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Resumen

Mediante pruebas de toxicidad aguda se evalud la CLso del fungicida Difenoconazol
250 EC en la lombriz roja californiana (Eisenia foetida), siendo este ampliamente
usado en el campo de la agricultura para controlar enfermedades en cultivos de
cereales, hortalizas, vegetales, entre otros; donde su aplicacidon extensa puede
causar efectos en organismos no objetivo. Para llevar a cabo el estudio se tomo
como referencia la metodologia de la EPA (OPPTS 850.6200), con un disefio
experimental completamente aleatorio, en el cual se tuvo un control y cinco
concentraciones por cada funguicida, cada uno con 4 réplicas, para un total de 44
unidades experimentales, con 10 individuos cada una.

Las unidades experimentales estaban conformadas por envases PET con una
capacidad volumétrica de 1 litro, los cuales contenian 500 g de suelo proveniente
de un cultivo de tomate de la vereda Gaunza del municipio de Guateque, Boyaci;
este recipiente se encontraba cubierto con tela de lino para evitar el contacto directo
con la luz y el intercambio de oxigeno. Tanto para el preensayo como para el
bioensayo se calcul6 la capacidad de retencién de agua del suelo, para obtener un
porcentaje de humedad del 70%. Para las concentraciones usadas en el preensayo
se tomd como base un dictamen técnico y de esta manera obtener una
concentracion de referencia para el ensayo final. Luego, se determind las

concentraciones finales (0,04, 0,128, 0,217, 0,306 y 0,395 % ), una vez terminado

el monitoreo se determind la concentracion letal 50 de los dos plaguicidas,
. .. l .. .
obteniendo una concentracién de 0,3911 O?—kg para el plaguicida 1, mientras que

para el 2 0,3647—2.
0,5kg

Para verificar que los parametros fisicoquimicos no incidiran en la mortalidad de las
lombrices se realizé una correlacion entre estas variables obteniendo que no existe
relacion entre ellas. Por otro lado, se calculé el area bajo la curva para todas
replicas, y se realiz6 un andlisis de varianza concluyendo que el plaguicida 2 es mas
toxico que el plaguicida 1, ya que requiere de menos concentracion para llegar a la
misma mortalidad y el peso en el plaguicida 2 se ve mas afectado a concentraciones
mas bajas.

Palabras claves: Bioensayo, Concentracion letal 50, Dinenoconazol, Eisenia
Foetida, plaguicidas.
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Abstract

Through acute toxicity tests are evaluated the CL50 of the fungicide Difenoconazole
250 EC in the californian red worm (Eisenia foetida), which is widely used in the field
of agriculture to control diseases in cereal crops, vegetables, vegetables, among
others; where your application can cause effects on organisms not targets. To carry
out the study was taken as reference the methodology of the EPA (OPPTS
850.6200), with a completely randomized experimental design, in which there was a
control and five concentrations for each fungicide, each with 4 replicas, for a total of
44 experimental units, with 10 individuals each.

The experimental units were made up of PET containers with a volumetric capacity
of 1 liter, which contained 500 g of soil from a tomato crop Gaunza in the village of
the municipality of Guateque, Boyacd; this container was covered with linen cloth to
avoid direct contact with the light and the exchange of oxygen. For both the
preensayo as for the bioassay was calculated the water retention capacity of the saill,
to obtain a percentage moisture content of 70%. For the concentrations used in the
preensayo was taken as the basis of a technical opinion and in this way obtain a
reference concentration for the final trial. Then, it was determined the final

concentrations (0,04, 0,128, 0,217, 0,306 y 0,395 % ), once the monitoring was
completed, the lethal concentration 50 of the two pesticides was determined,

obtaining a concentration of 0.3911% for the pesticide 1, while for the 2
0,3647-2—,
0,5kg

To verify that the physico-chemical parameters do not affect the mortality of the
worms there was a correlation between these variables getting that there is no
relationship between them. On the other hand, we calculated the area under the
curve for all replicas, and an analysis of variance 2 concluding that the pesticide is
more toxic than the pesticide 1, because it requires less concentration to get to the
same mortality and weight in the pesticide 2 is most affected at lower concentrations.

Keywords: Bioassay, Lethal Concentration 50, Difenoconazole, Eisenia Foetida,
Pesticides
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Introduccion

Los plaguicidas son ampliamente usados para controlar las plagas que afectan la
calidad de los alimentos, siendo la agricultura la actividad que mayor emplea estos
productos, representan el 85% de la produccion mundial. Su uso excesivo se da por
la gran cantidad de alimentos que requieren ser cultivados, lo que da lugar a las
afectaciones en el ambiente y en la salud de las personas [1].

El transporte y destino de este contaminante en el ambiente puede realizarse en
aire, agua o suelo; dependiendo del medio en el que se encuentre y en cada uno de
estos medios de exposicion, su dispersién y concentracion es diferente. Por otro
lado, la afectacion en la salud de las personas depende de las vias de exposicion;
ya sea via digestiva, dérmica o respiratoria. Los efectos pueden ser agudos o
cronicos, y ser subsecuentes a una exposicion a corto plazo y con efectos
sistémicos, o exposiciones a largo tiempo, pero a bajas concentraciones [2].

Estudios de toxicidad en plaguicidas evidencian lo anterior, sirviendo como
herramienta para observar los efectos toxicos presentados en el ambiente y en la
salud de la poblacion. La concentracion letal 50 (CLso) es uno de estos estudios,
permite conocer el grado de toxicidad de un compuesto, tomando como indicador la
mortalidad de la poblacién expuesta al plaguicida. En este caso se tiene como
organismo de prueba la lombriz roja californiana (Eisenia foetida), esta permite
adaptarse a varias condiciones y resistir diferentes concentraciones de compuestos,
haciéndola ideal para someterse a pruebas de toxicidad [3].

En este trabajo se determiné la CLso mediante la comparacion de dos plaguicidas
con el mismo principio activo (difenoconazol), tomando como guia la metodologia
de la EPA (OPPTS 850.6200) y usando como sustrato biolégico la lombriz roja
californiana (Eisenia Foetida). Para llevar a cabo este experimento se hizo uso del
disefio experimental completamente aleatorio, el cual sirvié para disminuir el error
experimental y evidenciar los efectos que ocasiond el plaguicida en las lombrices.
Ademas, se tuvo en cuenta Unicamente el peso de las lombrices para determinar la
incidencia de los plaguicidas sobre ellas, las cuales fueron expuestas a diferentes
concentraciones. Cabe resaltar que se control6 los pardmetros de humedad,
temperatura, pH y luminosidad, con el fin de que todas tuvieran las mismas
condiciones. Los datos obtenidos fueron analizados en SPSS por el método de
ANOVA obteniendo una significancia entre las concentraciones y las mortalidades;
en el plaguicida 2 se registr6 mayor mortalidad que el plaguicida 1, donde
posiblemente los coadyuvantes y excipientes pudieron incidir en la toxicidad del
producto.
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1. Objetivos
1.1. General
Determinar la concentracion letal 50 (CLso) de dos fungicidas con el mismo principio
activo, mediante un bioensayo basado en la metodologia de la EPA (OPPTS
850.6200) usando como sustrato biolégico la lombriz californiana (Eisenia foetida).

1.2. Especificos

¢ Plantear un disefio experimental que permita el desarrollo del bioensayo.

e Reconocer cual de los dos fungicidas presenta un mayor riesgo toxicolégico en
la lombriz californiana.

o Definir el efecto que ejerce los fungicidas sobre el peso de las lombrices.




&

UNIVERSIDAD SANT() TOMAS FACULTAD DE INGENIERIA AMBIENTAL

PRIMER CLAUSTRO UNIVERSITARIO DE COLOMBIA ENTREGA DE TESIS ‘ Pég 17 de 78

2. Marco tebérico

2.1. Plaguicidas.

Segun la FAO en el Codigo Internacional de Conducta para la Distribucion y
Utilizacion de Plaguicidas es definido el plaguicida como: “cualquier sustancia o
mezcla destinada a prevenir, destruir o controlar cualquier plagas incluyendo los
vectores de enfermedades humanas o de los aminales, las especies de plantas o
animales indeseables que causan perjuicio o que interfieren de cualquier otra forma
en la produccion, elaboracion, almacenamiento, transporte o comercializacion de
alimentos, productos agricolas. El termino incluye sustancias destinadas a utilizar
como reguladores del crecimiento de las plantas, defoliantes, desecantes, agentes
para reducir densidad de fruta o agentes para evitar la caida prematura de la fruta,
y las sustancias aplicadas a los cultivos antes y después de la cosecha para
proteger el producto contra la deterioracion durante el almacenamiento y transporte”
[4]. Los plaguicidas tienen diferentes clasificaciones, las cuales dependen de su uso,
toxicidad, vida media o familias quimicas, a continuacién, se muestra cOmo es su
clasificacion:

Existe diferentes tipos de plaguicidas que se clasifican dependiendo del tipo de
plaga a la que atacan (Tabla 2-1);

Tabla 2-1. Clasificacién de plaguicidas segun su uso [5].

Tipo de plaguicida | Plaga que ataca
Insecticida Insectos
Herbicida Hierbas

Rodenticidas Roedores
Funguicida Hongos
Acaricidas Acaros
Bactericidas Bacterias
Alguicidas Algas

Molusquicidas Moluscos

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) es quien plantea esta clasificacion,
teniendo en cuenta el valor de la dosis letal 50 (DLso), basandose en estudios
toxicoldgicos por distintas vias de exposicion y diversos sustratos biolégicos. La
clasificacion incluye categorias que van desde las sustancias ligeramente
peligrosas hasta extremadamente peligrosas (Tabla 2-2) [6].

Tabla 2-2. Clasificacion segun su toxicidad [6].

Clase Toxicidad
IA Extremadamente peligroso
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B
[l
[l

Altamente peligroso
Moderadamente peligroso
Ligeramente peligroso

Con la vida media de efectividad de los plaguicidas se puede saber el tiempo de
duracion que tienen en el ambiente, los cuales pueden ser persistentes hasta no

persistentes (Tabla 2-3) [1].

Tabla 2-3. Clasificacién segun su vida media [1].

Persistencia

Vida Media

Permanentes Indefinidamente
Persistentes De meses hasta 20 afios
Moderadamente

persistentes De 1 a 18 meses

No persistentes

De dias hasta 12 semanas

Esta clasificacion se da de acuerdo con la estructura quimica de los plaguicidas,
permitiendo que se ordenen por familias quimicas (Tabla 2-4) [7].

Tabla 2-4. Clasificacion segun familia quimica [7].

Familia Descripcion

Son demasiado estables y se tienden a
acumular el en tejido graso. Afectan el

Organoclorado
sistema nervioso central.

Son esteres derivados del acido fosforico,
afecta el sistema nervioso central

Organofosforados . SR .
9 mediante la inhibicion del acetil
colinesterasa.
Son esteres derivados de acidos o dimetil
N-metil-carbamico. Son menos
Carbamatos persistentes que los organoclorados y

organofosforados, sin embargo, también
inhibe al acetil colinesterasa
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Se originan de insecticidas naturales o
sintéticamente. Afectan el sistema
Piretroides nervioso central causando cambios en la
dinamica de los canales de NA+ en la
membrana de la célula nerviosa.

2.1.1. Fungicidas.

Son sustancias quimicas que sirven para impedir el crecimiento o eliminar los
hongos y mohos. Son usados en la industria, la agricultura, el hogar y jardin para la
proteccion de las semillas, flores y frutos; pueden penetrar el tejido vegetal y de esta
forma atacan el hongo que esté afectando el cultivo [8].

Los fungicidas presentan la siguiente clasificacion segun su grupo quimico [9]:

2.2.

Metoxiacrilatos (Estrubirulinas): es eficaz contra los hongos que afectan a los
cereales. Se han presentado efectos colaterales como lo es la reduccién de
la respiracion, retraso de la senescencia (consecuencia del estrés y dafio en
la célula), actividad del metabolismo del nitrdgeno, entre otros [10].
Triazoles: su modo de accion es especifico ya que inhibe la biosintesis de
esterol, el cual es un componente critico para la integridad de las membranas
celulares de los hongos [11].

Bencimidazoles

Derivado del benceno

Ditiocarbamato

Difenoconazol.

Nombrado por la IUPAC con el nombre de cis-trans-3-cloro-4-[4-metil-2-(1H-1,2,4-
triazol-1-ilmetil)-1,3- dioxolan-2-illfenil4-clorofenil éter [12]. Su nombre quimico es 1-
[2-[4-(4-clorofenoxil)-2-clorofenil]4-metil-1,3-dioxan-2-ilmetil]-1H-1,2,4-triazol  [13].
Su estructura quimica se muestra en la llustracion 2-1.




%UNIVERSIDAD SANT() TOMAS FACULTAD DE INGENIERIA AMBIENTAL

PRIMER CLAUSTRO UNIVERSITARIO DE COLOMBIA ENTREGA DE TESIS ‘ Pég 20 de 78

llustracién 2-1. Estructura quimica del difenoconazol [13].
N\~
) °
Cl

CHs

Es un fungicida del grupo triazol, su accion es de contacto y sistémico, con actividad
de erradicar, prevenir y curar. Es adecuado para el control de enfermedades por
complejos fungicos [14].

