedimientos  desarrollados  en  la

elaboración del proyecto.  La metodología a seguir para la elaboración de bioensayos

de toxicidad durante  toda la investigación se desarrolló en 2 fases para  A///-um Cepa

y  2  fases   para   Aríem/.a   Sa//.na,   tal   como   se   explica   en   los   diagramas   2   y   3

respectivamente.

4.1. Descripción de] ámbito de estudio

El  estudio  fue   realizado  en   el   Pabellón   50,   Laboratorio   1   del   Departamento  de

Biología,    Facultad   de   Ciencias   e    lngeniería   de    la    UNIVERSIDAD    NACIONAL

AUTÓNOMA DE NICARAGUA,  Unan-Managua, en el periodo comprendido Febrero -

Abril   2015.

4.2. Tipo de estudio

Estudio experimental] transversal, cuantitativo.

Es  experimental,  debido  que  se  desea  comprobar el  efecto  que  produce  un  tóxico

sobre un  bioindicador  y requiere dos condiciones:  muestra y grupo control.

Es transversal ya que implica la recolección de datos,  en un  momento determjnado

del tiempo y en una área geográfica o institución,

Es  cuantitativo  porque  examina  datos  de  manera  numérica  y  permite  demostrar

hjpótesis por medjo de resultados estadístjcos.

4.3. Poblacjón  y muestra

4.3.1. Población

La pobláción del estudio está constituida por el fungicida Vondozeb 8oWP, así como

los bulbos de a=bolla Allium Cepa L., variedad chalotas y nauplios de Artemia Salina.
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4.3.2. Muestra

El  tamaño  de  la  muestra  fue  de  48  bulbos  de  cebolla  Alliiim  Cepa  L.   variedad

chalota, y 83 nauplios de Artemia Salina. Además se escx)gieron intencionalmente 10

g de Fungicida Vondozeb sOM/P  con número de registro UPL -07E-2014.

4.3.2.1. Criterios de inclusión

Gramos de Fungicida  Vondozeb sOWP  que estuvieran contenidos en el empaque

con númeroderegistro      UPL-07E-2014.

Bulbos de cebolla variedad chalota de forma ovalada y sin golpes;.

Nauplios de Artemia Salina con 48 horas de haber eclosionado.

4.3.2.2. Criterios de exclusión

Gramos de Fungicida Vondozeb sOWP que no estuvieran contenidos en el

empaque con número  de registro   UPL -07E -  2014.

Bulbos de cebolla que no pertenecieran a la variedad chalota o que estuvieran en

mal estado.

Ahemias Salinas  que no estuvieran en el estadío de nauplios.

4.4. Variables y Operacionalización

4.4.1. Variable jndependiente

Concx3ntración de  Vondozeb sOWP aplicada en los bioensayos

4.4.2. Variables dependientes

Aberraciones cromosómicas]  longitud de las raíces,  muerte de organismos (Ariem/.a

Salina).
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4.5. Material y método

4.5.1. Materiales paia recolectar información

Revistas de Artículos Científia)s

Fichas de cita textual

Fichas bibliográficas

Libros

4.5.2. Materiales para procesar la información

/   Sistema operativo Windows 7, versión uitimate.

/   Microsoft Excel 2007

/   Microsoft word 2010

/   Microsoft powerpoint 2010

/  Mapas
/   Tablas
/   Gráficos

/   Diagramas

/   lmágenes
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4.5.3. Material y métodos a utilizar

4.5.3.1. Materiales

Los materiales y equipos utilizados durante los bioensayos son los que se mencionan a

continuación:

Tubos de ensayo de vidrio de             Pyrex 12   cm   de   largo   y   5   cm   de

diámetro

Erienmeyers Pyrex 3L
IL
500mL

asos de precipitados.                           Pyrex                        250mL

idrio Reloj

Iacas petry

ipetas vofumétricas y graduadas     Pyrex                         10mL
20mL.

atraz aforado                                         Pyrex                        50 mL
100mL

robetas                                                       Pyrex                         100mL

gitadores de Vidrio

ipetas automáticas                                 COMECTASA          50 uL,100uL, 200 uL

untas para micropipetas.                    Sorenson 50 -100 uL

Oteros

ipetas Pasteur

)ulbos    de    látex    para    pjpetas

asteur.

eras para pipetas

spátulas

56



\\  Emluación de la toxicid{d del Jii_ngicida Vondo=.eb 80WP. utilizai!do biojndicadores dg loxicidad; AIlitm cepo, Ariemia Salina.,

Laboralorio de Bio!ogla` UNAN-Managw, Febrero-Abril 2015.

4.5.3. Material y métodos a utilizar

4.5.3.1. Materiales

Los materiales y equipos utilizados durante los bioensayos son los que se mendonan a

continuación:

Tubos de ensayo de vidrio de             Pyrex 12   cm   de   largo   y   5   cm   de

diámetro

Erlenmeyers Pyrex 3L
IL
500mL

Vasos de precipitados.                          Pyrex 250mL

Vidrio Reloj

Placas petry

Pipetas volumétricas y graduadas     Pyrex 10mL
20mL.

MatraE aforado                                          Pyrex 50mL
100mL

P ro betas                                                    Pyrex 100mL

Agitadores de Vidrio

Pipetas automáticas COMECTASA           50 uL,100HL, 200 uL

Puntas para micropipetas.                    Sorenson 50 -100 uL

Oteros

ipetas Pasteur

}ulbos    de    látex    para    pipetas

asteur.

eras para pjpetas

spátulas
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4.5.3.3. Equipos
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4.5.3.4. Método (Fase experimental)

Para desarrollar las fases del trabajo nmnográfico,  fue necesario contar con cada uno

de las materiales y equipos de laboratorio mencionados en el  apartado anterior.

Bioonsayo con AIlium C®pa, M&odo Fiskesüo modificado

Las   pruebas   se   realizaron   en   el   Laboratorio   1   del   Depanamento   de   Biología,

Universidad Nacional Autónoma de Nicaragua,  UNAN-Managua.

Para la obtención de los resunados en el bioensayo de toxicidad usando A//i.um Cepa

ñeron  utilizados  48  bulbos  de  agbolla,  variedad  chalote,  escx}gidos  en  el  Mercado

Municipal de Granada.  El tóxico fue el fungicida  Vondozeo SOWP, cuya formulación era

polvo mojable (WP) en presentación de 1 Kg.

a  Toxjcidad

4ntes de que los bulbos fueran utilizados para el bioensayo,  se les extrajo las catáfilas

3xteriores  y  el  disco  inferior  fue  limpiado  de  raicillas  sin  destruir  los  primordios  que

serian expuestos a las soluciones de Vondbzeó solw a ensayar.

Se  sumergieron  totalm3nte  todos  los  bulbos,  al  mismo  tiempo,  en  un  recipiente  con

3ijua tibja  durante  15  min,  de tal foma  que éstos fueran desinfectados.  Transcurrido

:s  15  min,  los bulbos fueron colocados sobre  un  papel toalla  para eliminar el exceso

=e agua.

=osteriormen{e se prepararon las soludones de Vomozeó sOMP a concentraciones de
\_,-=i!2.5, .625,  i250,  i875, 25oo piñ` (dirüase al anexo 7 pam ver cálculos). Las pruebae

se realizaron en   tubos de ensayo de vidn.o de  12 cm de longitud x 5 cm de diámetro.

