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RESUMEN

La provincia de EI Oro es un sector agricola, su mayor fuente de ingresos es la actividad
bananera, de acuerdo con el Ministerio de Agriculturay Ganaderia (MAG) en la provincia
se registran alrededor de 2375 haciendas de cultivo de banano!, especialmente en las
zonas tropicales como Machala, Pasaje, Santa Rosa, Arenillas y ElI Guabo porque
cumplen con las condiciones climéticas adecuadas, su produccion es de buena calidad,
son econémicamente rentables y mantienen su viabilidad en el mercado?, ademas se
emplean grandes cantidades de agroquimicos como lo son los plaguicidas
organoclorados, organofosforados y organonitrogenados® que tienen la finalidad de
eliminar y controlar las enfermedades del cultivo para que todo el proceso de produccion
sea estable®. Al emplear los plaguicidas se generan contaminantes que amenazan directa
e indirectamente al medio ambiente, debido al constante manejo y repetida aplicacion, los
plaguicidas son persistentes en el suelo y se filtran al agua provocando dafios adversos a
la salud a largo plazo®, siendo el agua indispensable para el crecimiento del cultivo y el

proceso de produccién de la fruta.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la toxicidad en muestras de aguas de la
actividad bananera tradicional del Canton de Pasaje utilizando como bioindicador

Caenorhabditis elegans.

Para evaluar la toxicidad se recolectaron tres muestras de agua de distintos puntos en la
Hacienda la Herrera ubicada en el canton Pasaje, siendo la primera muestra en el primer
lavado de racimo antes del corte, la segunda muestra en la piscina del segundo lavado de la
fruta y la tercera muestra del canal del riego, para conocer la concentracion letal media
(CLso) usando el bioindicador C.elegans por medio de ensayos in vitro fueron expuestos 15
nematodos en diferentes tiempo de exposicion de 8, 24, 48 y 72 horas a diferentes
concentraciones de 25, 50 y 100% para cada una de las muestras. En base a los resultados
se obtuvo la CLso en las muestras con el intervalo de confianza del 95% y con tiempos de
exposicion hasta 72 horas, la CLso fue de 166,958; 158,878 y 166,711 respectivamente entre
las muestras no existe diferencia significativa, lo que quiere decir que se requerira de méas

concentracion (100%) en la muestra para cumplir la letalidad de la mitad de los nematodos.



Se pudo determinar la concentracion de plaguicidas organoclorados con la ayuda de un
cromatdgrafo de gases cuyos resultados fueron de < 0,005 mg/l que estan por debajo de los
limites permisibles de acuerdo con el Libro VI Anexo 1 del Tulsma cumpliendo con los
criterios de calidad admisibles para aguas de uso agricola que es de 0,2 mg/l, pero se debe
tener presente que los plaguicidas organoclorados son persistentes en el suelo y de dificil
biodegradacion, existe la presencia del plaguicida Aldrin, aunque su concentracion sea
minima, se encuentra prohibido desde 1992 debido a que es un plaguicida nocivo que puede
afectar al medio ambiente por su larga durabilidad y causar dafio a la salud ocasionando
enfermedades a largo plazo como diabetes tipo 2, afecciones al corazén y otras.

Palabras claves: Plaguicidas, ensayos toxicoldgicos, Caenorhabditis elegans,
bioindicador.



ABSTRACT

The province of Oro is an agricultural sector, its main source of income is the banana
activity, according to the Ministry of Agriculture and Livestock (MAG) in the province
there are around 2375 banana cultivation farms®, especially in tropical areas such as
Machala, Pasaje, Santa Rosa, Arenillas and El Guabo because they meet the appropriate
climatic conditions, their production is of good quality, they are economically profitable
and maintain their viability in the market?.In addition, large amounts of agrochemicals
are used, such as organochlorine, organophosphate and organonitrogen pesticides?.that
have the purpose of eliminating and controlling crop diseases so that the entire production
process is stable*. When using pesticides, pollutants are generated that directly and
indirectly threaten the environment, due to constant handling and repeated application,
pesticides are persistent in the soil and filter into the water, causing long term adverse
health damage®, being the water essential for the growth of the crop and the fruit

production process.

The objective of this research was to evaluate the toxicity in water samples from the
traditional banana activity of the Canton of Pasaje using as a bioindicator Caenorhabditis

elegans.

To evaluate the toxicity, three water samples were collected from different points in the
Hacienda la Herrera located in the Pasaje canton, being the first sample in the first
washing of the bunch before cutting, the second sample in the pool of the second washing
of the fruit. and the third sample from the irrigation canal, to determine the mean lethal
concentration (CLso) using the bioindicator C.elegans Through in vitro tests, 15
nematodes were exposed at different exposure times of 8, 24, 48 and 72 hours at different
concentrations of 25, 50 and 100% for each of the samples. Based on the results, the CLso
was obtained the samples with the 95% confidence interval and with exposure times up
to 72 hours, the CLsp was 166,958; 158,878 and 166,711, respectively, between the
samples, there is no significant difference, which means that a higher concentration

(100%) will be required in the sample to meet the lethality of half of the nematodes.



The concentration of organochlorine pesticides could be determined with the help of a
gas chromatograph whose result was <0,005 mg/l, which are below the permissible limits
according to Book VI Annex 1 of Tulsma, complying with the admissible quality criteria.
for water for agricultural use, which is 0.2 mg/l, but it must be borne in mind that
organochlorine pesticides are persistent in the soil and difficult to biodegrade, there is the
presence of the pesticide Aldrin, although its concentration is minimal, it is prohibited
since 1992 because it is a harmful pesticide that can affect the environment due to its long
durability and cause damage to health, causing long-term diseases such as type 2 diabetes,

heart conditions and others.

Keywords: pesticides, toxicological tests, Caenorhabditis elegans, bioindicator.
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INTRODUCCION

El uso de agroguimicos a nivel mundial ha ido aumentando notoriamente, debido a las
actividades agricolas que se generan, se ha constatado que en las haciendas se dan cultivos
de alta y baja produccion, por lo cual se requiere de un mayor empleo de agroquimicos
segun el organismo que afecten, cuya finalidad es eliminar, controlar y evitar plagas,
malezas, acaros, insectos y otros, que perjudiquen la productividad y el rendimiento de

los cultivos®.

La mala manipulacién de los plaguicidas o pesticidas empleados en las bananeras
ocasiona un impacto ambiental adverso, debido a que no tienen control de los mismos, la
contaminacion que generan puede ser difusa y puntual, siendo asi que los residuos
desechados llegan tanto a brazos de mar, rios y suelo, provocando la contaminacion y
muerte de animales marinos’. La exposicion continua de los plaguicidas afecta al ser
humano ocasionando dolor de cabeza, fatiga, enfermedades respiratorias, enfermedad

cardiovascular, nauseas e irritaciones en la piel, entre otras.®

Por este motivo el nematodo Caenorhabditis elegans es usado habitualmente para el
analisis de toxicidad, debido a que presenta caracteristicas a nivel genético, molecular,
fisiologico, por su ciclo de vida, reproduccién y el mantenimiento que requiere, por el
cual se trabaja con diferentes ensayos de mortalidad en distintas diluciones de 100%, 50%
y 25%. EIl objetivo de esta investigacion sera evaluar la toxicidad en muestras de aguas,
determinando CLso de las actividades bananeras usando como bioindicador al nematodo
Caenorhabditis elegans, estas muestras son recolectadas en la hacienda “La Herrera” en

el canton de Pasaje, Provincia de El Oro.
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CAPITULO |
1.1 PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

Unas de las principales actividades agricolas en la Provincia de EI Oro es la del sector
bananero, en la cual los plaguicidas se usan desde hace varias décadas y hasta el dia de
hoy su uso es constante, son bananeras tradicionales o también conocidas como
convencionales, su empleo tiene la finalidad de producir la mayor cantidad de banano,
para evitar pérdidas en los cultivos, lo que puede ocasionar deterioros a la salud y al medio
ambiente®!°, Los residuos que se generan al aplicar los plaguicidas son los mismos que
cubren los cultivos y acaban en los canales de agua, provocando contaminaciéon y
alterando la calidad del agua'. Por esta razon, el uso del nematodo C. elegans como
bioindicador para evaluar la toxicidad del agua por medio de muestras de distintos puntos
usada en la bananera tradicional, determinando la concentracion letal media, por

consiguiente, nos permite plantear las siguientes interrogantes en la investigacion:

1.1.1 Problema General

¢Es posible evaluar la toxicidad usando el nematodo C. elegans como bioindicador en

muestras de agua de una bananera tradicional del Canton Pasaje?

