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RESUMEN

El objetivo fue estimar el riesgo ecotoxicoldgico y genotoxico como resultado de la
aplicacion de plaguicidas en el cultivo de papa en 3 comunidades del distrito de
Chinchero, 2015. La investigacion se organiz6 en 4 etapas: En la etapa |, se realizaron
analisis cromatograficos (HPLC y GC) con las muestras de suelo colectadas para
determinar las concentraciones de plaguicidas (PEC real), asi como la PEC te6rica para
metamidofos (dosis aplicada en campo). En la etapa Il, se evalu6 la ecotoxicidad de las
muestras de suelo mediante bioensayos en Vicia faba (%IG, %ICR) y Eisenia sp. (% de
mortalidad, %pérdida de peso, % Evasion), y la genotoxicidad mediante el Test de MN
en Vicia faba. En la etapa lll, se establecieron valores PNEC de manera experimental
para metamidofos mediante ensayos de ecotoxicidad en Vicia faba y Eisenia sp. y de
genotoxicidad mediante el Test de MN en Vicia faba (NOEC y NOAEL); y tedricamente

para Malation, Paration y Endosulfan. El Riesgo se estimé en la etapa IV por el CR.

Se identificaron 7 plaguicidas de los 11 evaluados en las diferentes muestras de suelo,
entre ellos metamidofos, malation, paration y endosulfan. Las muestras procedentes de
Huatata y San José resultaron ser las mas ecotoxicas, generando una reduccion del
peso del 15.85% en Eisenia sp. y favorecer una evasiéon en un 70% y 60%
respectivamente; asi como producir un 9.06% y 36.26% de ICR en Vicia faba. La
muestra de Q uerapata fue la mas genotoxica con un 5% de expresion de MN en Vicia
faba. El efecto del metamidofos en la capacidad germinativa y el crecimiento radicular
de las semillas de Vicia faba, asi como en la mortalidad, reduccién del peso y evasion
en Eisenia sp. fue directamente proporcional a la concentracion. Registrandose en
Eisenia sp. a concentraciones > 625 ppm un 100% de mortalidad y < 5 ppm un 0%. A
5000 ppm, se produce una IG del 70% y una ICR de 84.63% en Vicia faba. La minima
concentracion en inducir MN en Vicia faba fue 39.06 ppm, evidencidndose ademas que

a > tiempo de exposicién y a > concentracion, el dafio genotdxico incrementaba.

Los OF metamidofos, malation y paration representan un riesgo ecotoxicolégico
moderado para el ambiente y para especies de flora y fauna asociadas (incluyendo al
hombre) a 2 meses de la cosecha de papa (CR > 1). Estos mismos no representan un
riesgo genotoxico para el ambiente (CR<1). Sin embargo, el metamidofos representa un
riesgo ecotoxicolégico y genotoxico elevado (CR>10) al momento de su aplicacion,
afectando otras especies no resistentes. Finalmente, la concentracion residual del OC
endosulfan en los suelos agricolas representa un riesgo ecotoxicolégico y genotoxico
bajo para el ecosistema del lugar.



INTRODUCCION

El plaguicida, segun la FAO (2008), es la sustancia o mezcla de ellas destinada a
prevenir, destruir o controlar plagas (especies de animales, vegetales y otros
organismos no deseados). Los plaguicidas organoclorados cuyo uso en su mayoria esta
prohibido en el Perd, son considerados por Pauta (2014) como altamente toxicos por
ser persistentes, bioacumulables y biomagnificables en la cadena trofica. Los
organofosforados y carbamatos son inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa
afectando al sistema nervioso central, algunos son teratogénicos y mutagénicos

(Martinez y Gomez, 2007), y muchos son de uso restringido en el pais.

Los plaguicidas pueden ser rociados encima de las hojas de las plantas o aplicados
directamente en el suelo, tendiendo a acumularse entre las particulas del mismo,
situacion que se agrava cuando la aplicacion del plaguicida es inadecuada, pudiendo
ademas ser trasladados por escorrentias superficiales o percolacién a causa de la lluvia
hasta cuerpos de agua cercanos (Hoffman et al., 2003; Sutter, 1993) donde se estarian
acumulando, contaminando los recursos agua y suelo, afectando asi la biota asociada
a ellos. Idealmente los plaguicidas deberian afectar sélo al organismo blanco, pero este
objetivo es raramente alcanzado debido a las similitudes en los procesos basicos de la
vida del organismo blanco y de los organismos no-blanco (Veleminsky y Gichner, 1992).

Por estas razones (contaminacién ambiental y efectos adversos sobre la biota
expuesta), es que se comienzan a realizar estudios ecotoxicolégicos y genotoxicos para
determinar la naturaleza y magnitud del dafio por la presencia de estos compuestos en
el ambiente, para ello los bioensayos o pruebas de toxicidad son ampliamente utilizados.
El riesgo ecolégico segun Sutter (1993) es determinar la probabilidad de los efectos
adversos de actividades antropicas y catastrofes naturales en los organismos vivos de
un ecosistema incluyendo el hombre como parte del mismo. La evaluacion de riesgo
ecolégico se desarrolla en el marco de la ecotoxicologia, disciplina que desarrolla todos
los pasos implicados en la evaluacion del riesgo ecolégico y utiliza métodos

toxicoldgicos, quimicos y ecolégicos, (Medina y Encina, 2003).

En el distrito de Chinchero ubicado en la provincia de Urubamba, se viene
incrementando el uso de plaguicidas en el cultivo de papa con la finalidad de obtener
mayor rendimiento por area cultivada, combatiendo asi a las diversas plagas que
pueden diezmar ese cultivo; por esta razon, en la presente investigacion se plantea
determinar el riesgo ecotoxicolégico y genotoxico que representan los plaguicidas

utilizados en el cultivo de papa en el distrito de Chinchero, Cusco.



PROBLEMA OBJETO DE INVESTIGACION

1. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

El incremento de la poblacion nacional esta generando una presion alimentaria
creciente, requiriendo un mayor rendimiento y continuidad en la produccion de papa
(principal elemento de la dieta en el Perd). En el distrito de Chinchero, reconocido por
su alta produccién de papa (MVCS, 2006), dicho objetivo se viene logrando con el uso
masivo de plaguicidas que ayudan a combatir sus plagas. Es conocido que los
plaguicidas son compuestos ecotoxicos y genotdxicos a determinados niveles, y que si
no son aplicados de manera adecuada podrian generar problemas de contaminacion
ambiental, asi como provocar dafio en diferentes magnitudes a organismos no
destinatarios a corto y a largo plazo, ademas de bioacumularse y biomagnificarse. A

pesar de ello, su liberacion al ambiente se produce de manera deliberada.

Investigaciones sobre la estimacion del riesgo ecotoxicolégico y genotoxico de
plaguicidas presentes en matrices ambientales se han realizado ampliamente en
diversos paises a causa del incremento en la conciencia de la proteccibn ambiental,
teniendo a Europa y Estados Unidos en la delantera desde décadas atras. Ademas,
estudios ecotoéxicolégicos y estimacion del riesgo ecoldgico teérico (con escenarios
hipotéticos de concentracién ambiental y exposicion) se han realizado en paises como
México y vecinos como Argentina, Chile y Bolivia; y, aunque en el Perl se viene
trabajando con plaguicidas desde hace aproximadamente 10 afios con la determinacion
del “riesgo ambiental y/o ecoldgico del peor caso tedrico” para diversos plaguicidas, aun
no se han realizado evaluaciones ecotoxicolégicas y genotdxicas con muestras
ambientales expuestas a los mismos, que reflejan de mejor manera lo que acontece en
campo, ni se ha estimado el “ Riesgo Ecologico (ecotoxicolégico y genotoxico) del peor
caso real” que la presencia de estos compuestos en el ambiente representan en los

ecosistemas.

Con la presente investigacion, se busca llenar esos vacios de informacion que a pesar
de ser informacion basica, resulta ser relevante para la gestion ambiental, la misma que
permitira determinar los plaguicidas presentes en suelos agricolas de tres comunidades
del distrito de Chinchero mediante HPLC y GC, y la caracterizacion ecotoxicolégica y
genotodxica de los mismos. Se determind ademas el riesgo ecoldgico (ecotoxicolégico y
genotéxico) que los plaguicidas metamidofos, malation, paration y endosulfan
presentes en dichas muestras representan para el ecosistema del lugar.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la presente investigacion, se busca responder a las preguntas: ¢El uso de
plaguicidas en el cultivo de papa en Chinchero estd generando residuales que
sobrepasan Estandares Ambientales en el recurso suelo? ¢Es posible evaluar los
efectos ecotdxicos y genotoxicos de las muestras de suelo procedente de tres
comunidades del distrito de Chinchero mediante bioensayos en Eisenia sp. y Vicia
faba? ¢Cual es el efecto toxico del plaguicida metamidofos evaluado mediante
bioensayos en Eisenia sp. y Vicia faba? Y finalmente, ¢ Qué riesgo ecotoxicoldgico y
genotoéxico implica el uso de estos plaguicidas para el ambiente y el ser humano, en el

distrito de Chinchero?



JUSTIFICACION

Los agricultores de Chinchero emplean plaguicidas para llevar una mayor produccion
de papa sin dafio al mercado local y regional (Mufiiz, 2012). Por el desconocimiento del
ciclo de las plagas y de las propiedades de los plaguicidas como productos quimicos,
los pobladores desde afios atras comenzaron a dar un uso intenso a los mismos,
aplicandolos con mayor frecuencia y en mayor dosis. Por otro lado, es conocido que
gran parte de los mismos se quedan en el ambiente, lo que estaria ocasionando en las
zonas agricolas de Chinchero no solo la pérdida de calidad de sus recursos suelo, agua
y aire, sino también un desequilibrio ecolégico por los dafios ocasionados a la biota
expuesta, que es necesario conocer.

Normalmente las evaluaciones de calidad ambiental s6lo suelen incluir la deteccion de
niveles permisibles en el ambiente, estos no evallan los efectos que auln las bajas
concentraciones de estos plaguicidas pueden tener sobre organismos no blanco por
periodos cortos y prolongados; para este fin, los ensayos toxicol6gicos con organismos
de prueba son ampliamente usados, los mismos que son métodos sencillos, practicos,
sensibles y repetibles (Castillo, 2004). La estimacion del Riesgo ecotoxicologico y
genotoxico que la liberacién de estos plaguicidas al ambiente representa para el
ecosistema en el distrito de Chinchero necesita de dichas evaluaciones toxicologicas,
ademés del analisis fisicoquimico tradicional.

Considerando que la actividad agricola es la actividad econémica mas importante en el
distrito de Chinchero (MVCS, 2006), y que conservar el recurso suelo es prioritario en el
lugar para darle sostenibilidad y calidad a dicha actividad, con la informacién generada
se busca dar respuesta a la ausencia de conocimientos y estudios sobre la
contaminacion del recurso suelo del distrito de Chinchero por el vertimiento de
plaguicidas, y las consecuencias que estos vertimientos generan sobre los organismos
vivos y salud del hombre cuando entran en contacto con este recurso. Ademas se
fomentara la investigacion basica que mejora la Gestion Ambiental en el pais, con
especial énfasis en la estimacion del Riesgo Ambiental y Ecolégico que la norma
peruana incorpor6 en el afio 2015 en areas donde se produce contaminacion del recurso

suelo, considerado como un recurso fundamental por la misma.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el riesgo ecotoxicolégico y genotdxico de plaguicidas utilizados en

el cultivo de papa en el distrito de Chinchero (Cusco).

Objetivos especificos

1. Identificar y determinar la concentracion de residuos de plaguicidas en
suelos de las comunidades en estudio.

2. Estimar la ecotoxicidad y genotoxicidad de las muestras de suelo
contaminadas por plaguicidas procedentes de la zona de estudio
mediante bioensayos en Eisenia sp. y Vicia faba.

3. Estimar la ecotoxicidad y genotoéxicidad del plaguicida metamidofos,

mediante bioensayos en Eisenia sp. y Vicia faba.

4. Estimar el riesgo ecotoxicoldgico y genotéxico que representa el uso de
metamidofos, malation, paration y endosulfan en el suelo de las

comunidades en estudio.



HIPOTESIS

Los plaguicidas residuales en suelos del cultivo de papa en el distrito
de Chinchero (Cusco), constituyen un riesgo ecotoxicolégico y

genotoxico.



CAPITULO I: GENERALIDADES

1. ANTECEDENTES

Tecuapetla M.G. (2014) (México); estimé el riesgo ecotoxicoldgico por la aplicacion de
agroquimicos en el cultivo de Gerbera en invernadero mediante el coeficiente de
Impacto Ambiental (CIA), para suelo y agua. Se tomd muestras de suelo dentro y fuera
de 3 invernaderos, y de agua de riego en cada uno; el efecto toxico fue determinado con
bioensayos en Eisenia foetida y Lactuca sativa para suelo, y Daphnia pulex y
Selenastrum capricornutum para agua. Encontr6 que el agua y suelo (dentro y fuera de
los invernaderos) resultaron toxicos para los organismos de prueba, y que el invernadero
con mayor valor de riesgo ecotoxicologico no era en el que se aplicaba mayor cantidad
de plaguicidas, pero si el que empleaba plaguicidas mas téxicos. Demostré que hay
movilidad de plaguicidas entre compartimentos ambientales (suelo, agua y aire) y que
el riesgo ecotoxicolégico no solo depende del numero de compuestos aplicados, sino
también de su toxicidad y persistencia en el ambiente.

Marthos L.L. (2014) (Peru); determiné el uso de plaguicidas en el cultivo de papa en
cuatro comunidades del distrito de Chinchero (Ocutuan, Cuper alto, Charac y Piuray),
mediante la aplicacion de encuestas. Encontrando que 18% de los agricultores utilizan
plaguicidas catalogados como muy toxicos, dentro de los cuales se encuentran el
Paration y Stermin (metamidofos), plaguicidas restringidos en el Perd. Otro dato
importante, es que el 76% de agricultores usan prendas de proteccién inadecuada y el
24% restante no usa proteccién al momento de preparacion y aplicacion del plaguicida,
el 24% entierra los envases y el resto lo desecha de manera inadecuada.

Mufiz, G. (2012) (Peru); realizé un estudio sobre la valoracion toxicolégica de los
plaguicidas metamidofos y metalaxyl en papa cultivada en Chinchero (Cusco) y
Andahuaylas (Apurimac). Encontrd que los plaguicidas metamidofos, Captan, Metalaxyl,
Folpet, Tebuconazol y Diclofuamida exceden en algunas muestras los Limites Maximos
Residuales (LMR) en papa (que en la mayoria es 0.05 ppm). La CL50 del metamidofos
(Lasser 600) en Vicia faba fue de 787.133 ppm y para Eisenia foetida una CL50 de
409.285 ppm, para ambos organismos se encontré que a dosis crecientes de los
plaguicidas, los efectos téxicos de inhibicién en el crecimiento radicular y pérdida de
peso incrementaban. El metamidofos induce la formacion de Micronudcleos en Vicia faba
en 0.68% a 500 ppm, y genera dafio al ADN segun el ensayo cometa en Eisenia foetida.



Piola L. (2011) (Argentina); realizé Ensayos Ecotoxicologicos para la evaluacion del
impacto de los plaguicidas glifosfato y clorpirifos en la estructura y funcién de los suelos
agricolas de Argentina. Eisenia andrei fue utilizado en las pruebas de toxicidad con
diferentes biomarcadores de genotoxicidad como rojo neutro y Cometa, y marcadores
de ecotoxicidad como reproduccion y evasion. Debido a la integracion de pruebas en
laboratorio y campo, observd un patron similar de respuesta de este organismo en
ambos lugares, siendo los ensayos realizados en laboratorio representativos de lo que
acontece en campo. Los biomarcadores reflejaron un estrés téxico producido por los
plaguicidas a concentraciones donde no se observo mortalidad, indicando su utilidad

para la deteccién temprana de efectos adversos de agroquimicos sobre las poblaciones.

Sanchez O. (2008) (Espafia); evaluo los riesgos ambientales del uso de plaguicidas
empleados en el cultivo de arroz en el Parque Natural de La Albufera de Valencia. Para
ello determiné la PEC (Predicted Environmental Concentractions) realizando analisis
cromatogréficos de fungicidas azolicos (procloraz, tebuconazol, triciclazol, propiconazol
y carbendazima) en muestras de agua del Lago; y establecié los valores PNEC
(Predicted Non Effect Concentrations) mediante ensayos de toxicidad en Artemia
franciscana y Tramnocephalus platyurus. El riesgo lo determiné estimando el cociente
de riesgo (CR): PEC/PNEC. Encontr6 que los niveles de contaminacién por fungicidas
azllicos son inferiores a las concentraciones consideradas toxicas para los
microcrustaceos estudiados, tanto en las aguas de La Albufera como en los arrozales
tratados. El riesgo ambiental que representan los fungicidas azélicos estudiados es
moderado. Ademas recomienda el uso de triciclazol por presentar el menor riesgo

ambiental entre los fungicidas azolicos.

lannacone J. et. al. (2008) (Peru); evaluaron la toxicidad del metamidofos bajo dos
formulaciones de diferente categoria toxicolégica (Monofés- la y Tamarén - 1b) sobre
ocho organismos terrestres no destinatarios determinando el riesgo ecoldégico mediante
el cociente de riesgo (CR). Encontraron que la secuencia de mayor a menor cocientes
de Riesgo (CR) del metamidofos la fue: Leptomastidea abnormis > Copidosoma
koehleri> Orius insidiosus > Porcellio laevis> Crhrysoperla externa > Cryptolaemus
montrouzieri. En cambio para el metamidofos Ib fue: Leptomastidea abnormis > Eisenia
foetida > Copidosoma koehleri > Porcellio laevis> C Crhrysoperla externa > Podisus
nigrispinus. Ambas aplicaciones del metamidofos provocaron un efecto de mayor riesgo
sobre L. Abnormis. Los CR indicaron un alto riesgo ambiental del metamidofos en el
ambiente terrestre.



lannacone J. et. al. (2007) (Pert); evaluaron la toxicidad del metamidofos bajo dos
formulaciones de diferente categoria toxicolégica (Monofés- la y Tamarén - 1b) sobre
cuatro organismos acuaticos no destinatarios: Chironomus calligraphus, Tetrapygus
niger, Paracheirodon innesi y Oncorhynchus mykiss, mediante la evaluacion del riesgo
ambiental. Encontraron que la secuencia de sensibilidad al metamidofos en ambas
formulaciones fue C. calligraphus> O. mykiss =P. innesi > T. niger, para los cuales se
estimé la CLso. Ademas a través de la estimacion de los cocientes de riesgo (CR) con
ambas formulaciones del metamidofos en todos los casos se provocé un alto riesgo del
metamidofos en el ambiente acuatico, a través de la estimacion del “peor caso teorico”

considerando como valor PEC la dosis recomendada para dichos productos.

Gaytan J. C. (2006) (México); realizd la evaluacion ecotoxicolégica del estradiol y
metabolitos primarios liberados al ambiente por la actividad ganadera, para tal fin se
evalu6é el efecto toxico de estos compuestos en bioensayos con Drosophila
melanogaster y Vicia faba evaluando en esta tltima la induccion de Microntcleos (MN).
En ambos organismos a bajas concentraciones, el estradiol y el estriol (metabolito)
manifiestan una capacidad ecotoxica y genotoxica que, aunque no elevada es
considerable, y en la induccion de diferentes aberraciones cromosdmicas en anafase

como fragmentos, cromosomas en anillo y puentes anafasicos.

Loza I. et. al. (2005) (Bolivia); evaluaron la genotoxicidad de suelos expuestos a
plaguicidas mediante el Test de Micronucleos en Vicia faba, en relacién a propiedades
fisicas y quimicas del suelo (textura, pH, conductividad y materia organica).
Determinandose que una de las muestras de suelo (expuesta hace 20 afios a
plaguicidas como el DDT, actualmente en descanso) es franco arcilloso con contenido
de materia organica de 1.5%, y una frecuencia de MN de 5.5%, y la otra (suelo
recientemente expuesto a plaguicida DDT) es del tipo franco arcilloso arenoso y materia
organica de 3.1% y una frecuencia de MN del 31%. Los resultados muestran que la
primera muestra de suelo no es genotdxica;, mientras que la segunda, muestra un
incremento en su capacidad genotoxica debido quizds a que ésta presenta mayor
contenido de humus y arcilla caracterizados por retener los plaguicidas.
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2. MARCO TEORICO

2.1. LA PAPA (Solanum tuberosum)

La papa (Solanum tuberosum) es uno de los principales alimentos que se consumen a
nivel mundial. Actualmente su cultivo se encuentra presente en mas de cien paises, el
Perl es uno de ellos y es reconocido como uno de los Centros de Origen de la papa.
Este tubérculo, por su gran versatilidad econémica y ecolégica forma parte de la canasta
basica de los peruanos, y por ende, es un producto cultivado extensamente en nuestro
pais (MINAG, 2011).

Debido a que el distrito de Chinchero posee caracteristicas 6ptimas para el cultivo de
Solanum tuberosum, el 55% de agricultores del lugar se dedica al cultivo de papa
(Valcarcel, 2005), enfrentandose afio tras afio a diferentes plagas que destruyen y/o
diezman la produccién de papa en este sector, siendo las de mayor importancia el
gorgojo de los andes (Premnotrypes latithorax), la polilla de la papa (Phthorimea
operculella, Scrobipalpula absoluta) y rancha de la papa (Phytophthora infestans)
(Marthos, 2014). No se puede negar la existencia de una gran demanda de este
producto en el mercado, razon por la cual los agricultores de Chinchero empezaron a
utilizar plaguicidas para llevar una mayor produccion de tubérculos sin dafio al mercado
local y regional; pero por el desconocimiento del ciclo de las plagas y de las propiedades
de los plaguicidas como productos quimicos, los pobladores desde afos atras
comenzaron a dar un uso intenso a estos productos quimicos aplicandolos con mayor

frecuencia y en mayor dosis.

o]

2.2. PLAGUICIDAS

La poblacion mundial en continuo crecimiento ha generado una presion dantesca en la
obtencién de alimentos necesarios para abastecer a toda esa poblacion. Este objetivo
se ha logrado, no con el aumento de mas areas cultivables, sino con el aumento del
rendimiento por unidad de area cultivada, con la implementaciéon de nuevas practicas
agricolas que incluyen el uso de agroquimicos, que es lo que viene sucediendo con el
cultivo de la papa. Los beneficios de los plaguicidas son indudables en la agricultura,
pero a su vez han surgido diversos problemas ambientales donde destacan la
contaminacion de los recursos y del producto de cosecha por el uso excesivo de estos
compuestos, asi como los potenciales efectos adversos sobre la biota (Sanchez, 2008).

11



La Organizacion Mundial de la Salud (2010), define a los plaguicidas como cualquier
sustancia o mezclas de sustancias, de caracter organico o inorganico, que esta
destinada a combatir insectos, acaros, roedores y otras especies indeseables de
plantas y animales que son perjudiciales para el hombre, incluyendo los vectores de
organismos causantes de enfermedades humanas, y las especies que interfieren de
cualquier otra forma en la produccion, elaboracion, almacenamiento, transporte o
comercializacidn de alimentos, madera, entre otros; también aquellas otras sustancias
destinadas a utilizarse como regulador del crecimiento de la planta, defoliante o
desecante, asimismo aquellas que pueden administrarse a los animales para combatir

insectos aracnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos.

Los plaguicidas normalmente se comercializan como formulados complejos, no como
sustancias puras y simples. Estos formulados incluyen al principio activo, sustancia que
posee la propiedad de matar a la plaga, agregado a otros ingredientes, llamados
coadyuvantes, surfactantes o ingredientes inertes, cuya funcion es facilitar la aplicacion
del producto y aumentar la eficacia del principio activo, favoreciendo su accién. Los
surfactantes, incluyen solventes, emulsionantes, tensoactivos, y otras sustancias que
pueden representar un porcentaje muy alto del producto formulado (Poletta, 2011).

2.2.1. CLASIFICACION DE LOS PLAGUICIDAS

Debido a la gran variedad de plaguicidas, existen diferentes formas de clasificarlos;

Fernandez, Pujol y Maher (2012) presentan un resumen:

« Considerando la plaga que controlan, pueden clasificarse en insecticidas,
acaricidas, bactericidas, herbicidas, fungicidas, rodenticidas, nematicidas,
molusquicidas, avicidas, alguicidas.

% Por su modo de accion, pueden ser sistémicos o de contacto; los primeros se
aplican sobre una parte de la planta, ingresan a ellas y a través del follaje llegan a
otras partes que no fueron tratadas.

% Teniendo en cuenta su toxicidad, la OMS los agrupa en cuatro clases; IA
(extremadamente toxicos), IB (altamente toxicos), Il (moderadamente téxicos), Il
(ligeramente toxicos), IV (Precaucion). Esta clasificacion es la que adoptan gran
parte de los paises de América Latina.

«» De acuerdo con su estructura quimica, se los agrupa en carbamatos, clorados,

fosforados, compuestos inorganicos, piretroides, tiocarbamatos, derivados de la

urea, arsenicales, bipiridilos y otros.

12



Para la presente investigacion, es importante destacar la clasificacion de los
plaguicidas de acuerdo a su toxicidad, es decir de acuerdo a la capacidad innata de
estos compuestos para producir dafio o provocar la muerte en la biota expuesta
(incluyendo el hombre) a través de una o mudltiples exposiciones (Ramirez y

Lacasafa, 2001), la que se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de los plaguicidas segln su toxicidad.

CLASIFICACION TOXICOLOGICA DE LOS PLAGUICIDAS

COLOR CLASIFICACION DEL

ETIQUETA CLASE SEGUN LOS RIESGOS | PELIGRO EJEMPLOS
Clase la: Sumamente Paration, dieldrin,
peligrosos Muy toxico metamidofos
Clase Ib: Altamente Eldrin, diclorvos,
peligrosos Toéxico endosulfan
Clase ll: Moderadamente DDT, Clordano,
peligrosos Nocivo heptacloro
Clase llI: Poco peligrosos Cuidado Malation
CLASE IV: Sin peligro Cuidado

FUENTE: Tomado de OMS, 2010.

Asi mismo, es relevante destacar la clasificacion de acuerdo a su estructura quimica:

A. Organoclorados (OC)

Los plaguicidas organoclorados comprenden un grupo de compuestos organicos de
sintesis derivados de hidrocarburos complejos, en los que uno o mas hidrégenos son
sustituidos por cloro, donde los enlaces de carbono-cloro son muy estables. Sus
propiedades son: reducida volatilidad, alta estabilidad quimica y alta solubilidad en
lipidos y solventes organicos, resistencia a la biodegradacion, por ello una lenta
biotransformacion y degradacion en el medio ambiente (Alvarez y Cruz, 1989 citado en
Pauta, 2014). Estas propiedades han provocado su prohibicion en numerosos paises ya
que constituyen el fundamento que plantean al medio ambiente: persistencia,
bioconcentracion y biomagnificacién en la cadena tréfica (Pauta, 2014), representando
un potencial de riesgo ecotoxicoldgico y genotoxico a largo plazo. Entre los OC mas
conocidos se tiene: endosulfan, clorotalonil, clordano, heptacloro, aldrin, dieldrin, endrin,
DDT, hexaclorobenceno, entre otros.
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B. Organofosforados (OF)

Son esteres 0 amidas derivadas del &cido fosférico, son inhibidores de la enzima
acetilcolinesterasa que se encuentra en las células nerviosas, cuya desactivacion
paraliza el sistema nervioso. En general son compuestos poco volatiles, muchos de ellos
experimentan fotdlisis directa e indirecta en la atmosfera, son hidrolizables y
biodegradables. Estos compuestos se caracterizan por tener un espectro de accién mas
estrecho que el de los organoclorados, con lo que se reduce la destruccion de otros
insectos que pueden ser beneficiosos. Facil descomposicion a productos no téxicos,
metabolismo relativamente rapido en organismos vertebrados y ausencia de
acumulacion en los mismos. Sin embargo, una desventaja de estos compuestos es su
toxicidad, relativamente alta para los vertebrados y seres humanos, y su persistencia no
tan baja como se crey6 (Sanchez y Sdnchez, 1984).

Asimismo se ha descrito que tienen propiedades alquilantes lo cual desde el punto de
vista de la mutagénesis es de suma importancia, puesto que actian directamente sobre
el acido desoxirribonucleico (ADN) afiadiendo grupos alquilo principalmente metilo y
etilo a las bases nitrogenadas que tienen grupos nucleofilicos capaces de reaccionar
con electrofilos (Martinez y Gomez, 2007). En el suelo la biodegradacién es mas activa
a medida que aumenta la materia organica, Algunos estudios demuestran que estos
pueden adsorberse en el espacio entre capas de algunos minerales del suelo, como la
montmorillonita (mineral de arcilla) (Pauta, 2014).

Entre los compuestos organofosforados se tiene: malation, metamidofos, diazinén,

diclorvés, clorpirifos, monocrotofos, paration, metilparation, entre otros.

C. Carbamatos (CBM)

Son esteres de acido carbamico. El mecanismo de accion es igual al de los
organofosforados, la diferencia radica en la duracion de la inhibiciébn de la
acetilcolinesterasa, que es menor. Son menos persistentes que los OC y los OF,
facilmente degradables por accion de microorganismos y por via no bioldgica,
especialmente por hidrolisis, son poco volatiles, no tienden a adsorberse a suelos y
sedimentos, tampoco se bioconcentran en los organismos (Pauta, 2014). Este grupo de
plaguicidas presenta algunas ventajas frente a los compuestos OF como son su eficacia
contra insectos resistentes a estos Ultimos y su mayor seguridad de manejo, pero
también presenta desventajas ya que son de produccion mas dificil, mas caros y de
mayor toxicidad frente a los insectos polinizadores. (Sanchez y Sanchez, 1984). Entre

estos compuestos se tiene: aldicarb, metomilo, carbofuran, entre otros.
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D. Piretroides

Tienen su origen en insecticidas naturales derivados del extracto de piretro obtenido de
las flores del crisantemo, conocidos como piretrinas. Posteriormente fueron obtenidos
sintéticamente y en la actualidad se han fabricado alrededor de 100 diversos productos
comerciales. Su ingreso a los insectos es por contacto o ingestion. También actlan en
el sistema nervioso central causando modificaciones en la dinamica de los canales de
Na+ de la membrana de la célula nerviosa, provocando que incremente su tiempo de
apertura prolongando la corriente de sodio a través de la membrana, tanto en insectos
como en vertebrados (He 1994, Perry et al. 1998 citado en Martinez y Gomez, 2007).

2.2.2. TECNICAS ANALITICAS PARA LA DETECCION DE PLAGUICIDAS

El andlisis de contaminantes organicos en matrices medioambientales tiene dos etapas
fundamentales de similar importancia: una de tratamiento de muestra y otra de anlisis.
La etapa de preparacion de muestra es muy critica en matrices medioambientales,
porque suelen ser muy complejas con contenidos muy bajos de los analitos. En cuanto
a la etapa de andlisis de contaminantes organicos fundamentalmente se emplean las
técnicas cromatograficas, destacando las aplicaciones de la cromatografia de gases y
de liquidos (Garciay Pérez, 2012):

A. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)
Es probablemente el método mas empleado en estudios medioambientales por su

amplia versatilidad en la deteccion de la mayor parte de los contaminantes
medioambientales analizados por cromatografia de liquidos. Sin embargo, presenta una
limitada sensibilidad y selectividad cuando las muestras medioambientales son
complejas y los contaminantes se encuentran a niveles traza (Garcia y Pérez, 2012).

B. Cromatografia de gases (GC)
Aunque la GC es la técnica cromatografica mas extensamente aplicada y con mayor

versatilidad en el analisis de contaminantes ambientales, su aplicacion se ve altamente
limitada por la ausencia de volatilidad de muchos compuestos y/o la inestabilidad
térmica que presenten (Garcia y Pérez, 2012) La mayoria de los detectores GC son
detectores de ionizacion (FID, NPD, FPD, MSD), su respuesta es sensible al cambio de
masa del analito (Stachenko y Martinez, 2009).
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2.3.  CONTAMINACION AMBIENTAL POR PLAGUICIDAS

Cuando un plaguicida es aplicado a un cultivo, solamente alcanza el organismo
“blanco” aproximadamente el 1%, mientras que el 25 % es retenido en el follaje, el
30 % llega al suelo y el 44 % restante es exportado a la atmdésfera y a los sistemas
acuaticos por escorrentia y lixiviacién (Brady y Weil, 1996 citado en Bruno, 2016).
La contaminacioén de los diferentes compartimentos ambientales (agua, suelo y aire)
por plaguicidas es el problema méas grave de la agricultura actual. El problema se
agrava cuando el plaguicida es transportado desde el suelo hacia el aire, agua o
vegetacion/animales, pudiendo entrar en contacto con una amplia gama de

organismos, incluyendo los seres humanos (Sanchez, 2008).