Serotularonlostubosdel1-8paraanotarcualquieranomalíaenparticularquepudiera

"m.r  en  cada  bulbo  de  cebolla  comespondiente  a  ese  tubo.  Las  gradillas  fueron

üladasconlaconcentracióncorrespondiemealasolucióncontenidaenlostubosyC

=ra el control, sjendo un total de 48 bulbos experjmentales.
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Cada   12   horas  se  monitorearon   los  tubos  de  ensayo  que  contenían   la  solución

ensayada y la cebolla,  para asegurarse que las raíces estuvieran siempre en contacto

con  el  líquido.  ya  que  hay  pérdida  de éste  por absorcjón  o evaporación.  En  caso  de

pérdida,  con  ayuda  de  una  pipeta  Pasteur se  rellanaron  los  tubos de ensayo con  el
líquido  correspondiente,  y  se  pipeteó  por  aproximadamente  10s  dentro  del  tubo  de

ensayo para mantener la solución homogenizada y al mismo tjempo oxigenarla.

Para evaluar la toxicidad, genotoxicidad y citotoxicidad  se analizó el crecimiento de las

raíces  de  los  bulbos  de  cx;bollas  que tenían  que estar  en  contacto  con  la  solución  a

evaluar durante 72 h,  cuidando,  siempre,  que la zona  radicular quedara  inmersa en el

líquido, tal como lo muestra la  7.magen en e/ anexo 4.

Seguidamente,  con  una  regla  se  midieron  todas  las  raícs  de  los  bulbos de  cebolla

para  cada  una  de  las  diferentes  concentraciones  (entre  9  -  10  raíces  por  cada
concentración); y se obtuvo el promedio de longitudes que fue utilizado para el cálculo

de los porcentajes de crecimiento de las raíces expuestas a Vondozeb sOMfl respecto

a los controles,

a  Genotoxicjdad

Una vez finalizada las   72 h de exposición de las raíces a cada solución,  se cortaron

con   la   ayuda   de   un   bistun'   aproximadamente   10   raíces  de  cada  concentración,

tomándose  las  de  mejor  aspecto  y  se  colocaron  en  un  tubo  de  ensayo  con  fijador

Camoy,  con  la  finalidad  de  preservar la estructura  integral  de  los cromosomas,  y se

conservaron a una temperatura de 4°C.

Las condiciones se mantuvieron constantes durante todo el ensayo,  Ia temperatura fue

de  22°C  y  los  bulbos  se  mantuvieron  en  una  caja  de  madera  envuelta  con  plástico

negro, para protegerlos de la luz y de las corrientes de aire.

Al día siguiente tal como lo indica el método de Fiskesjo modificado en la sección de la

división  celular,  fueron  analizadas  las  raíces  que estuvieron  sumergidas  en  el  líquido

control.   Éstas  fueron  colocadas  sobre  un  vidrio  reloj  al  cual  se  le  adicionó  agua
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destilada y se dejó en reposo durante 5 min,  proceso que se repitió 3 veces,  luego las

raíces se trasladaron a otro vidrio reloj el cual contenía una solución de HCI 50% y se

dejó en reposo durante 15 minutos, seguidamente las raíc£s fueron colocadas en otro

vidrio  reloj   con  agua  destilada  durante  5  min,  y  nuevarnente el  proceso  se  repitió  2

veces,  tal como  lo  muestra el  diagrama  1.  Este proceso se repitió para  las raíces de

cada cx)ncentración,
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Luego,  se realizaron 6 preparados para cada concentraci'ón.  En cada uno se colocó la

zona  meristemáticas de las raíces,  Ios últimos 2 0 3 mm de las puntas (de color más

blanco),  las cuales  habían  sido  previamente  lavadas,  en  un  portaobjeto con  una  gota

de ácido acético 50% y una gota de orceína acética y se dejó teñir  por 5 min, se colocó

un cubre`objetos sobre la muestra,  se aplicó la técnica de Usquash" (Ia cual consiste en

ejercer un poco de presión con el dedo Índice de la rnano   para formar una monocapa

celular)  y con ayuda de papel absorbente se retiró el exceso de tinte.

Finalmente se procedió a observar en el mic*oscopio las diferentes fases de la mitosis,

con  el  objetivo  de  encontrar  cualquier  anomalía  de  fase  (observación  a  10x,  40x  y

100x).
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Bioensayo con Art®mia Salina

Las   pruebas   se   realizaron   en   el   Laboratorio   1   del   Departamento   de   Biología,

Universidad  Nacional Autónoma de Nicaragua,  UNAN-Managua.  Para  la obtención de

los resultados en el bioensayo de toxicidad con A#emí.a Sa/Í.na fueron utilizados quistes

secos de A#emí.a Sa//.na,  proporcionados por el Laboratorio de Biología.  El tóxico fue el

fungicida Vondozeb sOWP.

El  estadi'o  de  prueba  seleccionado  fue  el  de  nauplio,  (0,45  mm)  alcanzado  en  un

período de 48 horas.  Para la obtención de ese estadío se hidrataron en   agua de mar;

(proveniente de Huehuete), previamente esterilizada por 1  h; 5g de quistes (pesados en
una balanza analítica de prstisión 0.0001g) en  un erlenmeyer de 500mL.  La aireación

fue  suave y  constante  desde  eJ  fondo  del  erlenmeyer  para  mantener fos  quistes  en

suspensión. Se trabajó bajo condiciones de temperatura de 28 -30°C.

A las 24 horas se observó la eclosión de los nauplios,  los cuales se dejaron madurar

durante 48 horas, tiempo establecido para la utilización en el bioensayo. Luego de 48 h,

éstos fueron sometidos a toxicidad.

Para  exponer  los  nauplios al  tóxico  se  utilizaron  placas  de  96    micropozos  de  fondo

plano;    Ias   cuales   se   rotularon   con   las   diluciones   preparadas.    Para   ellos   se
seleccionaron  s  concentracjones  del  fungicida  en  el  oiiden  de  ppm,  para  el  control

negativo (Blanco)  se utilizó agua de  mar   sin  dilucjón del tóxico;  el sulfato de cobre (11)

pentahidratado   fue   utjlizado   como   control   posftivo   (Patrón   de   Referencia),   para

establecer el grado de sensibilidad que presentan los organismos prueba.

Para las concentraciones de prueba con CuS04  .  5H20,  se partió de una solución de

256 ppm,  para esto de pesó 0.0256 g  (25.6 mg) de CUS04 .  5H20, y se disolvieron en

100ml  de  agua  destilada.  Haciendo  uso  de  la  ecuación  de  la  dilución  se  obtuvieron

concentraciones de 256,  128, 64,  32,  16,  8, 4,  2 ppm (di.ri/.ase a/ anexo s para ver /os

cák}ulos).
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Para  la  muestra  (Vondózeb  sOMfl  fueron  1250,  625,  312.5,156.25,  78.125,  39.062,

19.531,  9.766  ppm.  La  solución  madre  se  preparó  pesando  en  una  balanza  analítica

0.0025g  del  fungicida  y  se   agregó   100uL  de   Dimetilsulfóxido  (DMSO)     con   una

micropipeta  y  finalmente  se  adicionaron  1900uL  de  agua  de  mar  esterilizada.     Los

resultados experimentales de las diluciones  marcadas en  negrita,  no fueron tomados

en  cuenta  debido  a  que  en  las  3  primeras  diluciones  se  obtiene  una  mortalidad  del

100%  de  AAem/.as  Sa//.nas,  por  lo  que  para  eJ  análisjs  de  los  resuftados  no  aporta

información adicional al estudio (Domínguez, Carrero,  Ramírez, Segovia, & Pino, 2009)

Después de preparada la solución madre se realizaron las diluciones hasta obtener  las

concentracjones deseadas.  Para ello en   la primera fila de la placa de mjcropozos se

agregó 200  uL de agua de  mar (Ai,  A2,  A3),  200  uL de sulfato cúpri© pentahidratado

(A4,  A5,  A6,)   y 200 uL de solución   madre preparada de  Vondozeb sOMfl (A7, A8,  A9).

De  la  fila  8  -H  se  adicionó   100 vL  de  agua  de  mar  a  cada   micropozo.     Las

concentraciones   de  las disoluciones   se montaron  por triplicado,  cx)mo lo muestra el

diagrama  en el anexo 9.