1.1.2 Problemas Especificos

o (Existe la presencia de pesticidas organoclorados que sobrepasa los niveles

permitidos en las muestras de descargas de aguas de la bananera tradicional?

e ¢Cual es el porcentaje de mortalidad y la concentracion letal media CLsoen el

nematodo C. elegans en las diferentes muestras de agua?

o (Existe alguna diferencia significativa de toxicidad en diferentes puntos de

muestra de agua de la bananera?

15



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo General

Evaluar la toxicidad en muestras de aguas de la actividad bananera tradicional del

Canton de Pasaje utilizando como bioindicador Caenorhabditis elegans.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Determinar la concentracién de los contaminantes organoclorados presentes en
las muestras de agua en tres puntos diferentes de muestreo durante el proceso
de produccion de la fruta en la bananera tradicional.

e Determinar la concentracion letal media (Clso) de las muestras descargas de

agua de una bananera tradicional, usando el nematodo Caenorhabditis elegans

e Comparar la toxicidad de las muestras de agua de la bananera tradicional
estableciendo cual de ellas presenta el mas alto indice de toxicidad.

1.3 HIPOTESIS

Usando al nematodo Caenorhabditis elegans como bioindicador nos permite evaluar la
toxicidad del agua que utilizan en los diferentes procesos de produccion de la fruta en

una bananera tradicional del canton Pasaje.

16



1.4 JUSTIFICACION

Es importante reconocer que la produccion de banano se ha incrementado en el pais a
medida que pasa el tiempo, pero debido a esto se presentan contaminantes que se generan
por la conservacion y mantenimiento del cultivo, los cuales afectan significativamente al
recurso hidrico que se encuentra cerca, el cual debe cumplir con una éptima calidad

para la preservacion de los ecosistemas y su productividad*?.

Segun el informe del sector bananero ecuatoriano de diciembre del 2017 de acuerdo
con el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) existen aproximadamente de
162.236 hectareas de banano en todo el pais, los productores van en escala desde
menores o0 pequefios a medianos y grandes productores, los nimeros de productores de
pequefios son de 3.480, de medianos productores son de 800 y de grandes productores son

de 193 dando como resultado los 4.473 productores de banano?.

Los productores al momento de la aplicacion de los agroguimicos se encuentren cerca
de las descargas de aguas y segun el Acuerdo Interministerial Nro. 365 entre el MAE,
MSPy DGAC, en el 2015 establece un reglamento de obligatoriedad de que al momento
de estas aplicaciones se debe establecer un rango de seguridad de 200 metros dentro de

las zonas de cuerpo de aguas dirigido para el consumo humano.*®

El uso de los agroquimicos en las plantaciones de banano como los plaguicidas se los
utilizan para combatir plagas y enfermedades que afecten a la produccion de la fruta,
debido a la zona tropical en la que se encuentra los cultivos son propensos a estas, lo
que a su vez se encuentran distribuidos en el ambiente como en el suelo, aire y el agua

causando un cambio adverso en el ambiente*1°,

Debido a estos cambios adversos este trabajo tiene la finalidad de utilizar el nematodo
C. Elegans como bioindicador para evaluar la toxicidad de muestras de agua de la
actividad bananera tradicional que permitan la deteccion de contaminantes
organoclorados y la concentracion letal media (CLso) por uso de plaguicidas en la

Hacienda “La Herrera” del Canton Pasaje.
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CAPITULO Il

2. MARCO TEORICO

2.1 Industria Bananera en la Provincia de El Oro

El sector bananero en la Provincia de ElI Oro es considerado la actividad de mayor
desempefio y de alta productividad de acuerdo con el MAG, es la provincia donde se
registra un considerable nimero de haciendas de produccion de banano cuya cifra es de
2375 haciendas, con una representacion del 42%, teniendo presente que es la produccién
de pequefios y medianos productores en el pais, debido a que las condiciones son

favorables para este tipo de cultivo®.

Enel 2019, las exportaciones de la provincia de El Oro oscilaron el 25% siendo la segunda
provincia mas productora del pais, con una calidad de fruta favorable para ser reconocidas
en mercados internacionales. Unas de las mas importantes zonas que la provincia que
tienen los cultivos de bananos son Arenillas, Barbones, La Libertad, Pasaje, Tenguel y

otrost1’-

2.1.1 Banano convencional

Para el banano convencional se necesita tomar ciertos controles a las malezas,
fitosanitarias y una adecuada nutricion. En el control de malezas se emplean quimicos
que son indispensables para el sector agricola, se debe realizar este tipo de control debido
a que puede verse alterado la primera fase de produccion del banano en su crecimiento ya
que el cultivo no tendra los nutrientes, luz y agua adecuada si existe maleza o también
conocida como malas hierbas las mismas que tienen la capacidad de liberar toxinas a

través de sus hojas y raices siendo perjudicial para el cultivo®2°,

El control fitosanitario se basa en control de plagas y enfermedades que afecten el
crecimiento normal del cultivo evitando perdidas, por eso es preciso el uso de grandes
cantidades de plaguicidas segun el organismo que afecten (fertilizantes, fungicidas,

herbicidas, insecticidas, acaricidas, entre otros) y se lo realiza por via aérea y terrestre’®,
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La Sigatoka negra es una de las enfermedades que perjudican la plantacion siendo
responsable el hongo Mycosphaerella fijiensis, para tener el control de esta enfermedad
se usan fungicidas sintéticos que evitan y previenen que las celulas se reproduzcan y
germinen, sistémicos se ejercen como medida preventiva y tienen la finalidad de eliminar
dicha enfermedad en la plantacion y productos que contengan componentes activos.
Otra de las enfermedades que pueden atacar al cultivo de banano es la Erwinia esta se
demora en desarrollar alrededor de 10 meses, esta enfermedad ataca directamente a la
planta y si no se controla puede llegar a causar la muerte del cultivo o presentar la
pigmentacion de las hojas diferentes.

La nutricidn en el banano se obtiene del entorno, como el agua, suelo y aire, pero en caso
que el desarrollo de las plantaciones no tenga los nutrientes necesarios para continuar con
el crecimiento se afladen fertilizantes que promueven los nutrientes que hagan falta y su
rendimiento sea el correcto’®. Los nutrientes que necesita el banano se muestra en la

siguiente tabla:

Tabla 1. Nutrientes necesarios para el crecimiento éptimo del banano

NUTRIENTES DESCRIPCION

Uno de los principales nutrientes, participa en el proceso de fotosintesis y el crecimiento de la

Nitrégeno (N) planta. Las fuentes de nitrégeno que contienen amonio y son aplicadas en el suelo son:
CO(NH?2)2, NHsNOs3, (NH4)2S04, (NH4)2PO4.

