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Resumen

En el presente trabajo se abordan y analizan los resultados de la evaluacion
ecotoxicolégica en diferentes organismos bioindicadores del ambiente realizados al
bioplaguicida Tricosave-34, desarrollado por el Grupo Empresarial Labiofam para el
control de plagas producidas por algunos nematodos y hongos de varios cultivos. El
producto consistié en una mezcla sdlida granulada compuesta por sustrato inerte a base
de residuos de arroz (punta y cascara) y conidios de la Cepa A-34 de Trichoderma
harzianum Rifai. Se realizaron las evaluaciones a dosis unica en los organismos Lactuca
sativa, Poecilia reticulata, Physa cubensis, Apis mellifera y Eisenia foetida. Los principales
indicadores considerados en cada especie fueron mortalidad y signos subletales. Se
monitore6 cuando fue necesario la presencia y/o persistencia del hongo en el caso de
modelos en el medio acuatico o en el alimento en el caso de la abeja melifera. Se
demostro la persistencia y/o presencia de la forma de vida del hongo (conidios) en el
medio acuatico de peces y moluscos en ensayo y en el alimento de abejas meliferas. Los
resultados demostraron la seguridad del Tricosave-34 por la muy baja toxicidad, solo
demostrada en la especie Lactuca sativa y a concentraciones de conidios muy superiores
a las previstas para uso en agricultura. En las especies Poecilia reticulata, Physa
cubensis, Apis mellifera y Eisenia foetida no se demostr6 evidencia de toxicidad.
Considerando los resultados obtenidos se pueden realizar subsiguientes estudios de
seguridad que de forma légica son necesarios al ofrecer suficientes elementos de calidad,
eficacia y seguridad para la posterior conformacion del expediente de solicitud de registro

sanitario como bioplaguicida para su futura comercializacién y utilizacion en cultivos.

Palabras claves: Trichoderma harzianum, bioplaguicida, evaluacion ecotoxicolégica,

Poecilia reticulata, Physa cubensis, Apis mellifera, Eisenia foetida. Lactuca sativa.



Abstract:

The results of ecotoxicological assessment in different ecological organisms of microbial
pesticide Tricosave-34 are address and analize. This biopesticide was developed by
Labiofam for control pests and some nematodes starting from Trichoderma harzianum.
The product consisted of a solid mixture composed of inert granular substrate based on
rice residue (tip and peel) and conidia of the strain A-34 of Trichoderma harzianum Rifai.
Single dose evaluation in Lactuca sativa, Poecilia reticulata, Physa cubensis, Apis mellifera
and Eisenia foetida organisms were performed. The main indicators considered in each
species were mortality and sub lethal signs. Persistence of the fungus in the aquatic
environment of fish and mollusk and in food of honey bees was demonstrated. The safety
of Tricosave-34 was demonstrated due to a very low toxicity, only in Lactuca sativa at
concentrations much higher than those provided for agricultural use. In Poecilia reticulata,
Physa cubensis, Eisenia foetida and Apis mellifera any evidence of toxicity was not
demonstrated. Considering the results obtained we recommend developing subsequent
safety studies that are logically necessary to provide sufficient evidence of quality, efficacy
and safety for dossier application and licensing as a biopesticide for use in future marketing

and crops.

Keywords: Trichoderma harzianum, biopesticide, ecotoxicological assessment, Poecilia

reticulata, Physa cubensis, Apis mellifera, Eisenia foetida, Lactuca sativa.
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Estudios ecotoxicoldgicos en diferentes bioindicadores ambientales del bioplaguicida Tricosave-34

1. Introducciodn

La contaminacion antropogénica de ambientes naturales, independientemente de las
razones que la motiven, puede producir efectos negativos en organismos y ecosistemas. Los
agroquimicos, y en particular los plaguicidas, han llegado a ser una parte integral de los
sistemas modernos de agricultura, contribuyendo significativamente a mejorar el rendimiento
de las cosechas, pero a su vez han generado indeseables efectos en el medio ambiente
(Pimentel, 1998).

El uso de plaguicidas en la practica agricola es una prueba del efecto que tiene la “quimica”
sobre la “salud” de los compartimentos ambientales, la biota asociada y el ecosistema,
pues aunque permitié eliminar plagas de forma relativamente eficiente trajo aparejado
efectos desfavorables sobre la fauna beneficiosa. Son estos efectos los que catalizaron el
desarrollo de la toxicologia ambiental y con ello el desarrollo de pruebas que miden
indicadores de importancia ecologica en diferentes taxas.

Una de las vias de reducir el empleo de plaguicidas quimicos es la introducciéon de
microorganismos ya que como componentes naturales del ambiente, con amplia diversidad
y posibilidad de crear epizootias, logran mantener las plagas y enfermedades por debajo del
umbral de dafo. En este grupo los hongos sobresalen por sus potencialidades, sin embargo,
el uso en la practica agricola se ve limitada por el insuficiente conocimiento de su modo de
accion, la produccion de metabolitos, los eventos que afectan su actividad y la seguridad de
Su uso.

No obstante, la introduccion de cualquier organismo viviente en el ambiente es a menudo un
paso irreversible por lo que debe hacerse con cautela, para que el organismo no interfiera
con el funcionamiento natural de otros agentes de control de plagas, y/o cause toxicidad en
las especies no-diana que cohabitan en el ambiente. De ahi que, la seguridad de los hongos
utilizados en el control biolégico deba ser considerada a todos los niveles, sobre todos los
miembros del ecosistema y sobre el ecosistema mismo (Hajek y Goettel, 2000).

Los plaguicidas de origen bioldgico, generalmente proporcionan una opcion medioambiental
benigna para el control de plagas, pero eso no significa que estan libres de riesgos para la
salud y el ambiente. De hecho, los microorganismos de estos preparados, ademas del
efecto para organismos no-diana (toxicidad, patogenicidad, desplazamiento competitivo y

alergenicidad), pueden tener el riesgo de infectar vertebrados e invertebrados. Es
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indiscutible que el conocimiento de los posibles efectos téxicos, debe ser considerado como
requisito para el registro y utilizacion de cualquier bioplaguicida.

El amplio rango de sensibilidades de las diferentes especies de organismos hace
recomendable utilizar una serie de especies en las evaluaciones de toxicidad ambiental.
Antes de 1996, los métodos de evaluacién de los microorganismos estaban basados en los
protocolos de los plaguicidas quimicos; no obstante estos tenian limitaciones que
conllevaron a la adopcion de un nuevo sistema (Serie OPPTS 885 de la Agencia de
Proteccion Ambiental-EPA) que refleja una mejor comprension de los datos necesarios para
los productos microbianos.

Nuestro pais no esta ajeno a esta problematica por lo que ha adoptado metodologias
establecidas en guias de paises europeos o de la Agencia para la Proteccién Ambiental (por
las siglas en inglés EPA) de los Estados Unidos para evaluar el impacto ecotoxicolégico.
Este gran grupo de pruebas evalua efectos sobre organismos no-diana entre los que se
incluyen plantas, peces, artropodos beneficiosos, aves y mamiferos, aunque como es ldgico
siempre se aceptan otros organismos de los ecosistemas que potencialmente seran
expuestos, siempre que estén bien representados en dichos sistemas.

El biopreparado Tricosave-34 pertenece a esta categoria de compuestos pues su
componente activo es la cepa A-34 de Trichoderma harzianum Rifai, cuya aplicabilidad
como control biolégico se debe a sus acciones contra hongos fitopatégenos. Trichoderma
es un hongo filamentoso propio del suelo, capaz de adaptarse a varios ambientes
(Druzhinina, 2005) e interaccionar con raices, suelos y ambientes foliares (Ranasingh et al.,
2006; Reino et al., 2008) lo que condiciona que varias especies del género tengan
reconocimiento por su habilidad de incrementar el crecimiento y desarrollo de las raices, la
resistencia al estrés bidtico y la captacion y uso de nutriente (Ranasingh et al., 2006). Este
producto no tiene del todo caracterizado su ecotoxicidad e impacto ambiental.

Por ser Cuba un pais eminentemente agricola, no ha sido ajeno a la tendencia mundial a
incrementar la produccién y empleo de agentes fitosanitarios de origen quimico o bioldgico.
Importantes impactos ambientales recaen en este sector, demandando la busqueda racional
de compuestos ecoldégicamente mas compatibles. La transicién hacia métodos alternativos
de control, como aquellos basados en el control biolégico ha disparado la produccion y

aplicacién de bioplaguicidas y biofertilizantes.
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Hipotesis

Los estudios ecotoxicologicos del producto bioplaguicida Thricosave-34 permitiran conocer

sus posibles efectos sobre los ecosistemas acuaticos y terrestres como medida del impacto

ambiental al ser utilizado extensivamente en diferentes cultivos.

Objetivo general

1.

Evaluar la ecotoxicidad del Tricosave-34 sobre organismos de diferentes

compartimentos ambientales.

Objetivos especificos

1.

Determinar la toxicidad aguda del bioplaguicida Tricosave-34, sobre lombrices de
tierra.

Evaluar la toxicidad aguda infectividad oral en abejas Apis mellifera del bioplaguicida
Tricosave-34 (Trichoderma harzianum).

Evaluar la toxicidad aguda infectividad/patogenicidad en Physa cubensis del
plaguicida microbiolégico Tricosave-34 (Trichoderma harsianum).

Determinar la toxicidad aguda infectividad/patogenicidad en Poecilia reticulata
(Guppy) del plaguicida microbiolégico Tricosave-34 (Trichoderma harsianum).
Determinar la toxicidad aguda del bioplaguicida Tricosave-34, sobre la germinacion y

elongacion de la raiz en semillas de lechuga Lactuca sativa.
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2. Ecotoxicologia
2.1 Situacion actual, medio ambiente y cuestiones toxicoldgicas

La preocupacion sobre los posibles efectos ecoldgicos de los contaminantes comenzé a
expandirse entre los afios 1950 y 1960. Es asi que surge la ecotoxicologia, como ciencia
que estudia los efectos ecoldgicos de los contaminantes, con particular énfasis en la
toxicidad directa sobre los organismos y las alteraciones del medio ambiente en el cual viven

estos organismos (Truhaut, 1986).

Los contaminantes quimicos generados y vertidos al ambiente pueden causar efectos muy
variados, ya sea sobre los organismos aislados (efectos téxicos), o sobre los ecosistemas y
el equilibrio ambiental general (efectos ecotéxicos) los cuales pueden ser inmediatos o a
largo plazo y afectar generaciones posteriores. Asi como efectos adversos de tipo estético,
econdmico, social y politico. Por lo general ocurren en lugares cercanos a la fuente de
contaminacion (efectos microambientales). También pueden ocurrir en sitios remotos y

tienen mayormente implicaciones globales (efectos macroambientales).

La evaluacion medioambiental es un concepto de gran importancia y a la vez muy complejo.
Son muy numerosos los métodos existentes para llevar a cabo el muestreo y el analisis de
muestras ambientales, recurriéndose habitualmente a criterios internacionales de origenes
diversos. La evaluacién implica la utilizacion de numerosas herramientas con el objetivo
ultimo de conocer y valorar una situacién, permitiendo el posterior planteamiento de
actuaciones. Los métodos concretos y técnicas mas usadas en la determinacion de los
parametros mas significativos en el analisis medioambiental son los métodos fisico-quimicos
y los métodos bioldgicos Dentro de los métodos fisico-quimicos se emplean técnicas

quimicas y técnicas instrumentales.

Por métodos bioldgicos de analisis medioambiental podriamos entender todos aquellos
métodos que emplean organismos vivos o elementos de éstos con el fin de evaluar la
contaminacion de un entorno concreto. Se pueden establecer tres grandes grupos de

ensayos bioldgicos:
- Ensayos toxicologicos.

- Exdmenes microbiologicos.
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- Andlisis bioldgico en sentido estricto

Los ensayos toxicolégicos tienen por objeto establecer los efectos desfavorables que
produce la dosis de un determinado residuo sobre un organismo concreto durante un tiempo
establecido. Los examenes microbioldgicos pretenden determinar la presencia en un medio
concreto de agentes peligrosos o potencialmente peligrosos para la salud humana. El
analisis biolégico de un entorno tiene por objeto establecer el tipo y estado en que se
encuentran las comunidades biolégicas que lo habitan, y de este modo poder evaluar la

calidad ambiental de dicho medio.

En este ambito, en las ultimas décadas se han incrementado las investigaciones con vistas a
elevar el control y la evaluacion toxicologica de estos productos, asi como al analisis de su
interaccion con el medio. Asi, ha surgido una nueva rama de la toxicologia, la
Ecotoxicologia, la cual se define como una ciencia que se ocupa del estudio de los efectos
toxicos de agentes quimicos y fisicos en organismos vivientes, ya sea animales o plantas,
en ecosistemas definidos o en parte de ellos (Truhaut, 1986).Teniendo en cuenta todos los
efectos potenciales, dentro de los grupos taxondmicos principales a ser considerados
cuando se quieren establecer criterios de riesgo terrestre se incluyen los invertebrados. La
actividad de los invertebrados es importante para la dinamica de los ecosistemas terrestres.
Las guias de ensayos con invertebrados incluyen especies representantes de los mas

importantes niveles tréficos y también contemplan rutas diferentes de exposicion.
2.2 Ecotoxicologiay evaluacion de riesgo ambiental

Las pruebas utilizadas para determinar el efecto toxico de las sustancias quimicas se han
enfocado tradicionalmente en el aspecto de la seguridad hacia el ser humano. Tales pruebas
son llevadas a cabo, invariablemente, usando especies sucedaneas que se supone se
aproximan a la respuesta humana. A través de varios afnos se ha acumulado suficiente
informacion confiable que provee datos que pueden ser extrapolados a la proteccién de la
salud humana. Esta informacion se basa en estudios que utilizan diferentes especies, tales

como ratones, ratas, conejos, perros y ocasionalmente primates (Menzer, R., et.al 1994).

Recientemente ha surgido una importante consideraciéon en Toxicologia que demanda una
extension de los limitados protocolos del pasado: se reconoce que hay implicaciones

importantes para la salud humana en la respuesta de los animales a los xenobidticos en su
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propio ambiente asi como su relacion con las vias y procesos de incorporacién de éstos. Es
entonces que surgen las subdisciplinas Toxicologia ambiental y Ecotoxicologia (Menzer, R.,
et.al. 1994). Estos son términos usados para describir el estudio cientifico de los efectos
adversos sobre los organismos que pueden ocasionar las sustancias quimicas cuando son
liberadas en el ambiente. La Toxicologia ambiental se aplica solamente al estudio de los
efectos directos de las sustancias en el ser humano mientras que la Ecotoxicologia provee
un significado de la valoracién del riesgo de las poblaciones naturales de organismos
cuando son expuestas a un estrés ambiental tal como la presencia de un contaminante o la
mezcla de ellos y la influencia que las condiciones ambientales tienen sobre el

comportamiento del toxico. (Holloway, G.,et.al.1997; Skot, 1995).

La ecotoxicologia la podemos definir como la ciencia que se encarga de estudiar los efectos
de las sustancias quimicas sobre las estructuras y funcion de los ecosistemas. De hecho,
valorar y predecir efectos sobre estructuras altamente complejas es sin duda una tarea dificil
de desarrollar y es por ello, que se han disefiado modelos de valoracion de riesgos que nos
permiten predecir situaciones adversas sobre el medio ambiente producto de la liberacidn de

sustancias quimicas, en este caso de plaguicidas.

La Evaluacion de Riesgo Ambiental, ERA, es un buen mecanismo para la toma de
decisiones en este campo, la cual se aplica como metodologia en los Estados Unidos,
USEPA, 1998, y en los paises de la Comunidad Europea, directiva 414, CEE.

Los procedimientos de Evaluacion de Riesgo Ambiental, se basan en los criterios de no
efecto, en donde se considera que la utilizacion de los plaguicidas debe regularse, a modo
que se evite la aparicion de efectos adversos sobre el medio ambiente, el planteamiento
ecotoxicoldgico extrapola al campo ambiental un axioma que establece que la mayoria de
las curvas que relacionan la dosis o concentracién del toxico a que se ve sometido un
individuo, con la respuesta que en el se produce tienen forma sigmoidea, la extrapolacion se
basa en utilizar la informacién existente para determinar las dosis o concentraciones para la
cual no hay efectos, considerando la calidad y cantidad de la informacién disponible, la
Evaluacion de Riesgo Ambiental, ERA, permite establecer los limites de aceptabilidad

mediante procedimientos cientificos basados en la informacién disponible.
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respuesta/efectos

A

dosis umbral

dosis / concentracion

Gréfico # 1. Curva de relacion dosis-efecto

La tendencia en Ecotoxicologia es la prueba de una bateria de organismos a partir de
diferentes niveles tréficos: descomponedores (microorganismos), productores primarios
(algas y plantas), productores secundarios y consumidores (invertebrados y vertebrados).
Esta consideraciéon es particularmente util para valorar contaminantes desconocidos,
mezclas complejas y residuos peligrosos, debido a que alguno de sus componentes puede

afectar solamente a un nivel tréfico o puede biomagnificarse (Wang, W.,et.al.1994).
2.3 Bioensayos en Ecotoxicologia

En Ecotoxicologia, un bioensayo o prueba de toxicidad es una técnica empleada para
determinar si un residuo quimico presente en el ambiente estd en cantidades
suficientemente altas para afectar adversamente algunos aspectos del espectro normal de
actividades de animales y plantas. Los bioensayos en Ecotoxicologia se realizan con el
supuesto de que los organismos probados son “sucedaneos” o “claves” de organismos

“superiores” presentes en su ambiente natural (Colin, 1993).