Todas las diluciones se hicieron en serie; para ello se tomaron 100 uL de la solución en

la primera fila  (control negativo,  controJ positivo y muestra,  respectivamente) y fueron

depositadas en la siguiente fila  (se pipeteó 3 veces para homogenizar la solución) y así

sucesivamente hasta completar los micropozos de la fila 8,  de esta última se tomaron

100 uL y fueron desechados en un beaker.  Finalmente se colocaron  100uL de AAem/'a

sa//.na  y füron  depositadas  en  todos  los  micropozos.  Se  emplearon  no  más  de  30

nauplios (aproximadamente) por cada uno, como  recomienda la literatura: "Paha e/ uso

de Ariemia en las pruebas toxicon5gicas y cualquier olro crustáceo pequeño el número

de  30  an/.ma/es  máxi.mo  es  /o  tiecomendado  (Reish  and  Oshida,   1987)"  (Arencibia

Carballo  &  Tizol  C,  2010).    Así  se dio  por finalizado  el  montaje  para  la exposición  al

fungicida.

Después de 24 h fue necesario contar la cantidad de AAem/.as Sa/i.nas  vivas y muertas

para  cada  concentración,  haciendo  uso  de  un  estereoscopio.  Debido  al  tamaño  del
organismo y su rapidez para nadar se hace difícil el conteo de las A#emi.as vivas,  por lo
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que  solamente  se  cuentan  las  muertas.  El  criterio  para  considerar  la  muefte  de  las
Ariemr.as  Sa/r.nas  fue  la  inmovilidad  por  más  de  10s  (Arencibia  Carballo  &  Tjzol  C,

2010).  Posteriormente se adidonaron 50 uL de metanol a todos los micropozos,  para

provocar  la  muerte  de todas,  se  dejó  reposar  por  15  minutos  y  se  realizó  un  nuevo
recuehto,    y  Por diferencia  (muertas(metano»   -  muertas(24h))  se  obtiene    la  üntidad  de

A#em/.as  vivas  d®pués  de  24  h  de  exposición.  El  valor  de  la  DL5o  y  los  límites  de

confianza   para   las   24   h,   se   determinaron   por   el   método   Probit   y   el   Método

Reed - Muench.

65



d-

C.\

)



+
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CAPÍTULO V.
Resullados y Análisis de los Resultados



Evaluación de la toxicidad del ftngicida Vondozeb 80WP, util[zcmdo bioindicadores de toxicidad: Allium cepa. Artemia Salina;
Laboraiorio de BiologkL UNAN-Manag\uL Febrero-Abril 2015.

5.1. Bioensayo Allium Cepa

Datos obtenidos durante el experimento

Tabla 5.1. Longitudes de las raíces de Allium Cepa al finalizar el bjoensayo

Muestra [ppm]

Longitud de las raíces (mm)

-     Réplicas

1 2 3 4 5 6 7 8

Control 0 4.2 5.3 6 0 0 6.3 3.9 1

1 312.5 2.5 4.5 1.7 2.5 1.7 6.6 5.6 6.9

2 625 2.3 4.3 2.3 6.1 4.5 2.3 0 5.7

3 1250 4.2 2.7 1 2 2 1 0 2.1

4 1875 3.3 1 1.2 0.6 2.2 3.8 0 0.5

5 2500 1,4 1 1 0 2 0 0.7 0

Evaluación del fungicida

Toxicidad

1-  Turgencia, color y forma de la raíz

Para    evaluar   la    toxicidad    se   observaron    y   analizaron    diferentes    parámetros

macroscópicos.   Para  el  parámetro  turgencia  se  asignaron  valores  del  1   a  5  para

caracterizar  la  dureza  de  las  raíces.  Al  igual  que  en  el  parámetro  turgencia,  para  el

parámetro  de  cambio  de  color  se  asignaron  valores  del  1   -5  para  caracterizar  la
coloración de las raíces; Ios valores se muestran en la tabla 5.2.
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Tabla 5.2. Parámetro Tur encia coloiación
Valor Grado de turgencia

Muy Duias

2                Duras

3               Semiduras

4                Blandas

5                Muy blandas

Blanca

Amarillenta

Amarilla

a 5.3. Análisis de los parámetros macroscópicos Blanco vs. [312.5 ppm]

Foto raíces en el Blanco
Horas de ex Osición

Foto raíces [312.5 ppm]
Horas

Palámetro
de exposjción

1

72h                 j valor

'jÉZ4&`

Turgencia

orma de la Raíz
JE.Hi`-.-:sm

ambio de Color
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A pesar de que no hay diferencia en  la forma y el color de las raíces expuestas a la

solución 312.5 ppm con respecto a las que crecieron en el  Blanco,  se puede apreciar

que exponerlas al fungicida genera daños en algunos bulbos de cebolla.

la 5.4. Análisis de los parámetros macroscópicos Blanco Vs. [625ppm]

Foto raíces en el Blanco
Horas de exposición

Parámetro

Foto raíces concentración
(625ppm]

Horas de ex sición

72h                 i valor

Turgencia

=:rma de la Raíz

gHEBHgffi,é2i€.   `,-  ¡  `u+

: =mbio de Color
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La  dosis recomendada  por el fabricante del fungicida corresponde a 625ppm,  es por

ello que a esta concentración,  tal como lo muestra la tabla 5.4,   no se logran aprecjar

grandes  cambios  en  las  raíces  de  los  bulbos  de  A///.um  Cepa,  debido  a  que  esta
concentración resulta ser beneficiosa para la planta donde es aplicada.

Ia 5.5. Análísis de los parámetros macroscópicos Blanco Vs. [1250ppm]
Foto raíces en el Blanco

Horas de exposición

Parámetro

Foto raíces concentración
[1250ppm]

Horas de exposición

Valor

Turgencia

C/,
=orma de la Raiz

BffiE#`;`,L,`     `-

Dobladas

3ambio de Color

::-&±,,,<    `   '=
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La   tabla   5.5   muestra   cambios   en   los   parámetros   macroscópicos   de   las   raíces

sumergidas en la solución  1250ppm en comparación con las surnergidas en el blanco,

evidenciando que el fungjcida a esta concentración resulta dañino para los organismos

expuestos.

a 5.6. Análisis de los parámetros macroscópicos Blanco Vs. [1875ppm]

Foto raíces en el Blanco
Horas de exposición

Parámetro

Foto raíces concentración
[1875ppm]

Horas de ex Osicjón

Valor

Turgencia

Forn" de la Raíz Dobladas

Cambio de Color
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Aumentar 3 veces la dosis recx}mendada ocasiona quiebres, dobles,  mucha fragilidad y

coloración en las raices de AIlium Cepa.  Parte de la cok)ración de las raíces se debe al

color de la solución en la que están sumergidas;  sin embargo el oscurecimiento de las

misma es producto de expos¡.ciones prolongadas a altas ©noentraciones de tóxico,  La

tabla 5.6  muestra cambios bruscos negativos en forma de las raíces, indicando que a a

medida  que se aumentan  las concentraciones  de este fungicida,  mayores daños  son

observados en los organismos utilizados como biojndicadores.

la 5.7. Análisis de los parámetros macroscópjcos Blanco Vs. [2500ppm]

Foto raíces en el Blanco
Horas de exposición

Párámetro

Foto raíces concentración
[2500ppm]

Horas de exposición

Valor

Turgencia

Forma de la Raíz J.

ambio de Color

74



Evaluacióndelatoxicidaddelfi±!igicidaVondozeb80WP.ulilizandobioindicadoresdeioxicidad:AIliuiyicei)a.ArienuaSalina;
Lcborcüorio de Biología, UNAN-Ma"giuL Febrero-Abril 2015.