Es considerado moderadamente peligroso (clase 1), donde la CLso en los
organismos tiene las siguientes concentraciones (Tabla 2-5):

Tabla 2-5. CLso de algunos organismos [13].

Organismo CLso
Acudticos > 200° mg/kg
Abejas (96 horas) 375,13 pg/abeja
Lombriz de tierra (14 dias) | 610 mg/kg

Este funguicida es toxico para los organismos acuaticos, y a largo plazo pueden
provocar efectos negativos. Ademas, la exposicion repetida de este elemento puede
provocar sequedad y formacion de grietas de la piel [15].

Las propiedades fisicoquimicas del difenoconazol de muestran en la Tabla 2-6:

Tabla 2-6. Propiedades fisicoquimicas [15].

Color Amarillo a marrén
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pH 4a8

Punto de ebullicién 220 °C

Punto de inflamacion | 63 °C a 770 mmHg

Densidad 1,04 — 1,08 g/cm?
Viscosidad A 20 °C de 35 a 40 mPas
Solubilidad en agua Insoluble

2.2.1. Mecanismo de accion.

El difenoconazol es absorbido rapidamente por las partes verdes de la planta, su
movimiento en el interior de ella es translaminar con translocacién acrépetal. Su
modo de accidn consiste en la inhibicidon de la biosintesis del ergosterol, actuando
principalmente en la desmetilacion del C14. No actia sobre la germinacion de
esporas, ni sobre las hifas del hongo. Impide el crecimiento subcuticular del micelio
y el desarrollo de los sintomas de enfermedades. [14].

La ruta de la biosintesis del ergosterol inicia en la conversién de Acetil-CoA a
mevalonato, esta reaccion es catalizada por la tiolasa, que consiste en la
condensacion de dos moléculas de Acetil-CoA, para formar acetoacetil-CoA. Luego
esta reacciona con otra molécula de acetil-CoA para producir el 3-hidroxi-
3metilglutaril-CoA (HMG-CoA). La enzima HMG-CoA reductasa, depende de
NADPH, reduce al HMG-CoA hasta mevalonato [16].

Posteriormente el mevalonato es transformado a escualeno, donde el mevalonato
sufre una serie de reacciones hasta convertirse en isopentenil pirofosfato, que se
transforma en su isémero dimetilalil pirofosfato. Ambas moléculas, con 5 carbonos
cada una, se condensa y produce geranil pirofosfato, que reacciona con otra
molécula de isopentenil pirofosfato generando el farnesil pirofosfato, mediante la
accion de la escualeno sintasa (SQS) dando lugar a escualeno. Dentro de las
proteinas involucradas en las transformaciones se encuentra la proteina ras, las
proteinas G heterotriméricas y la lamina nuclear [16].

Las etapas tardias implican la conversion del escualeno a ergosterol. El escualeno
sufre un proceso de ciclacion para dar lugar a lanosterol, molécula de 30 carbonos.
El lanosterol es desmetilado en posicion 4 y 14 y es metilado en la posicion 24. La
desmetilacion en la posicion 14 es catalizada por la C14a-desmetilasa, enzima
dependiente del citocromo P-450. La metilacion en la posicién 24 esta catalizada
por la enzima A%*?5 esterol metiltransferasa (SMT), que es dependiente de S-

! Movimiento dentro de la planta de abajo hacia arriba, es decir desde la raiz hasta el extremo
superior de ella (apices).
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adenosil-L-metionina (AdoMet), y es caracteristica de tripanosomatidos, hongos y
plantas [16] (llustracion 2-2).

llustracion 2-2. Ruta de la biosintesis del ergosterol [16].

Acetil-CoA

|

Acetil-CoA + Acetoacetil-CoA

HMG-CoA

- '“"Lml

Mevalonato

l Mevalonato kinasa

Fosfomevalonato

tlonato kinasa

Pirofosfomevalonato

l Fosfomevalonato decarboxilasa

Isopentenil Pirofosfato — Isopentenil adenina

l {tRNA)
Geranil Pirofosfato
Farnesil pirofosfato sintasa l Dolicol, Ubiguinona
Farnesil Pirofosfato — Hemo A
p Proteinas farnesiladas
l’ scualeno sintasa  proteinas geranil-geraniladas

Escualeno

ialeno epoxidasa l

Epoxido de escualeno

l. 4 esmetilasa

Lanosterol

4 9€
24,25
esterol metil transferasa /

Ergosterol

Las exposiciones continuas y prolongadas pueden causar diferentes trastornos
dependiendo de la via por la que es absorbido. Por inhalacién puede causar
irritacion respiratoria, laringitis y dolores en el pecho. El contacto del plaguicida con
la piel produce irritacion, sequedad y resequedad en la piel, mientras que el contacto
con los ojos causa irritacion, dolos, lagrimeo, sensacion de ardor, visién borrosa y
riesgo de serio dafio ocular. Por ultimo, la intoxicacién por ingestion provoca dolor
abdominal y nauseas [17].

Segun Capps et al-1990 los niveles mas altos de residuos toxicos totales se
localizan en el higado y en los tejidos de las ratas y en los tejidos y leche de cabras
lactantes. Y la mayor cantidad de los residuos se excretan rapidamente [17].
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2.2.2. Persistencia.

El comportamiento en el suelo es el m&s persistente, ya que su degradacion es lenta
y puede tener una vida media de 21 dias. Son estables a la fotolisis en suelo y se
adhiere fuertemente a las particulas de este. Este funguicida presenta bajos niveles
de lixiviacion [13].

En los sistemas acuaticos su degradacion es rapida (< 1 dia), ya sea en condiciones
anaerobias o aerobias.

2.3. Estudios de toxicidad.

La Universidad Agricola de China realizé un estudio sobre los efectos agudos y el
desarrollo del pez cebra por el difenoconazol a través de ensayos en etapa de larvas
y adultos, se observo el potencial de riesgo del ambiente y la toxicidad acuatica del
fungicida. Para el desarrollo de este estudio se analiz6 los puntos finales de
desarrollo del embridn, la mortalidad, los efectos teratdgenos y el comportamiento.

Finalmente se obtuvo la toxicidad aguda de las tres etapas larvas (1,17 %), peces
adultos (1,45 =) y embrion (2,34 =2), se observé la inhibicion de eclosion del

embridon, movimientos espontaneos anormales, frecuencia cardiaca lenta y
deformidades morfologicas. Ademas, con 0,5 mg/L de difenoconazol causa un
ennegrecimiento en las larvas y disminucién de frecuencia cardiaca, y a 0,25

%inhibié en el peso del crecimiento del pez adulto a una exposicién de 14 dias [18].

La Universidad Agricola de China, observo el efecto de difenoconazol en el
contenido de colesterol y el mecanismo relacionado teniendo en cuenta si es macho
o hembra. Se tuvo en cuenta el peso corporal y el nivel de colesterol hepatica
(TCHO), poniendo a prueba las especies a los 7, 15 y 30 dias después de la
exposicion, observando la disminucion del nivel TCHO en el higado del pez cebra
macho. Mientras que el pez cebra hembra mostré modificaciones en los genes, y el
contenido de colesterol presentd niveles normales durante toda la exposiciéon [19].

La Biblioteca Nacional de Medicina en Estados Unidos realiz6 un estudio para
determinar los riesgos de toxicidad aguda por el herbicida diclofop-metilo y el
funguicida difenoconazol. Ambos fueron administrados via oral a ratas durante 28
dias. En los grupos tratados, la alanina aminotransferasa (ALT), la urea y la
creatinina de plasma fueron mayores que en el grupo control, también, se observo
inhibicion en gamma glutamiltransferasa (yGT) y en la enzima acetilcolinesterasa
plasma (AChE), sin diferencias en el nivel de glucosa, pero si en el malondialdehido
(MDA) y el superoxido dismutasa (SOD) (un biomarcador de estrés oxidativo) que
aumento6 en los grupos tratados. Se concluyd que estos dos plaguicidas pueden
tener efectos potencialmente nocivos sobre los seres humanos y el ambiente [20].

En el Dictamen Técnico Ambiental, para el producto Zoldifen 250 EC a partir del
ingrediente activo Difenoconazole, para ser utilizado como fungicida en el control de
Sigatoka Negra (Mycosphaerella Fijensis) en el cultivo de platano y Tizén Temprano
(Alternaria Solanii) en el cultivo de Tomate, expedido por el Ministerio de Ambiente,
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Vivienda y Desarrollo Territorial, obtuvo la CL50 en las siguientes especies (Tabla2-
7) [21]:

Tabla 2-7. Toxicidad agua del difenoconazol [21].

Especie Toxicidad CL50
Patos silvestres Oral 5000 mg/kg
Codorniz Oral 4760 mg/kg
Tucha arcoiris 96 horas 0,81 mg/l
Pez dorado de agallas azules | 96 horas 1,2 mg/l
Sheepshead minnow 96 horas 0,82 mg/l
Daphia magna 48 horas 0,77 mgll
Abejas Contacto >100 pg/abeja
Abejas Oral >187 pg/abeja
Lombriz de tierra 14 dias >610 ml/kg

Ademas, el destino y comportamiento del difenoconazol en el suelo es persistente
bajo condiciones aerébicas y anaerdbicas, su tiempo de disipacion en campo es de
DTso =35 a 63 dias y el coeficiente de adsorciébn de carbono organico Koc de
3470,89. Mientras que en agua depende del medio, es decir, en agua subterranea
se calcula el potencial de lixiviacion con la ecuacién de Gustaffson obteniendo un
valor de GUS de 0,82, por lo que se considera que el difenoconazol no presenta
una tendencia a lixiviar, lo que reduce la contaminacion en aguas subterraneas. En
el agua superficial la vida media de degradacion acuética es de 307 — 324 dias, por
lo que se considera persistente en este medio. Finalmente, en el aire se considera
gue no se encuentre presente, debido a su baja presion de vapor [21].

2.4. Lombriz roja Californiana (Eisenia foetida)

La lombriz roja californiana (Eisenia foetida) pertenece al grupo de los anélidos y a
la familia Lumbricidae. Estas lombrices son capaces de adaptarse a diferentes
sustratos, temperaturas, pH y humedad [22].; mejora la estructura del suelo, ya que
contribuye a la descomposicion de la materia organica y el ciclo de los nutrientes,
tiene la capacidad de asimilar elevadas concentraciones de diferentes compuestos,
es por eso gue es usada para la evaluacion de riesgos toxicolégicos [3].

Estas lombrices tienen la capacidad de vivir aproximadamente 4,5 afios a la
intemperie y medir de 3 a 7 cm de longitud, con un peso corporal entre 0,8 y 1,4
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gramos. Carecen de ojos, pero las células de su piel poseen receptores que les
permiten percibir la luz y la presencia de sustancias quimicas, esta percepcion
también funciona a modo de olfato, lo que les ayuda a buscar la humedad y el
alimento. Cabe resaltar que las lombrices Unicamente respiran por la piel, si hay
exceso de humedad el sistema respiratorio se vuelve inoperante [22].

2.4.1. Ciclo de vida.

Las lombrices son hermafroditas, cada una posee gonadas de ambos sexos
desarrolladas dentro de una estructura mucosa llamada clitelo, donde primero se
desarrollan las génadas masculinas conformadas por paredes (una a cuatro) de
testiculos y posteriormente las femeninas quienes poseen un par de ovarios. Para
poder fecundar requieren del contacto con otra lombriz adulta, las cuales
intercambian espermas y segregan una sustancia mucilaginosa compuesta por
albumina que lleva los o6vulos no fecundados, esta sustancia se endurece,
convirtiéndose en un capullo, dentro del cual se desarrollan los embriones [23].

La cépula de dos lombrices genera de 2 a 9 cocones, de cada cocon o capullo nacen
de 2 a 4 lombrices, la frecuencia de apareamiento es de 2 a 3 veces por semana.
Las juveniles eclosionan después de la incubacion promedio de 23 dias a 25 °C y
entre los 50 a 65 dias alcanzan su madurez sexual. El transito de premadurez a
madurez se presenta cuando alcanzan 0.24 g y una longitud de 2.5 cm [22].

2.5. Cultivo del tomate en Colombia.

El tomate es una hortaliza de clima calido y moderado, susceptible a heladas y
temperaturas bajas. Crece entre los 20 a 25°C diurnos y los 15 a 20 °C nocturnos,
favoreciendo asi el desarrollo normal de los procesos bioquimicos, el crecimiento
vegetativo, la floraciéon y la fructificacidon. Temperaturas inferiores y prolongadas
debilitan la planta generando progresiva decadencia o muerte [24].

La altura adecuada para la produccién del tomate es de 900 a 1800 m.s.n.m., su
crecimiento se da en suelos franco o franco-arenosos, con pH entre 6,5y 7,9; buena
capacidad de drenado y retencion de humedad; ademas, el cultivo debe presentar
alta luminosidad con radiaciones mayores a 5000 lux durante mas de 6 horas [25].