2.3.1. Plaguicidas en lalitosfera (suelo)

Los plaguicidas llegan al suelo por aplicacién directa o por otras vias, como por
escurrimiento o lavado de plantas, a través del agua de lluvia que arrastra el plaguicida
suspendido o disuelto en la atmosfera, cuando se entierran los restos de cultivos
tratados o desecho de envases vacios (Raldla, 1995). La evaluacion del grado de
contaminacién del suelo por plaguicidas es de suma importancia debido a que estos
pueden ser transferidos a los alimentos. Los plaguicidas se acumulan en el suelo,
especialmente cuando los tratamientos se repiten afio tras afio, persisten largo tiempo,
los suelos organicos retienen mayor cantidad de residuos que los arenosos. Esta
contaminacion afecta a los microorganismos del suelo, disminuye la descomposicion de
la materia organica, y modifica la estructura de los suelos, disminuye la fertilidad y

finalmente favorece la erosion (Garcia, 1997).

2.3.2. Plaguicidas en la Hidrosfera

Los residuales de plaguicidas presentes en los suelos pueden ser trasladados por
escorrentias superficiales o percolacion a causa de la lluvia hasta cuerpos de agua
cercanos (rios o lagunas). La presencia de estos en el agua suele tener mas amplias
repercusiones que en el caso del suelo por diversos motivos como difusiébn més rapida
a un mayor volumen del medio y capacidad de desplazarse a lugares lejanos. Esta
contaminacién ocasiona la pérdida de la flora y fauna acuatica, y la pérdida del recurso
como fuente de agua y alimento (Hoffman et al., 2003; Sutter, 1993).
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2.3.3. Plaguicidas en la atmosfera

Se produce por la aplicaciéon aérea no controlada, por la pérdida durante el transporte y

durante la aplicacion y por la evaporacion de aguas contaminadas. El movimiento del

aire puede desplazar los contaminantes atmosféricos desde sus sitios de origen a largas

distancias, como las altas concentraciones de insecticidas organoclorados y de PBC

encontradas en animales articos y antarticos por Garcia (1997). EI movimiento de los

plaguicidas que ocurre cuando son liberados al ambiente, se resume adecuadamente

en la Figura 1.
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Figura 1. Destino posible de los plaguicidas en el ambiente luego de su aplicacion.
Adaptado de Hang et. al., 2010. (Poletta, 2011).
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2.4. EVALUACION ECOTOXICOLOGICA Y GENOTOXICA DE SUELOS
CONTAMINADOS POR PLAGUICIDAS

Tradicionalmente, las evaluaciones de la calidad de los suelos se basaban en el andlisis
de parametros fisico-quimicos. Cuando se evallan los efectos biolégicos adversos
asociados con suelos contaminados con plaguicidas, resulta muy dificil, si no imposible,
aislar e identificar los componentes quimicos individuales que provocan impacto sobre
los ecosistemas locales; por otra parte, los resultados de los ensayos dependen no sélo
de las propiedades fisico-quimicas intrinsecas del plaguicida, sino también de su
biodisponibilidad en el suelo (Rémbke et. al. 2005a, Reinecke y Reinecke 2007 citado
en Piola, 2011). Los pobladores del distrito de Chinchero emplean una serie de
plaguicidas pertenecientes a los grupos de los Organoclorados (OC), Organofosforados
(OF), Carbamatos (C) y Pirretroides (P); por lo que la determinacién del potencial

ecotoxicologico de los suelos no puede ser atribuido a un compuesto en especifico.

2.4.1. ECOTOXICOLOGIA

A diferencia de la toxicologia ambiental, la que se aplica solamente al estudio de los
efectos directos de las sustancias en el ser humano; la ecotoxicologia es definida como
el estudio del destino y de los efectos de las sustancias toxicas sobre un ecosistema
cuando estas son introducidos al medio ambiente y la influencia que las condiciones
ambientales tienen sobre el comportamiento del toxico. La ciencia en si requiere una
comprension de los principios ecoldgicos y de la teoria ecoldgica, asi como del modo
en que las sustancias quimicas afectan en potencia a individuos, poblaciones,
comunidades y ecosistemas (Klassen y Watkins, 2001). La Ecotoxicologia estudia
aquellos cambios que resultan relevantes para la conservacion de la estructura y
funcion de los ecosistemas (Tarazona, 2007). Evidentemente puede considerarse que
el ser humano forma parte del ecosistema y por lo tanto deberia incluirse dentro del
conjunto de poblaciones y comunidades biéticas consideradas por la ecotoxicologia
(Tecuapetla, 2014).

Los procedimientos mas habituales en Ecotoxicologia son los bioensayos, que se
realizan con organismos generalmente de una Unica especie y en condiciones
controladas de laboratorio. Con ellos se pretende obtener informacién acerca de los
efectos producidos por una sustancia pura o mezcla compleja, ademas provee la base
para evaluaciones que permitan determinar qué sustancias podran ser liberadas al
ambiente y en qué cantidad (Sanchez, 2008; Tecuapetla, 2014).
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2.4.2. GENOTOXICOLOGIA

La genética toxicoldgica es una ciencia multidisciplinaria, que estudia la interaccion de
agentes fisicos y quimicos (a niveles subtdxicos de exposicion) con el material genético,
asi como los mecanismos de respuesta al dafio y sus consecuencias sobre los
organismos manifestado en la alteracidon del material genético o en sus componentes
asociados, teniendo asi alteraciones como la carcinogénesis y teratogénesis. La
teratogénesis se refiere al efecto de los genotdxicos sobre el desarrollo embrionario y la
carcinogénesis es el proceso por el que una célula normal pierde el control de su ciclo
celular, desarrollando de manera auténoma, para generar asi el crecimiento tumoral o

neoplasia (Guachallay Ascarrunz, 2003).

Los Micronucleos (MN)

Una medida de inestabilidad genética inducida por compuestos genotoxicos es el
incremento en la formacion de micronucleos que son visibles facilmente al microscopio
Optico. Durante la division celular el material genético (ADN) se replica y divide
equitativamente dando lugar a dos células hijas idénticas; este proceso puede
producirse de manera erronea debido a errores durante la replicacion del AD, a roturas
cromosomicas y al efecto de sustancias genotoxicas, produciéndose pérdida
cromosdmica. El material genético que se desprende y que no se Incorpora
correctamente al nucleo de la célula hija, origina un nuevo nicleo de menor tamafio que

el primario denominado “micronucleo” (MN) (Zalacain et. al., 2005).

Pastor, 2002 destaca dos puntos relevantes sobre los Micronucleos:

» Se requiere una division celular después del dafio para que se formen y puedan
ser visualizados.

» Los MN pueden ser consecuencia tanto de agentes clastogénicos (agentes
fisicos o quimicos capaces de inducir roturas cromosémicas) como aneugénicos
(agentes quimicos que impiden la fijacion de las fibras del huso al cinetocoro de

un cromosoma entero).
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Figura 2. Formacion de MN debido a la pérdida de un
cromosoma entero y fragmentos cromosémicos.
FUENTE: Zalacain et. al. (2005)

2.4.3. BIOENSAYOS DE TOXICIDAD

Entendiendo que la toxicidad se refiere al potencial inherente de una sustancia para
causar dafio sistémico a los organismos. Los ensayos bioldgicos o bioensayos son
herramientas de diagnostico adecuadas para determinar el efecto de agentes fisicos y
quimicos sobre organismos de prueba bajo condiciones experimentales especificas y
controladas, donde la toxicidad aparente evaluada es el resultado de la interaccion entre
la sustancia y el sistema biolégico (reacciones metabolicas de detoxificacion, excrecion
de toxicos, etc); los efectos pueden ser tanto de inhibicibn como de magnificacion y
pueden manifestarse a diferentes niveles, desde estructuras subcelulares o sistemas de
enzimas, hasta organismos completos, poblaciones o comunidades (Ronco et. al.,
2004). Por lo que, un objetivo importante de los bioensayos es valorar el impacto sobre
los ecosistemas naturales y calcular los factores de riesgo, ya que poblaciones naturales
de plantas y animales son expuestos frecuentemente a residuos téxicos como

plaguicidas, metales pesados, detergentes, etc (USEPA, 2008).

Los organismos biologicos son detectores de condiciones ambientales complejas,
resultado de un conjunto de factores dificiles de separar, considerandoselos como finos
sensores de los cambios que operan durante cierto tiempo en un ecosistema. La gran
mayoria de los estudios se realizan sobre sustancias puras y compuestos, pero también
estan destinados a la vigilancia y control ambiental, como la valoracién de vertidos
industriales, lixiviados de residuos, suelos contaminados y otras mezclas complejas
(Fuentes et. al., 2006). Las pruebas de toxicidad realizadas en organismos Vvivos,
conocidas como bioensayos, pueden ser de dos tipos (Menzer y col, 1994 citado en
Tecuapetla, 2014):
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» Pruebas o Ensayos de toxicidad aguda: Son relativamente simples, de corta
duracion y de bajo costo. Se evalla los efectos agudos que el compuesto en
prueba causa en el organismo expuesto, provocando generalmente la muerte

del organismo expuesto (muerte, paralisis, inhibicion de crecimiento).

» Pruebas o Ensayos de toxicidad crénica: son mas complejas y requieren mas
tiempo; éstas son disefiadas para ciclos de vida de especies particulares con la
finalidad de obtener informacién sobre los efectos crénicos que producen
respuestas subletales en los organismos expuestos, provocan un estado de
alteracion de la homeostasis, pero no desemboca en la muerte de la célula
(cambios en el comportamiento, fisiologia, bioquimica, dificultad en la

reproduccién, teragenocidad, cancer etc).

A. Biomarcadores

En los ensayos o pruebas de toxicidad realizadas con organismos vivos, la respuesta
medida o evaluada es conocida como biomarcador que son medidos a diferentes niveles
bioldgicos y que representa los efectos que produce la presencia de un contaminante
en el ambiente (Medina y Encina, 2003). Un biomarcador es un indicador bioquimico,
fisiolégico o ecoldgico del estrés fisico, quimico o biolégico en los organismos y sus
poblaciones. Es un trazador de las reacciones que pueden ocurrir a diferentes niveles —
molecular, celular, en el organismo completo, en las poblaciones o comunidades
(Pulgarin y Martinez, 2010). La Tabla 2 describe los biomarcadores en diferentes niveles

bioldgicos.

Tabla 2. Biomarcadores medidos a diferentes niveles biolégicos
NIVEL DE ORGANIZACION RESPUESTA

Molecular Expresion de genes de estrés, usando
genes reporteros como el gen de la
lucifererasa que produce una proteina
luminiscente ante la exposicién a un
contaminante.

Celular Incremento en la actividad de proteinas
indicadoras de estrés o enzimas
involucradas en los procesos de
destoxificacion.

Organismo Dafios histolégicos o formacién de
completo tumores
Poblaciones Tasas de supervivencia, crecimiento y
mortalidad
Comunidades Cambios en la diversidad y abundancia
de especies

Fuente: Instituto Nacional de Ecologia (Pulgarin y Martinez, 2010).
Disponible en http://www.ine.gob.mx/dgicurg/sgre/ti_eco.html
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B. “Endpoints” o valores de referencia final

De acuerdo a Sparling (2016), un bioensayo de toxicidad es definido por sus puntos
finales, duracion y modelo de exposicion. Por muchos afios el llamado "estandar de oro"
a determinar era establecer la Dosis o Concentracion Letal media, que viene a ser la

cantidad que estadisticamente mata al 50% de la poblacion en prueba.

» DL50 (Dosis Letal media): se usa cuando la cantidad del contaminante a la que
un animal es expuesto es conocida exactamente cuando son suministradas por
injecciones o cuando el contaminante es aplicado a la piel como crema o aceite, 0

cuando se alimenta a un animal forzadamente.

» CL50 (Concentracién Letal media): es usada cuando el contaminante esta
presente en compartimentos ambientales como el agua y suelo, asi como alimento,
y la concentracion no se conoce con precision y puede variar de alguna forma entre
individuos, en caso de semillas el valor se conoce como la Concentracion de

Inhibicién (de la germinacién) media (CI50).

Sin embargo, ello cambio con el tiempo, Newman y Zhao (2008) definen los conceptos
de otros puntos o valores de referencia de medicion como son el LOEC y NOEC de la

siguiente manera:

» LOEC (Lowest Observed Effect Concentration): Concentracion mas baja donde
se observa efecto. En otras palabras, es la minima concentracion con una
respuesta estadisticamente diferente de aquella respuesta encontrada en la

referencia (control negativo).

> NOEC (No Observed Effect Concentration): Concentracion en la que no se
observa efecto alguno. Es decir, la concentracion mas alta con una respuesta que
no es significativamente diferente de la respuesta del referente (control negativo).

1.2 4
1 * *
§ 0.8+ MATC
@ 0.6 -
§ 0.4 4 LCEEC :
e 024 NOEC
0% 10% 18% 25% 32% 56% 100%
Treatment (concentration)

Figura 3. Determinacién grafica de NOEC y LOEC.
FUENTE: Newman Zhao, 2008
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De acuerdo a Sparling (2016); algunos experimentos realizados en 1970 demostraron
gue las concentraciones para matar un animal o causar la inhibicién de la germinacion
de una semilla (CL50 o DL50) en ensayos de toxicidad exceden a las concentraciones
gue se espera encontrar en el ambiente, esos ensayos revelaban que es lo que podia
potencialmente pasar bajo condiciones muy severas, pero no necesariamente bajo
condiciones naturales. Se encontrd que concentraciones mas bajas eran capaces de
producir diferentes efectos subletales (reducido crecimiento o desarrollo, histopatologia,
evasion, etc). Por lo que otros “endpoints” fueron desarrollados evaluando marcadores
subletales, asi se tiene:
» NOAEL (No Observed Adverse Effects Level): Definido como la mas alta dosis
0 concentracion ensayada de un quimico que no produce algun efecto dafiino
sobre los organismos ensayados, concentracion que al estar presente en el

ambiente no representa ningln estrés para los organismos.

» LOAEL (Lowest Observed Adverse Effects Level): Viene a ser la
concentracion o dosis mas baja de un compuesto que causa una alteracion
adversa en la morfologia, funcién, capacidad, crecimiento, desarrollo de los

organismos ensayados.

C. Ensayos de toxicidad realizados en la presente investigacion:

En la presente investigacion se realizaron diferentes pruebas de toxicidad con
organismos bioldgicos sobre 2 organismos pertenecientes a diferentes niveles troficos:
un invertebrado (detrivoro) y un vegetal (productor).

C.1. Ensayo de toxicidad con Eisenia sp.

Los bioensayos con lombrices son ampliamente reconocidos como prueba para
evaluar la toxicidad de suelos contaminados y de sustancias puras (lannacone, et.
al., 2008). Este género de lombriz Eisenia sp. es de amplia distribucién, facil manejo
y cultivo. Su principal caracteristica morfolégica es la presencia de segmentos
externos e internos en su cuerpo, son hermafroditas y cuando son adultas se
observa una protuberancia epidérmica denominada clitelo en el que se forman los
capullos en los cuales son depositados los huevos (Santamaria, 1996 citado en
Cuevas et. al.,, 2008). Las especies de lombriz empleadas frecuentemente en
ensayos de toxicidad son Eisenia andrei y Eisenia foetida, pertencientes a la familia
Lumbricidae. El suelo artificial y el suelo contaminado son representativos de la

exposicion de la lombriz al compuesto analizado (Cuevas et. al., 2008).
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C.2.

C.3.

Ensayo de toxicidad con Vicia faba

El dafio a las plantas por los contaminantes puede afectar directamente a la
estructura y la funciébn de un ecosistema, al reducir la produccién primaria,
incrementar el lavado y erosion del suelo y degradar el habitat de la vida silvestre,
Wang y Freemark, 1995 citado en Cuevas et. al.,, 2012). Los bioensayos de
toxicidad con semillas, evalian los efectos adversos de un compuesto puro o de
una mezcla compleja en el proceso de germinacion y desarrollo de las plantulas
durante los primeros dias de crecimiento.

En la germinacién ocurren cuatro procesos: la imbibicién o toma fisica de agua, la
formacion de los sistemas enziméaticos e inicio de la sintesis de proteinas y de RNA,
la emergencia de la radicula y la iniciacidon del crecimiento. La activacion de la
semilla es inhibida ante la presencia de compuestos toxicos, afectando la
germinacion de la misma. La division celular de los meristemos radiculares puede
afectarse, retardando el proceso de mitosis o alterando el proceso de alargamiento
radicular (Uribe, 2008), ésta Ultima respuesta permite determinar el efecto toxico de
compuestos presentes en niveles de concentracion tan bajos que no son suficientes
para inhibir la germinacion. Los efectos letales de los contaminantes sobre las
plantas pueden significar pérdidas ecologicas y econdémicas muy importantes;
incluso los efectos subletales tienen un impacto significativo sobre la produccién de
alimentos y el desarrollo de la vegetacién natural, e implicaciones adversas para los
organismos pertenecientes a niveles superiores en la cadena alimenticia (Wang y
Freemark, 1995 citado en Cuevas et. al., 2012).

Ensayo de Micronucleos en Vicia faba

Las plantas han permitido demostrar el efecto de agentes fisicos y quimicos sobre
el incremento en la frecuencia de mutaciones y aberraciones cromosémicas
inducidas. Uno de los sistemas para evaluar el dafio citogenético que ha
demostrado ser versétil y eficiente, es el de las células meristematicas de la raiz
de haba (Vicia faba), debido a que es de facil manejo, de mantenimiento
relativamente econémico y que tienen pocos cromosomas de buen tamafio para
realizar un estudio citoldgico y se distinguen con claridad a un aumento de 400X en

su analisis al microscopico (Valencia, 1992 citado en Prieto et. al., 2003).
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2.4.4. EVALUACION DEL RIESGO ECOLOGICO (ERE)

La evaluacion del riesgo ecoldgico segun Sutter (1993), es un proceso de asignacion
de magnitudes y probabilidades a los efectos adversos de actividades antrépicas y
catastrofes naturales; recurre tanto a métodos predictivos para la evaluacion de la
exposiciéon, como de las reacciones de sustancias toxicas a distintos niveles de
organizacion y escala tréfica. En la practica, la evaluacion de riesgo ecologico de
acuerdo a Medina y Encina (2003), se desarrolla en el marco de la ecotoxicologia,
disciplina que desarrolla todos los pasos implicados en la evaluacion del riesgo
ecolégico y utiliza métodos toxicolégicos, quimicos y ecoldgicos, para describir la
interaccion entre agentes contaminantes y organismos, entre agentes contaminantes y

ecosistemas, y entre organismos y ecosistemas, respectivamente.

A. Evaluacion de riesgo ecotoxicoldgico

Las evaluaciones de riesgos constituyen la mejor herramienta disponible para apoyar
desde el punto de vista cientifico técnico la toma de decisiones (instrumento de gestion)
relacionadas con sustancias quimicas y las actividades potencialmente contaminantes.
En las evaluaciones de riesgos ambientales o ecoldgicos (ERA) se trata de identificar la
probabilidad de que se produzcan efectos adversos sobre la estructura y funcién de los
ecosistemas y la magnitud de los mismos, y se considera que el nivel de proteccion es
de poblaciones o comunidades; no el de individuos, donde los receptores son grupos
taxondmicos relevantes para cada compartimento ambiental (aire, agua, sedimentos o
suelo). En realidad, la evaluacion de riesgos es parte de un proceso mas complejo: el
andlisis de riesgos (Tarazona, 2007). En la Figura 4 se muestra las fases de este

proceso.

Formulacion
del problema

Evaluacion del
riesgo

Codnéll.lr;icaddn
i Caracterizacion
\ del riesgo
Gestion del /

riesgo

Figura 4. Esquema simplificado del ciclo de analisis de riesgo.

FUENTE: Tarazona, 2007
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El analisis o caracterizacion de riesgo comprende las siguientes fases (Tarazona, 2007):

1. Definicién o formulacién del problema: En la que se establecen cuales son
los riesgos (tipos, actividades, etc.) que se van a analizar, asi como las
condiciones del analisis. Supone el desarrollo de un modelo conceptual que
permita establecer las pautas basicas de la evaluacion y el plan de trabajo. El
modelo conceptual es una descripcion y representacion visual de las relaciones
existentes entre los contaminantes y los receptores que pueden verse afectados;
incluye las fuentes y vias por las que se eliminan las sustancias quimicas al
medio ambiente, el comportamiento de estas sustancias en los diferentes
compartimentos ambientales, y las rutas por las cuales llegan a los organismos

vivos y provocan sus efectos.

2. La evaluacion de riesgos: como fase de revision del conocimiento cientifico
gue se estructura en:

a) Evaluacion de los efectos: Identificando cuales son los peligros para la
salud y/o el medio ambiente causados por la sustancia y estableciendo
relaciones dosis/respuesta para aquellos mas relevantes.

b) Evaluacion de la exposicion: estudiando los mecanismos y vias por los que
la sustancia alcanza a los receptores relevantes y realizando estimaciones
cuantitativas de la exposicion para los receptores relevantes.

c) Caracterizacion del riesgo: Comparando los niveles de exposicion con los
efectos esperables para establecer, cualitativa o cuantitativamente, la

probabilidad de que se produzcan efectos y la magnitud de los mismos.

3. Lagestion de los riesgos: En la que se consideran las posibles medidas para
mitigar o al menos reducir los riesgos identificados; se comparan los riesgos de
diferentes alternativas; y se valora la viabilidad técnica y las implicaciones

socioecondmicas para tomar la decision mas adecuada.

4. La comunicacion de riesgos: En la que se establecen los caminos de
interaccion e intercambio de informacion entre los diferentes grupos
participantes (evaluadores, gestores, responsables politicos y ciudadanos) y se
desarrolla una estrategia para informar sobre los riesgos y medidas adoptadas.
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Las evaluaciones de riesgo se suelen realizar de forma escalonada, generando

inicialmente una informacién simplificada que se va aumentando sélo cuando resulta

necesario. Se consideran dos metodologias progresivas para la evaluacion de los

riesgos para la salud y el medio ambiente de las sustancias quimicas: las evaluaciones

simplificadas o de bajo nivel y las evaluaciones complejas o de alto nivel.

Evaluaciones de bajo nivel: El modelo conceptual se sustituye por una serie
de escenarios genéricos que relacionan las fuentes de emision, los
compartimentos afectados y los receptores ecoldgicos relevantes con las rutas
de exposicion. En los procesos reglados, se establecen escenarios normalizados
y guias metodoldgicas para armonizar el proceso de evaluacion:

a) Paraestimar la exposicién, se utilizan escenarios simplificados con valores
por defecto para aquellas propiedades que no dependen de la sustancia en
cuestion. Estos escenarios se basan generalmente en la aplicacion del “peor
caso posible” o de supuestos muy conservadores para cada parametro y
variable.

b) Lavaloracion de los efectos, se realiza mediante ensayos estandarizados
por la OECD o US EPA, eligiendo los valores obtenidos para el receptor mas
sensible dentro de cada escenario.

c) La caracterizaciéon del riesgo, suele realizarse mediante cocientes en los
que se estima si el margen de seguridad existente entre las concentraciones
estimadas o medidas y la toxicidad observada para los receptores mas

sensible es suficiente como para cubrir la incertidumbre de la estimacién.

Las evaluaciones de alto nivel: Utilizan metodologias mas complejas,
deterministicas o probabilisticas, y pretenden ofrecer la estimacion de riesgo
mas ajustada a la realidad posible en funcion de la informacion disponible ya
tamizada que se logra con modelos complejos de emision o comportamiento
ambiental, ensayos ecotoxicolégicos mas realistas, medidas reales de
monitoreo, etc. Con este tipo de metodologias se pretende obtener estimaciones
realistas de la probabilidad de que se produzcan efectos adversos sobre los
receptores, con lo que se reducen los niveles de incertidumbre y se puede ir

alejando del peor caso tedrico para acercarse al peor caso real.
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Figura 5. Niveles de evaluacion de riesgo.
FUENTE: Tarazona, 2007

Informacién

B. Evaluacion de riesgo genotoxico

El riesgo genotdxico es estimado de forma similar al riesgo ecotoxicolégico tomando en
cuenta la generacion de MN como expresion de dafio al ADN, se determina el cociente

de riesgo y se realiza la interpretacion (U. S. Environmental Protection Agency, 1998).

2.5. LEGISLACION AMBIENTAL EN EL PERU

La republica del Pert considera que el suelo es uno de los recursos naturales mas
importantes con los que se cuenta, ya que este resulta ser esencial para la supervivencia
de los seres humanos, animales y plantas. Que a pesar de ser un recurso natural
renovable cuyo proceso de formacion toma décadas y/o siglos, se considera que la
capacidad para la renovacion de un suelo es, a escala humana, muy limitada o casi no
existente. Por todo lo mencionado, se considera el suelo como un recurso natural que
requiere una alta proteccion, incluyendo el impedimento de alteraciones de su calidad
por contaminantes (MINAM, 2015). Para cumplir con ese objetivo, en el pais se ha
implementado a lo largo de los Ultimos afios normativa ambiental respecto a este

recurso, asi tenemos que:

> En el afo 2013, mediante el Decreto Supremo N°002-2013-MINAM se establece
los Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para el recurso suelo, sefialando como
suelo contaminado a aquel cuyas caracteristicas quimicas han sido alteradas
negativamente por la presencia de sustancias contaminantes depositadas por la
actividad humana. Este D.S. contempla el ECA para ciertos plaguicidas OC (Aldrin,
Endrin, DDT y Heptacloro), pero no para toda la gama de plaguicidas OC, OF y
CA.
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» En el afo 2014, en el marco del D.S. N° 002-2013-MINAM, Estandares de Calidad
Ambiental (ECA) para Suelo; se publica la Guia para Muestreo de Suelos. Esta guia
establece especificaciones determinar la existencia y dimensién de contaminacion
en el suelo y determinar las concentraciones de nivel de fondo. Se establecen los
tipos de muestreo, técnicas de muestreo, criterios para la determinacién del nimero
de muestras, asi como las medidas de calidad para la toma y manejo de muestras

de suelo.

» En el afio 2015, en el marco del D. S. N° 002-2013-MINAM, asi como en el D. S. N°
002-2014-MINAM (Disposiciones complementarias para la aplicacion de los
Estandares de Calidad Ambiental - ECA para Suelo), se publica la “Guia para la
Elaboracion de Estudios de Evaluacion de Riesgos a la Salud y el Ambiente
(ERSA)”, que es una herramienta practica para la Evaluacion de Riesgos. Estos se
basan en los datos y resultados obtenidos en la fase de identificacion y
caracterizacion de un sitio contaminado con el fin de entender las relaciones y
causalidades entre la presencia de los contaminantes, las distintas rutas y vias de
exposicion y los efectos adversos observados en el ambiente o los efectos

potenciales que puedan presentarse.

Respecto a la regulacion del uso de plaguicidas en el pais, se cuenta con el Servicio
Nacional de Sanidad Agraria (SENASA), creada por el Decreto de Ley N° 25902, siendo
el ente responsable de vigilar la seguridad sanitaria del agro nacional. En el Peru se
han restringido el uso de los plaguicidas agricolas Paraquat y metamidofos (OF). Y se
ha prohibido el uso de otros OC como Aldrin, Endrin, diendrin, Heptacloro,
Canfecloro/Toxafeno, DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano), Lindano, Endosulfan entre
otros asi como de algunos OF como Aldicarb, Parathion, Monocrotofos. y otros como
Arseniato de plomo por el D.S. N° 037-91- AG, 1991.

En las ultimas décadas el impacto del uso de plaguicidas de manera excesiva y sin
control, ha provocado el deterioro de la salud y del ambiente, lo que ha conllevado que
organismos internacionales y gobiernos como de E.E.U.U., Unidbn Europea y paises
Latinoamericanos (Colombia, Argentina, Chile entre otros) presten una mayor atencion
a estos problemas, contando con guias para la Estimacion de Riesgos Ambientales
(teniendo como uno de los puntos prioritarios la ERA del uso de plaguicidas), mucho
antes que nuestro pais implemente el suyo en el afio 2015. Ademas el Pert aun no
cuenta con una normativa sobre la inclusion de pruebas de toxicidad en los programas
de monitoreo y evaluacion de calidad ambiental, ademas de los parametros fisico-

guimicos tradicionales, como ya sucede en los paises antes mencionados.
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

1. AREA DE ESTUDIO

1.1. UBICACION

Las muestras para la presente investigacion fueron procedentes del distrito de
Chinchero, ubicado a 3762 m.s.n.m. perteneciente a la provincia de Urubamba,
Departamento del Cusco. Este distrito tiene una extension de 96.4 km2y esta
compuesto de dieciséis comunidades indigenas. El acceso es por carretera
asfaltada, y esta ubicado estratégicamente en el cruce de tres caminos que conectan
Pumamarca, Yucay y Cusco. Las muestras de suelo fueron colectadas en areas de
cultivo pertenecientes a 6 Sectores diferentes distribuidos en 3 comunidades (2
muestras por comunidad) en Setiembre del 2015. La parte experimental del trabajo
fue realizado en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela Profesional de
Biologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de San Antonio Abad
del Cusco, entre Setiembre del 2015 y Setiembre del 2016.

» Ubicacion politica:
Departamento: Cusco
Provincia : Urubamba

Distrito . Chinchero

» Ubicacién geogréfica:
El distrito de Chinchero esta fisicamente ubicado en las siguientes coordenadas
geograficas:
Latitud Sur: 13°24°30”
Longitud oeste: 72°03"15""

(Fuente: Plan Maestro del parque arqueoldgico de Chinchero INC, 2005)

1.2. CARACTERISTICAS BASICAS

» Hidrografia:
Tomando en cuenta como criterio base las lineas divisorias de aguas, se pueden
distinguir en Chinchero tres sub zonas: La cuenca de Piuray que se ubica a
3750 m.s.n.m. que converge en la laguna del mismo nombre. La cuenca de
Waypo, que es una meseta con pendientes relativamente poco pronunciadas y

lacuenca del Cachimayo, que desagua hacia el rio Cachimayo. (MVCS, 2006).
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- Los sectores de San José y Muyuri de la comunidad de Huaypo se
encuentran hidrograficamente en la cuenca de Huaypo, el suelo agricola
muestreado en San José se encuentra muy cercano a la laguna de Huaypo.

- Los sectores de Piuray y K’jamu pertenecientes a la comunidad de
Ayllopongo, se encuentran en la cuenca de Piuray, en alrededores a la
laguna del mismo nombre.

- Los sectores de Q’uerapata y Huatata pertenecientes a la comunidad de

Yanacona, hidrograficamente se ubican dentro de la cuenca de Cachimayo.

» Ecologia:

Chinchero esta rodeada de una fitocoloracion homogénea que segun la época
es de tendencia predominantemente verde o amarilla. Es una zona de lagunas y
con una formacion relativamente plana que modela parte de las pampas de Anta.
El poblado es de origen incaico que recibe la custodia del nevado Chicon y cuyo
nombre se originaria en la voz quechua sinchi, que significa “hombre valiente”.
Ecol6gicamente se encuentra en la regién quechua y puna (MVCS, 2006;
Valcarcel, 2005).

1.3. CLIMATOLOGIA

En los meses de junio, julio y agosto la estacion es seca y fria, con dias claros y
soleados; las noches son frias y en las madrugadas puede haber heladas. En
setiembre, octubre y noviembre se producen lluvias cortas, generalmente en las
tardes y hay mas nubosidad, los dias son menos secos. En diciembre aumenta la
nubosidad y empieza la estacion lluviosa de precipitaciones maximas que se
extiende a los meses de enero, febrero, marzo y abril, decreciendo gradualmente.
Su temperatura media anual es de 5°C, las temperaturas mas altas se dan en los
meses de diciembre y marzo, mientras que las mas frias se manifiestan en los
meses de junio y julio con temperaturas menores a 0°C. Estas diferencias
extremas de temperatura contrastan con el inmediato valle de Urubamba, el cual
es mas templado (MVCS, 2006).

1.4. FLORA

Se observa escasa vegetacion arbustiva y arboérea nativas, sobresalen las especies
arbéreas introducidas, como el eucalipto. La vegetacién arbustiva de la laguna de Piuray

es relativamente escasa, pero con dominio de la especie Scirpus totora.

31



>

Las especies de flora cultivadas son: papa, habas, arvejas, tarwi, maiz, avena,

trigo, oca, quinua, afiu, rocoto, sauco, etc.