La  tabla  5.7  no  muestra  información  sobre  la  forma,  color y  turgencia  de  las  raíces,

debido a   que la alta ooncentración del toxico no permite la elongación de la raíz,  y por

tanto  no  es  posjble  obtener  suficiente  material  radicular  para  ffiracterizar  las  raíces

expuestas a la concentración  2500ppm.

Aunque  no se desarrolló  material  Íadicular para ser analizado,  a  manera de inquietud

personal,   se   decidió   exponer   durante   120   horas   rnás,   los   bulbos   de   cebollas
sumergjdos en la concentración 2500ppm; sin embargo los resultados macroscópjcos y

microscópicos no fueron tomados en cuenta para redactar las conclusiones del trabajo,

ya que según Fiskesjo la raíz debe de estar sumergida solamente durante 72 h.  En la
foto  del  Anexo  75 se  muestra  el  crecimiento  de  las  raíces  sumergidas  en  diferentes

concentraciones  por  192h  y  puede  apreciarse  mejor    como  la  forma  y  color  de  las

raíces cambia a medida que se aumenta la concentración del fungicida.

2-  Crecimiento de las raíces: IongMud de las raíc£s luego de 72 h de exposición.

Se calculó el promedio de las longitudes de las raíces para las s réplicas, su desviación

estándar y el coeficiente de inhibición.  Los datos  para el cálculo de estos valores se

colocaron en la tabla 5,8 teniendo en cuenta las siguientes variables:

a  Concentradón del tóxico estudiado, [ppm]

a  Longitud de las rai'ces, (mm)

Las variabls anteriores fueron  obtenidas durante la realizacjón del bjoensayo y para

obtener el porcentaje del efecto de inhibición se realizó la siguiente operación:

c, = ¥ x loo%

Cl = Coeficiente de inhibición

Lc = Longitud del control

Lt = Longitud del tratamiento

Ec.1
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Los  valores obtenidos  (di+Í/.ase a/ anexo  70. 7  para  ver cá/cu/os/  para  los  parámetros

analizados  en  las  raíces  de  A///.um  Cepa  expuestas  a  distintas  concentraciones  de

Vondozeb solAfl se muestran en la siguiente tabla.

la 5.8. Cálculo del coeflciente de inhibición

Longitud de las raíces (mri) Promedio
(ñ

Dffiviación
estándar

(SD)

O/o de

inhibición

4.7
(0.5mm -13mm)

(0.5- -10rm
3.9

(O.5nm-9mm
2.1

(0.5lm -7mm)
1.8

(0.5m-6m)
1.2

0.5nm 4Im)
obtener el promedio de crecimiento no fueron tomadas en cuenta las réplicas donde no hubo

La gráfica 5.1  muestra el  promedio del crecimiento de las raíces con  respecto a cada

cx)ncentración;  la línea de tendencía indica que a mayor concentración mayor inhibición

del crecimiento de la zona radicular de los bulbos de cebollas,  indicando que a medida

que se aumenta la dosis en la aplicación de este fungicida, deja de ser beneficjoso para
el cultivo aplicado para convertirse en unas sustancia toxica.
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La    gráfica    5.2    muestra    que    Vondozeb    solAfl    presenta    actividad    tóxiü    a

concentraciones superiores a 1155 ppm,  haciéndose evidente su toxicidad a través de

la inhibjción de [a raíces mayor al 50%.

Genotoxicidad

Aquí  se  realizaron  análisis  mayoritariamente  de anafases/ telofases,  ©nsiderándose

las  siguientes  anomalias:  fragmentos  acéntricos,  cromosomas  errantes o  rezagados,

anafases desorganizadas,  puentes anafásicx) y telofásicos, células alargadas y células

binucleadas.

Como es de esperarse las iaícx5s que crecieron durante 72 horas en agua de la llave

(sin  Vond)zeb  sOMfl  presentan   fases  de  la  mitosis  sin  afteraciones.  En  todas  las
raíces observadas bajo el microscopjo se encontraron pTofases, metafases, anafases y

telofases normales tal como lo muestra  la tabla 5.9,  donde se comparan  las fotos de

una   división  celular  nomal   (según   la   bibliografia)     y   las  fotos  capturadas  en   la

observación bajo microscopio.
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La tabla 5.10  hace una comparación entre la división celular   de raíces que crecen en

condiciones idóneas (sin toxicidad) y las raices que crecen  a exposiciones de   312,5

ppm de  Vondózeb sOWP. Debido a la presencia de una sustancia tóxica, como lo es el
fungicida en estudio,  a nivel  microscópico se logran observar alteraciones en las fases

de  la  división  celular en  A//7.um  cepa  (puentes y  fragmentos  anafásicos,  cromosomas

rezagados,  etc.);  tales alteradones   denotan la actividad genotóxica del   fungicida;  aún

a con®ntraciones bajas.

A  partir  de  la  tabla  5.10  hasta  la  tabla  5.14  se  podrá  notar,  que  a  medida  que  se

aumenta  la  concentración  del  fungicjda,  Ias  afteraciones  en  el  ciclo  celular  se  hacen

más frecuentes;  indicando que exposiciones continuas a elevadas concentraciones del

fungicida alteran la genética de los seres vivos.
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ru S
í      '3ig

J-Jü      ,
[312.5 ppm]

Anafase *
*`T\

Anafase
irregular con
quíebres,
fiisíones  y
retardos
cromosómicos

Puente
anafásico

Puente
anafásico

a. Puente
anafásico y
b.Fraginento
en mafase
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Eva!uación de la toxicid(id de! fiingicida Vondo=eb 80WP, uiilizcmdo bioindicadores de ioxicidad: Alliurn cepa. Artemia Salina,
Laboralorio de Biologta. UNAN-ManagiuL Febrero-Abri! 2015.

Concentración
Fase              Fotos de ]as fáses                Fotos capturadas

celuLar      ce]ulares sin a]teración        durante el bioensayoJ-
iiE =_

¡,;; *

Tjpo de
Alteración
en mitosis

ihomalías
en Metafase
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__7       _     __              _       _

'`.t
`

+*   iF-
_L___

Qujebres en
anafase

Puente anafásico

I

`_.t_.:.-.T-        1_
Otros

•:.`..**'.'..'. :
h  `\*``        a. Micronúcieos

< ia::uJg

La  tabla  5.13  presenta  solo  un  tipo  de  alteración  en  las fases de  mitosis,  y esto es

debido al  pooo crecjmiento radicular de las cebollas expuestas a esta  conoentración,

por lo que no era suficiente longitud para obtener el   ápice de la raíz y poder observar
al microscopio los daños genéticos.
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Para la tabla 5.14 no se muestra ningún tipo de alteración en mitosis, ya que debido a

la alta concentración del fungicida,  Ia raíz no crecjó lo suficiente como para obtener la

zona  apical y poder observar la  división de las células.  Por el  motivo antes expuesto,

los bulbos de cebolla expuestos a la concentración 2500ppm fueron expuestas por un

lapso de 120 horas; de tal forma que las raíces crecieran a una longitud que permitiera

observar  al  microscopio  las  alteraciones  que  se  podían  producir.   Las  alteraciones

encontradas se muestran en  la tabla  5.15;  sin embargo estos resultados  no formarán

parte de las conclusiones de este trabajo
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I,tboralorio de Biologla, UNAN-Managiui Febrero-Abril 2015.

5.2. Bioensayo Artemia Salina

5.2.1. Método de los Probit3

Con los resultados obtenjdos en el ensayo de toxicidad aguda del fungicida  Vondozeb

sot^P,  se procedió a  utilizar el  método  Probit,  que   es el  método  más  usado  para  el

establecirriento de una relacjón dosjs-re§puesta'de tipo mortaljdad y la estimación de la

DL50.