En el afio 2016, Colombia registro una superficie cosechada de tomate de 26,929.1
hectéreas, con un rendimiento de los tomates de 317,878 Hg/Ha y una produccion
de 856 toneladas. EI consumo de tomate ha aumentado ya que estos indicadores
en afos anteriores eran menores y han venido aumentado considerablemente [26].

Por ejemplo, el departamento de Boyacd, el area sembrada ha disminuido en los
ultimos afos, presentando una reduccion del 48,5 %, con un registro para el 2013
de 2.444 ha y en el 2014 de 1259 ha.; no obstante, en el 2015 este cultivo
representaba el 5,98% de los cultivos transitorios [27,28].
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2.5.1. Enfermedades en el cultivo del tomate.

El cultivo del tomate puede presentar diferentes enfermedades, las cuales
dependen si son causadas por hongos, bacterias o virus. Las plantas son mas
susceptibles cuando presentan exceso de fertilizacion, suelos salinos, alto
contenido de agua entre otros [27].

Dentro de las enfermedades mas comunes se encuentra [27]:

- Tizon temprano (Alternaria solanii), el cual afecta el tallo, la hoja y el fruto,
esta enfermedad produce la disminucion de la masa florar y la pérdida de los
frutos enfermos

- Polvillo o cenicilla (Oidium lycopersici y Oidium silicua), esta enfermedad
afecta a el tallo y la hoja, principalmente se da por las altas temperaturas y
baja humedad relativa.

- Moho de la hoja (Fluvia fulva o Cladosporium fulvum), afecta Unicamente a
la hoja, sin embargo, puede causar defoliacion por registros altos de
humedad (mayor a 85%)

- Tizén tardio (Phytophora infestans), es similar al Tizén temprano, sin
embargo, produce grandes pérdidas o puede presentar el deterioro total del
cultivo.

- Mancha bacteriana (Xanthomonas spp), afecta el tallo, la hoja y el fruto, en
épocas de alta humedad se pueden registrar grandes pérdidas.

2.5.2. Fungicidas en el cultivo del tomate.

Los fungicidas controlan las enfermedades generadas por los hongos. La mayoria
de estos atacan la planta de tomate foliarmente, provocando defoliacion en la planta,
dejando expuestos los frutos. Algunos hongos también pueden atacar otras partes
de la planta, como: tallo, flor, peciolo, raiz, fruto [28].

Por su dinamica en la planta los tratamientos son de tipo preventivo, curativo y
erradicante. Generalmente los fungicidas de superficie dan un control preventivo, y
por tanto deben ser aplicados antes de que se presente la enfermedad o al
presentarse los sintomas iniciales. Los fungicidas translaminares y sistémicos
pueden penetrar el tejido de las plantas y matar al hongo que ha invadido el tejido,
por esto se denominan “curativos”. Ademas, pueden evitar la formacion de esporas,
lo cual constituye una accién erradicante. Su aplicacion, entonces, puede ser
preventiva, antes de que se presenten los sintomas de la enfermedad, o curativa,
cuando ya se han presentado [28].

2.6. Métodos de andlisis

2.6.1. Método Probit

Este método consiste en la aplicacion de correlaciones estadisticas para estimar la
CLso del plaguicida, tomando como base el porcentaje de organismos muertos por
la accion toxica de la sustancia a la que estén expuestos, para luego transformar en
unidades de desviacidén de la media o probits (unidades de probabilidad) [29].
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La mortalidad debe estar en intervalos de 0 a 100%, ya que este parametro es una
de las restricciones para el célculo de la CLso [29]. Creo que hay un error en la cita
(no creo que corresponda con el tema, sugiero revisar)

2.6.2. Analisis de varianza (ANOVA).

Es un método que permite construir modelos estadisticos, cuyo objeto es comparar
si los valores de un conjunto de datos numeéricos son significativamente distintos a
los valores del otro 0 mas conjuntos de datos. Para poder realizar este tipo de
analisis se requiere que el nimero de réplicas por tratamiento sea mayor a tres y
que todos los tratamientos tenga el mismo namero de réplicas. De igual manera, se
puede determinar si la hipdtesis sobre un experimento aleatorio se puede aceptar o
rechazar, esto mediante el planteamiento de la hipétesis nula y alternativa [29]. La
hipoétesis nula se refiere a que todas las medias poblacionales que provienen de las
muestras son iguales [29].

Ho =pl = p2 = p3 (2-1)

Lo que significa que las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en
todos los organismos. Por otro lado, la hipétesis alternativa establece que no todas
las medias son iguales [29].

H1 = Las medidas no son iguales (2-2)

A lo que se refiere es que las diferentes concentraciones producen un efecto
diferente en todos los organismos [29].

Ademas, en la prueba de varianza se debe calcular el coeficiente de las varianzas
muéstrales y se verifica con el arreglo a la distribucion F. Con este parametro
también se aprobar o rechazar la hipétesis nula. Sin embargo, se debe tener en
cuenta los siguientes supuestos [29]:

La variable dependiente debe medirse al menos al nivel de intervalo.
Independencia de las observaciones

La distribucién de los residuos debe ser normal

Homocedasticidad: homogeneidad de las varianzas.
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3. Metodologia

La metodologia usada en el ensayo toxicoldgico se basa en el método EPA OPPS
850.6200, el cual utilizo la lombriz roja californiana (Eisenia foetida) adulta, para
examinar suelos contaminados con dos marcas de fungicidas diferentes pero con el
mismo principio activo (difenoconazol), Las lombrices estuvieron expuestas a
diferentes concentraciones por un tiempo estimado de 28 dias con revisiones
periodicas cada 7 dias, por ultimo se tuvo un cultivo control con el cual se logro
comparar presencia de efectos toxicos letales o no (ilustracion 3-3).

llustracién 3-3. Diagrama de flujo del ensayo toxicolégico con la lombriz
californiana (Eisenia foetida)

Preparacion de las lombrices

Preparacion del suelo
Aclimatacion de las lombrices

Preparacion de consentraciones de los palguicidas
Consentracion superficial del suelo

Control o blanco

Distribucion aleatorea de 10 lombrices por
contenedor

Revicion de contenedores los dias 7,14,21y 28
Analisis estadistico

Correcion de
datos

Determinacion de
CL50

Fuente: autores
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3.1. Materiales y equipos de laboratorio
Para realizar el bioensayo se contd con una serie de materiales y equipos que se

muestra en la tabla 3-5.

Tabla 3-8. Materiales y equipos.

Elementos Caracteristicas
Debe ser de cualquier material que impida el
Contenedor ) .
contacto de luz directa con los cultivos.
. Contar con un rango de medicion de -10°C a
Termometro

100°C

Balanza analitica

Con al menos 3 décimas de precision.

Jeringas Con capacidad de 1 ml.

Beaker Capacidad de 300 ml.

Higrometro Especifico para medicién en suelos.

pH metro Especifico para medicién en suelos.

Tela (Lino) Permite el intercambio gaseoso con el bioensayo

Caja de Petri

Capacidad para 10 unidades de lombriz.

Soporte universal

Contar con brazo.

Papel filtro

Poseer un diametro igual al diAmetro de la base de
las cajas de Petri.

Guantes

Proteccion ante cualquier evento generado por los
plaguicidas.

Agua destilada

Ligas de caucho

Atomizador Capacidad de 330 ml
Tapabocas De tipo industrial.
Ré6tulos Dar correcta identificacion a cada contenedor

Bata de laboratorio

Blanca.

Frascos de plastico tipo PET.

Contenedor plastico con capacidad para 500
gramos de sustrato.

Fuente: Autores.
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3.2. Disefo experimental.

Para el disefio experimental se tomd un disefio completamente aleatorio (DCA), ya
gue se asume que las unidades experimentales son iguales, donde se tuvo un grupo
de control y dos grupos con diferente plaguicida, los cuales contaban con cuatro
replicas por cada grupo, los cuales fueron sometidos a cinco concentraciones como
se explica en la ilustracion 3-4, segun lo recomienda la EPA.

llustraciéon 3-4. Montaje experimental de los fungicidas

Plaguicida 1 Plaguicida 2

@ > O <>  Replicat
Qv o O @edd Replica 2
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ik _‘":> e _'-:) I.-'"_ T, £ -> .
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Para las unidades experimentales se utilizaron recipientes Pet agregandoles 500 g
de suelo y diez organismos en cada uno, los cuales fueron escogidos al azar. Cada
organismo contaba con su respectivo clitelo, de igual manera cada unidad
experimental fue cubierta con lino negro, manteniendo un Optimo intercambio

gaseoso Yy evita el contacto directo de la luz solar, ademas de la temperatura a
niveles aceptables.

Ademas, durante la realizaciébn del experimento se controlaron parametros
fisicoquimicos (luminosidad, humedad relativa, temperatura y pH) que pudieron
haber influido directamente en el 6ptimo desarrollo del preensayo y bioensayo.

3.2. Recoleccion de suelo

El suelo utilizado en el bioensayo fue recolectado de una finca dedicada al cultivo
de tomate ubicada en la vereda Gaunza (fotografia 3-1), del municipio de Guateque,
Boyaca. El suelo fue tamizado para de remover impurezas de este. De igual forma,
fue indispensable que el lugar de la recoleccion de suelo estuviera libre de

plaguicida con el fin de contar con un suelo limpio y que no influyera en las pruebas
experimentales.

Fotografia 3-1. Lugar de recoleccion del sustrato
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3.3. Prueba de retencién de agua

La realizacion de la prueba de retencion o saturacion de agua fue fundamental para
el desarrollo del pre ensayo y bioensayo ya que permiti6 conocer la cantidad de
agua con la que el suelo se satura y asi poder calcular el porcentaje agua necesario
para llegar a un 70% de humedad, donde se tomaron 100 g de suelo en un
recipiente de plastico sujeto a un soporte universal, posteriormente se adiciono
agua desde una probeta aforada de 200 ml, esto permiti6 medir el volumen vertido
hasta que cae la primera gota (Fotografia 3-2).

Fotografia 3- 2. Prueba de retenciéon de agua

Conociendo el volumen que satura el 100% del suelo, se realizé una regla de tres
para calcular el volumen necesario para una humectacion del 70%, en este paso se
utilizaron una serie de ecuaciones (3-3, 34), lo anterior se debid realizar dos veces,




&

UNIVERSIDAD SANTO TOMAS FACULTAD DE INGENIERIA AMBIENTAL

PRIMER CLAUSTRO UNIVERSITARIO DE COLOMBIA ENTREGA DE TESIS ‘ Pég 32 de 78

una para el pre ensayo y otra para el bioensayo final ya que el suelo utilizado en los
experimentos poseia una humedad inicial diferente.
__ (ml H,0%70)

X ml HZO = TO% (3'3)

Donde:

- mlde H,0 - 100 %
- Xml deH,0->70%

(X ml H,0%500 g)

XZ ml H20 = 100 g

(3-4)

Donde:

- X mldeH,0 - 100g
- X, ml deH,0 -500¢g

3.4. Preensayo

Antes de realizar el montaje experimental final, fue necesario realizar un preensayo
para conocer la concentracion letal media de referencia, se simulé entonces el
montaje experimental final, exponiéndose un total de seis unidades (cinco
concentraciones y un blanco) para cada fungicida; bajo las mismas condiciones del
experimento principal: sustrato biologico (lombriz roja californiana), tipo de suelo,
vaciado de estbmagos, etc. No se realizé la adaptacion de la lombriz al suelo.

3.4.1. Célculo de la concentracion letal 50
Para el célculo de las concentraciones se utilizé el dictamen técnico ambiental para
el zoldifen 250 EC, a patrtir del ingrediente activo difenoconazol en el cual determina

la CLso (610 Orsnlig) para la lombriz (Eisenia foetia) [21]. Esta concentracion se calculd

para 500 g de tierra, con esta concentracion de referencia se tomaron intervalos
valores maximos y minimos usando un factor multiplicativo de 2 y de 3 (ecuaciones
3-5, 3-6).

X, = 610 ’:—; (0,5 kg + X, kg de H,0) (3-5)

Donde:

- Xies la concentracion de referencia

Xon = X321 (%) X322 (%) X23(X1)X24(Xq * 2)X55(X; * 3) (3-6)

Donde:
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- X, son las concentraciones por utilizar en cada repeticion del pre-ensayo

Esta prueba tuvo una duracién de 28 dias en el que se evaluo principalmente la
mortalidad y el peso de las lombrices. Concluidos estos dias se realiz6 una
regresion lineal con los resultados de mortalidad, proporcionando de esta forma la
ecuacion de la recta (3-7) y hallando con esta la concentracion letal media a tomar
como referencia en el ensayo final (3-8).

y = 84,561x + 16,589 (3-7)
_ y-16,589 ]
CLso = 84,561 (3-8)

3.5. Bioensayo.

Se utilizé un disefio completamente aleatorio (DCA) en donde los tratamientos a
aplicar se determinaron en el pre ensayo anteriormente descrito. Se montd un
experimento de 4x5 para cada plaguicida, lo que quiere decir que se hicieron 4
réplicas con 5 concentraciones cada uno, para un total de 80 unidades
experimentales; estos comparados con 4 controles.