La Ecotoxicologia estd basada en el principio de que hay una relacién directa entre la
reaccion toxica (la respuesta) y la cantidad de sustancia recibida (la dosis). Un supuesto
importante de esta relacion es que existe una dosis a la cual no ocurre respuesta, el
segundo supuesto es que una vez que la dosis maxima ha sido alcanzada cualquier
incremento en ésta no resultara en un incremento del efecto (US-EPA, 1998).

7
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El término toxicidad se refiere al potencial inherente de una sustancia para causar dafno
sistémico a los organismos. Los efectos toxicos se clasifican en agudos y crénicos. Los
efectos agudos suceden inmediatamente después de una sola exposicidon a la sustancia a
concentraciones generalmente altas (muerte, paralisis, inhibicion de crecimiento); los efectos
cronicos se presentan después de un largo tiempo de exposicidn y proporcionan una
respuesta subletal (cancer, dafno a los 6rganos, dificultad en la reproduccion). Las pruebas
de toxicidad aguda son relativamente simples, son de corta duracion y de bajo costo,
ademas de que se cuenta con bases de datos para muchas sustancias y efluentes. Estas
pruebas usadas con frecuencia para una valoracién de toxicidad rapida o para determinar la
sensibilidad relativa de diferentes especies. Las pruebas de toxicidad crénica son mas
complejas y requieren mas tiempo que las de toxicidad aguda; éstas son disefiadas para
ciclos de vida de especies particulares con la finalidad de obtener informacién de
teratogenicidad (capacidad de la sustancia para producir malformaciones en el organismo)
(Menzer, R.,et.al.1994). Si la valoracion de toxicidad estad basada en estudios en animales,
el grado de dafio a los humanos pueden extrapolarse usando modelos matematicos
basados en una gran variedad de supuestos. Entonces la valoracion de toxicidad provee

solamente un estimado del dafo al ser humano.

Las normas de regulacion ambiental se basan en resultados obtenidos mediante
bioensayos, los cuales, para considerarse validos deben ser evaluados en base a las

siguientes preguntas sugeridas por Tebo (Colin, 1993).
¢ Qué significa la respuesta del bioensayo en términos de dafio ambiental?
¢ La respuesta del laboratorio puede extrapolarse al sistema receptor (ecosistema)?
¢ El bioensayo es suficientemente sensible?
¢ La precision de la prueba es conocida?
¢ El bioensayo es simple y reproducible?

Con la inclusion de especies adicionales en los bioensayos se ha visto la necesidad de
desarrollar nuevos protocolos estandarizados. Cuando se aumenta el numero de especies
probadas en la valoracion de la toxicidad de una sustancia, se es capaz de formar una idea
de su mecanismo de accion, biodegradabilidad, toxicidad especifica para cada organo y

efectos potenciales tanto agudos como crénicos (Menzer, R.,et.al.1994). Sabiendo que los
8
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estudios de ecotoxicidad se realizan usando los bioensayos, entonces se puede definir el

papel de la Ecotoxicologia en la valoracién del riesgo ambiental.

2.4 Aplicacion de la Ecotoxicologia
Un objetivo importante de los bioensayos es valorar el impacto sobre los ecosistemas
naturales y calcular los factores de riesgo. Las poblaciones naturales de animales y plantas
son todas, sin excepcion, expuestas frecuentemente a residuos téxicos derivados de las
actividades humanas tales como pesticidas, detergentes, metales pesados y de la
transformacion del petréleo. Una consideracion importante para evaluar el riesgo al que un
organismo puede estar bajo exposicion de un toxico es valorar la concentracion letal 50 que
se define como la concentracion a la cual muere el 50% de la poblacién (LC50) o la
concentracion efectiva media que es la concentracién a la que disminuye en un 50% el
efecto observado (EC50) bajo las condiciones de laboratorio. Un simple analisis de riesgo
ecotoxicoldgico puede realizarse por extrapolacion de datos de toxicidad aguda o crénica de

pruebas con varias especies utilizando técnicas estadisticas de regresion.

Alternativamente, los procedimientos de extrapolacion del laboratorio al campo pueden usar
modelos de distribucidon para conjuntos de datos de pruebas de toxicidad aguda o crénica.
En estos métodos se asume que los valores de LC50 o de la concentracién a la cual no se
observa el efecto (NOEC) para una sola especie y para todas las especies en una
comunidad son variables estocasticamente independientes (seleccionadas al azar) con la

misma distribucion normal (Wagner, C.,et.al.1991).

Una de las principales metas de la Ecotoxicologia es producir datos que puedan usarse

para predecir la respuesta probable a un estrés ambiental (Holloway, G.,et.al.1997).

Otra aplicacion de la Ecotoxicologia es como herramienta en el seguimiento de los procesos
de remediacion y restauracion de los sitios contaminados. Particularmente, la aceptacion de
la biorremediaciéon como un tratamiento ambiental adecuado requiere la demostracion de su
eficacia, confiabilidad y predictibilidad. El disefio de un seguimiento efectivo incluye
protocolos para el control y registro continuo tomando en cuenta el destino abidtico y bidtico

de los contaminantes.
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Las baterias de ensayos ecotoxicolégicos son variables, en dependencia de cada situacion
particular y de variados factores que se consideran. Un ejemplo de bateria o secuencia de

ensayos podria ser:

Efectos sobre las aves:

* Toxicidad oral aguda

» Toxicidad a corto plazo (8 dias)

» Efectos sobre reproduccién

Efectos sobre organismos acuaticos:

* Toxicidad aguda para peces

» Toxicidad cronica para peces

» Bioacumulacion en peces

* Toxicidad aguda para microcrustaceos (Daphnias)
* Toxicidad crénica para microcrustaceos (Daphnias)
* Inhibicién de crecimiento de microalgas.

Efectos sobre organismos distintos del objetivo:

« Toxicidad aguda para abejas

* Toxicidad aguda para artropodos benéficos

» Toxicidad para lombrices de tierra

* Toxicidad para microorganismos de suelo.

2.5 Plaguicidas

Los plaguicidas sintéticos surgen entre 1930 y 1940 como resultado de investigaciones
enfocadas al desarrollo de armas quimicas que originalmente fueron probadas en insectos.
Uno de los primeros compuestos, el diclorodifeniltricloroetano (DDT) fue sintetizado por
Zeidler en 1874, y sus propiedades insecticidas fueron descritas por Paul Muller hacia 1939.
El DDT se utilizé por primera vez durante la segunda Guerra Mundial para proteger a los
soldados estadounidenses contra enfermedades transmitidas por vector y se comercializd

en los EE.UU. en 19451. La pujante industrializacién, los intereses econdémicos de los
10
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grandes productores de plaguicidas, asi como la necesidad de controlar quimicamente las
plagas, favorecio su fabricacion y consumo a escala mundial (OMS/OPS, 1993). Se originé,
a su vez, una carrera incesante en la busqueda de compuestos analogos menos téxicos al
ser humano y mas efectivos y selectivos con las plagas. Sin embargo, al paso de algunos
afos se han hecho evidentes los efectos indeseables de los plaguicidas sobre la salud del
ser humano y sobre el medio ambiente. Independientemente de sus beneficios, es evidente
que los plaguicidas son sustancias quimicas deliberadamente toxicas, creadas para interferir
algun sistema bioldgico en particular y que carecen de selectividad real (OMS/OPS, 1993).
Afectan simultaneamente, y en mayor o menor grado, tanto a la «especie blanco» como a
otras categorias de seres vivos, particularmente al ser humano (OMS/OPS, 1993; Briggs,
1992).

Actualmente, miles de productos se comercializan en todo el mundo, sin que sus efectos

nocivos sean obstaculos que limiten su produccion.

2.5.1 Definicién

El Cddigo Internacional de Conducta Sobre la Distribuciéon y Uso de Plaguicidas de la Food
and Agriculture Organization (FAO) de las Naciones Unidas (FAO, 1986; Al-Saleh, 1994)
establece que un plaguicida «es la sustancia o mezcla de ellas, destinada a prevenir,
destruir o controlar plagas, incluyendo los vectores de enfermedad humana o animal; las
especies no deseadas de plantas o animales que ocasionan un dafo duradero u otras que
interfieren con la produccién, procesamiento, almacenamiento, transporte y comercializacion
de alimentos; los articulos agricolas de consumo, la madera y sus productos, el forraje para
animales o los productos que pueden administrarseles para el control de insectos, aracnidos
u otras plagas corporales. Por tanto, la finalidad de los plaguicidas es destruir ciertos
organismos vivos, constituyéndose asi como un grupo particular de los biosidas que puede

alcanzar una capacidad letal amplia (Briggs, 1992).

En 1998, la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de los EE.UU. mantenia registrados 620
ingredientes activos la mayoria son sustancias organicas con las que se formulan
aproximadamente 20.000 diferentes productos (Goldman, 1998). En la mezcla se asocian
excipientes o diluyentes denominados ingredientes inertes (OMS/OPS, 1993; Moses, 1993),
que constituyen una gran proporcion del producto y cuyos efectos nocivos superan

frecuentemente los del propio ingrediente activo; tal es el caso del tetracloruro de carbono y
11
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el cloroformo, considerados potentes hepatotoxicos y neurotdxicos (Al-Saleh, 1994). Los
plaguicidas comercializados también contienen impurezas, que son elementos quimicos
altamente toxicos como las dioxinas de algunos herbicidas del tipo clorofenoxi, la
etilentiourea en fungicidas del tipo etilenbisditiocarbamatos o el isomalation en el malation
(Al-Saleh, 1994).

2.5.2 Clasificacion

Los plaguicidas se clasifican en funcion de algunas de sus caracteristicas principales, como
son la toxicidad aguda, la vida media, la estructura quimica y su uso (Lopez, 1993). En 1978,
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) establecié una clasificacion basada en su
peligrosidad o grado de toxicidad aguda (Lopez, 1993), definida ésta como la capacidad del
plaguicida de producir un dafo agudo a la salud a través de una o multiples exposiciones, en
un periodo de tiempo relativamente corto (OMS/OPS, 1993) (tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de los plaguicidas segun su toxicidad, expresada en DL50

(mg/kg)

Clase Toxicidad Ejemplos

Clase IA  Extremadamente peliprosos  Paration. dieldrin

Clase IB Altamente peligrosos Eldrin, diclorvos
Clase II Moderadamente peligrosos DDT, clordano
Clase III Ligeramente peligrosos Malation

La toxicidad se mide a través de la dosis letal media (DL50)* o de la concentracion letal
media (CL50). Ambos parametros varian conforme a multiples factores como la presentacion
del producto (sdlido, gel, liquido, gas, polvo, etc.), la via de entrada (oral, dérmica,
respiratoria), la temperatura, la dieta, la edad, el sexo, etc. (Lépez, 1993). Al basarse en la
observacion de especies animales, es importante sefalar que estos indicadores no
proporcionan informacion sobre los efectos crénicos, ni sobre la citotoxicidad de algun

compuesto (OMS/OPS, 1990). Por su vida media, los plaguicidas se clasifican en

12



Estudios ecotoxicoldgicos en diferentes bioindicadores ambientales del bioplaguicida Tricosave-34

permanentes, persistentes, moderadamente persistentes y no persistentes (OMS/OPS,
1990; Briggs, 1992; Al-Saleh, 1994) (tabla 2)

Tabla 2. Clasificacion de los plaguicidas segun su vida media de efectividad

Persistencia® Vida media® Ejemplos

No persistente  De dias hasta 12 Malation, diazinon, car-

semanas barilo, diametrin
Moderadamente De 1 a 18 meses  Paration, lannate
persistente
Persistente De varios meses  DDT, aldrin, dieldrin
a 20 anos
Permanentes Indefinidamente  Productos hechos a par-

tir de mercurio, plo-
Mo, arsenico

a) Capacidad de una sustancia o un compuesto, de permanecer en un sustrato del ambiente en

particular, después de que ha cumplido el objetivo por el cual se aplico.

b) Lapso de tiempo necesario para que se degrade la mitad del compuesto o mezcla aplicada.

De acuerdo a su estructura quimica, los plaguicidas se clasifican en diversas familias, que
incluyen desde los compuestos organoclorados y organofosforados hasta compuestos
inorganicos (Lépez, 1993) (tabla 3). En este aspecto nos referiremos solamente a algunas
familias de plaguicidas relevantes por el dafio que causan a la salud y por su gran demanda
de uso. Los organoclorados (OC) son los plaguicidas mas ampliamente utilizados. Su
estructura quimica corresponde a la de los hidrocarburos clorados (OMS/OPS.1990), lo que
les confiere una alta estabilidad fisica y quimica, haciéndolos insolubles en agua, no volatiles
y altamente solubles en disolventes organicos. Estas caracteristicas favorecen su
persistencia en el ambiente (OMS/OPS, 1990)1 y su lenta biodegradabilidad (Al-Saleh,
1994). Su vida media es de 5 afos, aunque varia segun el producto; por ejemplo, para el

beta hexaclorociclohexano es de 3 afios, para el aldrin de 6 afios y para el DDT es de 30
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anos (OMS/OPS, 1990). EI compuesto como tal o sus metabolitos son contaminantes
ubicuos de varios tejidos en humanos y de los mamiferos en general. A causa de su alta
lipofilicidad tienden a acumularse principalmente en el tejido celular subcutaneo, en el
componente graso de la leche materna y de la sangre (Al-Saleh, 1994). Productos
representativos de este grupo son el DDT, el aldrin, el dieldrin y el endrin, asi como el
endosulfan y el lindano, ambos todavia usados en Espafia. Los compuestos
organofosforados (OF), que son ésteres, amidas o tioles derivados de los acidos fosférico,
fosfonico y fosfortoico (OMS/OPS, 1993; Al-Saleh, 1994), forman otro grupo. Se
descomponen con mayor facilidad y se degradan por oxidacion e hidrdlisis, dando origen a
productos solubles en agua, tentativamente menos persistentes y poco acumulables en el
organismo humano (OMS/OPS, 1993). Pertenecen a este grupo el paration, el malatién, el
diazindn, el clorpirifos y el diclorvos. Los carbamatos (C) son otro grupo de plaguicidas que
pueden ser de tres tipos principales: a) derivados de ésteres carbamatados, comunmente
usados como insecticidas; b) derivados del acido tiocarbamico, utilizados como fungicidas, y
c) carbamatos propiamente dichos, que se emplean como herbicidas (OMS/OPS, 1993; Al-
Saleh, 1994).
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Tabla 3. Clasificacion de los plaguicidas, segun la familia quimica

Familia quimica

Ejemplos

Organoclorados
Organofosforados
Carbamatos
Tiocarbamatos
Piretroides

Derivados bipiridilos
Derivados del dcido fe-

DT, aldrin, endosulfin, endrin

Bromophos, diclorvos, malation

Carbaryl, methomyl, propoxur

Ditiocarbamato, mancozeb, maneb

Cypermetrin, fenvalerato, perme-
trin

Clormequat, diquat, paraquat

Dicloroprop, piclram, silvex
noxiacético

Derivados cloronitrofe-
ndlicos

Derivados de triazinas

DNOC, dinoterb, dinocap

Atrazine, ametryn, desmetryn, sima-
zine

Compuestos orgdnicos del  Cyhexatin, dowco, plictrdn
estano

Compuestos inorgdnicos  Arsénico pentdxido, obpa, fosfito
de magnesio, cloruro de mercu-
rio, arsenato de plomo, bromuro
de metilo, antimonio, mercurio,
selenio, talio v fdsforo blanco

Rotenona, nicotina, aceite de ca-

nola

Compuesios de origen bo-
tEnico

Todos ellos son relativamente inestables, se les atribuye un tiempo corto de persistencia
ambiental y cuentan con cierta selectividad (OMS/OPS, 1993). Su degradaciéon se realiza
por oxidacion y sus metabolitos finales son hidrosolubles pudiendo excretarse por la orina y
las heces fecales (Al-Saleh, 1994). Entre los mas comunes se encuentran el lannate, el

carbarilo y el carbyl.