El  método se  basa  en  la cuantificación  probabilística de  la vulnerabilidad  ante efectos

físicx)s   de   una   magnitud   determinada   que   se   suponen   conocidos.   Dicho   método

consiste en la aplicación de correlaciones estadísticas para estimar las consecuencias

desfavorables  sobre  la  población  en  estudio,  transformando  la  dosis  a  una  escala

logarítmica y el porcentaje de organismos afectados o muertos por la acción tóxica de

la sustancia a unidades Probit; Io cual mostrará una relacjón dosis- respuesta de forma

S o sigmoidea normal.

EI  Probit  es  una  transformación  sobre  la  tasa  de  efecto  (p)   (Castillo,   2004),   y  la

ecuación generada es de la forma:

Y -- a + b x

Y  (expresado en unidades probit) = z +5

z =variable normal estándar = zo tal que la Prob (z S zo)

a y b son estimadores de ¡os parámetros de la recta de regresion

asi cuando p = 50%, entonces, y = 5 por lo tanto

X5 =  logioDL50,  entonces  DL5o =  ioJC5

Ec.2
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Datos obtenidos durante el expen'mento

La tabla 5.16.  muestra todos los datos recolectados durante el bioensayo; esta

información fue utilizada para determinar la DL5o.

Tab]a 5.16. Sup€rvivencia y mortalidad dc ÁrRemñ¢ Sa/Í.«a fTcnte a las diferentes
concentraciones de fun aradas

Artemias Sa]inas Vivas Artemias Sa]inas Mu€rtas

C`oncentración Contro]
Positivo

Muestra Control Control
Positivo

Mucstra

156.25

78.125

39.062

19.531

Aceptabilidad de los resultados

Antes  de  proceder  a  los  análisis,  se  debía  demostrar  que  los  datos  recolectados

durante   el   bjoensayo   eran   aoeptables.   Para   que   los  datos   recolectados   fueran

aceptados  y  considerados  confiables,  la  moftalidad  en  el  control  negativo  (agua)  no

debía exceder el  10°/o ( (Castjllo, 2004)

Se procedió a construir la tabla 5.17 con los siguientes datos:

a  Concentración de la sustancia, [ppm]

ib.  Numero de organismos vivos usados en el control negativo (Blanoo)

a  Numero de organismos muertos en el Blanco después de 24h de exposición.

a  Porcentaje de modalidad en el control negativo

Los   primeros   3   corresponden   a   datos   experimentales   recolectados   durante   el

bioensayo y el último dato se obtiene con una sencilla regla de tres:

°y{omortalidaLd-- organismos muertos
organismos vivos usados x100 Ec.3
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Tabla 5.17. Porcentaje de mortalidad cn el contro] ne£ativo (Blanco)
Concentración Organismos Organismos O/o

[ppml vivos (B]anco) nuertos O]anco) Mortalidad

1250 5 0 0

156.25 7 0 0

78.125 10 0 0

39.062 11 0 0

19.531 8 0 0

9.766 10 0 0

Tal   como  lo   muestra   la  tabla   5.17,   los   resultados   son   confiables  puesto  que   la

mohalidad en el control negativo es 0% para cada concentración Íd7.rrjase a/ anexo 70. 2

para ver cálculos) .

Con  los  datos  tabulados  en  la  tabla  5.16  se  realizó  el  gráfico  5.3,  que  muestra  la

tendencia  de  muefte de las Anemí.as sa/Í.nas sometidas a análisis.  El  gráficx)  muestra

que la cantidad de A#emi.as sa//.nas muertas en el mntrol negativo cero, y esto se debe
a  que  las  cx)ndiciones  en  las  que  se  desarrolla    el  organismo  son  Óptimas  para  su

supervivencia.  Sin  embargo  cuando  los  organismos  están  en  contacto  con  un  tóxico

entonces la mortalidad de estos aumenta al aumentar la concentración.
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Gráfica S.3. Tendencia de muerte de ,4demí:aü SoZí.7Ms a Las dif€rentes
concentraciones.

Cálculo de la DL5o

Para ello, primero se construyó la tabla 5.18 con los siguientes datos:

a  Concentración de la sustancia (Voncbzeb sOMfl, [ppm]

d>  Logaritmo de las concentraciones anteriores,  (x).

a  Numero de organismos en cada concentración, (N). En este caso se realizaron 3

réplicas por lo que "N" correspondía  a la media de los organismos usados en las

réplicas.

a  Numero  de  organjsmos  muertos  en  cada  concentraci.ón,  (r).  El  dato  tabulado,

también, corresponde a la media de los organismos mueftos en las réplicas.

J>  Porcentaje de mortalidad en cada concentración, (P).

db.  Probit empírico,  (PE).

Los cuatro primeros resultados corresponden a datos experimentales; el Porcentaje de

mortalidad se calculó por la ecuación 4 (d/rrjase a/ anexo  70.3 para ver cá/cubs)   y el

Probit  empirico  se  obtiene  de  la  tabla  de  Probjts  con  el  porcentaje  de  mortaljdad

observada en cada una de las concentraciones  (dy.rr/.ase a/ anexo 7 7 ver Íab/a).
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La  gráfica  5.4    muestra  un   máximo de  18  individuos  muertos  por cada  18  individuos

sometidos a estudio (mortalidad  100%),  y oomo mínimo 6 individuos muertos por cada

14 individuos sometidos a estudio (mortalidad 43%) a las 24 h de exposición.

Posteriormente,  también  a  partir  de  los  datos  tabulados,  se  elaboró  la  gráfica  5.5.,

colocando  en  el  eje  x  el  logaritmo  de  las.concentraciones  y  en  el  eje  y  el  Probit

empín.co,  y se ajustó la regla a través de estos puntos.  En el gráfico 5.5 se trazó una

línea a panir del  Probit 5.0 hasta cortar la linea trazada; el valor correspondiente en el

eje x se denomina m y el antilogaritmo de este valor correspondía a la DL5o. Para poder

conooer el punto exacto donde se corta la línea trazada, fue necesario dibujar la gráfica

en papel milimetrado (anexo  77/,  cuyo valor correspondía a m=7.42,  por lo tanto:  DL5o

= 26.302 ppm..
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Cálculo de la pendiente, "S"

Para calcular el Probit esperado o calculado, se encontró el valor de la pendiente de la

recta  S correspondiente  a  la  tasa  de  jncremento del  log  de  la  concentración  (x)  por

unidad  de  incremento  del  Probit.  Para  calcular  el  valor  de  la  pendiente,  se  tomó  el

porcentaje   donde   se   halló   el    mayor   y   menor   efecto,    así   como   los   probits
correspondientes a estos valores.

S- oT - XmenoT)

(P EmayoT-P EmenoT)

Siendo:

Xmayor =  Mayor Concentración

Xmenor = Menor Concentracjón

PE = Probjt empírico correspondiente a cada concentración respectivamente.

Xmenor=0.989       PE=4.82

Xmayor=3.096       PE=9.09

(3.096 - 0.989)

(9.09 -4.82 )

Ec.5

S = 0.493

Cálculo de Ycaicüiado

Una  vez  calculado  el  valor  de  la  pendiente,  S,  se  calcularon  los  valores  del  Probit

calculado (Y) para cada concentración, utilizando la siguiente ecuacjón:

Y-5+ ( #-m) Ec.6
S

Los resultados obtenidos   se colocaron en la columna correspondiente de la tabla 5.19

y estos últimos datos permitirán calcular el efecto esperado Íd/.rrjase a/ anexo 70.4 paffl
ver cálculos) .
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Tabla 5.19. Cálculo de Probit calculado
Log Numero de Numero de

Morta]idad,,P,,
Probit Probit

[ppm] organismos organismos Emp,'rico„PE„ Calculado,'Y',
(x) por [ ] muertos por ( ]

„N„ „r"

3.096 18 18 100 9.09 8.399

2.193
11 9 '82 5.92 6.567

1 . 892
11 9 82 5.92 5.957

1,591 12 8 87 5.44 5.346

1.290 17 6 35 4.61 4.736

0.989 14 6 43 4.82 4.125

Prueba de Hipótasis (CHl -Cuadrado, X2)

La  prueba de  hipótesis  utilizada  para  establecer la  asmiación  entre  dos variables,  la

concentracjón  de  la sustancia  tóxica  (Vóndozeb  sOMq  y  la  respuesta  en  unidades

Probit,     es  la  prueba  de  CHl-cuadrado  (X2).  Para  ello  se  plantearon  las  siguientes

hipótesis:

(Ho).- Hipótesis nula;  Ios datos  modelan  una  Iírma  probit,  por lo tanto la recta está

bien ajustada.