Algunas especies se utilizan con fines medicinales como el eucalipto (Eucalyptus
sp), ortiga (Urtica urens), Q eto Q" eto (spicatum de Gnaphalium), panty (Cosmos
Peucedanifollius), manzanilla (Matricaria chamomilla), chicchipa, sotoma, huila
huila, maicha pampa anis, chiri chiri, diente de ledn, orégano, hierba buena,
llantén, anis, camu camu, estrella quisca, ajo, capuli, jampi rosas, valeriana,

altea, malva, Ocororu berro, Yawar chonca, Llantén, anis, paico y Mutuy.

Entre las especies arbustivas y maderables se tiene: Tayanca, chilca, llaulli,
tancar, cheche, roq'e, Q"elle, mutuy, capuli, queuna, chachacomo, tasta.

(Tomado de Valcércel, 2005).

1.5. FAUNA

>

Algunas especies registradas en pajonal de puna (3 900 a 4 500 m de altitud)
son: Atoc, zorro, venado, gato montés, cuy silvestre, zorrino, y Aves como el

alkamari piccholin, killichu, kechali, dormilona,canstero lluto.

Las especies observadas en comunidades arbustivas (3 5000 a 4 000 m de
altitud) son: reptiles como Machajhuay, Aves como el seshlio, kjallwa, checcollo,
chayna, Jacachu, quellopesco, pichinco, chicherique, pitajo, chiguaco,

canastero, huascar kente, ccullco, urpi, upapesko, etc.

Entre las especies registradas en las comunidades arboéreas del lugar se tiene:
Atoc (zorro andino), zorrino, paloma, utallaque, quellopesco seshilio, piccholin,

pichinco, kechalli, aguilucho, canastero, sihuar kente, tuco, inchu, etc.

Las especies observadas en campos cultivados (3 350 a 3 850 m de altitud) son
los ratones y una vasta cantidad de aves: lequecho, paloma, killichu, jacachu,
chiguaco, atallaque, pisaca, chayna, upapesco, alcamari, pichinco, seshlio, etc.
Ademas de algunos ganados como vaca y ovejas.

En el Habitat acuético principalmente en la laguna de Piuray (3 790 m) se tiene
la presencia de una diversa ornitofauna como el zambullidor, alkamari, cormoran,
gallineta, polla de agua, Chocca (Fulica ardesiaca), diversos patos silvestres
(Anas flavirostris, Anas goorgica), gaviota andina (Larus serranus), yanavico,
garza blanca, garza, huallata, entre otros; también se encuentran peces como
el carachi y anfibios como el sapo.

(Tomado de Valcarcel, 2005).
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2. MATERIALES

2.1.

2.2.
2.2.1.

2.2.2.

MATERIALES DE CAMPO

Libreta de apuntes
Nevera cooler portétil.
Bolsas platicas
Plumén indeleble
Barbijos

Badilejo

Regla milimetrada

MATERIALES DE GABINETE

Material biolégico y muestra problema

Muestras de suelos
procedentes de las
comunidades de Yanacona,

Huaypo y Ayllopongo.

Vicia faba - rojo chec’che
(ecotipo).

Procedencia: Comunidad de
Cuchuma, Distrito de San

Pedro, Canchis.

Material de laboratorio

R/

«» Materiales de vidrio

Probetas graduadas de
500, 100, 50 y 10 ml
Matraz de 500ml, 100ml,
50ml

Envases de 1 Lt.

Pipetas graduadas (de
5ml, 10 ml)

Guantes estériles

Bolsas ZIPLOC

GPS

Mapa Base de la Zona de
estudio.

Camara fotografica

Balanza

Eisenia sp.
Procedencia: Distrito de

Yucay, Urubamba.

Pipetas de plastico de 5 ml

45 Placas Petri grandes
Laminas porta y cubre
objetos
Placas  Petri  tamafio
normal

Lunas de reloj
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0,

+« Equipos:

Microscopio 6ptico
Refrigeradora
Laptop

Céamara fotogréfica
Horno

Balanza analitica

++» Reactivos:

Etanol de 96°

Acido acético glacial
Solucion Carnoy  (etanol:
acido acético 3:1)

Aceite de inmersion

Agua destilada

& Oftros:

Cuaderno de apuntes
Bandejas de plastico
Parafilm

Vasos grandes de polietileno
Mortero

Bisturi

Cronémetro

Cinta masking

Algodon

Papel aluminio

Vasos descartables
pequefios

Vasos descartables

medianos

Orceina acética clorhidrica al
1%

Stermin (metamidofos)

Envases rectangulares de
plastico

23cm x 17cm x 8cm

Suelo neutro (musgo, arena,
arcilla y cal)

Cintas para medir pH
Plumén marcador

3 rollos de Papel toalla
Vernier

Guardapolvo

Guantes

Mascarilla con filtro

Lentes de seguridad

Balde de 10 Lt.

Mechero

Pinzas
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3. METODOLOGIA

3.1. DISENO METODOLOGICO

Trabajo de campo

v

Seleccion de puntos de
muestreo/comunidad y Toma
de muestra

v

[

Analisis fisicoquimico de

Viabilidad de semillas y

1

ETAPA Il

Viabilidad de semillas y

muestras de suelo organismos organismos
< C N
Cuantificacion de Realizacion de bioensayos Realizacion de bioensayos con
plaguicidas por HPLC ¥ con muestras ambientales metamidofos (plaguicida
GC en muestras de suelo {suelo) seleccionadol
= 2

Compilacion de datos
toxicolégicos de malation,

Analisis de resultado de

Analizis de resultados ‘

Bioensayos paration y endosulfan
| Andlisis de resultados
v
ETAPA IV

Determinacion del Riesgo Ecotoxicoldgico v Genotoxico de plaguicidas utilizados en el cultivo de
papa en Chinchero, Cusco 2015.

Figura 7. Flujograma de Estrategia Experimental.

Siguiendo el Flujograma presentado en la Figura 7, para cumplir con los objetivos de esta

investigacion el trabajo se organizo6 en 4 etapas:

» | ETAPA: Andlisis fisicoquimico de las muestras de suelo y cuantificacion de
plaguicidas (OC, OF y CBM) por andlisis GC-FID de OF y OC, y analisis HPLC-

DAD de CBM en las muestras de suelo colectadas en el area de estudio.

» |l ETAPA: Se realizaron las pruebas de toxicidad con las muestras de suelo
provenientes del distrito de Chinchero en 2 organismos de prueba Eisenia sp. y

Vicia faba.
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3.2.

»

[l ETAPA: Se seleccion6 1 plaguicida de los encontrados en la evaluacion de las
muestras de suelo provenientes de Chinchero (metamidofos), y se procedié a
realizar pruebas de toxicidad a diferentes concentraciones empleando como
organismos de prueba a Eisenia sp. y Vicia faba. Asi mismo se elaboraron tablas
de resumen con los datos toxicolégicos (NOEC, NOAEL) de Malation, Paration y

Endosulfan en base a revision bibliografica de confiabilidad.

IV ETAPA: Se determind el riesgo ecotoxicolégico y genotéxico, en base a los
datos obtenidos en la etapa | y en la etapa lll, mediante la determinacion del
Cociente de riesgo (CR) para los plaguicidas metamidofos, malation, paration y

endosulfan.

VARIABLES

En la investigacion se realizaron pruebas de toxicidad con las muestras de suelo y con el

plaguicida metamidofos, siendo las variables las presentadas a continuacion:

3.2.1. PRUEBA DE TOXICIDAD CON MUESTRAS DE SUELO:

Variables independientes:

Muestras de suelo provenientes de 3 comunidades de Chinchero (Yanacona,
Huaypo y Ayllopongo).
Concentracion en ppm del plaguicida Metamidofos (14 concentraciones y 1

control).

Variables dependientes:

Mortalidad en Eisenia sp.

Pérdida de peso en Eisenia sp.

Evasidn en Eisenia sp.

Inhibicién en la germinacion de Vicia faba
Inhibicion de la elongacion radicular de Vicia faba
Frecuencia de Micronucleos (%MN) en Vicia faba

Constantes:

N° de muestras ambientales (6 muestras de suelo)
N° de individuos/semillas (10 por cada muestra y por réplica).

N° de réplicas: 3
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3.3.

ELECCION DE LOS PUNTOS DE MUESTREO

Al seleccionar un sitio deben tomarse en cuenta los objetivos del estudio, datos
requeridos y métodos de muestreo a utilizar. Por lo que, para este trabajo de
investigacion se realizé el muestreo dirigido o selectivo detallado en la Guia para
muestreo de Suelos (MINAM, 2014), teniendo como base las observaciones y
antecedentes de investigaciones realizadas en el mismo area de estudio, asi como
también informaciéon sobre las comunidades que cultivan mayormente papa,
considerando ademas la ubicacion, accesibilidad y colaboracién voluntaria de los
agricultores. Las areas de muestreo seleccionadas en cada comunidad, se eligieron
bajo los siguientes criterios:

» Criterios de inclusion: Cultivos de papa, campafia 2015, producto para venta.

> Criterios de exclusion: Cultivos de otros productos, areas de cultivos (chacras)

pertenecientes a un mismo agricultor y producto para autoconsumo.

Este tipo de muestreo es recomendado por Mejias y Jerez (2006); pues ademas
permite hacer un estudio detallado de las condiciones en las que se encuentran las
areas seleccionadas con un minimo ndmero de muestras.

Se consideraron 6 puntos de muestreo distribuidos en diferentes Sectores de 3
comunidades, los que se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Ubicacién de puntos de muestreo en el distrito de Chinchero

CODIGO*  Comunidad Sector Coordenadas UTM Altura
(Punto central de  (m.s.n.m.) £2m
parcela)

SCHYO01 Yanacona Q’uerapata 8518193 N 3785
819557 E

SCHYO02 Yanacona Huatata 8519772 N 3746
814779 E

SCHHO03 Huaypo San Jose 8516779 N 3569
813451 E

SCHHO04 Huaypo Muyuri 8514285 N 3777
817228 E

SCHAO05 Ayllopongo Piuray 8514130 N 3729
819421 E

SCHAO06 Ayllopongo Kjamu 8516331 N 3801
819803 E

*Los codigos para las muestras se determinaron en base a su procedencia y nimero de muestra:
SCHYO01, donde (S) corresponde a muestra de suelo, (CH) procedente del distrito de Chinchero, (Y)
proveniente de la comunidad de Yanacona y (01) correspondiente al nUmero de muestra.
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3.4.

TIPO DE MUESTREO

El tipo de muestra que se tomo fue superficial compuesta, que es el tipo normal de
muestra en estudios de contaminacion y toxicidad por plaguicidas en matrices
ambientales (Mejias y Jerez, 2006; MINAM, 2014). Siendo que la cantidad de suelo
a extraer era minima, se colectaron submuestras de 1 kg de los 30 cm superficiales
(MINAM, 2014) (Anexo 3) en 8 puntos dentro de cada area seleccionada (chacra de
aproximadamente de 0.5 ha). Al final se realiz6 el cuarteo para reducir y obtener una

muestra compuesta representativa, siendo necesario 4.5 Kg. por muestra.

Las muestras se colectaron el 4 de Setiembre del 2015, siguiendo el procedimiento
descrito en la Guia para muestreo de Suelos del Ministerio del Ambiente del Peru
(2014); complementando con la informacion contemplada en la Guia para la toma
de muestras de residuos de plaguicidas en Agua, Sedimento y Suelo del Gobierno
de Chile (2006).

Las muestras compuestas después del quarteo requerido, se trasladaron en bolsas
teflon oscuro hasta el laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias,
UNSAAC, para garantizar las condiciones de oscuridad y no exposicion a la luz solar
hasta su analisis quimico y empleo en la realizacién de los bioensayos. En la Tabla

4 se observa la distribucion de la muestra total.

Tabla 4. Distribucion de muestras para los analisis/bioensayos respectivos

Andlisis/Bioensayos Cantidad de muestra (Kg.) por punto de
muestreo

Plaguicidas por HPLC* y GC** 1

Andlisis Fisicoquimico (color, humedad, 0.5

pH, Materia organica, textura y

conductividad)

Bioensayo en Vicia faba 15

Bioensayo en Eisenia sp. 1

Ensayo de Microntcleos en Vicia faba 0.5

TOTAL 4.5 kg

*HPLC: Cromatografia liquida de alta eficacia/resolucion
*GC: Cromatografia de gases
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3.5. ETAPA I: Andlisis fisicoquimicos y cuantificacion de plaguicidas en
suelos

3.5.1. Andlisis fisicoquimicos adicionales:

En las muestras de suelo se determinaron algunas caracteristicas fisicas (Color,
Textura, conductividad eléctrica) y quimicas (potencial de hidrogeniones pH y
materia organica (M.O.). Dichos analisis se realizaron en el Laboratorio
“Prestacion de servicios en Analisis Quimico — UNSAAC”, a cargo del quimico
Melguiades Herrera de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de

San Antonio Abad del Cusco, empleando la siguiente metodologia:

Color: Por observacion directa en campo (realizada por el investigador).
Potencial de hidrogeniones (pH): Método potenciométrico

Materia organica (M.0O.): Método de Valoracion con dicromato de potasio.
Conductividad: Método de conductimetro.

YV V V V V

Textura: Determinacion de contenido de arena, arcilla y limo por el Método de
Densidades de Bouyucus. En base a los cuales se procedié a determinar la
clases texturales del suelo mediante el uso del Diagrama textural de la USDA,
informaciéon requerida por la Guia de Evaluacion de Riesgos en la Salud y
Ambiente del Peru. Ver Anexo 3, para ver el proceso de determinacién de clase
textural.

Adicionalmente se evalu6 otro parametro fisico en las muestras de suelo,
realizadas por el LABORATORIO FRAQTAL QUIMICOS en la ciudad de Lima.

» Humedad: Método gravimétrico.

3.5.2. Cuantificacion de plaguicidas residuales en muestras de suelo

Para la cuantificacion de plaguicidas en las muestras de suelo (plaguicidas
seleccionados en base a estudios realizados en la zona), se realiz6 mediante la
prueba de Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC - DAD) para la
determinacion de 3 CBM (Carbofuran, Metomilo y Aldicarb), y mediante la técnica
de Cromatografia de Gases (GC — FID) para cuantificar 4 plaguicidas OC
(Clorotalonil, Endosulfan b, DDT y Heptacloro) y 4 OF (Clorpirifos, Metamidofos,
Malation y Paration). La identificacion y determinacién de estos plaguicidas fue
realizada por el LABORATORIO FRAQTAL QUIMICOS en la Ciudad de Lima.
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3.6. ETAPA Il: Estimacion de latoxicidad de las muestras de suelo

Los bioensayos para esta prueba de toxicidad se realizaron en condiciones de
laboratorio en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela Profesional de
Biologia - Facultad de Ciencias de la UNSAAC.

3.6.1. Prueba de toxicidad directa con Eisenia sp.
La realizacion del bioensayo con este anélido siguié el método descrito por

Cuevas et al. (2008) en el libro Ensayos toxicologicos para la evaluacién de
sustancias quimicas en agua y suelo, con algunas adaptaciones debido a las
caracteristicas y condiciones del Laboratorio. Se utilizaron lombrices adultas,
con el clitelo desarrollado de al menos tres meses de edad, procedentes del
distrito de Yucay (Proveedor: Sr. Vidal Oscar Fernandez Baca). En las Figuras
9y 10, se observa el esquema y procedimiento seguido para la evaluaciéon de
la toxicidad de las muestras de suelo con este organismo de prueba.

200 gr. de suek contaminado

Confrol negafivo: Suelo artificial

pH suelo artificial: 7 £ 0.5 Individuos citelados
Humedad: 60-70%

Agregar 10 individuos a cada S
muestra, por tripicado

Control {-) SCHYO1  SCHY02  SCHHO3 SCHHO4  SCHADS  SCHADG

Figura 9. Esquema de Prueba de Toxicidad con Eisenia sp. para muestras de suelo.

*Control (-): Control negativo
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150 gr. de suelo contaminado

150 gr. de suelo arfficial (contral) = &

pH suelo artificial: 7 £ 0.5 Individuos citelados
Humedad: 60-70%

agregar 10 individuos 3 cada ﬁ

muestra, por tripicado

Control {-) SCHYO1 SCHY02  SCHHO3 SCHHO4 SCHADS SCHAOG

Figura 10. Esquema de Prueba de Evasion con Eisenia sp. para muestras de suelo.

*Control (-): Control negativo

Preparacidon de suelo
Cultrvos de Manteniniento de artificial (Control negativa)

lombrices (B 15 _

\ |

Lombrices cuiteadas en ayunas Acondicionamiento de Muestras
poz 5 hosas ambientales (suelo Chinchero):
6 muestras de suelo (200gr/réplica)
h 4
DISENO ESPERIMENTAL BIOENEAYO CON EFECTO LETAL:
, , . %o de mortalidad
N® de individuos /réplica: 10 Efsenia sp. por 14 dias
N® de réplicas: 3 EFECTO SUBLETAL
N de individuos /muestra v control: 30 % pérdidz de pezo
4
h EFECTO SUBLETAL
Ensayo de Evasidn con _ | %o deevasién
Eisanfa sp. por 2 dias

J

i N
TOMA DE DATOS
{2, 7 v 14 dias)
N .
;

i N
ANALISIS
ESTADISTICO
e _J

Figura 11. Flujograma de prueba de toxicidad directa en Eisenia sp. en muestras de suelo




Siguiendo el flujograma descrito en la Figura 11, se tiene:

Preparacion del suelo artificial:
Se siguiod el protocolo descrito por Cuevas et al. (2008). Se empled 10% de musgo,

20% de arcillay 70% de arena y un poco de CACOgzpara regular el pHa 7 + 5, se
prepar6 1.8 kg. de suelo artificial para esta prueba: 1200 gr. para la prueba de
evasion y 600 gr. utilizados como Control negativo: C(-) en la prueba de toxicidad
con Eisenia sp para evaluar mortalidad y % de pérdida de peso con las muestras
provenientes del distrito de Chinchero.

Evaluacién del efecto letal y subletal (Biomarcador de pérdida de peso).
De acuerdo a lo descrito por Cuevas et al. (2008):

Se mantuvo las lombrices lavadas por 5 hrs. sobre papel toalla humedo, para
permitirles evacuar su contenido intestinal.

Se seleccionaron 10 lombrices cliteladas, lavadas y pesadas por réplica (3 réplicas
para cada muestra de suelo).

En las muestras de suelo de cada punto de muestreo se retiré impurezas (restos
vegetales y piedras).

Se depositd 10 lombrices pesadas en conjunto en vasos de polietileno conteniendo
200 gr. de la muestra ambiental (suelo) previamente hidratada al 60 a 70%, se cubri6
con parafilm haciendo orificios pequefios para la adecuada oxigenaciéon y para evitar
la pérdida de la humedad.

Una vez iniciada la prueba, el contenido de humedad del suelo se mantuvo
constante mediante el agregado de agua destilada (3ml cada 2 dias).

Esta prueba se llevé a cabo a temperatura ambiental.

Transcurridos los primeros 7 dias, se vaci6 el contenido de cada recipiente en las
bandejas y se registr6 la muerte de algun individuo y/o algin comportamiento
extrafio.

Al término de la prueba (14 dias), se extrajo las lombrices de los recipientes y se
registré el nUmero de muertes.

Los resultados se consideran aceptables si en el control negativo la supervivencia

es mayor del 90 %.
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10. Para evaluar el Biomarcador de Actividad Bioldgica manifestado en el porcentaje de

pérdida de peso, se lavaron y pesaron los 10 individuos por réplica y muestra de

Eisenia sp. al finalizar el ensayo, se expresé en porcentaje con la siguiente formula:
%P variacion = APx x100/ Pix

Donde.

%P = Porcentaje de pérdida de peso

Pi = Peso inicial de 10 lombrices/réplica
Pf = Peso final de 10 lombrices/réplica
AP = Diferencia de peso= Pf — Pi

Evaluacion del efecto subletal (Biomarcador de comportamiento - Evasion)

Para la evaluacion del biomarcador de actividad biolégica manifestado por el
comportamiento de evasion de las lombrices para evitar suelos contaminados se

sigui6 el procedimiento descrito por Piola (2011):

Los recipientes de plastico de 10cm x 15cm x 7cm, fueron divididos en dos
secciones utilizando un tabique de plastico; se colocaron 150 g de suelo control (que
viene a ser el suelo artificial) en una seccion y 150 g de cada muestra de suelo en
la otra seccion. En el experimento se incluyeron recipientes con el mismo suelo
control en ambas secciones (control dual) para validar el ensayo.

El tabique fue posteriormente removido y se colocan 10 lombrices adultas en la
linea central de la superficie de los suelos, dejando que penetren en el suelo. Los
contenedores fueron cubiertos con parafilm con pequefios agujeros, permitiendo
una suficiente oxigenacion.

Al cabo de 2 dias, los tabiques fueron reinsertados en el suelo en la parte central y
se conto la cantidad de lombrices en cada compartimiento. En todos los casos se
realizaron 3 réplicas, tanto de las pruebas control-suelo problema como del control-
control (control dual).

Se hallé el porcentaje de evasion (%E) con la siguiente formula:
%E = (C - P)/ (L x 100)

Donde:

C: N° lombrices en el control
P: N° de lombrices en el suelo problema
L: Total de lombrices expuestas
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3.6.2. Prueba de Toxicidad directa con Vicia faba

Esta prueba de toxicidad directa con Vicia faba siguio el protocolo descrito por la
EPA (Environmental Protection Agency), protocolo OCSPP 850.4100: Seedling
Emergence and Seedling Growth (2012), con algunas adaptaciones debido a las
caracteristicas y condiciones del Laboratorio. Las pruebas se hicieron por triplicado
para cada muestra y para cada control. Se utilizaron semillas de Vicia faba rojo
chec’che (ecotipo) en Optimas condiciones y cultivadas de manera orgénica,
procedente de la Comunidad de Cuchuma, Distrito de San Pedro, Canchis
(Proveedor: Sr. Froilan Cumpa Conchacalla). En la Figura 12, se observa el
esquema de esta prueba, en la que cada réplica constaba de 5 envases de analisis.

100 gr de muesiras & suelo Semillas viables
contaminadas 6
100 gr. de susho adificial

pH ce suelo artiical 7 £0.5 ATegar 38 samiing & cate ‘&\-’
Hurmredad: 4% muestra, por ipicado b

Control (-) SCHYO01  SCHYO02 SCHHO3  SCHHO4 SCHADS SCHADG

Figura 12. Esquema de la Prueba de toxicidad directa en Vicia faba para muestra
de suelo.

Siguiendo el flujograma descrito en la Figura 13 que resume el procedimiento para

esta prueba de toxicidad, se tiene:

» Obtencion de la semilla y viabilidad

Las semillas de Vicia faba rojo chec’che (ecotipo), se compraron a un agricultor del
Distrito de San Pedro, Canchis; puesto que para la realizacién de esta investigacion
era necesario emplear semillas organicas (sin empleo de agroquimicos durante su

produccion).
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Previo a la prueba de toxicidad, se verifico la viabilidad de las semillas a utilizar con
una prueba sencilla, colocando semillas de Vicia faba en agua, descartdndose las

gue permanecian flotando en la superficie, y las que presentaban magulladuras.

i Preparacion de suelo artificial

Embeber laz senullas de habas
pot 24hrs con agua destilada

\ ‘l, ‘l,

(Control negativo)

Acondicionamiento de hivestras h
1. Semillas viables de iia febs ambientales (zuelo de Chinchero]:
6 muestras de suelo (500gr/réplica)
l J
- r
DISENO ESPERIMENTAL P BIOENSAYO con Vicia
I° de semillas /réplica: 10 faba por 14 dias
N® de réplicas: 3 \ EFECTO LETAL:
N de semillas /muastra v control: ‘L Yolnhibicidn en la
30 geminacion de las semillas
TOMA DE DATOS }—) (5 dias).
EFECTO SUBLETAL: %
Inhibicién en lz elongacion
- Y - de la radicula (14 dias).
ANALISIS
ESTADISTICO
%, r

Figura 13. Flujograma de la prueba de toxicidad directa en Vicia faba en muestras de suelo.

» Evaluacion del efecto letal (%1G) y subletal (%ICR)

1. Se escogieron las semillas de buen tamafio, sin ninguna magulladura o mancha
procurando gue tengan el mismo tamafio, se hidraté con agua destilada por 24 hrs.,
desinfectandolas en una solucién de hipoclorito de sodio al 1% durante 15 min, para
posteriormente lavarlas con agua destilada para eliminar los residuos del hipoclorito.

2. Se coloc6 100gr. de cada muestra de suelo previamente hidratado al 40% con agua
destilada en vasos medianos de polietileno, se repitio el procedimiento en 5 envases
gue conformaban una réplica en este estudio (total 15 envases por muestra). Se
realiz6 por triplicado.

3. Se depositaron 2 semillas de haba hidratada y desinfectada en cada envase de
polietileno, teniendo un total de 30 semillas por prueba.

4. Posteriormente se colocé en la camara oscura a temperatura ambiente hasta que

se observo un 65 % de germinacion de las semillas del control negativo (5 dias).
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Después de este periodo, las plantulas se mantuvieron bajo un régimen de 16 h de
luz y 8 de oscuridad.

5. Un crecimiento de la radicula mayor a 5 mm se consideré como indicador de la
germinacion. Diariamente se observaron las semillas germinadas y se anotd
cualquier cambio visible como cambios en la coloracion o necrosis de las hojas.

6. Al quinto dia se evalud la germinacion de las semillas, tomando datos para
determinar el porcentaje de Inhibicién en la germinacion (%IG) en Vicia faba, y se
continud con la prueba.

7. Durante toda la prueba se mantuvo un contenido de 40% de humedad del suelo.
Para ello, cada 2 dias se adicionaron 2 ml de agua destilada.

8. Los resultados se consideran aceptables si en el control negativo, la germinacion
era mayor del 90 %.

9. Para la evaluacion del efecto subletal: biomarcador de actividad biol6gica
manifestado en la inhibicion del crecimiento radicular (%ICR) en Vicia faba, se
midieron las radiculas de las semillas al finalizar la prueba (a los 14 dias), se hall6
el promedio de elongacion por muestra de suelo y se comparé con el control

negativo, de esta manera se obtuvo el %ICR con la siguiente formula:

%ICR = (C — P) x 100/ C

Donde:

- %ICR: Porcentaje de inhibicién en el crecimiento radicular
- C: Elongacion promedio en el Control(-)
- P: Elongacion promedio en la muestra problema.

3.6.3. Estimacién de genotdxicidad de muestras de suelo mediante el Test de

Micronucleos (MN) en Vicia faba.

El andlisis genotoxico se realizé mediante el test de Micronucleos siguiendo el
protocolo para micronucleos en raices de Vicia faba y Allium cepa que fue
establecido como un ensayo estandar internacional de acuerdo a la Guia para la
evaluacion genotoxica (MMAYA, 2014). Se emple6 el mismo lote de semillas de Vicia

faba adquirido al inicio de la investigacion.
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Cortar el apice radicular de

Vicia faba
l Afiadirle
Carnoy
i 15 minutos
Orceina

\l/ 20 minutos

Squash

\l’ REPORTE DE MN (%)
= EI?{} cel. /lamina (5) =1000
células por muestra.

Observar al microscopio

Figura 14. Flujograma del Test de Micronucleos en Vicia faba

Siguiendo el flujograma descrito en la Figura 14, se tiene:

» Obtencion de semillas germinadas
Se sigui6é el mismo procedimiento que en la prueba de toxicidad directa hasta la

obtencion de semillas germinadas en el quinto dia, contando con 6 semillas por

muestra de suelo y por control.

» Preparacion de la prueba

1. Se corté 5mm del apice radicular en una luna de relo;.

2. Se fij6 en Carnoy por 15 minutos.

3. Se colored con Orceina acética clorhidrica al 1% por 30 minutos. Durante este
tiempo se sometié a calor hasta la expulsion de vapores cada 8 minutos.

4. Se cort6é 2 mm del apice y se colocé en un porta objetos.
Se realizd un squash colocando el cubreobjetos encima, y con la ayuda de la
mano y un papel secante se ejercid presion, luego se hizo suaves golpeteos
para obtener células dispersas.

6. Se observo al microscopio a un aumento de 100X en campos al azar.
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» Reporte de Micronucleos (Dafio al ADN)

La presencia de Micronucleos en las células se interpreta como la ocurrencia de
dafio al ADN como manifestacién de un efecto subletal del organismo de prueba.
Se contaron 200 células por lamina (5 ldminas) haciendo asi un total de 1000
células por cada muestra de suelo agricola. Para la identificacion de micronucleos,
se tomaron en cuenta aquellos con estructura redondeada, diametro notoriamente
inferior al nucleo principal, con una coloracién similar y separacién del nucleo
principal (Zalacain, Sierrasesimaga, y Patifio, 2005). La frecuencia de MN se obtuvo

a partir de la siguiente formula:

%MN = (MN/ T) X 100

Donde:

- 9%MN: Frecuencia de Micronucleos
- MN: NUdmero total de Microntcleos
- T: # Total de células observadas (1000)

3.6.4. Anédlisis de datos

Con los datos obtenidos de efectos letales en los organismos de prueba: % de
mortalidad y %IG (Inhibicién en la germinacién), asi como de los efectos subletales:
%pérdida de peso, %Evasion, %ICR (Inhibicion en el crecimiento radicular) y %MN
(Micronucleos) producidas por las muestras de suelo, se analizd si existe o no
diferencia en el nivel de toxicidad (ecotoxicidad y genotoxicidad) de cada muestra
mediante el andlisis de Varianza (ANOVA) y la prueba post hoc de Duncan que
agrupa las muestras de acuerdo a su nivel de toxicidad. Este andlisis estadistico se
realizo en el programa IBM SPSS Statistics 22.
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3.7.

3.7.1.

3.7.2.

ETAPA Ill: Seleccion de plaguicida, realizacién de pruebas de toxicidad, y
coleccién de datos ecotoxicolégicos y genotdxicos

Seleccién de plaguicida:

El plaguicida fue seleccionado en base a los resultados de la determinacion de

plaguicidas en las muestras de suelo y a su categoria toxicoldgica. El plaguicida

seleccionado fue el Metamidofos (Insecticida organofosforado), el obtenido

comercialmente presenta las siguientes caracteristicas tomadas de la etiqueta

de venta:

- Nombre comercial: STERMIN 600

- Nombre comun del ingrediente activo (ISO): Metamidofos 600 g/L

- Categoria: Altamente peligroso - téxico

- Otros componentes: Dietilenglicol

- Nombre quimico (IUPAC): O,S - dimethyl phosphoroamidothioate

- Clase: Insecticida agricola

- Grupo Quimico: Organofosforado

- Formula empirica: C2HsNO2PS

- Tipo de Concentracion: Concentrado Soluble SL

- Color: Incoloro a ligeramente ambar

- Olor: Pungente

- Densidad: 1.2 — 1.3 g/ml

- pH:2-45

- Estabilidad de almacenamiento: El producto es estable como minimo 24
meses

- Registro Nacional: Registro N°321 — 96 — AG SENASA

- Titular del registro: Tecnologia Quimica y Comercio (TQC)

- Importado y Distribuido por: Talex Pert S.A.C.

Determinacion de concentraciones de Metamidofos para la prueba de
toxicidad

Las concentraciones del plaguicida Metamidofos se seleccionaron con un factor
de diferencia entre ellas de 2, parti6 desde la solucién patron del mismo
plaguicida en cuya preparaciéon se emple6 8.3 ml del plaguicida Stermin

(conteniendo 4.98 gr de ingrediente activo) que se aforo con agua destilada hasta

51



3.7.3.

1200 ml, obteniendo la mayor concentracion de 5000 ppm. Se prepararon en total
14 concentraciones del plaguicida: 5000, 2500, 1250, 625, 312.5, 156.3, 78.1,
39.1, 19.53, 10, 5, 2, 1 y 0.5 ppm. Se conté ademas con un control negativo:

Control (-) de agua destilada.

Los valores de referencia o “endpoints” importantes para la determinacion del
Riesgo ecolégico se obtuvieron para el caso del metamidofos de manera

experimental. Y para malation, paration y endosulfan de manera teorica.
Estimacion de la ecotoxicidad y genotoxicidad del Metamidofos

Para la evaluacion de los riesgos ecolégicos, se llevé a cabo las pruebas de
toxicidad con organismos pertenecientes a diferentes niveles tréficos, en este
caso con Vicia faba (productor) y Eisenia sp. (Descomponedor) pertenecientes al
mismo lote de semillas y al mismo cultivo de lombrices utilizados en la etapa Il.
El efecto buscado es la mortalidad y el parametro ecotoxicolégico es la
concentracion letal para el 50% de organismos (CL50), NOEC (No Observed
Effect Concentration) y LOEC (Lowest Observed Effect Concentration). Se
evaluaron ademas efectos subletales de pérdida de peso y evasion en Eisenia
sp. y de Inhibicion en el crecimiento radicular en Vicia faba con los cuales se hallé
el NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) y el LOAEL (Lowest Observed
Adverse Effect Level) de acuerdo a lo sefialado por Diaz et. al. (2004).

