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TOLERANCIA Y BIODEGRADACION DE PLAGUICIDAS CON HONGOS
FILAMENTOSOS

Katina Stamatiu Sanchez
Colegio de Postgraduados 2013
RESUMEN

El uso indiscriminado y las malas practicas de manejo de plaguicidas en la produccion agricola,
han llevado a la contaminacion de todos los ambientes debido a su facil dispersién y representan un
riesgo para la salud humana y fauna silvestre. Plaguicidas como el endosulfan (EN), clorpirifés (CRP)
y clorotalonil (CTL) son de amplio uso en diferentes cultivos, estan catalogados como carcinogénicos
y disruptores endocrinos. EI uso de microorganismos para degradar plaguicidas ha permitido
implementar tecnologias de biorremediacion conocidos como “biobeds”, en las que se busca acelerar
la biodegradacion con biomezclas de suelo, paja de trigo y composta. En esta investigacion se evaluo
la tolerancia y capacidad de degradacion de hongos filamentosos provenientes de suelo agricola y
paja de trigo hacia diferentes dosis de EN, CRP y CTL en comparacion con Phanerochaete
chrysosporium (PC), Trichoderma koningii (TRI) y Trametes versicolor (TV) como cepas de
referencia. Se realizaron dos fases experimentales: 1) aislamiento e identificacion de cepas tolerantes
a EN y 2) Evaluacién de la tolerancia a EN, CRP y CTL. Se aislaron diez cepas del género Fusarium
(K1P, K2P, K8P, K9P, K12P, K13P, K14P, K1S, K11S y K3TP), una cepa de Penicillium
janthinellum (K8S), una de Mucor circinelloides (K14S) y una de Alternaria alternata (K11TP). Las
cepas en estudio difirieron en su tolerancia y desarrollo micelial (DM) en el medio de cultivo
contaminado con los plaguicidas. EI EN y el CRP afectaron el DM de las cepas en los primeros tres
dias, el CTL inhibi6 el DM durante todo el bioensayo (18 dias). Las cepas PC, TRI, TV, K14S, K8S,
K12P y K11TP fueron afectadas por los plaguicidas; sin embargo, se recuperaron notablemente por lo

que tienen potencial para ser evaluadas en su capacidad para biodegradar plaguicidas.

Palabras clave: endosulfan, clorpirifés, contaminacion, hongos filamentosos, tolerancia,

biodegradacion.



PESTICIDE TOLERANCE AND BIODEGRADATION BY FILAMENTOUS FUNGI
Katina Stamatiu Sanchez
Colegio de Postgraduados 2013
ABSTRACT

The abuse and inadequate management practices for pesticides in agricultural production have
caused environmental contamination due to their easy dispersion that jeopardizes both human health
and wild fauna. Pesticides such as endosulfan (EN) chlorpyrifos /CRP) and chlorothalonil (CTL) are
widely utilized in crop production, but they are carcinogenic and endocrine disruptors. The use of
microorganisms to degrade pesticides has allowed the application of bioremediation technologies like
those known as “biobeds” in which the accelerated pesticide biodegradation is obtained by the
utilization of biomixtures consisted in soil, straw and compost. This research evaluated the tolerance
and the biodegradation capacity of filamentous fungi isolates from agricultural soil or wheat straw to
several doses of EN, CRP and CTL by comparing them to three reference fungal strains
Phanerochaete chrysosporium (PC), Trichoderma koningii (TRI) and Trametes versicolor (TV). Two
experimental stages were set, 1) isolation and identification of tolerant strains to EN, and 2)
evaluation of the fungal tolerance to EN, CRP and CTL. There were isolated ten strains of Fusarium
(K1P, K2P, K8P, K9P, K12P, K13P, K14P, K1S, K11S and K3TP), one strain of Penicillium
janthinellum (K8S), one of Mucor circinelloides (K14S) and one strain of Alternaria alternata
(K11TP). All strains showed variations in their tolerance and mycelial growth (MG) in the
contaminated medium with the pesticides. Inseticdes, EN and CRP affected the MG during the first
three days of growth meanwhile CTL inhibited the MG along experimentation (18 days). The strains
PC, TRI, TV, K14S, K8S, K12P and K11TP were affected by the three pesticides; however, they
totally recovered, thus, these strains have the potential for being assessed for their capacity for

degrading pesticides.

Key words: endosulfan, chlorpyrifos, contamination, filamentous fungi, tolerance, biodegradation.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

El uso de plaguicidas para el control de plagas en la produccion agricola y pecuaria,
proteccion en zonas urbanas y control de vectores en el sector salud, provoca que cada afio se
viertan alrededor de 3 millones de toneladas de plaguicidas en el mundo (Grube et al. 2011). Los
insecticidas endosulfan, clorpirifés, y el fungicida clorotalonil, son plaguicidas de muy amplio
uso para diversos cultivos, la molécula parental o sus metabolitos son persistentes y estan
catalogados como carcindgenos y disruptores endocrinos (Greene y Pohanish 2005). Por su
dispersion y persistencia, los plaguicidas estan presentes en todos los ecosistemas y representan

un riesgo para la salud humana (Chaudhry et al. 2002, Hu et al. 2009, Chopra et al. 2011).

Para disminuir los problemas de contaminacién por plaguicidas, se han desarrollado técnicas
de biorremediacién mediante la seleccién y uso de microorganismos tolerantes y capaces de
degradar estos compuestos xenobidticos. Los hongos ligninoliticos (Phanerochaete
chrysosporium, Trametes versiscolor y Pleurotus ostreatus) poseen una gran capacidad de
tolerancia y degradacion a compuestos recalcitrantes hidrocarburos del petrdleo y plaguicidas
(Jauregui et al. 2003, Matsubara et al. 2006). Los géneros de hongos no ligninoliticos como
Fusarium, Mucor, Penicillium y Trichoderma también son capaces de tolerar y degradar
compuestos contaminantes como hidrocarburos y plaguicidas (Mitra et al. 2001, Dan et al. 2006,
Kim y Lee 2007, Argumedo-Delira et al. 2012). Sin embargo, existe poca informacién sobre la
capacidad de degradacion de endosulfan, clorpirifés y clorotalonil mediada por hongos de los

géneros Mucor, Penicillium, Trichoderma y Alternaria.

La investigacion sobre las respuestas microbianas ante contaminantes, permiten el

desarrollo de tecnologias para la biorremediacion como las “biobeds” (Torstensson 2000,

1



Castillo et al. 2008, Karanasios et al. 2012). Para aumentar la capacidad y la velocidad de
degradacion de plaguicidas en las biobeds, se busca favorecer el desarrollo de hongos
ligninoliticos. No obstante, el potencial de éstos puede ser inhibido por la invasion y
competencia de otros microorganismos presentes en los diferentes sustratos que la conforman.
Una alternativa para acelerar la biodegradacion de plaguicidas en las Biobeds, es la adicion al
suelo con microorganismos predispuestos a la degradacion de plaguicidas (Onneby et al. 2010,
Karanasios et al. 2012). La presente investigacion tiene como objetivo seleccionar hongos
filamentosos provenientes de paja de trigo y suelo agricola que sean capaces de tolerar y
biodegradar plaguicidas como endosulfan, clorpirifés y clorotalonil, ademéas de generar
informacién sobre la tolerancia y capacidad de degradacion de hongos no ligninoliticos

presentes en paja de trigo y suelo.



CAPITULO 1

PLAGUICIDAS: CLASIFICACION, DISPERSION, CONTAMINACION,
DEGRADACION Y BIORREMEDIACION
RESUMEN

Desde la invencion de los plaguicidas organicos modernos en 1950, se han liberado al
ambiente todo tipo de biocidas para el control de plagas, tanto para el control de vectores de
enfermedades como para la preservacion de inmuebles e infraestructura urbana. El uso excesivo y
las malas practicas agricolas relacionadas con la aplicacion de plaguicidas, ha provocado
contaminacion de cuerpos de agua superficiales, mantos freaticos, agua marina y suelos. En un
intento de mitigar los efectos negativos de los plaguicidas, se han desarrollado diferentes técnicas
de biorremediacion para la degradacion rapida y efectiva de estos compuestos xenobioticos. Los
microorganismos juegan un papel importante en la descontaminacién de suelos, de los cuales,
varios géneros de hongos ligninoliticos y no ligninoliticos como Phanerochaete chrysospprium,
Trametes versicolor, Trichoderma, Mucor, Penicillium y Fusarium han demostrado tolerancia y
capacidad para degradar diferentes compuestos xenobidticos como los plaguicidas. En esta
seccidn se ofrece un panorama general de los plaguicidas, su clasificacion, dispersion, efectos en
el ambiente y en el hombre, asi como las propiedades y caracteristicas mas representativas de los
plaguicidas en estudio (endosulfan, clorpirifés y clorotalonil). Ademas se describen algunas
investigaciones sobre la respuesta de microorganismos ante diferentes contaminantes y en su

aplicacion en sistemas de biorremediacion de plaguicidas.

Palabras clave: endosulfan, clorpirifés, clorotalonil, contaminacion, hongos ligninoliticos,

biodegradacion.



CHAPTER I

PESTICIDES: CLASIFICATION, FATE, CONTAMINATION, DEGRADATION AND
BIOREMEDIATION
ABSTRACT

Pesticides have been released to the environment to control several pests, disease vectors or to
preserve wood or urban infrastructure. The abuse and inadequate agricultural practices in terms
of pesticide applications have caused environmental issued in surface water bodies, groundwater,
sea water, and soils. To reduce the environmental negative impacts of pesticides several
bioremediation techniques have been implemented to allow faster and effective degradation of
these xenobiotic compounds. Microorganisms play a significant role in soil decontamination,
then ligninolytic and non-ligninolytic fungi such as Phanerochaete chrysospprium, Trametes
versicolor, Trichoderma, Mucor, Penicillium and Fusarium are able to tolerate or degrade
pesticides. This chapter shows an overview about pesticides in terms of their classification,
dispersion, effects in the environment and human health, as well as on their main properties and
characteristics of three pesticides (endosulfan, chlorpyrifos and chlorothalonil). In addition, some
scientific reports are described about the response of microorganisms to several pollutants, and

on their application in bioremediation systems directed to pesticides.

Keywords: endosulfan, chlorpyrifos, chlorothalonil, contamination, lygninolitic fungi,

biodegradation.



2.1 PLAGUICIDAS
2.1.1 Definicién de Plaguicidas

Los plaguicidas se definen como sustancias quimicas usadas para prevenir, repeler o eliminar
plagas, ya sean insectos, malezas, hongos, bacterias, nematodos o roedores (Plimmer 1992,
Chopra et al. 2011). La Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién (FAO, por sus siglas en inglés) los define como cualquier sustancia 0 mezcla de
ellas destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo vectores de
enfermedades humanas, de animales, plantas u organismos indeseables que causan perjuicio 0
que interfieren en la produccion, elaboracion, almacenamiento, transporte o comercializacién de
alimentos, productos agricolas, madera productos de madera o alimentos para animales. El
término incluye las sustancias destinadas a utilizarse como reguladoras del crecimiento de las
plantas, defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o agentes para evitar la
caida prematura de la fruta, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la cosecha
para proteger el producto contra el deterioro durante el almacenamiento y transporte (WHO 1990,
FAO 2003).

En México, la Comision Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso de Plaguicidas,
Fertilizantes y Sustancias Toxicas (CICOPLAFEST) define a los plaguicidas como cualquier
sustancia 0 mezcla de substancias que se destinan a controlar plagas, incluidos los vectores de
enfermedades humanas y de animales, asi como las especies no deseadas que causen perjuicio o
que interfieran con la produccion agropecuaria y forestal, almacenamiento o transporte de los
alimentos u otros bienes materiales, asi como las que interfieran con el bienestar del hombre y de
los animales. Ademas en esta definicion se incluyen las substancias defoliantes, las desecantes y

los coadyuvantes (CICOPLAFEST 2004).



2.2 MERCADO Y CONSUMO DE PLAGUICIDAS

La agencia de proteccion ambiental (EPA, por sus siglas en inglés) documenté un consumo
aproximado de 2.37 millones de toneladas (ton) de plaguicidas en el mundo con un costo
estimado de 39,434 millones de dolares en 2007, el consumo de plaguicidas en Estados Unidos
de Norteamérica (EUA) fue de 515 mil ton (Figuras 2.1A y 2.1B), donde los herbicidas tuvieron
el mayor porcentaje de consumo, seguidos por otros plaguicidas, los insecticidas y por ultimo, los
fungicidas (Figuras 2.1C y 2.1D) (Grube et al. 2011).

Herndndez-Antonio y Hansen (2011) documentan que en México la Secretaria de Energia
(SENER) reporté un consumo de 95,025 ton de plaguicidas en 2006, de las cuales México
produjo 26,446 ton (Figuras 2.2A y 2.2B). En 2007 la produccion total de plaguicidas se redujo a
18,242 ton con un valor comercial de 483.4 millones de pesos (Figuras 2.2A y 2.2B), lo que
representd el 12.5% de la produccion mundial (SENER 2008). En 2007, el 88.3% de la
produccién total nacional fueron herbicidas, mientras que el 5.5 y 2.6% fueron insecticidas y
fungicidas respectivamente (Figura 2.2C). La reduccion en la produccién nacional de plaguicidas
en 2007 produjo un aumento en las importaciones (25,400 ton), que junto con la produccion
nacional resultaron en un consumo aparente de 41,300 ton de plaguicidas (Figura 2.2D) (SENER
2008).

Pérez-Olvera et al. (2011) indican que el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI) reporto un total de 22.7 millones de hectareas cultivadas en 2007. EI mayor consumo de
plaguicidas ocurre de manera general, en los estados de Sinaloa, Chiapas, Veracruz, Jalisco,
Nayarit, Colima, Sonora, Baja California Norte, Tamaulipas, Michoacan, Tabasco, México,

Puebla y Oaxaca, en los que se registra el 80% del total de los plaguicidas usados (Albert 2005).
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Figura 2.1 Valor comercial y consumo de plaguicidas en 2007. A) Mercado total de plaguicidas
en el mundo y Estados unidos de Norteamérica (EUA). B) Consumo total de plaguicidas en el
mundo y en EUA. C) Porcentajes de los diferentes tipos de plaguicidas con respecto al mercado
mundial. D) Porcentajes de los diferentes tipos de plaguicidas con respecto al consumo mundial.
(Fuente: Grube et al. 2011).
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Figura 2.2 Produccion, valor comercial y consumo de plaguicidas en México. A) Produccion
nacional de plaguicidas. B) Valor comercial de plaguicidas. C) Porcentajes de los diferentes tipos
de plaguicidas con respecto a la produccion nacional en 2007. D) Produccién, importacion y
consumo aparente en México durante 2007. (Fuente: SENER 2008).



2.3 HISTORIA DE LOS PLAGUICIDAS

El uso de plaguicidas, su produccion y comercializacion parte inicialmente con los materiales
inorganicos, botanicos, continuando con compuestos organicos, carbamatos, piretroides,
microbioldgicos, hasta los neonicotinoides (Cuadro 2.1) (Casadei 2003)

Los compuestos inorganicos de la primera generacion se usaban desde el afio 1000 AC., y
hasta la primera década del siglo XX. Los griegos utilizaban sulfuro, y los chinos ya usaban el
arsenico, el azufre y mezclas de alquitran y azufre para el control de plagas (Bohmont 2007). Mas
tarde se utilizaron el Verde de Paris (mezcla de cobre y arsénico) para controlar al escarabajo de
la papa en Estados Unidos de Norteamérica (EUA) mientras en Francia se utilizo el caldo
Bordelés (sulfato de cobre e hidréxido de calcio) como fungicida en vid (Segura-Miranda 1985,
Hewitt 1998, Bohmont 2007). Ya en el siglo XX se formulaban herbicidas inorganicos como el
sulfato de cobre y surgieron algunos compuestos organicos como paradiclorobenceno, naftalina y
los fumigantes bromuro de metilo y cloruro de etileno; para 1915, comenzaron a formularse
fungicidas organicos a base de mercurio, producidos por grandes compafiias agroquimicas
(Segura-Miranda 1985, Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez 1994, Ware 1994).