(Ho).- Hipótesis aNernativa; k)s datos no rnodelan una línea probit

Los datos para el cálculo de este vak>r se colocaron en la tabla 5.20 teniendo en cuenta

las siguientes variables:

~  Concentración del tóxico estudiado, [ppm].

a  Logarjtmo decjmal de la concentración,   (x).

fi>  Probft calculado o esperado, (Y).

ft  Número de organjsmos usados en el bioensayo, (N).

áb.  Mortalidad Observada, (r).
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®  Porcentaje del efecto esperado, (P').

a  La mortalidad esperada, (NP').

~  Desviación de la monalidad

La contribución al Chi cuadrado de cada uno de los valores se calculó:

X (r -NP')2
Np,(1-p)

Ec.7

Los cinco primeros datos se obtuvieron de la tabla 5.19 ,   el sexto  dato se obtuvo  de la

tabla de los probits   utilizando los valores de Y divk]idos entre 100 Ídi.rijase a/ anexo  72

para   ver  Íab/a/,   la   mortalidad   esperada   se   calculó   multjpliündo   el   número   de
organismos en cada prueba (N) por el porcentaje del efecto esperado (P') y El cálculo

de  la  desviación  de  la  mortalidad  se  obtuvo  hallando la diferencia entre  la  mortalidad

observada  (r)  y la  mortalidad  esperada  (NP').  Los   valores obtenidos se colocaron  en

las columnas correspondientes de la  tabla 5.20

5.20. Dcterminación de Chi cuadrado,  X2

L08
[ppm ]üI„

Núm. de
OtBalLismos

„N„

Núm. de
mlJertos

r''

Probit
Calculado

'Y„

Efecto
Esp€mdo"p"

Mortalídad
Esiiemda

NP, ,,

D€sviación
„ r-NP, „

C®niribüción d
x2

(r  -  NP')2
Np'(1 -p)

8.399 0.998 17.964 0.0359

0.940 ]0.340 -] .340 2.895

5.957 0.830 9.130 Ú.130 0.0108

4.736 -0.647

3.340 5.178

*2 =              8.873
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Y para el cálculo de los grados de libenad (n):

n -- K _ 2

donde K es el número de concentraciones utilizadas; entonces:

n=6_4=2

Ec.8

Según Íab/a Anexo 73, para 4 grados de libertad el valor obtenido es  9.49. Al comparar

con el valor tabulado; se obtiene

8.873 <  9.49

AsÍ que se acepta la hipótesis nula:  ``Los datos modetan uria linea Probit y por lo

tanlo la recla está bien ajusüda"

Cálculo del lntervalo de Confianza

Para  el  cálculo  de  los  límites  fue  necesario  estableoer  el  error  estándar.   El  error

estándar del log de la Dosis Letal para el 50% de los organismos se obtuvo a través de

la siguiente ecuación:

EE logio DL5o = s [±+ Í#] Ec.9

Para ello, se construyó la tabla 5.21 donde se incorporaron los siguientes datos:

a  Logarjtmo decimal de las concentraciones, (x).

fD.  Numero de organismos por concentracjón,  (N).

~  Probjts esperado o ffilculado, Q').

~  Factor p, el cual se obtuvo de la tabla en el Anexo 74 usando el valor Y.

d>  Productos  Np,   Npx,   Npx2,  y  la  sumatorja  correspondjente  a  cada  producto,

obtenjdos de los datos de la misma tabla.
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Tab]a 5.21.  Cálcu]o del error estándar del Logio DLso
L08 Num. de Probit Factor

[ppm] organismos Calculado
„x" N', 'Y,' "p"

Producto Prodücto
"Npx" " Npx2 "

Producto

3.096
18 8.399 0.006 0. 108 0.334 1.035

2.193
11 6.567 0.269 2.959 6.489 ]4.230

1.892
11 5.957 0.471 5.181 9.802 18.546

1.591 12 5.346 0.616 7.392 11.760 18.711

1       1.29011 17 4.730 0.616 ]0.472 ]3.508 17.426

6.521 6.449

48.414
`ii_._`_5`h

0.989 14 4.125 0.471 6.594

r  £  -32.706

Sustituyendo las variables en la ecuación 9:

S= 0.493                             ZNp = 32.706

m = 1.42                              ZA/pr = 48.414

Z:NP(x-k)2-~ENpx2_¥ENp

Z: JVP (x -Í)2  = 76.397  -71.666 = 4.731

EE Iogio DLso =

ENpx2--76.397

E=#*=l.480

0493 [±+ ¥1
EE [ogio DLso = 0.0871

Así el error estándar de la Dosis Letal para 50% de los organismos es:

EE DL5o= Logel0 -EElogioDLso .10m Ec.10
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Logelo = 2.3025

EE Logio DL5o   = 0.0871

iom  =  ioí.42 = 26.302

Así:

EEDL5o = 5.274

Y como DL5o = 26.302 ppm, los intervalos de confianza se expresan:

lc 05%: DL5o ± EE DLp

IC 95%:  26.302 ±  5.274

IC g5%:  26.302   + 5.274 = 31.576 ppm

lc 95%: 26.302 -5.274 = 21.028 ppm

Ec.11

lc o5%: 21.028 < 26.302 < 31.576

En   la   etiqueta   del   producto   (©lor   amarillo)   el   fabricante   indica   que   éste   es

moderadamente tóxico;  sin embargo con los resultados obtenidos en el bioensayo con

Ademi.a  Sa//.na   se puede decir que,  según  la toxicidad,  tomando como referencja  las

recomendaciones  del   CYTED   (SÁNCHEZ   &   NEIRA,   2005);   el  tóxico  evaluado  se

considera altamente tóxico, presentando una DL5o de 26.302  ug/mL.
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5.2.2. Método Reed-Muench

Es un método estadístico en donde el punto final se determina por interpolación, a

partir de las frecuencias acumuladas de respuestas positivas y negativas (Reed &
Muench,1938)

Para ello se colocaron los siguientes datos en la tabla 5.22:

®  Concentración del tóxico, [ppm]

ft  Logaritmo de las concentraciones, (x)

®  Total de organismos vivos  por concentración, (N)

jb.  Total organismos muertos por concentración, (r)

®  Porcentaje de mortalidad

Posteriormente, se obtuvo la  acumulación de organismos vivos, sumando desde la

dilución más alta a la más baja; y  la  acumulación de organismos muenos,   sumando

desde la dilución más baja a la más alta. El porcentaje de morialjdad se obtuvo

utilizando la #uación 4 (di.n).ase anexo 70.3 para ver ca/cu/osJ.

Tab]a 5.22. Mortalidad y sup€rvivencia de Artemia Salina

[ppm l Organismos
vivos

Organismos
muertos

1250 3.096

Acumulado
viyo

Acumulado
mucrtos

O/o

Mortalidad

156.250 2 . 1 93

78.125 1.892

81.818

81.818

39.062 1.591 66.666

19.531
1.290 35.294

0.989 42.857
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Cálculo de la DL5o por el Método Reed- Muench

Existen dos formas para determinar la DL5o utilizando este método:

1 - Método grafiiico

Trazando  en  un  papel  milimetrado    los  datos  de  las  columnas  acumulados  vivos  y

acumulados  muertos,  y el  antilogammo del  punto donde  ambas  líneas se interceptan

correspondía a la DL5o, tal como lo muestra el grafico 5.6.