Otro nutriente principal, ayuda al proceso del crecimiento de la planta como en la respiracion,
Potasio (K) fotosintesis, formacion de la clorofila y ayuda a regular la cantidad del agua. Las fuentes de

potasio que son aplicables en el suelo son: KCI, K2SO4, K2SO4*2MgSOa.

Es primordial en los primeros meses de crecimiento de la planta, forma parte del ATP el que
Fosforo (P) se encarga de transportar energia en dicha planta. Las fuentes de P son: (NH4)2PO4 (46%
P20s), NHsH2PO4 (52% P20s).

Activador de enzimas y esencial en el proceso de desarrollo de raices y hojas. Si surge

Calcio (Ca) deficiencia de Ca las fuentes aplicables en el suelo son: CaCO3z y CaCO3*MgCOsa.
Participa en la estructura de proteinas, agrega vitaminas sulfuradas como la biotina, tiamina y
Azufre (S) coenzima. Las fuentes que se podrian utilizar de S solubles son (NH4)2SO4, K2SOs,

K2S04*2MgS04, MgSOQa.

Sin este elemento la fotosintesis no podria llevarse a cabo, funciona como activador del
metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas, indispensable para la conduccion de
Magnesio (Mg) fosfatos. Las fuentes de Mg que pueden ser aplicadas en el suelo son el MgSOg,

K2S04*2MgS04, CaCOz*MgCOs y MgO.

Fuente:18
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2.2 Plaguicidas

De acuerdo con la FAO en el articulo 2° estipula que los plaguicidas son las sustancias
que intervienen para evitar el contagio y controlar las plagas, se debe establecer que al
momento de hacer uso de estos, pueden ocurrir deterioros en la salud o al medio
ambiente. Estos plaguicidas son utilizados usualmente para la produccion, el
crecimiento de plantaciones, la defoliacion, la decadencia de la fruta con anticipacion

y de esa manera preservar la fruta®..
Ventajas

Una de las ventajas que presentan los plaguicidas en el sector agricola es que aportan
al mejoramiento de los cultivos eliminando las plagas, malezas y hongos o cualquier
otra cosa que interrumpa o dificulte el crecimiento del cultivo, debido a que ayuda a la
vitalidad del alimento generando mayor estabilidad en la produccién y el rendimiento
siendo amplio para el mercado internacional®’. Otra ventaja es en la salud publica,
debido que el uso de pesticidas se los utiliza en la vida cotidiana como en zonas
comerciales, oficinas y domicilios con la finalidad de eliminar, desinfectar y controlar

mosquitos, garrapatas, ratones y mas, evitando enfermedades?.
Desventajas

La aplicacion afecta a los productores, los plaguicidas contaminan el medio ambiente
y causan deterioro a la salud, sus residuos quedan en las superficies del agua, suelo y
aire, dafando asi el ecosistema, afectando a la persona que lo manipula y comunidades
que se encuentren alrededor. Los hacendados deben hacer un cambio en la aplicacion,
dar capacitaciones a sus servidores para gque adquieran técnicas y habilidades lo cual

ocasionaria un incremento en los costos de produccién? 13,

2.2.1 Caracteristicas de los plaguicidas

Unas de las caracteristicas de los plaguicidas es la solubilidad en el agua y en el suelo, se

dan por dos categorias como la de baja solubilidad y alta solubilidad:
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Baja solubilidad:
e El plaguicida puede tener afinidad por el suelo y almacenarse en él.

e Los plaguicidas pueden mantenerse un largo periodo en el suelo y superficies

donde contengan agua.
Alta solubilidad:

e Los plaguicidas pueden tener atraccion por el agua y en la mayoria pueden ser

solubles en el agua.
e Elplaguicida se puede traspasar a superficies y/o subterraneas que contienen agua.

Otra de las caracteristicas es la degradacion de plaguicidas en la cual se pueden encontrar
tres tipos como la degradacion a través de hongos y bacterias, la degradacién por
reacciones quimicas en el suelo y la degradaciéon de plaguicidas por la luz solar o conocida

como fotodegradacion?,

2.2.2 Clasificacion de los plaguicidas

Los plaguicidas tienen su respectiva clasificacion de acuerdo a su naturaleza, a su
mecanismo de accion, por los organismos que afectan y la estructura quimica y ademas
seglin su toxicidad aguda®. De acuerdo a su estructura quimica estos son estables su

tiempo para su degradacion es lento si las condiciones ambientales son exageradas.

Tabla 2 Clasificacion de los plaguicidas

Segun su Por mecanismo Por los Segun su estructura
g i organismos que g .
naturaleza de accion gquimica
afectan
Inorganicos Contacto Insecticidas Derivados por halogenadas
Organicos Ingestion Acaricidas de_ oy hidrocarburos
aliciclicos.
Naturaleza Fumigante Fungicidas .
o _ g. g. _ Derivados halogenados de
Sintéticos Sistémicos Herbicidas hidrocarburos aromaticos.
Derivados halogenados de
hidrocarburos
ciclodiénicos.
Fuente:*26
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2.2.3 Componentes activos en los plaguicidas usados en Bananeras del Ecuador

Para la industria que se encarga de los bananos o también conocidos como la industria
bananera uno de los mayores empleos son los agrotoxicos o también llamados
agroquimicos los cuales son necesarios para el proceso del cultivo y a lo largo de ciclo
metabdlico. Se requiere aproximadamente de 29 componentes activos, los cuales ayudan
con el crecimiento de cultivo del banano, en los cuales se los puede encontrar en 114
productos en el mercado o que se encuentra en disposicion a la venta en general?’. Como

ejemplos de estos agrotoxicos esta la siguiente tabla:

Tabla 3 Agroquimicos aprobados para el cultivo en el banano

TIPO DE
AGROQUIMICO COMPONENTES ACTIVOS
e Aceite e Fipronil
mineral/Parafinico e Malation
N e Bifentrina e Oxamyl
Insecticida _
e Cadusafos e Spinosad
e Chlorpyrifos e Terbufos
e Diazinon
e Benomilo e Iprovalicarb
e Carbendazim * Isopyrazam
o e Clorotalonil * Mancozeb
Fungicida ] Meti
e Epoxiconazole * Meliram
e Flusilazol * Thiram
. e Tridemorph
e Imazalil
 Diquat e Bromuro * Glifosato
. . e Glufosinato de
Herbicida e lon Diquat Amonio
* Diurin e Paraquat
Fuente: 2

22



2.2.4 Plaguicidas Organoclorados

Los plaguicidas organoclorados son solubles en grasa y estructuralmente compatibles con
los hidrocarburos aromaticos clorados, algunos de los cuales contienen elementos
quimicos como O (oxigeno), S (azufre) y un alto nivel de CI (cloro). Se localizan en
ambientes terrestres y acuaticos, tienen una alta durabilidad con una gran cantidad de
residuos y son altamente resistentes a la biodegradacion y se encuentran en la materia
organica®®. Los principales plaguicidas organoclorados son el DDT, BHC, Aldrina,

Dieldrina, Endrina, Heptacloro, Clordano y Toxafeno.