Las piretrinas (P) son plaguicidas obtenidos por secado, molienda y pulverizacion de la flor
del crisantemo, cuyo polvo contiene del 1 al 3% del principio activo (Al-Saleh, 1994). Las
principales piretrinas son las cinerinas | y Il, las jasmolinas | y Il, y las piretrinas | y I,
consideradas estas Ultimas como las de efecto mas potente. Tienen una relativa
selectividad, por lo que su toxicidad es baja en organismos no blanco. Las moléculas de
piretrinas son neuroactivas, de baja absorcidon dérmica, con un metabolismo rapido y no
dejan residuos en la atmosfera (Al-Saleh, 1994). Los piretroides son piretrinas sintéticas que

surgen en los afios cincuenta y se consideran mas efectivos que aquellas. Quimicamente,
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se dividen en dos tipos: a) sin grupo alfacyano, como el permetrin y resmetrin, y b) con
grupo alfacyano, como fenvalerato, diametrin y cypermetrin. Todos son metabolizados por
hidrdlisis, oxidacion y conjugacion, con poca tendencia a acumularse en los tejidos. Ademas
son rapidamente degradados en el ambiente, pues aunque se absorben masivamente por el

suelo, se eliminan facilmente con el agua (Al-Saleh, 1994).
2.5.3 Uso

El uso dado a los plaguicidas ha sido multiple y variado, como se recoge en la tabla 4, lo que
explica su ubicuidad (Moses, 1993). La agricultura es la actividad que mas emplea este tipo
de compuestos (Al-Saleh, 1994), consumiendo el 85% de la produccién mundial (OMS/OPS,
1993; Lopez, 1993), con el fin de controlar quimicamente las diversas plagas que merman la
cantidad y calidad de las cosechas de alimentos y de otros vegetales (OMS/OPS, 1993; Al-
Saleh, 1994). Un 10% de la produccion total de plaguicidas se utiliza en actividades de salud
publica para el control de enfermedades transmitidas por vector, como la malaria, la
enfermedad de Chagas o el dengue, entre otras (OMS/OPS, 1993; Lépez, 1993; Al-Saleh,
1994). Ademas, se usan para el control de roedores (Al-Saleh, 1994; Moses, 1993), en la
potabilizacion del agua y en la erradicacion de cultivos cuyos productos finales sean drogas
ilicitas (Moses, 1993). Se usan también para el control de plagas en grandes estructuras
como centros comerciales, edificios, aviones, trenes y barcos (Moses, 1993). Se aplican en
areas verdes ornamentales y de recreo como parques y jardines, para controlar la
proliferacion de insectos, hongos y el crecimiento de hierba y maleza. Con el mismo fin, se
esparcen a lo largo de autopistas, vias férreas y torres con lineas de corriente de alta
tension (Moses, 1993). En reservas naturales o artificiales de agua los plaguicidas se
emplean para prevenir el crecimiento de hierbas, algas, hongos y bacterias (Moses, 1993).
En la industria se utilizan profusamente en la fabricacion de equipos eléctricos, neveras,
pinturas, tapices, papel, carton y materiales para embalaje de alimentos, entre otros (Moses,
1993), para evitar en estos productos el desarrollo de bacterias, hongos, algas, levaduras o

que sean dafados por plagas de insectos y/o roedores.
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Tabla 4. Usos mas frecuentes de los plaguicidas

Actividad Uso
Agricultura Control de las muiltiples plagas que afectan las cosechas en cualquiera de sus etapas
Salud publica Control de vectores de enfermedades como malaria, dengue, enfermedad de Cha-

gas, oncocercosis, peste, fiebre amarilla, filariasis, tripanosomiasis, esquistoso-
miasis, leishmaniasis y tifo
Control de plagas (roedores) y erradicacion de plantaciones cuyo producto final
sea droga ilicita
Ganaderia y cuidado de animales domésticos En la desinfeccion de ganado ovino y de animales domésticos como perros y gatos
Tratamiento de estructuras Tratamiento de edificios piiblicos y privados, oficinas, hospitales, hoteles, cines,
teatros, restaurantes, escuelas, supermercados, tiendas de departamentos, insta-
laciones deportivas, bodegas de almacenamiento de alimentos y en la industria
ferroviaria y de navegacion maritima y aérea

Mantenimiento de dreas verdes Tratamiento de parques, jardines, dreas de recren, campos de golf y autopistas,
vias férreas, andenes, torres con lineas de alta tension y postes

Mantenimiento de reservas de agua Tratamiento de grandes reservas de agua, naturales o artificiales, presas, emhalses,
diques, depdsitos, estanques piscicolas, canales, albercas y piscinas

Industria En la fabricacidn de neveras, equipos eléctricos, pinturas, resinas, pegamentos,

pastas, ceras, liquidos limpiametales, tiendas de campana, velas para navega-
cion, redes para deporte, tapetes, alfombras y tapices, en la industria de la ma-
dera, materiales para embalaje de alimentos, cartén y miltiples productos de
papel. En la industria de la alimentacion, para la preservacidn de alimentos
frescos como carnes, pescados, etc.

Hogar Incorporados en productos como cosméticos, champiis, jabones y repelentes de
insectos. Se usan en el lavado y secado de alfombras, en desinfectantes caseros
y en productos para el cuidado de mascotas y plantas, ademads del uso de in-
secticidas

El hogar es un ambito de especial interés: el 90% de los hogares de los EE.UU. usan
plaguicidas y un 83% del total utilizado es aplicado dentro de la casa, el resto en areas
circundantes (OMS/OPS, 1990). Esta practica generalizada en el mundo crece basicamente
a partir del uso especifico de insecticidas puesto que, de los 14 plaguicidas de mayor
consumo, 12 son insecticidas. Por otra parte, es comun el uso velado de los plaguicidas, ya
que sin estar citados en la etiqueta reglamentaria del producto y sin advertir al consumidor
sobre las precauciones de uso, son incorporados en productos como cosméticos y champus
para preservarlos del desarrollo de hongos y bacterias, en repelentes de insectos y también
en productos destinados al cuidado de mascotas y plantas para atacar o prevenir

infestaciones por insectos (Moses, 1993).
2.5.4 Aspectos toxicolégicos

Sin obviar la importancia de los plaguicidas, tanto en la agricultura como en las actividades
de salud publica, son innegables los efectos toxicos que generan en el ser humano
(OMS/OPS, 1993). Su biodisponibilidad en el organismo depende de su toxicocinética:

absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacion. Estos procesos estan influenciados tanto
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por factores externos relacionados con los patrones de exposicion y con las sustancias
quimicas (tipo de empleo, temperatura ambiental, tipo de plaguicida, frecuencia, intensidad y
duracion de la exposicion, etc.) (Fait, 1998), como por factores inherentes al individuo (edad,
sexo, dotacion genética, estado de salud, estado nutricional, estilos de vida, via principal de
absorcion, etc.) (OMS/OPS, 1990; OMS/OPS, 1993; Fait, 1998). Las dietas bajas o carentes
de proteinas y los estados de deshidratacién son factores que influyen en la gravedad del
dafo a la salud. En animales de laboratorio sometidos a dietas hipoproteicas, las DL50 de
algunos plaguicidas pueden disminuir entre 4 y 2.100 veces, situacion que podria ser
extrapolable al ser humano (OMS/OPS, 1993).

A este respecto, una gran proporcion de la poblacion laboral y general expuesta vive en
paises subdesarrollados o en vias de desarrollo, donde el uso de plaguicidas es tan comun
como las carencias nutricionales mencionadas (OMS/OPS, 1993). La absorcidén depende de
las propiedades de la formula y de la via de entrada, que determinan que un producto cruce
las barreras del cuerpo hasta alcanzar la sangre u otro tejido en particular. Las vias de
entrada pueden ser varias y simultaneas, siendo las mas comunes la via dérmica, la
digestiva y la respiratoria (Moses, 1993; Fait, 1998). Los plaguicidas penetran en la piel por
difusidén pasiva atravesando el estrato corneo. En el medio laboral la via dérmica es la mas
importante, pues a través de ella y en funcion de la superficie de piel expuesta, se absorben
cantidades significativas de diversos plaguicidas (Al-Saleh, 1994) que varian en su nivel de
absorcion.

El paso de OC a través de la piel cambia ampliamente segun el tipo de sustancia; por
ejemplo, el DDT es poco absorbido, pero otros como el endrin, el aldrin, el dieldrin y el
heptacloro la penetran en mayor proporcién y con mayor rapidez (OMS/OPS, 1990). Es
posible encontrar en la dermis residuos de compuestos como el clordano o el paratién,
incluso meses después de la ultima exposicion (Moses, 1993). Ya absorbidos, los
plaguicidas liposolubles se difunden a través de los componentes grasos de la piel y la
sangre, mientras que los de moléculas hidrosolubles lo hacen a través del material proteico
intracelular.

En la poblacion general la via de absorcion mas importante es el aparato digestivo a partir
de la ingestién de alimentos y agua contaminados (Al-Saleh, 1994), ya mencionados en el

apartado anterior. La ingestion deliberada o accidental es relativamente poco frecuente.
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La fineza y delgadez del epitelio alveolar favorece el intercambio de gases en el pulmon; sin
embargo, también permite una rapida y eficiente absorcion de plaguicidas, que por via aérea
son captados rapidamente hacia el torrente sanguineo. En el ambito laboral el uso de
fumigantes en forma de gases, polvos, vapores y nebulizaciones, coloca a la via respiratoria
como la segunda en importancia (Al-Saleh, 1994; Moses, 1993). En la poblacion general la
via aérea es también otra importante ruta de absorcién, la frecuente aplicacion de
plaguicidas en zonas de cultivo por via aérea, su arrastre por el viento hacia zonas aledafnas
y el uso comun en el hogar de productos en aerosol, nebulizaciones, bombas de humo, etc.,
favorecen la presencia del producto en el ambiente de forma continua y en pequefas
cantidades.

La circulacién transplacentaria y la lactancia materna se consideran mecanismos de
traspaso mas que de absorcion, pues muchos plaguicidas o sus metabolitos pasan
directamente al nuevo ser a través de la barrera hematoplacentaria y/o durante el proceso
de lactancia materna (OMS/OPS, 1990). Los plaguicidas se distribuyen en el organismo a
través del torrente sanguineo. Los compuestos liposolubles se unen a las lipoproteinas,
mientras que las moléculas hidrosolubles lo hacen a las proteinas plasmaticas o
permanecen disueltas en la sangre (Fait, 1998). Segun su afinidad, el plaguicida se fijara en
organos o tejidos especificos, como el higado o los rifiones, y aquellos que son lipofilicos se
acumularan en tejidos como el adiposo y el nervioso, tal es el caso del DDT (Fait, 1998) v,

en general, los plaguicidas OC.

Hay dos tipos de reacciones por las que los plaguicidas se metabolizan en el organismo: las
reacciones de primera fase (oxidacion, reduccion e hidrdlisis), que generalmente son
catalizadas por enzimas hepaticas, y las de segunda fase, que son la conjugacion y la
sintesis. Los metabolitos resultantes de la primera fase son ligados a moléculas endégenas,
sintetizandose componentes solubles en agua y facilmente eliminables por bilis y orina,
como los metabolitos hidrosolubles de los piretroides (Fait, 1998). La biotransformacion de
los plaguicidas puede dar como resultado sustancias de reducida toxicidad o quimicamente
inactivas, como ocurre con el metabolito final del dimethoato. Por el contrario, pueden
generarse sustancias toxicamente mas activas que el compuesto original, como es el caso
del carbosulfan al transformarse en carbofuran, o del paration que da origen al paraoxon,

metabolitos con alta afinidad por el ADN y con capacidad mutagena importante (Fait, 1998).
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El cuerpo humano elimina los plaguicidas por tres vias principales: la orina, las heces
fecales y el aire exhalado. Algunos productos hidrosolubles, como el lindano y los herbicidas
tipo fenoxi, son eliminados facilmente por via urinaria sin haber sufrido cambio alguno. La
bilis es el medio principal por el que algunos compuestos liposolubles como el DDT y otros
OC se eliminan en las heces fecales. Los fumigantes que llegan al cuerpo en forma de
gases o vapores son eliminados comunmente por via respiratoria, tal es el caso del
acrilonitrilo o del bromuro de metilo.

2.6 Bioplaguicidas

La agricultura por su propia naturaleza es antiecologica y en parte con el uso y abuso de
agroquimicos (incluidos los antibidticos) dirigidos contra plagas y enfermedades, se han
originado profundas modificaciones biolégicas. Esto se ha adjudicado a la toxicidad y/o
amplio espectro de estos productos lo que ha contribuido a una disminucion de la
biodiversidad y por tanto a una pobre regulacion de las poblaciones macro y microbianas.
Ademas, el interés creciente sobre la salud humana, que ha conllevado a fuertes
restricciones sobre el uso de plaguicidas quimicos, ha hecho necesario implementar
estrategias mas saludables, insertados en los sistemas de produccion organica y sistemas
de Manejo Integrado de Plagas (MIP) donde el uso del control biolégico, con los

bioplaguicidas microbianos incluidos, viene a ofrecer una solucién viable (Elésegui. 2006).

También conocidos como plaguicidas biolégicos. Durante décadas, cuando era necesario
controlar plagas y enfermedades se utilizaban plaguicidas quimicos, son microbios
subproductos de organismos vivientes, y sustancias de ocurrencia natural, incluyendo
ciertas sales y jabones, para prevenir, repeler, eliminar o reducir los dafios causados por la
plagas. El manejo de resistencia, reduccion en residuos de plaguicidas, salud y seguridad
humana y responsabilidad ambiental han retado a los productores a considerar plaguicidas
biolégicos o bioplaguicidas, no sélo como alternativas a los plaguicidas quimicos sino en
rotacion con éstos (Ecured, 2014).

En la actualidad se conocen mas de 1500 especies de microorganismos entre hongos,
bacterias y virus que son patdégenos de artropodos y controladores de otras poblaciones
microbianas directamente. Sin embargo, solo unos pocos se usan rutinariamente en los

programas de control de plagas (Elésegui, 2006).
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Los productos bioplaguicidas representaron en el mercado el 2.5% del total de ventas de
plaguicidas en el 2005, lo que representd 672 millones USD. Se espera que en el 2010 estos
alcancen el 4.2% con un promedio de crecimiento de sus ventas de un 9.9% anual.
Prevalecen los productos a base de microorganismos o metabolitos de estos directamente,
que tienen las ventajas, en contraposicion con muchos quimicos, de una mayor seguridad al
hombre, vertebrados e invertebrados y mayor especificidad por lo que su impacto es menor
sobre la biodiversidad. Su baja residualidad y en general una menor probabilidad de
desarrollo de resistencia por parte del organismo diana debido a su complejo modo de
accion los hacen muy atractivos (Elosegui. 2006).

Sin embargo, los productos a base de hongos van tomando un lugar importante lo que es
consecuencia del mecanismo de accién por ingestion donde la toxina (Delta endotoxina) se
activa y se unen muy especificamente a receptores en las células peritroficas del intestino
medio del organismo diana. También el uso de hongos antagonistas ha revolucionado el
control de enfermedades de naturaleza fungica en plantas, y se esta investigando
activamente en el efecto contra otros patdgenos, debido a la capacidad de estos hongos de
estimular el crecimiento de las plantas y activar los mecanismos de defensa locales y
sistémicos, lo que hace posible su uso a una escala mucho mas amplia. En este caso
también se esta investigando en el desarrollo de plantas transgénicas con la incorporacion
de genes de estos hongos para lograr resistencia de amplio espectro contra patégenos. Los
antagonistas de naturaleza fungica dominan alrededor del 90% del mercado para biocontrol
de hongos fitopatdégenos representados en gran extensién por Trichoderma spp (Elésegui.
20006).

Entre los microorganismos de naturaleza fungica de mas amplio uso contra especies de
invertebrados plaga en la agricultura estan los hifomicetos donde sobresalen Beauveria
bassiana y B. brongniartii, Lecanicillium lecanii, L. longisporum y L. muscarium
(anteriormente  Verticilium lecanii), Pochonia chlamidosporia (V. chlamidosporium),
Paecilomyces spp. con P. lilacinus y P. fumosoroseus, Metarhizium anisopliae y Nomuraea
rileyi. Para el control de enfermedades fungicas y también para nematodos se encuentra
Trichoderma spp. donde sobresalen T. harzianum, T. viride, T. virens, T. pseudokoningii.
Todos ellos presentan una estabilidad genética y fenotipica aceptable para el escalado en
procesos de produccién, son seguros al hombre y otras especies no diana del ecosistema y

su rango de hospedante no es tan estrecho para hacerlos demasiado especificos en su uso.
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Es en este ultimo aspecto donde los virus fallan para controlar varias plagas pues son
altamente especie-especificos conjuntamente con la necesidad de replicacion in vivo
(necesitan hospedantes para reproducirse). Sin embargo, su impacto en los
agroecosistemas es muy bajo y son faciles de registrar (El6segui. 2006).