A. Prueba de toxicidad en Eisenia sp.

Cuando se realizan bioensayos se pueden realizar dos pruebas de toxicidad:
Prueba de toxicidad directa con la muestra de suelo del area de estudio y la Prueba
de toxicidad con diferentes concentraciones de la sustancia o xenobiotico a
evaluar. Esta prueba de toxicidad con el xenobidtico, al igual que en la Prueba de
toxicidad directa con Eisenia sp., se realiz6 siguiendo el procedimiento descrito por
Cuevas et al. (2008), con algunas adaptaciones debido a las caracteristicas y
condiciones del Laboratorio que fueron presentados en el item 3.6.1. de la ETAPA
Il. Se prepararon 22.5 kg de suelo neutro que se empleé en la realizacion de esta

prueba de toxicidad.
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» Evaluacion del efecto letal: Porcentaje de mortalidad

Se emple6 200 gr. de suelo artificial por réplica, se utiliz6 cada concentracion de
plaguicida para hidratar las muestras al 60% (afiadiendo 15 ml). Los experimentos se
realizaron por triplicado y se incluyd un control negativo: Control (-) (agua destilada).
Los valores de porcentaje de mortalidad permitieron hallar la Concentracion a la cual
muere el 50% de los organismos de prueba (CL50), NOEC y LOEC.

» Evaluacion del efecto subletal

Los efectos subletales fueron evaluados para estimar los valores de NOAEL y
LOAEL.:

- Para el biomarcador de Actividad Biologica de Pérdida de peso, se tomaron
los datos de peso inicial y final de las lombrices por réplica, comparando con
el control negativo, valor que se expreso en porcentaje de acuerdo a la féormula
presentada en el item 3.6.1. Prueba de toxicidad directa con Eisenia sp. de
este capitulo

- Para el biomarcador de comportamiento donde se evalla la evasion, los
resultados obtenidos se expresaron en % siguiendo la férmula descrita en el

item 3.6.1. Prueba de toxicidad directa con Eisenia sp. de este capitulo.

B. Prueba de toxicidad en Vicia faba

En esta prueba de toxicidad en la que se emplearon las diferentes concentraciones
del plaguicida Metamidofos, se siguié el protocolo OCSPP 850.4100: Seedling
Emergence and Seedling Growth (EPA, 2012), con algunas adaptaciones debido a
las caracteristicas y condiciones del Laboratorio. Las pruebas se realizarén por
triplicado para cada concentracion y para el control. Se utilizaron semillas de Vicia

faba en ¢ptimas condiciones y cultivadas de manera organica.

» Evaluacion del efecto letal: Porcentaje de inhibicion en la germinacion (%IG)

En la Figura 15 se observa la prueba de toxicidad realizada con el plaguicida
metamidofos en las 14 diferentes concentraciones y control negativo con este

organismo de prueba en base al protocolo descrito en el item 3.6.2 de este capitulo.
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Prueba de toxicidad en Vicia foba

15 concentraciones de
metamidophos 6
Temperatura ambiente &b,. .,
75 ml de cada concentracion 10 semillas por tratamiento ' 1
—_— - o = = = & :' Fomd e Py = o= £ = . ",
J b | o o | o = N | 4 | | = | - ! = | 4 2 | i |

5000ppm 2500ppm 1250ppm 625ppm 312 5ppm 156.3ppm 78.1ppm 39.1ppm 19.53ppm 1Dppm Sppm Zppm 1ppm 0.Sppm C[-)

Figura 15. Esquema de la Prueba de toxicidad de metamidofos en Vicia faba

1. Se escogieron las semillas con buen tamafio, sin ninguna magulladura o mancha
procurando que tengan el mismo tamafio y se hidrat6é por 1 dia en agua destilada.

2. En cada placa Petri se colocaron discos de papel absorbente. Cada placa fue
rotulada con la concentracién de plaguicida correspondiente.

3. Se satur6 el papel absorbente con 75 ml de cada concentracion de metamidofos
(5000, 2500, 1250, 625, 312.5, 156.3, 78.1, 39.1, 19.53, 10, 5, 2, 1 y 0.5 ppm).

4. Se coloco 10 semillas hidratadas en cada placa y se procedio a cerrarla y colocarla
dentro de una bolsa plastica. Se realiz6 por triplicado.

5. Posteriormente se coloco en la camara oscura a temperatura ambiente hasta que
se observa un 65 % de germinacion de las semillas del control negativo (5 dias).

6. Un crecimiento de la radicula mayor a 5 mm se consideré como indicador de la
germinacion. Diariamente se observaron las semillas germinadas y se anotd
cualquier cambio visible como cambios en la coloracién o necrosis.

7. Alos 5 dias se evaluo el porcentaje de Inhibicion de la germinacion (%IG) para cada
concentracion de plaguicida, y se continta la prueba hasta los 14 dias.

8. Losresultados se consideraron aceptables si en el control negativo, la supervivencia

era mayor del 90 %.
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Con los datos de IG, se procedié a hallar los siguientes “endpoints” de acuerdo a Diaz
et. al. (2004):

- CL50, que cuando se trata de semillas se habla de CI50 (Concentracion que
produce una inhibicién en la germinacion en el 50% de semillas sometidas a un
tratamiento).

- NOEC (Concentracion mas alta a la que no se observan efectos).

- LOEC (Concentracién mas baja a la que se observan efectos).

> Evaluacion del efecto subletal en Vicia faba: Biomarcador de Actividad
Bioldgica - Porcentaje de Inhibicidn en el crecimiento radicular (%ICR)

Se continu6 con la prueba luego de la evaluacién de la germinacién a los 5 dias hasta
los 14 dias, donde se midieron las radiculas por réplica y concentracion de metamidofos.
Con estos datos se hall6 el promedio de elongacion radicular por concentracién de
plaguicida y se comparé con el control negativo, de esta manera se halla el %ICR con
la férmula descrita para este biomarcador en el item 3.6.2. Prueba de toxicidad con Vicia
faba descrita en la ETAPA 1l del capitulo de Metodologia.

Los valores de %ICR permitieron hallar la NOAEL (Nivel o concentracion a la que no se
observan efectos adversos) y LOAEL (Nivel o concentracion a la que se observan
efectos adversos), al compararlos con los valores de %ICR obtenidos en el control

negativo de acuerdo a lo establecido por Diaz et. al. (2004).

C. Estimacion de genotoxicidad del plaguicida metamidofos mediante el Test
de Micronucleos (MN) en Vicia faba.

El test de MN en Vicia faba se realizé siguiendo el procedimiento descrito por Gaytan J.
(2006) para tratar las raices de Vicia faba en las concentraciones del plaguicida; y el
protocolo para micronucleos en raices de Vicia faba y Allium cepa descrito en la Guia para

la evaluacion genotoxica (MMAYA, 2014) para la coloracion y observacion de MN.

1. Se hidrataron 100 semillas en buen estado, sin magulladura del lote inicial (de
semillas utilizadas en todos los bioensayos) por 24 hrs, y se desinfectaron en
solucion de hipoclorito de sodio al 1% por 15 minutos, enjuagando a chorro para

quitar residuos del mismo.
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2. Se colocaron las semillas entre 2 capas de algodon hidratadas con agua destilada
en las placas Petri, se llevé a la cAmara oscura para favorecer su germinacion por
7 dias.

3. Cuando las raices alcanzaron una longitud de 2 — 4 cm de longitud (7 dias) se
separaron en 15 grupos: 1 tratamiento control y 14 tratamientos problema con las
concentraciones del plaguicida.

4. Se escogieron las semillas con raices largas, se colocaron en la superficie de vasos
descartables pequefios que contenian la solucion de plaguicida cubierta con papel
aluminio en el que se hicieron pequefios agujeros que permitieron la entrada de la
radicula de Vicia faba.

5. Se dejaron en reposo por 6 horas y se procedio a la coloracion y preparacion de las
laminillas para observacion de MN conforme a lo descrito en el item 3.6.3.
Estimacion de la genotoxicidad de las muestras de suelo mediante el Test de MN
de la ETAPA Il de este capitulo.

6. Con las concentraciones de plaguicidas siguientes: 5000, 2500, 1250, 625, 312.5,
156.3, 78.1 y 39.1ppm en las que se observéd generacion de MN se realiz6 una
prueba adicional, siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente, pero
prolongando la exposiciébn por 48 hrs. de las raicillas de Vicia faba a las
concentraciones de metamidofos antes mencionadas, al término del cual se
procedié a colorear y preparar las laminas.

7. Elreporte de Micronucleos se expres6 en %MN por concentracion de plaguicida, de
acuerdo a la férmula descrita en el item 3.6.3. Estimacion de la genotoxicidad de las

muestras de suelo mediante el Test de MN de la ETAPA 1l de este capitulo.

D. Andlisis de datos

» A partir de los datos obtenidos sobre efectos letales (% de mortalidad y %IG) en los
organismos de prueba se determinaron la CL50 y CI50. Estos valores finales o
“‘endpoints” se determinaron mediante el software suministrado por la US
Environmental Protection Agency (US EPA): Probit Analysis Program, version 1.5,

gue analiza el porcentaje de efectos versus la dosis dentro del marco de la regresion.
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» Asi mismo, de acuerdo a lo sefialado por Diaz et. al. (2004), se determin6 la NOEC
(Concentracidon mas alta a la que no se observa efecto) y LOEC (Concentracion mas
baja a la que se observa efecto) a partir de los datos de % de mortalidad y %IG
mediante la prueba post hoc de Dunnet posterior a un analisis de varianza (ANOVA).
Se hall6 ademas la NOAEL (nivel de concentracion mas alta a la que no se observa
ningun efecto adverso sobre la poblacion de estudio) y LOAEL (nivel de
concentracion mas baja a la que se observa efecto adverso sobre la poblacion de
estudio) a partir de los datos de %MN (Micronucleos) y %ICR (Inhibicion en el
crecimiento radicular) en Vicia faba, y de % Evasion y % pérdida de peso en Eisenia
sp. La obtencion de dichos valores se logra al comparar los resultados obtenidos
para un tratamiento en particular contra un control negativo (0O ppm), ello implica
pruebas de hipotesis y se realiz6 mediante el Andlisis de Varianza (ANOVA),
seguido por la prueba a posteriori o post hoc de Dunnet. Este andlisis estadistico se
realiz6 en el programa IBM SPSS Statistics 22. Donde el maximo valor de
significancia al comparar las concentraciones con el control negativo (Oppm) que es
menor a 0.05, representa la LOEC/LOAEL,; y el minimo valor de significancia que es
mayor a 0.05 representa la NOEC/NOAEL.

3.7.4. Compilacion bibliografica de datos de importancia ecotoxicologica y
genotbdxica de otros plaguicidas detectados en las muestras de suelo.

Para poder determinar el riesgo ecoldgico de otros plaguicidas presentes en las
muestras de suelos de Chinchero ademas del metamidofos, se recurrieron a
investigaciones en Bases de datos internacionales y a investigaciones extranjeras
de confianza, de acuerdo a lo recomendado en la Guia de Evaluacién de Riesgo a
la Salud y al Ambiente (ERSA) del Peru. Se elaboré una tabla de resumen con los
valores de referencia o “endpoints” de importancia como NOEC y LOAEL para la
estimacion tedrica del riesgo final con los plaguicidas paration, malation y

Endosulfan.
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3.8. ETAPA IV: Estimacién del Riesgo Ecotoxicoldgico y Genotdxico

Para la estimacion del riesgo ecotoxicologico, se siguio el procedimiento detallado en la
Guia para la evaluacion de Riesgos a la Salud y el Ambiente (ERSA) del estado Peruano
(MINAM, 2015), la misma que menciona que el contenido de la ERSA puede ser adaptado
dando mayor énfasis a los items de interés de acuerdo a la investigacion realizada, lo
descrito en la Guia de Evaluacion y Gestion del riesgo (Tarazona, 2007) permitié adaptar

el trabajo. En la Figura 16 se observa los pasos seguidos para la evaluacion del riesgo.

Definicién del Evaluacion de
Problema la Toxicidad

Evaluacién de Caracterizacion
la Exposicion del Riesgo

Figura 16. Pasos basicos para la
evaluacion de riesgos a la Salud y el
ambiente. Fuente: Guia ERSA — Perq,
2015

3.8.1. Definicién del problema

En este paso se estableci6 relaciones entre diferentes parametros observados en
campo y con el andlisis de informacion histérica del sitio, identificando la actividad
gue produce la contaminacién del recurso suelo del area de estudio e identificando
los contaminantes de preocupacion (plaguicidas). Se desarroll6 un modelo
conceptual breve conteniendo informaciéon sobre: la evaluacion cualitativa de la
fuente, transporte (via por la que se eliminan las sustancias quimicas) y destino de
los contaminantes en el ambiente y la identificacion de las rutas y vias de exposicion,
con una descripcion gréfica de los mismos, puesto que no es parte de los objetivos

de la presente investigacion.
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3.8.2. Evaluacién de latoxicidad

La evaluacion de los posibles efectos adversos de los plaguicidas presentes en
mayor concentracion en las muestras de suelo de Chinchero sobre los organismos
vivos se realiz6 mediante el andlisis de los resultados de ensayos ecotoxicolégicos
realizados en el laboratorio para el caso de metamidofos, mediante el estudio de las
relaciones entre los niveles de exposicion y la respuesta esperada, para ello se
utilizé los resultados de los bioensayos realizados en Eisenia sp. y Vicia faba
obtenido en la ETAPA Il siendo estos: CL50, NOEC, LOEC, NOAEL y LOAEL.
Ademas, para el caso de malation, paration y endosulfan se utilizaron los valores de
CL50, NOEC, LOEC, NOAEL y LOAEL recopilados de una revision bibliografica
acorde a lo estipulado en la Guia ERSA del Pert (MINAM, 2015).

3.8.3. Evaluacién de la exposicién

La cuantificacion de la exposicion puede realizarse mediante la estimacion del “peor
caso tedrico” donde se considera generalmente el caso extremo de liberacion de un
contaminante, y la del “peor caso real” donde la exposicién es cuantificada por la
estimacion de las concentraciones del contaminante en el compartimento ambiental.
En la presente investigacion, se consideraron ambos supuestos: para el “peor caso
tedrico” se considerd una exposicion igual a la dosis empleada en campo para el
caso del metamidofos. Y para el “peor caso real”, se emplearon los datos obtenidos
en la ETAPA | del disefio metodoldgico de la presente investigacion sobre la
concentracion de estos plaguicidas presentes en las muestras de suelo del distrito
de Chinchero, que expresan de forma precisa la concentracion a la cual los
organismos estan expuestos en el medio después de las aplicaciones en campo.

Estos valores permitieron comparar el Riesgo Ecotoxicologico y Genotodxico que la
presencia de los plaguicidas metamidofos, malation, paration y endosulfan
representan para la salud humana y el ecosistema en Chinchero al momento de ser
liberado al ambiente en el caso de metamidofos, y 2 meses después de su Ultima

aplicaciéon en campo para los cuatro plaguicidas en mencion.
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3.8.4. Caracterizacion del riesgo

Para la evaluacion del riesgo se utilizé el Método de los Cocientes de Riesgos (CR) para
identificar la probabilidad de que se produzcan efectos adversos y la magnitud de los
mismos, en el que se comparan concentraciones ambientales o de exposicion al
contaminante (plaguicida) con las concentraciones o niveles que originan efectos adversos
lo suficientemente bajos como para proteger la salud humana y el medio ambiente
(denominados “parametros ecotoxicolégicos” o “endpoints” segiin Tarazona (2007)); es
decir se compar6 los resultados obtenidos en la ETAPA |y la ETAPA 1l en el marco del

disefio metodolégico. En donde:

CR= PEC /PNEC

Donde:
- PEC = Predicted Environmental Concentration: Concentracion ambiental del
plaguicida (al momento de la aplicacion en cultivo y 2 meses después de la

Gltima aplicacion).

- PNEC = Predicted Non Effect Concentration: NOEC, NOAEL del organismo mas
sensible, se considera el NOAEL como criterio de mayor proteccion, en los casos
de no contar con este valor se empleé la NOEC (valor menos sensible para la

proteccion de la salud humana y medio ambiente).

Para la interpretacion de los CR, de acuerdo a Sanchez (2008) se tiene que:

» CRE<s1, nivel a los que no se esperan efectos y se asume un riesgo suficientemente
bajo como para ser aceptable.

» CR (1-10), nivel a los que se esperan toxicoldgicos adversos, representa un riesgo
moderado.

» CR210, los niveles de exposicién son mayores a los de efecto, lo que significa
niveles que generan dafios adversos sobre los organismos expuestos, representa

un Riesgo alto.
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CAPITULO Ill: RESULTADOS Y DISCUSION

1. ETAPA [I: ANALISIS FISICOQUI'MICOS Y CUANTIFICACION DE
PLAGUICIDAS EN SUELOS AGRICOLAS

Las cuantiosas cantidades de plaguicidas utilizados primordialmente en la actividad agricola
para combatir plagas quedan distribuidos en el ambiente, estudios realizados en los
Estados Unidos demostraron que el 99% de las cantidades aplicadas no alcanzaron los
organismos que se desean combatir (Garcia, 1997). Los residuales de plaguicidas en
diferentes compartimentos pueden manifestar sus efectos toxicos de acuerdo a
circunstancias especificas; por lo tanto, es de suma importancia la evaluacion de la
presencia y cantidad de plaguicidas en el suelo agricola de Chinchero.

1.1. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LAS MUESTRAS DE SUELO

Los mecanismos que influyen en la persistencia y evolucién de plaguicidas en el suelo
pueden actuar solos o en combinacién sobre la estructura de los diferentes productos
especificos y dependen de otras variables, como humedad, temperatura, materia organica,
tipo de arcilla, pH, asi como de las caracteristicas fisicoquimicas del compuesto de que se
trate. (Sanchez y Sanchez,1984). Los parametros evaluados fueron escogidos en funcion
a su influencia con la biodisponibilidad y persistencia de los plaguicidas en los suelos, y
fueron realizadas por el laboratorio de la Escuela Profesional de Quimica, la Tabla 5

muestra un resumen de la misma (Anexo 2 y 3).

Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas de suelos agricolas procedentes de Chinchero

CARACTERISTICAS FISICAS

Parametro/Muestra SCHY01 SCHY02 SCHHO03 SCHH04 SCHAO5 SCHAO06

Color* Pardo Pardo Rojiza Pardo Oscuro Rojiza

Textura

Arena (%) 57 58 69 67 60 58

Limo (%) 35 38 25 29 33 38
Arcilla (%) 8 4 6 4 7 4

Humedad (%p/p)** 2,36 3,63 3,04 3,03 51 2,65

Materia organica (%) 3.60 3.92 3.70 4.20 2.80 3.40

CARACTERISTICAS QUIMICAS
pH 6.67 5.75 7.05 6.70 7.82 6.70
C.E. (mmhos/cm) 0.68 0.76 0.98 0.78 1.09 0.64

*Color: Observacion directa en campo por el investigador )
**Humedad (%p/p): Determinado por el Laboratorio FRAQTAL QUIMICOS
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Los resultados muestran que la coloracién de los suelos provenientes de la comunidad de
Yanacona (Quérapata y Huatata) y del sector de Muyuri en la comunidad de Huaypo son
parduzcos. Los suelos del sector de San José de la comunidad de Huaypo y del sector de
Kjamu perteneciente a la comunidad de Ayllopongo presentan una coloracion rojiza,
mientras que el suelo del Sector de Piuray de la comunidad de Ayllopongo presenta una

coloracion oscura con restos de caliza.

En cuanto a la textura del suelo, esta propiedad establece la capacidad del suelo para
retener o liberar elementos a las fuentes de agua, ya sea por la escorrentia o por las aguas
de drenaje interno (Ramirez D. H. et. al., 2008). De acuerdo al diagrama textural de la USDA
todos los suelos muestreados estan dentro de la clase textural Franco arenosa,
caracterizada por su alto contenido de arena (57 a 69%), y Limo (25 a 38%) y bajo contenido
de Arcilla (4 a 8%).Este tipo de suelo no seria el mas 6ptimo para la agricultura ya que los
suelos arenosos no retienen la materia organica ni la humedad, y en épocas de lluvias
puede dar lugar a la formacion de charcos y escorrentias, transportando asi con facilidad
cualquier plaguicida contenido en dichos suelos hacia cuerpos de agua superficial y/o
subterranea. En la Guia técnica de orientacion al productor (MINAG) se reporta que los

suelos franco arcillosos son los méas 6ptimos para la mayoria de cultivos.

En lo referente a materia organica en las muestras de suelo, solo la muestra proveniente
de Muyuri (SCHHO04) se encuentra en el rango ideal de 4 a 6% (MINAG, 2011) con un valor
de 4.20%. Las demas muestras se encuentran por debajo de este rango, donde la muestra
de Piuray (SCHAOQ5) tenia el mas bajo contenido de materia organica con un 2.80%. Es
importante considerar que las arcillas y materia organica son compuestos coloidales que
tienen altas cantidades de intercambio cationico, por lo que influyen sobre el equilibrio de
adsorcion de los plaguicidas en los suelos, se ha reportado que en suelos con abundante
materia organica los plaguicidas no se descomponen facilmente; la textura del suelo es otro
factor importante, puesto que en suelos arcillosos los plaguicidas quedan atrapados entre

las particulas, y en ambos casos se favorece su retencion (Sanchez y Sanchez, 1984).

Respecto a la humedad relativa de las muestras, como era de esperarse debido a la clase
textural de los mismos, todas eran bajas con un valor minimo de 2.36% en Q’uerapata
(SCHYO01) y un valor maximo de 5.1% en Piuray (SCHAOQ5). Las muestras con alto
contenido de arena no retienen muy bien el agua, por lo que la presencia de plaguicidas en

el mismo podria alcanzar las aguas subterraneas por filtracion.
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En cuanto al pH, la mayoria de las muestras presenta un valor de pH dentro del rango
optimo reportado por el MINAG (2011) de 5.5. — 7, rescatando que la muestra con pH mas
bajo es la procedente de Huatata (SCHYO02) con 5.75. La muestra proveniente de Piuray
(SCHAOQ5) presentaba un pH ligeramente alcalino de 7.82 siendo el Unico valor encontrado

fuera del rango ideal.

La conductividad eléctrica es un parametro relacionado a la presencia de electrolitos (iones)
gue son capaces de conducir electricidad, en las muestras procedentes del distrito de
Chinchero se observaron valores que van desde 0.64 mmhos/cm en el sector de Kjamu
(SCHAO06), a valores de 1.09 mmhos/cm en Piuray (SCHAO05).

1.2. CUANTIFICACION DE PLAGUICIDAS RESIDUALES EN MUESTRAS DE
SUELO

En base a los resultados obtenidos en la determinacion de los plaguicidas en las muestras
de suelo provenientes del distrito de Chinchero (Anexo 1), se elabor6 la Tabla 6, en el que
se observa que de los 11 plaguicidas analizados 7 fueron detectados, siendo estos los
organoclorados (OC) DDT, heptacloro, clorotalonil y endosulfan b, y los organofosforados
(OF) malation, metamidofos y paration; quedando demostrado asi el poder persistente de
los OC que a pesar de que su uso fue prohibido hace mas de una década en el pais se
encuentran aun residuos de los mismo, asi como la persistencia de algunos OF no tan corta
como se presume. Ademas de no encontrase ningun plaguicida del grupo carbamato, los
cuales segun Pauta (2014) no tienden a adsorberse en suelos y sedimentos, y son menos

persistentes que los OC y OF y facilmente biodegradables por microorganismos.

El término “persistencia” ha sido empleado para definir el tiempo que permanece un
plaguicida en el suelo manteniendo su actividad biolégica Las consecuencias de la
persistencia pueden ser muy importantes, dependiendo de la toxicidad del plaguicida y de

su biodisponibilidad (Sanchez y Sanchez,1984).
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Tabla 6. Determinacion de plaguicidas residuales en muestras de suelo de Chinchero.

NO

N O oA WN B

8
9
10
11

Componente
activo del
plaguicida

Paration
Metamidofos
Malation
Clorpirifos
Clorotalonil
Heptacloro

DDT
(Diclorodifenil
tricloroetano)
Endosulfan-b

Metomilo
Aldicarb
Carbofuran

Clasf.

OF
OF
OF
OF
ocC
ocC
ocC

ocC
CBM
CBM
CBM

Muestras de suelo ECA  Stand.
(prim) (pg*m)
SCHYOL SCHY02 SCHHO3 SCHHO4 SCHAO5  SCHAO06
1.2 3.02 241 0.68 1.83 0.92 0.37
1.15 ND 1.9 1.3 ND ND 0.003
5.33 3.96 2.62 4.5 6.25 3.73 1.2
ND ND ND ND ND ND 0.18
0.124 0281 <0.06 0.243 <0.06 <0.06 0.44
ND 0.042 0.055 0.014 0.03 0.018  0.01
0.56 0.28 0.04 ND 0.01 ND 0.7
ND 0374 ND 0412 ND ND 0.37
ND ND ND ND ND ND 0.044
ND ND ND ND ND ND 0.061
ND ND ND ND ND ND 0.31

OF:Organofosforado, OC: Organoclorado, CBM: Carbamato,
*ECA Suelo para Peru.
** Estandar de suelos para Canada (Agricultural, Urban Park, Residential Soil Standard)

Los plaguicidas que se encontraron en el 100% de las muestras de suelo son el paration,

malation y clorotalonil. EI malation es el plaguicida con mayor cantidad residual en suelo,

presente en relativa menor cantidad en el sector de San José (SCHHO03) con 2.62 ppm, y

en una mayor concentracion en el sector de Piuray (SCHAO05) con un valor de 6.25 ppm y

un pH de 7.82, esta alcalinidad en la muestra no Optima para cultivos se deberia

primordialmente a la acumulacion de plaguicidas como el malation presente en elevada

concentracion en esta muestra, puesto que los plaguicidas tienden a alcalinizar los suelos

(Sanchez y Sanchez, 1984), ademas por la presencia de 6xido de calcio (cal) en el mismo.

En cuanto al paration, esta presente en mayor cantidad en el sector de Huatata (SCHY02)

con un valor de 3.02 ppm y en menor cantidad en Muyuri (SCHHO04) con 0.68 ppm, esta

muestra posee un bajo contenido de arcilla (4%) y pH de 5.75 por lo que otros factores

estarian favoreciendo la retencion de plaguicidas OF como paration, malation y otros OC.
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El metamidofos se detectd en el 50% de las muestras, se encontré 1.15 ppm en el sector
de Querapata (SCHYO01), mientras que en los sectores San José (SCHHO03), y Muyuri
(SCHHO04), se encontraron 1.9 ppm y 1.3 ppm respectivamente. Mufiz (2012) reporto la
presencia de este plaguicida en la papa cultivada en la comunidad de Yanacona entre 0.23
a 0.47 ppm, lo que evidentemente refleja una contaminacion del recurso suelo por el mismo,

demostrado en esta investigacion.

Respecto al clorotalonil, herbicida encontrado en todas las muestras pero en menor
concentracion comparado a los organofosforados, se detectaron valores menores a 0.06
ppm en los sectores de San José (SCHHO03), Piuray (SCHAO05) y Kjamu (SCHAO06), a un
valor maximo de 0.281 ppm en Q uerapata (SCHY01). No se reporto presencia de residuos
de este plaguicida en la papa cultivada en la comunidad de Yanacona por Mufiiz (2012),
debido probablemente al uso no tan intensivo de este plaguicida que es reflejado en la poca
concentracion residual del mismo en el suelo agricola. El plaguicida endosulfan en su
isomero B fue detectado en los suelos del sector Huatata - SCHY02 (0.374 ppm) y en el
sector de Muyuri —SCHHO04 (0.412 ppm). Asi mismo, aun se encontraron residuos de los
plaguicidas organoclorados heptacloro y DDT, en el rango de 0 a 0.055 ppm, y de 0 a 0.56

ppm respectivamente.

La Tabla 7 se elaboré en base al tipo de plaguicidas determinados en las muestras de suelo.
En base a estos resultados, se deriva la siguiente informacion:

El malation es el plaguicida presente en mayor concentracion en la totalidad de muestras.
Es un insecticida acaricida calificado como moderadamente téxico de amplio uso, cuya
venta en el pais es legal. Este plaguicida es poco persistente en suelo con una vida media
de 1 a 25 dias, siendo su velocidad de degradacion dependiente del contenido de materia
organica y del grado de adsorciéon a las particulas y puede constituir un riesgo de
contaminacioén para las aguas subterraneas en sitios donde las condiciones no favorezcan
su degradacion (Bianchi, 2015). El paration, es un insecticida calificado como
extremadamente toxico, de venta prohibida en el Per( por R.J. N° 131-98-AG-SENASA, se
mezcla fuertemente a las particulas del suelo y normalmente quedan en los udltimos 15 cm
superficiales del mismo, el tiempo de vida media del paratién oscila entre 3-6 semanas pero

sus residuos son detectables hasta 16 afios después de su aplicacion (Silva et. al., s/f).
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En el caso de los suelos franco arenosos de Chinchero, el muestreo fue realizado
aproximadamente 1 mes posterior a la cosecha de papa y aun asi se detectaron
concentraciones relativamente altas de estos plaguicidas (malation y paration). Los valores
elevados pueden ser resultado de una aplicacion frecuente y en mayor dosis de estos
plaguicidas lo que facilita su acumulacion en el recurso suelo, ademas de que la textura de
los suelos del lugar favorecen su adherencia a particulas del suelo y su persistencia en el
ambiente. A pesar de la prohibicién de venta del paration, su uso fue reportado por Marthos
(2014) através de encuestas en varias comunidades del distrito de Chinchero.

Respecto al plaguicida metamidofos presente en las muestras analizadas, de acuerdo a lo
reportado por Marthos (2014) este plaguicida en sus formulaciones comerciales Lasser y
Stermin, calificados como extremadamente toxicos, son utilizados por agricultores de
Chinchero en menor cantidad (8 a 17%) en comparacion con el uso de otros plaguicidas.
Por lo que se esperaria encontrarlo en mediana concentracion, sin embargo es reportado
por Ramirez et. al. (2008) que el Metamidofos en el suelo es poco persistente y es altamente
movil, ya que es adsorbido por el suelo en pequefas cantidades y que ademas dada la
rapidez de la degradacion de la sustancia y alta movilidad, se lixivia en las capas del suelo,
teniendo un valor de vida de 1.9 dias en limo, hasta 10 a 12 dias en suelo franco arenoso,
lo que queda comprobado en este trabajo de investigacion, pues pese a su aplicacion
continua por parte de los agricultores y de la textura franco arenosa de los suelos no existe
acumulacion del mismo, encontrandose cantidades no tan elevadas en los suelos
analizados. Y en el caso de lixiviacion facilitada por la textura de los suelos principalmente
en época de lluvias, el metamidofos estaria alcanzando fuentes subterraneas de agua, o
cuerpos de agua superficiales por escorrentia, lo que qued6é demostrado por Tecuapetla
(2014), donde se indica que existe movilidad de plaguicidas entre los compartimentos suelo

y agua.

El Metamidofos es un plaguicida prohibido en muchos paises bajo todas sus formulaciones
y US0s pues es nocivo para la salud humana y el medio ambiente, sin embargo en el Peru
y algunos pocos paises como México, Argentina, Bolivia entre otros es de venta
Restringida, por lo que aun es utilizado ampliamente. La adsorcién de plaguicidas por los
coloides del suelo pueden modificar su actividad (inactivandolos, no pudiendo ejercer su
efecto toxico), persistencia (la aumenta cuando estas partes son desadsorbidas, entran de

alguna forma en la cadena trofica y pueden ser nocivos a organismos diferentes a aquellos
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para los que habia sido destinado) y degradacion (en algunos casos impidiéndola o
retrasandola); ademas, las fracciones de plaguicidas que son adsorbidas o retenidas por
los coloides presentes en el suelo (arcilla y materia organica) disminuyen su concentracion
en el mismo, estableciéndose un equilibrio entre las concentraciones de materia activa
disuelta y adsorbida (Sanchez y Sanchez, 1984). Esta seria la razon por la cual el malation,
paration y metamidofos (OF) fueron encontrados en mayor concentracion en los suelos
agricolas de Chinchero, lo que ademas hace presumir de una cantidad igualitaria y/o mayor
gue pudo haber sido adsorbida por los coloides del suelo.