Debido a su rango de distribucién y dificultad de biodegradacion, estos contaminantes
representan una seria amenaza para la salud publica, debido a que pueden mantenerse por
muchos afios en el entorno?®, presentando efectos toxicos en organismos vivos y
quedando residuos en los cultivos y alimentos por lo cual la mayoria de estos plaguicidas
estan prohibidos en muchos paises?®. Son compuestos altamente toxicos que causan
deterioro a la salud como teratogénico (malformaciones embrionarias) y cambios en
diversas funciones metabolicas y reproductivas, si la exposicion al plaguicida ya consta

de un largo tiempo asi sea leve, puede ocasionar trastornos psiquiatricos®.
2.3 Normativas del uso de plaguicidas en Ecuador

Ecuador tiene tres convenios principales: el Codigo Orgéanico del Ambiente, las
Resoluciones de la Agencia de Regulacion y el Control Fito y Zoosanitario de
Agrocalidad; estos convenios tienen la finalidad de regular y controlar el manejo de
plaguicidas y sustancias que requieran supervision®t. Por consiguiente algunos de los

reglamentos y guias para el uso correcto de los plaguicidas son:
e Reglamento Registro Sanitario Plaguicidas uso doméstico, industrial®2.

e Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2078:2013 Plaguicidas y Productos
afines de uso agricola. Manejo y disposicién final de envases vacios tratados con

triple lavado®®,
e INEN GUIA DE PRACTICA GP52 para el uso y manejo de herbicidas®.

e Resolucion N° 2075 Manual Técnico Andino para el Registro y Control de

Plaguicidas Quimicos de Uso Agricola®®.
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2.3.1 Plaguicidas prohibidos y restringidos en Ecuador

Los plaguicidas que quedaron restringidos en el afio 1992, fueron el Aldrin, Dieldrin,
Endrin, Toxafeno, Galecrom, el DDT, DBCP y otros, estos plaguicidas fueron prohibidos
por causar deterioro a la salud, son productos nocivos®. Por ejemplo, el Aldrin y el
Dieldrin son plaguicidas organoclorados que fueron usados para evitar y controlar los
insectos pero causaron deterioro a la salud, debido a que actuaron como veneno

estomacal®’.

Los productos que causaron deterioro al medio ambiente por ser toxicos y quedaron
prohibidos desde el afio 1992 fueron: Methyl Parathion, Dietlyl Parathion, Ethyl
Parathion y Dinoseb, son plaguicidas organofosforados que se disuelven con facilidad en
grasa y libera su toxicidad de forma lenta por lo que puede permanecer en el suelo, plantas

y superficies cercanas al ambiente3®,

En el afio 1999, los productos que fueron prohibidos son el Aldricarb, Temik que en
especial se lo utilizd para el control de insectos, acaros y para nematodos que pueden
aparecen en las plantaciones de banano y evitan el crecimiento y desarrollo del cultivo.
Pero sus residuos en el agua generan contaminacion, causando dafios a la salud y en los

alimentos®,

Los plaguicidas como el Captafol, Fluroactamida, HCH, Hexaclorobenceno,
Pentaclorofenol en el afio 2005 de acuerdo con la Resolucion N° 015 quedan prohibidos,
debido a que pueden mantenerse en el aire durante mucho tiempo y causar efectos
adversos a la salud. Por ejemplo el HCH puede empezar como un dolor de cabeza,

pueden alterar los niveles hormonales a los trabajadores que manipulan el plaguicida®.

Para el afio 2011, el Endosulfan plaguicida organoclorado y sus mezclas quedaron
prohibidas y fue eliminada de la lista de plaguicidas registrados, debido a que es
altamente toxico®. En el 2013, el plaguicida Carbofuran quedé prohibido por ser nocivo
para el ambiente y deteriorar la salud; a excepcion de personas que se encuentren en
Agrocalidad, el uso sera permitido solo si es del 10% granulado adecuado para cultivos
de bananos para el control de Radopholus similis, asi aumentando su rendimiento en el
cultivo y la calidad de la produccién, pero las personas tendran 180 dias para registrar

este pesticida de acuerdo con la Norma Andina®4°,
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Los plaguicidas Metamidofos y sus mezclas, el Alaclor en el afio 2015, quedaron
restringidos por ser nocivos para la salud y el medio ambiente, en el afio 2017 quedo
prohibido Trichlorfon y sus mezclas. En el afio 2019, de acuerdo con la Norma Andina
y PQUA (Plaguicidas quimicos de uso agricola) los plaguicidas Carbendazim y

Bemomuyl y sus mezclan quedaron prohibidas, causando toxicidad hepatica®%.

2.4 Manejo de plaguicidas utilizados en las bananeras tradicionales

La actividad bananera, es dirigida a la produccion y exportacién de la fruta, debido a
esto se aplican los plaguicidas para controlar plagas y enfermedades. Las bananeras son
especialmente vulnerables a la infestacion, dado que los cultivos son en areas tropicales
creando condiciones favorables para las plagas*. La aplicacion de plaguicida se da por
via aérea y via terrestre, para la via aérea se dan cada 12 a 15 dias aproximadamente y

la aplicacion via terrestre si son necesarias se dan cada mes.

La Sigatoka negra disminuye el rendimiento del 50% al 35% del cultivo y calidad de la fruta,
esto impulsa la maduracién anticipada*’. La contaminacion que provoca el empleo
frecuente de agroquimicos en las haciendas donde solo se produce un solo cultivo sigue
estando presente para la industria bananera. Existen tres tipos de biodegradaciones de
los plaguicidas como la degradacion a través de hongos y bacterias, la degradacion por
reacciones quimicas en el suelo y la degradacion de plaguicidas por la luz solar o

conocida como fotodegradacion®.

Los riesgos ambientales y sociales que se tienen por la aplicacion de plaguicidas en el
sector bananero, significan un alto costo de produccién para los productores, debido a
que se requiere implementar estrategias para minimizar el uso de pesticidas y actualizar

los conocimientos de quienes los manipulan®.

2.5 Impacto ambiental por el uso de plaguicidas

Cuando se hace referencia al uso de plaguicida se enfoca a la existencia de una
problematica en el medio ambiente que debe ser solucionada, los plaguicidas son
utilizados en la produccion agricola para el mantenimiento y control de enfermedades
en el cultivo y su vez evitar pérdidas y maximizar ganancias, los plaguicidas son muy
pesados y contienen diversas impurezas y la gran parte de los residuos del mismo
provocan la contaminacién de los cuerpos de agua ya sea rios, lagunas, canales, entre

otros®.
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Estos pueden afectar al ecosistema seriamente, pueden ser volatiles y pueden llegar de
un lugar a otro impactando al medio ambiente afectando su funcionabilidad a
organismos animales en sus diferentes habitats y causar dafios a la salud de las

personas®#4,

El tiempo de vida util de un plaguicida es de horas, dias o0 afios por lo cual pueden
permanecer durante mucho tiempo en el ambiente, es usualmente tdxico si se lo usa

con mayor frecuencia.

2.6 Contaminacion de las aguas por el uso de plaguicidas

La contaminacion del agua por el uso de estos plaguicidas pueden generar deterioro a
la salud, estas aguas pueden llegar de diversas maneras y pueden tener contaminantes
organicos persistentes como los plaguicidas organoclorados, los bifenilos policlorados
y otros, estos no se eliminan del cuerpo del agua completamente y pueden mantenerse,

debido a que su eliminacion puede ser compleja por tratamiento convencional.

Otra forma se da a través de la alimentacion mediante filtraciones que pueden existir
ubicandose en aguas subterranea o superficiales, contaminando zonas agricolas y
ganaderas que se encuentren cerca®®. Todas estas formas indirecta o directa de
contaminacion a los recursos hidricos por el uso de plaguicidas, toman mucho tiempo
en degradarse y las sustancias o componentes activos pueden provocar efectos adversos

a organismos acuaticos, debido a su exposicion prolongada®’.