En 1939 con el descubrimiento del DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano) inicié la segunda
generacion de plaguicidas, siendo la mas exitosa para el control de plagas agricolas y
transmisores de enfermedades de importancia para la salud publica como el tifo y la malaria
(Casadei 2003). Después del DDT, hexaclorociclohexano (HCH) y el lindano, surgieron otros
plaguicidas organoclorados (OC) como el endosulfan para el control de plagas del algodonero y
café (Casadei 2003). Hacia 1950 surgen los plaguicidas organofosforados (OP) con accion

insecticida, nematicida, fungicida y herbicida (Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez 1994).



Cuadro 2.1. Generaciones, grupos quimicos y uso de plaguicidas en la historia del hombre

Generaciéon  Grupo Quimico  Periodo/ Afo Nombre Efecto/ Plaga Objetivo
Primera Inorgénicos 1000- 80 AC.  Azufre, arsénico Insecticidas
100 AC. Elébro Raticida e insecticida
1800-1825 Cloruro de mercurio Preservacion madera
1808-1867 ngizr)liato de cobre (Verde Escarabajo de la papa
1880 ;gl:g(ta?ég; bre- cal (Caldo Fungicida en vid
1886 Cianuro de hidrégeno Fumigante en citricos
1896 Sulfato de cobre Herbicida
1907 Arseniato de calcio Insecticida
Botanicos 1800-1850 Piretrina, Rotenona Insecticida
1690 Extracto de tabaco Insecticida de contacto
Caldo de tabaco Insecticida
2000 Azadiractina Insecticida
Aceites minerales 1300 Aceite mineral Acaricida contra sarna
camellos
Segunda Organicos 1882 Naftalina Preservacion insectos
1912 p-diclorobenceno Palomilla de la ropa
1927 Cloruro de etileno Fumigante
1929 Tiocinato Insecticida de contacto
1936 Pentaclorofenol Preservacion madera
Organoclorados 1939-1945 DDT, clordano Insecticida
Organofosforados 1946 TEPP , paration Insecticida
Carbamatos 1943 Zineb fungicida
1955 aldicarb, carbofuran Insecticidas
Triazinas 1958 Atrazina herbicida
Bipiridilos 1958 Paraquat herbicida
Clorofenoles 1963 Clorotalonil Fungicida
Piretroides 1973 Permetrina Insecticida
Tercera Microbianos 1960 Bacillus thuringiensis Insecticida
1991 Bacillus thuringiensis Insecticida
Cuarta IGR * 1975 Metoxipreno Insecticida
Quinta Abamenctinas 1980 Abamectina/ ivermectina  Insecticida
Neonicotinoides 1990-2000 Imidacloprid, spinosad Insecticida

* IGR= reguladores del crecimiento de insectos. (Fuente: Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez 1994,

Ware 1994, Mendoza 2002).
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A finales de la década de 1950 se introdujeron en el mercado tanto insecticidas como
fungicidas y herbicidas del grupo de los carbamatos (CARB), con accidn insecticida no sistémica
(por ejemplo, carbaril), los sistémicos altamente tdxicos (como el aldicarb), y ditiocarbamatos
con accidn antifangica (zineb, maneb). EIl clorotalonil, perteneciente al grupo de los clorofenilos
fue introducido después de 1960, siendo el fungicida de mayor uso en hortalizas y ornamentales,
al igual que los herbicidas del grupo de los bipiridilos, atrazina (triazinas) y paraquat (Hewitt
1998, Mendoza 2002). En la década de 1970 surgieron los piretroides (PYR) como la aletrina,
permetrina, cipermetrina y deltametrina, los cuéles son menos toxicos a mamiferos, (Lagunes-
Tejeda y Villanueva-Jiménez 1994, Hewitt 1998, Ware 1994, Casadei 2003, Bohmont 2007).

Tras casi 40 afios de combate quimico de plagas y por los dafios a la salud y al ambiente, los
OC con excepcion de endosulfan y dicofol, fueron prohibidos y restringidos en 1973, iniciando
asi el aumento en el uso de plaguicidas de la tercera generacion, los compuestos microbianos o
biolégicos. Como por ejemplo, Bacillus thuringiensis quien posee una toxina contra larvas de
lepidopteros plaga, otro ejemplo es la toxina producida por el hongo Metarhizium anisopliae que
al entrar por aberturas naturales de insectos es letal. Los Baculovirus atacan larvas de
lepidopteros plaga; son especificos y no tienen efectos al ambiente por ser de incidencia natural,
también se han usado formulaciones de bacterias como Pseudomonas fluorescens, Streptomyces
griseovirides y hongos en formulaciones de polvo como Trichoderma harzianum para el control
de hongos patdgenos (Hewitt 1998, Casadei 2003, Rossel et al. 2008).

Los compuestos de la cuarta generacion de plaguicidas se desarrollaron desde la década de
1970, pero su uso se extendié mas tarde (1990), estos compuestos comprenden los productos que
tienen accion sobre procesos fisioldgicos de insectos, como los reguladores del crecimiento o

IGR por sus siglas en inglés (Casadei 2003, Carlile 2006).
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En la década de 1980 se desarrollaron los plaguicidas de la quinta generacion, como la
abamectina, una lactona macrociclica derivada de Streptomyces avermectilis con accién
insecticida. Hacia 1990 surgieron los insecticidas imidacloprid, tiacloprid y spinosad, esta ltima
obtenida de la fermentacion del hongo Saccharoplyspora spinosa, los cuales son sustancias
semejantes a la nicotina (Casadei 2003, Carlile 2006), el compuesto botanico derivado de las
semillas de Neem (Azadirachta indica) planta de la cual toma su nombre, azadiractina, que tiene
accion sobre un amplio espectro de insectos actuando como disruptor en la alimentacion y
crecimiento, es altamente biodegradable y con muy poca toxicidad en humanos (Ware 1994,

Koul 1999, Blanco y Bernal 2003).

2.4 CLASIFICACION DE PLAGUICIDAS
Los plaguicidas pueden ser clasificados segun el tipo de organismos que controla, su uso,
persistencia, toxicidad, origen, grupo quimico o modo de accion entre otros (WHO 1990,

Ramirez y Lacasafia 2001, Arias-Estévez et al. 2008).

2.4.1 Clasificacion plaguicidas segun los organismos que controla y uso al que se destinan
Dependiendo del tipo de organismos que el plaguicida elimina, controla, repele o inhibe, el
producto toma un nombre mas especifico, por ejemplo los que controlan insectos (insecticidas),
hongos (fungicidas), malezas (herbicidas), roedores (rodenticidas), etc. (Ware 1994, Arias—
Estévez et al. 2008). Segun su uso, se les clasifica como plaguicidas agricolas cuando son usados
para controlar plagas en cultivos y produccion de flores; son plaguicidas forestales cuando se
destinan para el control de plagas en bosques; y plaguicidas veterinarios cuando son usados
contra plagas de ganado incluyendo mascotas (Ware 1994, IPCS 2002). Los plaguicidas urbanos

se emplean para el control de plagas de areas verdes, estructuras de edificios y en los hogares
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para controlar pulgas, chinches de cama, cucarachas, etc. De igual forma, se usan plaguicidas
para la salud pablica contra vectores de enfermedades Yy la erradicacion de cultivos cuyo fin sea la
fabricacion de estupefacientes y drogas ilicitas (Ware 1994, Lépez et al. 1998, Ramirez y

Lacasafia 2001, Arias-Estévez et al. 2008).

2.4.2 Clasificacion de plaguicidas por su persistencia en el ambiente y toxicidad

La persistencia de los plaguicidas se define por su capacidad para conservar su integridad
molecular, quimica, fisica y funcional una vez que se liberé al ambiente; muchos compuestos
persisten por largos periodos en el suelo, subsuelo, cuerpos de agua y sedimentos. Dicha
persistencia varia de acuerdo a la dosis, formulacién, condiciones ambientales y tipo de suelo. La
persistencia de un plaguicida se expresa segun la vida media del compuesto en no persistente,
moderadamente persistente, persistente y permanente (Cuadro 2.2) (WHO 1990, Bejarano 2002,
Navarro et al. 2007)

La Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés) define la toxicidad de
plaguicidas como la capacidad de producir un dafio agudo a la salud a través de una o multiples
exposiciones, en un periodo relativamente corto. También establece la clasificacion de
plaguicidas basada en la peligrosidad o grado de toxicidad aguda, ésta se expresa a través de la
dosis letal media (DLso) 0 concentracién letal media (CLsg), ambos parametros varian conforme a
la presentacion del producto (solido, liquido, gas o polvo), la via de entrada (oral, dérmica,
respiratoria), la temperatura, la dieta, la edad, y el sexo (Cuadro 2.3) (WHO 1990,
CICOPLAFEST 2004).

Dentro de los plaguicidas extremadamente peligrosos (la) estan varios OP’s como el forato,
entre los altamente peligrosos (Ib) estan monocrotofés, profenofés (OP), carbofuran (CARB) y

cipermetrina (PYR). En el grupo de los moderadamente peligrosos (Il) estdn dimetoato,
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cloroirifés, quinalfos y fention (OP); endosulfan (OC), cialotrina (PYR), y carbaril (CARB) y
como ligeramente peligrosos (I11) el insecticida malation (OP) y deltametrina (PYR) (WHO

2009).

Cuadro 2.2 Clasificacion de plaguicidas segun la vida media

Persistencia Vida media Ejemplos
No persistente 0 dias a 12 semanas malation, carbaril
Moderadamente persistente 1 a 18 meses paration, lanate
Persistente 1 a 20 afios DDT, aldrin, dieldrin
Permanente Indefinidamente plaguicidas a base de mercurio,

plomo y arsénico

(Fuente: Ramirez y Lacasafia 2001).

Cuadro 2.3 Clasificacion de plaguicidas segun su toxicidad aguda

Clase Via Oral Via Dérmica
Sélido Liquido Sélido Liquido
mg kg mg kg mg kg mg kg
| a Extremadamente peligroso <5 <20 <10 <40
I b Altamente peligroso 5-50 20 - 200 10 - 100 40 - 400
Il Moderadamente peligroso 50 - 500 200—-2000  100-1000 400 - 4000
I11 Ligeramente peligroso > 500 >2000 > 1000 > 4000

[Fuente: WHO 1990, International Program of Chemical Safety (IPCS) 2002]

2.4.3 Clasificacion por su grupo quimico y modo de accion
El grupo toxicoldgico o grupo quimico de los plaguicidas define las caracteristicas del
compuesto, asi como la persistencia, la polaridad, la bioacumulacion y la efectividad de los

mismos, también puede definir el modo o sitio de accidn sobre los organismos.
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El grupo de los organoclorados (OC) presentan atomos de cloro e hidrégeno, son no polares y
altamente lipofilicos, con valores de presion de vapor bajos lo que los hace muy estables,
residuales y altamente bioacumulables en la cadena trofica (DDT, lindano, endosulfan) (Bayona
y Albaigés 2006). Los organofosforados (OP) se derivan del &cido fosforico, presentan menos
persistencia que los OC; sin embargo, son mas toxicos para los vertebrados; clorpirifos
(insecticida), terbufés (nematicida) y triamifés (fungicida) pertenecen a éste grupo. Los
carbamatos son mas selectivos y muestran una persistencia media comparada con los OC y OP,
tienen tres radicales, dos de ellos de cadena alifatica corta (etil, metil) y la otra cadena alifatica
ciclica o heterociclica; carbaril, carbofuran (insecticida), zineb, maneb (fungicida) y profam
(herbicida) son representantes de este grupo. Los piretroides se derivan de los piretros naturales
con adicion o sustitucion de grupos quimicos en el enlace del alcohol haciéndolos mas estables,
que las moléculas naturales, son mas especificos y muy poco téxicos para mamiferos,
basicamente tienen accion insecticida, cipermetrina y deltametrina son algunos representantes de
este grupo (Ware 1994, Stenersen 2004, Bohmont 2007)

Los fungicidas tienen un gran numero de grupos quimicos, ademas de los carbamatos y
organofosforados antes mencionados, estan los fungicidas organicos de contacto derivados del
benceno (pentaclorofenol), las sulfenamidas (captan, folpet), los dinitrofenoles (dinocap), las
triazinas (anilazina); en el grupo de los clorofenoles estd el clorotalonil, considerado como
fungicida protector de follaje y de muy amplio espectro de accion (Ware 1994, Hewitt 1998,
Mendoza 2002).

Algunos fungicidas sistémicos son las carboxiamidas (carboxin), las morfolinas (tridemorf),
las piridinas y azoles (imidazoles y triazoles), y los bencimidazoles (benomil) (Ware 1994,

Hewitt 1998, Mendoza 2002, Bohmont 2007).
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Los herbicidas también comprenden un amplio nimero de grupos quimicos, como los de
contacto, las acetanilidas (alaclor, acetoclor), las amidas (propanil), las bipiridinas (diquat,
paraquat), las nitroanilinas (trifularin, pendimetalina), los imidazoles (imazapir), los derivados
del acido fenoxiacético (2-4-D). Algunos sistémicos como los fosfono aminoéacidos (glifosato,
glufosinato), las sulfonilureas (clorsulfurén) y las triazinas (triazina) (Ware 1994, Bohmont
2007).

Por su modo de accion y los sitios de accion, los insecticidas se dividen en aquellos que
afectan el sistema nervioso (inhibidores de la acetilcolinesterasa y el acido gamma- aminobutirico
(GABA), los disruptores del crecimiento y metamorfosis (agonistas de la ecdisona y hormona
juvenil), los citoliticos (endotoxinas Bt). Los fungicidas se dividen en disruptores de funcion de
membrana (inhibidores de la sintesis del ergoesterol, inhibidores de la respiracion (inhibidores de
la fosforilacidn oxidativa), disruptores de procesos nucleares (inhibidores de la sintesis de ADN y
ARN), por mencionar algunos. En el caso de los herbicidas estan los inhibidores del metabolismo
(inhibidores del transporte de electrones en respiracion) o los inhibidores de la fotosintesis (Ware
1994, Hewitt 1998, Mendoza 2002, Casida y Quistad 2004, Stenersen 2004, Carlile 2006, Gisi y

Sierotzki 2008).