Los bioplaguicidas ofrecen seguridad alimentaria y estan disponibles para plagas y
enfermedades, tanto en raices como en follaje. Pueden dividirse en dos grupos principales:
bidticos (vivientes) y abidticos (no vivientes), y ambos se utilizan en importantes cultivos
como tomate, chile, pimientos, cucurbitaceas, frutillas, bananas y tabaco entre otros.
(Ecured, 2014)

Los bioplaguicidas obtenidos de hongos, insectos u otras plantas, estan empezando a
reemplazar los pesticidas quimicos a manera de mantener los cultivos libres de insectos, sin
costes ambientales significativos. (Ecoosfera, 2014)

Si bien los plaguicidas quimicos son mas baratos y son expertos en aniquilar millones de
insectos en poco tiempo, los costes sanitarios y ambientales son muchos, ademas de que
con el paso del tiempo las plagas han desarrollado una resistencia contra ellos, lo cual ha
desembocado en una guerra toxica en los campos.

Es por ello que poco a poco se ha ido apostando a los bioplaguicidas, aprovechando la
armeria que nos regala la naturaleza en las bacterias, hongos y plantas, y que nos permite
reorientar estrategias para proteger los cultivos.

Particularmente, los hongos han demostrado ser verdaderos mercenarios agricolas. Con el
tratamiento adecuado, las esporas fungicas pueden reducir ejércitos de insectos; billones de
células llamadas “conidios” del hongo Metarhizium anisopliae, fueron pulverizadas en una
solucion con aceite mineral para debilitar las langostas que devoran los cultivos en Africa. Se
estima que un 80% de los insectos fumigados muere en un lapso de una a tres semanas.

La mezcla resulté ser mas que amable con otras especies, ya que otros animales resultaron
ilesos. El hongo infecté solamente a las langostas hasta extinguirlas en los cultivos, situacion
que hubiese sido posible hasta una tercera o cuarta aplicacién de cualquier pesticida
quimico.

Desgraciadamente, los costos de produccion de estos bioplaguicidas aun no se han
balanceado de tal forma que represente una opcion en el mercado para los agricultores, por

lo que un grupo de cientificos del Departamento de Agricultura de los EEUU, se encuentra
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experimentando con métodos de fermentacibn mas baratas, utilizando materias primas

menos costosas (pero igual de efectivas) como la harina de soja y la semilla de algodon.

2.6.1 Utilidades

En la actualidad se utilizan bioplaguicidas basados en hongos y bacterias. Sus multiples
modos de accidon (MOA) permiten a estos microbios bloquear, ingerir o restringir el
crecimiento y desarrollo de plagas y enfermedades. Debido a las numerosas maneras en
que trabajan hongos y bacterias, es dificil que se desarrolle resistencia a lo largo de muchas
generaciones. Determinadas especies de hongos del género Trichoderma pueden crecer
sobre las raices y tomar posesion de las enfermedades de pudricién de raices (competencia
de la rizosfera). Una cepa especifica de Trichoderma harzianum, T-22, no sélo crece sobre
las raices sino que ataca la pudricion de las mismas por ingestion (micoparasitismo),

reduciendo los problemas de pudricion de las raices. (Ecured, 2014)
2.6.2 Las desventajas de los bioplaguicidas

Los bioplaguicidas son derivados de materiales organicos y bioldgicos naturales. Estos
productos tienen tres categorias: microbiana; la cual se deriva de bacterias y virus, los
protectores incorporados en la planta; los cuales estan hechos de los pesticidas producidos
naturalmente por las plantas, y las no toxicas; las sustancias de origen natural. Muchos
creen que este tipo de productos son una alternativa ecolégica a los pesticidas
convencionales, ya que son menos toxicos e interrumpen el ciclo de vida de las plagas sin
afectar el medio ambiente que les rodea. Sin embargo, existen varias desventajas
potenciales presentadas por el uso de bioplaguicidas. (Hanson, 2014)

En general, entre las desventajas de los bioplaguicidas sobresalen un control menos rapido,
requisitos de aplicacion muchas veces engorrosos para el productor ordinario y una marcada
sensibilidad a la baja humedad relativa, las altas temperaturas y la radiacion UV lo que hace
que la mayor parte de los programas contra plagas aun sitien al biocontrol (y
especificamente al control microbiano) en el ultimo peldafio después que han fracasado
otras opciones, lo que limita fuertemente el nivel de conocimiento que se puede adquirir a

través de su uso (Eloésegui, 2006).
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Otras desventajas son: (Hanson, 2014)
Alta especificidad

Uno de los beneficios de un bioplaguicida es que mata sélo las plagas de las cuales esta
quimicamente disefiado para afectar, dejando que otras plantas y animales queden sanos y
salvos. Sin embargo, la mayor fortaleza de un bioplaguicida es también su mayor debilidad.
Si cualquier plaga distinta a la cual estan destinados invade, seran inmunes. Esto significa

gue pueden ser necesarios varios tipos de bioplaguicidas para disuadir a las plagas.
Costoso

El bioplaguicida es mas costoso y menos disponible que los pesticidas convencionales. Esto
puede significar mas dinero y tiempo invertido en obtenerlo. Aunque esto puede ser
aceptable para el jardinero ocasional, para los agricultores con grandes cultivos puede ser

dificil el uso constante.
Menos potente

El bioplaguicida es menos téxico y por lo tanto, inevitablemente menos potente, que los
pesticidas convencionales. Una gran cantidad de bioplaguicidas puede tener los mismos
efectos que significativamente cantidades menores de plaguicida regular. Esto se suma a los

ya altos costos del uso de este tipo de productos.
Reaplicacién frecuente

En general, los bioplaguicidas tienen una vida util mas corta que los pesticidas regulares.
Mientras que un pesticida regular puede durar semanas o meses, los bioplaguicidas
necesitan volverse a aplicar mas frecuente. Esto puede ser una molestia, sin dejar de

mencionar que son una fuga de dinero.

2.6.3 Control biologico: el uso de bioplaguicidas (Palmas del Espino, 2011)
Desde hace mas de 15 afos, Palmas del Espino viene impulsando la investigacion vy
desarrollo de alternativas bioldgicas para el control de plagas y enfermedades en el cultivo

de Palma Aceitera. Una tarea con grandes satisfacciones, no solo en el ambito agricola, sino

también en el humano y ambiental.
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Una de estas alternativas biolégicas es el uso de bioplaguicidas. Pero, ;qué es un
bioplaguicida? Como su nombre lo indica bio= vida y plaguicida=que destruye plagas, es
decir: “vida que destruye plagas”.

La principal caracteristica de un plaguicida biolégico es que su ingrediente activo no es
quimico sino un organismo microscopico vivo que ocasiona la muerte de un insecto u otro
organismo que esté afectando al cultivo. Se diferencia de los plaguicidas quimicos porque es
especifico, en otras palabras, sélo ataca a la plaga que se desea controlar, no presenta
residualidad, no son dafiinos para los humanos y no afecta la fauna nativa de los
ecosistemas donde se usan.

Su modo de accion es diferente, son mas lentos en el control y se deben tener ciertas
consideraciones para su aplicacion. Sin embargo su eficiencia es muy similar a la de los
plaguicidas quimicos.

Actualmente en el Centro de Produccion de Bioplaguicidas (CPB), se multiplican virus y
hongos nativos, con efectividad demostrada en campo de hasta 75-80% de control. Se esta
investigando la posibilidad de producir una bacteria cuyos resultados preliminares de control
llegan a 50% en condiciones de campo. Igualmente se esta buscando nuevas formas de
multiplicar virus bajo condiciones de laboratorio para tener mayores volumenes de
produccion.

Los bioplaguicidas tienen un potencial muy grande hacia futuro, y frente a ello el area de
Sanidad Vegetal de Palmas del Espino y Palmas del Shanusi, con el apoyo de nuestra
Gerencia General y Gerencia Central Agricola, lo vienen desarrollando en forma gradual,

responsable y de manera satisfactoria.
2.6.4 Registro de bioplaguicidas microbianos (El6segui, 2006).

Los productos a base de microorganismos o metabolitos obtenidos para el biocontrol deben
ser seguros, virulentos a las especies diana, libres de patégenos humanos y de calidad
consistente y reproducible.

Los hongos usados en el biocontrol de plagas agricolas afortunadamente pueden ser
propagados masivamente sin la intervencidon directa de un hospedante vivo, lo que evita
contaminaciones bacterianas adicionales, el mantener crias de insectos u otro hospedante

sanitariamente adecuadas, laboratorio. Estos aspectos facilitan su registro.
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No obstante, en el mundo existe una marcada diferencia entre paises desarrollados y en
desarrollo en cuanto a los requisitos para registrar un producto. De esta forma en muchos
paises en desarrollo la industria de productos biocontroladores de plagas no esta regulada o
muy pocas exigencias existen al respecto lo que hace que salgan al mercado productos de
pobre calidad. Esto se debe a que las pruebas de calidad incluyen mayores gastos de
capital y de mano de obra calificada y al desconocimiento y/o ausencia parcial o completa de
protocolos de calidad con amplia aceptacion internacional. De hecho, no se cuenta con
normas internacionales de calidad aprobadas. Todo esto puede desacreditar el prestigio de
los bioproductos por parte de los productores y endentece la adopcion de los nuevos
métodos de trabajo con bioplaguicidas.

En paises donde se exige una rigurosa informacion del producto que se quiere registrar las
autoridades reguladoras (en paises desarrollados y en desarrollo que son muy exigentes a
la hora de registrar un producto) demandan pruebas poco realistas por desconocimiento
sobre estos productos, a los que muchas veces tratan de aplicarle los mismos
requerimientos que a las moléculas sintéticas quimicas. Otras veces exigen pruebas
econdmicamente inaceptables.

En los ultimos afnos han surgido grupos de trabajo fuertes donde se han asociado importante
productores de bioldgicos, instituciones de investigacion prestigiosas y organismos
reguladores para lograr una mejor armonizacion y resolucion mas efectiva de estos
problemas.

Hoy dia se cuentan con instituciones lideres que tienen establecidos protocolos para control
de calidad y toxicidad e impacto ambiental de estos bioproductos. Se trabaja arduamente
para lograr establecer estas pruebas en los laboratorios que se dedican a estas
producciones. Una vez que se logre un acuerdo general el siguiente paso sera la
implementacion de sistemas de acreditacion externos (tales como ISO 9000, Buenas
Practicas de Produccién [BPP 6 GMP], los que corroboraran la calidad de los productos y su
inocuidad en los paises desarrollados. En los subdesarrollados, los protocolos vy
entrenamientos se pueden ofertar a través de organismos de cooperaciéon internacional
especializados como el IBCD (International Biopesticide Consortium for Development) o el
IBMA (International Biocontrol Manufacturers Association).

Sin embargo, en los ultimos 5 afos la industria de bioplaguicidas se ha fortalecido con

productos de mas calidad conjuntamente con la prohibicibn en muchos paises,
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especialmente desarrollados, de moléculas quimicas plaguicidas y la certificacion de
sistemas organicos donde se contempla el uso de productos bioplaguicidas.

Por ejemplo, la EPA (Environmental Protection Agency of USA) obtiene la informacion de
una Oficina adjunta (Office of Prevention, Pesticides and Toxic Substances, United States
Environmental Protection Agency) que se dedica a la evaluaciéon de pruebas de plaguicidas
y sustancias toxicas, las que se envian a la EPA para su revisién bajo las regulaciones
federales. En general se exigen estudios que identifiquen a nivel molecular el aislado,
estudios toxicoldgicos (teratogeénicos, toxicidad crdnica, subcronica y aguda) incluyendo
genotoxicolégicos o carcinogénicos en dependencia del producto. A continuacion se listan
requerimientos exigidos en los paises lideres en biocontrol desarrollados y en algunos en
desarrollo como Cuba.

Para el registro del producto se necesitan conocer los siguientes datos:

Nombre genérico (cientifico), tipo de plaguicida (insecticida, fungicida bioldgico, etc.), datos
completos del grupo que lo produce, usos y formulaciones (plaga que controlara, tipos de
cultivo, tipos de formulaciones (polvos humedecibles, concentrados liquidos), métodos de
aplicacion (preparado disuelto en agua con adyuvantes, equipos de aplicacion, cantidad que
se aplica, etc.), literatura cientifica que apoye seguridad de uso, estudios de patogenicidad
en especies no diana, baterias de ensayos conanimales de laboratorio que incluyan
mamiferos por diferentes vias: oral, inhalacion, topica, intravenoso, etc). Algunos estudios se
pueden evadir por el analisis de vias de exposicion mas probables a que se expone el
productor del biocontrol o el usuario final producto ademas de un estudio médico riguroso de
voluntarios expuestos a este. Determinar los pasos criticos del proceso productivo para
evaluar posible contaminaciéon microbiana y cuando esta ocurra asegurar que en ningun lote
hay patdgenos humanos ni a animales. Estudios ecotoxicolégicos (seguros a peces, aves,
reptiles, abejas, otras especies de plantas, etc.), algunos de los cuales no se aplican segun
el uso al que va dirigido el producto. Destino del producto en el ambiente (por ejemplo si
contamina estuarios, rios, etc). Caracteristicas fisicas y quimicas (pH, densidad, color, olor).

Ademas de las pruebas de calidad bioldgicas (El6segui, 2006).
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2.6.5 Elementos de bioseguridad en la produccion de bioplaguicidas. Buenas

Practicas de produccion y disefio de instalaciones (El6segui, 2006).
2.6.5.1 Grupos deriesgos y particularidades

La exposicion al riesgo bioldgico puede ser directa o indirecta. No todos los trabajos con
microorganismos tienen igual nivel de riesgo, ya que éste depende de la peligrosidad del
agente para las personas y el ambiente. La clasificacion de agentes bioldgicos en grupos de
riesgo se realiza considerando varios criterios:

1.- Capacidad del microorganismo para producir dafio.

2.- Modo de transmision o diseminacion.

3.- Gama de hospedantes del microorganismo.

4.- Disponibilidad de tratamiento eficaz.

5.- Disponibilidad de medidas eficaces para eliminar riesgo en la comunidad y el ambiente.
6.- Concentracion y volumen que se trabaja.

Atendiendo a lo anterior se establecen cuatro grupos de riesgo para microorganismos
potencialmente patdégenos al hombre, a los animales y al ambiente. Los de biocontrol estan
agrupados en los grupos de riesgo mas bajos que son el grupo 1y el grupo 2 de 4 grupos
que existen en total.

Grupo 1.- Escaso riesgo, pocas probabilidades de ser patégenos al hombre y animales. Por
ejemplo: microorganismos de la industria lactea, de vinos, para produccion de antibiéticos,

asi como los que se emplean en el control biolégico de forma general.

Grupo 2.- Riesgo individual moderado y bajo para la comunidad. Pueden provocar
enfermedades en el hombre y animales. Pocas probabilidades de afectar al personal del
laboratorio y al medio ambiente. Cuando ocurre la exposicion el laboratorio puede provocar
infeccion grave, pero existen medidas para eliminarlo y la propagacion a la comunidad es

limitada.
En el trabajo con microorganismos deben realizarse analisis de riesgo
Los analisis de riesgo tienen dos etapas:

1.- Estimacién del riesgo

2.- Manejo del riesgo.
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1.- La estimacién del riesgo interpreta y evalua la informacion, e identifica el posible peligro y
las consecuencias asociadas.
2.- El manejo del riesgo determina la politica de mercado para decidir como eliminar el

riesgo estimado.

Por otra parte, la percepcion publica del riesgo y los beneficios de una tecnologia influyen en
la regulacion, por lo que los alcances del riesgo y sus regulaciones se deciden
frecuentemente considerando la percepcidon publica en relacion con las bases cientificas
correspondientes. El analisis de riesgo, teniendo en cuenta solo los aspectos cientificos,
probablemente no son del todo acertados, de ahi que los criterios de la opinién publica
pueden ser muy importantes.

Los riesgos principales de los bioplaguicidas son:
1.- Patogenicidad sobre organismos no diana (blanco).

2.- Toxicidad.
3.- Competitividad por espacio con otros microorganismos.

4.- Alergia.
Las pruebas de seguridad deben estar dirigidas a:

- Seguridad sobre vertebrados mediante pruebas toxicoldgicas de laboratorio.

- Efecto sobre invertebrados mediante bioensayos.

Para evitar el escape de los microorganismos se han desarrollado una serie de
procedimientos, mecanismos y adecuaciones fisicas que se conocen con el término de
contencion.

2.7 Trichoderma

El género Trichoderma esta integrado por un gran numero de cepas fungicas que actuan
como agentes de control bioldégico y cuyas propiedades antagdnicas se basan en la
activacion de mecanismos muy diversos (Benitez et al., 2004). En un hongo natural del
suelo presentandose principalmente en los de uso agricola o de materiales vegetales en
estado de descomposicion y tiene la capacidad de adaptarse a varios ambientes
(Druzhinina, 2005).