3.5.1. Condiciones de prueba

El bioensayo fue realizado en el laboratorio de microbiologia de la Universidad
Santo Tomas, sede central. Cada unidad experimental contenia 10 lombrices, que
fueron cubiertas con tela (lino) negra, para asegurar el intercambio gaseoso y
protegerlas de luz directa del sol. Para el 6ptimo desarrollo de la prueba se mantuvo
una temperatura de adecuada, asi mismo se control6 el pH con el fin de mantenerlo
en un rango de 6.5+0.5, este siempre estuvo en el margen estipulado por lo que no
fue necesario utilizar carbonato de calcio para estabilizarlo. También, se verifico
semanalmente que el porcentaje de humedad relativa (70%) de la unidad no tuviera
pérdidas mayores al 10% y que la luminosidad no superara los 400 Lux (fotografia
3-3). Para verificar que los parametros fisicoquimicos no incidieran en el resultado
de mortalidad, se procedié a ingresar los datos en el programa R-Project, para
realizar un analisis de varianza, relacionando cada parametro con la mortalidad,
usando el método de Tukey se obtuvieron las significancias de estas correlaciones.
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Fotografia 3- 3. Pardmetros fisicoquimicos

3.5.2. Organismos de prueba.

-~

TEMPERATURE

Para la prueba experimental se utiliz6 como organismo de prueba la lombriz roja
californiana (Eisenia foetida), de minimo dos meses de edad y no mayores de un
afo, con clitelo y cuya poblacién no diferia en edad, tamafio y masa (fotografia 3-

4).

Fotografia 3-4. Organismos de prueba
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Las lombrices fueron acondicionadas 15 dias antes de la prueba de toxicidad dentro
de las unidades experimentales, adicionando aproximadamente 75 g de alimento

Lombri .. ,
(0.5g m:iam), donde se les suministraba cascaras de fruta, para que no alterara el

pH. Este proceso fue necesario para que asimilaran las caracteristicas y la
condiciones en las que vivieron (fotografia 3-5).

Fotografia 3-5. Adaptacion de lombrices

Una vez concluidos los 15 dias de adaptacion, las lombrices fueron retiradas de las
unidades experimentales para vaciar sus estbmagos con agua destilada en cajas
Petri sobre papel filtro (fotografia 3-6). Se dejaron durante un periodo de 24 horas y
una vez concluido el procedimiento se dio inicio a la prueba de toxicidad, pesando
en grupos de a 10 lombrices e introduciéndolas en los tarros.

Fotografia 3- 6. Limpieza de lombrices
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3.5.3. Célculo de las concentraciones
Al obtener la CLso (0,395 m;l) de la regresion lineal graficada en el preensayo, se

s . 1 . .
realizé un estudio con n de la CLso, debido a que la pendiente es elevada, por lo

gue con pequeias variaciones en la toxicidad generan grades cambios en el
resultado. Luego se calcularon los valores maximos, minimos y medios a partir de
la CLso (ecuaciones 3-9,3-10,3-11). Con estos valores se aplico las ecuaciones 3-12
y 3-13 y asi se obtuvieron las cinco concentraciones, finalmente, dado que las
concentraciones se encuentran en estado liquido para mayor facilidad a la hora de
aplicar el plaguicida se hizo necesario calcular la cantidad de este para mezclar con
el solvente (agua) (ecuaciones 3-14 y 3-15).

CLg*1000 ml
ml de Hy0

= MaxC (3-9)
Donde:

-  MaxC: es la concentracion maxima para el plaguicida
- mlde H,0: Cantidad de agua para llegar a un 70% de humedad relativa en

el suelo.
11—0 * MaxC = MinC (3-10)
Donde:
- MinC: es la concentracion minima para el plaguicida
MaxC;MlnC — MedC (3_11)
Donde:

- MedC: es la concentracion media para el plaguicida.
C, = MinC (3-12)
Donde:
- C;: Es la primera concentracion de plaguicida a ser administrado en las
unidades experimentales.
C, = MinC + MedC (3-13)
Donde:
- C,= Esla segunda concentracion de plaguicida antes de ser administrado en
las unidades experimentales.

Cory = Co+ MedC (3-14)

Donde:
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Cn+1: Son las demds concentraciones de plaguicida antes ser administradas

en las unidades experimentales.
_ Cn+1 *ml de H20

Crn = = 000 mt (3-15)
Donde:
Crn: Concentracion final para ser administrada en las unidades
experimentales.

3.5.4. Aplicacion del fungicida

Una vez calculadas las cinco concentraciones a utilizar, en una pipeta de 200 ml se
agrego las diferentes concentraciones de los fungicidas 1y 2 mesclados con un
solvente (agua) que a la vez se utilizo para obtener una humedad relativa en el suelo
del 70%, posteriormente fueron aplicados de modo artificial sobre cada una de las
unidades experimentales, con un atomizador (fotografia 3-7) exceptuando los
controles, los cuales estuvieron libres de fungicida en su totalidad solamente se les
agrego agua. Finalmente, cuando se tuvieron los medios preparados, se ingresaron
en grupos de a 10 los organismos dentro de las unidades, todos los ensayos fueron
realizados bajo las normas de bioseguridad requeridos.

Fotografia 3- 7. Aplicacién superficial del fungicida

3.5.5. Determinacion de la concentracion letal 50.

Una vez culminadas las 4 semanas se ingresan los datos de mortalidad en el
programa ProStat-Statistical Analysis and Data Presentation, por medio del método
Probit, para obtener la concentracion letal 50 de los dos plaguicidas.

En el programa R-Project se ingresaron los datos de mortalidad y las
concentraciones, para obtener los diagramas de cajas de los dos plaguicidas.

Adicionalmente, en el programa OriginPro se ingresaron las semanas, las
concentraciones y los datos de mortalidad de cada unidad experimental, con el fin
de obtener el area bajo la curva de cada uno.
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3.5.6. Prueba estadistica de andlisis de varianza ANAVA.

Para verificar que los parametros fisicoquimicos no incidieran en el resultado de
mortalidad, se procedio a ingresar los datos en el programa R-Project, para realizar
un analisis de varianza, relacionando cada pardmetro con la mortalidad, ademas,
por el método de Tukey se obtuvieron las significancias de estas correlaciones.

Por otro lado, con el area bajo la curva de cada tratamiento de los dos plaguicidas
y del control se procedié a ingresar los datos en SPSS para realizar un analisis de
varianza univariante, donde se obtuvieron las similitudes y diferencias entre estas
variables. Para determinar las significancias de las comparaciones se utilizaron los
meétodos de Tukey, DMS y Dunnet.
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4. Resultados
4.1. Pre ensayo

4.1.1. Prueba de retencion de agua

La prueba de retencidén de agua se realizo siguiendo las pautas establecidas en la
metodologia obteniendo como resultado 73,5 ml de agua para llegar a un 70% de
humedad en 500 g de suelo, como se puede observar en los siguientes céalculos:

e 21 —100%

e X—70%

31,5mix70%
=" =147ml
100%

e 100g — 14,7 ml
e 5009 —X
o X2 — 14,7 ml*500 g — 73’5 ml
100g
4.1.2. Calculo concentracion pre ensayo
Para el computo de esta serie de concentraciones se utiliz6 como base de célculo
informacion obtenida de la Resolucion 0545 de 2008 del Ministerio de Ambiente,

Vivienda y Desarrollo Territorial donde indica que el CLso en lombrices de tierra es
de 0,610 ;"—; [21], la cual fue multiplicada por la masa de tierra en kg a utilizar mas

la masa de agua en kg agregada para que esta tenga una humedad relativa del
70%.

ml
X, =0,610 — = (0,k 0,0735kg de H,0) = 0,349
1 kg *(0,kg + g de H,0) 0.5kg

Con este valor se tomaron intervalos valores maximos y minimos usando un factor
multiplicativo de 2 y de 3 con se evidencia a continuacion:

ml - ml
0349 Mgy %2=06996 M/o o)
o« 0349 M/gny x3= 10495 M/ o)

l
. 2395009 _ 0,1749 ml/o Skg

2
ml

0349™ /500 g
3

01166 ™y & 4 o

Al finalizar el preensayo se graficd las concentraciones vs las mortalidades (grafica
4-1), obteniendo el error cuadratico (0.9288) y la ecuacion de la recta (y =
84,561x + 16,589), y con esta se calculd la CLso de referencia para el bioensayo

(0,395124).

0,5Kg
50-16,589
* Clso= 84,561

L] CLSO = 0,3951

ml
0,5Kg
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Grafica 4-1. Concentracion vs mortalidad
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4.2. Bioensayo

4.2.1. Prueba de retencion de agua

Como en el pre ensayo la prueba de retencién de agua se realizo siguiendo las
pautas establecidas en la metodologia obteniendo como resultado 180 ml de agua

para llegar a un 70% de humedad, como se puede observar en los siguientes
calculos:

e 51,4ml— 100%

e X—70%

. X= 51,4 mix70% _ 36 ml
100 %

e 100g — 36ml

e 500—X

o _ 36 mix500 g =180 ml
100g

4.2.2. Calculo de la concentracion.

La prueba de retencion del agua en el bioensayo nos dio de 180 ml, ya que el suelo
a utilizar se encontraba méas seco, sin embargo, no fue necesario reajustar la
concentracion ya que esta fue calculada a partir de la masa del suelo a utilizar.

Segun lo calculado en el pre ensayo la CLso de referencia del bioensayo es de

l . ., . ;.
0,3951 Orsnkg, teniendo esta como base para hallar la concentracion media, minima
y maxima.

Asi que la concentracion maxima se calculé tomando la CLso y multiplicarla por 1000
ml y dividirlo en la cantidad de agua que se agreg6 (180 ml):
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0.3951 O'S”IZC +1000ml -
P g = 21950 ——
180 ml 0,5kg

Luego, para hallar la concentracion minima, se divide la méxima en 10, ya que la
grafica de la recta arrojo una pendiente elevada, por lo que con pequefas
variaciones en la dosis provocarian grandes cambios en los resultados.

ml

0,5 kg ml
—9—02195—
10 0,5kg

2,1950 =+~

Con relacion a la concentracion media se toma la maxima y la minima, realizando
una resta y dividiendo en 4, con el fin de hallar las concentraciones restantes.

ml

0,5 kg
= 0,4938
4 0,5kg

2,1950 - 0,2195 =—=——

m
0,5kg

La primera concentracion fue la minima (0,2195 Zl—;), y aparte de esta se le fue

sumando la concentracion media (0,4938 Z—;) al resultado anteriormente obtenido,
hasta obtener las 5 concentraciones a utilizar.

= []4= 0219505kg

. _0713305kg
= []3=0,713 S Ko —1201705kg
. kg—1701105kg
. o —2195005kg

Posteriormente dado que las presentaciones de los fungicidas utilizados estan en
suspension concentrada, para mayor facilidad al momento de mezclar el producto
con agua, se realiza una operacion mas con el fin de calcular la cantidad de producto
a utilizar de la siguiente forma:

= [1.=0,2195

05kg
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0,2195 Oml «180 ml ml
= = 0,040 —
1000ml 0,5kg
ml
. [] 2 —0,7133 E
0,7133 Oml «180 ml ml
= =0,128 —
1000ml 0,5kg
ml
= []3=1,2017 o5k
1,20170"” «180 ml ml
= =0,217 —
1000ml 0,5kg
ml
[1e=1,7011 ;2
1,7011 Oml «180 ml ml
o = 0,306 —
1000ml 0,5 kg
ml
[1s=2,1911 05 kg
ml
2,1911 «180 ml
’ 0,5k ml
o g = 0,395 ——
1000ml 0,5kg

4.2.3. Parametros fisicoquimicos

Con los datos obtenidos por cada replica de los dos plaguicidas y el control, se
realizaron gréficas de los parametros fisicoquimicos controlados en el transcurso de
las cuatro semanas.

- Humedad del suelo

Se denomina humedad del suelo a la cantidad de agua por volumen de tierra que
hay en un terreno. Establecer el indice de humedad del suelo es de vital importancia
para las actividades agricolas, las relaciones celulares, soporte y solvente de
nutrientes, a su vez permite que la materia organica sea facilmente biodegradable,
por esta razén es necesario establecer la cantidad necesaria de agua para un
optimo desarrollo del experimento (70 %), en las tablas 4-9 y 4-10 se observa el
comportamiento de la humedad a través de las semanas el cual se mantuvo por
encima del 70 % [4].