2.5 DISPERSION Y DEGRADACION
Una vez que un plaguicida ha sido liberado al ambiente, el compuesto se dispersa y llega al
aire, al suelo, al agua o la biota (seres vivos), denominados también compartimentos, y a través
del tiempo el plaguicida pasa del compartimento inicial a los demas compartimentos (Figura 2.3).
La dispersion puede ocurrir por deriva, volatilizacion, arrastre o escurrimiento por lluvia,

lixiviacion o bioacumulacién principalmente, el tiempo y la forma de dispersion dependeran de
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diversos factores y condiciones en

Seiber 2002, Hu et al. 2009).

cada compartimento (Linde 1994, Chaudhry et al. 2002,
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Figura 2.3 Dispersiébn y degradacion de plaguicidas en el ambiente.
http://pesticidestewardship.org/water/Pages/FateofPesticides.aspx. Mayo 2013)

(Fuente:

La presencia de plaguicidas en el aire ocurre por volatilizacion, mediante aplicaciones aéreas o
por deriva al realizar aplicaciones con equipos de alta presion (Carlile 2006, Gil et al. 2007,
Navarro et al. 2007). El depdsito de plaguicidas en el suelo ocurre al realizar tratamientos
directos al suelo para el control de plagas y malezas, por los residuos que caen durante la
aplicacion foliar y por lluvia que arrastra los plaguicidas que se encuentran en la atmésfera y las
plantas tratadas (Lépez-Pérez et al. 2006, Gil et al. 2007, Navarro et al. 2007, Querejeta et al.
2012). En general, el suelo es el compartimento méas expuesto al depdsito de plaguicidas y en él
se presenta una dinamica compleja de procesos fisicos, quimicos y bioldgicos que controlan su
permanencia, biodegradacion o movilidad a otros compartimentos (Kerle et al. 2007, Arias-

Estévez et al. 2008). Ademas la dispersién y degradaciéon de plaguicidas es dependiente de la
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estructura quimica del plaguicida, las caracteristicas fisicoquimicas y el manejo cultural del suelo
(Singh et al. 2005, Navarro et al. 2007, Alletto et. al. 2010).

La entrada de plaguicidas en aguas superficiales, rios, lagos y al mar ocurre por volatilizacion,
condensacion de niebla, por nieve, por la deriva de las aplicaciones aéreas, por arrastre directo de
los campos cercanos a los cuerpos de agua y por lluvia; en aguas profundas y mantos freaticos, la
deposicion de plaguicidas se da basicamente por lixiviacion (Tanabe et al. 1994, Arias-Estévez et
al. 2008; Kumari et al. 2008).

Los plaguicidas se incorporan a la biota por medio de la aplicacion directa al organismo
(dérmica o integumentaria), por via respiratoria, 0 por ingestion de alimentos u otros organismos
contaminados con el plaguicida, y pueden bioacumularse en los seres vivos a todo lo largo de la
cadena trofica, ya sea por acumulacion pasiva o activa, e incluso biomagnificarse vy
bioconcentrarse en los tejidos de los organismos, tal es el caso de los OC por su alta afinada
lipofilica (Linde 1994, Carlile 2006, Vassilev y Kambourova 2006, Miller et al. 2007, Hu et al.
2009).

Tras la liberacion y dispersion de un plaguicida en el ambiente, éste se degrada mediante
procesos quimicos (factores abioticos) y por procesos bioldgicos (factores bioticos) (Miller et al.
2007, Hu et al. 2009). En general, los metabolitos resultantes de la degradacidon de un compuesto
en el ambiente son menos persistentes y toxicos que la molécula parental; sin embargo, la
transformacion de algunos plaguicidas como ciertos carbamatos, triazinas, organofosforados y
algunas sulfonilureas, resultan més toxicos que el compuesto original (Boxal et al. 2004). Entre
los factores abidticos estan procesos quimicos como hidrolisis, oxidacion-reduccion, sustitucion,
eliminacién, dehalogenacion y fotodegradacion (Mulbury y Kearny 1991, Miller et al. 2007).
Todos los plaguicidas son susceptibles a la fotodegradacion en cierto grado y ésta varia

dependiendo las propiedades del plaguicida y el tiempo de exposicion, incluso el compartimento
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en el que se lleva a cabo la degradacion (Kerle et al. 2007, Mdller et al. 2007, Navarro et al.
2007, Daam y Van den Brink 2010).

Los procesos de degradacion por factores bidticos pueden ocurrir por oxidacion, hidroxilacion,
hidrolisis, dehalogenacion, dealquilacion o formacion de conjugados en los que estan
involucrados microorganismos (Linde 1994, Atterby et al. 2002, Mller et al. 2007, Navarro et
al. 2007). Los microorganismos son capaces de mineralizar plaguicidas completa o parcialmente,
ya sea utilizandolos como fuente de carbono (biodegradacion) o por cometabolismo en donde el
plaguicida no es la fuente de carbono, pero la degradacion ocurre por la accion de enzimas
extracelulares (Kerle et al. 2007, Miller et al. 2007). Cabe mencionar que la actividad de los
microorganismos esta fuertemente influenciada por la temperatura, la humedad, el pH y los
nutrientes del suelo, asi como la poblacion de microorganismos y la naturaleza quimica del

plaguicida (Muller et al. 2007).

2.6 CONTAMINACION Y DANOS A LA SALUD POR PLAGUICIDAS

Desde hace décadas se han empleado plaguicidas organicos altamente toxicos y residuales, a
la produccién anual de estos compuestos, hay que agregar aquellos plaguicidas obsoletos y
prohibidos que no aparecen en las estadisticas anuales de consumo de plaguicidas y que son un
riesgo potencial para la salud humana y el ambiente.

Se estiman unos 7 millones de toneladas de plaguicidas obsoletos en varios paises de Europa,
Japon, China, India, Brasil y EUA (Vijgen y Egenhofer 2009, Vijgen et al. 2011, Vijgen et al.
2012). En México, conforme a los acuerdos tomados en la Convencion de Estocolmo de 2001 se
implemento un inventario en el que estiman unos 26,725 litros y 147, 274.2 kg de plaguicidas

obsoletos distribuidos en 29 estados de la Republica (Romero-Torres 2008).

19



2.6.1 Contaminacion por plaguicidas

La contaminacion de compuestos xenobioticos puede ser puntual o difusa. La contaminacion
puntual es aquella en la que se conoce la fuente de contaminacién o el punto en donde se origina,
por ejemplo, los desechos industriales, urbanos o pecuarios, la contaminacion difusa o no puntual
es aquella en la que no se conoce la fuente o las fuentes de la contaminacién ni sus origenes. La
contaminacion puntual es mas susceptible de controlar o remediar que la difusa (Carpenter et al.
1998, Almeida et al. 2012, Garcia et al. 2013)

En el caso de los plaguicidas, las actividades agropecuarias se consideran como una fuente
principal de contaminacion difusa (Carpenter et al. 1998, Campagna et al. 2006, Bortoluzzi et al.
2007), sin embargo, durante la preparacion de las mezclas de productos a aplicar, el lavado de los
equipos de aplicacion y las descargas de agua contaminada con plaguicidas en las empacadoras
de vegetales son un origen puntual de contaminacion importante (Torstensson 2000).

La dispersion y persistencia de los plaguicidas los ha hecho llegar hasta zonas remotas
provocando la contaminacion del ambiente (contaminacién difusa), afectando fauna benéfica y
consumidores de alimentos y agua contaminados, derivando en la bioacumulacion en todos los
niveles de las cadenas troficas (Atterby et al. 2002, Chaudhry et al. 2002, Chaudhry et al. 2005,
Chopra et al. 2011). Se han encontrado plaguicidas incluso en regiones donde no realizan
aplicaciones como en el Artico (Ballschmiter et al. 2002, Li y Macdonald 2005, Vassilev y
Kambourova 2006, Wang et al. 2010, Chopra et al. 2011).

Aunque los plaguicidas OC fueron prohibidos desde la década de 1970, continGian siendo una
importante fuente de contaminacion en todos los ambientes. Asi, se han encontrado altas
concentraciones de OC en el mar, en especial el DDT y sus metabolitos. En la figura 2.4, se
observa la distribucion de DDT en el mar, mostrando las mayores concentraciones en la zona

costera del mar indico (Bayona y Albaigés 2006).
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Susuki et al. (2003) encontraron la presencia de simetrin, iprobenfds y otros plaguicidas OP en
agua pluvial en Japén. En India, Kumari et al. (2008) analizaron la presencia de plaguicidas en
suelo y agua, y encontraron HCH, DDT, endosulfan, clorpirifés y otros OP que rebasaron los
limites permitidos en agua potable. Rand et al. (2010) encontraron altas concentraciones de
endosulfan en ecosistemas acuaticos en Florida, y observaron que este insecticida causa
mortalidad de los peces. En Canada, Xing et al. (2012) encontraron clorotalonil, atrazina,
endosulfan y otros plaguicidas en cuencas y en la region marina, muchos de ellos excedieron las

concentraciones permitidas para la calidad del agua en ese pais.
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Figura 2.4. Distribucion total de DDT en aguas marinas superficiales. (Tomado y modificado de
Bayona y Albaigés 2006, Copyright 1993. American Chemical Society)

En México, Herndndez-Antonio y Hansen (2011) encontraron atrazina y DDT en agua para

consumo humano de Guasave, Sinaloa. Por su parte, Garcia de la Parra et al. (2012) observaron

21



altas concentraciones de OC, OF y bifenilos policlorados (PCB) ademas de otros 32 compuestos
en el sedimento de aguas del sistema de canales del Valle de Culiacan, Sinaloa; varios
plaguicidas, entre ellos endosulfan rebasaron los limites permisibles en agua. Alegria et al.
(2008) estudiaron el contenido de plaguicidas en el aire de las ciudades de Tapachula, Chiapas,
en el Puerto de Veracruz y una zona rural de Tabasco (granja pesquera), y encontraron PCB,
DDT, endosulfan, clordano y lindano, ademas indicaron que tanto DDT y clordano fueron

recientemente usados en las zonas de estudio.

2.6.2 Exposicion, ingesta, bioacumulacion y biomagnificacion de plaguicidas

Los plaguicidas estan presentes en agua potable, tejidos de animales de vida silvestre y
vegetacion en general, pero sobretodo en productos agropecuarios que forman parte de nuestra
dieta diaria. Altas concentraciones de PCB, DDT y HCH se encontraron en musculos, higado y
rifiones de aves en China, en plumas de aves migratorias en Iran y ocasionaron un aumento de
mortalidad en ranas arboricolas por endosulfan en Australia (Broomhall y Shine 2003, Behrooz et
al. 2009, Zhang et al. 2011). Ademas se ha reportado la presencia de plaguicidas OC en leche
cruda de bovino, huevo, carne y pescado (Dhananjayan y Muralidharan 2010, Kaushik et al.
2011, Selvi et al. 2012). En México, también se encuentran plaguicidas como DDT y HCH
acumulados en el tejido de peces (Tilapias) en Meztitlan, Hidalgo, rebasando los limites
permitidos por las normas del pais (Fernandez-Bringas et al. 2008); incluso se han encontrado
tanto moleculas parentales como metabolitos de HCH, heptaclor, endosulfan, aldrin, endrin y
dieldrin en agua embotellada en la Ciudad de México (Diaz et al. 2009).

La ingesta diaria y el contacto con plaguicidas han propiciado la presencia de plaguicidas
persistentes en el humano, encontrando asi, metabolitos de DDT, HCH y 20 moléculas de la

familia de los PBC en leche materna de madres que consumen productos con residuos de estos
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contaminantes en Tanez (Ennaceur y Rhida Driss 2012). La poblacion de Veracruz, México, ha
mostrado la presencia de DDT, HCH vy otros plaguicidas OC en sangre y tejido adiposo

abdominal (Herrero-Mercado et al. 2010, Waliszewski et al. 2012).

2.6.3 Darios a la salud por plaguicidas

Una de las mayores preocupaciones de la dispersion y acumulacion de los plaguicidas en el
ambiente son los dafios a la salud humana, debido a su presencia en alimentos, animales, casas,
aire, suelo y agua (WHO 1990). Los plaguicidas pueden entrar en nuestro organismo por
inhalacion, ingestion o contacto y sus efectos pueden ir desde una intoxicacion aguda o cronica,
irritacion de ojos y salivacion excesiva hasta enfermedades como el cancer (Kesavachandran et

al. 2008).

Los padecimientos y enfermedades que se asocian a la exposicion cronica de plaguicidas
pueden ser neuroldgicos, respiratorios, dérmicos, oculares, endocrinoldgicos y reproductivos. Los
plaguicidas pueden acumularse en el cerebro y dafarlo; ademas afectan el sistema nervioso
periférico ya que es el sitio de accion de varios plaguicidas (OC, OP y CARB) al provocar la
degeneracion de la mielina, y la inhibicion de la enzima colinesterasa, incrementando con ello el
riesgo de enfermedades neurodegenerativas como el mal de Parkinson (WHO, 1990,
Kesavachandran et al., 2008).

Los plaguicidas afectan también el sistema respiratorio, y pueden inducir el padecimiento
de asma; en la piel provoca dermatitis y alergias por el contacto; a nivel ocular causa irritaciones
y atrofia del nervio Optico; ademéas pueden provocar desorden hormonal, inmunodepresion e
inteligencia disminuida. En el sistema reproductivo provocan inmadurez sexual, desérdenes en

las hormonas sexuales, abortos, muerte de recién nacidos y teratogénesis, aumenta el riesgo de
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desarrollar cancer de estobmago, cerebro y piel. Entre otros padecimientos reportados estan el
dafo al higado, reduccion de hemoglobina, y desérdenes musculo esqueléticos (Safe 2000, Gupta
2004, Bassil et al. 2007, Dasgupta et al. 2007, Kesavachandran et al. 2008, Van Maele-Fabry et

al. 2010).

2.7 ENDOSULFAN, CLORPIRIFOS, CLOROTALONIL

2.7.1 Endosulfan

El endosulfan (6,7,8,9,10,10-hexacloro-1,5,5a,6,9,9a-hexahidro-6,9-metano-2,4,3-
benzodixatiepen-3-oxido) esta compuesto por dos esterecoisomeros, el a-endosulfan y [-
endosulfan (Figura 2.5) en proporciones 70:30 respectivamente y esta catalogado en la clase I,
como moderadamente peligroso (WHO 2009). La solubilidad del endosulfan incrementa cuando
el pH es bajo, la presion de vapor es de 1.7 x 107 mm Hg a 20° C (Cuadro 2.4). El Instituto
Nacional para la Seguridad y Salud Ocupacional (NIOSH por sus siglas en inglés) recomienda
una concentracién maxima de 0.1 mg m® en agua mientras que la EPA recomienda una
concentracion maxima de 74 pg L™ de endosulfan en rios, lagos y corrientes; en aguas dulces no
debe exceder 0.22 pg L™ y en el mar no mas de 0.0087 pg L™. Por su parte, México permite 2 pg
L™ en estuarios y 0.2 pg L™ en aguas costeras (Greene y Pohanish 2005). Las rutas de entrada en
el hombre ocurren por inhalacion, ingestién, por absorcién en la piel y ojos, es secretado
rapidamente por excretas y la orina (Stahuljak y Valic 1984). El endosulfan presenta alta
toxicidad en peces, es de moderada a altamente toxico en aves y moderadamente toxico a abejas,
presenta mediana persistencia en el ambiente. Sin embargo, sus metabolitos como el endosulfan
sulfato, lo convierten en un producto persistente y con alto potencial de bioacumulaciéon (Rao y
Murty 1980, Sutherland et al. 2002, Sethunathan et al. 2004). El endosulfan es un insecticida OC

que actla por contacto e ingestion sobre una amplia variedad de plagas de importancia agricola
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como gusano bellotero, escarabajos, chinches, afidos, acaros, pero también es usado para
preservar madera, y para el control de insectos y acaros en té, café frutales, hortalizas, arroz,

cereales, maiz, sorgo y otros granos (Greene y Pohanish 2005).
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Figura 2.5. Composicion quimica del endosulfan y sus isomeros. (Fuente: Kumar y Philip 2006).
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Cuadro 2.4 Propiedades fisicas y quimicas de endosulfan, clorpirifos y clorotalonil.