No se conocen efectos nocivos de Trichoderma sobre otros microorganismos benéficos o
sobre la propia planta. Puede provocar reacciones alérgicas en humanos, sin negativas
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consecuencias socioecondémicas y sanitarias. Aunque se han reportado efectos téxicos de
algunas cepas como por ejemplo (Solfrizzo et al., 1994), refiere que en el estudio de 15
cepas de Trichoderma pertenecientes a 12 diferentes especies de uso potencial en el control
biolégico examinadas para determinar su capacidad para producir antibiéticos polipéptidos
(peptaiboles) encontraron que en extractos de cultivo de 6 cepas de Trichoderma ensayadas
fueron extremadamente toxicos para las larvas de Artemia salina; y que para 5 de ellos esta
toxicidad podria atribuirse a paracelsin (calculado LD50 = 2,2 microM).

Algunos autores (Peltola et al., 2004), encontraron que el extracto celular crudo metandlico
de Trichoderma harzianum cepa ES39 inhibe la motilidad celular en espermatozoides de
cerdo a una concentracion y baja exposicién (concentracion efectiva 50%, 1 a 5 microg
[peso seco] x ml de semen porcino extendida. La misma concentracion de exposicion agoto
el NADH en los espermatozoides de verraco. La inspeccion de espermatozoides de jabalies
expuestos y analizados por microscopia electronica de transmision reveld dafos en la
membrana plasmatica. Por otra parte (Eduard, 2009) plantea que en los estudios
epidemioldgicos de poblaciones altamente expuestas se produce disminucién de la funcion
pulmonar, sintomas respiratorios y la inflamacién de las vias comenzaron a aparecer en los
niveles de exposicion de 105 esporas/m3 y que el desafio humano y estudios
epidemioldgicos apoyan LOEL bastante consistentes de aproximadamente 105 esporas/m3
para las especies de hongos en diversas poblaciones no sensibles.

Las especies de Trichoderma producen o secretan una variedad de compuestos que
inducen respuestas de resistencia localizadas y sistémicas en plantas. Varias cepas de
Trichoderma tienen un largo reconocimiento como agentes bioldgicos, para e | control de
enfermedades de las plantas y por la habilidad de incrementar el crecimiento y desarrollo de
las raices, productividad de las cosechas y resistencias al estrés bidtico y captacion y uso de
nutriente (Ranasingh et al., 2006).

Es un hongo filamentoso, anamdérfico (fase asexual), heterotrofo; pared celular compuesta
de quitina, de rapido crecimiento que puede utilizar una gran variedad de sustratos
complejos como fuentes de carbono. Son sapréfitos de la madera y del suelo, donde su
crecimiento es muy rapido (Monte, 2001; Martinez, 2007; Reino et al., 2008).

La mayoria de las especies de este género son fotosensibles, presentan mayor esporulacion
al ser expuestas a la luz. Se desarrollan a un rango de pH relativamente amplio,

comprendido entre valores de 2.0 y 9.0, con un pH 6ptimo que se encuentra entre 4.0 y 7.0
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(Domsch et al., 1980). Muchas cepas crecen eficientemente en medios solidos o liquidos y
en un amplio rango de temperatura, ademas son relativamente tolerantes a humedades
bajas y tienden a crecer en suelos acidos (Lorito, 2006).

Para el control de enfermedades fungicas y también para nematodos se encuentran
especies del género Trichoderma spp., donde sobresalen T. harzianum, T. viride, T. virens,
T. pseudokoningii, pero solo hasta hace poco tiempo estas cepas han comenzado a adquirir
un valor comercial.

Actua sobre un grupo de especies fitopatogenas de los géneros Rhizoctonia, Pythium,
Phytophthora, Sclerotium,, Alternaria, Fusarium y Gaeumannomyce graminis var Trici bajo
condiciones de invernadero y en el campo (Stefanova et al., 1999 ; Klcuk , 2003; Elésegui,
2006; Stefanova, 2007).

La cepa A-34 de Trichoderma harzianum es capaz de controlar el crecimiento de hongos
fitopatdogenos por su velocidad de crecimiento y su elevada capacidad hiperparasitica, por su
capacidad de producir antibidticos y otras sustancias liticas, ademas es un colonizador por
excelencia compitiendo por espacio y nutrientes (Fernandez-Larrea, 2001; Ezziyyani et al.,
2004;Lorito, 2006). Producen antibioticos y toxinas de naturaleza volatil o no volatil (Benitez
et al.,, 2004; Ranasingh et al., 2006; Reino et al., 2008) en el cual se destaca el papel de
celulasas, y glucanasas (Pérez et al., 2002; Howell, 2003; Benitez et al., 2004; Fernandez-
Larrea, 2006).

La dominancia de Trichoderma sobre el patdgeno es alcanzada por la biosintesis de un
amplio rango de metabolitos secundarios mediante la utilizacion de compuestos naturales y
xenobidticos, produciendo ademas una variedad de enzimas degradativas como quitinasas y
celulasas que le permiten metabolizar una amplia gama de compuestos (Reino et al., 2008).
Sus esporas se mantienen latentes bajo condiciones favorables en los suelos,
especialmente si son ricos en materia organica.

Trichoderma spp. produce tres tipos de propagulos: hifas, clamidosporas y conidios a partir
de las cuales se desarrolla el micelio mediante la germinacién de los propagulos. Su
desarrollo es vegetativo, en diferentes fases del ciclo de vida, desde la germinaciéon de las

esporas hasta la esporulacion.
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2.7.1 Trichoderma harzianum (Ecured, 2014)

Hongo antagonista de patdégenos vegetales, se encuentra presente en la mayoria de los
suelos. Su crecimiento se ve favorecido por la presencia de raices de plantas, a las cuales
coloniza rapidamente. Se clasifica en grupos de hogos hipogeos, lignolicolas y

depredadores.
2.7.2 Habitat

Se encuentra en suelos abundantes en materia organica, es aerdbico y puede estar en los

suelos con pH neutro hasta acido.
2.7.3 Caracteristicas

La mayoria de las colonias de Trichoderma en su inicio tienen color blanco, que se tornan a
verde oscuro o amarillento, con esporulacién densa. El micelio es raro en su mayoria, y visto
al microscopio es fino, los conidiéforos son ramificados, parecen un arbol pequefo. Los
mismos se presentan como penachos compactados que forman anillos con un sistema de

ramas irregular de manera piramidal.

Estos terminan en fidlides donde se forman las esporas asexuales o conidios, de gran
importancia para la identificacién taxondmica a nivel de especie. Son haploides y su pared
estd compuesta por quitinas y glucanos. La mayoria de las especies de Trichoderma

presentan clamidosporas, las cuales pueden ser intercalares y en ocasiones terminales.

2.7.4 Morfologia

Es un hongo que posee estructuras del tipo de conidias hialinas uniceluladas, ovoide en
conidioforo hialino largo no verticilado, nace en centros pequefos. Tiene la capacidad de
producir clamidosporas en sustratos naturales, estructuras de vital importancia para la
sobrevivencia del género en el suelo bajo condiciones adversas. Es saprofito del suelo y de
la madera y el crecimiento en el suelo es muy rapido. Tiene excelentes propiedades para el
control bioldgico, siendo especialmente efectiva contra Rhizoctonia, Fusarium y Pythium. A

sSu vez, es un excelente estimulador del crecimiento radicular.
2.7.5 Aplicaciones

Se aplica comercialmente en la produccién de enzimas y para la regulacion de los

fitopatogenos que enferman las plantas. Ademas cuando se aplica Trichoderma en campo
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se deben tener en cuanta varios aspectos importantes que permitan su adecuada expresion,
que se relacionan con la interaccion planta hospedante — fitopatégeno susceptible —
ambiente favorable (Temperatura del suelo, humedad, presencia de oxigeno, pH),

Condiciones del suelo (estructura, contenido de materia organica y nutrientes) y tiempo.

2.7.6 Modo de accion
Esta asociado a la descomposicion de la materia organica que hay en el suelo y por el
antagonismo con microorganismos patdogenos alas plantas usando procesos de

amensalismo, depredacion, parasitismo y competicion, y por su Hiperparasitismo.
2.7.7 Ventajas de su aplicacion

e Protege las raices de enfermedades causadas por Pythium, Rhizoctonia y Fusarium y
permite el crecimiento de raices mas fuertes y por lo tanto, sistemas radiculares mas
sanos.

e Aumenta la capacidad de captura de nutrientes y de humedad, asi como mejora
rendimientos en condiciones de estrés hidrico.

¢ No requiere equipamiento especial para su aplicacion.

e Compatible con inoculantes de leguminosas y posibilidad de aplicar a semillas que
han sufrido un tratamiento fungicida quimico.

e Disminuyen y en algunos casos eliminan la necesidad de tratar con fungicidas
quimicos, reduciendo los costes y reduciendo el uso de fertilizantes, pues las plantas

tienen mas raices y los utilizan mejor.
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3. Materiales y métodos

Identificacion de la sustancia de ensayo y del vehiculo

La sustancia de ensayo evaluada fue el bioplaguicida Tricosave-34.

El biopreparado consistié en una mezcla sdélida granulada compuesta por sustrato inerte a
base de residuos de arroz (punta y cascara) y conidios de la Cepa A-34 de Trichoderma
harzianum Rifai perteneciente a la coleccién del Instituto de Sanidad Vegetal. La muestra

recibida estaba acompanada de un certificado de calidad con los siguientes datos:
Procedencia de la sustancia de ensayo: Sucursal Sancti Spiritus LABIOFAM S.A

3.1 Vehiculo

Se utilizé agua destilada con un pH ajustado 7 para suspender el la sustancia de ensayo.

3.2 Preparacion de la sustancia de ensayo

Antes de la preparacion de las muestras para ensayos toxicologicos y ecotoxicolégicos se
procedié a la comprobacién de la concentracion de conidios en el sustrato colonizado
(cascara de arroz) por medio de conteo en hematocitometro segun el siguiente
procedimiento:

e Se pesd 1 g del producto y se suspendidé en 250 ml de agua destilada estéril con
ayuda del tensoactivo Tween 80 al 0.05 %. Se mantuvo en agitacidon magnética
vigorosa por 5 min para desprender los conidios y homogenizar la suspension.

e Se tomd una alicuota para conteo en camara de Neubauer considerandose valido el
conteo si el numero de conidios estaba entre 30 y 300 por camara (de no ser asi se
diluyé o concentré segun sea el caso). El titulo se obtuvo de la multiplicacién del
conteo por 10000 y el factor de dilucion.

Para ajustar la concentracién de conidios sobre la base de ese titulo se hicieron diluciones

seriadas con agua destilada para alcanzar las concentraciones de ensayo.
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3.3 Ensayos ecotoxicoldgicos
3.3.1 Ensayo de germinacién y elongacion de laraiz en lechuga (Lactuca sativa)
3.3.1.1 Métodos

Se evalud el efecto fitotoxico sobre semillas de Lactuca sativa L. luego de una exposicion
aguda a varias concentraciones del Tricosave-34 en condiciones controladas. Se
contabilizaron las semillas germinadas y se midié la elongacion radicular considerando que
estaban germinadas cuando la raiz principal alcanzaba 5 mm tomando la distancia desde el
hipocotilo hasta el extremo distal de la raiz. Se estimaron las medias, las curvas
concentracion-efecto y se calculd la CI50 para la germinacion y la CI50 para la inhibicién de la

elongacion de la raices.

El ensayo se realiz6 acorde a procedimientos establecidos para este tipo de estudio en el

Centro de Bioactivos Quimicos sobre la base de metodologias de la (EPA, 1996).
3.3.1.2 Fundamentacién del biomodelo empleado

La factibilidad de la utilizacion de las plantas como biomodelo estda fundamentada
principalmente en las ventajas que ofrece desde el punto de vista experimental pues son de
facil manipulacion y almacenaje, son modelos con bajo costo de mantenimiento, poseen
mecanismos enzimaticos similares a los sistemas de animales y presentan una buena
correlacion con otros sistemas de ensayos. Son Uutiles para la evaluacion de muestras
ambientales, biomonitoreo de aguas residuales y para evaluar la seguridad de productos
nuevos de origen natural o sintético para su uso en la agricultura en el combate de plagas y
enfermedades.

Las semillas de lechuga son de gran sensibilidad para evaluar efectos téxicos en estadios
tempranos de desarrollo vegetal y son de las especies de plantas terrestres no diana
comerciales incluidas en varias guias regulatorias incluyendo las de la EPA.

3.3.1.3 Sistema de ensayo

Se utiliz6 como biomodelo semillas de Lactuca sativa L. (lechuga) proveniente de la
Empresa Provincial de Semillas Varias de Villa Clara, certificadas por el Laboratorio de

Sanidad Vegetal de Villa Clara con viabilidad probada mayor del 95% y libre de plaguicidas.
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Las semillas se agruparon por tamafo y morfologia y se escogieron el grupo mas uniforme
para el ensayo definitivo.

El bioensayo con semillas de lechuga es un ensayo estatico de toxicidad aguda (120 horas
de exposicion) en el que se evaluaron los efectos fitotoxicos de la sustancia de ensayo en el
proceso de germinacion de las semillas y en el desarrollo de las plantulas durante los
primeros dias del crecimiento. Como puntos finales para la evaluacion de los efectos
fitotoxicos, se determind la Clso de la germinacion (considerada como efecto letal) y la Clsg

de la elongacion de la raiz (considerado como un efecto subletal).
3.3.1.4 Condiciones de mantenimiento

A las semillas que se utilizaron se les realizé la recepcién, inspeccién y comprobaciéon de %
de germinaciéon. Después de este proceder fueron guardados en frascos tapados en

refrigeracion (15 + 2 °C) hasta su utilizacion en el ensayo.
3.3.1.5 Distribuciéon y formacidén de grupos experimentales

Se conformaron 5 grupos experimentales: 4 se correspondieron con tratamientos con
suspensiones de Tricosave-34 a concentraciones de 10"", 10'°, 10°, y 102 conidios por mL;
y un grupo control negativo tratado con agua destilada. Cada concentracion se replico tres
veces. Se asignaron 20 semillas por placa (60 por concentracion)

Las placas fueron identificadas utilizando marcador permanente teniendo en cuenta la

concentracion y el numero de la réplica.
3.3.1.6 Via de administracion, dosis, frecuenciay duracion

Las semillas se ubicaron de forma equidistante en la placa sobre un soporte inerte, papel
de filtro, al que se le anadieron 4 ml de la suspension de ensayo.

Las semillas permanecieron en contacto directo con la sustancia de ensayo durante cinco
dias en total oscuridad en un local con temperatura controlada de 25+/- 1 °C.

Al culminar el periodo se observé y registraron las semillas germinadas y se determiné el

largo de las raices de las semillas germinadas.
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3.3.1.7 Estudio anatomopatoldgico

Se tomaron muestras de las semillas no germinadas y se les realiz6 un estudio
macroscopico y se procesaron para analisis histopatolégico de rutina con tincion

hematoxilina eosina.
3.3.1.8 Andlisis estadistico

Se recogieron los datos de la variables informativa, temperatura, y de las de control
(germinacion y tamano de la raiz). La estimacion de la Clsg de inhibicidon de la germinacién y
de elongacion de la raiz se realizé mediante un ajuste a una curva sigmoide utilizando el
paquete estadistico Statistica 10. Se determin6 la Clsg (Inhibicion de la germinacion se
considera como un efecto letal) y la ICso (Inhibicidon de la elongacion de la raiz se considera

como un efecto subletal).
3.3.2 Ensayo en lombriz terrestre (Eisenia foetida)

3.3.2.1 Métodos

Se evaluo el efecto toxico de la exposicion aguda del biopreparado, a una concentracion 10
veces la prevista para su uso, sobre la lombriz Eisenia foetida, en condiciones controladas
sobre papel filtro humedo. Los parametros finales que se evaluaron fueron mortalidad y
eventos clinicos subletales.

Este ensayo estatico de toxicidad aguda evalua los efectos toxicos de una exposicién por
contacto durante 48 h, extensible a 72 h si fuera necesario. Esta prueba se utiliza como
preliminar para determinar las concentraciones a las que se tiene que llevar a cabo la
prueba con suelo.

El ensayo se basd en lo descrito en la guia 207 de la OECD para la evaluacion de

sustancias, Ensayo de toxicidad aguda en lombrices de tierra (OECD, 1984).

Los ensayos fueron conducidos en concordancia con los Principios de Buenas Practicas de
laboratorio No Clinico (MINSAP, 2004), y la Guia para el cuidado, y uso de los animales
para experimentacion (CENPALAB, 2000).