Asi mismo, el Endosulfan es un plaguicida cuya venta esta prohibida en el pais desde el
afo 2001. Es categorizado como un insecticida altamente toxico. El a-Endosulfan es menos
persistente que el B-Endosulfan, esto justifica los resultados encontrados donde el isomero
beta del endosulfan estaba presente en 2 de las muestras (SCHY02 — Huatata y SCHHO04
- Muyuri). En el suelo es moderadamente persistente (vida media de 50 dias), sobre todo a
pH &cido, y la fracciobn adsorbida a las particulas puede persistir por afios y es poco
propensa a lixiviarse hasta las aguas subterraneas, ademas que si se adhiere a particulas
en el suelo puede demorarse afios en degradarse completamente (Yuquan et. al., 2000),
ésta seria la razén por la cual ain se encontr6 residuos de este insecticida, pues en el 2012
el SENASA prohibié la comercializacion del mismo mediante la R.J. 013-2012-AG-
SENASA, esto ademas indicaria que se utiliz6 Endosulfan, calificado como un Compuesto

Organico Persistente (COP).

En cuanto al Clorotalonil, es un fungicida organoclorado moderadamente téxico usado para
combatir la rancha de la papa (causado por el hongo Phytophthora infestans), se encontré

presente en todas las muestras de suelo analizadas pero en bajas cantidades < a 0.28 ppm.

El dicloro difenil tricloroetano conocido como DDT (1,1,1-tricloro-2,2-bis(4-clorofenil)-etano)
y el heptacloro son insecticidas organoclorados clasificados como extremadamente toxicos,
que estan prohibidos en el Pert por D.S. N° 037-91-AG (1991). EI DDT y heptacloro se
identifican como insecticidas de alta persistencia, en esta investigacion se detectaron aun

residuos de estos plaguicidas en los suelos después de 24 afios de su prohibicion.
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Los plaguicidas carbamatos (aldicarb, metomilo y carbofuran) no fueron detectados en
muestras de suelo. Segun lo reportado por Marthos (2014), aldicarb y carbofuran son
plaguicidas ampliamente usados en las diferentes comunidades de Chinchero en la
produccién de papa, por lo que estos resultados evidenciarian la rapida degradacién de
estos plaguicidas carbamatos y por ende baja persistencia de estos plaguicidas en los

diferentes compartimentos ambientales, similar a lo encontrado por Pauta (2014).

En afos recientes en el Pert se empez6 a dar importancia a la proteccién y conservacion
del recurso suelo, es asi que partir del afio 2013 se publicaron los Estandares de Calidad
Ambiental (ECA) para suelos, sin embargo dicha Resolucién Ministerial contempla ECAs
para 4 plaguicidas organoclorados como son: DDT, Heptacloro, Endrin y Aldrin, pero no se
cuenta con ECAs para los demés plaguicidas OF y OC evaluados y detectados en las
muestras. Por ello se recurrio a los estandares de calidad de suelo agricola de Canada para
obtener valores referenciales en los casos donde no se conto con ECA del Peru (Tabla 6).

En base a dicha informacion se elaboré las Figuras 17 y 18.
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Tabla 7. Tabla de Caracteristica de los plaguicidas cuantificados en las muestras de suelo del

distrito de Chinchero

Principio Activo Clase Estructura Categoria
toxicoldgica
Vialai I cid § g Moderadamente
alation nsecticida P
o7 s toxico
o™
Paration
RCH,——0O
o "= Extremadamente
Insecticida RCHe—0 L.
toxico
parathion: R = CH5
methyl parathion: R = H NO,
Q d
Metamidofos Insecticida H-C ||:! CH Extremadamente
g7 \\O/ 3 toxico
NH,
Endosulfan Insecticida Altamente toxico
N
If
Clorotalonil Fungicida cl cl Muy toxico
Cl \\N
Cl
Cl
o o= Extremadamente
DDT Insecticida .
O O téxico
Cl Cl
cl Cl
Cl
. cl Extremadamente
Heptacloro Insecticida /i .
toxico
¢~ Cl cl

Fuente: OMS (2010)
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Evaluacién de Residuos del Plaguicida Metamidofos
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Figura 17. Evaluacion de la contaminacion por plaguicidas OF en suelos y estandares ambientales
de plaguicidas en suelos
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En la Figura 17 se observa el contraste entre los plaguicidas OF y sus respectivos
estandares ambientales obtenidos de la normativa Canadiense. En el caso del
metamidofos, se observa que de las 6 muestras de suelo analizados 3 sobrepasaron los
valores referenciales, muestras provenientes de Querapata (SCHY01), San José (SCHHO03)
y Muyuri (SCHHO04). Debido al bajo valor del estandar en suelo de este plaguicida (0.003
ppm), se puede notar que la muestra de San José es superior en mas de 600 veces al valor
referencial ambiental. Respecto al malation, las 6 muestras analizadas superan el valor del
estandar ambiental de 1.2 ppm, siendo la muestra de Piuray (SCHAOQ5) con 6.25 ppm de
malation la que excede en poco mas de 5 veces el valor referencial. En cuanto al paration,
las 6 muestras analizadas contienen residuales de este plaguicida y en todos los casos se
supera el estandar ambiental de suelo (0.37 ppm), siendo la muestra de Huatata (SCHY02)
con 3.02 ppm de este plaguicida la que excede en 8 veces el valor de referencia ambiental.

En la Figura 18, se observa el contraste entre los plaguicidas OC detectados y sus
respectivos estandares ambientales del Per( para heptacloro y DDT, y de Canada para
clorotalonil y endosulfan. El clorotalonil fue detectado en las 6 muestras analizadas, sin
embargo los valores son bajos y no superan el estandar ambiental para este plaguicida
(0.44 ppm). En cuanto al endosulfan, dos de las seis muestras analizadas superan
levemente los valores de referencia ambiental para el mismo (0.37 ppm), la muestra de
Muyuri (SCHHO04) presenta una mayor concentracion de endosulfan- con 0.412 ppm. Asi
mismo, el DDT esta presente en cuatro de las muestras analizadas, pero en ningln caso
sobrepasa los ECAs (0.7 ppm). En cuanto al heptacloro, este plaguicida estaba presente
en 5 de las 6 muestras analizadas, auque los valores detectados eran relativamente bajos,
en todos los casos superé el ECA de 0.01 ppm, en la muestra proveniente de San José

(SCHHO03) el valor fue de 0.055, superando en al menos 5 veces dicho valor de referencia.

71



Evaluacion de Residuos del Plaguicida Clorotalonil
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Figura 18. Evaluacién de la contaminacion por plaguicidas OC y estandares ambientales
de plaguicidas en suelos
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Ademas es importante mencionar que los suelos procedentes de los sectores Q uerapata
(SCHYO01), Muyuri (SCHHO04) y Kjamu (SCHAO06) pasaron por un Maway, que es una
practica agricola en algunos lugares de la zona, donde se rotan los cultivos y permiten que
el suelo pueda descansar, por lo que después de 5 afios se cultivd papa en esos lugares
en el afio 2015. Los suelos de los sectores de Huatata (SCHYO02), San José (SCHHO3) y
Piuray (SCHAO05) son suelos donde se cultiva continuamente papa, son suelos muy
degradados y compactados, donde se sospecha un uso continuo de agroquimicos.

Ademas de los plaguicidas analizados y detectados en las muestras de suelo del distrito de
Chinchero, existe un cantidad enorme de otros plaguicidas OF, CBM y Piretroides que
fueron reportados por los agricultores de papa a través de encuestas realizadas por Marthos
(2014) teniendo entre los mas usados en el siguiente orden: Karate (lambdacialotrina) que
es un Piretroide, Ridomil y Curzate (Mancozeb y otros) que son Ditiocarbamatos y
finalmente Ciclon (Dimetoato) pertenecientes al grupo de los OF. Asi mismo, es reportado
por Mufiz (2012) la presencia de plaguicidas como Folpet, Tetrahidroftalimida, Metalaxil,
Triadimefon e Imazalil en papa cultivada en Chinchero, lo que podria significar una posible

presencia de residuales de estos plaguicidas en el suelo del lugar.
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2. ETAPA II: ESTIMACION DE LA TOXICIDAD DE LAS MUESTRAS DE
SUELO

La estimacion de la toxicidad de las muestras de suelo del distrito de Chinchero viene a ser
de suma importancia, puesto que las poblaciones de organismos vivos estdn expuestos a
mezclas complejas de sustancias toxicas, entre ellos la aplicacién de distintos plaguicidas
en simultaneo y la presencia de aditivos en las formulaciones comerciales, en estas mezclas
no se conoce las interacciones que puede existir entre cada uno de los mismos y las
consecuencias en los efectos sobre los organismos. El efecto toxico sobre los sistemas
biolégicos es ejercido por la accidbn combinada de dichas sustancias presentes en el suelo
gue afectan las condiciones de vida de los organismos, y la toxicidad aparente evaluada en
un ensayo biologico o prueba de toxicidad es el resultado de la interaccién entre la sustancia
o mezcla compleja y el sistema biolégico (Ronco et. al., 2004). Los efectos tdxicos
producidos por la concentracion residual de plaguicidas en suelo fueron evaluados
mediante bioensayos con Eisenia sp. y Vicia faba. La combinacion de las dos especies fue

seleccionada para incluir diferentes grupos tréficos: un desintegrador y un productor.

2.1. PRUEBA DE TOXICIDAD DIRECTA CON Eisenia sp.

La lombriz de tierra Eisenia sp. es considerada un bioindicador de la calidad de suelo, y ha
sido utilizada en bioensayos ecotoxicol6gicos para evaluar plaguicidas debido a que son
faciles de cultivar en el laboratorio, presentan tiempos generacionales relativamente mas
cortos en comparacion a otros oligoquetos y son ecolégicamente mas representativos en el
ambiente terrestre (lannacone et. al., 2008). Para esta prueba de toxicidad se expuso

Eisenia sp. directamente a las muestras de suelo.

2.1.1. Evaluacion del efecto letal

En la Tabla 8, se muestra el efecto letal en Eisenia sp. a consecuencia de su exposicion a
las muestras de suelo de Chinchero. Como se observa, las muestras no ocasionaron la
muerte de los organismos en ninguno de los casos, por lo que se anuncia que la toxicidad

inherente a las mismas no fue tan alta como para producir la muerte de los mismos.
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Tabla 8. Efecto de las muestras de suelo en la mortalidad de Eisenia sp.

MUESTRA AMBIENTAL Vivos Muertos TOTAL

Control (-) N 30 0 30
% 100% 0%

SCHYO1 N 30 0 30
% 100% 0%

SCHY02 N 30 0 30
% 100% 0%

SCHHO3 N 30 0 30
% 100% 0%

SCHHO4 N 30 0 30
% 100% 0%

SCHAOQ5 N 30 0 30
% 100% 0%

SCHAO06 N 30 0 30
% 100% 0%

2.1.2. Evaluacion del efecto subletal

La importancia de la evaluacion de los efectos subletales radica en que se mide y observa
los efectos que aun cantidades minimas de un contaminante ocasiona sobre los organismos

expuestos.

A. Biomarcador de Actividad Bioldgica: Pérdida de peso

Los parametros de reproduccion y crecimiento de lombrices de tierra expuestas a
plaguicidas son indicadores de contaminacién de suelos muy utiles. Estos estudios son
faciles de realizar y no requieren de gran experticia técnica (Shahla y D"Souza, 2010). Asi
tenemos que en la Tabla 9 se muestra el efecto en el peso de los organismos expuestos a
las muestras de suelo, en base a dichos datos se elaboré la Figura 19, que permite
visualizar de mejor manera el efecto téxico subletal en el crecimiento y desarrollo de Eisenia
sp.

Se observa que las muestras SCHY02 y SCHHO3 correspondientes a los sectores de
Huatata y San José presentaron un 15.85% de pérdida del peso inicial representando el
mayor efecto subletal toxico. Al comparar las medias de las respuestas de Eisenia sp. en
las muestras de suelo realizadas por triplicado, se encontré que existe diferencia estadistica
significativa al 95% de confianza (p < 0.05) (Tabla 10), entendiéndose que el nivel de

toxicidad de al menos dos de las muestras de suelo es diferente en grado.
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Tabla 9. Efecto de las muestras de suelo en la
variacion de peso en gr. de Eisenia sp.
Muestra Total Pi Pf AP= %P
Pf - Pi
Control (-) 30 6.8 75 0.7 10.3
SCHYO1 30 9.1 84 -0.7 -10.3
SCHY02 30 8.2 6.9 -1.3 -15.85
SCHHO3 30 7.7 64 -1.3 -15.85
SCHHO4 30 7.7 7.6 -0.1 -1.32
SCHAOQ5 30 76 67 -09 -11.84
SCHAO06 30 7 71 0.1 1.32

Figura 19. Efecto de las muestras de suelo en la
variacion de peso en Esenia sp.
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Tabla 10. Prueba de ANOVA-Influencia de las muestras de suelo en la variacion del peso en Eisenia

sp.
Origen Tipo Il de gl
suma de
cuadrados
Modelo corregido 768,306
Interceptacion 1320,021
Muestra 768,306
Error 201,458
Total 2289,785
Total corregido 969,764

5
1
5
12
18
17

Cuadratico F Sig.
promedio
153,661 9,153 ,001
1320,021 78,628 ,000
153,661 9,153 ,001
16,788

a. R al cuadrado =,792 (R al cuadrado ajustada = ,706)

Muestras = 6; Observaciones = 30

Ho: Las diferentes muestras producen el mismo efecto en Eisenia sp.
Ha: Las diferentes muestras producen un diferente efecto en Eisenia sp.

Si p<0.05 se rechaza Ho y se acepta Ha.

En base a la prueba post hoc de DUNCAN (Tabla 11), se observa que se formaron 2 grupos

homogéneos, entendiendo que la muestra de suelo de San José (SCHHO03), Huatata
(SCHY02), Piuray (SCHAO05) y de Q’uerapata (SCHYO01) son las que ejercen mayor

influencia en la reduccion del peso (desarrollo) de Eisenia sp, indicando una mayor toxicidad

para dicho organismo; por otro lado, las muestras de suelo de Muyuri (SCHHO04) y Kjamu

(SCHAO06) ejercen poca o nula influencia en la reduccion de peso de Eisenia sp. reflejando

su baja y/o nula toxicidad para el organismo de prueba.
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En base a ello se determina la tendencia en el grado de toxicidad de las muestras de suelo,

observando dos grupos diferenciados, el primero formado por los sectores de San José
(SCHHO03), Huatata (SCHY02), Piuray (SCHAO05), Q uerapata (SCHY01) que presentan
mayor toxicidad frente al Segundo grupo formado por Muyuri (SCHHO04) y Kjamu (SCHAOQ6).

Tabla 11. Resumen de la prueba Duncan para variacién en el peso en Eisenia sp.

Duncanap

Muestra de suelos

SCHHO03
SCHYO02
SCHAO05
SCHYO01
SCHHO04
SCHAO06
Sig.

N

W W w w w w

Subconjunto

1 2

-15,8467

-14,8450

-11,8400

-10,3200
-1,3233
1,3237

,116 ,395

B. Biomarcador de comportamiento: Evasion

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
El término de error es la media cuadratica (Error) = 16,788.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000; b. Alfa = .05.

Este biomarcador mide la capacidad de la lombriz de tierra para evadir suelos contaminados

y ha sido usado en afios recientes para evaluar la toxicidad de plaguicidas (Garcia y Keller,

2011; Alves et. al., 2013), en la Tabla 12 se observa el porcentaje de evasion (%E) que

Eisenia sp. muestra para cada suelo evaluado. Una diferencia minima de dos individuos

entre el Control (-) y la muestra se consideré como un porcentaje de evasion igual a cero.

Tabla 12. Biomarcador de comportamiento: Evasion de
Eisenia sp. en las muestras de suelo del distrito de

Chinchero.
REPLICAS/ | ] ]| TOTAL %E
MUESTRAS
X C-) X C(-) X ¢c- X c()
)
SCHYO01 3 7 4 6 5 5 12 18 20
SCHY02 1 9 1 9 2 7 4 25 70
SCHHO3 3 7 1 9 2 8 6 24 60
SCHHO4 4 6 5 5 5 5 14 16 0
SCHAO5 2 8 4 6 3 7 9 21 40
SCHAO6 5 5 4 6 5 5 14 16 0

Figura 20. Evasion de Eisenia sp. en las
muestras de suelo del distrito de Chinchero
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X=muestra de suelo; C(-)=control negativo
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La Figura 20 se elabor6 en base a los datos de la Tabla 12, donde se puede apreciar de
mejor manera la preferencia de Eisenia sp. por suelos no contaminados. Considerando que
este organismo tiende a evadir enérgicamente las muestras de los suelos procedentes de
Huatata (SCHYO02) y San José (SCHHO03).

En la prueba de ANOVA, a un nivel de confianza del 95% se encontr6 un valor de
significancia p (0.001) < 0.05, indicando que la respuesta de evasion mostrada por Eisenia
sp. es diferente en al menos dos de las muestra (Tabla 13).

Tabla 13. Prueba de ANOVA - Influencia de las muestras de suelo en la evasidbn mostrada por
Eisenia sp.

Origen Tipo Ill de suma al Cuadrético F Sig.

de cuadrados promedio
Modelo corregido 11844,4442 5 2368,889 8,883 ,001
Interceptacion 21355,556 1 21355,556 80,083 ,000
Muestra 11844,444 5 2368,889 8,883 ,001
Error 3200,000 12 266,667
Total 36400,000 18
Total corregido 15044,444 17

a. R al cuadrado =,787 (R al cuadrado ajustada = ,699)
Muestras = 6; Observaciones = 30
Ho: Las diferentes muestras producen el mismo efecto en Eisenia sp.
Ha: Las diferentes muestras producen un diferente efecto en Eisenia sp.
Si p<0.05 se rechaza Ho y se acepta Ha.

Una vez determinada la diferencia existente entre las medias de cada muestra, es decir de
las respuestas, se realiz6 la prueba de Duncan como prueba posterior al ANOVA (Tabla
14). Se formaron cuatro subconjuntos homogéneos, demostrando que Eisenia sp. no tiende
a evadir las muestras de suelo procedentes de Muyuri (SCHHO04) y Kjamu (SCHAOQ6).

Asi mismo, este organismo muestra una evasion en diferente grado por los suelos de
Querapata (SCHYO01), Piuray (SCHAO05), San José (SCHHO03) y Huatata (SCHY02), siendo
estos dos Ultimas muestras mas téxicas para estos organismos resultando en una alteracién
del comportamiento. En base al efecto que cada muestra genera en Eisenia sp. se
determind la tendencia en el grado de toxicidad de mayor a menor de las muestras de suelo,

siendo como sigue:

SCHY02 > SCHHO03 > SCHAO05 > SCHY01 > SCHH04, SCHAO06
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Tabla 14. Resumen de la prueba de Duncan para el porcentaje de evasién en Eisenia sp.

Muestras de suelo N Subconjunto
1 2 3 4
SCHHO04
SCHA06
SCHYO01
SCHAO05

20,0000

40,0000
SCHHO03 60,0000
SCHY02 70,3333
Sig. ,360 ,159 ,159 ;3317

W W W W w w

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
El término de error es la media cuadratica (Error) = 266,667.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000; y b. Alfa = .05

2.2. PRUEBA DE TOXICIDAD DIRECTA CON Vicia faba

Las plantas son esenciales en los ecosistemas porque son las responsables de transformar
la energia solar en energia quimica, al tiempo que absorben didxido de carbono. De esta
manera proveen de alimento y oxigeno al resto de los organismos. El dafio a las plantas
por los contaminantes puede afectar directamente a la estructura y la funcion de un
ecosistema, al reducir la produccién primaria, incrementar el lavado y erosion del suelo y
degradar el habitat de la vida silvestre (Cuevas et. al., 2012). En esta prueba se evalué la
inhibicion en la germinacion (IG) de Vicia faba a los 5 dias, se registr6 como germinadas
(G) aquellas que tuvieron una radicula 2 5 mm y como IG cuando hubo una inhibicién en la
germinacion. Vicia faba es un organismo empleado ampliamente en el analisis de toxicidad
de muestras contaminadas por plaguicidas (Cuevas et. al., 2012). Para esta prueba de

toxicidad se expuso semillas de Vicia faba directamente en las muestras de suelo.
2.2.1. Evaluacién del efecto letal: Inhibicién en la germinacion (IG)

En la Tabla 15 se presenta los datos correspondientes al efecto letal observado en Vicia
faba a consecuencia de su exposicion a las muestras de suelo de Chinchero. Se observa
que las muestras de Huatata (SCHY02) y San José (SCHHO03) ocasionaron la inhibicion en
la germinacién en un 6.67%, en la muestra de Piuray (SCHAO5) se observé un 3.33% de
IG mientras que en las demés muestras no se observo efecto letal por lo que se afirma que
los residuales de plaguicidas en las muestras no fueron tan altas como para producir una

inhibicién en la germinacion de este organismo.
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Tabla 15. Efecto de las muestras de suelo en la IG en Vicia faba

MUESTRA AMBIENTAL G NG TOTAL
Control (-) N 30 0 30
% 100% 0%
SCHY01 N 30 0 30
% 100% 0%
SCHYO02 N 28 2 30
% 93.33% 6.67%
SCHHO3 N 28 2 30
% 93.33% 6.67%
SCHHO04 N 30 0 30
% 100% 0%
SCHAOQ5 N 29 1 30
% 96.67% 3.33%
SCHAO06 N 30 0 30
% 100% 0%

G: semillas germinadas; NG: semillas no germinadas

Probablemente la muerte de un organismo como de la IG en semillas, en la escala de las
poblaciones significa nada, pero el problema de interés esta relacionado con la evaluacién
de los efectos sobre la abundancia, produccion y persistencia de las poblaciones y
ecosistemas (Ronco et. al., 2004). Entendiendo que una especie cumple un rol importante
dentro del ecosistema al que pertenece, y si extrapolamos los datos aqui obtenidos a otras
especies de plantas (productores) se puede afirmar que podria estar ocasionando efectos
nocivos en especies de plantas no resistentes. Para las muestras de Huatata (SCHYO02) y
San José (SCHHO03) que produjeron una IG en un 6.67%, se reportaron los plaguicidas
Clorotalonil (0.281 ppm), Malation (3.96 ppm), paration (3.02 ppm), DDT (0.28 ppm),
heptacloro (0.042 ppm) y Endosulfan g (0.374 ppm); y Metamidofos (1.9 ppm), Clorotalonil
(<0.06 ppm), Malation (2.62 ppm), paration (2.41 ppm), DDT (0.04 ppm), heptacloro (0.055
ppm) respectivamente. Estos plaguicidas encontrados en las muestras de suelo podrian ser
los responsables del efecto causado en Vicia faba, asi mismo no se descarta la presencia

de otros plaguicidas no cuantificados y otras sustancias quimicas.
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2.2.2. Evaluacion del efecto subletal: Biomarcador de Actividad Biolégica -
Inhibicién en el crecimiento radicular (ICR)

En la Tabla 16 se muestra los datos promedios del crecimiento radicular alcanzado por las
semillas de Vicia faba debido a la influencia y/o efecto toxico de las muestras de suelo de
Chinchero. La Figura 21 evidencia de mejor manera la ICR que mostraron las semillas
expuestas a las muestras problema respecto a la elongacion alcanzada en el control
negativo. Se observa que el 100% de las muestras mostraron en mayor o menor grado una
inhibicion en el crecimiento radicular, lo que indica que las concentraciones de plaguicidas
presentes en las muestras de suelo aun en bajas concentraciones son capaces de causar
un dafio en las primeras etapas del desarrollo de la plantula, siendo el desarrollo de la
radicula de suma importancia para el éxito y perpetuacion de las diferentes especies en el
grupo de los productores.

Tabla 16. Porcentaje de Inhibicion en el | Figura 21. Porcentaje de Inhibicién en el Crecimiento

Crecimiento radicular (%ICR) de Vicia | radicular de Vicia faba expuestos a residuales de
faba expuestos a muestras de suelo de | plaguicidas.

Chinchero. %ICR 49,06
Muestras de suelo % ICR >0
36,26

Control (-) 0 40 29,76 30,63
SCHY 01 29.76 30 24,2
SCHY 02 49.06 20 17,38
SCHH 03 36.26 . l
SCHH 04 17.38 O
SCHA 05 30.63 0
SCHH 06 24.2 SO S R AR Ry

N N > \g
SN SRC S e

Se encontrd un valor de p < 0.05 en el andlisis de ANOVA (Tabla 17), entendiéndose que
la toxicidad inherente a cada muestra de suelo para este organismo es diferente en nivel.
Por lo que se realizé una prueba posterior al andlisis de ANOVA que permite organizar las
respuestas en grupos homogéneos. Por lo que en la Tabla 18 se observa la formacion de
4 subconjuntos homogéneos, siendo SCHY02 (Huatata) la que representa un mayor peligro
para esta especie encontrandose un valor de 49%ICR, siendo la tendencia en grado de

toxicidad de mayor a menor encontrada mediante este biomarcador como sigue:

SCHYO02 > SCHH03, SCHAO05 > SCHY01, SCHA06 > SCHHO04
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Tabla 17. Prueba de ANOVA - Influencia de las muestras de suelo en la Inhibicion del Crecimiento
Radicular (%ICR) en Vicia faba

Origen Tipo Il de al Cuadrético F Sig.
suma de promedio
cuadrados

Modelo corregido 1789,6852 5 357,937 16,358 ,000
Interceptacion 17460,821 1 17460,821 797,991 ,000
Muestras 1789,685 5 357,937 16,358 ,000
Error 262,572 12 21,881

Total 19513,078 18

Total corregido 2052,257 17

a. R al cuadrado =,872 (R al cuadrado ajustada = ,819)

Muestras = 6; Observaciones = 30

Ho: Las diferentes muestras producen el mismo efecto en Vicia faba
Ha: Las diferentes muestras producen un diferente efecto en Vicia faba
Si p<0.05 se rechaza Ho y se acepta Ha.

Tabla 18. Resumen de la prueba de Duncan para el % ICR en Vicia faba

Duncan®®
Muestras N Subconjunto

1 2 3 4

SCHHO04

SCHAO06

SCHYO01

17,0900
24,0833
29,8333
SCHAO05
SCHHO03
SCHY02

Sig. ,092 ,127 ,143 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 21,881.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 3,000.
b. Alfa = 0.05.

30,6500
36,1133

W W W w w w

49,1033
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2.3.  TEST DE MICRONUCLEOS (MN) EN Vicia faba: Estimacion de la genotoxicidad

Para la observacion de MN se emple6 Vicia faba debido a que es un organismo
ampliamente usado para evaluaciones genotoxicas por las caracteristicas citogenéticas
que presenta (Loza et.al., 2005). En la Tabla 19 se presentan los datos correspondientes a
la frecuencia de MN observados en las muestras de suelo del distrito de Chinchero.

La Figura 22 permite apreciar de mejor manera el efecto genotdxico que las muestras de
suelo provocan en Vicia faba respecto al control (-) donde no se observa la generacién de
MN, la muestra SCHYO01 procedente de Q uerapata resultd ser la mas genotodxica para este
organismo, siendo SCHHO4 procedente de Muyuri la menos genotoxica.

Tabla 19. Frecuencia de MN observados

en apice radicular de Vicia faba Figura 22. Frecuencia de MN observados en el 4pice

radicular de Vicia faba
Muestras MN/1000 %MN %MN

Control (-) 0 0
SCHY01 50 5
SCHY02 32 3.2

6 5
4 3,2
SCHHO3 15 1.5 2,2
SCHHO4 5 0.5 2 15 08
SCHAO5 22 2.2 0 ' 05 .
SCHA06 8 0.8 0o - - B
N

Loza et.al.,, 2005 menciona en su estudio que la muestra de suelo mas genotbxica se
corresponde con la que posee mayor cantidad de materia organica y arcilla que ademas de
facilitar el desarrollo radicular y del hipocétilo, también tiene la capacidad de adsorber
plaguicidas y provocar su persistencia. Similar a lo encontrado en esta investigacion, donde
la muestra con mayor genotoxicidad - Huatata (SCHYO01) es la que posee mayor cantidad

de arcilla (8%) y considerable contenido de materia orgénica (3.60%).

En resumen, el potencial genotdxico de las muestras de suelo procedentes de Chinchero

de mayor a menor grado es como sigue:

SCHYO01 > SCHY02 > SCHAO05 > SCHH03 > SCHA06 > SCHHO04
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2.4, ANALISIS INTEGRADO DE ENSAYOS DE TOXICIDAD Y CUANTIFICACION DE
PLAGUICIDAS

Las muestras de suelo procedentes del distrito de Chinchero no causaron la muerte a
ningun individuo de Eisenia sp., sin embargo la disminucién del peso humedo de las mismas
fue elevada en la mayoria de las muestras, al igual que la inhibicion en el crecimiento

radicular y generacion de Micronucleos en Vicia faba.

Figura 23. Resumen de las pruebas de toxicidad y genotoxicidad en Eisenia sp. y Vicia faba

70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00% I l

0,00%
-10,00%
-20,00%

SCHY SCHY SCH SCH SCH SCH Cont

01 02 HO3 HO4 AO05 AO6 rol (-

)
B Eisenia sp. (%variacion peso) | -10,30% -15,85% @ -15,85% @ -1,32% @ -11,84% 1,32% 10,30%

M Eisenia sp. (%evasion) 20% 70% 60% 0% 40% 0% 0%
M Vicia faba (%ICR) 29,76% @ 49,06% @ 36,26% @ 17,38% | 30,63% @ 24,20% 0,00%
M Vicia faba (MN) 5% 3,20% 1,50% 0,50% 2,20% 0,80% 0%

En la Figura 23, se observa un resumen de los resultados obtenidos en cada prueba;
siguiendo la misma, se evidencia que la muestra procedente de Q uerapata (SCHY01) en
cuanto a ecotoxicidad ocupa el cuarto puesto entre todas las muestras analizadas con los
diferentes biomarcadores, generando una disminucion del 10.3% del peso humedo en
Eisenia sp., de igual forma favorece en un 20% la evasion de esta especie, en Vicia faba
se genero6 un 29.8% de ICR, muestra que a su vez contenia 5 de los plaguicidas analizados
como son metamidofos (1.15 ppm), malation (5.33 ppm), paration (1.2 ppm), Clorotalonil
(0.124 ppm) y DDT (0.56 ppm), los que podrian ser los responsables de la toxicidad
inherente a la muestra, asi como otros plaguicidas que no pudieron ser analizados en este

estudio.
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Por otro lado, de las seis muestras estudiadas, el mas alto potencial genotoxico fue
encontrado en esta muestra, con un 5% de generacién de MN en comparacion con la
muestra de Huatata (SCHY02) que presenta la mayor ecotoxicidad, esto podria deberse a
la presencia en mayor cantidad de plaguicidas reportados como genotéxicos como el DDT
y de otros plaguicidas con un poder genotéxico, asi como a la posible interaccion sinérgica

entre los mismos.

Las muestras procedentes de Huatata (SCHY02), San José (SCHHO03) y Piuray (SCHAO05),
resultaron ser las que mayor dafio generaron en el desarrollo y crecimiento de estas
especies, ocasionando una disminucion del peso de Eisenia sp. en un 15.9% para las dos
primeras y 11.84% para la Gltima asi como propiciando la evasion de esta especie en un 70
%, 60 % y 40% respectivamente. Asi mismo, causé una IG en Vicia faba en un 6.67% para
las dos primeras y 3.3% para la dltima, y una ICR de 49.1%, 36.3% y 30.6%
respectivamente, desprendiéndose que son las muestras con mayor ecotoxicidad de
acuerdo a los biomarcadores evaluados. En cuanto a su potencial genotéxico, estas
muestras favorecieron la formacion de MN en un 3.2%, 1.5% y 2.2% respectivamente. De
acuerdo a Tecuapetla (2014), las muestras mas toxicas no siempre son en las que se
aplican mayor cantidad de plaguicidas, pero si las que emplean plaguicidas mas téxicos.
Parte de la toxicidad en estas muestras podria atribuirse a la presencia de los plaguicidas
encontrados en esta investigacion, asi como a otros plaguicidas y compuestos quimicos no

identificados.

Finalmente, las muestras procedente de Muyuri (SCHHO04) y Kjamu (SCHAQ06) son las
muestras de suelo menos téxicas generando una reduccién y/o aumento de peso en Eisenia
sp. casi imperceptible, y una migraciéon nula de la misma. En cuanto a Vicia faba, se
observa una ICR del 17.38% y 24.2% respectivamente, que a pesar de tener un contenido
de materia organica del 4.2% y 3.4% respectivamente no ayudaron en el mayor crecimiento
de la radicula, por lo que se afirma que aun concentraciones bajas de los plaguicidas
presentes en esas muestras entre ellos clorotalonil, malation, paration, heptacloro y
endosulfan-B si tienen un efecto ecotdxico sobre Vicia faba. En cuanto a la genotoxicidad
se generaron MN en 0.5% y 0.8%, correspondiendo a las muestras con menor formacion

de MN, por ende su baja genotoxicidad.