PROPIEDAD ENDOSULFAN CLORPIRIFOS CLOROTALONIL
Pureza > 99% endosulfan 99.5% 99.7%
Peso molecular ~ 406.96 g mol™ 350.6 g mol™ 265.91 g mol™
Punto de fusion 83.3°C 42a435°C 252.1°C
Punto de 290- 350° C Se descompone antes de la  350° C
ebullicion ebullicién

Presion de vapor

Constante de
Henry

Estado fisico
Color

Olor
Solubilidad en

agua

Solubilidad en
solventes
organicos

Persistencia

Toxicidad

1.7x 10" mm Hga20°C
o-endosulfan: 1.48 Pa m®
mol™

B-endosulfan: 0.07 Pam®
mol™

az24°C

solido

incoloro (cristalino)
inodoro

o-endosulfan: 0.33 mg L™
B-endosulfan: 0.32 mg L™
apH5y220C

n-hexano (0.24 g L™)

3- 9 meses y hasta 6 afios

Moderadamente peligroso
Clase Il

1.87 x 10°mm Hg a 25° C

4.2 x 10 atm-m?® mol*
a25°C

solido
Incoloro (cristalino)
mercaptano suave

(azufrado)
0.4mg L™

Acetona
Benceno
Cloroformo

7 a 120 dias y hasta 4 afos

Moderadamente peligroso
Clase Il

1x10° mm Hga20°C

2.5x 107 Pam® mol*
a25°C

solido
Blanco (cristalino)
olor ligero a humedad

0.6mg L™

acetona (20.9 g L™
etil acetato (13.8 g L™)
n-heptano (0.2 g L™)
xileno (74.4 g L™
a25°C

1 a2 meses y hasta 1 afio

No ofrece peligro
Clase IV

(Fuente: Stahuljak y Valic 1984, Racke 1993, Greene y Pohanish 2005, Christensen et al. 20009,
FAO 2011, Gebremarian et al. 2012)
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Los dos isémeros de endosulfan (Figura 2.5) son resistentes a la fotodegradacion; sin
embargo, los metabolitos como ensdosulfan-sulfato y endosulfan-diol son susceptibles a la
fotolisis. Este insecticida se degrada en poco tiempo, pero en condiciones anaerobias y con pH
bajo la vida media se prolonga; los metabolitos principales en agua son el endosulfan-diol y en
menor cantidad a endosulfan-sulfato. En suelo, el isémero o-endosulfan se degrada mas
rapidamente que el B-endosulfan, y el metabolito principal es endosulfan-sulfato y en menor
grado a endosulfan-diol y endosulfan-lactona, estos compuestos no son propensos a la lixiviacion
(Stahuljak y Valic 1984). El endosulfan también puede ser degradado por hidrdlisis natural o
inducida y por ozonizacion (Enjarlis y Ratnawati 2011).

La degradacion biotica del endosulfan es posible mediante microorganismos del suelo,
principalmente bacterias, hongos y algunas algas. En el Cuadro 2.5 se enlistan estudios de
microorganismos capaces de degradar este insecticida. Los hongos transforman el endosulfan
principalmente a endosulfan-sulfato mientras que las bacterias lo degradan a endosulfan-diol, los
microorganismos del suelo pueden transformar los isomeros de endosulfan de alfa a beta y
viceversa, pero con mayor frecuencia de beta a alfa al estar en medio liquido. En medio liquido,
los microorganismos degradan el endosulfan principalmente a endosulfan-diol, luego a
endosulfan-éter, endosulfan-hidroxieter y finalmente endosulfan-lactona (Figura 2.6) (Kullman y
Matsumura 1996), en suelos organicos, los microorganismos degradan principalmente a

endosulfan-sulfato (Miles y Moy 1979).
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Cuadro 2.5 Estudios de biodegradacion de endosulfan con microorganismos.

Microorganismos

Referencia

Bacillus sp

Pseudomonas spinosa, P. aeruginosa, Burkholderia cepacia

Ochrobacterum sp, Arthrobacter sp, Burkholderia sp
Klebsiella oxytoca

Pseudomonas, Azotobacter, Rhizobium
Achromobacter xylosoxidans

Chlorococcum sp, Scenedesmus sp

Aspergillus niger

Pleurotus ostreatus, Auricularia fuscosuccinea
Apergillus sydoni

Chaetosartorya stromatoides, A. terricola, A. terreus
Trametes hirsuta

Phanerochaete chysosporium

A. terreus, Cladosporium oxysporum
Fusarium ventricosum

Awasthi et al. 2000
Hussain et al. 2007a
Kumar et al. 2008
Kwon et al. 2005
Shaffiani y Malik 2003
Singh y Singh 2011

Sethunathan et al. 2004

Bhalerao y Puranik 2007
Escobar et al. 2002
Goswami et al. 2009
Hussain et al. 2007b
Kamei et al. 2011

Kim et al. 2001
Mukherjee y Mittal 2005
Siddique et al. 2003
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Figura 2.6. Posible ruta metabdlica para endosulfan mediada por P. chrysosporium BU-1. Las
flechas continuas indican las principales rutas metabolicas, las flechas punteadas indican las rutas
metabdlicas menores. (Fuente: Kullman y Matsumura 1996).
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2.7.2 Clorpirifos

El clorpirifés [O, O-dietil O-(3,5,6-tricloro-2 piridil) fosforotioato] (Figura 2.7), es un
insecticida OF de contacto que esta catalogado en la clase Il, como moderadamente peligroso y
se sospecha como disruptor enddcrino (WHO 2009), tiene una presion de vapor de 1.87 x 107
mm Hg a 25° C, y punto de fusion de 40 a 43.35° C (Cuadro 2.4). EI NIOSH recomienda una
concentracién maxima de 0.6 mg m® de clorpirifés en aire en un periodo no mayor a 8 h de
exposicion, mientras que la concentracion maxima permitida en aguas costeras en México es de
3.0 ug L™ y en estuarios es de 0.03 mg L™ (Greene y Pohanish 2005, Christensen et al. 2009). La
toxicidad a largo plazo en hombres es intermedia (20 pg L™) y en peces es muy alta (0.36 pg L’
1); en el hombre se absorbe por el tracto gastrointestinal, pulmones y por la piel, se distribuye
rapidamente al torrente sanguineo y se elimina con la orina, ya sea la molécula parental integra o

sus metabolitos, es probable la bioacumulacion en organismos marinos (Greene y Pohanish 2005)
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Figura 2.7 Estructura quimica del clorpirifés (Fuente: Mukherjee et al. 2004).
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El clorpirifés es uno de los insecticidas OP mas usados en la agricultura para el control de
plagas en granos, algodonero, frutales, hortalizas y ornamentales; en el sector pecuario y
veterinario se aplica en caballos, ovinos y perros, tiene varias restricciones en el sector urbano y
se aplica en edificios y establecimientos comerciales. El clorpirifos actia sobre el sistema
nervioso de insectos como minadores, &fidos, larvas de insectos masticadores, cochinillas,
barrenadores, cucarachas, termitas y hormigas (Greene y Pohanish 2005, Christensen et al. 2009).

Este plaguicida OP presenta persistencia moderada, con una vida media entre 60 dias y hasta
un afo dependiendo del tipo de suelo, clima y otros factores (Pandey y Singh 2004). La
degradacion de clorpirifés puede ocurrir por rutas metabolicas aerobias o anaerobias y por
factores abioticos como hidrolisis, fotdlisis, y en menor grado por volatilizacion. Este insecticida
tiene poca movilidad en el suelo pues se adsorbe fuertemente a las particulas. La volatilizacién
desde el agua ocurre entre tres y 20 dias, la fotélisis en el agua ocurre entre dos y tres semanas
durante el verano (USEPA 1999); en el aire, la degradacion ocurre por fotolisis en una reaccion
de radicales hidroxilo, formando clorpirifés-oxon (Aston 1997). Los residuos de clorpirifds
permanecen en las plantas entre 10 y 14 dias (Greene y Pohanish 2005), y sus metabolitos
principales son 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP), dietilfosfato y dietiltiofosfato (Figura 2.8)
(Racke 1993). El metabolito TCP a diferencia de la molécula inicial (clorpirifés) no se adsorbe al
suelo por lo que es altamente mavil y persiste hasta 120 dias en este compartimento (USEPA
1999, Sardar y Kole 2005). La biodegradacion biotica es posible por medio de microorganismos,
los estudios de degradacion de clorpirifés involucran principalmente bacterias, algunos hongos e

incluso algas (Cuadro 2.6).
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Figura 2.8 Transformacién de clorpirifos en suelo. (Fuente: Sardar y Kole 2005).

32



Cuadro 2.6 Estudios de biodegradacion de clorpirifés con microorganismos.

Microorganismos

Referencia

Burkholderia

Streptomonas maltophila
Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, Klebsiella
Serratia marcencens

Sphingomonas sp, Bacillus sp, Stenotrophomonas
Arthrobacter, Flavobacterium

Pseudomonas putida, P. aeuroginosa, Klebsiella sp
Enterobacter sp

Verticillium sp
Aspergillus niger, Trametes versicolor, Phanerochaete
chrysosporium

Acremonium
Aspergillus sp, Penicillium sp, Eurotium sp
Verticillium

Chlorella vulgaris

Kim y Ahn 2009
Kumari y Fulekar 2012

Laksmi et al. 2008

Li et al. 2008
Mallick et al. 1999
Sasikala et al. 2012
Singh et al. 2006

Fang et al. 2008
Karas et al. 2011

Kulshrestha y Kumari 2010
Maya et al. 2012
Yu et al. 2006

Mukherjee et al. 2004

2.7.3 Clorotalonil

El  clorotalonil  (2,4,5,6,-tetracloro-1,3-benzenedicarbonitrilo)) o  también  llamado

tetracloroisoftalonitrilo (Figura 2.9) es un fungicida de contacto de amplio espectro, que esta
clasificado en el grupo 2B como posible carcinogénico segun el IRAC (Insecticide Resistance
Action Comitee) (Wang et al. 2011), tiene una presién de vapor de 1 x 10° mm Hg a 20° C y
punto de fusion de 252.1° C (Cuadro 2.4). El clorotalonil se absorbe por inhalacion y contacto
con la piel (Greene y Pohanish 2005). La concentracion permisible en aire es de 5 mg m* segin la
OSHA (Ocupational Safety and Health Administration), y en agua es de 0.2 mg L™ segtn la

EPA. EIl clorotalonil no se bioacumula en organismos acuaticos y esta catalogado como poco
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toxico en abejas, pajaros y mamiferos (Litchfield 1996). Ademas, tiene efecto no sistémico
preventivo y pertenece al grupo de los clorofenilos para el control de antracnosis, septoriosis y
tizones en diversos cultivos como platano, cacahuate, papa, tabaco, frutales, ornamentales y en

hortalizas como jitomate y cebolla (Litchfield 1996, Ukai et al. 2003, Greene y Pohanish 2005)

CN CN
Cl c Cl Cl
Cl Cl
CN CN
Cl OH
CLOROTALONIL 4-hidroxi-2,5,6-tricloroisoftalonitrilo

2,4,5,6-tetracloroisoftalonitrilo

Figura 2.9. Estructura quimica del clorotalonil y su principal metabolito. (Fuente: Shi et al. 2001,
Chaves et al. 2008).

El clorotalonil estd catalogado como poco persistente; sin embargo, sus metabolitos son méas
persistentes y moviles que el compuesto parental (Greene y Pohanish 2005). La vida media de
clorotalonil en suelo depende de las condiciones ambientales por lo que hay mucha variabilidad
en los datos, pero se calcula que es de entre uno y dos meses e incluso hasta por un afio
(Motonaga 1996, Carlo-Rojas et al. 2004). Este fungicida se adsorbe fuertemente en la materia
suspendida en el agua, el mayor metabolito de degradacion es el 4-hydroxi-2,5,6-
tricloroisoftalonitrilo aunque existen al menos 11 metabolitos identificados (Figura 2.10)

(Litchfield 1996, Regitano et al. 2001, Chaves et al. 2008).
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CN CONH, COOCH,

Cl Cl Cl Cl Cl Cl
Ruta
metabolica T
> _— >
Cl Cl Cl
CN CN CN

Cl OH OCH,
CLOROTALONIL 1-carboil-3-ciano- 4-hidroxi- 2,5,6-tricloro-3-ciano-
2.,4,5,6-tetracloroisoftalonitrilo 2,5,6-triclorobenceno 4-metoxibenzoato
Ruta
metabolica 11
CONH, COOCH,
Ruta a ] a
metabolica I a «a '
_—
Cl Cl
CN CN
v Cl Cl
CN
J-ciano-2.4,5,6-tetraclorobenzamida J-ciano-2,4,5,6-
al cl tetraclorobenzoato

Cl
CN
CONH,

OH
Cl Cl
4-hidroxi-2,5,6-tricloroisoftalonitrilo
Cl
CONH,
Cl

1,3-dicarbamoil-2,4,5,6-
tetraclorobenceno

COOCH,

cl Cl

CH,CONH,
e}

J-metoxicarbonil-2.4,5,6-
tetraclorobencenoacetamida

Figura 2.10. Ruta metabdlica propuesta para la degradacion de clorotalonil, mediada por
Ochrobactrum lupini TP-D1 en medio medio mineral modificado y contaminado con 50 mg L™
del fungicida. La ruta metabolica I muestra la hidroxilacion del grupo “cloro”. La ruta metabdlica
II muestra la hidratacion del grupo “ciano”. La ruta metabolica III muestra la hidroxilacion del
grupo “cloro” e hidratacion del grupo “ciano”. (Fuente: Shi et al. 2011.).
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El clorotalonil no tiene accion sistémica por lo que no se trasloca a otro sitio de la aplicacion
en la planta y la degradacion en ellas es limitada (Litchfield 1996). La degradacion de
clorotalonil por microorganismos como bacterias es posible (Cuadro 2.7), mediante la
hidroxilacion del grupo “cloro”, declorinacion e hidrdlisis del grupo “nitrilo” (Figura 2.10) (Ukai

et al. 2003, Shi et al. 2011).

Cuadro 2.7 Estudios de biodegradacion de clorotalonil con microorganismos.
Microorganismos Referncia
Ochrobactrum lupini Shi et al. 2011

Shinella, Caulobacter, Rhizobium, Bordetella, Pseudomonas,
_ . Wang et al. 2011
Achromobacter, Bacillus subtilis

Bacillus cereus Zhang et al. 2007

2.8 BIORREMEDIACION

Debido a la continua liberacion de plaguicidas para la produccidon agricola, los malos manejos
de disposicion de los residuos y por ende, la severa contaminacion de plaguicidas que prevalece
en todos los ambientes, se han buscado métodos eficientes de degradacion, ya sean abioticos
(fotolisis u ozonificacion) o bidticos (Burrows et al. 2002). Entre los bidticos esta la aplicacién de
tecnologias como la biorremediacion, que tienen el fin de degradar, inmovilizar o mineralizar
compuestos xenobioticos en un ecosistema mediante el uso “controlado” de comunidades
biologicas (Navarro et al. 2007, Singh 2008).

Los organismos mas empleados para la biorremediacion son plantas, algas, bacterias y hongos
0 la combinacion de algunos de ellos (Atterby et al. 2002). Plantas como Zea mays L., Sorghum
vulgare L., Phaseolus vulgaris L., P. coccineus, L., Panicum maximun Jacq. y Triticum aestivum

L., se emplean con éxito en la fitorremediacion de suelos contaminados con petroleo. Se ha
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reportado que plantas de maiz, colza y café crecen en suelos contaminados con lindano, y que
frijol y soya absorben y traslocan el lindano a las hojas. Entre las algas utilizadas en la
biorremediacion de aguas residuales estan Chlorella y Scenedesmus y las cianobacterias
filamentosas como Fischerella y Spirulina; en la degradacion de plaguicidas se ha encontrado
que cianobacterias del suelo como Anabaena, Chlorococcum sp, Scenedesmus sp, y Chlorella
vulgaris pueden degradar endosulfan y clorpirifés (Chaudry et al. 2002, Lee et al. 2003,
Mukherjee et al. 2004, Sethunathan et al. 2004, Ferrera-Cerrato et al. 2006).