Por otro lado, los plaguicidas que se encuentran presentes en el agua potable, tienen
caracteristicas relevantes como el olor y sabor que no son apropiados para el consumo,

sin importar que la concentracion de estos plaguicidas sea minima®.

2.7 Caenorhabditis elegans

2.7.1 Caracteristicas generales

El nematodo Caenorhabditis elegans en la terminologia etimoldgica significa Caeno
(nuevo), habditis (varilla) y elegans (bonita). Usado eventualmente en modelos
biolégicos como bioindicador, se mantiene en temperaturas templadas, su alimentacion
es de la bacteria intestinal conocida como E. coli, Bacillus subtilis y Saccharomyces

cerevisaie.
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Este nematodo tiene un tamafio que oscila los 1 mm de longitud y su diametro
aproximado de 70-80 um, contiene células somaticas entre 1000 y 2000 células, existe
el macho y la hermafrodita,la hermafrodita ofrece ventaja por ser una de las mas
abundantes, su reproduccién es por autofecundacién y habitualmente se generan

hermafroditas*®4°.

La produccion de los nematodos machos es cruzada, lo que generan las hermafroditas
y ademas de machos, tiene caracteristicas peculiares como la forma y color de su
cuerpo, se denota que su cuerpo es trasparente lo cual hace facil la distincién de las
células y o6rganos, esto se lo puede visualizar de la mejor manera con el uso de las
técnicas adecuadas y la ayuda de un microscopio, no representa riesgo biologico y su
ciclo de vida es corto*®. Este nematodo es utilizado como modelo para el estudio
toxicoldgico en donde se realizan pruebas analiticas para la determinacién de la calidad

de cuerpo de aguas®®.

2.7.2 Ciclo devida

El ciclo de vida del nematodo C. elegans en el laboratorio se lo mantiene a temperatura
adecuadas a 20°C aproximadamente de tres a cuatro dias. Al tercer dia comienza el
estado embrionario, al cuatro dia el nematodo esta en larvario de L1 a L4, para asi poder
estar en su estado de adultez, por cada estado que atraviesa este nematodo es para
sintetizar nueva cuticula®. Una vez que este llega al estado de adultez, entrara a un
estado de letargo y empieza su etapa de fertilidad, es decir que ocurre en su cuarto dia
y su supervivencia oscila alrededor de los 10 a 15 dias y su produccion puede ser de
hasta 300 embriones, si se llega a reproducir con un macho esta cantidad de embriones

puede incrementar®?.

El desarrollo del nematodo en el Gtero es aproximadamente de 150 minutos y en su
primera division su duracién es de 40 minutos, luego sigue con la gastrula, el coma, el
pliegue 1,5, el pliegue 2, el pliegue 3 y luego de eso comienza la eclosion a L1 con un
tamario de 250 um después de 12 horas empieza la muda L1/L2, la L2 su tamafio es de
360 -380 um, ademas de L2 luego de 13 horas la Daurer que mide aproximadamente

400 um, si se sigue con la L2 luego de 8 horas se da lo que es la muda L3/L3.
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Donde L3 mide de 490 — 510 um y pasa a lo que la L4 luego de 8 horas y mide de 620—
650 um, después de 10 horas para a joven adulto el cual mide 900 — 940 um . Por ultimo
transcurrida las 8 horas para a lo que es adulto hermafrodita el que mide 1100 — 1150
um. Estas condiciones ocurren cuando el C. elegans esta desarrollandose a

temperaturas de 22°C5253,

Es decir, la primera division celular que ocurre se da aproximadamente luego 40
minutos en donde se efectla la fecundacion, posteriormente ocurre lo que es la
fertilizacion luego de 150 minutos y por ultimo la fase de gastrula donde se encuentran

con alrededor de 30 células®?.

2.7.3 Caenorhabditis elegans como modelo de estudios toxicoldgicos.

Para la valoracion de la toxicidad de descargas de agua, se la realiza por medio de
ensayos o también denominados bioensayos, estos presentan ciertas ventajas debido a
que son econdémicamente rentable, se proceden a tomar muestras de agua para
posteriormente continuar con sus analisis e identificar los efectos tdxicos que se pueden
presentar, aplicando técnicas analiticas para la calidad de agua, el nematodo se lo usa
para conocer la toxicidad basados en la letalidad® la manipulacion, mantenimiento de

este nematodo es facil y su ciclo de vida es corto (méaximo de 3 dias).

Este nematodo se lo utiliza para analizar los riesgos potenciales de plaguicidas que
pueden contener As, Co, Cr, Ni y Pb y de otras sustancias quimicas®, se utiliza el
nematodo Caenorhabditis elegans, por tener la capacidad de predecir las respuestas
toxicas y una de las ventajases el tiempo y espacio que se requiere para el manejo de
este nematodo®®.

Uno de los estudios toxicoldgicos que se generan a partir del nematodo Ceanorhabditis
elegans es el mecanismos de toxicidad de plaguicidas, porque existen mas de cien tipos
de plaguicidas que cuenta con ingredientes activos e ingredientes inertes que se aplican
enel sectoragricola, estos nematodos ayudan para la deteccion toxicologica que se utiliza
en la locomocion, debido a que no son biodegradable y cumple con su objetivo de
eliminacion de plagas, pero como consecuencias el deterioro del medio ambiente en lo

que viene incluido la fauna y principalmente las especies marinas ejemplos, peces®” .
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Para el estudio de toxicidades letales combinadas de pesticidas con estructuras
similares a Caenorhabditis elegans no son necesariamente aditivos de
concentracion, en dicho estudio se requirio de tres tipos de pesticidas como lo son
los organofosforados, dos carbamatos y dos neonicotinoides con estructuras
similares para realizar una comparacion con el nematodo y asi analizar la toxicidad

en microplacas y su letalidad a diferentes concentraciones de dichos pesticidas®.

A fin de evaluar la toxicidad los criterios que en su mayoria evalta son la letalidad,
parametro de locomocidn, crecimiento, reproduccién y morfologia. El nematodo C.
elegans es usado principalmente en toxicologia predictiva una de las &reas
potenciales menos exploradas son la de regulacion Epigene-c, toxicidad
mitocondrial, respuesta inmune innata; otra de las areas son el C. elegans con
concordancia demostrada como el envejecimiento, aneuploidia, clasificacion LD50,

neurotoxicidad y el crecimiento y desarrollo®.
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CAPITULO 111

2 METODOLOGIA
3.1 Tipo de investigacion

En el presente trabajo de investigacion se aplicd procedimientos y métodos que han sido
empleado en otros trabajos recopilado de varias revistas cientifica, por lo cual pertenece

a un trabajo cuasi experimental.

3.2 Identificacién de variables

3.2.1 Variables independientes

e Concentracion del compuesto organico en las bananeras
e Lugar de obtencion de la muestra
e Puntos de obtencidn de la muestra

e Tiempos de produccion

3.2.2 Variable dependiente

¢ Mortalidad del nematodo C.elegans

3.3 Poblacion y muestra

3.3.1 Poblacion

Agua de la Hacienda La Herrera, en el Canton Pasaje, perteneciente a la provincia de El

Oro.