Gráfico 5.6.  Determinación de ]a DL5o usando e] método gráfico  de Reed-Muench

Para  determinar el  punto exacto de corte de  la  recta,  se elaboró  la gráfica  en  papel

mjlimetrado (Anexo 7 7).

Para  este  análisis,   el   punto  donde   ambas   rectas   se   interceptan   es   1.37     y  el

antilogaritmo de este valor corresponde a 23.44 por lo tanto:

DL5o = 23.44 ppm
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Cálculo de los límites de la desviación estándar para este método

Para calcular la desviación estándar Reed -Muench establece utilizar la ecuación:

SE Dh =

Donde:

0.79 =  es un valor constante

lc7S+ lc25

Ec. 12

2

R =  IC75 - IC25

N  = número de nauplios usados

lc = intercuar[iles al 25% de la muene de los nauplios de Ariem/.a Sa//.na (lc25) y al 75%

de  la  muer\e  de  los  nauplios  Ariemia  Salina  (lc76).,  dirüase  al  anexo  16  para  ver

cá/cu/os.  Para  ellos  se  trazó  una  gráfica  en  papel  milimetrado  para  determinar  los

puntos  exactos;  estos  valores  corresponden  a  IC25 =  1.42  y  IC75=  2.22;  tal  como  lo

muestra el gráfico 5.7

Sustituyendo los valores en la ecuación 12:

SEDL50 = [0.79(1.82,(#)]

SEDL5o = 0.117

Y los resultados se expresan como:

LogDL5o ± 2SEDL5o

1.37 ± 0.234

Ec. 13
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Grár]co 5.7. Dcterminación de  intercuartilcs dc ]a DL5o

En el gráfico 5.7 el área sombreada indica que el valor de la DL6o puede encontrarse en

ese rango.

2- Método matemático de Reed-Muench

Otra foma de determinar la DL5o, es a través del método matemático de Reed-Muench

(Navarro, Ávila,  Mollinedo, Vila,  & Ruiz, 2010), utilizando  la siguiente ecuación

Log DL5o = Log dosis inferior + B X Log A                                                                                 Ec.14

Asi,

A = Dosis superior / Dosis inferior
8 = 50 - % inferior / % superior - % inferior

La dosis  inferior y dosis superior corresponden a  las concentraciones menor y mayor

preparadas  para  realizar   el  bioensayo;  y el  porcentaje  superior y  porcentaje  inferior
corresponde a los porcentajes de mortalidad de Ariem/.a Sa/r.na  en las concentraciones

superior e inferior, este valor se obtiene en la última columna de la tabla 5.22.
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A=á#=]27.995

50-42.8578-
100-42.85

-0.124

Log DL5o = 0.989 + [(0.124)  (2.107)] = 1.250

DLso = 17.782

Los vaíores DL5o utjíjzando /os tres métodos de cá/cu/o comesponden a..

Probits Log DL5o:  1.42 = 26.302 ppm

Reed-Muench Log DL5o:  1.37 = 33.884 ppm

Fórmula matemática de Reed-Muench Log DL5o: 1.25 = 23.44 ppm

Basados  en  la  clasificación  toxicológica  de  CYTED  (tabla  2.2),   las  sustancias  son

consideradas altamente tóxicas si  la  DL5o está comprendida entre los valores  10 -100

Hg  /mL  (ppm);  por  lo  que,  según  los  resultados  obtenjdos,  se  puede  afirmar  que  el
fungicida  Vondozeb sOI^fl> resulta ser un producto de uso agría.Ia altameme toxico y

por ende per}udicial para la salud.
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Evaluación de la toxicidad del jui ngicída Vondozeb 80WP, utilizai.do bioindicadores de ioxicidad; Allium cepa. Arteinia Sallna;
Labora[orio de Biologia, UNAN-Mariagiu], Febrero-Abri l 2015.

Conclusiones

a  De  acuerdo  con  los  resultados  obtenidos,  la  aplicación  de  bioensayos  es  muy

sensible a exposiciones del fungicida  Vondozeó SOVMP.

a  En las pruebas con   A///.um Cepa con  respecto a  Vondozeb sOWP,  indico que a

cx)ncentraciones  mayores  a  1155  ppm  se  inhibe  el  50%  del  crecimiento  de  las

raíces,  lo  que   indica  que  a  concentraciones  mayores  a  las  recomendadas  se

produce un daño a los cultivos.

a  El aná[isis de los cambios genéticos (cromosómicas) de las células de la cebolla

indican  que   utilizar  el   plaguicida,   inclusive  en  dosis   recomendadas,   produce

daños a nivel de células, y a medjda que aumenta la concentración del fungicjda,

se  encuentran  con  mayor  frecuencia  y  severidad  eventos  de  malformación  o

aberración  en  la  fase  de  mitosis.  Al  observar  los  ffimbios  genéticos  se  puede

concluir que la aberración cromosómica predominante es puente anafásico.

a  La  DL5o  del  fungicída  Vondozeb  sOVMf' es  26.302ppm  con  limites  de  confianza

superior e  inferior de  31.576 y   21.028  ppm  respectivamente según  método de

los  Probits.  Lo  que  indica,  según  la  clasificación  de  CYTED,  que  es  altamente

tóxico

La  DL5o del fungicida  Vondozeb solAfl es 23.44 y 33.884 ppm según el  método

gráfico y matemático de Reed-Muench,  respectivamente,  lo que indica,  según  la

clasififfición de CYTED, que es altamente tóxico
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CAPITULO VII.
Recomendaciones



E:valuacíón de la toxicidad del f ti ngicida Vondozeb sOWP. utilizanáo bioináicadores de toxicidad: All{urri cepa, Artemia Salina:
Laboratorio de Biologla, UNAN-Managw, Feb rero-A:bril 2015.

Recomendaciones

Para  ftturas investigaciones se recomienda:

1-   Cultivar las cebollas que se utifizarán en el bioensayo bajo condiciones  climáticas y de

süelo controladas, para aseguramos de la cridad de las mismas y obtener resultados más

confiables.
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Anexo 3

Fomato de recolección de datos, Artem¡a Salina

Artemias muertas

[ppm] Blanco CUS04 . 5H20 Muestra

256 1 2 3 = 1 2 3 Í 1 2 3 Í
128

64

32

16

8

4

2

Artemias vivas

(ppm) Blanco CUS04 . 5H20 Muestra

256 1 2 3 ¡ 1 2 3 Í 1 2 3 Í
128

64

32

16

8

4

2
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Anexo 7

Preparación  de las concentraciones de Sulfato de cobre  (11)  pentahidratado  para

el bioensayo de Artemia salina.

Para preparar la solución madre:

1-Se  pesó  0.0256g  del  fungicida  y  se  agregó  100mL  de  agua,  y  se  obtuvo    una

solución cuya concentración es de: 0.000256g/mL;  para expresarios en ppm (Hg/mL):

oi)0o256±xÉ!::2=o.256=xÉ:::::2=256#=256ppm

2-De la solución madre preparada, se tomaron 100uL, st depositaron en un micropozo

de  la  placa  utilizada  en  el  bioensayo  y se  adicionaron  100uL  de  agua  de  mar,  para

cx)nocer la nueva concentración se hace uso de la ecuaci.ón de la dilución:

[ ]1  V1  =  [ ]2 V2

La  concentraa-ón  1   corresponde  a  la  solución  madre,  el  volumen  1   corresponde  al

volumen  que  se  toma  de  la  solución  madre,  la  concentración  2  es  lo  que  se  desea

conocer  y  el  volumen  2  es  el  volumen  total  contenido  en  el  micropozo  de  la  placa

(100uL agua + 100uL que se toman de la solución madre).