Para la degradacion de diversos compuestos fendlicos como creosol, compuestos nitro
aromaticos, hexaclorociclohexano (HCH), plaguicidas como DDT, endosulfan (OC), carbofuran
(CARB) malatién, clorpirifés (OP), clorotalonil, 2, 4-D, alaclor, y atrazina, se ha probado la
eficacia de degradacién de varios géneros de bacterias como Bacillus cereus, Stenotrophomonas,
Sphingomonas, Flavimonas oryzihabitans, Azotobacter, Arthrobacter, Burkholderia, Vibrio,
Klebsiella, Serrratia marcenses, Rhizobium, Nocardioides y Pseudomonas (Mulbury y Kearny
1991, Moorman 1994, Shafiani y Malik 2003, Satsuma et al. 2006, Singh et. al. 2006, Tallur et
al. 2006, Barragan-Huerta et al. 2007, Kulkarni y Chaudhari 2007, Chirnside et al. 2007,
Rajashekara y Manonmani 2007, Zhang et al. 2007, Kumar et al. 2008, Lakshmi et al. 2008,
Singh 2008, Kim y Ahn 2009).

En el caso de los hongos ligninoliticos como Phanerochaete chrysosporium, Trametes
versicolor, Pleurotus ostreatus, Bjerkandera adusta, Pycnoporus coccineus y varias especies del
género Ganoderma, son los mas estudiados por su gran habilidad para transformar diversos
compuestos xenobidticos debido a que poseen laccasas (Lac), manganesoperoxidasas (MnP) y
ligninoperoxidasas (LiP) (Harvey y Thurston 2001, Maloney 2001). Estas enzimas les permiten
degradar eficientemente hidrocarburos del petréleo, insecticidas organoclorados, insecticidas

organofosofrados, herbicidas y fungicidas (Cuadro 2.8) (Field et al. 1992, Alleman et al. 1993,
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Adam-Ali y Wainwrigth 1994, Mincnerova y Augustin 1994, Masaphy et al. 1996, Ruttimann-
Johnson 1997, Maloney 2001, Jauregui et al. 2003, Matsubara et al. 2006, Guillén et al. 2009).

Bastos y Magan (2009) estudiaron la degradacion de atrazina en suelo y encontraron que
Trametes versicolor degradoé el herbicida hasta en 98 y 85.5%. Escobar et al. (2002) encontraron
que Pleurotus ostreatus y Auricularia fuscosucciena fueron capaces de degradar endosulfan. Por
su parte, Karas et al. (2011) sometieron especies de hongos para el tratamiento de aguas
residuales de un empaque de alimentos agricolas, encontraron que T. versicolor, y Pleurotus
ostreatus degradaron imazalil, metil tiofanato, clorpirifds, ortofenil-fenol y difenilamina, la
degradacion de estos dos ultimos plaguicidas ocurrid cuando increment6 la actividad de las
enzimas MnP y Lac. El aumento en la actividad de MnP en la degradacion de plaguicidas
también es documentada por Wirén-Lehr et al. (2001) quienes encontraron que P. chrysosporium
degradé isoproturén hasta en 91% después de 14 dias de incubacion y que la degradacion del
herbicida coincidié con el aumento de la actividad de MnP.

Sin embargo, la degradacién de plaguicidas no siempre ocurre bajo condiciones ligninoliticas,
tal es el caso de la investigacion de Dhawale et al. (1992) en la que documentan que P.
chrysosporium fue capaz de degradar fenantreno en condiciones no ligninoliticas, lo que sugiere
qgue la biodegradacion de plaguicidas no esta condicionada a la participacion de sistemas
enzimaticos ligninoliticos. Asi mismo, Kim et al. (2001) encontraron una degradacion del 60%
de endosulfan por parte de P. chrysosporium en menos de cuatro dias, pero dicha degradacion
ocurrio bajo condiciones no ligninoliticas. De igual forma, los estudios de Kullman y Matsumura
(1996) y Kamei et al. (2011) sugieren que P. chrysosporium y Trametes hirsuta, respectivamente,
fueron capaces de degradar endosulfan mediante diversas rutas metabolicas y alguna de ellas no

involucra necesariamente la accion de enzimas peroxidasas.
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Cuadro 2.8 Degradacion y acumulacion de compuestos xenobioticos degradados por los géneros
de hongos filamentosos de interés en esta revision.

Microorganismo

Compuesto

Referencias

Phanerochaete chrysosporium

Trametes versicolor

Fusarium
Penicillium
Mucor

Trichoderma

pentaclorofenol
benomil
cianidina

dieldrin, simazina, trifluralina

lindano

Azinfos metil, terbufés, fosmet

endosulfan
clorpirifés
atrazina
cianidina

dieldrin, simazina, trifluralina

clorpirifés
creosota
fenol, bisfenol

atrazina, glifosato

DDT

lindano
carbendazim
Benzopireno y HPA
triflularina

bisfenol

creosota

Atrazina, toludina
Pyreno

HPA

benzopireno
Dieldrin, heptaclor, DDT
HPA

HPA

Arsénico

diclorvos
endosulfan

Alleman et al. 1993
Adam-Ali y Wainwrigth 1994
Cabuk et al. 2006
Fragoeiro y Magan 2008
Moguin et al. 1997
Jauregui et al. 2003
Kamei et al. 2011

Karas et al. 2011

Bastos y Magan 2009
Cabuk et al. 2006
Fragoeiro y Magan 2008
Karas et al. 2011
Atagana 2004

Cai et al. 2007, Chai et al 2005
Jeffery y Burguess 1990, Kauffman y
Blake 1970

Mittra et al. 2001

Sagar y Singh 2011

Saien y Kezrainjoo 2008

Veigne et al. 2004, Verdin et al 2005
Yu et al. 1988

Chai et al 2005

Atagana 2004

Kauffman y Blake 1970y 1973
Launen et al. 2000

Mancera-Lépez et al. 2008

Dan et al. 2006

Kataoka et al. 2010

Silva-Jiménez y Zazueta-Sandoval 2005
Argumedo De Lira et al. 2012
Suetal. 2010

Tang et al. 2009

Katayama y Matsumura 2009
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Algunos hongos no ligninoliticos también tienen la capacidad de degradar plaguicidas y otros
contaminantes. Geéneros Yy especies de hongos como Trichoderma, Penicillium, Mucor,
Aspergillus y Fusarium son capaces de degradar hidrocarburos alifaticos y poliaromaticos
(Veignie et al. 2004, Verdin et al. 2005, Kim y Lee 2007, Mancera-Lopez et al. 2008,
Argumedo-Delira et. al. 2012), plaguicidas y otros compuestos xenobidticos (Cuadro 2.8).

Hangler et al. (2007) encontraron que Cunningamella elegans degrado isoproturon hasta en
95%. Szewczyk y Dlugonski (2009) observaron que Mucor ramosissimus degradd PCP hasta sus
metabolitos tetraclorohidroquinona (TCHQ), 2,3,5,6-TCP y 2,3,4,6-TCP. Por su parte, Torra-
Reventds et al. (2004) encontraron que Aapergillus niger degradé tiobencarb (20 mg L™) en 16
dias, y molinato y butaclor (100 mg L™) en 7 dias. Sagar y Singh (2011) encontraron que
Fusarium solani presentd crecimiento micelial en presencia de diferentes concentraciones de

lindano.

2.8.1 Biobeds o sistemas de biopurificacién (BPS)

El conocimiento de la capacidad de los microorganismos para degradar compuestos
xenobidticos, ha permitido implementar dispositivos de degradacion de plaguicidas controlados
conocidos como Biobeds o sistemas de biopurificacion (BPS). Estos dispositivos se conformaron
originalmente por una mezcla de paja, turba o composta y suelo (biomezcla 50:25:25), colocado a
60 centimetros de profundidad en el suelo, cubierto por una superficie de pasto y con una rampa
para soportar el equipo de aplicacion (Figura 2.11) (Castillo et al. 2008). Los BPS se
implementaron inicialmente en Suecia en 1993 con el fin de minimizar la contaminacion puntual
por plaguicidas en las zonas de preparacion de mezclas de plaguicidas y lavado de equipo de

aplicacion, que implica un riesgo de contaminacion importante de canales de agua, aguas
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superficiales y de mantos freaticos y acumulacion de plaguicidas en el suelo (Torstensson y

Castillo 1997, Torstensson 2000, Castillo et al. 2008).

e
S
Biobed nea
o
Columnas

Biomezcla
Arcilla

Figura 2.11 Esquema de una biobed (Fuente: Castillo et al. 2008)

Los BPS han demostrado contribuir de manera eficiente y econémica en la disminucion de
contaminacion puntual de plaguicidas, ya que se han implementado mas de 1500 BPS en varios
paises de Europa principalmente y algunos en América latina, todas ellas se han adaptado a las
condiciones climaticas y necesidades de cada pais (Castillo et al. 2008). Una de las adaptaciones
de los BPS mas relevantes son su uso como biofiltros para degradar plaguicidas en fuentes
naturales de agua contaminada con plaguicidas o agua utilizada para el tratamiento de frutas
durante la postcosecha (Castillo et al. 2008, Karanasios et al. 2012, Marinozzi et al. 2012,
Omirou et al. 2012). En este sentido, los estudios se han orientado a la busqueda de las
proporciones de biomezcla, diferentes origenes de la biomezcla, temperatura, pH y humedad que
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permitan la mayor degradacion y en menor tiempo (Fogg et al. 2001, Coppola et al. 2007,
Castillo y Tortensson 2007, Castillo et al. 2008, Vischetti et al. 2008, Karanasios et al. 2012).

La composicion de la biomezcla y la microbiota que ésta aporta, juegan un papel crucial en la
degradacion de plaguicidas en los BPS, el conocimiento sobre las comunidades microbianas y su
respuesta con los plaguicidas en estos sistemas permitirian la optimizacion de su funcionamiento.
Sin embargo, poca informacion se tiene al respecto (Karanasios et al. 2012, Marinozzi et al.
2012).

Se sabe que la degradacion de ciertos plaguicidas muy persistentes en los BPS, ocurre por
procesos de cometabolismo ante la presencia de paja o materiales lignoceluldsicos, en ausencia
de turba y con pH alcalino el sistema induce a la degradacion por actividad bacteriana
principalmente (Castillo y Tortensson 2007, Karanasios et al. 2012). Para aumentar la capacidad
y la velocidad de degradacion en los BPS, se ha buscado favorecer el desarrollo microorganismos
con gran capacidad degradadora, como los hongos blancos de la raiz, brindandoles sustratos ricos
en ligninocelulosa y pH bajo; no obstante, el potencial de estos hongos puede ser inhibido debido
la rapida invasion y competencia de mohos y bacterias en los sustratos (Karanasios et al. 2012).
Una alternativa es la adicion de suelo o biomezclas enriquecidas con una comunidad de
microorganismos previamente expuestos a ciertos plaguicidas y que eventualmente han
desarrollado la capacidad de degradarlos (Onneby et al. 2010, Karanasios et al. 2012). Los
hongos no ligninoliticos con gran habilidad de colonizacion como Mucor y Trichoderma son un
buen ejemplo, ademas de que son capaces de degradar plaguicidas al igual que los géneros

Fusarium y Penicillium.
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2.9 JUSTIFICACION

La revision de literatura da un panorama general de la enorme cantidad de plaguicidas que se
vierten al ambiente, de su gran movilidad, de la capacidad de bioacumulacion y el riesgo que
implica para la salud humana y la vida silvestre. Entre los plaguicidas, destacan el endosufan,
clorpirifés y clorotalonil, por su uso extensivo en un gran namero de cultivos para el control de
diversas plagas y enfermedades en todo el mundo, ademés de que presentan moléculas o
metabolitos persistentes, y estar catalogados como carcindgenos y disruptores enddcrinos. Ante la
critica situacion de contaminacién por plaguicidas y otros compuestos se ha propiciado la
busqueda de técnicas bioldgicas efectivas de remocidén y degradacién de xenobidticos
(biorremediacidn), entre las que estan el uso de microorganismos (bacterias y hongos).

En cuanto a los hongos, las investigaciones se realizan principalmente con aquellos que
poseen un sistema enzimatico que les permite degradar facilmente los contaminantes, tal es el
caso de los hongos ligninoliticos Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, Pleurotus
ostreatus, y otros hongos blancos de la raiz. Sin embargo, existen géneros de hongos no
ligninoliticos que han demostrado buena capacidad de degradacion de contaminantes, como
Trichoderma, Fusarium y Aspergillus. Cabe mencionar que los estudios de degradacion con estos
géneros de hongos, tanto ligninoliticos como no ligninoliticos, estan dirigidos basicamente a la
degradacion de hidrocarburos del petréleo, creosota, o cianidinas y con respecto a los
plaguicidas, las investigaciones comprenden la degradacion de pentaclorofenol, organoclorados
como DDT, lindano o heptaclor, herbicidas como atrazina, trifluralina o isoproturén y fungicidas
como benomil.

Existen varios estudios de biodegradacion de endosulfan con P. chrysosporium, algunos
con T. versicolor y Trichoderma, pero poca informacion se tiene de la capacidad de degradacion

con hongos como Fusarium, Mucor y Penicillium. Con el genero Alternaria la informacion es
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nula. La misma tendencia ocurre con el insecticida clorpirifés y en el caso de la biodegradacion
de clorotalonil, la informacion se limita a estudios in vitro con bacterias o efecto sobre
microorganismos en suelo. Por lo anterior, la presente investigacion contribuye en la generacion
de informacién bésica de la tolerancia y degradacion de endosulfan, clorpirifos y clorotalonil con
hongos no ligninoliicos como Fusarium sp, Mucor circinelloides, Penicillium janthinellum,
Arternaria alternata, Trichoderma koningii, y hongos ligninoliticos de referencia como P.
chrysosporium y T. versicolor.

Por otro lado, el conocimiento de las habilidades degradadoras de los microorganismos ha
permitido el desarrollo de sistemas de biopurificacion o biobeds cuyo objetivo es minimizar la
contaminacion mediante la degradacion de plaguicidas. Para acelerar la biodegradacion de
plaguicidas en la biobed se pueden adicionar biomezclas enriquecidas con una comunidad de
microorganimos predispuestos a la degradacion de plaguicidas. Esta investigacion contribuye
ademas en la seleccion se cepas de hongos provenientes de paja de trigo y suelo agricola
tolerantes a plaguicidas como endosulfan, clorpirifés y clorotalonil, como parte inicial de la
busqueda de hongos degradadores de plaguicidas con el fin de utilizarlos a futuro en procesos de

biorremediacion.
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CAPITULO 111

OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1 Objetivo General

e Evaluar la tolerancia y capacidad de degradacion de hongos filamentosos aislados de
suelo agricola y paja de trigo, hacia los plaguicidas endosulfan, clorpirifés y

clorotalonil.

3.1.1 Objetivos particulares

1. Seleccionar cepas de hongos filamentosos aisladas de suelo agricola y paja de trigo, tolerantes

a endosulfan, clorpirifés y clorotalonil
2. ldentificar morfoldgica y molecularmente las cepas de hongos filamentosos tolerantes.

3. Medir el desarrollo de biomasa flngica ante la presencia de endosulfan, clorpirifés y

clorotalonil en el medio de cultivo sélido.

4. Evaluar la capacidad de degradacion de las cepas de hongos seleccionadas como tolerantes a

los plaguicidas en estudio, en ensayos in vitro.