3.3.2 Muestra

Las muestras de descargas de agua fueron tomadas de la Hacienda en tiempos de
embarques en diferentes momentos, es decir, muestra 1 al inicio del embarque en el
primer lavado del banano, muestra 2 corte del cluster y segundo lavado en piscina,

muestra 3 descarga de agua en el canal de riego de la bananera.
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3.4 Materiales, equipos y sustancias

3.4.1 Materiales del laboratorio

e Cajas Petri

e Probeta

e Tubos de ensayo

e Vasos de precipitacion
e Frasco de vidrio &mbar de 500 ml
e Micropipetas

e Micro puntas

e Espatula

e Lampara de alcohol

e Lampara ultravioleta

e Tubo falcon de 15 ml
e Pipetas Pasteur

e Asa de platino

3.4.2 Equipos

e Estufa

e Centrifuga marca Dynac

e Incubadora

e Potenciometro

e Autoclave modelo YX -18 LM
e Balanza Analitica

e Refrigerador

e Espectrofotdmetro VIS DR 1900

3.4.3 Reactivos

e Medio K
e AgarK
e Agua destilada
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e Alcohol industrial

e Alcohol potable

e Peptona

e Colesterol
e NaCl

e NaOH

e MgSO4

e CaCly

e HCIO

3.4.4 Material bioldgico

e Nematodo Caenorhabditis elegans cepa N2, N3 y N4
e Escherichia coli OP50

3.5 Técnicasy Métodos

3.5.1 Recoleccion de muestras de agua

Se procedio a la recoleccion de las muestras en la bananera, la primera muestra es la del
lavado del banano cuando comienza el embarque, la segunda muestra es después del
cluster en su segundo lavado dentro de la piscinay la tercera muestra fue tomada del canal
del agua que se encuentra dentro de la bananera. En total se hizo la recoleccion de 3

muestras, en la hacienda Herrera dentro del Canton Pasaje.

Estas muestras fueron tomadas como lo establece la Norma INEN 2169:2013 en botellas
ambar en este caso fueron las botellas de vidrio de aspecto oscuro, debido a que ayuda en
la reduccion de las acciones foto sensitivas, una vez obtenida estas muestras hasta ser
transportadas al laboratorio se conservé en hielo y en refrigeracion una vez que las

muestras llegaron al laboratorio esta se preservan a -10°C®,

3.5.2 Equipo Analitico

Para la identificacion de los plaguicidas organoclorados se lo realiza con ayuda de un

Cromatografo de Gases.
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3.5.3 Analisis de la muestra

Las tres muestras de agua de distintos sitios dentro la bananera se desea encontrar si existe
presencia de plaguicida organoclorado para lo cual se utilizé el cromatografo de gases a
una temperatura de 5°C que se lo realiz6 en colaboracion con la Escuela Politécnica
Nacional en el Centro de Investigacion y Control Ambiental en CICAM — Quito usando
el método de referencia de EPA 8270D. Rev. 2007 y EPA 3510C. Rev. 1996.

3.5.4 Preparacion de los medios
Medio K

El medio K es una solucion salina que le brinda éptimas condiciones al C. Elegans para
el traspaso y es muy utilizado en la elaboracion de investigaciones. Para la preparacion
dependeré de la cantidad que se va a necesitar lo cual se presentara a continuacién. La

preparacion del Medio liquidd K se lo realizé mediante las normas protocolo de la CGC®2,

Tabla 4 Cantidad de reactivos que se utilizaron para la obtencion del Medio K en 500
mly 1000 ml

KCI NaCl
500ml 1.18g 1.5¢
1000ml 2.369 39

Fuente: Autores

Procedimiento para la preparacion de medio K

e Colocar en el Erlenmeyer la cantidad requerida de NaCl y KCl
e Agregar el Agua mili Q
e Cubrir la superficie del Erlenmeyer con papel aluminio.

e Colocar en la autoclave por 1 hora.

Proceder a dejar enfriar y luego rotular nuestro recipiente.
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Agar K

Cultivo el cual ayuda al crecimiento y procura establecer que el nematodo permanezca en
condiciones adecuadas. Para su preparacion se utilizara cierta cantidad de compuesto

dependiendo del volumen a obtener®2,

Tabla 5 Cantidad de reactivos que se agregan para la preparacion del Agar K en 500 y
1000 ml

KCI NaCl Peptona Agar
500 ml 1.18¢ 159 1.25¢ 85¢g
1000ml 2.36¢ 39 25¢g 179

Fuente: Autores
Procedimiento para la preparacién del Agar K.

e Colocar en un Erlenmeyer la cantidad de cada compuesto segin los ml que
deseamos obtener para posteriormente homogeneizar.

e Con el papel aluminio tapar el Erlenmeyer mientras procedemos a calentar la
muestra.

e Poner a la autoclave por 1 hora.

e Dejar enfriar.
Traspaso del Agar K a la caja Petri

e Esterilizar las cajas Petri y la zona de trabajo.

e Verter aproximadamente 20ml de la solucion a las cajas Petri.

e Dejar enfriar las cajas Petri y para evitar contaminacion de las placas, sellamos
con parafinas.

e Rotular y colocar en refrigeracion.
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3.5.5 Mantenimiento del nematodo Caenorhabditis elegans

De acuerdo con la metodologia de los autores Parada, Gualteros y Sdnchez y otros autores
de otra investigacion como Garcia, Gonzalez, Atariguana y otros hacen referencia el
mantenimiento del nematodo es muy facil de realizar en el laboratorio y sobre todo a muy
bajo costo. En condiciones de laboratorio normalmente su alimento son las cepas de la
Escherichia coli no patdgenas®®. Se procede a los siguientes pasos para poder llevar su

mantenimiento.

e Escoger una de las cajas Petri con el Agar K que anteriormente se preparo.

e Agregar aproximadamente al menos 5 gotas de alimento Escherichia coli OP50
con un lapso de tiempo de 48 horas

e Observar con la ayuda de un Espectrofotometro la caja Petri que presente mayor
cantidad de nematodos.

e Colocar en un tubo falcon con el medio K 15ml de para posteriormente llevarlo a
una centrifugadora a 2200rpm por dos minutos.

e Dejar decantar durante 5 minutos en hielo y al final removemos el sobrenadante.

e Transferir en una caja Petri para obtener un adecuado crecimiento del C.

Elegans®.

3.5.6 Sincronizacion

Para esta investigacion unas de las metodologias usadas hacen referencia a la de Garcia,
Gonzélez, Atariguana y otros, en el cual es necesario sincronizar los nematodos para
poder obtener una poblacion desarrollada al mismo tiempo con el fin de obtener

resultados validos en su mortalidad.

e Observar y seleccionar las cajas Petri que presenten huevos de los nematodos.

e Traspasar a un tubo falcon de 15 ml los huevos y nematodos con el medio K.

e Centrifugar a 2200 rpm durante dos minutos.

e Dejar reposar en hielo por cinco minutos y eliminar el sobrenadante.

e Afadir 10 ml de solucion Bleach.

e Agitar levemente por lapso de 6 minutos, posteriormente colocamos en el
centrifugador a 2 minutos a 2200 rpm.

e Desechar el sobrenadante hasta obtener el precipitado.
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e Afadir medio K al tubo falcén de 15 ml y agitar.

e Centrifugar a 2200 rpm durante dos minutos.

e Dejar reposar en hielo por cinco minutos y eliminar el sobrenadante hasta dejar 2
ml.

e Afadir 5ml de medio K.

e Centrifugar a 2200 rpm durante dos minutos.

e Dejar reposar en hielo por cinco minutos y eliminar el sobrenadante hasta dejar 2
ml.

e Afadir a las cajas Petri anteriormente preparadas con el respectivo sustrato para

los nematodos®.