3.3.2.2 Fundamentacién del biomodelo empleado

Las lombrices son ampliamente reconocidas como biomodelo para evaluar la toxicidad de

suelos contaminados, este organismo es un componente abundante y de gran valor dentro
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de los ecosistemas terrestres por lo que es considerado un bioindicador “in situ” o centinela
de posibles dafios al ecosistema. Tiene facil recoleccion, manipulacion y mantenimiento en
una variedad de residuos organicos. La especie recomendada es Eisenia foetida que
aunque no es una tipica lombriz de tierra se encuentra en suelos ricos en materia organica
con una susceptibilidad a productos quimicos similar a la de especies que habitan en el
suelo. Es prolifica, y tiene un ciclo de vida corto (8 semanas para alcanzar la madurez).

3.3.2.3 Sistema de ensayo

Se emplearon lombrices adultas cliteladas (de mas de 2 meses de edad) de la especie
Eisenia foetida con un peso promedio entre los 300 a 450 mg procedentes de la Unidad de
Desarrollo de Estudios Pre-clinicos (UDEP) perteneciente al Centro de Bioactivos Quimicos.
Las lombrices incluidas en el ensayo se seleccionaron en funcion del peso, longitud y

morfologia para lograr homogeneidad en el biomodelo.

Las lombrices se mantuvieron en un vial, en contacto con un papel humedecido con la
suspension de Tricosave-34 a una concentracion unica, en condiciones controladas de
temperatura (20 + 2°C) y en oscuridad. Antes de ser colocadas en los viales, las lombrices
se depositaron por tres horas en papel de filtro humedecido con la finalidad de vaciar sus
intestinos; después fueron lavadas y secadas.

El ensayo se extendi6 por 48 horas. Las lombrices se consideraron muertas cuando no
respondieron a ningun estimulo mecanico. Cualquier otro sintoma patolégico se registro.

La prueba se considerd valida pues no se presentd ninguna mortalidad en el control.
3.3.2.4 Condiciones de mantenimiento y alimentacion

El ensayo se realiz6 en un ambiente controlado con temperatura de 20 + 2 °C, y sin

iluminacion. Las lombrices no recibieron alimento durante el ensayo.
3.3.2.5 Distribucion y formacién de grupos experimentales

Para desarrollar el ensayo se formaron dos grupos experimentales:

Grupo1 (control): estuvo conformado por 10 individuos los cuales fueron dispuestos en

viales individuales que solo recibieron agente humectante, en este caso fue agua destilada.

Grupo?2 (tratado): estuvo conformado por 30 individuos (10 por réplica) y recibieron el

tratamiento de 10® conidios/mL.
La asignacion a los grupos experimentales fue al azar.

38



Estudios ecotoxicoldgicos en diferentes bioindicadores ambientales del bioplaguicida Tricosave-34

3.3.2.6 Via de administracion, dosis, frecuencia y duracion

La via de administracion que se empled para este ensayo fue la tépica o por contacto directo
con el cuerpo de la lombriz, la concentracion que se utilizé fue de 108 conidios/ml, con una

frecuencia unica y una duracién de 48 horas.

La muestra se resuspendioé en agua, se depositdé 1 mL de esta suspension en el papel filtro
(con micropipeta) que estaba dentro del vial (ya identificado), cuidando que se distribuyera
homogéneamente por rotacion del frasco. Se secd el papel de filtro dentro del frasco

destapado en una campana de extraccion de gases.

Una vez seco el papel se le adicion6 agua destilada en un volumen acorde a los resultados
de la prueba limite de humedad explicada previamente, que en este estudio fue 1 ml, y se
deposité una lombriz lavada y secada por cada vial, el que se tap6 con un tapén perforado
para permitir preservar la humedad y facilitar el intercambio de aire.

3.3.2.7 Observaciones clinicas

Se hicieron observaciones a las 24, y 48 h en ambos grupos, registrandose los signos
clinicos subletales de respuesta como: cambios en la respuesta al estimulo mecanico,
consistencia blanduzca del cuerpo de la lombriz, pérdida de fluido celémico, dafios
apreciables en la region clitelal, presencia de abultamientos y constricciones en diferentes
regiones del cuerpo.

3.3.2.8 Eutanasia

La eutanasia se ejecutd mediante un método aceptado, por congelamiento, y se tratdé de

provocar el minimo de sufrimiento a los animales durante el experimento.
3.3.2.9 Analisis estadistico

Se determiné el porcentaje de mortalidad para ambos grupos (Control y Tratado). En vista
de no obtenerse mortalidad para todos los grupos, no procedieron otros analisis.

Se determind el porcentaje de mortalidad para ambos grupos (Control y Tratado). De ser
posible se realizo el test de la T de Student y el test de la U de Mann-Whitney para la
comparacion con un nivel de significacion de p < 0.05.

En caso de usar varias concentraciones se obtendria una curva dosis efecto y se estimaria
la concentracion letal 50 (CLsp) mediante un ajuste a una curva sigmoidea utilizando el

paquete estadistico “Statistica”
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3.3.3 Ensayo en moluscos (Physa cubensis)
3.3.3.1 Métodos

La prueba consistié en la determinacién de efectos téxicos (inmovilizacion o mortalidad),
observados en un tiempo de exposicion de 96 horas, en juveniles del molusco dulceacuicola
Physa cubensis.

Durante este ensayo se expuso el biopreparado de ensayo a una concentracion de maximo
riesgo, 10° conidios/mL. Se evalud la mortalidad cada 24 horas y hasta el término del
bioensayo (96 horas), haciendo anotaciones sobre el numero de organismos con eventos

clinicos subletales.

El estudio se desarroll6 teniendo en cuenta lo establecido por la entidad reguladora Agencia
de Protecciéon Medioambiental de Estados Unidos (US-EPA, 1996 e,f,g)

3.3.3.2 Fundamentacién del biomodelo empleado

La relevancia del empleo de moluscos dulceacuicolas como organismos de prueba radica en
su ubicacion en un ecosistema de vulnerabilidad a la contaminacién y a su funcién tréfica de
importancia en la dinamica de los ecosistemas acuicolas y terrestres. La especie
seleccionada se caracteriza por su pequefio tamano, rapido desarrollo, alta fecundidad, facil
manejo, bajo costo y que permite la administracién directa de sustancia a ensayar en el
medio. Ademas su inclusién como biomodelo cumple con la recomendacion de las agencias
regulatorias de combinar varias especies que reflejen la diversidad del ecosistema
(US.EPA, 1996 f). En el caso del molusco Physa cubensis es un caracol benténico propio de
la region tropical, representado en aguas Iénticas dulceacuicolas, son facilmente
manipulables en el laboratorio; ademas el costo de sus cultivos y su concordancia ecoldgica

lo favorecen frente a otros bioensayos estandarizados.
3.3.3.3 Sistema de ensayo

La especie seleccionada para este estudio fueron moluscos juveniles de menos de 72 h de
Physa cubensis, obtenidos por cria artificial, con alimentacién y condiciones controladas, en
instalaciones preparadas para este propésito en el CBQ. Los organismos que se
seleccionaron provinieron del mismo lote con buen estado de salud, y similar tamafo. Los
especimenes para ensayo se seleccionaron por métodos taxondmicos de reconocimiento

somatico y de la concha.
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3.3.3.4 Condiciones de mantenimiento y alimentacién

Los moluscos se mantuvieron en las mismas condiciones durante los 7 dias de
aclimatacién y durante el ensayo. Se emplearon vasos de polipropileno de 50 mL de
capacidad con 15 mL de agua declorada con caracteristicas quimico-fisicas aceptables para
el ensayo (APHA, 1989): dureza de 10-250 mg/L CaCOgs, pH de 6.5-8, concentracion de
particulas por debajo de 20 mg/L, concentracion de amonio, nitrato y cloro por debajo de
0.02 mg/L, 48mg/L y 0.003 mg/L, respectivamente. EI numero de individuos en cada vaso
fue de 10. Todos los animales de la aclimatacion pasaron al estudio definitivo por no
observarse durante la aclimatacion muertes ni indicadores de enfermedad o anomalia
funcional o conductual.

Los recambios parciales de agua cada 48 h hasta los 30 dias de duracion del estudio fueron
el medio usado para evitar la acumulacion de residuos.

3.3.3.5 Condiciones ambientales

El local de ensayo mantuvo las siguientes variables climaticas:

Temperatura: 23+2 oC

Ciclos luz-oscuridad: 12/12 horas.

lluminacién: artificial.

El alimento diario consistié de un macerado estéril de Algas Oscillatoria spp., procesado en
el laboratorio y pienso para alevines producido y certificado por el CENPALAB, Cuba.

La alimentacion se interrumpid 24 horas antes de comenzar el ensayo y se reanudo a las 96
horas, momento en que se elimind el agua con la suspension de prueba. A partir de este

punto la alimentacion fue diaria hasta el final del estudio a los 30 dias.
3.3.3.6 Distribucién y formacién de grupos experimentales

Una vez obtenidas las formas juveniles de P. cubensis de una cohorte entre 0 a 72 h de
eclosion, se procedié a la ejecucion del ensayo. Se conformaron 3 grupos experimentales,
uno con la sustancia de ensayo (10° conidios/mL) y dos grupos controles, un control
negativo con agua y otro con el producto Tricosave-34 (10° conidios/mL) inactivado, ver
Tabla 5.
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Tabla 5. Grupos experimentales

Grupos #de Concentracion
moluscos | (conidios/mL)
Tratado 40 10°
Control inactivado 40 10°
Control no tratado 40 -

A cada grupo se le asigno aleatoriamente 40 moluscos, distribuidos en 4 réplicas de 10

individuos cada uno.

3.3.3.7 Via de administracion, dosis, frecuenciay duracion.

La administracién del producto activo e inactivado fue por suspension en el agua de
mantenimiento de los moluscos. El producto fue aplicado una sola vez en el agua y se
mantuvo hasta las 96 horas. Como concentracién limite fue utilizada 109 conidios/mL.
Después de este tiempo se elimin6 el producto y se renovo el agua en dias alternos hasta
30 dias posteriores, en que finaliz6 el ensayo.

3.3.3.8 Observaciones clinicas.

Los moluscos se observaron después de las 4 primeras horas y, al menos, a intervalos de
24 horas hasta completar el tiempo de estudio; registrandose las muertes y anomalias
visibles. Para la discriminacion de mortalidad se utilizo el criterio propuesto por lannacone y
Alvarino (1998,1999). Se consideré muerto el individuo incapaz de realizar algun tipo de
movimiento en la placa de recuento, como mover el pie, la concha 6 los tentaculos cefalicos
durante 15 segundos de observacion al estereoscopio. Para el caso de los efectos
subletales, se considerd la desadherencia cuando el organismo ya no se desliza sobre las
paredes del frasco perdiendo la capacidad de fijar el pie y el individuo se encuentra
suspendido en el medio; desprendimiento cefalico cuando una porcion del area cefalica se
desprende e incrementa su tamafrio al triple del normal.

Las variables de respuesta que se midieron fueron: mortalidad y efectos subletales

(desadherencia y desprendimiento cefalico)
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Como variables informativas se midieron: temperatura de local de ensayo, parametros
quimico fisicos de calidad de agua, pH, conductividad, dureza del agua, concentraciéon de
metales pesados en el agua y viabilidad del hongo en el agua.

3.3.3.9 Eutanasia

La eutanasia se ejecutd mediante un método aceptado (congelacion) y se tratdé de provocar

el minimo de sufrimiento a los animales.
3.3.4 Ensayo en abejas meliferas (Apis mellifera)
3.3.4.1 Métodos

Se evalud la toxicidad aguda oral sobre Apis mellifera en un ensayo limite donde se aplico
de 10-100 veces la dosis recomendada para uso previsto. Las abejas fueron expuestas
durante 4 horas en condiciones controladas a la sustancia prueba incluida en el alimento
(solucidn de sacarosa al 50%). El ensayo se extendié por 30 dias, evaluandose mortalidad,

y eventos clinicos subletales.

Este ensayo se desarrollé teniendo en cuenta lo establecido por las agencias regulatorias
(EPPO, 1992; US-EPA, 1996 a,b,c) y otra guia de la EPA sobre generalidades en
evalkuacién de plaguicidas microbianos (US-EPA, 1996 d).

3.3.4.2 Fundamentacién del biomodelo empleado

Las abejas constituyen indicadores biolégicos adecuados debido a que estos organismos
habitan en lugares que pueden estar expuestos al uso de bioplaguicidas. La contaminacion
con los mismos se puede producir por contacto, y mediante la obtencién de néctar y polen
durante sus labores de polinizaciéon. Ademas estos invertebrados al contaminar a su vez los
productos de su colmena, pueden extender la toxicidad a otros organismos incluyendo al
hombre.

3.3.4.3 Sistema de ensayo

El sistema de ensayo estuvo formado por abejas obreras jovenes (aproximadamente de la
misma edad) Apis mellifera, procedentes de igual colonia del Centro Provincial de Cria de
Reinas, libres de patdégenos conocidos y sin tratamientos con antibiéticos, o productos anti-

varroa en las 4 semanas precedentes a la recepcion de ellas para el estudio.
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3.3.4.4 Condiciones de mantenimiento y alimentacién

Para el mantenimiento de las abejas se utilizaron estuches de macrolon recomendados por
la OMS para el traslado y mantenimiento de insectos, con dimensiones de 4 cm de diametro
y 12 cm de longitud; con extremos cerrados, siendo uno de ellos una rejilla plastica para
garantizar la permanencia de los organismos dentro, con una entrada de aire. Los estuches
con las abejas (10 por estuche) se mantuvieron durante el ensayo en la oscuridad, en una
incubadora, a una temperatura de 30 +2 °C. Los procedimientos de manejo se ejecutaron a
la luz. Se les provey6o a voluntad de una solucidn acuosa de sacarosa al 50 %,

monitoreandose el consumo.
3.3.4.5 Distribucién y formacién de grupos experimentales

Los animales con buen estado de salud se distribuyeron aleatoriamente, a 3 grupos
experimentales, uno con la sustancia de ensayo (109 conidios/mL) y dos grupos controles,
un control negativo con solucién de sacarosa al 50 % y otro con el producto Tricosave-34
(109 conidios/mL) inactivado. A cada grupo se le asign6 30 abejas, distribuidas en 3 réplicas
de 10 abejas cada uno. Durante el proceso de aleatorizacion y asignacion a los grupos

experimentales las abejas fueron sedadas con 10 dm3 de CO2/minuto durante 5 minutos.
3.3.4.6 Via de administracion, dosis, frecuencia y duracion

La administracién del producto activo e inactivado fue por medio alimento. Se prepard una
suspension madre concentrada del producto para tomar el volumen necesario a mezclar con
la solucién azucarada 50 % de manera que obtuvimos la suspension con la concentracion
de estudio.

La exposicion al producto fue unica, durante 4 horas, después de este tiempo se retird y se
suministré agua con sacarosa al 50 % ad libitum diario y durante 30 dias mas. Se verifico la

viabilidad del hongo en la solucion azucarada al terminar las 4 horas de exposicion.
3.3.4.7 Observaciones clinicas

Se realizaron observaciones clinicas a las 4, 24, 48 horas y diariamente hasta los 30 dias.
Las variables clinicas de respuesta fueron: mortalidad, signos de toxicidad o enfermedad

(alteraciones fisiolégicas y/o conductuales): a) ataxia, b) letargo, c) hipersensibilidad.
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Como variables informativas se midieron: temperatura, humedad relativa y viabilidad del

hongo en el agua.
3.3.4.8 Eutanasia

La eutanasia se ejecutd6 mediante métodos aceptados y se tratd de provocar el minimo de

sufrimiento a los animales (10 dm3 de CO2/minuto durante 20 minutos).

3.3.4.9 Estudio microbiolégico
Al no observarse muertos o moribundos, los sobrevivientes se sacrificaron al concluir el

experimento, para verificar la viabilidad de propagulos del hongo (UFC).
Se analiz6 la presencia de propagulos fungicos viables en el alimento a las 4 h.

3.3.4.10 Analisis estadistico

Se determinaria el porciento de mortalidad para ambos grupos y se realizaria una
comparacion de medias mediante un ensayo paramétrico o no (segun sean los supuestos
estadisticos) con un nivel de significacion de p < 0.05.

Para el calculo de CLsp a los diferentes tiempos observaciones (48 horas + 30 dias) se
utilizaria el programa de la EPA (EPA PROBIT ANALYSIS PROGRAM. USED FOR
CALCULATING LC/EC VALUES Version 1.5.)

En nuestro caso no se determind el porcentaje de mortalidad al no observarse muerte en

ningun grupo ni tiempo de observacion.

3.3.5 Ensayo en peces guppy (Poecilia reticulata)
3.3.5.1 Métodos

La prueba se baso en la determinacion de efectos de intoxicacion aguda (inmovilizacion o
mortalidad), observados en un tiempo de exposicién de 96 horas, en juveniles del pez
dulceacuicola Poecilia reticulata (“guppy”).