Tabla 4-9. Promedio de humedad del suelo con el plaguicida 1

Concentracién| semana0 | semanal |semana?2|semana 3 |semana4
0,04 ml/kg 70 72 72,5 72,25 72,5
0,128 ml/kg 70 71,75 72,75 71,25 71,5
0,217 ml/kg 70 72 70,75 72 71,25
0,306 ml/kg 70 72,25 72,5 72 72
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0,395 ml/kg 70 70,5 71,5 71,5 72,25
Control 70 70 70,5 71,75 71,9

Tabla 4-10. Promedio de humedad del suelo con el plaguicida 2

Concentracion| semana0 | semanal |semana?2|semana 3 |semana4
0,04 ml/kg 70 72 72,25 71,25 71,25
0,128 ml/kg 70 71,25 72 71,5 71,75
0,217 ml/kg 70 72 71,5 71,25 70,75
0,306 ml/kg 70 70,25 70,75 71,75 70,75
0,395 ml/kg 70 71,5 71,25 71,5 71,75
Control 70 70 70,5 71,75 71,9

- pH: acidez del suelo

Existen varios procesos en los suelos que promueven la alteracion del pH. Todos
estos ocurren naturalmente dependiendo del tipo de suelo, del tipo de cultivo y de
las condiciones de manejo. Un conocimiento adecuado de estos procesos en el
suelo permite un mejor control de los parametros que cambian las condiciones del
suelo [31]. Por lo tanto, fue un factor esencial a tener en cuenta en el control de las
condiciones necesarias para que el experimento no se viera afectado por lo que se
debia mantener un nivel de pH entre 6.5 y 7, en las tablas 4-11 y 4-12 se puede
observar el comportamiento de este durante las 4 semanas del ensayo.

Tabla 4-11. Promedio del pH del suelo con el plaguicida 1

Concentracion | semana 0 | semana 1l |semana 2 | semana 3 | semana 4
0,04 ml/kg 6,8075 6,4375 6,47 6,57 6,6375
0,128 ml/kg 6,81 6,4025 6,355 6,3625 6,585
0,217 ml/kg 6,79 6,485 6,505 6,33 6,69
0,306 ml/kg 6,8075 6,325 6,515 6,465 6,58
0,395 ml/kg 06,7925 06,2625 6,47 6,5425 6,645
Control 6,8015 6,3825 6,463 6,454 6,6275
Tabla 4-12. Promedio del pH del suelo con el plaguicida 2
Concentracién | semana 0 | semana 1l | semana 2 | semana 3 | semana 4
0,04 ml/kg 6,7575 6,5775 6,55 6,6575 6,6025
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0,128 ml/kg 6,7875 6,185 6,46 6,6325 6,6775
0,217 ml/kg 6,785 6,4625 6,605 6,8525 6,635
0,306 ml/kg 6,7625 6,62 6,6125 6,6725 6,6025
0,395 ml/kg 6,7775 6,665 6,7025 6,655 6,635
Control 6,8015 6,3825 6,463 6,454 6,6275
- Temperatura

La temperatura del suelo es primordial a que influye sobre el crecimiento de las
plantas, el desarrollo de los microorganismos, las reacciones quimicas procesos
bilégicos y crecimiento de organismos [32], por esta razon fue esencial mantener la
temperatura monitoreada para evitar sesgos en la informacidén final, estos
promedios los podemos ver en las tablas 4-13 y 4-14:

Tabla 4-13. Promedio de temperatura del suelo con elplaguicida 1

Concentracion | semana0 | semanal | semana?2 | semana 3 | semana 4
0,04 ml/Kg 17,6 17,875 17,575 17,575 17,725
0,128 ml/Kg 17,525 17,975 17,55 17,65 17,6
0,217 ml/Kg 17,575 18,125 17,25 17,85 17,65
0,306 ml/Kg 17,45 18,325 17,175 17,75 17,8
0,395 ml/Kg 17,4 18,2 16,975 17,55 17,625
Control 17,51 18,1 17,305 17,675 17,68

Fuente: Autores
Tabla 4-14. Promedio de temperatura del suelo con el plaguicida 2

Concentracion | semana0 | semanal | semana?2 | semana 3 | semana 4
0,04 ml/Kg 17,525 17,75 16,625 17,675 17,575
0,128 ml/Kg 17,725 17,4775 16,65 17,625 17,6
0,217 ml/Kg 17,5 17,5 16,725 17,75 17,675
0,306 ml/Kg 17,575 17,525 16,55 17,575 17,725
0,395 ml/Kg 17,475 17,725 16,575 17,6 17,525
Control 17,51 18,1 17,305 17,675 17,68

- Mortalidad (%)

Para el caso del bioensayo es el porcentaje de individuos que han muerto a causa
de una perturbacién al medio en que se desarrolla determinada especie. La
mortalidad dentro del experimento es factor mas importante debido a que con esta
informacion se calcula el CLso final, si estos datos presentan alguna inconsistencia
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el resultado final sera erroneo, los resultados de la mortalidad se pueden ver en las
tablas 4-15y 4-16.

Tabla 4-15: Promedio de mortalidad (%) de las lombrices con el plaguicida 1

Concentracion |Semana 0 [Semana 1l|Semana 2|Semana 3 |Semana 4
0,04 ml/kg 0 7,5 7,5 7,50 7,5

0,128 ml/kg 0 0 10 12,50 12,5
0,217 ml/kg 0 0 7,5 10 10

0,306 ml/kg 0 27,5 32,5 37,5 42,5
0,395 ml/kg 0 60 65 65 67,5
Control 0 0 0 0 0

Tabla 4-16: Promedio de mortalidad (%) de las lombrices con el plaguicida 2

Concentracion [Semana 0 [Semanal [Semana 2 |Semana 3 |Semana 4
0,04 ml/kg 0 10 17,5 20 22,5
0,128 ml/kg 0 5 22,5 27,5 35
0,217 ml/kg 0 25 37,5 40 42
0,306 ml/kg 0 30 37,5 50 52
0,395 ml/kg 0 47 57,5 60 67
Control 0 0 0 0 0

- Luminosidad

Para el caso del bioensayo la luminosidad jug6 un papel importante en el correcto
desarrollo de este, ya que los sujetos de ensayo (lombrices) son susceptibles a la
luz, esta las afecta desfavorablemente y si no se controla puede aumentar la
mortalidad en los tratamientos obteniendo sesgos en los resultados, esto llevo a
tener un estricto control de esta variable (tablas 4-17 y 4-18).

Tabla 4- 17: Promedio de la luminosidad (lux) para el plaguicida 1

Concentracién |Semana 0 |Semanal |Semana?2 |Semana3 |Semana4
0,04 ml/Kg 4,2 4,3 4,2 4.4 4,3
0,128 ml/Kg 4.2 4.3 4.2 4.4 4.3
0,217 ml/Kg 4,2 4,3 4,2 4.4 4,3
0,306 ml/Kg 4.2 4.3 4.2 4.4 4.3
0,395 ml/Kg 4.2 4.3 4.2 4.4 4.3
Control 4,2 4,3 4,2 4.4 4,3
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Tabla4- 18: Promedio de la luminosidad (lux) para el plaguicida 2

Concentracién|Semana 0 |Semanal|Semana?2 |Semana3 |Semana4
0,04 ml/Kg 4,2 4,3 4,2 4.4 4,3
0,128 ml/Kg 4,2 4,3 4,2 4.4 4,3
0,217 ml/Kg 4,2 4,3 4,2 4.4 4,3
0,346 ml/Kg 4,2 4,3 4,2 4.4 4,3
0,395 ml/Kg 4,2 4,3 4,2 4.4 4,3
Control 4,2 4,3 4,2 4.4 4,3
- Peso

Se sigui6 estrictamente el comportamiento de este ya que es uno de los pardmetros
mas importantes en la consecucion de los objetivos plateados para el trabajo, estos
registros se pueden observar en las tablas 4-19 y 4-20.

Tabla 4-19. Peso (g) de las lombrices tratadas con el plaguicida 1

Concentracion |[Semana 0 |Semana l|Semana 2 |Semana 3|Semana 4
0,04 ml/Kg 0,38 0,30 0,32 0,31 0,29
0,128 ml/Kg 0,41 0,33 0,35 0,35 0,33
0,217 ml/Kg 0,43 0,32 0,32 0,31 0,29
0,306 ml/Kg 0,41 0,40 0,39 0,44 0,51
0,395 ml/Kg 0,41 0,36 0,34 0,34 0,31
Control 0,37 0,40 0,40 0,43 0,45

Tabla 4-20. Peso (g) de las lombrices tratadas con el plaguicida 2

Concentracion |[Semana 0 |Semanal|Semana 2|Semana 3|Semana 4
0,04 ml/Kg 0,42 0,43 0,44 0,42 0,40
0,128 ml/Kg 0,45 0,41 0,48 0,46 0,48
0,217 ml/Kg 0,39 0,47 0,52 0,49 0,47
0,306 ml/Kg 0,39 0,49 0,49 0,52 0,48
0,395 ml/Kg 0,39 0,42 0,39 0,40 0,41
Control 0,37 0,40 0,40 0,43 0,45

4.2.4. Determinacion de la concentracion letal 50.
Para obtener la CLso de los plaguicidas se tomaron las variables de concentracion,
mortalidad, total de organismos en cada unidad experimental y el grupo control,



&

UNIVERSIDAD SANTO TOMAS FACULTAD DE INGENIERIA AMBIENTAL

PRIMER CLAUSTRO UNIVERSITARIO DE COLOMBIA ENTREGA DE TESIS ‘ P4g. 47 de 78

estos se ingresaron al programa ProStat, obteniendo concentraciones de 0,391
ml ml

y 0,365
0,5 kg 0,5kg

para los plaguicidas 1 y 2 respectivamente (Anexo A).

Ademas, los datos de concentracion y mortalidad se ingresaron al programa R-
Project para obtener los diagramas de cajas en los dos plaguicidas (Anexo B).

Finalmente, en el programa OriginPro se ingresaron las semanas, las
concentraciones y el porcentaje de mortalidad de cada plaguicida para obtener el
area bajo la curva de cada replica y cada concentracion (Anexo C).

4.2.5. Prueba estadistica de Analisis de varianza (ANAVA).

Con el fin de ver la correlacion entre de la mortalidad y el peso con los tratamientos,
se realiz6 un analisis de varianza en el programa R-Project. Ademas, con se verifico
la significancia entre los pardmetros fisicoquimicos con la mortalidad, para ver que
estos no incidieron en los resultados finales (Anexo D).

Por otro lado, con el area bajo la curva de cada replica se realizo el andlisis de
varianza univariado en el programa SPSS, y se hizo la correlacion con los métodos
de Tukey, DMS y Dunnet.
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5. Analisis

5.1. Pre ensayo

El pre ensayo sirvio para obtener la concentracion de referencia con los valores de
concentraciones que se le aplicaron a cada tratamiento, lo que sirvié para disminuir
el porcentaje de error, logrando resultados mas confiables y certeros. Sin embargo,
en la teoria se encontraba la CLso del difenoconazol para la lombriz, pero esto no
aseguraria que la mortalidad de la mitad de la poblacion expuesta diera igual con la
concentracion ya establecida.

5.2. Prueba de retencion de agua

La determinacion de la saturacion del agua permitié que las lombrices tuvieran una
adaptacion adecuada al suelo y evitd que el desarrollo de ellas se viera afectado
por este parametro, debido a que si el suelo se encuentra muy seco no podrian
desarrollar sus procesos de descomposicion de la materia organica o por el
contrario saturado el paso de oxigeno seria minimo, lo que generaria la mortalidad
de ellas y el nivel de incertidumbre del experimento seria muy alto. Por otro lado,
esta prueba fue fundamental para establecer la mezcla del agua con el fungicida,
con el fin de que el porcentaje de humedad en el suelo no se viera afectado.

5.3. Bioensayo

El ensayo final permitié6 conocer la mortalidad de las lombrices en un periodo de
tiempo, donde se controlé los parametros fisicoquimicos, logrando que estos no
influyeran en los resultados de mortalidad y peso. De igual manera, se pudo
determinar la CL50 de los fungicidas y observar la incidencia de estos sobre el peso
de las lombrices, para finalmente identificar cual de los dos productos bajo el mismo
principio activo es mas toxico.

5.3.1. Parametros fisicoquimicos.
- Humedad relativa.

En las graficas 5-2 y 5-3 se evidencia el comportamiento de la humedad relativa
promedio de cada concentracion durante las 4 semanas que duro el ensayo. Tanto
para el plaguicida 1 como el 2 se les controlo el % de humedad segun el rango que
se estipula para esta metodologia (70% + 10). Con relacién al plaguicida 1 los
rangos oscilaron entre el 70% y 73%. Mientras que para el plaguicida 2 el rango fue
de 70% a 72%, y en los controles la humedad cada semana iba aumentado. Sin
embargo, estos porcentajes se controlaron ya que cada semana se les agregaba la
cantidad de agua que necesitaba cada tarro, con el fin de que este pardmetro no
incidiera en la mortalidad de las lombrices, ya que ellas deben mantener una alta
humedad en el suelo. Cabe resaltar que la cantidad de agua que le suministro a
cada tarro fue de maximo 5 ml, esto con el fin de evitar que durante la semana el
porcentaje de humedad disminuyera ya que posiblemente la cantidad de
organismos vivos cada vez fueran menos, lo que se veria afectado en el proceso
descomposicion de la materia organica y por ende la capacidad de almacenamiento
de agua del suelo seria cada vez menor. Ojo el titulo tiene que explicar el contenido
del grafico. Aqui hay varios errores, no se trata de la humedad relativa (que se mide
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en el aire), sino de la humedad del suelo. Suena a que esta midiendo la humedad
del plaguicida y esto no tiene sentido.