5. Comparar el desarrollo micelial y la biomasa fungica de los hongos aislados y seleccionados

con cepas de hongos ligninoliticos de referencia.
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3.2 Hipotesis General

e Los hongos provenientes de suelo agricola con uso intensivo de plaguicidas y paja de

trigo son capaces de tolerar y degradar plaguicidas.

3.2.1 Hipdtesis Particulares

1. Los hongos aislados de suelo y paja de trigo molida son capaces de tolerar y degradar

plaguicidas como endosulfan, clorpirfés y clorotalonil.

2. Los hongos no ligninoliticos aislados presentan diferentes grados de tolerancia a los

plaguicidas en estudio.

3. La biomasa fangica puede verse afectada por la presencia de endosulfan, clorpirfos y

clorotalonil en el medio.

4. El fungicida clorotalonil puede afectar el desarrollo micelial y formacion de biomasa fangica.
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CAPITULO IV

AISLAMIENTO, CARACTERIZACION Y SELECCION DE CEPAS FUNGICAS

TOLERANTES A ENDOSULFAN
RESUMEN

La contaminacion por plaguicidas es un tema de preocupacion general por los riesgos a la
salud humana y fauna silvestre. La degradacion de plaguicidas mediante el uso de hongos es una
valiosa herramienta en la biorremediacion de zonas contaminadas; sin embargo, es necesario
conocer las caracteristicas de los hongos y su capacidad de tolerancia a los compuestos que se
desea degradar. En este trabajo se aislaron cepas de paja de trigo y suelo agricola, se
caracterizaron morfolégicamente e identificaron molecularmente, y se evalu6 el desarrollo
micelial (DM) en presencia de 250, 500 y 1000 mg L™ de endosodulfan (EN) comparado con tres
cepas de referencia Phanerochaete crhysosporium (PC), Trichoderma koningii (TRI) y Trametes
versicolor (TV), con el fin de preseleccionar las cepas tolerantes a plaguicidas. Se obtuvieron
siete cepas de paja de trigo molida, K1P (Fusarium proliferatum), K2P (F. succisae), K8P (F.
moniliforme), K9P (F. proliferatum), K12P (F. moniliforme), K13P (F. succisae), K14P (F.
moniliforme), cuatro cepas de suelo agricola, K1S (F. oxysporium), K8S (Penicillium
janthinellum), K11S (F. equiseti), K14P (Mucor cicinelloides) y dos de trozos de paja K3TP (F.
monilifome) y K11TP (Alternaria alternata). Las cepas de referencia (PC, TRI, y TV) y la cepa
K14S tuvieron el mejor DM, aunque fueron afectadas por la presencia del insecticida se
recuperaron totalmente entre los 8 y 16 dias después expuestas a EN. La cepa K8S, presentd
crecimiento lento y ligero retraso en el DM ante EN pero no hubo diferencias significativas con
el testigo absoluto (TA). La cepa K11TP tuvo crecimiento lento, sin embargo, ante 250 y 500 mg
de EN L™y el solvente acetona su desarrollo fue mejor y mas rapido, mientras que las cepas K2P
y K14P mostraron desarrollo medio y efecto negativo en el DM en presencia de EN pero con
buena recuperacion. Las cepas K1S y K3TP tuvieron crecimiento lento pero con recuperacién en
su DM. Se seleccionaron siete cepas tolerantes con potencial para ser evaluadas para su tolerancia

hacia clorpirifos y clorotalonil.

Palabras clave: caracterizacién, identificacion molecular, tolerancia, endosulfan, plaguicidas
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CHAPTER IV
ISOLATION, CHARACTERIZATION AND SCREENING OF FILAMENTOUS FUNGI

AGAINST ENDOSULFAN
ABSTRACT

Contamination by pesticides is of general concern since it represents high risks for human
health and wild fauna. Pesticide degradation through the utilization of fungi is an important
biotechnological tool in the bioremediation of contaminated areas; however, it is necessary to
know the main fungal characteristics and the fungal tolerance to target contaminants. This study
isolated fungal strains from wheat straw and agricultural soil which were also morphologically
characterized and molecularly identified. The strains were tested for their tolerance to three doses
of endosulfan (EN) 250, 500 and 1000 mg L™, and by comparing their mycelial growth (MG)
with that from three reference fungal strains Phanerochaete crhysosporium (PC), Trichoderma
koningii (TRI) and Trametes versicolor (TV). The later allowed the screening of those strains
with good tolerance to EN. Seven fungal strains were obtained from powder wheat straw K1P
(Fusarium proliferatum), K2P (F. succisae), K8P (F. moniliforme), K9P (F. proliferatum), K12P
(F. moniliforme), K13P (F. succisae), K14P (F. moniliforme); four were isolated from
agricultural soil, K1S (F. oxysporium), K8S (Penicillium janthinellum), K11S (F. equiseti), K14P
(Mucor cicinelloides), and two were isolated from fragments of wheat straw K3TP (F.
monilifome) and K11TP (Alternaria alternata). The reference fungal strains (PC, TRI, and TV)
and the strains K14S showed better MG, but in spite of being affected by the EN they totally
recovered after 8 and 16 days. The strain K8S showed a slow and delay on its MG due to EN, but
it did not have significant differences to the MG obtained at the absolute control (TA). The
growth of the strain K11 TP was slow, however at 250 and 500 mg EN L™ and at in the presence
of acetone its growth was improved and fast whereas the strains K2P and K14P had inhibited
MG, but with good recovery after 18 days. There were selected seven fungal strains with good
tolerance to EN, and these strains have good potential for being assayed for further evaluation of

their tolerance to chlorpyrifos and chlorothalonil.

Key words: characterization, identification, tolerance, endosulfan, pesticides
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4.1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, miles de compuestos xenobidticos toxicos como hidrocarburos
poliaromaticos (HPA), bifenilos policlorados y plaguicidas se han liberado en el ambiente, y el
uso de éstos ultimos se ha incrementado draméticamente con el aumento en la produccion
agricola, el mal uso de los plaguicidas ha derivado en una fuerte contaminacion ambiental y
riesgo para la salud humana (Chaudry et al. 2005, Hu et al. 2009, Diez 2010, Zhang et al. 2011).
La degradacion biologica de plaguicidas es una efectiva medida de descontaminacion, los
microorganismos tienen gran versatilidad fisiologica que les permite metabolizar, mineralizar y
degradar compuestos tdxicos (Alexander 1999, Diez 2010, Varsha et al. 2011). Entre los
microorganismos, las bacterias y hongos son los mas utilizados para la biotransformacion de
plaguicidas. Los hongos tienen ciertas ventajas sobre las bacterias, ya que por el desarrollo
micelial son capaces de penetrar los sustratos hasta alcanzar la fuente de carbono (Cerniglia y
Sutherland 2001). Los hongos ligninoliticos han llamado la atencion debido a su potencial en la
biorremediacion ya que las enzimas involucradas en la degradacion de compuestos
lignocelulésicos son extracelulares y pueden degradar un amplio rango de contaminantes, lo que
los hace candidatos atractivos para “limpiar” zonas contaminadas (Cerniglia y Sutherland 2001,

Maloney 2001).

La degradacion de plaguicidas mediada por microorganismos en el ambiente es fortuita, de la
biodisponibilidad del contaminante dependera el éxito de la degradacion (Cerniglia y Sutherland
2001, Chaudri et al. 2005). En la biorremediacion se busca mantener la biodisponibilidad del
contaminante y asegurar la presencia de los microorganismos que los degraden, un ejemplo son
las tecnologias desarrolladas con la finalidad de mitigar la contaminacion de plaguicidas como las

biobeds; en estos dispositivos de biorremediacion se propician las condiciones ideales para

49



acelerar la biodegradacion de plaguicidas. Los componentes de las Biobeds como la paja de trigo,
el suelo y la composta (biomezcla), favorecen el desarrollo de hongos ligninoliticos como
Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus y Berjkandera adusta
(Coppola et al. 2007, Vischetti et al. 2008). Sin embargo, estos hongos pueden ser inhibidos por
otros hongos no ligninoliticos presentes en las biomezclas (Karanasios et al. 2012) que en un
momento dado también pueden tolerar y degradar plaguicidas. Por ello, este trabajo consistio en
aislar hongos filamentosos provenientes de paja de trigo y suelo agricola con el fin de realizar
una seleccion inicial de aquellos hongos tolerantes en endosulfan, y para posteriores pruebas con

otros plaguicidas considerados en esta investigacion doctoral.

4.2. MATERIALES Y METODOS
4.2.1. Colecta de suelo y paja

El suelo se colectdé en un campo agricola con uso intensivo de plaguicidas en el sitio el
Garambullo, tabla 1 del Rancho Aguilares Municipio de Silao, Guanajuato en Mayo de 2007. En
un area de una hectarea se marcaron 5 cuadrantes de 10 x 10, cuatro periféricos y uno central; en
cada cuadrante, con ayuda de una pala, se tomaron 5 submuestras de suelo de aproximadamente 1
kg cada una, se coloco el suelo en bolsas de plastico, se etiquetaron y se mantuvieron en

refrigeracion a 4° C hasta su uso.

La paja de trigo se colect6 en un campo agricola aledafio al sitio de colecta del suelo, se

tomaron 10 submuestras de paja en un transepto lineal de 50 metros.
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4.2. 2. Aislamiento de hongos filamentosos

En una caja de Petri se colocaron 15 g de suelo y en otra caja 15 g de paja de trigo molida, se
colocaron en estufa a 110° C hasta obtener peso constante de cada sustrato. Se pesé 1 g del suelo
seco y condiciones de asepsia se colocaron en un frasco de dilucion con 90 mL de agua destilada
esterilizada, se agit6 durante 10 minutos y se hicieron diluciones seriales de 10™* hasta 10, esta

actividad se aplicé también para la paja en polvo.

La siembra de las diluciones de suelo y paja se realizaron en condiciones estériles, con el
método de extension superficial (Ramirez-Gama et al. 1998) que consiste en colocar con una
micropipeta, una alicuota de 100 pL de la dilucion respectiva en el centro de una caja Petri que
contenia medio papa-dextrosa-agar (PDA) y rosa de bengala (RB). Con la ayuda de una varilla de
vidrio con angulo (espatula de Drigalski) y flameada previamente, la alicuota se distribuyé en
toda la superficie del medio de cultivo, tanto para las diluciones de suelo como para las de paja
molida, se hicieron 5 repeticiones. Las cajas sembradas se mantuvieron en camara de crecimiento
a 28° C durante 5-8 dias. Transcurrido el periodo de incubacion se llevaron a cabo los conteos de
la dilucién 10 con el fin de obtener las unidades formadoras de colonias en 1 mL g™ de suelo o

de paja de trigo molida (UFC g™).

Ademas se sembraron trozos de paja (sin moler), previamente desinfestados en una solucién
de cloro 0.1% durante 3 minutos, en medio PDA+RB, con 5 repeticiones y se incubaron a 28° C

por 5-8 dias.
4.2.3 Purificacion de cepas aisladas y cultivos monosporicos

De las cajas de Petri sembradas con suelo, paja de trigo molida o trozos de paja de trigo, se

seleccionaron los hongos filamentosos con apariencia diferente, resembrandolas en cajas de Petri
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con PDA con ayuda de un asa bacterioldgica y por triplicado. Las cepas fueron identificadas con
claves anteponiendo la letra K, el nimero consecutivo correspondiente, y al final una “P” si éstas
provenian de la paja molida, una “S” si provenian del suelo y “TP” si se aislaron de los trozos de

paja.

De las cepas aisladas y purificadas se hicieron cultivos monosporicos con el fin de obtener
colonias de un solo conidio. En condiciones de asepsia y con ayuda de una micropipeta, se
colocaron 5 mL de agua destilada esterilizada sobre una colonia fungica de 5-7 dias de desarrollo
y se realizé un raspado con una espatula esterilizada; se tomd 1 mL de la solucion de esporas y se
colocé en un frasco con 20 mL de solucidn tween 0.03% previamente esterilizado. De la solucion
de tween con esporas se tomd 1.0 mL, se coloco y dispersd sobre la superficie de una caja de

Petri con agar-agua. Este proceso se realizo para cada una de las cepas purificadas.

Los conidios germinaron después de 1-2 dias de la inoculacion. Con ayuda de un microscopio
estereoscopico se localizaron los conidios germinados y se transfirieron a una nueva caja de Petri
con medio PDA, las cajas se incubaron a 28° C por 10 dias; se realizaron 5 repeticiones para cada

cepa.

4.2.4 Caracterizacion macroscopica, microscopica y molecular de las cepas

La caracterizacion macroscopica de las cepas fungicas obtenidas se realiz6 observando las
caracteristicas de la colonia, consistencia, color y pigmentos. La caracterizacion microscopica, se
realizd al observar preparaciones en portaobjetos tifiendo con azul de algodon y microcultivos
con la técnica de Riddell (1950), observando en microscopio optico el tipo de micelio, tipo de

cuerpos fructiferos y tipo de esporas (Ramirez-Gama et al. 1998).
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Para la identificacion molecular se realizd6 la extraccion de ADN, amplificacion y
secuenciacion de las cepas. La extraccion de ADN se llevd a cabo segin el método AP
(Sambrook y Russel 2001), la integridad de ADN se verific por electroforesis en un gel de

agarosa al 1% a 80 volts por 40 minutos en buffer TBE y tefiido con bromuro de etidio.

Las regiones ITS1 e ITS2 se amplificaron por PCR con los indicadores universales ITS4 (5" -
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") e ITS5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3")

(White et al. 1990), los cuales amplifican un fragmento de aproximadamente 580 pares de bases
(pb).

La PCR se realiz6 en un termociclador (Applied Biosystems™ 2720), en una reaccién de 25
pL [1.0 pL de cada indicador (10 mM), 1.0 pL de dNTP (10 mM), 5 pL de buffer de PCR 10X,
2.5 uL de MgCL;, (50 mM), 0.5 pL de Taq Polymerasa, 0.5 pL de ADN molde y 13.5 pyL de agua
libre de nucleasas]. Se utilizaron como control negativo reacciones de amplificacion sin ADN
templado. La PCR consistié de una desnaturalizacion inicial de un ciclo de 95° C durante 5 min,
seguido de 35 ciclos de 95° C durante un minuto, otro de 57° C por un minuto, después un ciclo

de 72° C por un minuto y una extension final a 72° C durante 10 min.

La secuenciacion de los productos de PCR fue realizada por Macrogen, Korea, dichas
secuencias se alinearon con secuencias depositadas en el banco de genes y la homologia se

determind en el servidor National Center for Biological Information (NCBI 2011).

4.2.5 Pruebas de patogenicidad

Se llevaron a cabo pruebas de patogenicidad en jitomate con las variedades Rio Grande y Rio

Colorado y con trigo susceptible a Fusarium, en condiciones de invernadero. Las semillas de
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jitomate se sembraron en charolas de germinacion con Peat Moss esterilizado previamente y se
mantuvieron con riego constante para mantener la humedad hasta que alcanzaron
aproximadamente 15 cm de altura. La solucion de esporas se realizé en condiciones de esterilidad
colocando 5 mL de agua esterilizada en la caja Petri que contenia una colonia fungica de entre
dos y seis dias de crecimiento. Se hizo un raspado del micelio con la punta de la micropipeta y se
filtré la suspension en un embudo con fibra de vidrio previamente esterilizado. Todas las
suspensiones de esporas de cada una de las cepas se ajustaron a una concentracion de 3.0 x10°

esporas mL™.