3.5.7 Ensayo de Mortalidad

Para los ensayos de mortalidad se utilizé la referencia el estudio de los autores Parada,
Gualteros y Sanchez, por lo cual se emplea los nematodos L4 previamente sincronizados.
El traspaso del C. Elegans se realizo a las placas de polipropileno de 24 pocillos con la
ayuda de la asa de platino. Se realiz6 un anélisis por triplicado al 100, 50 y 25% de
concentracion de la muestra y un cuarto analisis en blanco con medio K, a cada analisis
se le agrego 15 nematodos y la lectura de los organismos fue en el lapso de 8, 24, 48y 72

horas para poder observar el tiempo de mortalidad®®,
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CAPITULO IV

4 RESULTADOS Y DISCUSION

Cuadro 1. Mortalidad CL50 de Caenorhabditis Elegans en muestra #1 Hacienda "La

Herrera"

Ensayo de Mortalidad

Muestra #1 Lavado de Banano

Tiempo de Exposicion

% 8h 24h 48h 72h
Concentracion | Expuestos
M|V | %MT V | %MT V | %MT V | %MT
25 15 0115 15 15 15
25 15 015 15 15 14
- - - 4,44
25 15 015 15 15 14
50 15 015 15 14 13
50 15 015 14 14 13
i 2,22 6,66 13,33
50 15 015 15 14 13
100 15 1114 14 13 12
100 15 1|14 14 13 13
6,66 6,66 13,33 15,55
100 15 114 14 13 13
Blanco 15 0115 15 15 15
Blanco 15 015 15 15 15
Blanco 15 0115 15 15 15

Fuente: Autores
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Andlisis. Cuadro 1

Para los ensayos de mortalidad, se utiliz6 15 nematodos Caenorhabditis Elegans para los
cuales fueron expuestos a diferentes concentraciones (25, 50, 100%) en tiempos de 8, 24,
48 y 72h en muestras de aguas del lavado del banano. En el cuadro #1 la tasa de
mortalidad del C. Elegans a concentracidn del 25% no presentd cambios en las primeras
48 horas, sin embargo a las 72 horas su mortalidad fue de un 4,44%. Para la concentracién
del 50% no presentdé mortalidad en 8 horas, en 24 horas dio una mortalidad del 2,22%
mientras que a las 48 horas aument6 a un 6,66%, finalmente a las 72 horas alcanzé el
13,33% de mortalidad. En la concentracion al 100% present6 mortalidad del 6,66% en 8
y 24 horas, en 48 horas logré aumentar al 13,33 para finalmente a las 72 horas alcanzar

la mayor mortalidad del 15,55%.
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Cuadro 2 Mortalidad CL50 de Caenorhabditis Elegans en muestra #2 Hacienda "La

Herrera"

Ensayo de Mortalidad

Muestra #2 Piscinas

Tiempo de Exposicion

% 8h 24h 48h 72h
Concentracién | Expuestos
V |%MT [M| V [%MT M| V | %MT [M | V | %MT
25 15 15 015 0115 0115
25 15 15 015 0115 014
25 15 15 015 0115 014
50 15 15 015 0115 113
50 15 15 0|15 ~ |0]15 114
- 2,22 6,66
50 15 15 015 1114 1(14
100 15 14 1(14 1114 3112
100 15 15 1(14 1114 2 (13
4,44 6,66 6,66 17,77
100 15 14 1(14 1114 3112
Blanco 15 15 0115 0115 015
Blanco 15 15 015 0115 0115
Blanco 15 15 0115 0115 015

Fuente: Autores
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Analisis. Cuadro 2.

En el cuadro #2 no presenté mortalidad del C. Elegans en concentracion del 25% en las
72 horas. Para el 50% de concentracion presenté mortalidad del 2,22% a las 48 horas,
mientras que a las 72 horas aumentd al 6,66%. En concentracion de muestra del 100%
logré presentar un 4,44% de mortalidad en 8 horas y fue aumentando con el tiempo, para
las 24 y 48 horas ya presentaba un 6,66%, a las 72 horas present6 la mayor mortalidad de
la muestra obteniendo un 17,77%.
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Cuadro 3 Mortalidad CL50 de Caenorhabditis Elegans en muestra #3 Hacienda "La

Herrera"

Ensayo de Mortalidad

Muestra #3 Canal de Riego.

Tiempo de Exposicion

Conce(r)ﬁracic’)n Expuestos 8h 24h 48h 72h
M|V |%MT | M| V %MT | M| V %MT V | %MT
25 15 0|15 0|15 0|15 14
25 15 o[15| = |o|15| ~ |0 |15 14| &6
25 15 0|15 0|15 0|15 14
50 15 0|15 0|15 114 14
50 15 0|15 = |o|1s5] = [1]14] 888 14| 666
50 15 0|15 0|15 2|13 14
100 15 0|15 2|13 3|12 12
- 13,33 15,55 20
100 15 0|15 2|13 2|13 12
100 15 0|15 2|13 2|13 12
Blanco 15 0|15 0|15 0|15 15
Blanco 15 0|15 ~ [0]15 0|15 15
Blanco 15 0|15 0|15 0|15 15

Fuente: Autores
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Analisis. Cuadro #3

En el cuadro #3 la muestra del canal del riego presenté mortalidad del 6,66% con la
concentracion del 25% en el tiempo de exposicion de 72 horas. Para la concentracion del
50% a partir de las 48 horas presento el 8,88% de mortalidad y las 72 horas disminuyo al
6,66%. Con la concentracion del 100% se presentd mortalidad en el tiempo de exposicion
de 24, 48 y 72 horas y los resultados de mortalidad son de 13,33%, 15,55% y 20%

respectivamente, siendo el 20% de mortalidad mas elevado en esta muestra.

Pese a la baja concentracion de compuestos organoclorados (0,005mg/l) presentes las tres
muestras, el mismo se encuentra dentro de los limites permisibles establecidos por
Tulsma, Libro VI Anexo 1%. Se debe aclarar que el pesticida utilizado por la bananera
(Aldrin) esta prohibido a nivel nacional por su alto nivel de toxicidad y por la afeccion
directa al metabolismo humano causando enfermedades cronicas como la diabetes tipo

2% ademas de afecciones al corazon, Parkinson y Alzheimer®’.

Cuadro 4 Valores de CL50 e intervalos de confianza al 95% para la muestra# 1 Hacienda

Herrera.
Concentracion letal LC Inferior 95,0% LC Superior 95,0%
media (CL50)
166,958 137,402 224,739

Figura 1. Gréfica Probit con intervalos de confianza del 95% para mortalidad (72h) de

C. Elegans y concentraciones de la muestra de agua #1 Hacienda La Herrera.

Probit(MUERTOS/EXPUESTOS)
con intervalos de confianza del 95,0%

99,9 7 T T T ]
MUESTRA=1=0

porcentaje acumulado

| 1
0 20 40 60 80 100
CONCENTRACION
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Cuadro 5. Valores de CL50 e intervalos de confianza al 95% para la muestra de agua #2

Hacienda la Herrera.

Concentracion letal
media (CL50)

LC Inferior 95,0%

LC Superior 95,0%

158,878

131,251

212,711

Figura 2. Gréfica Probit con intervalos de confianza del 95% para mortalidad (72h) de

C. Elegans y concentraciones de la muestra de agua #2 Hacienda La Herrera.

Probit(MUERTOS/EXPUESTOS)

con intervalos de confianza del 95,0%

99,9

porcentaje acumulado

0,1 =,

MUESTRA=2=0

1
0 20

40 60 80
CONCENTRACION

Cuadro 6. Valores de CL50 e intervalos de confianza al 95% para la muestra de agua #3

Hacienda la Herrera.