Grafica 5-2. Humedad relativa del suelo con el plaguicida 1
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Gréfica 5-3. Humedad relativa del suelo con el plaguicida 2
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- Temperatura.

Como se muestra en las gréficas 5-4 los valores obtenidos para el plaguicida 1

oscilan entre 18,33 °C (semana 1, concentracién 0,306 O;":(g) y 16,98°C (semana 2,

concentracion 0,395%), sin embargo, desde la semana 3 la temperatura de todos
los tratamientos se empez0 a estabilizar obteniendo valores entre 17,55y 17,85 °C.

Por otro lado, la temperatura del plaguicida 2 (grafica 5-5) tuvo una disminucion de
casi un 1° C de la semana 1 a la semana 1, mientras que de la semana 2 a la
semana 3 volvio a estabilizarse la temperatura, esto se pudo deber a que la
temperatura ambiente en Bogota estaba aproximadamente en 17°C.
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El funcionamiento de las lombrices no se vio afectado por este parametro, ya que
los controles no tuvieron ningin cambio, ademas, ellas se ven afectadas a
temperaturas por debajo de los 15°C, por lo que lo lograron adaptasen a las
condiciones en las que se encontraban.

Grafica 5-4. Temperatura del suelo con el plaguicida 1
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Grafica 5-5. Temperatura del suelo con el plaguicida 2
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- pH

Como se observa en las graficas 5-6 y 5-7 los niveles de pH iniciales (semana 0)
de los tratamientos para los dos plaguicidas oscilaron entre 6,7 y 6,8.

En relacion con el plaguicida 1 los niveles de pH para la semana 1 disminuyeron,
., l
donde el menor valor se obtuvo en la concentracion de 0,395 ();rl_kg con un valor de

’

ml
5

6,26, mientras que la concentracion de 0,217 "o

5 obtuvo el mayor valor con un pH
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de 6,49. La disminucion del pH se pudo presentar por la descomposicion de materia
organica que realizan las lombrices, hasta el punto en el que las lombrices que
siguen vivas se adaptan al suelo y las variaciones de este no son tan significativas.

En el plaguicida 2 la concentraciéon de 0,128 presento una gran variacion en la
medicion del pH, ya que el menor valor fue de 6,19 en la semana 1, mientras que
los otros tratamientos tuvieron una variacion entre 6,5 y 6,85. Esto pudo presentarse
porque para para el tratamiento 2 del plaguicida 2 el porcentaje de mortalidad en la
primera semana fue de 5%, lo que pudo haber afectado la descomposicion de la
materia organica presente.

Sin embargo, cabe resaltar que durante todo el ensayo se cumplié el pardmetro, ya
que el pH no sobre paso los limites (6,5 = 0,5). Lo que quiere decir que este
parametro no pudo afectar el funcionamiento que las lombrices tienen
(descomposicién de materia organica).

Gréfica 5-6. pH del suelo con el plaguicida 1
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Gréfica 5-7. pH del suelo con el plaguicida 2
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- Luminosidad.
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La cantidad de luz en las que se encontraban las lombrices son las mismas para
ambos plaguicidas (ver grafica 5-8 y 5-9), ya que se encontraban en la misma
habitacion, pero en diferentes cajas, esto de igual manera para los controles. Por lo
que los lux de los dos plaguicidas presentan el mismo comportamiento.

Este pardmetro se cumplié en su totalidad, ya que las cajas donde se encontraban
las lombrices se encontraban tapadas, con el fin de evitar que tuvieran contacto con
los rayos ultravioleta porque son fot6fobas, en caso de que no se hubiese cumplido
este parametro hubiera sido un factor en la mortalidad de las lombrices.

Grafica 5-8. Luminosidad para el plaguicida 1
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Gréfica 5-9. Luminosidad para el plaguicida 2
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En las graficas 5-10 y 5-11 se observa que el peso por lombriz aumenta al ser
exposicion al plaguicida algo que no se esperaba que sucediera en un inicio, esto
se debe a que las lombrices ganan peso como una medida de supervivencia,
diferencia de los controles que aumentaron su peso simplemente porque crecieron.

Con el plaguicida 1 se observa que las lombrices que estaban en las 4 primeras
concentraciones fueron perdiendo de peso de una forma constante, en cambio la
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concentracion mas alta, las lombrices fueron ganando peso indicando que esta
concentracion si estéd afectando a los individuos.

Mientras que el plaguicida 2 el aumento del peso no se vio de manera tan evidente,
pero en general el peso subié para algunas concentraciones pero manteniendo la
misma tendencia del fungicida 1.

Gréfica 5-10. Peso de las lombrices tratadas con el plaguicida 1
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Grafica 5-11. Peso de las lombrices tratadas con el plaguicida 2
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Al realizar el analisis de la correlacion para las variables fisicoquimicas (anexo D.9-
D10), los resultados obtenidos determinan que estas no afectan de manera negativa
la mortalidad ya que no poseen relacion alguna, con respecto al peso la cual era la
otra variable a estudiar el analisis de correlacion nos indico que no posee relacion
con la mortalidad a pesar de lo visto en las graficas anteriores

5.3.2. Determinacion de la concentracion letal 50.
El analisis estadistico para determinar la CLso fue mediante el método probit en

donde se observa que el plaguicida 2 (0,365 Tsnll(g) es mas toxico que el plaguicida

0,

l . ., .
1 (0,391 OTSnkg)’ ya que requiere de menos concentracion para obtener la misma
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mortalidad, esto se puede deber a los insipientes y coadyuvantes que contiene cada
plaguicida (anexo A).

Una vez se obtuvo las CLso de los 2 plaguicidas se hallaron las concentraciones
definitivas (0,04, 0,128, 0,217, 0,306, 0,395). En el ensayo final se obtienen los %
de mortalidad de los plaguicidas durante las 4 semanas para cada concentracion.

En la gréfica 5-12 se tiene que, para las concentraciones de 0,04, 0,128 y 0,217
ml/kg la mortalidad durante las 4 semanas tuvo un maximo de mortalidad del 10%.
En la concentraciéon 0,306 la mortalidad maxima obtenida fue a la 4 semana con un
valor de 43%. Mientras que en la concentracion de 0,395 la mortalidad a la primera
semana llego a 60% y con un méaximo de mortalidad en la semana 4 del 68%.

Grafica 5-12. Porcentaje de mortalidad de las lombrices con el plaguicida 1
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En la grafica 5-13 los porcentajes de mortalidad si tuvieron un aumento considerado
en comparacion con el plaguicida 1. Donde las concentraciones de 0,04, 0,128 y

0,217 % tuvieron un aumento de mortalidad progresivo durante todas las

semanas, hasta llegar a un méaximo de mortalidad del 42,5% en la semana 4 para
.z . l
la mayor concentracion. En la concentracion de 0,306 0;”—kgen la semana 3 se

registré una mortalidad del 50% y en la semana 4 llego a un maximo de 52,5%.
Finalmente, en la concentracion de 0,395 en la semana 1 tuvo una mortalidad del
47,5%, en la semana 2 su mortalidad aumento a 57,5% y su maxima mortalidad la
obtuvo en la semana 4 con un valor de 67,5%.
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Grafica 5-13. Porcentaje de mortalidad de las lombrices con el plaguicida 2
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Lo anterior evidencia que el plaguicida 2 es mucho mas toxico ya que a las
concentraciones menores la mortalidad aumento en comparacion al plaguicida 1y
la CLso se obtuvo en concentraciones menores en el plaguicida 2 y a menos
semanas en comparacion con el plaguicida 1.

Para determinar la calidad de los datos se realiz6 una serie de pruebas estadisticas
entre ellas la realizacion de diagramas de cajas (anexo B) para analizar la dispersion
de los datos (concentracion). EI comportamiento de estos permitio observar que
para el plaguicida 1 (anexo B.1), asimismo las concentraciones mas bajas (0,04

o5 ko y 0,128 o5 ko no tuvieron incidencia en la mortalidad, en la parte inferior es

mayor que la superior indicandonos que las muertes comprendidas entre el 25% vy
eI 50 % estan mas dispersas que entre el 50% y el 75%, para la concentracion 0,217

su comportamlento es inverso a los dos primeros, y para las dos ultimas (0,306

0,5kg yo 395 0,5 kg
es amplia pero su media en mortalidad aumenta indicAndonos que estos
tratamientos si tuvieron efecto sobre las lombrices; El plaguicida 2, las
concentraciones mas bajas (0,04 o5 ko y 012805k) tuvieron incidencia en la
mortalidad ademas su dispersiéon es mayor a la del plaguicida 2 (anexo B.1),

igualmente la parte inferior es mayor que la superior indicAndonos que las muertes
comprendidas entre el 25% y el 50 % estén mas dispersas gue entre el 50% vy el

75%, para la concentracion 0,21

05k

) sus cuartiles y bigotes nos indica que la dispersion de los datos

anteriores eV|denC|ando que este SI tuvo |nfluenC|a en la mortalidad pero no tanta

nos indica que la dlsperS|on de Ios datos no es amplia incluso en el dltimo
tratamiento no se presenta un bigote en la parte inferior indicando que no hay datos
fuera de los cuartiles, a su vez la media en mortalidad aumenta indicandonos que
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estos tratamientos si tuvieron efecto sobre las lombrices, a pesar de que la
dispersion de los datos entre plaguicidas es diferente la media y comportamiento
son similares obteniendo cambios en la mortalidad de las lombrices en las mismas
concentraciones para los dos plaguicidas.

Otra de las pruebas estadisticas realizadas fue el calculo del &rea bajo la curva para
evaluar la magnitud que tuvo cada tratamiento en la mortalidad, nos indica que con
el aumento de la concentracion los efectos (area) crecen, confirmando el
comportamiento anteriormente evaluado.

5.3.3. Prueba estadistica de analisis de varianza ANAVA.

Con el analisis de varianza entre la mortalidad y los tratamientos se obtuvo el
estadistico F y la significancia, donde el plaguicida 1 obtuvo valores de 52.427 y
1.07e~19 respectivamente, mientras que en el plaguicida 2 fue de 9.3408 y 2.07¢~°,
lo que indica que las variables de los dos plaguicidas estan relacionadas ya que los
valores del F se encuentran por encima de 0,05 y la significancia de los mismos por
debajo de 0,05, por lo que se puede rechazar la hipétesis nula y aceptar la
alternativa que es la que plantea que hay diferencia entre los tratamientos.

Con relacion a la prueba de Tukey de la mortalidad entre los tratamientos, se obtuvo
gue para el plaguicida 1, que los Gnicos tratamientos que no tuvieron significancia
fueron el 2-1, 3-1 y 3-2, ya que las tres primeras concentraciones presentaron
mortalidades similares. Mientras que el plaguicida 2 los tratamientos que tuvieron
significancia fueron los 4-1, 5-1, 5-2 y el 5-3, por lo que se puede decir que las
demas comparaciones entre los tratamientos son estadisticamente iguales.

Para determinar la incidencia de los plaguicidas sobre el peso de las lombrices se
realiz6 el andlisis de varianza, obteniendo para el plaguicida 1 un F de 2.4262 y un
nivel de significancia de 0,05, y para el plaguicida dos un F de 1,1712 y una
significancia de 0,3285, lo que nos indica que en el plaguicida 1 por lo menos hay 2
tratamientos que tienen un comportamiento diferente, sin embargo en el plaguicida
2 al obtener un nivel de significancia mayor a 0,05 no dice que todos los tratamientos
tienen el mismo comportamiento en el peso de las lombrices.

En la prueba de Tukey del peso entre los tratamientos para el plaguicida 1 se obtuvo
solo una diferencia entre el tratamiento 4 y 1, lo que quiere decir que son
estadisticamente diferentes, obteniendo un nivel de significancia de 0,045. Por otro
lado, en el plaguicida 2 no se encuentra ninguna diferencia del peso sobre las
diferentes concentraciones, haciéndolas estadisticamente iguales.

Por otro lado, se realizo el analisis de varianza univariado (anexo E), donde se
obtiene los siguientes resultados:

- Factor inter-sujetos
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En el anexo E.1 se relacionan las cantidades de los datos analizados, donde se
evidencian los dos plaguicidas el control y 6 concentraciones (0, 0.04, 0.128, 0.217,

0.306 y 0.395 ) donde la concentracion 0 hace referencia al control.

0,5 kg 0,5 kg

- Pruebas de efectos inter-sujetos

Al observar la significancia del plaguicida (0,006), la de la concentracién (0,000) y
la relacion entre las dos variables (0,045), los valores son inferiores a 0,05, lo que
quiere decir que se rechaza la hipétesis nula que dice que las variables no tienen
diferencias significativas, y se acepta la hipotesis alternativa que dice que hay
diferencias significativas entre las concentraciones y los plaguicidas (anexo E.2).