Las plantulas se sacaron de la charola de germinacion y se retird todo el sustrato hasta dejar la
raiz limpia, las plantulas se sumergieron en 50 mL de la solucion de esporas correspondiente
durante dos minutos y se trasplantaron a una maceta con sustrato previamente esterilizado. Se
colocaron 4 plantulas por maceta con cuatro repeticiones tanto para la variedad Rio Grande como
para la variedad Rio Colorado. Se hicieron cinco conteos cada 8 dias para observar sintomas de
enfermedad, las plantulas se mantuvieron en invernadero con riego para mantener la humedad del

sustrato.

Las semillas de trigo fueron donadas por el Dr. Julio Huerta Espino del Centro de
Internacional de Maiz y Trigo (CIMMYT). La desinfestacion de las semillas se realizd con el
método propuesto por Veldzquez-Barron y Fuentes-Davila (2009) con algunas modificaciones
(Anexo 1). La desinfestacion de semillas, la siembra y la inoculacion se realizaron en condiciones
de asepsia, excepto los riegos en invernadero; no obstante, para los riegos se utilizd agua

esterilizada.

Se colocaron cinco semillas desinfestadas por frasco de germinacion previamente

esterilizados. Los frascos de germinacion constaban de un papel filtro hUmedo con tapa de papel
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estraza sujetada por una liga y durante la geminacion se agregaron 3 mL de agua destilada
esterilizada cada dos dias, en condiciones de asepsia. A los cinco dias de la siembra se realizé la
inoculacion, se probaron las 13 cepas de hongos aislados y las tres cepas de referencia PC, TV y
TRI. Las plantulas se sacaron de los frascos de germinacidn con una pinza esterilizada; con ayuda
de una hoja de bisturi esterilizada se les provocO una herida en la raiz, y posteriormente se
sumergio la raiz en 50 mL de una solucién de esporas a una concentracion de 3.0 x10° + 0.5
esporas mL™ durante tres minutos. Transcurrido ese tiempo, las plantas inoculadas se colocaron
en macetas con Peat Moss, ambos previamente esterilizados. Se colocaron cinco plantas por
maceta con cinco repeticiones para cada cepa y se llevaron a invernadero, se regé con agua
esterilizada cada tercer dia durante 17 dias. En ese tiempo se observo diariamente el desarrollo de
las plantas y los posibles sintomas y signos de enfermedad. Terminado el bioensayo se le retiro el

sustrato de todas las plantas para verificar la posible presencia de enfermedades en la raiz.

4.2.6 Plaguicida y Cepas de referencia

El endosulfan en formulacion grado técnico (98 % pureza) fue donado por Bayer Cropscience,
México S.A. de C.V.

Las cepas de referencia Phanerochaete chrysosporium cepa CDBBh-298 (PC) y Trametes
versicolor (TV), son hongos ligninoliticos donados por la Dra. Refugio Rodriguez del Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados, del Instituto Politécnico Nacional. La cepa de
Trichoderma koningii (TRI) proviene del cepario microbiano del Area de Microbiologia del
Colegio de Postgraduados, y aunque no es un hongo ligninolitico, es tolerante a petroleo crudo e

hidrocarburos poliarométicos (HPA) (Argumedo-Delira et al. 2012).
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4.2.7 Preseleccion de cepas tolerantes a endosulfan

Con el fin de seleccionar las cepas tolerantes a plaguicidas, se realiz6 un bioensayo preliminar
con endosulfan (EN). Las dosis de EN probadas fueron 0, 250, 500 y 1000 mg L™; el insecticida
fue diluido con acetona grado reactivo (Fermont®); y se aplicaron, como Unica fuente de carbono
sobre medio minimo sélido (MMS) contenido en cajas de Petri. La composicion del MMS fue la
siguiente (g L™): 0.5 g de (NH4)2S0., 0.5 g de KH,PO4, 0.2 g de KCI, 0.2 g de MgSO, 7H,0, 0.1

g de CaCl,, y 20 g de agar- agar.

La contaminacion del MMS se realizd en condiciones asépticas, aplicando 100 pL de la
dilucion del plaguicida correspondiente y distribuida en toda la superficie de la placa de agar con
la ayuda de una espatula de Drigalski. Las cajas de Petri para el testigo con acetona (Ac) fueron
contaminadas con 100 pL de acetona sin plaguicida, y se permitié la evaporacion de la acetona

durante 24 h en todos los tratamientos.

Los plaguicidas se probaron con sus respectivas dosis por triplicado para cada una de las 13
cepas aisladas (K1P, K2P, K8P, K9P, K12P, K13P, K14P, K1S, K8S, K11S, K14S, K3TP vy
K11T), y para las tres cepas de referencia PC, TV y TRI, incluyendo un testigo absoluto (TA) y

un testigo con acetona (Ac).

La siembra de las cepas se realizd en condiciones de asepsia, colocando un sacabocados de la
colonia fungica de entre dos o seis dias de edad, en el centro de la caja contaminada. Cada 24 h se
midio el desarrollo del micelio (DM) midiendo el diametro (mm) de la colonia durante los
primeros ocho dias. Después, la medicion se llevo a cabo cada 48 h hasta los 18 dias. Las cajas de
Petri se mantuvieron en incubadora (New Brunswick Scientific Inc. Edison, HN. J. U. S. A)) a 26

+ 1° C durante todo el bioensayo.
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4.2.8 Analisis estadistico

Se realiz6 un disefio experimental completamente al azar utilizando un factorial 16x4 (diez y
seis cepas de hongos y cuatro dosis). Los resultados se sometieron a un analisis de varianza
(ANOVA) y una comparacion de medias (Tukey o= 0.05) mediante el programa Statistical

Analysis System (SAS 2002).

Con el fin de obtener la tasa maxima de crecimiento (Tmax) la cual indica el maximo desarrollo
alcanzado en un punto de la curva de crecimiento (mm dia™) los resultados de desarrollo micelial
obtenidos, se ajustaron al modelo de Richards (Richards, 1959). Posteriormente, los datos
obtenidos con el modelo se sometieron a un ANOVA y una comparacion de medias (Tukey, a=

0.05) (SAS 2002).

Para determinar la velocidad de crecimiento o desarrollo micelial de las cepas estudiadas en
ausencia o presencia de los plaguicidas, se definieron los siguientes rangos con base en los
valores de las tasas méaximas de crecimiento: desarrollo micelial acelerado (> 20 mm d*);

desarrollo micelial mediano (10 - 20 mm d); y desarrollo micelial lento (1 - 10 mm d™).

4.3 RESULTADOS Y DISCUSION
4.3.1 Aislamiento de Cepas

Se encontraron 29.9x10° unidades formadoras de colonias en un gramo de suelo agricola seco
(UFC g ss), mientras que en la paja de trigo molida la poblacion fue de 24.9x10° UFC g* de
paja seca. Se obtuvieron cultivos monosporicos de siete cepas aisladas y purificadas de paja de
trigo molida (K1P, K2P, K8P, K9P, K12P, K13P y K14P), cuatro cepas de suelo agricola (K1S,

K8S, K11S y K14S) y dos de trozos de paja de trigo (K3TP y K11TP).

S7



4.3.2 Caracterizacion macroscopica, microscopica y molecular

De las trece cepas aisladas, diez pertenecieron al género Fusarium, una al género Penicillium,

una al género Mucor, y una al género Alternaria (Cuadro 4.1). Las cepas K1P y K9P fueron

afines a Fusarium proliferatum (Matsushima) Nirenberg, y las cepas K2P y K13P presentaron

afinidad a F. succisae (Schroter) Saccardo (Cuadro 4.1). En el caso de la cepa K1S presento

afinidad a F. oxysporum Schlechtendahl emmend. Snyder y Hansen, y la cepa K11S a F. equiseti

(Corda) Saccardo (Cuadro 4.1).

Cuadro 4.1 Cepas fungicas obtenidas de suelo agricola, paja de trigo molida y trozos de paja de
trigo, y afinidad taxondémica de acuerdo a sus secuencias moleculares.

Sustrato de Clave  Primer Especie Porcentaje  Gene Bank
aislamiento de (Accession)
similaridad
Paja molida trigo Ki1P ITS1 Fusarium proliferatum 95 GQ167233.1
Paja molida trigo K2P ITS4 F. succisae strain 99 KC464634.1
Paja molida trigo K8P  ITS5 Gibberella moniliformis isolate 99 KC143121.1
SIDV20110221051
Paja molida trigo K9P  ITS4 F. proliferatum isolate 14 99 EU839366.1
Paja molida trigo K12P ITS1 G. moniliformis strain N25g-28 99 KC292366.1
Paja molida trigo K13P ITS4 F. succisae strain AAFC- Far 001 99 KC464633.1
Paja molida trigo K14P ITS1 G. moniliformis strain H2 98 JX970629.1
Suelo agricola K1S ITS5 Fusarium oxysporum genomic DNA 99 HE974454.1
Suelo agricola K8S ITS4 Penicillium janthinellum strain 99 GU565142.1
G2U-BCECGJL 33-1
Suelo agricola K11S ITS4 F. equiseti isolate GGF2 99 HMO008677.1
Suelo agricola K14S ITS1 Mucor circineloides isolate 98M- 31 98 JN227054.1
Trozos paja trigo K3TP ITS4 G. moniliformis genes 99 AB374140.1
Trozos paja trigo K11TP ITS4 Alternaria alternata strain GL22 98 GQ169728.1
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Las cepas K8P, K12P y K3TP fueron afines al teleomorfo Giberella moniliformis, mientras
que K14P mostré afinidad a F. verticillioides (Saccardo) Nirenberg. Para la cepa K8S, la especie
determinada fue Penicillium janthinellum Biourge, la cepa K14S se defini6 como Mucor

circinelloides van Tieghem, y K11TP como Alternaria alternata (Fr.) Keissler (Cuadro 4.1).

La cepa K1P en medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) presenté micelio aéreo blanco
algodonoso laxo con desarrollo concéntrico (Figura 4.1A), el micelio profundo present6 anillos
concentricos de color rosado a lila, las hifas son septadas con 3.06 pum de ancho
aproximadamente, con fidlides de unos 12.63 pum de largo por 2.62 um de ancho (Figura 4.1B).
Los microconidios midieron en promedio 7.07 um de largo por 2.8 um de ancho (Figura 4.1D),
no hubo formacién de macroconidos ni clamidosporas. La secuenciacion de K1P indicé afinidad

con Fusarium proliferatum en un 95%.

Leslie y Summerell (2006) documentan que F. proliferatum presenta macroconidios con poca
frecuencia y microconidios en cadenas cortas formadas en monofialides y polifialides, sin
embargo, las colonias de K1P no formaron macroconidios y no se observaron conidios en cadena
cortas formadas en fialides (Figura 4.1B). No obstante, se encontraron microconidios no muy
abundantes con caracteristicas similares a las descritas por Leslie y Summerell (2006) al igual

gue otras caracteristicas macro y microscopicas (Figura 4.1D).

Al igual que la cepa K1P, la cepa K9P fue afin con F. proliferatum en un 99% de similaridad,
la apariencia de la colonia en medio PDA tambiéen presento micelio aéreo blanco algodonoso laxo
con desarrollo concéntrico (Figura 4.2A), se observo coloracion blanca en el centro y con tonos
rosados en la periferia tornandose violeta con el tiempo. En la cepa K9P tampoco se encontraron
microconidios en cadenas cortas ni polifidlides. Sin embargo, los microconidios fueron mas

abundantes en forma de bastos o piriformes de 8.5 um de largo por 3.18 um de ancho (Figura
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4.2B y D) y sin formacion de clamidosporas. Se observaron pocos macroconidios de 38.01 um de
largo por 3.61 um de ancho en promedio; las fialides midieron en promedio 19.5 um de largo
por 3.13 um de ancho (Figura 4.2C). Las caracteristicas macro y microscépicas coinciden con las

descritas por Leslie y Summerell (2006).

Figura 4.1 Cepa K1P [Fusarium proliferatum (Matsushima) Nirenberg]. A) aspecto de la colonia
en medio PDA. B) fiélide. C) micelio. D) micelio y conidios. Barras= 100 pum.
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Figura 4.2 Cepa K9P [Fusarium proliferatum (Matsushima) Nirenberg]. A) aspecto de la colonia
en medio PDA. B) fialide, micelio y conidios. C) macroconidio. D) microconidios. Barras= 100
pm.

Las cepas K2P y K13P presentaron afinidad con Fusarium succisae (Schroter) Saccardo,
ambas en un 99%. K2P presentd micelio aéreo abundante lanoso, color blanco, con desarrollo
concéntrico alternando anillos blancos y purpura, la coloracion purpura grisicea aparecio con el
tiempo pigmentando el medio (Figura 4.3A), el micelio es septado con 2.85 um de ancho (Figura

4.3C), no se presentaron macroconidios. Los microconidios fueron poco abundantes con medidas
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que variaron desde los 5.43 hasta 20.9 um de largo y de 2.33 a 3.96 um de ancho, con formas

ovales, alargados y ligeramente curvados (Figura 4.3B y D), no se encontraron clamidosporas.

Figura 4.3 Cepa K2P [Fusarium succisae (Schroter) Saccardo]. A) aspecto de la colonia en
medio PDA. B) micelio y conidios. C) conidio germinando. D) microconidios. Barras= 100 pum.

En el caso de la cepa K13P, el aspecto de las colonias en medio PDA mostraron micelio aéreo
muy abundante lanoso con desarrollo concéntrico de color blanco y anillos color violeta (Figura

4.4A). El micelio es septado con medidas de entre 2.4 y 6.27 um de ancho, se observaron fialides
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de 9.58 um de largo por 2.43 um de ancho en promedio (Figura 4.4B). Se encontraron pocos
macroconidios de 24.44 um de largo por 4.57 pum de ancho y ligeramente curvados (Figura
4.4C). Los microconidios se presentaron en mayor nimero y las medidas variaron desde 3.63 a

16.93 um de largo y 2.22 a 6.52 pum de ancho (Figura 4.4D), no se observaron clamidosporas.

Figura 4.4 Cepa K13P [Fusarium succisae (Schroter) Saccardo]. A) aspecto de la colonia en
medio PDA. B) micelio y fialides. C) macroconidio. D) microconidios. Barras= 100 pum.
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Las caracteristicas macro y microscopicas tanto de la cepa K2P como K13P coinciden con las
descritas por Leslie y Summerell (2006) para F. succisae en cuanto a la coloraciéon de las

colonias, el micelio, la forma de los microconidios y la ausencia de clamidosporas.

La secuencia de la cepa K1S mostré afinidad a F. oxysporum Schlechtendahl emmend. Snyder
y Hansen en un 99%. EIl aspecto de la colonia en medio PDA mostré micelio algodonoso laxo
con desarrollo concéntrico color blanco (Figura 4.5A), con el paso del tiempo el micelio
profundo circunscrito a la colonia se tornd a un color violeta oscuro o purpura. EI micelio es
septado de entre 1.83 y 6.23 um de ancho (Figura 4.5B), se observaron macroconidios de entre
21.12 y 45.46 um de largo por 3.5 y 6.5 um de ancho algunos ligeramente curvados y la mayoria
casi rectos (Figura 4.5D). Los microconidios ovalados variaron de entre 5.68 y 14.62 um de largo
y 2.77 y 5.14 um de ancho (Figura 4.5D); las fialides midieron en promedio 11.12 um de largo
por 1.82 um de ancho y no se encontraron clamidosporas. La descripcion tanto macro como
microscopica de la cepa K1S es similar a la descrita por Watanabe (2002) y Leslie y Summerell

(2006) con excepcion de la formacion abundante de clamidosporas.