85



Los efectos letales de los contaminantes sobre las plantas pueden significar pérdidas
ecoldgicas y econdmicas muy importantes; incluso los efectos subletales tienen un impacto
significativo sobre la produccion de alimentos y el desarrollo de la vegetacién natural, e
implicaciones adversas para los organismos pertenecientes a niveles superiores en la
cadena alimenticia (Wang y Freemark, 1995 citado en Cuevas et. al., 2012). Los resultados
de los bioensayos se refieren en primer lugar a los organismos usados en el ensayo; pero
también un efecto nocivo o no, evaluado por medio de ensayos biolégicos puede indicar
niveles de peligrosidad trasladables a organismos que forman parte de los sistemas
naturales y la biocenosis (Ronco et. al., 2004).

Considerando ademas lo encontrado por Piola (2011), donde se demostré que los ensayos
realizados en laboratorio son representativos de lo que acontece en campo, los efectos
encontrados con estas dos especies indicarian que especies pertenecientes principalmente
a los grupos de descomponedores como Eisenia sp. y productores como Vicia faba podrian
desarrollarse y sobrevivir en dichos lugares, pero el desarrollo que alcanzarian no seria el
Optimo, ademas del dafio genético que se causa en ellos, a largo plazo se podria causar su

muerte, ademas de estar constantemente sometidos a este estrés ambiental.
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3. ETAPA Ill. Estimacién de la toxicidad bajo condiciones de Laboratorio
del plaguicida seleccionado: Metamidofos

La toxicidad es la capacidad de una sustancia para ejercer un efecto medible sobre
un organismo o la biocenosis, y depende tanto de las propiedades quimicas del
compuesto como de su concentracion (Ronco et. al., 2004). Para la determinacion
de la toxicidad de este plaguicida se evaluaron 15 concentraciones progresivas del
mismo con un maximo de 5000 ppm incluyendo el control negativo (Oppm).

3.1. PRUEBA DE TOXICIDAD EN Eisenia sp.

Eisenia se caracteriza por ser un organismo sensible a la presencia de compuestos
toxicos y ha sido ampliamente usado en evaluaciones con plaguicidas. En la prueba
de toxicidad con este organismo con sustancias puras se puede hallar las siguientes
concentraciones ambientales de referencia (Benchmark) o conocidos como
“endpoints”, respecto a los efectos letales: CL50, LOEC, NOEC; y respecto a los
efectos subletales: NOAEL y LOAEL, estos ultimos importantes para la estimacion
del riesgo ambiental que implica la presencia de este plaguicida en el ambiente para
los organismos vivos que forman parte de dicho ecosistema, con este objetivo se
utilizé suelo artificial donde fueron afiadidas las concentraciones de metamidofos

evaluadas.

3.1.1. Evaluacién del efecto letal

La Figura 24 se elaboré en base a los valores de mortalidad en Eisenia sp.
sometidos a diferentes concentraciones del plaguicidas metamidofos mostrados en
la Tabla 45 (Anexo 8).
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Figura 24. Porcentaje de Mortalidad en Eisenia sp. en diferentes
concentraciones de Metamidofos
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En la Figura 24 se observa que a partir de la concentracion de 625 ppm se causo6
la muerte del 100% de individuos de Eisenia sp. En las concentraciones menores a
5 ppm no se observa mortalidad de este organismo, sin embargo una baja movilidad
y falta de coordinacién fueron observadas en los individuos de prueba. En general,
se encontr6 un incremento en la mortalidad de Eisenia sp. correspondiente a
concentraciones crecientes de metamidofos (en el rango de 5 ppm a 625 ppm), lo
gue quedd demostrado al realizar el andlisis de varianza (Tabla 20) donde se
establecié que existen diferencias significativas entre las concentraciones con un
valor p (0,00) < 0.05, entendiendo que dichas diferencias se deben a las

concentraciones usadas en esta prueba de toxicidad.

Tabla 20. Analisis de ANOVA para el efecto de metamidofos en la mortalidad de Eisenia sp.

Origen Tipo Il de suma gl Cuadratico F Sig.
de cuadrados promedio

Modelo corregido 821,4672 14 58,676 240,039 ,000

Interceptacion 583,200 1 583,200 2385,818 ,000

Concentracion 821,467 14 58,676 240,039 ,000

Error 7,333 30 ,244

Total 1412,000 45

Total corregido 828,800 44

a. R al cuadrado =,991 (R al cuadrado ajustada = ,987)
Concentraciones de metamidofos usadas: 14 mas 1 Control (Oppm); Observaciones = 30
Ho: Las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en Eisenia sp.
Ha: Las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en Eisenia sp.
Si p<0.05 se rechaza Ho y se acepta Ha.
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De igual forma, lannacone et. al. (2008) menciona que hubo un aumento de la mortalidad

de Eisenia foetida de 50.2% entre las concentraciones 3.56 ppm a 56.96 ppm de

metamidofos en la formulacion de Tamaron (lb altamente téxico), quien ademas realizd

bioensayos con otros 8 organismos, de los que Eisenia foetida resulto ser el segundo mas

sensible a este plaguicida.

> Determinacion de las concentraciones de referencia:

Concentracion Letal media (CL50)

Para poder hallar este valor se analizdé los datos de mortalidad mediante una
regresion PROBIT, resultando que la concentracion de metamidofos capaz de
causar la muerte a la mitad de la poblacién de Eisenia sp. expuesta fue de 167.115
ppm (Tabla 21).

Tabla 21. CL50 de metamidofos para Eisenia sp. mediante PROBIT

CL 50 (Metamidofos Limites de confianza al 95%
ppm) Eiseniasp. Limite inferior (ppm) Limite superior (ppm)
167.115 92.073 305.123

Mufiiz (2012) encontré un valor de CL50 para Eisenia foetida de 409.285 ppm para
metamidofos en la formulacion Lasser, siendo el valor encontrado en la presente
investigacion menor al mismo, debido probablemente a las diferentes formulaciones
comerciales empleadas, lo que indicaria que los aditivos presentes en Stermin

aumentarfan su toxicidad.

NOEC y LOEC:

Dado que en la mayoria de casos no es posible la eliminacién de la toxicidad, las
agencias encargadas de la proteccion ambiental deben definir la proporcion de
mortalidad o la reduccién del crecimiento tolerable de las especies expuestas
(Ronco et. al., 2004). Con este objetivo, se determinaron otras concentraciones de
referencia como son la NOEC (Concentracion maxima a la que no se observan
efectos en el organismo de prueba) y LOEC (Concentracién minima a la cual se
observan efectos en el organismo de prueba) para lo cual es necesario realizar una
prueba adicional post hoc de DUNNET (Tabla 22), que permite comparar la
respuesta de Eisenia sp. en cada concentracion del plaguicida en estudio respecto

a una respuesta normal en el control negativo (O ppm de metamidofos).
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Tabla 22. Resumen de prueba de Dunnet para la mortalidad en Eisenia sp.

() J) Diferencia Error Sig. Intervalo de
Concentracion ~ Concentracion  de medias estandar confianza al 95%
en ppm en ppm (1-9) Limite Limite
inferior  superior
T de 5000 ppm Control (-)** 10,00 ,404 ,000 8,79 11,21
Dunnett 2500 ppm Control (-)** 10,00 ,404 ,000 8,79 11,21
(bilateral)? 1250 ppm Control (-)** 10,00 ,404 ,000 8,79 11,21
625 ppm Control (-)** 10,00" ,404 ,000 8,79 11,21
312.5 ppm Control (-)** 7,33 ,404 ,000 6,12 8,54
156.25 ppm Control (-)** 3,33 ,404 ,000 2,12 4,54
78.13 ppm Control (-)** 1,33 ,404 ,024 12 2,54
39.1 ppm Control (-)** 1,00 ,404 ,151 -,21 2,21
19.53 ppm Control (-)** ,67 ,404 ,581 -,54 1,88
10 ppm Control (-)** 33 ,404 ,990 -,88 1,54
5 ppm Control (-)** ,00 ,404 1,000 -1,21 1,21
2 ppm Control (-)** ,00 ,404 1,000 -1,21 1,21
1 ppm Control (-)** ,00 ,404 1,000 -1,21 1,21
0.5 ppm Control (-)** ,00 ,404 1,000 -1,21 1,21

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = ,244.

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos los demas grupos con este.

Control (-)**: 0 ppm de metamidofos

De la tabla anterior, tenemos que:

Ha: Existe una diferencia significativa entre las medias de las concentraciones comparadas
respecto al Control (-).

Ho: No existe diferencia significativa entre las medias de las concentraciones comparadas

respecto al Control (-).

LOEC (Concentracién mas baja donde se observa efecto).

El valor de significancia cuando se compara la concentracién 78.13 ppm con el Control (-)
es equivalente a 0.024. Esta es la minima concentracion a la cual se cumple que el p-valor
es menor a 0.05, aceptandose la Ha 0 del investigador que indica que existe una diferencia
significativa entre las medias comparadas, es decir que la concentracion de 78.13 ppm es
la minima concentracion capaz de causar la muerte de organismos de esta especie en su
ecosistema terrestre, por ende una posible reduccion en su poblacion en un futuro lejano,

y posibles consecuencias en la calidad del recurso suelo y en la cadena trofica.
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NOEC (Concentracion en la que no se observa efecto letal alguno).

Para hallar la NOEC, se debe cumplir que el valor de significancia sea mayor a 0.05 cuando
se compara una concentracién respecto al control. En la concentracion de 39.1 ppm se
observa un p-valor mayor a 0.05, por lo que se acepta la Ho, entendiendo que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre las medias comparadas de esta
concentracion respecto al control (-). En otras palabras, esta es la maxima concentracion a
la cual no se observarian efectos letales sobre la fauna expuesta, en este caso sobre la
poblacion de lombriz de tierra (Eisenia sp.) dentro de su ecosistema natural.

3.1.2. Evaluacién del efecto subletal

La importancia de la evaluacion de los efectos subletales radica en que se mide y observa
los efectos que aun cantidades minimas de un contaminante ocasiona sobre los organismos
expuestos. Estos resultados son mas reales en cuanto a su extrapolacién en el medio
ambiente, pues la CL50 es tan elevada que no se espera encontrar dicha concentracién en
los compartimentos ambientales, pero si resulta importante determinar las concentraciones
relativamente bajas con mas probabilidad de ser encontradas en los compartimentos
ambientales capaces de causar un efecto esperado sobre la biota expuesta.

A. Biomarcador de Actividad Bioldgica: Pérdida de peso

La Figura 25 fue elaborada en base a los datos presentados en la Tabla 45 (Anexo 8) sobre
la influencia de las diferentes concentraciones de metamidofos en la pérdida de peso

mostrada por Eisenia sp.

Figura 25. Efecto subletal del metamidofos en la pérdida de peso en individuos de Eisenia sp.
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Mediante el andlisis de ANOVA se determind que existe diferencia significativa entre las
medias de las respuestas en cada concentracion, teniendo un valor de p (0.00) < 0.05
(Tabla 23). Es decir, que la respuesta evaluada (pérdida de peso) en Eisenia sp. depende
completamente de la concentracion del plaguicida empleado. Observado la Figura 25, se
puede notar que hubo una disminucion en el peso total de las lombrices expuestas a cada
tratamiento, incluyendo en el control negativo debido probablemente al estrés generado en
dichos organismos. La pérdida de peso experimentada por este organismo es directamente
proporcional a la concentracion del plaguicida empleado, teniendo que a mayor
concentracion mayor sera el estrés generado sobre la especie con una consecuente
disminucion en su peso. El mayor porcentaje de disminucion de peso fue observado a partir
de 625 ppm donde todas las lombrices murieron considerandose como una pérdida de peso
del 100%, y el menor porcentaje de variacion de peso en la concentracién mas baja de 0.05
ppm en un 25.5% que en comparacion con la variacion observada en el control negativo

resulta significativa.

Tabla 23. Analisis de ANOVA para la variacion en el peso de Eisenia sp. sometida a diferentes
concentraciones del plaguicida metamidofos

Origen Tipo lll de gl Cuadrético F Sig.
suma de promedio

cuadrados
Modelo corregido 35625,4612 14 2544,676 135,980 ,000
Interceptacion 186296,470 1 186296,470 9955,105 ,000
Concentracion 35625,461 14 2544,676 135,980 ,000
Error 561,410 30 18,714
Total 222483,341 45
Total corregido 36186,871 44

a. R al cuadrado = ,984 (R al cuadrado ajustada = ,977)
Concentraciones de metamidofos usadas: 14 méas 1 Control (Oppm); Observaciones = 30
Ho: Las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en Eisenia sp.
Ha: Las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en Eisenia sp.
Si p<0.05 se rechaza Ho y se acepta Ha.

En el 2008, lannacone et. al., encontrd similares resultados en este efecto subletal en
Eisenia foetida, donde en la menor concentracion de 3.56 ppm de metamidofos (Tamaron)
se encontré un menor porcentaje de mortalidad y un mayor peso final en Eisenia foetida
que a 28.48 ppm. Es decir, que a menor concentracion de este plaguicida menor era la
mortalidad de las mismas y mayor era el peso final, al igual que lo encontrado en este

estudio.
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> Determinacién de las concentraciones de referencia

Con los efectos subletales producidos por una sustancia especifica, es posible hallar
concentraciones de referencia mas adecuadas a la realidad con las que se puede estimar
un posible efecto adverso esperado en las poblaciones expuestas al mismo dentro de su
ambiente natural. Estos valores son: la concentracibn maxima a la cual no se observan
efectos adversos en el organismo de prueba (NOAEL) y la concentracién minima a la cual
se observan efectos adversos en el organismo de prueba (LOAEL). Para este objetivo se
procede a realizar una prueba posterior al ANOVA, Prueba de Dunnet (Tabla 24).

Para este efecto subletal, no fue posible determinar el NOAEL, puesto que al comparar las
medias de las concentraciones respecto al Control (-) todas resultaron ser diferentes con
un p-valor menor a 0.05, por lo que se esperaria valores de NOAEL menor a 0.05 ppm.
Pero se tiene un LOAEL de 0.05 ppm con un p valor < a 0.05, esta es la concentracion

minima a la cual se generan efectos adversos sobre las lombrices expuestas.

Tabla 24. Resumen de la prueba de Dunnet para la variacion de peso en Eisenia sp.

() J) Diferencia Error Sig. Intervalo de
Concentracion Concentracion de estandar confianza al 95%
ppm ppm medias (I- Limite Limite
J) inferior superior
T de 5000 ppm Control (-)** 91,8533" 3,53211 ,000 81,2667 102,4399
Dunnett 2500 ppm Control (-)** 91,8533" 3,63211  ,000 81,2667  102,4399
(bilateral)® 1250 ppm Control (-)** 91,8533" 353211 ,000 81,2667  102,4399
625 ppm Control (-)** 91,8533" 3,53211 ,000 81,2667 102,4399
312.5 ppm Control (-)** 78,1067 3,563211  ,000 67,5201 88,6933
156.25 ppm Control (-)** 68,1533" 3,53211 ,000 57,5667 78,7399
78.13 ppm Control (-)** 61,5900 3,53211 ,000 51,0034 72,1766
39.1 ppm Control (-)** 51,8933" 3,563211  ,000 41,3067 62,4799
19.53 ppm Control (-)** 46,0933" 3,53211 ,000 35,5067 56,6799
10 ppm Control (-)** 44,2567 3,53211 ,000 33,6701 54,8433
5 ppm Control (-)** 39,9633" 3,53211 ,000 29,3767 50,5499
2 ppm Control (-)** 34,8400" 3,53211 ,000 24,2534 45,4266
1 ppm Control (-)** 31,9767 3,53211 ,000 21,3901 42,5633
0.5 ppm Control (-)** 18,6467" 3,53211 ,000 8,0601 29,2333

Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica (Error) = 18,714.
*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos los demas grupos con este.
Control (-)**: 0 ppm de metamidofos
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B. Biomarcador de comportamiento: Evasion

La Figura 26 fue elaborada en base a los datos presentados en la Tabla 46 (Anexo 8) sobre
la influencia de las diferentes concentraciones de metamidofos en el comportamiento
mostrado por Eisenia sp, este efecto subletal permite evaluar la capacidad de estos
organismos de evadir suelos contaminados. Las diferentes concentraciones de
metamidofos producen un efecto diferente en los organismos expuestos (p<0,05; Tabla 25).
Se observa que Eisenia sp. evade en un 100% concentraciones del plaguicida mayores a
625 ppm, puesto que causan la muerte de los organismos expuestos. Asi mismo,
concentraciones menores o iguales a 2 ppm de metamidofos no causan ninguna alteracion
en el comportamiento de este organismo, entendiendo que en condiciones ambientales
naturales esta especie no tendria ninglin problema en vivir bajo dichas condiciones, a pesar

de que su desarrollo normal se veria afectado.

Figura 26. Efecto subletal de evasion en Eisenia sp. expuesta a diferentes
concentraciones de metamidofos
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Estos resultados, son similares a lo encontrado por Garcia y Keller (2011), en su estudio
realizado en laboratorio, Eisenia foetida mostr6 una evasién promedio mas alta con
elevadas concentraciones (56ppm en adelante), y de 4 a 14 ppm fue percibida una evasion
insignificante. Sin embargo en el estudio realizado en campo encontraron que Eisenia
foetida mostré6 mayor sensibilidad con una evasion significativa a 14 ppm de metamidofos.
De igual forma De Silva y Van Gestel (2009), encontraron una alteracion en el
comportamiento de Eisenia andrei significativa desde la concentracion 1 ppm a 12.1 ppm

de metamidofos, lo que se podria explicar por la mayor sensibilidad de esta Ultima especie.
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Tabla 25. Andlisis de ANOVA para Evasion en Eisenia sp. expuesta a metamidofos

Origen Tipo Il de suma o] Cuadrético F Sig.
de cuadrados promedio

Modelo corregido 79786,6672 14 5699,048 128,229 ,000

Interceptacion 103680,000 1 103680,000 2332,800 ,000

Concentracion 79786,667 14 5699,048 128,229 ,000

Error 1333,333 30 44,444

Total 184800,000 45

Total corregido 81120,000 44

Concentraciones de metamidofos usadas: 14 méas 1 Control (Oppm); Observaciones = 30
Ho: Las diferentes concentraciones producen el mismo efecto de evasion en Eisenia sp.
Ha: Las diferentes concentraciones producen un diferente efecto de evasion en Eisenia sp.
Si p<0.05 se rechaza Ho y se acepta Ha.

» Determinacion de las concentraciones de referencia
Para poder determinar la NOAEL y LOAEL, se realizo la prueba posterior al ANOVA de
Dunnet que permite comparar las medias de cada concentracion respecto al control (-). Se
plantean las siguientes hipotesis:

Ho: No existe diferencia significativa entre las medias de la concentracion del plaguicida
comparada con el Control (-), es decir dichas concentraciones producen el mismo efecto en

los organismos expuestos.

Ha: Existe diferencia significativa entre las medias de la concentracion de metamidofos
comparada con el control (-), es decir dichas concentraciones producen un efecto diferente

en los organismos expuestos.

LOAEL (Concentracion minima a la cual se observan efectos adversos en el
organismo de prueba)

En la Tabla 26, los resultados de esta prueba muestran que la concentracién de 10 ppm es
la minima concentraciéon cuyo valor de significancia (0.01) es menor a 0.05, por lo que se
acepta la hipotesis alterna (Ha) que indica que el efecto producido en dicha concentracion
es diferente al producido en el control (-). Es decir, la concentracion de 10 ppm de
metamidofos es la minima concentracion en la que se observan efectos adversos en la
poblacion expuesta, entendiéndose que la presencia de este plaguicida en dicha
concentracion (10 ppm) conduciria a una disminucion de la poblacion de lombrices de tierra

que migrarian a lugares menos contaminados.
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NOAEL (concentracion méxima a la cual no se observan efectos adversos en el
organismo de prueba)

De igual manera, se observa en la Tabla 26 un p-valor de 0.159 para la concentracion de 5
ppm, que resulta ser mayor a 0.05 por lo que se acepta la Ho que indica que el efecto
observado en dicha concentracion respecto a lo observado en el control (-) resulta ser igual.
Es decir, 5 ppm es la maxima concentracion de metamidofos a la que no se observa efectos
adversos en el organismo de prueba. Entendiéndose que en condiciones naturales dicha
concentracion no seria capaz de generar ninguna alteraciéon en el comportamiento de

Eisenia sp. y los procesos inherente a un ecosistema se llevarian con normalidad.

Tabla 26. Resumen de la prueba de Dunnet para la respuesta de Evasion en Eisenia sp. expuesta
a diferentes concentraciones de metamidofos

() (@) Diferencia Error Sig. Intervalo de
Concentracion Concentracion de estandar confianza al 95%
de de medias (I- Limite Limite
metamidofos metamidofos J) inferior superior
ppm ppm

T de 5000 ppm Control (-)** 100,0000" 5,44331 ,000 83,6850 116,3150

Dunnett 2500 ppm Control (-)** 100,0000° 5,44331 ,000 83,6850 116,3150

(bilateral)> 1250 ppm Control (-)** 100,0000" 5,44331 ,000 83,6850  116,3150
625 ppm Control (-)** 100,0000" 5,44331 ,000 83,6850 116,3150
312.5 ppm Control (-)** 93,3333’ 5,44331 ,000 77,0184  109,6483
156.25 ppm Control (-)** 73,3333’ 5,44331 ,000 57,0184 89,6483
78.13 ppm Control (-)** 73,3333" 5,44331 ,000 57,0184 89,6483
39.1 ppm Control (-)** 26,6667" 5,44331 ,000 10,3517 42,9816
19.53 ppm Control (-)** 20,0000 5,44331 ,010 3,6850 36,3150
10 ppm Control (-)** 20,0000" 5,44331 ,010 3,6850 36,3150
5 ppm Control (-)** 113 3568 5,44331 ,159 -2,9816 29,6483
2 ppm Control (-)** ,0000 5,44331 1,000 -16,315 16,3150
1 ppm Control (-)** ,0000 544331 1,000  -16,315 16,3150
0.5 ppm Control (-)** ,0000 5,44331 1,000 -16,315 16,3150

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 44,444,

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos los demas grupos con este.
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3.2. PRUEBA DE TOXICIDAD EN Vicia faba

Vicia faba es un organismo versétil para la realizacion de pruebas de toxicidad tanto
con muestras ambientales como con sustancias téxicas como los plaguicidas. La
activacion de la semilla es inhibida ante la presencia de sustancias toxicas en
elevada concentracion que afectan su germinacion. Ademas la division de los
meristemos radiculares puede afectarse ya sea por retardo del proceso de mitosis
o alteracion en el proceso de alargamiento radicular (USEPA, 1998). Para esta
prueba o ensayo, se determiné las siguientes concentraciones ambientales de
referencia respecto a los efectos letales: CL50, LOEC, NOEC; y respecto a los
efectos subletales: NOAEL y LOAEL.

3.2.1. Evaluacion del efecto letal: Porcentaje de inhibicién en la germinacion (%IG)

La Figura 27 fue elaborada en base a los datos de Inhibicion en la germinacién de Vicia
faba presentados en la Tabla 47 (Anexo 9), expuestos a las diferentes concentraciones de

metamidofos.

Figura 27. Inhibicién en la germinacion (IG) en Vicia faba expuestos a
diferentes concentraciones de metamidofos
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Se observa un incremento en la inhibiciébn de la germinacion (IG) de Vicia faba en
concentraciones crecientes de metamidofos. Evidenciandose que el mayor %IG se dio en
la concentracién de 5000 ppm (70%) y la menor %IG en la concentracion de 1 ppm (3.33%).
En el analisis de varianza - ANOVA (Tabla 27) se encontré un valor de significancia (0.00)
menor a 0.05 a un nivel de confianza del 95%, por lo que se establece que las

concentraciones crecientes de metamidofos ejercen un efecto diferente en la IG.
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Tabla 27. Analisis de ANOVA para el efecto de metamidofos inhibicién de la germinacién en Vicia
faba.

Origen Tipo Ill de suma gl Cuadratico F Sig.

de cuadrados promedio
Modelo corregido 17857,7782 14 1275,556 38,267 ,000
Interceptacion 21342,222 1 21342,222 640,267 ,000
Concentracion 17857,778 14 1275,556 38,267 ,000
Error 1000,000 30 33,333
Total 40200,000 45
Total corregido 18857,778 44

a. R al cuadrado =,947 (R al cuadrado ajustada = ,922)

Concentraciones de metamidofos usadas: 14 més 1 Control (Oppm); Observaciones = 30
Ho: Las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en Vicia faba.

Ha: Las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en Vicia faba.

Si p<0.05 se rechaza HO y se acepta Ha.

» Determinacion de las concentraciones de referencia
- CI50 (Concentracion Inhibitoria media):
Para poder hallar este valor se analizé los datos de inhibicién en la germinacién en
Vicia faba mediante una regresion PROBIT, resultando que la concentracion de
1911 ppm de metamidofos es capaz de producir la inhibicién de la germinacion en

el 50% de las semillas expuestas (Tabla 28).

Tabla 28. Estimacion de la concentracién inhibitoria media (CL50) de metamidofos para Vicia
faba mediante PROBIT.

Cl 50 (Metamidofos Limites de confianza al 95%
ppm) Viciafaba

Limite inferior (ppm) Limite superior (ppm)

1910.915 953.867 5045.849

Mudiz (2012), realiz6 pruebas de toxicidad en Vicia faba con metamidofos
(formulacion comercial: Lasser), encontrando una CI50 de 787.133 ppm, valor
menor al encontrado en esta investigacion, debido probablemente a una diferente
variedad de habas usada en la misma, y una posible mayor sensibilidad de este

especie a los aditivos presentes en la formulaciébn comercial de Lasser.
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Tabla 29. Resumen de la prueba de Dunnet para el %IG en Vicia faba a efecto del Metamidofos

0)

Concentracién
de metamidofos

ppm
T de 5000 ppm
Dunnett 2500 ppm
(bilateral)? 1250 ppm
625 ppm
312.5 ppm
156.25 ppm
78.13 ppm
39.1 ppm
19.53 ppm
10 ppm
5 ppm
2 ppm
1 ppm

0.5 ppm

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 33,333.

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos los demas grupos con este.
Control (-)**: 0 ppm de metamidofos

De la Tabla 29, se plantea:

()]
Concentracion
de metamidofos

ppm

Control (-)**
Control (-)**
Control (-)**
Control (-)**
Control (-)**
Control (-)**
Control (-)**
Control (-)**
Control (-)**
Control (-)**
Control (-)**
Control (-)**
Control (-)**

Control (-)**

Diferencia
de medias

(-9)

70,0000"
53,3333
43,3333"
36,6667
26,6667
20,0000"
16,6667
16,6667
13,3333
10,0000
10,0000
6,6667
3,3333

,0000

Error
estandar

4,71405
4,71405
4,71405
4,71405
4,71405
4,71405
4,71405
4,71405
4,71405
4,71405
4,71405
4,71405
4,71405

4,71405

Sig.

,000
,000
,000
,000
,000
,002
,014
,014
,073
,290
,290
,751
,998

1,000

Intervalo de confianza

al 95%
Limite
inferior
55,8708
39,2042
29,2042
22,5375
12,5375
5,8708
2,5375
2,5375
-,7958
-4,1292
-4,1292
-7,4625
10,7958
-14,129

Limite
superior

84,1292
67,4625
57,4625
50,7958
40,7958
34,1292
30,7958
30,7958
27,4625
24,1292
24,1292
20,7958
17,4625

14,1292

Ho: No existe diferencia significativa entre las medias de la concentracion del metamidofos

comparada con el Control (-).

Ha: Existe diferencia significativa entre las medias de la concentracion de metamidofos

comparada con el control (-).

- LOEC (Concentracién mas baja donde se observa efecto)

El valor de significancia al comparar la concentracién 39.1 ppm con el Control (-) es

0.014 menor a 0.05, por lo que se acepta la Ha que indica que existe una diferencia

significativa entre las medias comparadas, es decir que 78.13 ppm es la minima

concentracion capaz de producir un efecto diferente en las semillas expuestas a

metamidofos. Extrapolando a un ecosistema natural,

la presencia de esta

concentracion en el medio ambiente puede resultar en la inhibicion de la germinacion

de esta especie y probablemente de otros productores equivalentes en dicho

ecosistema.
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- NOEC (Concentraciéon en la que no se observa efecto letal alguno)

Se tiene que la concentracibn de 19.53 ppm fue la maxima concentracion de
metamidofos cuyo p-valor es mayor al mismo, por lo que se acepta la Ho, que indica
que no existe diferencia estadisticamente significativa entre las medias comparadas de
esta concentracion respecto al control (-) en cuanto a efectos. En otras palabras, esta
es la méxima concentracion a la cual no se observarian efectos letales o de inhibicion

en la germinacién de Vicia faba y otros organismos productores de la zona.

3.2.2. Evaluacién del efecto subletal en Vicia faba: Biomarcador de Actividad
Bioldgica - Porcentaje de Inhibicion en el crecimiento radicular (%ICR)

Como ya se menciond, la evaluacion de los efectos subletales son de mucha importancia
para la ecologia, puesto que las concentraciones reales encontradas en los diferentes
compartimentos ambientales no son tan elevadas como para generar la muerte o en este
caso la inhibicién en la germinacion de semillas, si no son mas bien lo suficientemente

cuantificables como para causar un efecto adverso en la biota con la que entra en contacto.

La Figura 28 fue elaborada en base a los datos presentados en la Tabla 48 (Anexo 9) sobre
la influencia de las diferentes concentraciones de metamidofos en el crecimiento radicular
de semillas de Vicia faba. Se observa que el mayor %ICR se da en la concentracion de
5000 ppm (84.63%) donde la mayoria de las semillas no germinaron y el crecimiento
radicular de las que si germinaron apenas sobrepaso6 los 5 mm. En sintesis, a altas
concentraciones de plaguicida se produce una mayor inhibicién en el crecimiento radicular.
Asi mismo el menor %ICR fue observado en la concentracién mas baja de 0.05 ppm en un
3.56%, evidenciando que aln bajas concentraciones de este plaguicida en el ambiente
seria capaz de reducir el desarrollo 6ptimo de Vicia faba asi como también de otros

productores importantes en un ecosistema puesto que son la base de la cadena alimenticia.
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Figura 28. Inhibicion en el crecimiento radicular de Vicia faba (%ICR) a efecto
de las diferentes concentraciones de metamidofos.
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Mediante el analisis de ANOVA se determind que existe diferencia estadistica significativa
entre las medias de las respuestas en cada concentracion, teniendo un valor de p (0.00)
menor a 0.05 (Tabla 30), lo que indica que la respuesta evaluada (%ICR) en Vicia faba y el

grado de la misma depende plenamente de la concentracion del plaguicida empleado.

Tabla 30. Prueba de ANOVA para el %ICR de Vicia faba como consecuencia de su exposicion a
metamidofos

Origen Tipo Il de gl Cuadratico F Sig.
suma de promedio

cuadrados
Modelo corregido 23166,7072 14 1654,765 257,935 ,000
Interceptacion 43894,702 1 43894,702  6842,055 ,000
Concentracion 23166,707 14 1654,765 257,935 ,000
Error 192,463 30 6,415
Total 67253,871 45
Total corregido 23359,169 44

a. R al cuadrado =,992 (R al cuadrado ajustada = ,988)
Concentraciones de metamidofos usadas: 14 mas 1 Control (Oppm); Observaciones = 30
Ho: Las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en Vicia faba.
Ha: Las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en Vicia faba.
Si p<0.05 se rechaza Ho y se acepta Ha.
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> Determinacién de las concentraciones de referencia

Para poder determinar la NOAEC y LOAEC, se realizé la prueba posterior al ANOVA de
Dunnet (Tabla 31) que permite realizar comparaciones multiples de las medias de cada

concentracion con el control (-). Se plantean las siguientes hipétesis:

Ho: No existe diferencia significativa entre las medias de la concentracion del metamidofos
comparada con el Control (-).
Ha: Existe diferencia significativa entre las medias de la concentracion de metamidofos

comparada con el control (-).

- LOAEL (concentraciéon minima a la cual se observan efectos adversos en el
organismo de prueba)

En la Tabla 31, se observa que la concentracion de 1 ppm tiene un p-valor (0.024) <

0.05, por lo que se acepta la hipotesis alterna (Ha) que indica que el efecto producido en

dicha concentracion es diferente al producido en el control (-), es decir que la inhibicién

en el crecimiento radicular de las semillas expuestas a dicha concentracién es lo

suficientemente diferente estadisticamente en contraste a su desarrollo en condiciones

Optimas de un ambiente no contaminado.