- Pruebas Post Hoc

Las pruebas Post Hoc se realizaron por tres métodos, Tukey, DMS y Dunnet,
encontrando lo siguiente (Anexo E.3):

Con el método de Tukey al comparar el control con las 5 concentraciones se
encontroé que la concentracion de 0,04 no presenta significancia, y por el contrario
con las 4 concentraciones restantes presenta diferencias significativas. Con la

concentracion de 0,04 L solo se presenta diferencias significativas con las

0,5 k
concentraciones de 0,306

0,5kg

.. l . . .
Al ver la concentracién de 0,128 Lse encuentra S|gn|f|canC|a con el control

quiere deC|r qgue son dn‘erentes entre estos tratamlentos Para Ia concentracic’)n de
0,21

05 kg con S|gn|f|canC|as de 0,652 y 0,878 respectivamente, por lo que en estas

concentraciones representa casi el mismo comportamiento.

tienen diferencias S|gn|f|cat|vas con el control Yy Ias concentramones restantes.

Para el método DMS Al comparar el control con las 5 concentraciones de tiene que
todas presentan significancia, ya que los valores dan por debajo de 0,05. Con

relacion a la concentracion de 0,04 solo presenta igualdad con las

05kg

representa un comportamlento S|m|Iar entre estas concentraciones. En la
concentracion 0,128 mg/kg la S|gn|f|canC|a con las concentraciones 0,04

05kg y
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estadisticamente iguales. Para la concentracién 0 217 mg/kg con relacién a las
concentraciones de 0, 04 ) 0,12

de 0,134 y 0,276 representado una |gualdad en eI comportamlento de estas

o5 kg aI compararlas con el control y las otras concentraciones representan

significancias, lo que quiere decir que el comportamiento de todos los tratamientos
son diferentes al compararlos con estas dos concentraciones.

Con el método de Dunnet se observa que el control al compararlo con la
concentracion 0,04 son estadisticamente iguales, ya que la significancia fue de
0,052, valor mayor a 0,05. Mientras que la comparar el control con las demas
concentraciones presentan diferencias entre si, haciéndolas estadisticamente
diferentes.

- Subconjuntos homogéneos

En cuanto a los subconjuntos homogéneos se puede observar que el control y las

por lo que hay homogeneldad entra Ias 3 varlables, haciéndolas estadlstlcamente
iguales con una significancia de 0,080. En el subconjunto 2 se agrupan las

que las hace estadlstlcamente |guales mlentras gue las concentraciones de 0,306

l l . . . .
Orsnkg y 0,395 ();n—kgpresentan diferencias entre si y se agrupan en subconjuntos

diferentes, generando que estas concentraciones sean estadisticamente diferentes.

- Comparaciones multiples entre plaguicidas

Para el analisis de varianza entre los plaguicidas y el control, se utilizé los métodos
de Tukey, DMS y Dunnet, mostrando en los 3 métodos que hay diferencias
significativas entre estas variables, ademas, se evidencia que no hay similitud entre
el plaguicida 1 y 2, generando que se rechace la hipotesis nula que dice que estas
3 variables tienen un comportamiento igual, y aceptando la hipotesis alternativa que
representa que hay diferencia entre el control y los plaguicidas aunque estos
presenten una concentracién de ingrediente activo de 250 EC cada uno, el efecto
toxico sobre las lombrices de tierra son diferentes, lo que se debe a los excipientes
y coadyuvante que contiene cada producto.
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6. Impacto social

Siendo Colombia un pais en su mayoria agricola, el consumo de productos
enfocados al control de plagas en los cultivos ha aumentado de manera significativa.
Sin embargo, en Colombia no existe un buen manejo de estos por parte de los
agricultores, lo que genera la contaminacion en el ambiente y los problemas en la
salud de las poblaciones. Ademas, se debe resaltar que para la categorizacion
toxicoldgica de estos productos solo se tiene en cuenta los principios activos y se
excluye los coadyuvantes y excipientes, o que genera una mala categorizacion, al
mejorar esto se podria dar un uso adecuado de estos y de esta manera disminuir
los problemas de salud de las personas que estan en contacto con estos productos.
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7. Conclusiones

El fungicida de uso agricola méas toxico para la lombriz californiana (Eisenia
foetida), fue el plaguicida 2 ya que a menor concentracion su tasa de
mortalidad aumenta, a pesar de que contienen el mismo principio activo y la
misma concentracion (250 EC) suspendida. Lo anterior evidencia que los
excipientes y coadyuvantes de cada uno son diferentes, generando que la
toxicidad de cada uno sea distinta, lo cual se evidencio en el analisis de
varianza, donde se comparo los dos plaguicidas obteniendo una diferencia
significativa.

El disefio experimental completamente aleatorio permitié tener unidades
experimentales homogéneas, ya que no se conocia la incidencia que podria
tener los plaguicidas sobre el sustrato biolégico. Por lo que fue necesario
determinar una concentracion de referencia para poder disminuir el rango de
concentraciones a utilizar y de esta manera se posibilito detectar los efectos
de cada tratamiento.

Mediante el analisis estadistico se verificO que para los dos plaguicidas las

concentraciones de 0,306 y 0,395 % representan diferencias significativas,

debido a que el efecto letal sobre las lombrices fue diferente, mientras que
para las concentraciones restantes su comportamiento fue similar creando
dos subconjuntos, donde se relaciona el control y las concentraciones 0,04 y
0,128 % y para el otro subconjunto las concentraciones 0,04, 0,128 y 0,217
ml :
05kg’
El andlisis de varianza que se realiz6 a la variable de peso nos indica que la
Gnica diferencia se encuentra al comparar la concentracion 1 con la 4, ya que
se obtuvo un nivel de significancia de 0,045, mientras que en el plaguicida 2
las concentraciones no infieren en el peso de las lombrices ya que tosas
tienen el mismo comportamiento estadisticamente.
Se determind que los parametros fisicoquimicos (luminosidad, pH,
temperatura y humedad) esputando el peso no incidieron en la mortalidad del
sustrato biologico, ya que sus niveles de correlacion estan por debajo de 0,5
los cuales son muy bajos como para determinar una correlacién con la
mortalidad, por otro lado, la variable peso, su correlacion nos indica que no
es afectado por la mortalidad ya que se observdé que se mantuvo estable
durante las 4 semanas de estudio.

lo que representa igualdad entre ellas.
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8. Recomendaciones

Realizar un estudio con diferentes especies para asi evaluar que tan agresivo
es el plaguicida con cada especie diferente bajo las mismas condiciones.
De forma complementaria realizar esta clase de estudié con diversos tipos
de suelo donde se utilicé este fungicida.

Se recomienda realizar un estudio de natalidad de las lombrices estando en
contacto con el fungicida.

Se recomienda a la universidad proporcionar equipos y espacios adecuados
para la realizacién de esta clase de estudios, como equipos que permitan
medir con exactitud los diferentes parametros fisicoguimicos que se evallan,
asi mismo las instalaciones deben contar con espacios que faciliten el lavado
limpieza de manos y utensilios que estén en contacto con los distintos
productos quimicos que se utilizan en esta clase de trabajos.

Se recomienda a las autoridades ambientales correspondientes no solo
concentrarse en los estudios del producto activo, sino ademéas en el
seguimiento de los coadyuvantes, ya que estos pueden modificar la toxicidad
del plaguicida causando complicaciones con estos a la hora de tratarlos.
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A. ANEXO. Anédlisis con el método
Probit para la determinacion de la
concentracion letal 50

Imagen A.1. Analisis Probit del plaguicida 1

Fitting Model -> Probit Model
Model Egquation: Probit Mortality=A+B*Logl( Concentracion

Input Data ...

Dose/Concentration —> Concentracion
Dead Number —> Muertes=
Total Number -—-> Total organismos
Rezsult= ...
Parameter L: 0.81447cE8
Parameter B{=slope): 1.55811455
Deviance: 44_.5447959599
ATC: B6.97586835%8
LOS50/LCO50 Value: 0.3%118058
LOG10 (LDS0/LO50) Value: —0.40762271

95% Confidence Interval for LDS0/LCS50...
Lower Limit: 0.28611837
Upper Limit: 0.53482147
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Imagen A.2. Analisis Probit del plaguicida 2

Fitting Model -= Frobit Model
Model Equation: Probit Mortality=A+B*Logl0_Concentracion

Input Data ...

Dose/Concentration —> Concentracion
Dead Number —> Musrtes
Total Number —> Total organismos
Eesults ...
Parameter L: 0.36471408
Parameter B(slope): 0.8326845
Deviance: 23.78487351
BIC: T8.10208544
LDS0/LCS0 Value: 0.364755659
LOG10 (LDS0O/LoS0) Value: -0.437595752

55% Cconfidence Interval for LDS0O/LCS0...
Lower Limit: 0.186651213
Upper Limit: 0.71280528
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B. ANEXO. Diagrama de caja de los
plaguicidas

Gréafica B.1. Diagrama de caja de la mortalidad del plaguicida 1

o
— —T
I
I
|
I
I
|
. I
(TR
r=
R
I
o |
g < |
|
o I
= |
'-E |
c I
o
Z v
o
g | ]
= o . . !
I I
I I :
| | |
I I
I I
I I
o — 1 —1

I I I I I
0.04 0.128 0217 0.306 0.385

Concentraciones (Difenoconazol mg/Kg)




&

UNIVERSIDAD SANTO TOMAS

PRIMER CLAUSTRO UNIVERSITARIO DE COLOMBIA

FACULTAD DE INGENIERIA AMBIENTAL

ENTREGA DE TESIS | P4g. 68 de 78

Gréfica B-2. Diagrama de caja de la mortalidad del plaguicida 2
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C. Anexo. Area bajo la curva de cada
replica de los dos plaguicidas.

Tabla C.1. Area bajo la curva de cada replica.

Plaguicida 1 Plaguicida 2

Replica | Concentracién |Area | Replica| Concentracion |Area
1 0,04 3,5 1 0,04 0
2 0,04 3,5 2 0,04 8
3 0,04 3,5 3 0,04 6
4 0,04 0 4 0,04 9,5
1 0,128 15 1 0,128 3
2 0,128 5 2 0,128 9
3 0,128 2,5 3 0,128 9,5
4 0,128 2,5 4 0,128 7,5
1 0,217 5 1 0,217 12
2 0,217 2,5 2 0,217 12,5
3 0,217 0 3 0,217 11
4 0,217 1,5 4 0,217 13
1 0,306 13,5 1 0,306 15,5
2 0,306 3,5 2 0,306 15,5
3 0,306 8 3 0,306 15
4 0,306 22,5 4 0,306 11,5
1 0,395 10 1 0,395 20,5
2 0,395 35 2 0,395 24
3 0,395 28 3 0,395 17
4 0,395 16,5 4 0,395 18
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D.

Anexo.

parametros fisicoquimicos.

llustracion D.1. Analisis de varianza de mortalidad con los tratamientos del

plaguicida 1.
Analysis

Response:

of Variance Table

Mortalidad
Df Sum 5q Mean Sq

Tratamiento 1 250.88 250.880

Residuals

Signif. codes: @

llustracion D.2. Andlisis de varianza del

plaguicida 1.

OB 468.96 4,785

X

Analysig of Variance Table

Respon=e:

az.factor
Reziduals

Pe=o

DE Sum 5q Mean 5q F wvalue
4 0.14939 0.037346

(Tratamiento)

F value

Pr>F)

Analisis de varianza de

52.427 1.017e-10 ***

‘s 9.QL ¢*

peso con

95 1.46233 0.015333

.85 *.”@8.1"* "1

los tratamientos del

Pr (>F)

Z2.42a6d 0.05322

llustracién D.3. Correlacion de Tukey de la mortalidad entre tratamientos del

plaguicida 1.

fukey Eultiple cnmpurisuns of means
95% family-wise confidence level

Fit: oov(formula =

$Tratamiento
diff
8.18 -1
-8.85 -1
2.28
4.55

lwr
.6991967
.8401967
LA4P98833
L7598033
.9491967
.3098833
.6598033
45980833
.8P98RA33
.5598033

2-1
3-1
4-1
5-1
3-2
4-2
5-2
4-3
5-3
5-4

upr
1.89¢197
1, 740197
3.99¢197
6.340197
1.640197
3.890197
6.240197
4,040197
6.300197
4,140197

p adj
9.9998669
9.9999916
0.0081030
9.
9.9993358
9.0130364
@. 0000000
9.0063434
9.
9.0038354

Mortalidad ~ Tratamiento)
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llustracion D.5.Andlisis de varianza
plaguicida 2.

llustraciéon D.4. Correlacion de Tukey del peso entre tratamientos del
plaguicida 1.

Fit: aov(formula = Peso ~ as.factor (Tratamiento))

¥
1]
V]

diff lwr
0.0335 -0.075604015
0.0115 -0.087604015
0.1105 ©0.001395985
0.0310 -0.078104015
L0220 -0.131104015
0.0770 -0.032104015
—-0.0025 -0.111604015
0.0%990 -0.010104015

l-h-l'_l'll-h-li.lv.'ll'_l'ln.h-l;ly.'-l'?!l
TE R R ORI s s s
|
]

Analysis of Variance Table

Response: Mortalidad

Df Sum
as.factor (Tratamiento) 4 134.
Residuals 95 343.

Signif. codes: O Y=+=F 0 _001

llustracion D.6. Analisis de varianza del
plaguicida 2.