Concentracioén letal
media (CL50)

LC Inferior 95,0%

LC Superior 95,0%

166,711

137,183

224,478
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Figura 3. Gréfica Probit con intervalos de confianza del 95% para mortalidad (72h) de

C. Elegans y concentraciones de la muestra de agua #3 Hacienda La Herrera.

Probit{tMUERTOS/EXPUESTOS)
con intervalos de confianza del 95,0%

99,9 T T T T T |
MUESTRA=3=0

porcentaje acumulado

L .
0 20 40 60 80 100
CONCENTRACION

En las figuras (1, 2 y 3) se dan a conocer mediante las graficas Probit, los valores que
pertenecen al CL50 de las tres muestras de agua de la Hacienda la Herrera evaluadas en

un tiempo de 72 h, con un intervalo de confianza del 95%.

Con la obtencion de las graficas se ha demostrado que el efecto tdxico de los pesticidas
aplicados en las bananeras estan por debajo de la normativa nacional, las muestras que
presentan una mayor toxicidad para el C. Elegans se dio en un tiempo de 72 horas para
las tres muestras con una letalidad del 166,958; 158,878; 166,711.
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DISCUSION

Los nematodos fueron expuestos a concentraciones de 25, 50 y 100% de la muestra
extraida, se tomaron lecturas en tiempo de 8, 24, 48 y 72h para poder registrar su
supervivencia. Se pudo evidenciar un CLs, una ligera diferencia de mortalidad entre las
muestras (1 y 3). De acuerdo con las muestras de aguas analizadas la concentracion del
compuesto organoclorado como es el Aldrin, alcanz6 concentraciones bajas (<0,005) que
esta dentro de los limites permisibles establecido por Tulsma, Libro VI Anexo 1. Es por

esto que presentd una baja mortalidad en los nematodos.

De acuerdo con Marquez, Cardenas y Guevara demostré que el estudio acerca de los
plaguicidas organoclorados en aguas y sedimentos, sefialaron que el plaguicida
organoclorado (Aldrin) puede absorberse por el sedimento y una vez alcanzado su
saturacion, ocurre la desorcion quimica liberando el compuesto al agua a baja
concentracion, lo que indica que existe una mayor concentracién en el sedimento que en

el agua®®.

El Aldrin es un compuesto que a pesar de estar presente a bajas concentraciones puede
causar dafios irreversibles a los humanos y animales. Otro estudio realizado por el
Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo para comprobar la toxicologia a
la exposicion del Adrin, comprobd que una muestra analizada que presente un CLs, 150
a 1250 (mg/kg) puede causar toxicidad aguda a los animales. Se demostr6 que en ensayos
a humanos causan dafios a largo plazo con concentraciones de 1 a 3 mg/m3dafiando el

higado, rifion y al sistema respiratorio®.
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CAPITULO V
5. CONCLUSIONES

Mediante el analisis de las tres muestras de aguas para la identificaciéon de los
plaguicidas organoclorados se obtuvo <0,005 mg/l los cuales se encuentran dentro
de los limites permisibles del Libro VI Anexo 1 del Tulsma, cabe hacer mencién
que este tipo de plaguicida son resistentes y se pueden mantener por mucho tiempo

en el entorno.

Se determind la concentracién letal media (CLsp) mediante los ensayos de
mortalidad usando el bioindicador C. elegans que se realizaron en las tres
diferentes muestras de agua en la actividad bananera con intervalos de confianza
del 95% con un tiempo de exposicion hasta 72 horas cuya letalidad para la primera
muestra es de 166,958 en la segunda muestra fue de 158,878 y la tercera de
166,711, es decir que se requiere una mayor concentracion a las que fueron

expuestas (100%) para lograr la mortalidad del 50% de los nematodos tratados.

Con los valores obtenidos de intervalos de confianza del 95% en las diferentes
muestras se puede identificar que no hubo diferencia significativa de la tasa de
mortalidad entre los resultados obtenidos, la muestra #1 representa el més alto
indice de toxicidad en comparacion a las otras 2 durante 72 horas de exposicion,
pero este resultado esta por debajo de los limites permisibles del efecto toxico de

aplicacion de plaguicidas.
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CAPITULO VI
6. RECOMENDACIONES

Se recomienda que los productores adquieran nuevas tecnologias que ayuden con
la calidad del agua como la implementacion de Agitacion, Aireacion y agentes
oxidantes como H202, los cuales resultan eficientes para la eliminacion de
contaminantes que aun se encuentren en el agua luego de terminar todo el proceso
de produccion de banano, para asi cumplir con los requisitos de una buena gestion

ambiental y social.

Para futuras investigaciones se deberia evaluar los sedimentos dentro y cerca de
las bananeras y en especial lo que estan cerca de los canales de riego, debido a
que estdn mas expuestas a contaminantes que pueden presentar dafios adversos a
largo plazo, para determinar CLso Se necesitard de un mayor porcentaje (100%)

de la muestra para demostrar la letalidad.

Se debera tener presente y exponer a los productores cuéles son los tipos de
plaguicidas que estan prohibidos y restringidos su uso, debido a que son nocivos
0 peligrosos en algunos casos para que conozcan que tipo de plaguicidas usan y

cudl sera la correcta manipulacion.
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ANEXOS
Anexos en el area de recolecciéon de muestras
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llustracion 2 Recoleccion de la muestra de la hacienda
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lustracion 3 Areas de recoleccién de las muestras

Anexos en el laboratorio

llustracion 4. Materiales usados para evaluar CL50 en muestras de agua usando C.

elegans de bioindicador
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lustracion 5. Muestras de aguas de la Hacienda la Herrera

llustracion 6. Reactivos usado para preparacion del medio K
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llustracion 8. Preparacién de las muestras en dilucion de 25%, 50% y 100%
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llustracion 9. Traspaso de C. elegans a muestra de agua

lustracion 10. Traspaso de C. elegans en las muestras de agua
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Anexos de la calidad de agua de usos agricola de acuerdo con Tulsma, Anexo I,
Libro VI

TABLA 6. Criterios de calidad admisibles para aguas de uso agricola

Limite
Parametros Expresado Unidad maximo
como
permisible

Aluminio Al mg/l 5,0
Arsénico (total) As mg/l 0,1
Bario Ba mg/l 1,0
Berilio Be mg/l 0.1

le Fralatos totales.

Y VI ANEXO 1

A

PRESIDIENCIA DE LA REPUBLICA
Limite
Parametros Fxpresadc Unidad maximo
como permisible
Boro (total) B mg/l 1,0
Cadmio Cd mg/l 0,01
Carbamatos Concentracion | mg/l 0,1
totales total de
carbamatos
Cianuro (total) CN’ mg/l 0,2
Cobalto Co mg/l 0,05
Cobre Cu mg/l 20
Cromo
hexavalente cr'® mg/l 0,1
Fluor 5 mg/l 10
Hierro Fe mg/l 50
Litio Li mg/l 25
Materia flotante visible Ausencia
Manganeso Mn mg/l 0,2
Molibdeno Mo mg/l 0,01
Mercurio (total) Hg mg/l 0.001
Niquel Ni mg/l 0,2
Organofosforad |Concentraciéon| mg/l 0,1
os (totales) de
organofosfora
dos totales.
Organoclorados | Concentracién| mg/l
(totales) de
organoclorado
s totales.

llustracion 14. Criterios de calidad admisibles para aguas de uso agricola
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