- NOAEL (concentracion maxima a la cual no se observan efectos adversos en
el organismo de prueba)

En la Tabla 31, se observa un p-valor de 0.588 para la concentracion de 0.5 ppm, que
resulta ser mayor a 0.05 por lo que se acepta la Ho indicando que la ICR observado en
dicha concentracion no es lo suficientemente relevante como para causar un efecto
adverso en la poblacion de Vicia faba, resultando estadisticamente iguales.

Es decir, 0.5 ppm es la méxima concentracién de metamidofos a la que no se observa
efectos adversos en el organismo de prueba. Especificamente, esta es la maxima
concentracion que no seria capaz de disminuir el rendimiento de este vegetal en su

cultivo o desarrollo natural.
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Tabla 31. Resumen de prueba de Dunnet para la inhibicién en el crecimiento radicular (%ICR) de

Vicia faba.

() ) Diferencia  Error Sig. Intervalo de confianza
Concentracion Concentracion de medias  estandar al 95%
de metamidofos  de metamidofos  (I-J) Limite Limite
ppm ppm inferior superior

T de 5000 ppm Control (-)** 83,6300" 2,06808  ,000 77,4315 89,8285

Dunnett 2500 ppm Control (-)** 65,4000" 2,06808 ,000 59,2015 71,5985

(bilateral)? 1250 ppm Control (-)** 56,3767 2,06808 ,000 50,1781 62,5752
625 ppm Control (-)** 45,9967" 2,06808 ,000 39,7981 52,1952
312.5 ppm Control (-)** 38,4667" 2,06808  ,000 32,2681 44,6652
156.25 ppm Control (-)** 32,5200" 2,06808 ,000 26,3215 38,7185
78.13 ppm Control (-)** 29,5533" 2,06808  ,000 23,3548 35,7519
39.1 ppm Control (-)** 27,2400 2,06808 ,000 21,0415 33,4385
19.53 ppm Control (-)** 22,4933 2,06808  ,000 16,2948 28,6919
10 ppm Control (-)** 20,4067" 2,06808 ,000 14,2081 26,6052
5 ppm Control (-)** 18,9300" 2,06808 ,000 12,7315 25,1285
2 ppm Control (-)** 17,2333" 2,06808 ,000 11,0348 23,4319
1 ppm Control (-)** 6,8367" 2,06808  ,024 ,6381 13,0352
0.5 ppm Control (-)** 3,3967 2,06808 588 -2,8019 9,5952

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 6,415.
*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos los demas grupos con este.
Control (-)**: 0 ppm de metamidofos
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3.3. ESTIMACION DE GENOTOXICIDAD DE PLAGUICIDA METAMIDOFOS
MEDIANTE EL TEST DE MICRONUCLEQOS (MN) EN Vicia faba.

El test de MN resulta ser una prueba sencilla para la evaluacion de la genotoxicidad de

sustancias toxicas, la generacién de MN fue evaluada en 2 tratamientos:

A: Semillas a los 7 dias de germinadas y sometidas a 6h de tratamiento con cada

concentracion de metamidofos.

B: Semillas a los 7 dias de germinadas y sometidas a 48h de tratamiento con cada

concentracion de metamidofos.

Tabla 32. Efecto genotdxico del metamidofos en Vicia faba mediante el Test de Microntcleos (MN).

Metamidofos (ppm)

5000
2500
1250
625
312.5
156.25
78.13
39.06

19
10
5
2
1
0.5
0

A Observaciones
MN/1000 %MN MN/1000 %MN

17 1.70% 28 2.80% Muy poca division celular, algunas
células en Profase

10 1.00% 13 1.30% Muy poca division celular, algunas
células en Profase

5 0.50% 11 1.10% Muy poca division celular, algunas
células en Profase

3 0.30% 5 0.50% Muy poca division celular, algunas
células en Profase

3 0.30% 4 0.40% Algunas células en Profase y Metafase
(poca division celular)

2 0.20% 16 1.60% Se observa células en Profase, Metafase
y Anafase (Mayor division celular)

2 0.20% 13 1.30% Se observa células en Profase, Metafase
y Anafase (Mayor division celular)

1 0.10% 7 0.70% Se observa células en Profase, Metafase
y Anafase (Mayor division celular)

0 0.00% 2 0.20% Division celular normal

0 0.00% 0 0.00% Division celular normal

0 0.00% 0 0.00% Division celular normal

0 0.00% 0 0.00% Division celular normal

0 0.00% 0 0.00% Divisién celular normal

0 0.00% 0 0.00% Division celular normal

0 0.00% 0 0.00% Division celular normal
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Figura 29. Efecto genotoxico del metamidofos en Vicia faba, expresado en la formacion
de MN.
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Tratamiento A: 6 hrs. de exposicion a metamidofos

Tratamiento B: 48 hrs. de exposicion a metamidofos
La Figura 29 se obtuvo en base a los datos presentados en la Tabla 32 para poder
evidenciar de mejor manera el comportamiento de la genotoxicidad de este plaguicida. Los
resultados obtenidos en esta prueba evidencian que una exposicion prolongada del
metamidofos resulta aumentar la genotoxicidad del mismo, generando mas dafios al ADN.
En las concentraciones de 1250 ppm a 5000 ppm se observa un incremento significativo en
los MN, sin embargo se puede afirmar que estos valores podrian ser mayores si el
metamidofos en elevadas concentraciones no ejerciera un efecto inhibitorio en la division

celular que es fundamental para la expresién de MN.

Resulta muy importante, el incremento en la formacién de MN observados en el rango de
las concentraciones 156.25 ppm y 39.06 ppm de metamidofos que a pesar de no ser tan
elevadas resulta en un efecto genotoxico creciente cuando se extiende la exposicion de la
radicula de semillas de Vicia faba, en dichas concentraciones no se observa una notable
inhibicion de la division celular por lo que probablemente ese seria el factor que favorecié
la expresion de los MN, que se evidencia por la observacion en el microscopio de células
en diferentes etapas del ciclo celular como Profases, Metafases y Anafases. La Figura 30,
evidencia el comportamiento de la generacibn de MN: a mayor concentracion mayor
induccién de MN; sin embargo, se encontré 2 puntos altos con mayor inducciéon de MN a
5000 ppm y 78.13ppm.
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Figura 30. Comportamiento de la generacién de MN en Vicia faba en el tratamiento B.

Segun el estudio realizado por Silva et. al. (s/f), el Metamidofos es el plaguicida con mayor
indice de genotoxicidad en comparacion con Clorpirifos, Mancozeb y Paration metilico, los
mismos que encontraron un comportamiento en la generacién de Micronucleos en
Tradescantia similar al encontrado en este estudio, con dos puntos altos a concentraciones
de 543 ppm (7.39% de MN) y 3065 ppm (8.47% de MN) y 2 puntos bajos a 127 ppm (3.43%
de MN) y 1355ppm (3.59% de MN).

Al realizar el andlisis de varianzas (ANOVA) se obtuvo un p-valor menor a 0.05 (Tabla 33),
indicando que las medias observadas en la mayoria de concentraciones en cuanto a

generacién de MN resulta ser diferente.

Tabla 33. ANOVA para la generaciéon de MN en Vicia faba expuesta a diferentes concentraciones
de metamidofos

Origen Tipo lll de suma gl Cuadratico F Sig.

de cuadrados promedio
Modelo corregido 24,3082 14 1,736 30,640 ,000
Interceptacion 11,552 1 11,552 203,859 ,000
Concentracion 24,308 14 1,736 30,640 ,000
Error 1,700 30 ,057
Total 37,560 45
Total corregido 26,008 44

a. R al cuadrado = ,935 (R al cuadrado ajustada = ,904)
Concentraciones de metamidofos usadas: 14 méas 1 Control (Oppm); Observaciones = 30
Ho: Las diferentes concentraciones producen el mismo efecto genotoxico en Vicia faba.
Ha: Las diferentes concentraciones producen un diferente efecto genotoxico en Vicia faba.
Si p<0.05 se rechaza HO y se acepta Ha.
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» Determinacion de las concentraciones de referencia

Para poder determinar el Riesgo genotéxico, es importante el calculo de la NOAEL y LOAEL
teniendo como efecto adverso la expresion de MN, para ello se realizé la prueba post hoc
de Dunnet (Tabla 34).

Tabla 34. Resumen de la prueba de Dunnet para la generacién de MN en Vicia faba expuesta a
metamidofos

() ) Diferencia Error Sig. Intervalo de
Concentracion Concentracion de medias  estandar confianza al 95%
de metamidofos  de metamidofos  (I-J) Limite Limite
ppm ppm inferior superior
T de 5000 ppm Control (-)** 2,6667" , 19437 ,000 2,0841 3,2492
Dunnett 2500 ppm Control (-)** 1,2667" , 19437 ,000 ,6841 1,8492
(bilateral)? 1250 ppm Control (-)** 1,0000" ,19437 ,000 4174 1,5826
625 ppm Control (-)** 1667 ,19437 ,987 -,4159 7492
312.5 ppm Control (-)** ,0000 ,19437 1,000 -,56826 ,5826
156.25 ppm Control (-)** 4667 , 19437 ,175 -,1159 1,0492
78.13 ppm Control (-)** 1,2667" , 19437 ,000 ,6841 1,8492
39.1 ppm Control (-)** ,6000" , 19437 ,041 ,0174 1,1826
19.53 ppm Control (-)** ,1667 ,19437 ,987 -,4159 , 7492
10 ppm Control (-)** ,0000 ,19437 1,000 -,56826 ,5826
5 ppm Control (-)** ,0000 ,19437 1,000 -,5826 ,5826
2 ppm Control (-)** ,0000 ,19437 1,000 -,5826 ,5826
1 ppm Control (-)** ,0000 ,19437 1,000 -,5826 ,5826
0.5 ppm Control (-)** ,0000 , 19437 1,000 -,5826 ,5826

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = ,057.

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos los demas grupos con este.
Control (-)**: 0 ppm de metamidofos

En base a la Tabla 34, se plantean las siguientes hipétesis:

Ho: La generacion de MN en la concentracion analizada respecto al control resulta ser
estadisticamente misma.

Ha: La generacion de MN en la concentracion analizada respecto al control resulta ser

diferente estadisticamente.
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- NOAEL (concentracion maxima a la cual no se observan efectos adversos en
el organismo de prueba)

La concentracion de 19.53 ppm de metamidofos presenta un p-valor > 0.05, por lo que

se acepta la Ho. Esta es la maxima concentracion del plaguicida que no genera efectos

genotoxicos en los organismos expuestos expresado por la induccién de Micronicleos y

cuyo efecto no es estadisticamente diferente al del observado en el Control negativo (0

ppm de metamidofos), en este caso especifico efectos genotdxicos en Vicia faba.

- LOAEL (concentracién minima a la cual se observan efectos adversos en el
organismo de prueba)

El p-valor en la concentracion 39.1 ppm de metamidofos es menor a 0.05, por lo que se

acepta la Ha o la del investigador, indicando que esta es la minima concentracion del

plaguicida capaz de causar efectos genotoxicos manifestados en la generaciéon de MN

gue ademas es estadisticamente diferente a las observadas en el control.

3.4. COMPILACION DE DATOS ECOTOXICOLOGICOS PARA MALATION,
PARATION Y ENDOSULFAN POR REVISION BIBLIOGRAFICA

Se realiz6 una revision tedrica de estudios toxicoldgicos en estos plaguicidas, realizados
en los organismos de prueba utilizados en esta investigacion y en otros comparables a
los mismos. Los parametros ecotoxicolégicos para NOEC, LOAEC para estos

plaguicidas se detallan en la tabla 36.

3.5. ANALISIS INTEGRADO DE BIOENSAYOS DE TOXICIDAD Y
GENOTOXICIDAD

Los resultados obtenidos en los bioensayos o pruebas de toxicidad realizadas en Eisenia
sp. y Vicia faba demostraron que a mayor concentracion del metamidofos mayor sera la
toxicidad; sin embargo la genotoxicidad no cumple este patrén, teniendo dos puntos altos
de induccién de MN a las concentraciones de 5000 ppmy 78.13 ppm.

Ademas se corroboro6 lo encontrado por Piola (2011), en el que se encontrd un estrés toxico
producido por plaguicidas a concentraciones en las que no se observdé mortalidad,
evidenciado por la ICR en Vicia faba, y pérdida de peso y evasion en Eisenia sp., indicando
su utilidad para deteccion temprana de efectos adversos de agroquimicos sobre las

poblaciones de un ecosistema.
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3.6. ANALISIS INTEGRADO DE DOSIS APLICADA EN CAMPO, RESIDUALES
EN SUELOS AGRICOLAS DE CHINCHERO Y CONSECUENCIAS EN EL
AMBIENTE

La dosis de aplicacibn en campo recomendada por el proveedor para el plaguicida
STERMIN (metamidofos como principio activo) es de 80 ml del concentrado soluble por
cada 20 litros de agua, que es un equivalente a una solucién de 2400 ppm de metamidofos
gue se encuentra mas cercana a la concentracion de 2500 ppm ensayada en la presente
investigacion, para la cual se encontr6 una mortalidad del 100% en Eisenia sp. y una
Inhibicion en la germinacion (IG) de Vicia faba del 53.33%, y con una consecuente Inhibicion
en el crecimiento radicular (ICR) del 66.06%, estos datos por una parte confirman el poder
nocivo de esta sustancia no solo para plagas objetivo, sino también para flora y fauna
importante para el equilibrio del ecosistema terrestre del lugar, conclusion a la que se llega
a partir de los resultados obtenidos con las pruebas de toxicidad o bioensayos que permiten
extrapolar los resultados a otros seres vivos.

Ademas, el total de plaguicida empleado en dicha concentracién o mayor en el cultivo de
papa queda distribuida en los diferentes compartimentos ambientales y buena parte del

mismo se descompone en otros componentes menos nocivos a través del tiempo.

Sin embargo el uso intenso y continuo de los mismos, no permite una recuperacion
completa de los recursos contaminados en el tiempo, como es el caso de los suelos
agricolas de Chinchero donde se encontré hasta 1.9 ppm de metamidofos en las muestras
analizadas, que podria incrementar en el tiempo si no se mejoran las practicas agricolas en
el lugar. Asimismo, mientras que diferentes plaguicidas incluyendo el metamidofos
permanecen en elevadas concentraciones en el suelo posterior a su aplicacién, causan la
muerte de diferentes animales domésticos, que segun lo afirmado por Marthos (2014) un
23% de los pobladores afirmaba haber observado animales muertos en sus terrenos de
cultivo posterior a la aplicacion de plaguicidas; asi como también la muerte de otros
animales silvestres como aves y abejas que generalmente rodean dichas areas.

Siendo importante ademas mencionar que el empleo indiscrimado y excesivo de estos
plaguicidas genera la contaminacion de los recursos suelo, agua (superficial y subterranea)
y aire, dafio a la capa de ozono, destruccion de hébitats silvestres y la pérdida de la
biodiversidad de los agroecosistemas favoreciendo la presencia de cultivos, especies de
flora y fauna capaces de resistir el efecto de las aplicaciones de los mismos (Croft, 1990;
Perfecto,1995 citados en Garcia, 1997).
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4. ETAPA V. CARACTERIZACION DEL RIESGO ECOTOXICOLOGICO Y
GENOTOXICO DE PLAGUICIDAS USADOS EN EL CULTIVO DE PAPA
EN CHINCHERO

La Evaluacion del Riesgo ha sido definida como el proceso de caracterizacion y estimacion
de la probabilidad que hayan ocurrido, estén ocurriendo o vayan a ocurrir efectos adversos
en especies expuestas dentro de sistemas ecologicos debido a las actividades humanas
(USEPA, 1998; Sutter, 1993). Para poder realizar la Estimacion del Riesgo Ecotoxicolégico
en esta etapa, se compild la informaciéon generada en etapas anteriores Yy de revision

bibliogréfica.

4.1. FORMULACION DEL PROBLEMA

El problema de contaminaciéon ambiental por plaguicidas liberados principalmente por la
actividad agricola ha sido objeto de estudio desde décadas atras, debido a los casos de
intoxicacion y aun muerte humana, asi como también por su contribucién en el dafio
ecologico sobre especies no objetivo como diferentes especies de aves y muy

recientemente la preocupaciéon que se genera por la disminucién en la poblacion de abejas.

En el distrito de Chinchero se emplean una gama de plaguicidas principalmente de
organoclorados, organofosforados y carbamatos para contrarrestar el efecto producido por
plagas como gorgojo de los andes (Premnotrypes latithorax), la polilla de la papa
(Phthorimea operculella, Scrobipalpula absoluta) y mildium (Phytophthora infestans), los
plaguicidas empleados se caracterizan por su elevada toxicidad, los que son utilizados de
manera intensa e incorrecta que no va en concordancia con las dosis y frecuencias

recomendadas.

De la investigacion realizada por Marthos (2014) se sabe que los pobladores dedicados a
la produccién de papa, aproximadamente el 60% de la poblacion total, la frecuencia de la
aplicacion del plaguicida se da del 37 al 53 % de los agricultores realiza la fumigacion de
manera quincenal, del 35 al 56% mensualmente y del 2 a 9% semanalmente, factor
importante para la permanencia y adsorcién de los plaguicidas en el recurso suelo, en

contraste a la frecuencia de aplicacion recomendada que es de 1 vez al mes.
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En el caso del metamidofos, la dosis recomendada es de 80 ml del concentrado soluble de
Stermin en 20 L de agua, equivalente a una concentracion de 2400 ppm, sin embargo segun
lo manifestado por algunos pobladores de Chinchero, se emplea un mayor dosis para

asegurar la muerte de las plagas y evitar que la produccion de papa sea diezmada.

4.2. EVALUACION DEL RIESGO ECOTOXICOLOGICO

Esta fase incluye el desarrollo de 3 pasos importantes que llevan a la caracterizacion del

riesgo ecotoxicologico:

4.2.1. Evaluacion de la toxicidad
Se realizé la estimacion de los posibles efectos adversos del metamidofos sobre los
organismos expuestos Eisenia sp. y Vicia faba. Asi mismo, del andlisis de literatura
realizado para malation, paration y endosulfan en diferentes organismos de ensayo se
elaboro una tabla con los valores CL50, NOEC, NOEC, NOAEL y/o LOAEL.

Tabla 35. Resumen de Concentraciones de referencia para Eisenia sp. y Vicia faba

Organismo de Concentraciones de referencia Metamidofos
prueba
CL50 167.115 ppm
NOEC 39.1 ppm
LOEC 78.13 ppm
Eisenia sp. NOAEL (Evasion) 5 ppm
LOAEL (Evasion) 10 ppm
LOAEL (Pérdida de peso) 0.5 ppm
NOAEL (Pérdida de peso) No
Determinado
CL50 1910.9 ppm
NOEC 19.53 ppm
Vicia faba LOEC 39.1 ppm
NOAEL 0.5 ppm
LOAEL 1 ppm
NOAEL 19.53 ppm

Vicia faba (MN) LOAEL 39.1 ppm

En la Tabla 35 se muestra un resumen de los “endpoints” para cada organismo en la ETAPA
[l del capitulo de resultados que son utilizados en la determinacién del riesgo. EI PNEC
gue se requiere en el Cociente de riesgo, es la concentracién prevista sin efecto, que
corresponde normalmente al valor NOAEL de la especie mas sensible para este plaguicida,

pues son datos sensibles al dafio que puede generarse a la salud humana y el ecosistema.
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La concentraciéon de referencia a usar para la estimacion del riesgo ecotoxicolégico como

valor PNEC para el metamidofos es 0.5 ppm y para la estimacion del riesgo genotdxico se

tiene como valor PNEC a 19.53 ppm, ello de acuerdo a la Tabla 35.

La Tabla 36 se elaboré en base a una revision bibliogréfica colectando los valores de

referencia o “endpoints” en organismos equivalentes o al menos relativos a los usados en

esta investigacion. Para la determinacion del Riesgo Ecotoxicolégico y genotoxico se

utilizaran los valores de NOEC y NOAEL como valores de PNEC; para hallar el riesgo

genotoxico se utilizaran como valores PNEC las concentraciones que no causaban un

efecto genotéxico diferente al del observado en el control.

Tabla 36. Valores de referencia relevantes en ecotoxicologia a partir de revision bibliografica

Plaguicidas Caracteristicas de estudio Autor(es) Concentraciones  Valores
de referencia
Ensayo de toxicidad aguda en Durkin P., NOEC 4.74
Enchytraeus albidus (lombriz
blanca) por 14 dias. AU ppm
Malation Ensayo de genotoxicidad Bianchi  J., PNEC 180
mediante el Test de Micronucleos 2008 opm
en Allium cepa de malation,
radiculas sometidas a 48 hrs. de
tratamiento
Ensayo de toxicidad en Olivera A, NOAEL (enzima) lppm
Allolobophora caliginosa (lombriz  Barriuso B., .
de tierra), por 14 dias, el OrtizL., MOAEL (pemees)) L0 pEm
biomarcador evaluado es la CapoY., S/IF
inhibicibn de la  actividad
enzimatica de la
acetilcolinesterasa y en la perdida
Paration  de biomasa.

Genotoxicidad evaluada Silva A, PNEC 357
mediante el ensayo de Garcia A,
micronlcleos en tétradas de Rodriguez Ppm
Tradescantia (MCN-TRAD) en M., Cabrera
30 hrs. de tratamiento con G:, S/F
Paration.
Ensayo de toxicidad en Eisenia Sowing, 2001 NOEC 1ppm
foetida por 14 dias con citado en
endosulfan en suelo neutro. INIA, 2003

Endosulfan Genotoxicidad de endosulfan-B Yuguan L., PNEC 4 ppm
en células humanas HepG2 in Kanehisa M.,
vitro tratadas por 48 hrs. se TatsuyaT.,
considera como NOAEL que es ToruT,,
estadisticamente igual al Takeshi S.,
observado en el control 2000
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4.2.2. Evaluacion de la exposicion

La cuantificacion de la exposicién se determind por la estimacion de las concentraciones
de los contaminantes en el recurso suelo, que resultan ser valores mas precisos en
comparacion a las concentraciones estimadas con el peor caso teérico en donde se
emplean las concentraciones que son liberadas al ambiente, es decir las dosis de aplicacién
de los plaguicidas. Los valores de concentracion de los plaguicidas metamidofos, malation,
paration y endosulfan en las muestras de suelo de Chinchero se detallan en la ETAPA | del
capitulo de resultados. Como valor PEC (concentracion ambiental prevista) en esta
investigacion se asumen las maximas concentraciones de los plaguicidas halladas en las
muestras de suelo de los que se estimara el Riesgo (Tabla 37), asi como las dosis de
aplicacion en campo del metamidofos, lo que permitié evidenciar el riesgo ecotoxicoldgico
y genotoxico al momento de la aplicacion de este plaguicida en campo (peor caso tedrico)

y un mes después de la cosecha de la papa (peor caso real).

Tabla 37. Concentracién ambiental de plaguicidas en muestras de suelo evaluadas

Muestras de suelo Metamidofos* Paration** Malation** Endosulfan**

(Ppm) (Ppm) (Ppm) (Ppm)
SCHYO01 1.15 1.2 5.33 ND
SCHYO02 ND 3.02 3.96 0.374
SCHHO03 1.9 2.41 2.62 ND
SCHHO04 1.3 0.68 45 0.412
SCHA05 ND 1.83 6.25 ND
SCHAO06 ND 0.92 3.73 ND

*: Datos experimentales (Tabla 35)
**Datos tedricos (Tabla 36)

Para la identificacion de las rutas de emision o liberaciébn de las sustancias, del
comportamiento de las mismas en el medio ambiente y la identificacion de las vias por las
que estos plaguicidas pueden ponerse en contacto con los seres vivos, se emplearon
figuras que representan de manera general las caracteristicas de los plaguicidas cuando

entran al ambiente asi como informacion de acuerdo a lo observado en el lugar:

En la Figura 31 se muestra un resumen de los compartimentos y receptores relevantes de
estos plaguicidas, que fueron unidos mediante flechas de exposicion cuyo grosor viene
dado por la intensidad de tonos de los compartimentos y receptores. En la parte superior

se muestran las emisiones, es decir los procesos por los que se produce la liberacion de
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los mismos al medio ambiente. En el centro, se encuentran los compartimentos ambientales

que pueden generar exposiciones a los seres vivos.

En la parte baja de la figura se

encuentran los receptores ecoldgicos distribuidos por grupos taxondmicos y caracteristicas

que definen su expaosicion.

Fuentes de Emision
Compartimentos
afectados suelo aire
Receptores B
pRicos nemesdel | plantas
voddo

EMISIONES
condiciones de uso

Actividad Agricola:
Liberacidn continua en
cultivos de papa

meertebeados| verfebrados |

Ieqrecines lereses

predadores
fnales

~ | iveriebsados| rveriebradons |imerizbrade.
fokares e such

heniboros | predadores

SERES HUMANOS

Figura 31. Tomada y adaptada de la Guia para la gestion y evaluacion de riesgos de Colombia,

2007

Es importante mencionar que estos plaguicidas son compuestos de triple accién: sistémico,

contacto dérmico e ingestion, siendo esas las vias por las que los mismos entran en

contacto con los seres vivos que incluyen sus organismos objetivos. En la Tabla 38, se

muestra un resumen de las vias potenciales de exposicibn para seres humanos que

también resultan ser las mismas vias por las que Eisenia sp (Ingestion y por contacto

dérmico) y Vicia faba (Absorcion radicular) entraron en contacto con el metamidofos en la

estimacion de su ecotoxicidad y genotoxicidad.

Tabla 38. Resumen de las vias potenciales de exposicion para los distintos medios de contacto

Medio de contacto

Vias potenciales de exposicion
(para seres humanos)

Suelo, polvo

Ingestion, Inhalacion, Contacto dérmico

Residuos

Ingestion, Inhalacion, Contacto dérmico

Aire

Inhalacion

Aguas superficiales

Ingestion, Inhalacion, Contacto dérmico

Aguas subterraneas [puntos de

surgerencia, pozos de extraccion)

Ingestion, Inhalacion, Contacto dérmico

Abastamiento de agua potale

Ingestion, Inhalacion, Contacto dérmico

Alimentos

Ingestion

Recuperado de Guia ERSA del Perut (2015).
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Figura 32. Tomado de la Guia ERSA, 2015. Muestra el esquema genérico
y conceptual de las rutas de exposicion. Que cualquier sustancia toxica
liberada al ambiente sigue, incluyendo plaguicidas como el metamidofos,
malation, paration y endosulfan.
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4.2.3. Caracterizacion del riesgo ecotoxicoldgico

Para la determinacion del riesgo ecotoxicoldgico que los plaguicidas encontrados en
las muestras de suelo representan para el ecosistema y la salud humana en el
distrito de Chinchero, se consideran simultaneamente los resultados de la
evaluacién de la exposicién y de los efectos, para estimar cudl es la probabilidad de

gue se produzcan efectos adversos y cual sera la magnitud de los mismos.

La caracterizacion del riesgo ecotoxicolégico se realizé por una comparacion de los
valores de PEC, con los valores PNEC, calculando la relacién PEC/PNEC, también
llamada “Cociente de Riesgo” (CR, Risk Quotient). Para facilitar la interpretacion de

resultados, se tomo la tabla elaborada por Sanchez, 2008 (Tabla 39).

Tabla 39. Clasificacion del riesgo ambiental segun el CR

CR

Riago (PECIPNEC)
Alto =10
Moderado 110
Bajo =1

A. Estimacion del Cociente de Riesgo (CR) para el metamidofos

Se tiene como valor PEC: 1.9 ppm y como valor PNEC tenemos el NOAEL mas
sensible (0.05 ppm) obtenido en ambos bioensayos, es empleado para estimar el

riesgo ecologico y riesgo a la salud humana.

CR= PEC/PNEC (NOAEL) = 1.9 ppm/0.5ppm =

Se obtiene un valor de CR de 3.8, que representa un riego moderado para el ambiente
y para el hombre como integrante del ecosistema, por lo que seria necesario recabar
mas informacion para la correcta valoracién del riesgo ambiental de este plaguicida

en el agroecosistema de Chinchero.

Adicionalmente, para el caso del metamidofos se estimé el Riesgo ecotoxicologico en
el marco del peor caso teorico, considerando la dosis de 2400 ppm (dosis

recomendada en campo) como valor PEC.

CR= PEC/PNEC (NOAEL) = 2400 ppm/0.5ppm = 4800
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El valor elevado del CR, indica un alto riesgo ecotoxicolégico al momento de la
liberacion del plaguicida en el ambiente, que se ve notablemente reducido después

de 2 meses de la Ultima aplicacion del mismo en campo.

En la investigacion realizada por lannacone et.al. (2008) utilizando 8 organismos no
destinatarios incluyendo Eisenia foetida expuestas a metamidofos en su formulacion
de Tamaron (Ib), encontré la siguiente secuencia relativa de mayor a menor cocientes
de riesgo (CR): L. abnormis > E. foetida > O. insidiosus > C. koehleri > P. laevis > C.
externa> P. nigrispinus. Los que mencionan que se mostré un alto riesgo para todas
las especies, pues los cocientes de riesgo (CR) fluctuaron entre 3.7 y 313. Por lo cual,
es importante considerar que los CR encontrados por lannacone et. al. fueron
halladas considerando el peor caso teérico, por lo que el elevado riesgo hallado es
concordante con lo encontrado en la presente investigaciéon tomando en cuenta el
peor caso tedrico. Siendo importante resaltar que la concentracién biolégicamente
activa del metamidofos queda reducida en el tiempo, lo que se demostré en esta
investigacion, pues se trabajé ademas con “el peor caso real”, observandose una
disminucién del riesgo que representa el metamidofos, pero que igual resulta ser

moderado a pesar del tiempo transcurrido.

B. Estimacion del CR para el malation
Se tiene como valor PEC: 6.25 ppm y como valor PNEC tenemos el NOEC de 4.74
ppm:
CR= PEC/PNEC (NOEC) = 6.25 ppm/4.74 ppm =

Este valor indica que el malation representa un riesgo moderado para el ambiente y
el hombre, incluyendo los organismos que realizan sus actividades dentro del

agroecosistema de Chinchero.

C. Estimacion del CR para el paration
Se tiene como valor PEC: 3.02 ppm y como valor PNEC tenemos el NOAEL de 1
ppm:
CR= PEC/PNEC (NOAEL) = 3.02 ppm/1 ppm =

El valor de CR de 3.02 indica que el paration representa un riesgo moderado para

el ambiente y el hombre en el distrito de Chinchero.
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D. Estimacion del CR para el endosulfan

Se tiene como valor PEC: 0.412 ppm y como valor PNEC tenemos el NOEC de 1
ppm:

CR= PEC/PNEC (NOEC) = 0.412 ppm/1 ppm = 0.412

Este valor indica que el endosulfan representa un riesgo bajo para el ambiente, el
hombre y los organismos que desempeiian un papel dentro del agroecosistema de
Chinchero.

4.2.4. Caracterizacion del riesgo genotéxico

Para la determinacion del riesgo genotoxico se procede de la misma forma para la
estimacion del riesgo ecotoxicoldgico, de hecho éste forma parte del mismo.

A. Estimacion del CR para el metamidofos

Se emple6é como valor PEC la mayor concentracion de metamidofos encontrada en
el suelo equivalente a 1.9 ppm, y como valor PNEC el valor NOEC para genotoxicidad
(19.53 ppm)

CR = PEC/PNEC (NOEC) = 1.9 ppm/19.53 ppm = 0.1

El CR es =1, por lo que el metamidofos representa un riesgo genotoxico bajo para el
recurso suelo en el distrito de Chinchero, entendiéndose que no se requieren mas

estudios sobre la genotoxicidad el compuesto.

B. Estimacion del CR para el malation

Se empled como valor PEC la mayor concentracion de malation de 6.25 ppm, y como
valor PNEC el valor NOAEL para genotoxicidad de 180 ppm.
CR = PEC/PNEC (NOAEL) = 6.25 ppm/180 ppm = 0.035

El CR es <1, por lo que el malation tambien representa un riesgo genotoxico minimo
para el ecosistema y salud humana en las comunidades evaluadas del distrito de

Chinchero, evidenciandose su reducido poder genotoxico.
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C. Estimacion del CR para el paration

Se emple6 como valor PEC la mayor concentracion de paration de 3.02 ppm, y como
valor PNEC el valor NOAEL para genotoxicidad de 357 ppm.