Analysi; of Variance Table

Response: Peso

Df Sum Sg
4 0.0738 0.0182449
95 1.4%65 0.015753

as.factor (Tratamiento)
REesiduals

.factor (Tratamiento) *

upr
14260401
12060401
.21%960401
14010401
.08T710401
18610401
L10660401
.20810401

Lo O T T Y e Y o e
Lo O T T Y e Y o e

de mortalidad

5g Mean 5g F walue
36 33.740 9.

15 3.612

VAT Q.01 !

p adj

LB127728
95983620
0455921
.9328953
59803310
L2822812
.5959595962
L0940233

con los tratamientos del

Er (>F)
3408 2.073e-08 ##*=

.05 ¢ 0.1 v F 1

peso con los tratamientos del

Mean 5g F walue Pr(>F)

1.1712 0.3285




%UNIVERSIDAD SANTO TOMAS FACULTAD DE INGENIERIA AMBIENTAL

PRIMER CLAUSTRO UNIVERSITARIO DE COLOMBIA ENTREGA DE TESIS ‘ Pég 72 de 78

llustracién D.7. Correlacion de Tukey de la mortalidad entre tratamientos del
plaguicida 2.

Fit: aovi(formula = Mortalidad ~ as.factor(ITratamienta))

£'as.factor (Tratamiento) *

diff 1lwr upr p adj
2=-1 0.40 -1.27132165 2.071322 0.9632546
3-1 1.50 -0.17132165% 3.171322 0.1001857
4-1 2.00 0.328B67835 32.671322 0.0106E88
5-1 3.25 1.5788T7835 4.921322 0.0000047
3-2 1.10 -0.57132165 2.771322 0.3625043
4-2 1.60 -0.07132165 3.271322 0.0674311
5-2 2.8 1.17867835 4,.521322 0.0000718
4-3 0.50 -1.17132165 2.171322 0.9200531
5-3 1.75 0.0788TE35 3.421322 0.03539E889
5-4 1.25 -0.42132165 2.921322 0.2373760

llustracién D.8. Correlacion de Tukey del peso entre tratamientos del

plaguicida 2.

Fit: aov({formula = Peso ~ as.factor(Tratamiento))
Z'ags.factor (Tratamiento) ®

diff lwr upr o adj
2-1 0.0300 -0.08037136 0.14037136 0.942410%9
3-1 0.0430 -0.06737136 0.15337136 0.8146449
4-1 0.0485 -0.06187136 0.15887136 0.7386382
5=-1 -0.0230 -0.13337136 0.08737136 0.9777898
3-2 0.0130 -0.09737136 0.12337136 0.95974722
4-2 0.0185 -0.09187136 0.12887136 0.9901653
5=-2 -0.0530 -0.16337136 0.05737136 0.6699646
4-3 0.0055 -0.10487136 0.11587136 0.9999155
5=-3 -0.0660 -0.17637136 0.04437136 0.4616884
5-4 -0.0715 -0.18187136 0.03887136 0.3788233
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llustracién D.9. Correlacion de Tukey entre los parametros fisicoquimicos y la
mortalidad del plaguicida 1.

> CORR Toxi

Mortalidad Feso Temperatura pH Humedad
Mortalidad 1.000000000 -0.141840863 -0.08818143 0.00505%3384 0.076528241
Pe=o -0.141840862 1.000000000 ©0.03024653% -0.039007700 -0.009758153
Temperatura -0.088181433 0.030246529 1.00000000 ©0.119189640 -0.089390289
pH 0.005093384 -0.035007700 0.115182%9&64 1.000000000 -0.112110377
Humedad 0.076528241 -0.009758153 -0.08989029 -0.112110377 1.000000000
Lu=z 0.407020517 -0.095154681 0.54120656 -0.03645%1086 O0.086479087
Luz
Mortalidad 0.40702052
Fe=o —-0.059515468
Temperatura 0.54120656
pH -0.0364910%9
Humedad 0.08647909
Q00000000

Luz 1.

llustracién D.10. Correlacion de Tukey entre los parametros fisicoquimicos y

la mortalidad del plaguicida 2.

Mortalidad Peso Temperatura pH Humedad
Mortalidad 1.000000000 ©0.16052403 -0.08818143 0.005093384 0.07652824
Peso 0.160524027 1.00000000 -0.03299123 -0.190428617 0.16%924261
Temperatura -0.088181433 -0.03299123 1.00000000 ©0.115918%&640 -0.0898902%9
pH 0.005093384 -0.19042862 0.11918%64 1.000000000 -0.112131038
Humedad 0.076528241 0.16%24261 -0.08589029%9 -0.112110377 1.00000000
Lu=z 0.407020517 0.06654261 0.54120656 -0.036491086 0.08647909
Lu=z
Mortalidad 0.40702052
Peso 0.06654261
Temperatura 0.54120656
pH -0.03645810%9
Humedad 0.08647909
Luz 1.00000000
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E. Anexo. Analisis de varianza ANAVA
Univariable.

Tabla E.1. Factor inter-sujetos.

Etiqueta de valor N
,00 0 20
1,00 0,04 8
2,00 0,128 8
Concentraciones
3,00 0,217 8
4,00 0,306 8
5,00 0,395 8
1,00 Plaguicida 1 20
Plaguicidas 2,00 Plaguicida 2 20
3,00 Control 20

Tabla E21.2. Prueba de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Area

Origen Tipo Il de suma gl Media F Sig.

de cuadrados cuadratica
Modelo corregido 3243,2332 | 10 324,323 21,785 | ,000
Interseccion 3607,792 1 3607,792 242,333 | ,000
Concentraciones 1590,162 4 397,541 26,703 ,000
Plaguicidas 122,500 1 122,500 8,228 | ,006
Concentraciones * 156,938 4 39,234 2,635 ,045
Plaguicidas
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Error 729,500 49 14,888
Total 6720,000 60
Total corregido 3972,733 59

a. R al cuadrado =,816 (R al cuadrado ajustada = ,779)

Tabla E.3. Pruebas Post Hoc Comparaciones multiples

Variable dependiente: Area

Intervalo de confianza
al 95%
) (8)] Diferencia de Desv. Si
Concentraciones Concentraciones medias (I-J) Error 9- P I
Limite Limite
inferior superior
0 0,04 -4,2500 1,61411 ,109 -9,0365 ,5365
0,128 -5,0625" 1,61411 ,032 -9,8490 -,2760
0,217 -7,1875 1,61411 ,001 -11,9740 -2,4010
0,306 -13,1250° 1,61411 ,000 -17,9115 -8,3385
0,395 -21,1250° 1,61411 ,000 -25,9115 -16,3385
0,04 0 4,2500 1,61411 ,109 -,56365 9,0365
0,128 -,8125 1,92923 ,998 -6,5335 4,9085
0,217 -2,9375 1,92923 ,652 -8,6585 2,7835
0,306 -8,8750" 1,92923 ,000 -14,5960 -3,1540
HSD -
0,395 -16,8750 1,92923 ,000 -22,5960 -11,1540
Tukey

0,128 0 5,0625" 1,61411 ,032 ,2760 9,8490
0,04 ,8125 1,92923 ,998 -4,9085 6,5335
0,217 -2,1250 1,92923 ,878 -7,8460 3,5960
0,306 -8,0625" 1,92923 ,002 -13,7835 -2,3415
0,395 -16,0625" 1,92923 ,000 -21,7835 -10,3415
0,217 0 7,1875 1,61411 ,001 2,4010 11,9740
0,04 2,9375 1,92923 ,652 -2,7835 8,6585
0,128 2,1250 1,92923 ,878 -3,5960 7,8460
0,306 -5,9375" 1,92923 ,038 -11,6585 -,2165
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0,395 -13,9375° 1,92923 ,000 -19,6585 -8,2165
0,306 0 13,1250 1,61411 ,000 8,3385 17,9115
0,04 8,8750" 1,92923 ,000 3,1540 14,5960
0,128 8,0625" 1,92923 ,002 2,3415 13,7835
0,217 5,9375 1,92923 ,038 ,2165 11,6585
0,395 -8,0000" 1,92923 ,002 -13,7210 -2,2790
0,395 0 21,1250 1,61411 ,000 16,3385 25,9115
0,04 16,8750 1,92923 ,000 11,1540 22,5960
0,128 16,0625 1,92923 ,000 10,3415 21,7835
0,217 13,9375 1,92923 ,000 8,2165 19,6585
0,306 8,0000" 1,92923 ,002 2,2790 13,7210
0 0,04 -4,2500" 1,61411 ,011 -7,4937 -1,0063
0,128 -5,0625" 1,61411 ,003 -8,3062 -1,8188
0,217 -7,1875 1,61411 ,000 -10,4312 -3,9438
0,306 -13,1250° 1,61411 ,000 -16,3687 -9,8813
0,395 -21,1250° 1,61411 ,000 -24,3687 -17,8813
0,04 0 4,2500 1,61411 ,011 1,0063 7,4937
0,128 -,8125 1,92923 ,675 -4,6894 3,0644
0,217 -2,9375 1,92923 ,134 -6,8144 ,9394
0,306 -8,8750" 1,92923 ,000 -12,7519 -4,9981
0,395 -16,8750" 1,92923 ,000 -20,7519 -12,9981
DMS
0,128 0 5,0625" 1,61411 ,003 1,8188 8,3062
0,04 ,8125 1,92923 ,675 -3,0644 4,6894
0,217 -2,1250 1,92923 ,276 -6,0019 1,7519
0,306 -8,0625" 1,92923 ,000 -11,9394 -4,1856
0,395 -16,0625" 1,92923 ,000 -19,9394 -12,1856
0,217 0 7,1875 1,61411 ,000 3,9438 10,4312
0,04 2,9375 1,92923 ,134 -,9394 6,8144
0,128 2,1250 1,92923 ,276 -1,7519 6,0019
0,306 -5,9375 1,92923 ,003 -9,8144 -2,0606
0,395 -13,9375° 1,92923 ,000 -17,8144 -10,0606
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0,306 0 13,1250° 161411 | 000 9,8813 16,3687
0,04 8,8750° 1,92923 | 000 4,9981 12,7519
0,128 8,0625 1,92923 | 000 4,1856 11,9394
0,217 5,375 1,92923 | ,003 2,0606 90,8144
0,395 -8,0000° 1,92923 | ,000 | -11,8769 41231
0,395 0 21,1250° 161411 | 000 17,8813 24,3687
0,04 16,8750° 1,92923 | 000 12,9981 20,7519
0,128 16,0625 1,92923 | 000 12,1856 19,9394
0,217 13,9375 1,92923 | 000 10,0606 17,8144
0,306 8,0000° 1,92923 | 000 41231 11,8769
0,04 0 4,2500 1,61411 | ,052 -,0214 8,5214
Tde
0,128 0 5,0625* 1,61411 | ,014 ,7911 9,3339
Dunnett
(b"a;era') 0,217 0 7,1875* 1,61411 | ,000 2,9161 | 11,4589
0,306 0 13,1250* 1,61411 | ,000 8,8536 17,3964
0,395 0 21,1250* 1,61411 | ,000 16,8536 | 25,3964
Tabla E.4. Subconjuntos homogéneos
Concentraciones N Subconjunto
1 2 3 4
HSD Tukey2b¢ | 0 20 ,0000
0,04 8 4,2500 4,2500
0,128 8 5,0625 5,0625
0,217 8 7,1875
0,306 8 13,1250
0,395 8 21,1250
Sig. ,080 ,599 1,000 1,000
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Tabla E.5. Comparaciones multiples entre plaguicidas.

Variable dependiente: Area

Intervalo de confianza
Diferencia al 95%
Y ) de medias Desv. Sig ’
Plaguicidas Plaguicidas -3 Error '
(I-) Limite Limite
inferior superior
HSD Plaguicida 2 -3,5000" 1,22015 ,016 -6,4490 -,5510
Tukey Plaguicida 1
Control 8,4000" 1,22015 ,000 5,4510 11,3490
Plaguicida 1 3,5000 1,22015 ,016 ,5510 6,4490
Plaguicida 2
Control 11,9000° 1,22015 ,000 8,9510 14,8490
Plaguicida 1 -8,4000" 1,22015 ,000 -11,3490 -5,4510
Control
Plaguicida 2 -11,9000" 1,22015 ,000 -14,8490 -8,9510
DMS Plaguicida 2 -3,5000" 1,22015 ,006 -5,9520 -1,0480
Plaguicida 1
Control 8,4000" 1,22015 ,000 5,9480 10,8520
Plaguicida 1 3,5000" 1,22015 ,006 1,0480 5,9520
Plaguicida 2
Control 11,9000" 1,22015 ,000 9,4480 14,3520
Plaguicida 1 -8,4000" 1,22015 ,000 -10,8520 -5,9480
Control
Plaguicida 2 -11,9000" 1,22015 ,000 -14,3520 -9,4480
T de Plaguicida 1 Control 8,4000" 1,22015 ,000 5,6211 11,1789
Dunnett
(bilateral)® Plaguicida 2 Control 11,9000 1,22015 ,000 9,1211 14,6789