Durante este ensayo se expuso al organismo seleccionado a la sustancia de ensayo a una
concentraciéon de maximo riesgo de 10° conidios/mL. De provocarse efectos deletéreos los
peces se exponen a una serie de cinco concentraciones decreciente con factor geométrico
y se evalua la mortalidad y eventos clinicos subletales cada 24 horas y hasta el término del

bioensayo (96 horas). Los datos de mortalidad acumulada permiten construir la grafica
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concentracion-efecto, que es la base para la determinacion de la Concentracion Letal Media
(CLso).

El ensayo se desarroll6 teniendo en cuenta lo establecido por las agencias regulatorias
(EPA, 1996 h,i).

3.3.5.2 Fundamentacién del biomodelo empleado

La relevancia del empleo de peces como organismos de prueba radica en su ubicacién y
funcién en los sistemas acuaticos, ya que ademas de ocupar diferentes posiciones troficas
en los ecosistemas, muchas especies de peces representan pesquerias de importancia
comercial o son sujeto de cultivo para la produccion de alimentos o como especies
ornamentales. Su habitat es el ecosistema de mayor extension y vulnerabilidad a la
contaminacion. Ademas, al tratarse de organismos vertebrados, son normalmente
considerados como buenos representantes de organismos de mayor complejidad y por lo
tanto los efectos toxicos observados en ellos son mas faciles de comprender e interpretar.
La especie seleccionada se caracteriza por su pequefio tamafo, rapido desarrollo, alta
fecundidad, facil manejo, bajo costo y que permite la administracion directa de sustancia a
ensayar en el medio. Es recomendada en varias guias para estudios ecotoxicologicos (US
EPA, 1996 i; OECD, 1984; OECD, 1992).

3.3.5.3 Sistema de ensayo

Se utilizé como organismo prueba individuos juveniles de Poecilia reticulata, del mismo lote,
provenientes de reproductores estabilizados en las condiciones para la especie en
instalaciones preparadas para este propodsito en el CBQ. Los organismos que se
seleccionaron tenian buen estado de salud, similar edad y un rango de longitud de 2 £ 1 cm.

3.3.5.4 Condiciones de mantenimiento y alimentacién

Todos los animales de la aclimatacion pasaron al estudio definitivo por no observarse
durante la aclimatacion muertes ni indicadores de enfermedad o anomalia funcional o
conductual.

Los peces se mantuvieron en las mismas condiciones durante los 7 dias de aclimatacion y
durante el ensayo. Se emplearon recipientes de vidrio, de 5L de volumen y 300 cm? de area,
con 1L de agua potable declorada (reposo a la luz por 48h), y caracteristicas quimico-

fisicas aceptables para el ensayo: dureza de 40-180 mg/L CaCOs, pH de 7,4, temperatura
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de 23 +2 °C, concentracidén de particulas por debajo de 20 mg/L y metales en rangos
aceptables para este tipo de agua. La densidad de peces fue de 1g/L, (10 individuos en 1 L)
adecuada para garantizar no se rebase la carga maxima que puede tolerar el sistema en
funcion de la oxigenacion y los residuos de amoniaco.

El sifoneo de heces y alimentos fue realizado dos horas después de la alimentacion y los
recambios parciales de agua cada 48 h, estos fueron los medios utilizados para evitar la
acumulacion de estos residuos.

La alimentacién diaria fue con pienso para alevines (producido y certificado por el
CENPALAB, Cuba). Esta se interrumpido 24 horas antes de comenzar el ensayo y se
reanudo a las 96 horas, para ser de aplicacion diaria hasta el final del estudio a los 30 dias.

3.3.5.5 Condiciones ambientales

El local de alojamiento de las peceras mantuvo las siguientes variables climaticas:
Temperatura: 25+2 °C
Ciclos luz-oscuridad: 12/12 horas.

lluminacién: Luz blanca de 1000Lux (30-100 Im para un area de 0.03m2)
3.3.5.6 Distribucion y formacion de grupos experimentales

Se conformaron 3 grupos experimentales, uno con la sustancia de ensayo (109 conidios/mL)
y dos grupos controles, un control negativo con agua y otro con el producto Tricosave-34
inactivado (109 conidios/mL). A cada grupo se le asigné aleatoriamente 20 peces,

distribuidos en 2 réplicas de 10 individuos cada uno.

3.3.5.7 Via de administracién, dosis, frecuenciay duracion

La administracién del producto activo e inactivado fue por suspension en el agua de
mantenimiento de los peces. Como concentracién limite se utilizd 10° conidios/mL. El
producto se aplicdé una sola vez en el agua y se mantuvo hasta las 96 horas, al cabo del

cual se elimin6 agua con el producto y se renové el agua.
3.3.5.8 Observaciones clinicas

Los peces se observaron después de las 4 primeras horas y, a intervalos de 24 horas hasta
completar el tiempo de estudio. Se registraron las anomalias visibles (por ejemplo, pérdida
de equilibrio, cambios en la actividad locomotora y natatoria, funcidn respiratoria,
pigmentacién, cambios en la conducta alimentaria).
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Los peces se consideraron muertos si al toque del pedunculo caudal no se produce reaccién
alguna y no se percibié ningun movimiento respiratorio. Se realizé necropsia para detectar
alteraciones organicas y muestreo para verificar la presencia de UFC a partir de cultivo.

Las variables de respuesta que se midieron fueron: mortalidad y los efectos subletales (nado
erratico, pérdida de reflejos, excitabilidad incrementada, letargo, decoloracién, produccion
excesiva de mucus, hiperventilacidén, ojos opacos, espina curvada, hemorragias y otros que
no aparezcan relacionados), asi como peso inicial y final.

Como variables informativas se midieron: temperatura e intensidad de luz del local,

temperatura, pH, conductividad, dureza, metales pesados y viabilidad del hongo en el agua.

3.3.5.9 Peso corporal
Se midié el peso al inicio del ensayo y al finalizar el mismo. Para ello se pesaron
individualmente los peces en beaker de 50 mL de agua que fueron tarados antes de

introducir los peces capturados de la pecera con una malla fina.

3.3.5.10 Eutanasia
La eutanasia se ejecutd mediante induccion de anestesia con mentol a la concentracion de
200 mg/L en el agua de mantenimiento por un periodo de 10 minutos y posteriormente la

decapitacion de los mismos con un bisturi.
3.3.5.11 Estudio microbioldgico

Al no observarse muertos o moribundos, los sobrevivientes se sacrificaron al concluir el
experimento, para identificar la presencia de hifas. Se analiz6 la presencia de propagulos
fungicos viables en agua del ensayo a las 96 h.

3.3.5.12 Analisis estadisticos

Se utilizaria el método de Analisis de Varianza de un factor (ANOVA-ONEWAY),
implementado en el programa StatGraphics Centurion version 15.1I, para contrastar la
hipdtesis de que las medias de los pesos en los diferentes grupos (tratado, control inactivado
y control negativo) son semejantes al inicio y las medias de los pesos de dichos grupos son
semejantes al final del estudio. En el analisis estadistico se consider6 un nivel de

significacion de a = 0.05.
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No se determino el porcentaje de mortalidad al no observarse muerte en ningun grupo ni
tiempo de observacion. Asi mismo, al no observarse mortalidad no fue necesario calcular la
CL50.
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4. Resultados

4.1 Ensayo de germinacién y elongacion de laraiz en lechuga (Lactuca sativa)

Al evaluar el efecto del bioplaguicida Tricosave-34 sobre la germinacion de semillas de
lechuga (Grafico # 2), se comprobo6 que las semillas del grupo control germinaron al 100 %,
y que en las semillas de los grupos tratados la inhibicion de la germinacion no sobrepaso el
10% en la maxima concentracion ensayada de 10" conidios/mL, estando de 1 a 10 el
porcentaje de inhibicién para las concentraciones inferiores. Debido a que en todas las
concentraciones ensayadas la inhibicion de la germinacién estuvo por debajo del 50 % no se

pudo estimar la Clsg, por lo que declaramos que la Clsg >10"" conidios/mL.

100

Clgy>10" UFC/mL

Inhibicidn de la germinacion (%)
(8]
=}

o BN

Control {-) 1.E4+08 1.E+09 1.E410 1.E+11

Concentracidn (conidios/mL)

Grafico # 2. Efecto del Tricosave-34 sobre la germinacion de semillas de lechuga.

El Grafico# 3 muestra los resultados del efecto de las suspensiones de Tricosave-34 sobre
la elongacién de las raices, apreciandose que a partir de la concentracion de 10"°
conidios/mL hay una significativa reduccion en la elongacion radicular (p<0,01).

En cambio, en la concentraciéon 10° conidios/mL se observa una estimulacién aunque no es
significativa respecto al control.

La Clso, estimada utilizando el ajuste a una curva sigmoide (Holford, 1981), fue de 3.5x10"°
conidios/mL, con lo cual este indicador de dafio subletal se produce a concentraciones
mayores que la propuesta para el registro del producto. No se observaron otros signos de

toxicidad macroscépica ni histopatologica a las concentraciones evaluadas.
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Grafico # 3. Inhibicion de la elongacion de la raiz del Tricosave-34 en semillas de lechuga
4.2 Ensayo en lombriz (Eisenia foetida)

Al evaluar el efecto agudo del bioplaguicida Tricosave-34 sobre Eisenia foetida (Tabla 6) se
comprobd que las lombrices de ambos grupos, control y tratado con la concentracion de 10°
conidios/mL no presentaron mortalidad en los tiempos de 24 y 48 horas, por lo que no se
extendio el ensayo hasta las 72 h.

Tabla 6. Evaluacion de la mortalidad del Tricosave-34 sobre Eisenia foetida

Mortalidad %
Grupo Réplica
24h |48h
Control 1 0 0
Tratado Conc 1x109 1 0 0
conidios/mL 2 0 0
3 0 0
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En la evaluacion de otros efectos a las 24 horas se aprecié que tanto los especimenes
pertenecientes al grupo control como los que conformaron el grupo tratado se mantuvieron
con buena vitalidad, evidenciado por la excelente respuesta a la estimulacion mecanica y la
ausencia de otros signos.

Transcurridas 48 horas se observo una ligera disminucién de la respuesta al estimulo
mecanico en una lombriz perteneciente del grupo tratado. Este evento subletal apenas
representa el 3,3% de las lombrices del grupo de ensayo.

De forma general se consideré que el producto no es toxico para esta especie bajo las
condiciones del ensayo.

4.3 Ensayo en moluscos (Physa cubensis)

Se considerd valida la prueba pues al final del periodo de exposicion no se detecto
mortalidad en el control; asi mismo se corrobord la presencia del hongo en el agua de
ensayo a las 96 horas de iniciado el experimento lo que evidencio la interaccion del micro-
organismo con el modelo de estudio (Tabla 7). Asimismo no se observé mortalidad, ni
efectos clinicos subletales en los moluscos que estuvieron expuestos al biopreparado en el
agua a la concentracion de 10° conidios/mL, en ninguno de los tiempos preestablecidos para
este ensayo (Tabla 8). Se pudo verificar la formacion de UFC en los cultivos hechos con
muestras del agua de ensayo a las 96 h (Tabla 9).

Sin embargo en los cultivos preparados a partir de muestras de los tejidos del animal, no
pudimos detectar UFC siendo evidente que el biopreparado no es infectivo para Physa

cubensis.
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Tabla 7. Viabilidad de Trichoderma harzianum a las 96 h en el agua.

Resultados

dal culktivo

Grupo Réplicas microbiologico
del agua
O horas 96 horas
1 (=107} Foasitivo Fasitivo
2 (=10 Fositivo Fositiveo
Tratacdo
3 (n=10) P asitivo Pasitivo
< =10} Foasitivo Foasitivo
1 (=107} Ml eqativo mleq ativo
2 (n=10) M egativo M egativo
Contral inactwado
3 (n=10) M egati~o M egativ~o
< n=10) M egativo M egativo
1 (=107} Ml eqativo mleq ativo
2 n=10) M egati~o M egativ~o
Control nedgatisvo
3 (n=10) M egati~o M egativ~o
< (=10} ml eqativo mleqativo
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Tabla 8. Mortalidad y eventos clinicos en Physa cubensis por tratamiento con Tricosave-34

(10° conidios/mL)

Mortalidad Efectos subletales
Grupo |Reéplicas | 096 hasta 0-96 |hasta
horas | 30 dias horas |30 dias
1(n=10) [ 0 0 0 0
2in=10j | 0O 0 0 0
Tratado

2 (n=10) a 1] 1] 1]

4 (n=10) a 1] 1] 1]

g (n=10) a 0 1] 0

G(n=10) | O 0 0 0
Control inactivado

Tin=10y | O 0 0 0

gin=10) | O 0 0 0

9(n=10) | O 0 0 0

10(n=10)] O 0 0 0
Control negatikvo

1in=1m| 0 0 0 0

12in=10| 0 0 0 0
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Tabla 9. Presencia de Trichoderma harzianum en moluscos Physa cubensis a los 30 dias

de ensayo
Resultados del
Grupo Réplicas| cultivo microbiolégico
delos organocs
1 (n=10) negativo
Tratado
2 (n=10) negativo
4 (n=10) negativo
Control inactivado
g (n=10) negativo
7 (n=10) negativo
Control negativa
8 (n=10) negativo

4.4 Ensayo en abejas (Apis mellifera)

Al final del periodo de exposicion de 4 horas no se detectdé mortalidad en el control, dandose
por valida la prueba. En ese periodo de observacion tampoco se observd mortalidad, ni
signos de intoxicacion para los grupos que recibieron al producto Tricosave-34 (109
conidios/mL) activo o inactivado (Tabla 10). En la verificacion realizada de viabilidad del
hongo en el alimento luego de 4 horas (tiempo de exposicion) se pudo constatar la presencia
UFC (Tabla 11). Siendo evidente entonces que el hongo viable no fue capaz de provocar
mortalidad, ni signos de intoxicacion incluso 30 dias después, cuando se di6é por concluido el
ensayo (Tabla 11). Igualmente resultaron negativos los cultivos de muestras de las abejas al
cabo de 30 dias, lo que indica la no infectividad de Trichoderma harzianum para estos
artropodos (Tabla 12).
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Tabla 10. Mortalidad y signos clinicos en Apis mellifera tratada con Tricosave-34 (109

conidios/mL).

_ Mortalidad y signos clinicos
Grupo Replicas _
0-4 horas |4-48 horas |hasta 30 dias
1in=10} a a n
Tratado 2i{n=10) 0 0 0
3 (n-10) a a a
4 (n=10M) Mn Mn n
Control inactivda (n=10) a a n
B (n=10) a a n
7 (n=10) 0 0 0
Control negativ] 8 (n=10) ] ] ]
8 (n=10) a a n

Tabla 11. Viabilidad de Trichoderma harzianum a las 4 h en agua azucarada al 50%.

Resultados del cultive
microbiolégico del alimento
Grupo Réplicas
0 horas 4 horas
1 (h=10) Paositivo FPaositivo
Tratado 2n=10) Pasitivo Fasitivo
3 (n=10) Positivo Positivo
4 (n=10) M egativio M egativo
Control inactivado |5 (n=10) M egativo M egativo
& (n=10) MNegativio Megativio
7 in=10) M e ativio M egativi
Cantral negativo 8 (n=10) |Megativo Megativa
8 (n=10) |Negativo Megativo
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Tabla 12. Presencia de Trichoderma harzianum en Apis mellifera a los 30 dias.

Resultados del
Grupo Reéplicas cultive microbiclogico

de los organos
1{n=10] negativo
Tratado 2 (n=10) negativo
3 (n=10) negativo
4(n=10] negativo
Control inactivado 5(n=10) negativo
6 (n=10) negativo
7 (n=10] negativo
Control negativo B(n=10) negativo
9 (n=10] negativo

4.5 Ensayo en peces (Poecilia reticulata)

Se consider6é valida la prueba pues al final del periodo de exposicion no se detecto
mortalidad en el control. Asimismo no se observé mortalidad, ni efectos clinicos subletales
en ninguno de los tiempos preestablecidos para este ensayo 4, 24, 48, 96 h y 30 dias en los
peces que estuvieron expuestos en el agua al biopreparado, activo o inactivado, a la

concentracion de 10° conidios/mL (Tabla 13).
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Tabla 13. Mortalidad en peces Poecilia reticulata en el ensayo con Tricosave-34.

Mortalidad
Grupo |Réplicas
096 horas hasta 30 dias
1 {n=10 1] 0
Tratacio
2(n=10) 0 0
3 (n-10) 0 0
Curibrul ir=cL
4 (n=10) i i
g (n=10] 1] ]
Contral nend
& (n=10) 0 0

Se aprecio que el peso al inicio del ensayo en todos los grupos estuvo cercano a los 97 mg y
que este se incrementdo en todos los grupos hasta una media cercana a 200 mg,

tabulandose la media e intervalo de confianza para cada grupo en Tabla 14.
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Tabla 14. Pesaje de peces Poecilia reticulata en el ensayo con Tricosave-34.