[]2-i#

[]2=
256#100ttí

200#
= 128 # = 128ppm



3- La misma operación se siguió para las siguientes dilua.ones:

[]2=

[]2=

[]2=

[]2=

[]2=

128#*100tt£
200+

64 *100É _
200P

= 64 # = 64ppm

= 32 ± = 32ppm.
77LJ

32#1oo+
200ú

=16#=,T1,6ppm

16#100ü =
200P

#*1ooti
200É

8 # = 8ppm

=4±_=á-óbm

[]2=¥=2#Éffi2=
•`.:--._,

"          `t               t.



Anexo 8

Preparación  de  las  concentraciones  de  Vondozeb  80WP  para  el  bioensayo  de

Aítemia salina

1-Se preparó la soluc].ón madre pesando en una balanza analítica 0.0025g (2.5mg) del

fungicida   y   se   agregó   100LiL   de   DMSO   con   una   micropipeta   y   finalmente   de

adicionaron   1900tjL  de  agua  de  mar  esterilizada,  y  se  obtuvo  una  solución  cuya

conc€ntración era de: 0.00125mg/uL; expresándolo en  unidades Lig/mL (ppm):

o.o0125=xÉ#x¥=1250ug/mL

2- De la solución madre preparada, st tomaron 100uL, se depositaron en un micropozo

de  la  placa  utilizada  en  el  bioensayo  y  se  adicionaron  100HL  de  agua  de  mar,  para

conocer la nueva concentraa.ón se hace uso de la ecuación de la dilución:

[ )1 Vi  =  [ ]2 V2

La  concentración  1   corresponde  a  la  solución  madre,  el  volumen  1   corresponde  al

volumen  que  se  toma  de  la  soluci.Ón  madre,  la  concentración  2  es  lo  que  se  desea

cx)nocer y  el  volumen  2  es  el  volumen  total  contenido  en  e]  m.cropozo  de  la  placa

(100LiL agua + 100uL que se toman de la solución  madre)

[]2-#

[]2=
1250#100P _= 625 ¥ = 625ppm

200#



3- La misma operación se siguió para las síguientes diluciones:

[]2=

[]2=

6Z5 *100tÉ
200iÉ

`312.5#J±Á"31`2}.¡5--pi}ffi`

¥?1#±=
200tÉ

1256.Z5#10_P#
200tt£

78.125#10Q#
2ÓoiÉ        .-

39.b62¥*10Ó#
200f±

200#

•`       :T_             -.`6S=

156.25 É:?¥i-1 •5üáÉ;5i25ppm

±is7£B`,=.q¥ÉE5#Eg7S:125ppm

?``.=39...i062Ppm

1pp-m

•        o;.--'-J .,..-...



Anexo,..-10

10.1  Cálculo de la Concentración lnhibitofia en las raíces de Alium Cepa

Cl = g x l00% = 14.8

c, = g x l00% = 17.O

Cl = ¥ x l00% = 55.3

Cl=gxl00%=..61.7

Cl = ¥ x l00% = 74.5

10.2 Cálcuro der-bb+ac-éntaje de mortalidad en el control negativo

"uertos
°Momortal£dad =

.   _     r  \.

qr]r*_`g,.+ggTi.S,mE¥
ñsmosvt„osusad,os

°/omortflzidcid =  : x 100 = 0.O/o

%mortct[£dcid =  3 X 100 = 0%

%mortflzi.dGd=#X100=0%

%mortazídad=±xl00=0%

%mortazídcid =  : X 100 = 0%

%mortazi.dad=£X100=0%

x100



10.3 Cálculo porcentaje de mortalidad en cada concentracjón de VondQZQb£PÉ`V%

p =  :x l00

p=  =xl00  =100

p =  ±x l00  = 81.8

p=  ±xl00  =81.8

P =  ±x 100  = 66.66

P =  £x 100  = 35.29
17

P =  ±x l00 = 42.85

Una  vez  finalizado./ losi~óálculos,  redondear  al  entero  más  cercano  y  colocar  en  la

coiumnacorrespondiep.¢e_q.é!a.ia`.bla,

-             \,-``.     {.h.-_

to4 Cá,cu]o de pro,bft ca,cÉáíadóñrm]cu]ado        _

Y-5+

Y-5+

Y-5+

Y-5+

Y-5+

Y-5+

Y-5+

( x-7rL)
S

( 3.096 -1,42)
0.493

( 2,193 -1`42)
0,493

( 1.892 -1.42)
0.493

( 1.591 -1.42)
0.493

( 1.290 -1.42)
0.493

( 0.989 -1.42)
0.493

= 8,399J

--6.5€r/

-5.957

- 5.346

-4.736

-4.125



Anexo 11

Tabla. Relación entre el probit empírico y el porcentaje de mortalidad

q¢,SS*9a?

`             ¢¢              ot             $2             ®3             ¢S            o5            ¢a            a?            ¢S            og
•'{6             `í,5£            7 #            7 6á            #,?S           J 88           ®ffi#           ,}3            `J 3'           J,Ú1

®"*#,®tS¢,1üT,0

Para obtener el probft empírico, solo haga coricidír las columnas de acuerdo a los porcentajes de

mortaüdad obtenido s:

Ejemplo:  100°/o, 82% y 67%

qol,S,Sa,®O

0                 `                ?€;            2o§             31a             3L£s           3Ü            3S!            35z           i53
•36S

'Ó           a?¿           8,„ 3 82              3 &7             3,$3            3.%            4 ';'t 4Ó9           4® ó_.'j

3,            ¿ tó            ,,'9 •?9           d28           . i3          ó3}          $36 433            1a¿ 41S

#         "9         4-H' d 93            4 $6            ¢ 59          4,6t           ¿% S?          ,,® ®.T2

ú;*.           j 79           é „ ¢ S}           ¢ 82           *.15          é st           . 9i: eé2        éS 4r¥}

*Í\             § €,,             6_üi 9.3S               S€ü              $  1ü             St3              S  IS 5,'6          5 if, §js
'1.'             E`t``             \ ,:` 63€               £ffi              a.Js             &.1®             5ai       L 5.ü           5 jl,fi7457, 6#b8'
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Anexo 12

Cálculo del porcentaje del efecto esperado, (P').

Se obtiene de la tabla de los Probits,   utilizando los valores de Y(o los más cercanos) y

seguidamente dividir entre 100.

Ejemplo,

8.399 ---- coincide cx)n el valor 99.8   + 100 ---- 0.998

6.567 ---- coincide con el valor 94  + 100 ---- 0.94

5.957 ---- coincide con el valor 83  + 100 ---- 0.83

Y así sucesivamente hasta completar la tabla.
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Para 4 grados de liberiad el V es  9.49.



Anexo 15

Figura.  Comparación  del  daño  mdicular  entre  las  cebol]as  expuestas  a  PromJozeb  sOWP
[4x] durante 192 h (A  y 8) y otra cebolla expuesta al control negativo, agua, durante 192h



Anexo 16

Cálculo de los intercuartiles qc25 ;  IC75)

Para calcular los intercuartiles se debe de tener en cuenta el  rango en el que oscila el

porcentaje de  rnohalidad,  en este caso (3ó°/o  -100%).  Una vez determinado el  rango,

éste se divide en cuatro partes iguales (de ahí el  nombTe cuartil),  en el  ffiso de este

estudio corresponde al valor 17.5.  Luego se hace traza una línea a pahir del intercuartil

25 y el punto donde toca la curva de morialidad entonces cDrresponde al valor del  lc25;

la misma operación se aplica para la determinación de lc75.

Determinacion de lntercuartilcs
120110

90.....Tg...¿.Ó..•=7o......g...;.ó..e•....=...5.q...£403020100 _-`/J/
..I_

0.25    0.5    0.75      1      1.25    1.5    1.75      2      2.25    2.5    2.75      3      3.25    3.5

Log conccntra cion es
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