CR = PEC/PNEC (NOAEL) = 3.02 ppm/357 ppm = 0.0085

El CR es < 1, por lo que el paration de igual modo representa un riesgo genotdxico
trivial para el ecosistema y salud humana en las comunidades evaluadas del distrito

de Chinchero, quedando expuesto su bajo potencial genotoxico.

D. Estimacion del CR para el endosulfan

Se emple6 como valor PEC la mayor concentracion de endosulfan de 0.412 ppm, y

como valor PNEC el valor NOAEL para genotoxicidad de 4 ppm.

CR = PEC/PNEC (NOAEL) = 0.412 ppm/4 ppm = 0.103

EICR es <1, por lo que el endosulfan que es un plaguicida organoclorado representa
un riesgo genotdoxico muy bajo para el ecosistema y salud humana en las
comunidades evaluadas del distrito de Chinchero, que aunque estd comprobado que
el endosulfan es altamente genotdxico, este plaguicida estd presente en
concentraciones lo suficientemente bajas para no representar ningln riesgo

genotoxico.

En la Tabla 40, se presenta un resumen de los valores de CR encontrados en la
presente investigacion, considerando que la relacion PEC/PNEC juzga si un
compuesto es compatible ambientalmente, en funcién de que PNEC sea mayor o
menor que la PEC, se observa que metamidofos, malation y paration representan un
riesgo ecotoxicolégico mas no genotéxico para el lugar. Por lo que viene a ser
necesario estudios profundos con informacién adicional sobre persistencia de dichos
compuestos, bioconcentracion y estudios en campo o mesocosmos, de tal manera
que el riesgo total pueda ser caracterizado y determinado de manera precisa.

Actualmente, la capacidad de predecir y estimar la probabilidad y magnitud de un
evento, hace que la ERA sea una herramienta esencial para respaldar cientificamente
la toma de decisiones en un amplio rango de disciplinas incluyendo la regulacion de
sustancias quimicas (SSC, 2003; Villa et al., 2003 citado en Sanchez, 2008).
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Tabla 40. Tabla resumen de los CR para el suelo agricola del distrito de Chinchero

Toxico PEC (ppm) PNEC PNEC CR ecotoxicolsgico  CR genotoxico
Ecotoxicolégico  Genotéxico
(ppm) (ppm)
Metamidofos 1.9 0.5 19.53 3.8 0.1
Malation 6.25 4.74 180 1.32 0.035
Paration 3.02 1 857 3.02 0.0085
Endosulfan 0.412 1 4 0.412 0.103

Teniendo en consideracion que el objetivo de la Evaluacién del Riesgo Ecoldgico es estimar
la probabilidad y el grado de ocurrencia de efectos adversos en humanos y sistemas
ecoldgicos a causa de la exposicién a sustancias (Sanchez y Sanchez,1984), y que el
Riesgo Ecotoxicoldgico que representan los plaguicidas metamidofos, malation y paration
es moderado, la presencia de una mezcla compleja de otros plaguicidas en el recurso suelo
podria aumentar el mismo. Ademas, ninguno de estos 4 plaguicidas representa un riesgo
genotoxico para el lugar. Es necesario considerar que es dificil estimar el riesgo que
representan todos los plaguicidas presentes en el recurso suelo en conjunto para la biota
del lugar incluyendo el hombre, pues los plaguicidas no interactian con los organismos
vivos individualmente sino como mezclas complejas, pudiendo ocurrir interacciones
antagoénicas o sinérgicas. Ademas, que seria muy importante la determinacion de las
especies sensibles en el ecosistema agricola de Chinchero para promover su proteccion,
gue desde un punto de vista proteccionista del medio ambiente, se asume que la
sensibilidad e integridad del ecosistema depende de las especies mas sensibles, y que la
proteccion de la estructura del ecosistema protege las funciones de la comunidad biolégica
(Sanchez, 2008).

Por lo que una de las consecuencias del empleo indiscriminado y excesivo de los
plaguicidas resultaria a largo plazo en la pérdida de la biodiversidad de los
agroecosistemas, donde solo se favorece la presencia del cultivo y las especies de flora y
fauna capaces de resistir el efecto de las aplicaciones de estos productos, ademas de otros
efectos como: Contaminacion de varios sustratos, contaminacion de aguas superficiales y
subterraneas, destruccion de habitats silvestres, biomagnificacién y bioconcentracion y

dafio a la capa de ozono (Croft, 1990; Perfecto,1995 citados en Garcia, 1997).
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Por otro lado, en el Perd, son muy comunes las aplicaciones del metamidofos al doble de
las concentraciones recomendadas y de dos a nueve aplicaciones continuas para el control
de las plagas en una sola campafia por el agricultor (USEPA, 1998). Comportamiento que
se repite con el uso del malation. Endosulfan y Paration estan prohibidos en el Perq, pero
los residuales encontrados en los mismos indicarian que en el pasado se dio una mala
practica con los mismos, y que en su momento pudieron haber representado un elevado
riesgo. Este hecho originaria un mayor impacto en la fauna benéfica presentes en el suelo

y entorno en general, al incrementar los niveles de exposicion a las mismas.
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CONCLUSIONES

Se identificaron 7 plaguicidas de los 11 analizados por cromatografia de gases y por
HPLC; metamidofos, malation, paration, endosulfan y heptacloro exceden los
estdndares ambientales para suelo agricola, mientras que DDT y clorotalonil se
encuentran en niveles mas bajos que sus estandares. El contenido de materia
organicay arcilla estaria favoreciendo la adsorcién y retencion de plaguicidas en las

muestras analizadas.

El efecto ecotdxico de las muestras de suelo en Eisenia sp. no fue tan elevado como
para ocasionar la muerte de los mismos. Sin embargo, las muestras de Huatata y
San José mostraron un marcado favorecimiento en la pérdida de peso y evasion de
esta especie en un 15.85% y 70% respectivamente, siendo en las muestras de
Muyuri y Kjamu las menos ecotoxicas. El efecto toxico evaluado en Vicia faba
evidencié que las muestras de Huatata y San José son las mas téxicas generando
la inhibicion de la germinacién (IG) de Vicia faba en un 2.67% y una ICR de 49.06%
y 36.26% respectivamente. La muestra de Muyuri fue la menos ecotoéxica.

La evaluacion genotoxica por la presencia de Micronucleos (MN) en Vicia faba,
evidencié que la muestra procedente de Q’uerapata fue la mas genotoxica pues
induce la formacién de MN en un 5%, y la muestra procedente de Muyuri es la

menos genotdxica con 0.5% de MN.

El efecto téxico del metamidofos en Eisenia sp. evidencioé que la mayor mortalidad
se obtuvo en concentraciones mayores a 625 ppm (100%), y el menor en 5 ppm
(0%). Se observé un incremento significativo en la pérdida de peso y mayor evasion
conforme la concentracion del plaguicida aumentaba. El efecto toxico en Vicia faba,
mostré una marcada inhibicion en la germinacién (IG) e inhibicién en el crecimiento

radicular (ICR) directamente proporcional a la concentracion.

El efecto genotdxico evaluado por la induccién de Micronucleos (MN) en Vicia faba,
evidencié que mientras mas prolongada sea la exposicion al metamidofos mayor

serd el efecto genotoxico en el organismo.
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6. La especies ensayadas en la presente investigacion presentaron diferentes grado
de sensibilidad, siendo Eisenia sp. la especie mas sensible al metamidofos con una
CL50 de 167.115 ppm; y Vicia faba con una CL50 de 1910.9 ppm que mostré mayor
sensibilidad a bajas concentraciones. Ademas, la concentracién recomendada en
campo de STERMIN equivalente a 2400 ppm de metamidofos, representa un riesgo
ecotoxicologico y genotoxico elevado, afectando otras especies diferentes a las
especies blanco que no son resistentes al mismo, el cual fue evidenciado por los

efectos observados en Eisenia sp. y Vicia faba, y CR>10.

7. Los niveles residuales de metamidofos, malation y paration encontrados en los
suelos de Chinchero son superiores a las concentraciones consideradas téxicas
para Eisenia sp, Vicia faba y otros organismos. El riesgo ecotoxicolégico obtenido
indica que estos son compuestos peligrosos para el medio ambiente y para la biota
asociada incluyendo al hombre, representando un riesgo moderado (CR>1). A
diferencia del endosulfan que no representa un riesgo por encontrarse en bajas
concentraciones. Asi mismo, estos 4 plaguicidas no representan un riesgo

genotoxico para el medio ambiente ni para los organismos vivos asociados.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda:

La introduccién de préacticas agricolas que reduzcan la utilizacion de plaguicidas. Es
fundamental también intensificar esfuerzos en la capacitacion y la actualizaciéon
permanente de los agricultores, asi como fortalecer acciones de prevencion y

educacion hacia la comunidad.

Realizar una Evaluacién del Riesgo Ecotoxicologico y Genotdxico en el recurso
agua del distrito de Chinchero donde se lleva a cabo actividad agricola, evaluando
fuentes hidricas superficiales (Huaypo y Piuray) asi como subterraneas, que podrian
estar siendo contaminadas por las altas concentraciones de plaguicidas, pues

ademas la toxicidad de los mismos es mucho mayor para organismos acuaticos.

Realizar Evaluacion del Riesgo Ecotoxicolégico y Genotdxico en el recurso suelo
para el plaguicida Malation de manera experimental, ya que este fue encontrado en

mayor concentracion, y segun bibliografia es un potente biocida.

Identificar las especies sensibles del lugar, que podrian ser las mas perjudicadas a
causa de la presencia de estos plaguicidas, desarrollando la red trofica del distrito

de Chinchero.

El presente estudio sugiere que los bioensayos son métodos adecuados para
monitorear los efectos ecotdxicos y genotoxicos de suelos contaminados por
plaguicidas in situ y un suplemento importante al método tradicional analitico para

el analisis de suelos contaminados.
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ANEXOS

Anexo 1. Cuantificacion de plaguicidas en muestras de suelo procedentes de
Chinchero.

ORGANO CLORADOS-OCL Y ORGANO FOSFORADOS-OP (G

5 fR l_( TAL QUIMICOS

"13_

{5 =PERU . TIf 4231669

Varscal Luzuziaga 345 ]

RESUMEN DE RESULTADOS - SUELOS

(mg/kg = ppmm)

C-FID) Y CARBAMATOS (HPLC-DAD)

MUESTRA N Organoclorados (ppm) Organofosforados (ppm) Carbamatos (ppm)
SUELOS End-b Clorotalo | Heptac! | DDT Metamidofos | Malation | Paration Clorpirifos | Metomilo | Carbofuran Aldicarb
nil oro
SCHYO01 ND 0,281 ND 0,56 1,15 5,33 12 ND ND’ ND’ ND’
0,010 + 0,025 +0,05 | +0,27 +0,11
SCHY02 0,374 0,114 0,042 0,28 ND 3,96 3,02 ND ND’ ND’ ND’
+0,02 + 0,006 +0,019 +0,020 +0,20 +0,24
SCHHO3 ND <0,060 0,055 0,04 1,30 2,62 2,41 ND ND’ ND' ND'
+0,021 + 0,020 +0,10 HA3 +0,20
SCHHO4 0,412 0,243 0,014 ND 1,30 4,50 0,68 ND ND’ ND’ ND’
0,021 +0,013 0,008 +0,06 +0,23 0,01
SCHAO5 ND <0,060 0,03 0,01 ND 6,25 1,83 ND ND’ ND’ ND’
+0,023 + 0,006 +0,31 +0,13
SCHAO6 ND <0,060 0.018 ND ND 3,73 0,92 ND ND’ ND’ ND’
L +0,005 +0,20 +0,17
mgfkg: nuhigramos por kilograme de mucstra OTIRIN
ppmme partes por millon en masa Lirna, 31 de agosto 2016
NI node mk‘nnr a .002 mpfhg en la muestra original (GC-IFTY
NI no-dete Tor a (L0 0mp/kg en fa muestra a original (HPLC-I3AD)

* cadigo de muestras establecido por solicitante
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Anexo 2. Andlisis de la Humedad de muestras de suelo procedentes de
Chinchero

Tabla 41. Profundidad del muestreo segun el uso del suelo

MUESTRA COMUNIDAD HUMEDAD?
SUELOS (%p/p)
SCHYO01 Yanacona-Chinchero 2,36
SCHYO02 Yanacona-Chinchero 3,63
SCHHO03 Huaypo-Chinchero 3,04
SCHHO04 Huayco-Chinchero 3,03
SCHAO05 Ayllopongo-Chinchero 5,10
SCHAO06 Ayllopongo-Chinchero 2,65

a Gravimétrico
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Anexo 3. Analisis Fisicoquimico de muestra
: s de suelo pro
Chinchero. procedentes de

-« UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS, FISICAS Y MATEMATICAS

3,733 - Pabellén “C” Of. 106 1ler. piso - Telefax: 224831 - Apartado Postal 921 - Cusco Perd

D@DAD DE PRESTACIONES DE SERVICIO DE ANALISIS QUIMICO

,t: IR “';J DEPARTAMENTO ACADEMICO DE QUIMICA
\Ty, ;! INFORME DE ANALISIS
W // N20582-15-LAQ
TR usg //
SOLICTTANTE:
MUESTRA :  SUELOS
1.- S CHY 01
2.2 S CHY 02
3.~ S CHE 03
4.~ 3 CHH O+
_ 5.- 5 CHA 05
6.- S CHA 06
FECHA :  C/07/09/2015

RESULTADOC ANALISIS FISICOQUIMICO:

1 2 3 L 5 6
pH 6.67 5.75 7.05 6.70 7.82 6.70
C.E. mmhos/cm 0.6% 0.76 0.98 0.78 1.09 O.64
Materia Orgénica % 3,60 3.92 3.70 4.20 2.80 3.k0
Textura:
Arena % 57 58 69 67 7 560 [ 58
Limo % 35 38 25 29 33 38
Arcilla % 8 L 6 4 7 b

W
des Merrbrd Arivilea

nss?(. £ DBL LABQRATORO
ANALISS QUiniEO
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Anexo 4. Diagrama textural de la USDA y profundidad de muestreo

Ejemplo: Arcilla (50 %) y Limo (30%)

Textura: ARCILLOSA

Figura 33. Diagrama Textural de la USDA

Tabla 42. Profundidad del muestreo segun el uso del suelo

Usos del suelo Profundidad del muestreo (capas)

0-30cm (1)
Suelo Agricola

30-60cm

0—-10cm (2)
Suelo Residencial/Parques

10-30cm (3)
Suelo Comercial/Industrial/Extractivo 0—-10cm (2)

1) Profundidad de aradura
2)  Capa de contacto oral o dermal de contaminantes
3)  Profundidad maxima alcanzable por nifios

Fuente. Guia de muestreo de suelos MINAM (2014).
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Anexo 5. Bioensayo con Eisenia sp. en muestras de suelo agricola
precedentes de Chinchero

Tabla 43. Efecto de las muestras de suelo en la perdida (variacién) de peso de Eisenia

sp.
M. suelo Réplicas Total Vivos Muertos Pi Pf Pi Total Pf total AP=Pf - Pi
(gr.)  (gr) (gr.) (gr.)
Control (-) 1 10 10 0 2.4 2.6 6.8 7.5 0.7

2 10 10 0 2.4 2.6
3 10 10 0 2 2.3

SCHYO1 1 10 10 0 3.1 2.8 9.1 8.4 -0.7
2 10 10 0 2.8 2.6
3 10 10 0 3.2 3

SCHY02 1 10 10 0 2.8 2.2 8.2 6.9 -1.3
2 10 10 0 2.7 2.3
3 10 10 0 2.7 2.4

SCHHO3 1 10 10 0 2.6 2.1 7.7 6.4 -1.3
2 10 10 0 2.5 2.1
3 10 10 0 2.6 2.2

SCHHO4 1 10 10 0 2.7 2.6 7.7 7.6 -0.1
2 10 10 0 2.6 2.6
3 10 10 0 2.4 2.4

SCHAO05 1 10 10 0 2.6 2.4 7.6 6.7 -0.9
2 10 10 0 2.7 2.4
3 10 10 0 2.3 1.9

SCHA06 1 10 10 0 2.6 2.6 7 7.1 0.1
2 10 10 0 2.5 2.4
3 10 10 0 1.9 2.1

Donde:

M. suelo.: Muestra de suelo procedente del area de estudio

Pi: Peso inicial de Eisenia sp. por réplica (10 individuos)
Pf: Peso final de Eisenia sp. por réplica (10 individuos)

AP: Diferencia de peso
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Figura 34. Bioensayo con Eisenia sp. con muestras de suelo

200 gr. de muestra para

Suelo neutro para Control (-) Muestras de suelo agricola :
Bioensayo

Seleccion de Eisenias (ayunas
5hrs)

..”: “

Prueba de evasion en Eisenia sp. por 48 hrs. Individuos al centro de muestra
problemay suelo control
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Figura 35. Bioensayo en Vicia faba en muestras de suelo

Suelo neutro para Control (-) Muestras de suelo agricola 100 gr. de muestra para Bioensayo
— :
7

.

Pequefios orificios en envase para
semillas
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Anexo 7. Ensayo de Micronucleos en radicula de Vicia faba expuestos a los
suelos agricolas de Chinchero

Figura 37. Ensayo de Micronucleos en Vicia faba

Muestras de suelo agricola

200 gr. de muestra para
Bioensayo

Germinacién de semillas por 5
dias

Preparacion de radiculas

SCHHO03 (San José)

| Observacion a 400X

| Observaciéon a 400X |

| Obhservacion a 400X

SCHYO05 (Piuray)

SCHYO06 (Kjamu)

Control (-): Suelo neutro

| Obhservacion a 400X

Observacion a 400X

| Observacion a 400X |
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Anexo 8. Bioensayo con Eisenia sp. en diferentes concentraciones de metamidofos (ppm).

Tabla 45. Efecto del metamidofos en la muerte y Pérdida de Peso en Eisenia sp.

Muestras (ppm) Replicas N°total N°vivos N°muertos % Mortalidad Pi Pi total Pf Pftotal APtotal=PfT-PiT %Pérdida de peso

1 10 10 0 3.6705 3.5825

Control (-) 2 10 10 0 0% 3.665 10.9976 3.3514 10.1023 0.89 8.10%
3 10 10 0 3.6621 3.1684
1 10 0 10 4.0497 0

5000 2 10 0 10 100% 3.8842 13.2251 0 0 13.23 100%
3 10 0 10 5.2912 0
1 10 0 10 4.854 0

2500 2 10 0 10 100% 4.4438 13.5716 0 0 13.57 100%
3 10 0 10 4.2738 0
1 10 0 10 3.6715 0

1250 2 10 0 10 100% 4.4272 13.0628 0 0 13.06 100%
3 10 0 10 4.9641 0
1 10 0 10 4.3788 0

625 2 10 0 10 100% 3.9718 13.5322 0 0 13.53 100%
3 10 0 10 5.1816 0
1 10 2 8 4.1376 0.3677

312.5 2 10 3 7 73.33% 3.9981 12.0342 0.51 1.5184 10.52 87.36%
3 10 3 7 3.8985 0.6407
1 10 9 1 5.4151 1.6661

156.25 2 10 5 5 30% 5.4696 15.648 0.9265 3.6981 11.95 76.36%
3 10 7 3 4.7633 1.1055
1 10 9 1 5.8824 1.4962

78.125 2 10 8 2 13.33% 5.5963 15.8161 1.4825 4.6642 11.15 70.54%
3 10 9 1 4.3374 1.6855

1 10 9 1 10% 3.4184 11.6404 1.3584 4.6336 7.01 60.22%
39.0625 2 10 9 1 3.766 1.6157
3 10 9 1 4.456 1.6595

1 10 9 1 6.67% 43082 11.9225 2.0511 5.4601 6.46 54.19%
19.53 2 10 9 1 3.9081 1.6562
3 10 10 0 3.7062 1.7528

1 10 9 1 3.33% 3.8475 12.2026 1.9115 5.8114 6.39 52.38%
10 2 10 10 0 4.0753 1.6995
3 10 10 0 4.2798 2.2004

1 10 10 0 0% 3.6617 11.5427 1.968 5.9829 5.56 48.18%
5 2 10 10 0 3.76 1.9309
3 10 10 0 4.121 2.084

1 10 10 0 0% 3.4662 12.2756 2.2428 6.9223 5.35 43.65%
2 2 10 10 0 4.7356 2.4875
3 10 10 0 4.0738 2.192

1 10 10 0 0% 3.8552 13.1535 2.5537 7.8384 5.3151 40.38%
1 2 10 10 0 4.2581 2.3428
3 10 10 0 5.0402 2.9419

1 10 10 0 0% 3.984 12.5858 2.9519 9.3779 3.21 25.50%
0.5 2 10 10 0 3.9943 2.986
3 10 10 0 4.6075 3.44

Donde:

Muestras: Diferentes concentraciones de metamidofos en ppm
Pi: Peso inicial de Eisenia sp. por réplica (10 individuos)

Pf: Peso final de Eisenia sp. por réplica (10 individuos)

AP: Diferencia de peso
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Figura 38. Bioensayo en Eisenia sp. y Ensayo de Evasion

Seleccién de Eisenias para

i + - .
14 concentraciones + Control (-) Colocar en ayunas por 5hrs bioensayo

Cada muestra por triplicado

Evaluacion alos 14 dias (muerte y
peso)

Prueba de evasion en Eisenia sp.
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Anexo 9. Bioensayo con Vicia faba en muestras de suelo agricola precedentes de

Chinchero

Tabla 47. Bioensayo en Vicia faba — Germinacion de semillas expuestas a diferentes
concentraciones de metamidofos

Metamidofos (ppm)

Control (-)

5000

2500

1250

625

3125

156.25

78.13

39.07

19.53

10

0.5

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

5 dias 7 dias
G NG G NG
28 2 30 0
95.33% 4.67% 100.00% 0.00%
5 25 9 21
16.67% 83.33% 30.00% 70.00%
6 24 14 16
20.00% 80.00% 46.67% 53.33%
7 23 17 13
23.33% 76.67% 56.67% 43.33%
9 21 19 11
30.00% 70.00% 63.33% 36.67%
10 20 22 8
33.33% 66.67% 73.33% 26.67%
11 19 24 6
36.67% 63.23% 80.00% 20.00%
12 18 25 5
40.00% 60.00% 83.33% 16.67%
12 18 25 5
40.00% 60.00% 83.33% 16.67%
13 17 26 4
43.33% 56.67% 80.00% 13.33%
15 15 27 3
50.00% 50.00% 90.00% 10.00%
21 9 27 3
70.00% 30.00% 90.00% 10.00%
22 8 28 2
73.33% 26.67% 95.33% 4.67%
24 6 29 1
80.00% 20.00% 96.67% 3.33%
25 5 30 0
83.33% 16.67% 100.00% 0.00%

TOTAL

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30
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Tabla 48. Bioensayo en Vicia faba — Crecimiento radicular (mm) en diferentes concentraciones de metamidofos — | Parte

N°

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

Prom

D.S.

%ICR

Metamidofos (ppm)

5000

12.5

8.2

9.1

9.2

8.5

9.2

0

0

2.837

4.478

84.63

2500
R H
13.5 7
13 8.5
0 0
12.6 11
0 €3
11 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
11.2 9
121 10
135 114
0 0
0 0
9.6 0
123 0
0 0
0 0
0 0
0 9
10.3 0
0 0
0 0
133 8.1
6.5 0
142 125
12.7 8.5
0 0
5.627 3.477
6.2 4.742
66.06

1250
R H
143 0
159 163
9.7 8.9
0 9.1
134 0
9.9 0
A5 9.7
0 0
0 0
0 0
17.3 0
0 0
0 0
111 114
14.4 7.1
0 0
0 0
135 0
0 0
0 0
0 0
13.1 106
9.7 0
11.2 0
131 156
0 0
10.9 6.4
141 145
13.6 0
0 0
7.223 3.653
6.626 5.598
56.48

625
R H
12,7 111
0 0
0 0
0 0
0 0
134 41
122,11 0
18.6 147
18.7 9.89
18.1 0
0 0
17.1 155
9.6 7.8
145 9.02
151 6.2
0 0
0 0
0 0
151 161
13.8 156
121 1438
9.2 8.1
9.6 0
19.98 16.1
0 0
135 9.6
0 0
15.9 53
13.02 125
0 0
9.07 5.88
7.453 6.326
45.27

312.5
R H
15.6 121
0 0
0 0
0 0
15.7 132
15.98 15.5
15.8 136
9.96 0
13.6 11.2
12.7 0
10 8.98
164 16.2
12.6 0
0 0
14 153
0 0
154 133
13.04 114
142 101
11.14 0
1312 10
0 0
0 0
133 0
182 17.7
16.1 134
9.6 7.78
165 123
13.4 14
0 0
10.21 7.202
6.571 6.7
38.46

156.25

R H
15.56 9.98
16.68 15.1
13.52 0
151 133
17.1 14

0 0

0 0
9.78 0
11.6 10.6
155 148
13.7 0
135 111

0 0

0 0
13.98 0
149 17.98
134 5.5
14.02 11

10 0
14.2 0
16.5 12.03

15 14.9
12.6 5
154 123

0 0
13.4 10.98

0 0
17.3 141
129 129

10 0
11.19 6.852
5.996 6.565
32.61

78.125
R H
12.8 10
16.8 15.7
14 9.1
144 121
9.67 0
15.56 11.1
10.94 0
114 0
134 111
0 0
12.8 0
12.4 7.6
0 0
16.6 148
0 0
164 146
146 13.7
141 123
15 17.6
13.2 8.5
135 75
0 0
17.2 158
17.5 155
15.8 12.7
10 0
135 5.6
14.7 5.6
14 10.1
0 0
11.68 7.7
5.652 6.233
29.6

39.0625
R H
13.98 145
9.8 5.1
121 @3
0 0
21.2 20
12.2 898
15.5 16.02
0 0
17.5 16.1
14 14
25 20
13 12.6
111 7.78
10.8 0
15 8.56
0 0
12.5 0
148 17.4
123 9.92
13 0
13.04 13.2
141 15.02
13.7 10.56
0 0
13.9 8.6
0 0
15.1 5.4
17.04 11.58
11.34 9
20.14 17.54
12.08 8.937
6.335 6.702
27.19

19.53
R H
25 17
13.02 10.7
124 103
20 18.1
13.6 122
161 17.1
125 17
0 0
0 0
15 4.6
11.4 9.7
171 137
1298 9.4
12.04 0
19.1 181
10.1 0
11.8 6.2
12 7.1
12.6 7.7
11.96 6.5
0 0
11.5 105
21.2  15.02
12.6 0
12 10.1
148 134
0 0
28.6 15.7
14.8 13
11.7 8.8
12.86 9.064
6.63 6.221
22.54

Control (-)
R H
15.98 13.2
1996 12.1
15.4 8.6
14.5 10
14 9.7
2196 14.1
15.1  14.2
14.9 9.3
15.1 148
12.8 10
14.9 11.2
25.1 23
13.7 8
139 112
152 9.94
15 7
10.1 844
129 9.98
25 15.1
142 9.74
18.1 147
17 14.1
146 9.98
189 15.1
20.1 15.5
213 213
14.9 10
22 17.1
17 14.4
142 13.02
16.59 12.49
3.651 3.729
0
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Tabla 49. Bioensayo en Vicia faba — Crecimiento radicular (mm) en diferentes concentraciones de metamidofos - Il parte

Prom

D.S.

%ICR

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

Metamidofos (ppm)

12.9

14.98

16.22

12.78

13.54

13

12.08

13.56

14.64

12.78

13.68

14.2

26.04

13.34

22.54

17.72

13

12.56

14.06

15

13.74

10

12.28

4.78

10

9.6

14.1

10.1

18.1

11

10.4

17.22

15.02

12.76

17.14

11.52

14.1

11.78

16.5

13.08

20.12

12.58

13.58

20

10.06

10.9

13.32

14.02

25.82

17.06

0

16.02

13.52

15.76

17.22

13.54

13.45

5.564

18.63

8.96

10.4

7.98

131

10

12.36

10.26

9.88

7.54

11.74

13.36

8.16

9.58

11.14

9.94

10.74

11.3

19.24

15.1

16.12

12.08

13.54

12.02

9.498

4.959

18.04

13.52

16

21.92

12.04

138

13.26

14.28

12.08

22.44

17.24

15.2

10.64

13.06

14.98

11.14

18.56

17.58

12.42

16.58

15.54

13

11.66

14.08

10.06

12.86

19.78

10.06

1378

4.924

17.42

12.14

10.78

12.08

15.14

12

6.52

6.54

10.28

6.72

17.46

5.72

7.5

7.98

11.86

4.96

8.56

14.12

8.78

5.26

8.88

55

10.74

16.72

7.46

9.041

4.204

14.32

14.76

15

17.5

15.52

18.46

13.98

16

12.04

13.22

15.88

13.48

28

11.48

23.04

14.66

13.12

15.02

22.48

22.24

18.62

17.88

15

13.6

15.78

13.32

13.24

11.14

14.76

15.45

4.763

6.57

10.56

12.54

14.8

8.44

11.38

14.13

14.22

10.06

8.98

9.08

10.79

3.712

0.5

21.52

19.5

11.56

14.3

12.94

12.9

20.98

11.52

14.92

14.74

13.88

16.4

14.14

13.16

21.94

21.92

14.72

19.12

14.08

13.72

16

22.56

15.24

14

16.08

13

18.84

16.98

16.02

3.274

3.56

15.98

11.18

6.7

9.6

13.44

13.28

14.48

15.54

15.14

12.66

15.22

12.04

12.52

17.42

9.72

13.5

16.88

10.34

13.66

12.8

12.12

3.392

Control (-)
H
15.98 13.2
19.96 12.1
15.4 8.6
14.5 10
14 9.7
21.96 14.1
15.1 14.2
14.9 9.3
15.1 14.8
12.8 10
14.9 11.2
25.1 23
13.7 8
13.9 11.2
15.2 9.94
15 7
10.1 8.44
12.9 9.98
25 15.1
14.2 9.74
18.1 14.7
17 14.1
14.6 9.98
18.9 15.1
20.1 15.5
21.3 213
14.9 10
22 17.1
17 14.4
14.2 13.02
16.59 12.49
3.651 3.729
0
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Figura 39. Bioensayo en Vicia faba expuestos a metamidofos

Preparacion de metamidofos (patrén)

Preparacion de diluciones

14 concentraciones + Control (-)

Crecimiento radicular 14 dias
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Anexo 10. Ensayo de Micronucleos en radicula de Vicia faba expuestos a diferentes
concentraciones de metamidofos

Tabla 50. Ensayo de Micronucleos en Vicia faba

Metamidofos (ppm) B Observaciones
MN/1000 %MN MN/1000 %MN
5000 17 1.70% 28 2.80% Muy poca divisién celular, algunas células
en Profase
2500 10 1.00% 13 1.30% Muy poca divisién celular, algunas células
en Profase
1250 5 0.50% 11 1.10% Muy poca divisién celular, algunas células
en Profase
625 3 0.30% 5 0.50% Muy poca divisién celular, algunas células
en Profase
3125 3 0.30% 4 0.40% Algunas células en Profase y Metafase
(poca divisién celular)
156.25 2 0.20% 16 1.60% Se observa células en Profase, Metafase y
Anafase (Mayor division celular)
78.13 2 0.20% 13 1.30% Se observa células en Profase, Metafase y
Anafase (Mayor division celular)
39.06 1 0.10% 7 0.70% Se observa células en Profase, Metafase y
Anafase (Mayor division celular)
19 0 0.00% 2 0.20% Divisidn celular normal
10 0 0.00% 0 0.00% Divisién celular normal
5 0 0.00% 0 0.00% Division celular normal
2 0 0.00% 0 0.00% Division celular normal
1 0 0.00% 0 0.00% Division celular normal
0.5 0 0.00% 0 0.00% Divisién celular normal
0 0 0.00% 0 0.00% Division celular normal
X
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Figura 41. Bioensayo en Vicia faba - Metamidofos

Diferentes concentraciones de
metamidofos (ppm)

Germinacién de semillas por 7
dias

Germinacién en camara oscura

Raicilla sometidas a de metamidofos
por 6 hrs. Y 48 hrs.

Raicilla sometidas a cada
concentracién de metamidofos

Coloracién con Orceinay
observacién a microscopio

Obhservacion a 400X

| Observacion a 1000X |

Metamidofos 78.13 ppm

Metamidofos 39.06 ppm

Obhservacion a 400X

Ohservacion a 400X

Ohservacion a 400X
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Anexo 11. Fotografias adicionales

Figura 42. Muestra compuesta y quarteo para la obtencion de muestra final

Figura 44. Preparacidon de muestras para analisis fisicoquimico
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Figura 45. Coleccion de muestras de suelos agricola en Chinchero y entrevistas con agricultores
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