Intervale de ¢onflanza parala
Media | media al 26%
Grupo N _
{mg} | Limite - )
) i Limite superior
inferior
Tratado 20 SFTe |97 07 9813
Control
N S7 00 |9- 37 a7 RA
inactvado
FPesos al inicio
Cnntrol
20 gyos |9s45 a7 Ro
negAativn
Total B0 o727 | 9591 o7 B2
Tratado 20 20455] 20266 206 B4
ool
) . 20 20380]201.86 20594
irECivadu
Pesos al final
Control
) 20 20555 204.50 206 80
negativo
Total 511 204701 200.72 202607

Se estudié ademas la influencia del tratamiento sobre el peso como indicador de toxicidad;
primeramente se comprobaron los supuestos paramétricos, normalidad de los pesos por
grupo y la homogeneidad de varianza. En el primer caso se usé el estadigrafo Shapiro-Wilk
y se demostré que la variable peso (inicial y final) sigue una distribucién normal por grupos
(p > 0.05). En el segundo caso se utilizé la prueba de Levene sobre igualdad de varianza y
se observé que para el peso inicial hay homogeneidad de varianza (p = 0.770). Sin embargo
esto no se cumple para el peso final (p = 0.017), sin embargo por tratarse de un experimento
equilibrado el analisis de varianza no es tan sensible a la violacidn de esta hipodtesis y se da
por valido arrojando que no hay diferencias significativas entre los grupos tanto en los pesos
iniciales como finales (p > 0.05). Se complemento el estudio de analisis de varianza con los
estadisticos de Brown-Forsythe y de Welch. Estos estadigrafos confirman que no hay

diferencias significativas en los pesos iniciales y finales entre los grupos (p > 0.05) y por lo
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tanto se concluye que incluimos en el estudio individuos homogéneos en relacién al peso y
ademas que el tratamiento no afectd la fisiologia de los peces, puesto que controles y
tratados tuvieron igual incremento.

Se pudo constatar la presencia de propagalos fungicos viables (UFC) en los cultivos hechos
con muestras del agua de ensayo a las 96 h (Tabla 15). No se observaron UFC en los
cultivos preparados a partir de muestras de los tejidos del animal ni dafios histopatolégicos,
siendo evidente que el biopreparado no es infectivo ni patogénico para los peces (Tabla 16 y
17).

Tabla 15. Viabilidad de Trichoderma harzianum a las 96 h en el agua.

Resultados d&l cultivo

Grupo Réplicas microbiclogico del agua
0 horas 96 horas
1(n=10y |10° Positiva
Tratado
2 (h=107 0¥ Fositivo
3 (n=10) MNegativo M egativo
Control inactvado
4 (h=107  INegatvo M egativo
S (n=10) M Cgativo M Cojativo
Cantral negativo
6 (n=10) |MNegativo M egativo
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Tabla 16. Infectividad de Tricosave-34 en peces Poecilia reticulata a los 30 dias de ensayo.

Resultados

del cultive
Grupo Replicas
microbiclogico
de muestras del pez
1(n=10) negatvo
Tratado
2(n=10) negativo
4(n=1U) negatyo
Control inactivado
ain=1U) negatyo
T(n=10) negatyo
CORCrl NEgati
Bin=10) Meygdlvu

Tabla 17. Patogenicidad de Tricosave-34 en peces Poecilia reticulata a los 30 dias de

ensayo.
Resultados
Grupo Réplicas histopatologicos
de los 6rganos
1 (n=10) Harmnal
Tratado
2 =10 Mormnal
4 (=10} Mormal
Control Inactivado
Jn-10 Mommal
T n=10) Mormal
Control nagativo
2 n=10) Hommnal
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5. Discusion
5.1 Planta

En el estudio de evaluacion de efectos del tricosave-34 sobre la germinacion y elongacién
de la raiz de plantas terrestres (Lactuca sativa) se observé un efecto dosis-dependiente, es
decir, a la concentracion prevista para aplicar a cultivos se observo un ligero efecto
estimulante sobre la germinacion de semillas. Este resultado coincide con otros estudios
realizados por Gonzalez y colaboradores donde se aprecié que este microorganismo tuvo
efectos positivos sobre varios parametros indicadores de desarrollo vegetativo en diferentes
especies de plantas (Gonzalez, et al.,1999). De hecho ha sido referido que actua como
bioestimulante del crecimiento radicular, pues promueve un desarrollo de raices mas fuertes
y sanas debido a la secrecion de fitohormonas, lo que permite, debido al incremento de
masa radicular, una mejor asimilaciéon de nutrientes y toma de humedad por la planta
(Romero, 2006).

Contradictoriamente a concentraciones significativamente mas elevadas (entre 1010 y 1011
conidios/ml) que la prevista para aplicar a cultivos el efecto sobre la germinacion y
elongacion de la raiz fue inhibitorio aunque no estadisticamente significativo. Este hallazgo
concuerda con resultados previos que explican que Trichoderma es un hongo altamente
antagonico, con lo cual altas aplicaciones de Trichoderma posiblemente pueden alterar
poblaciones de hongos y bacterias que hay en el suelo, importantes en el ciclaje de la
energia y nutrientes. Trichoderma harzianum particularmente puede disminuir las
poblaciones de hongos no patdogenos descomponedores de la materia organica, alterando el
equilibrio biolégico de los suelos y por consiguiente se disminuye la fertilidad de estos y con
ello el crecimiento vegetativo de la planta (Borrero, 2005).

Trichoderma harzianum, es un microorganismo de ocurrencia natural en el suelo, que es
favorecido por la presencia de abundantes niveles de raices en las plantas, las cuales
coloniza rapidamente para adicionalmente potenciar el crecimiento de las mismas y de la
planta en si, ya que posee caracteristicas que le permiten solubilizar y secuestrar nutrientes
organicos para ponerlos a disposicion de las mismas, mejorando en dicha forma su
desarrollo (Hoja de seguridad.AgroGuard, 2003).

Ademas, las especies del género Trichoderma pueden producir diversos metabolitos

secundarios dentro de los que se encuentran algunas toxinas como la gliotoxina (Brian,
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1944) (Argumedo-Delira, R., et al. 2009), y hormonas de crecimiento como auxinas y
giberelinas (Argumedo-Delira, R., et al. 2009) (Kleifeld, 1992). Asi, T. harzianum y otras
especies del género son capaces de incrementar el crecimiento de plantas de lechuga
(Lactuca sativa L) (Di Pietro, A.,et al. 1993)

De forma general el producto se considerd poco fitotdxico para esta especie. Incluso
considerando los antecedentes mencionados la concentracién propuesta para su uso mas
bien exhibe efectos benéficos para la produccién agricola (Esposito, 1998).

5.2 Lombriz

De los resultados obtenidos al evaluar el Tricosave-34 en el ensayo de toxicidad aguda en
Eisenia foetida respecto a mortalidad, podemos deducir que la CL50 es superior a la
concentracion ensayada, que por ser 10 veces mas alta que lo previsto para aplicacion
agricola demuestra la seguridad del biopreparado.
5.3 Molusco
En el estudio de toxicidad en moluscos Physa cubensis no se obtuvieron niveles de
mortalidad en los organismos en prueba, pero si se determind la viabilidad por al menos 24
horas del microorganismo en el agua de ensayo. Dicho resultado coincide con resultados
previos de evaluacién de diferentes medios de conservacion alternativos sobre la viabilidad
de la cepa A-34 de Trichoderma harzianum que afirman que la suspensién en agua no
afecta la viabilidad de la cepa, morfologia y capacidad antagdnica durante un afio en un
50% (Rodriguez, 2010).
La no presencia de UFC del microorganismo en muestras tomadas de moluscos en ensayo
ha sido ademas referida para otros invertebrados. Sin embargo, se ha planteado que las
toxinas de Trichoderma koningii pueden acumularse en mariscos y mejillones (Sallenave et
al; 1999), por lo que es conveniente seguir investigando el efecto sobre otros moluscos, de
considerarse de interés ecoldgico en particular.

5.4 Abeja
En el ensayo de toxicidad en abejas meliferas, Apis mellifera, no se observé efecto alguno
de toxicidad medido por produccion de mortalidad y otros fecetos no letales y a
concentraciones mas elevadas que las previstas para aplicar en campo. Nuestro resultado

es coherente con estudios precedentes que consideran al hongo Trichoderma harzianum un
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producto no toxico ni alergénico, e inocuo para artrépodos utiles, abejas y abejorros
(Kacaniova et al., 2012).

En estudios reportados se refiere DL50 nn abejas los valores fueron mayores a 100
mg/abeja, por lo que se considera de baja toxicida (Hoja de seguridad Funqui, 2014).

De acuerdo a las recomendaciones de uso comercial, en tratamientos de campo, no se ha
encontrado toxicidad de Trichoderma harzianum en poblaciones de abejas, de hecho existen
reportes de literatura en los cuales las abejas han sido empleadas como organismos para la

diseminacién del hongo (Hoja de seguridad.AgroGuard, 2003).

5.5 Peces

Respecto al estudio de toxicidad en peces dulceacuicolas Poecilia reticulata, no se
observaron evidencias de toxicidad demostrable mediante mortalidad y efectos subletales.
Existen algunos reportes de toxicidad de Trichoderma spp. en Artemia salina, (Solfrizzo et
al., 1994), cerdo y jabali (Peltola et al., 2004), y en humanos (Eduard, 2009, Chouaki et al.,
2013). Sin embargo para peces no hemos hallado referencias de toxicidad en embriones
larvas o adultos de varias especies en los que se ha podido verificar su presencia en
organos (Bagy et al., 1993). Por afiadidura, ha sido sugerido como aditivo o alimento
liofilizado para el pez dulceacuicola Danio rerio o Pez Cebra, precisamente por no causar
ningun efecto téxico en los adultos y su descencedencia (Sisman et al., 2012). Estos
resultados coinciden con los nuestros y permite declarar al Tricosave-34 como no toxico
para los peces.

Ademas, Trichoderma harzianum, es un microorganismo de ocurrencia natural en el suelo.
De acuerdo con la literatura publicada a la fecha, son practicamente inexistentes las
referencias acerca de la recuperacion de especies de Trichoderma spp. a partir de
ambientes acuaticos. Segun la literatura parece existir una aparente inhabilidad de
Trichoderma harzianum para establecerse en habitats acuaticos y a la fecha no existen
reportes de efectos adversos de este microorganismo en peces y otros organismos
acuaticos (Hoja de seguridad AgroGuard, 2003).

No obstante varias fuentes reportan la evaluacién de Trichoderma en peces debido a que
metodoldégicamente se recomienda. En estos estudios la CL50 en peces fue mayor a 100

ppm, por lo que no se considerd toxico (Hoja de seguridad Funqui, 2014).
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De manera general son varios los reportes bibliograficos que avalan la seguridad ecolégica
del hongo Trichoderma harzianum sobre multiples organismos bioindicadores del medio
ambiente reconocidos por las principales guias internacionales de evaluacion de efectos de
plaguicidas y bioplaguicidas. Se reporta que Trichoderma no crece ni se desarrolla en el
agua, y tiene una vida media de 5.5 semanas. Como el hongo no permanece activo en el
agua, no requiere de procedimientos de descontaminacién en caso de derrames ya que es
un componente natural del suelo. No forma emulsiones. La movilidad en el aire no se
considera pertinente porque la liberacién de esporas, no es probable que ocurra a niveles
significativos. El movimiento de grandes cantidades de esporas a través de la tierra en
general no es probable. No se acumula en el ambiente (Hoja de seguridad 3Tac(wp) BIO-
FUNGUICIDA, 2012).

Las pruebas demuestran que el hongo no es toxico a los mamiferos, aves, ranas, abejas,
lombrices, peces e invertebrados acuaticos (Hoja de Seguridad Trichogen WP, 2014) y (Hoja
de Seguridad Trichosil® 50 WP, 2014).

La literatura actual en Internet, relacionada con este hongo, cita las fichas de seguridad y
aspectos generales de preparados y productos bioplaguicidas preparados con el
microorganismo, debido fundamentalmente al amplio uso que desde hace varias décadas se
realiza con especies de Trichoderma spp. y en otros casos combinaciones con otros hongos
para uso en el control de plagas en cultivos varios y en plantas ornamentales. Asi tenemos
productos como el 3Tac (wp) BIO-FUNGUICIDA, mezcla de Trichoderma viride,
Trichoderma Harzianum, Trichoderma Longibrachiatum (Hoja de seguridad 3Tac(wp) BIO-
FUNGUICIDA, 2012); el TRICHONATIVA® SC, combinacién de Trichoderma harzianum
cepa Queule, Trichoderma virens cepa Sherwood, Trichoderma parceramosum cepa Trailes
(Hoja de seguridad TRICHONATIVA®, 2013), entre otros.

En general el proceso de la Administracion de Riesgo Ambiental se divide en una etapa de
Evaluacion del Riesgo, que entrega informacion cientifica sobre la probabilidad que ocurra
un dafio en las especies expuestas, y en una Administraciéon del Riesgo, en que se elaboran
y aplican las politicas 0 normas de regulacion para el control del posible efecto (Medina y
Encina-Montoya, 2003).

La presencia de un contaminante en el ambiente y sus efectos ecologicos puede ser
determinado mediante el uso de biomarcadores o marcadores biolégicos (Fossi ,1991),

(Peakall y Shugart, 1992) . Estos corresponden a la medicion de respuestas moleculares,
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bioquimicas y fisiolégicas que produce la presencia de un agente contaminante en un
organismo determinado. El material bioldgico utilizado como biomarcador incluye acidos
nucleicos y proteinas (enzimas), organelos, células, tejidos y érganos. Estos analisis pueden
desarrollarse en el laboratorio, exponiendo una especie para la cual las reacciones a medir
estan ya establecidas; o pueden efectuarse en terreno, mediante la mantencion de estos
organismos en el cuerpo de agua que se desea evaluar (Melacon, 1995).
La valoracion de riesgo ambiental se realiza basicamente considerando los resultados
ecotoxicoldgicos realizados en especies bioindicadoras, estos ensayos generalmente se
realizan como una bateria de experimentos con un orden légico y considerando el tipo de
producto a evaluar, el uso previsto, los niveles o cantidades que seran aplicados en el
ambiente, entre otros.
La bateria de ensayos que propusimos y considerando los niveles tréficos del ecosistema
fue:

- Un organismo productor: semillas de planta terrestre (Lactuca sativa).

- Un organismo descomponedor y detritivoro: lombrices terrestres (Eisenia foetida).

- Un organismo consumidor primario: moluscos (Physa cubensis).

- Un organismo consumidor primario: abejas (Apis mellifera).

- Un organismo consumidor primario/secundario: peces (Poecilia reticulata).
El producto Tricosave-34 se aplicara sobre cultivos terrestres de interés econémico, por lo
cual predominan en dicha bateria organismos bioindicadores de ecosistemas terrestres y
solo dos organismos acuaticos, peces y moluscos, aunque este ultimo alterna fases de vida
en medio acuatico y terrestre; debido a que las guias internacionales los recomiendan como
medida de riesgo por vertimientos accidentales o por arrastre o inundaciones que ocurran
naturalmente.
En el caso de los resultados obtenidos con Tricosave-34 no se hace necesario realizar una
evaluacion medioambiental integral debido a la ausencia casi total de toxicidad en los
organismos ensayados. Teniendo en cuenta los datos referidos en general no hay estudios
que sugieran que Trichoderma harzianum tenga ningun efecto perjudicial demostrable sobre
el medio ambiente, por lo que considerando la metodologia de clasificacion de la US-EPA

esta se clasifica como Categoria IV, es decir, producto de Baja Toxicidad (OECD, 2001).
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6. Conclusiones

1. El bioplaguicida Tricosave-34 no es toxico para Eisenia foetida al no provocar

mortalidad ni signos téxicos en las lombrices a la concentracion de 108 conidios/ml.

2. El biopreparado Tricosave-34 no resultd toxico para abejas Apis mellifera expuestas a
la carga de 10° conidios/ml.
El biopreparado Tricosave-34 no demostroé toxicidad para moluscos Physa cubensis.
El biopreparado Tricosave-34 no evidencio efectos tdxicos para peces Poecilia
reticulata.

5. ElI Tricosave-34 no mostré evidencias significativas sobre la germinacion y la

elongacion de la raiz en semillas de Latuca sativa que demuestren fitotoxicidad.
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7. Recomendaciones

1. Continuar con las evaluaciones ecotoxicoldgicos del Tricosave-34 para su registro
sanitario.

2. Profundizar en evaluaciones del Tricosave-34 en plantas para elucidar los resultados
obtenidos sobre la germinacién utilizando elevadas concentraciones de conidios.

3. Considerar en subsiguientes estudios la cuantificacion de formas del hongo de los

medios de ensayo y de muestras biologicas.
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