En el caso de la cepa K11S, el desarrollo en medio PDA forma micelio algodonoso compacto
de crecimiento regular color blanco al inicio y torndndose de beige a café con el tiempo (Figura
4.6A\), se observd micelio septado de 3.9 um de ancho con presencia abundante de clamidosporas
de 13.12 um de largo por 8.72 de ancho (10.92 um de diametro) (Figura 4.6B y C). No se
formaron microconidios y los macroconidios eran abundantes, delgados y largos con cinco a siete
septos y hasta 48.17 um de largo por 5.22 um de ancho (Figura 4.6D). La identificacion mostro
una similitud del 99% con F. equiseti (Corda) Saccardo. Leslie y Summerell (2006) describen los

macroconidios de F. equiseti desde 25 y hasta mas de 120 um de largo y una celula basal
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distintiva, en las colonias formadas de la cepa K11S se encontraron macroconidios de 49 um de

largo con la célula basal que caracteriza a esta especie (Figura 4.6D).

Figura 4.5 Cepa K1S [Fusarium oxysporum Schlechtendahl emmend. Snyder y Hansen]. A)
aspecto de la colonia en medio PDA. B) micelio. C) conidio en fidlide. D) micro y
macroconidios. Barras= 100 pum.

65



Figura 4.6 Cepa K11S [Fusarium equiseti (Corda) Saccardo]. A) aspecto de la colonia en medio
PDA. B) micelio. C) clamidosporas. D) macroconidios. Barras= 100 um.

En la cepa K8P se observé micelio aéreo abundante de color blanco algodonoso compacto con
desarrollo concéntrico (Figura 4.7A), el micelio profundo mostr6é pigmentacion circunscrita a la
colonia alternando con anillos blanco y rosado tornandose a violeta oscuro con el tiempo. El
micelio vari6 de 2.12 a 5.89 um de ancho (Figura 4.7B), se observaron monofialides en forma de
“V”, presentd microconidios ovalados o en forma de bastos sin septos, se les encontré formando

cadenas largas de microconidios (Figura 4.7C). Se encontraron muy pocos macroconidios, éstos
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son alargados y delgados de unos 28.36 um de largo por 2.61 um de ancho (Figura 4.7D) no se

encontraron clamidosporas.

La K12P presentd micelio aéreo lanoso color blanco, con desarrollo concéntrico, la colonia
mostré un color blanco inicial y con el tiempo se torné rosa grisaceo (Figura 4.8A), el grosor del
micelio fue de 2.11 pum de ancho en promedio (Figura 4.8B), se observaron monofialides de 14
pum de largo por 2.57 um de ancho (Figura 4.8C). No se encontraron macroconidios, los
microconidios midieron entre 5.53 y 16.19 um de largo y 2.14 y 4.85 um de ancho, con forma de

bastos, ovaladas y ligeramente curvados (Figura 4.8D).

En el caso de la cepa K3TP, la colonia presenté micelio algodonoso blanco con desarrollo
concentrico (Figura 4.9A), en un cultivo maduro la colonia se torna rosa claro con anillos
ligeramente rosados. El grosor del micelio varioé de 2.12 a 6.58 um de ancho (Figura 4.9B), se
observaron monofidldes algunas veces en forma de “V” que midieron en promedio 15.33 pm de
largo por 2.25 um de ancho (Figura 4.9C). No se encontraron macroconidios, los microconidios
estaban presentes en gran namero en forma de bastos u ovalados, midieron entre 4.9 y11.49 um

de largo y 1.88 y 3.67 um de ancho (Figura 4.9D).

Las caracteristicas macro y microscopicas indicaron que las cepas K8P, K12P y K3TP son F.
verticillioides (Saccardo) Nirenberg segln la descripcion de Leslie y Summerell (2006), por otro
lado, las secuencias de las tres cepas indicaron similitud con el teleomorfo Giberella moniliformis
en un 99% (fase asexual Fusarium moniliforme). Segun los autores mencionados, las especies F.
moniliforme y F. verticillioides son sindbnimos y describen a esta especie, con la escasa presencia
de macroconidios y que los microconidios se forman en monofialides y que en ocasiones se

observan fialides en pares con apariencia de “orejas de conejo” o en forma de “V”, ademas
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reportan la ausencia de clamidosporas y la presencia de células inflamadas que pudieran

confundirse con clamidosporas.

Figura 4.7 Cepa K8P [Fusarium moniliforme (Sheldon) emend. Snyder & Hansen o Giberella
moniliformis]. A) aspecto de la colonia en medio PDA. B) micelio. C) fialides y cadenas de
microconidios. D) micro y macroconidios. Barras= 100 pm.
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Figura 4.8 Cepa K12P [Fusarium moniliforme (Sheldon) emend. Snyder & Hansen o Giberella
moniliformis]. A) aspecto de la colonia en medio PDA. B) micelio y conidios. C) fialides y
micelio. D) microconidios. Barras= 100 pum.
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Figura 4.9 Cepa K3TP [Fusarium moniliforme (Sheldon) emend. Snyder & Hansen o Giberella
moniliformis]. A) aspecto de la colonia en medio PDA. B) micelio. C) fidlides. D) microconidios.
Barras= 100 pum.

La cepa K14P presentd colonias con micelio algodonoso compacto, con desarrollo
concentrico, de color rosado en el centro y los bordes blancos (Figura 4.10A), la pigmentacion
vario de rosa claro a rosa oscuro con el tiempo. El grosor del micelio vari6 de entre 2.51 a 5.43
pum de ancho con presencia de polifialides de 19.99 um de largo por 3.22 um de ancho en
promedio (Figura 4.10 B). En ocasiones se observd engrosamiento del micelio aparentando la

formacion de clamidosporas, sin embargo, éstas no estuvieron presentes. Se observaron masas de
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macroconidios en forma de canoa o casi rectos de entre 19.68 y 48.59 um de largo y entre 2.28 y
4.3 um de ancho (Figura 4.10C). Se encontraron microconidios en abundancia con formas
ovaladas o elipsoides de 8.9 um de largo por 3.07 um de ancho en promedio (Figura 4.10D). Las
caracteristicas morfoldgicas descritas por Watanabe (2002) y la secuenciacion molecular

permitieron la identificacion de la cepa K14P como F. moniliforme.

Figura 4.10 Cepa K14P [Fusarium moniliforme (Sheldon) emend. Snyder & Hansen]. A) aspecto
de la colonia en medio PDA. B) micelio y polifidlides. C) masas de macroconidios. D)
microconidios. Barras= 100 um
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Las colonias de la cepa K8S presentaron micelio blanco aterciopelado lanoso color blanco con
desarrollo concéntrico (Figura 4.11A), en el micelio profundo se observo pigmentacion inicial
beige tornandose a café oscuro con el tiempo. El micelio es septado con dimensiones de entre
1.77 y 4.36 um de ancho (Figura 4.11B), las fialides son ramificadas en el apice y miden en
promedio 13.48 um de largo por 2.64 um de ancho (Figura 4.11C). Se observaron conidios
unicelulares subglobosos de entre 3.44 y 5.76 um de largo y de 2.44 a 5.81 um de ancho (Figura
4.11D). La secuencia molecular de la cepa K8S present6 afinidad a Penicillium janthinellum
Biourg en un 99%. Las caracteristicas macro y microscépicas encontradas en la cepa K8S
coinciden con la descrita por Watanabe (2002) para esta especie, excepto las dimensiones de los

conidios encontrados en K8S que son ligeramente mas grandes.

En la figura 4.12A se observan las caracteristicas macroscépicas de la cepa K14S, ésta
presenta micelio algodonoso laxo color verde-gris, con desarrollo concéntrico y abundante; el
micelio profundo mostr6é pigmentos café grisaceo al inicio tornandose café oscuro a negro con el
tiempo. El micelio es hialino sin septos de entre 3.62 y 17.2 um de ancho (Figura 4.12B), se
observaron esporangioforos ramificados y hialinos con dimensiones muy variables, que fueron
desde 11.67 um de largo por 4.44 um de ancho hasta 111.4 um de largo por 12.79 um de ancho
(Figura 4.12B). Los esporangios son terminales, color café claro de 17.19 um de largo por 19.2

p1m ancho en promedio, tienen columela con collar (Figura 4.12B).

La columela es hialina globosa o subglobosa de 10.38 um de largo por 11.99 um de ancho en
promedio, las esporangiosporas son unicelulares, globosas, subglobosas u ovoides de color café
claro de 6.99 um de largo por 4.64 um de ancho (Figura 4.12C). Se observaron clamidosporas en
buen numero, éstas son de color café claro a oscuro con doble pared y midieron en promedio

20.25 de largo por 15.6 de ancho (Figura 4.12D). Las caracteristicas macro y microscopicas
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observadas en ésta cepa coinciden con las descritas por Watanabe (2002) para Mucor
circinelloides van Tieghem, ademas la secuencia molecular indico similitud con esta especie en

un 98%.

Figura 4.11 Cepa K8S (Penicillium janthinellum Biourge). A) aspecto de la colonia en medio
PDA. B) micelio. C) micelio y fidlides. D) conidios. Barras= 100 um
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Figura 4.12 Cepa K14S (Mucor circinelloides van Tieghem). A) aspecto de la colonia en medio
PDA. B) micelio, esporangi6foros y esporangios con collar. C) columela y esporangiosporas. D)
micelio y clamidosporas. Barras= 100 um

Las caracteristicas macroscépicas de la cepa K11TP muestran desarrollo micelial concéntrico
con micelio aterciopelado compacto, con micelio color verde-café que no sobrepasa mucho el
nivel del agar, con el tiempo la colonia se torna verde oscuro a negro con micelio grisaceo en la
superficie (Figura 4.13A). El micelio es septado de entre 3.01 y 8.73 um de ancho, los
conidiéforos midieron en promedio 58.86 um de largo por 4.83 um de ancho (Figura 4.13B). Se

observaron conidios alargados, ovalados, elipsoides o subesferoidales de entre 9.62 y 36.94 um
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de largo por 9 um de ancho con dos a cuatro septos transversales al inicio y uno o dos septos
longitudinales en conidios mas maduros, los conidios son verde olivo o café verdoso y se
encontraron en cadenas cortas (Figura 4.13C y D), las caracteristicas macro y microscopicas
observadas en esta cepa coinciden con a las descritas por Watanabe (2002) y Simmons (2007)
para la especie Alternaria alternata (Fr.) Keissler, ademas la identificacién molecular indico

similitud en un 98% con esta especie.

Figura 4.13 Cepa K3TP [Alternaria alternata (Fr.) Keissler]. A) aspecto de la colonia en medio
PDA. B) micelio. C) micelio y conidio. D) conidios. Barras= 100 um
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4.3.3 Pruebas de patogenicidad

Debido a que varias de las cepas pertenecen a géneros de hongos fitopatogenos, se realizaron
pruebas para verificar su patogenicidad en plantulas de jitomate variedad Rio Grande y Rio
Colorado (Figura 4.14), y en plantulas de trigo (Figura 4.15) en condiciones de invernadero. Se
observaron algunas plantas muertas durante los 29 dias de bioensayo, una en el tratamiento con la
cepa K13P de la variedad Rio Grande, una en el testigo y una en el tratamiento con la cepa K9P
de la variedad Rio Colorado; sin embargo, no se presentaron signos de enfermedad en ninguno de
los casos (Figura 4.14D) y al parecer fueron el producto del dafio mecanico durante el manejo
(Cuadro 4.2). Al final del bioensayo (40 dias) se retir0 el sustrato de las raices para observar la
posible presencia de los hongos en la raiz (Figura 4.14C) y no se encontraron sintomas ni dafio
por la inoculacién de las cepas en ninguna de las plantas. En este caso la prueba fue negativa a la

patogenicidad de las cepas probadas en jitomate.

En la prueba de patogenicidad realizada con plantulas de trigo no se encontraron plantas
muertas en ninguno de los tratamientos (Cuadro 4.3; Figura 4.15C). Varias plantas se vieron
afectadas por las altas temperaturas en el invernadero incluidas algunas de los testigos
presentando una ligera clorosis en los apices de las hojas, pero en ningln caso se presentaron
sintomas de enfermedad durante los 17 dias de la prueba. Al revisar las raices de las plantas
inoculadas con las cepas en estudio, ninguna planta presento dafio o sintomas por enfermedad

(Figura 4.15D y E) indicando que la prueba de patogenicidad en trigo fue negativa.
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Cuadro 4.2. Pruebas de patogenicidad de las cepas aisladas y tres cepas de referencia a 40 dias
de inoculadas en dos variedades de jitomate.

Cepa Especie Rio Grande Rio Colorado
Rl R2 R3 R4 Rl R2 R3 R4
TA Testigo - - - - - X - -
PC Phanerochaete chrysosporium - - - - - - - -
TRI Trichoderma koningii - - - - - - - -
TV Trametes versicolor - - - - - - - -
K1P Fusarium proliferatum - - - - - - - -
K2pP F. succisae - - - - - - - -
K8P F. moniliforme - - - - - - - -
K9P F. proliferatum - - - - - - X -
K12pP F. moniliforme - - - - - - - -
K13P F. succisae - - - X - - - -
K14P F. moniliforme - - - - - - - -
K1S F. oxysporum - - - - - - - -
K8S Penicillium janthinellum - - - - - - - -
K11S F. equiseti - - - - - - - -
K14S Mucor circinelloides - - - - - - - -
K3TP F. moniliforme - - - - - - - -
K11TP Alternaria alternata - - - - - - - -

(Y324

X= Una planta muerta, “-” = negativo a signos o sintomas por enfermedad.
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Figura 4.14 Pruebas de patogenicidad en invernadero con plantulas de jitomate. A) Desarrollo en
charola de germinacion variedad Rio Grande, B) Inoculacion con solucién de esporas. C) Planta
de jitomate variedad Rio Grande a los 40 dias de inoculada, sin dafio en raiz. D) Plantas de
jitomate variedad Rio Grande a 35 dias de la inoculacién con las cepas fungicas.
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Cuadro 4.3. Pruebas de patogenicidad de las cepas aisladas y tres cepas de referencia inoculadas
en plantulas de trigo

Cepa Especie Trigo
R1 R2 R3 R4 R5
TA Testigo - - - - -
PC Phanerochaete chrysosporium - - - - -
TRI Trichoderma koningii - - - - -
TV Trametes versicolor - - - - -
K1P Fusarium proliferatum - - - - -
K2P F. succisae - - - - -
K8P F. moniliforme - - - - -
K9P F. proliferatum - - - - -
K12P F. moniliforme - - - - -
K13P F. succisae - - - - -
K14P F. moniliforme - - - - -
K1S F. oxysporum - - - - -
K8S Penicillium janthinellum - - - - -
K11S F. equiseti - - - - -
K14S Mucor circinelloides - - - - -

K3TP F. moniliforme - - - - .
K11TP Alternaria alternata - - - - -

(134

= negativo a signos o sintomas por enfermedad.
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Figura 4.15 Pruebas de patogenicidad de cepas fungicas en plantas de trigo en condiciones de
invernadero. A) siembra en condiciones de esterilidad. B) germinacion de la semilla. C) Plantas
de trigo a 10 dias de inoculadas. D) raices de plantas de trigo a los 17 dias de inoculadas con una
concentracion de 3.0 x10° + 0.5 esporas mL™ de Fusarium moniliforme (K12P), las cuéles no
presentan dafio ni sintomas de enfermedad, comparacion con el testigo. E) raices de plantas de
trigo a los 17 dias de la inoculacién con una concentracién de 3.0 x10° + 0.5 esporas mL™ de
Alternaria alternata (K11TP), no presentan dafio ni sintomas de enfermedad, comparacion con el

testigo.
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4.3.4 Preseleccion de cepas tolerantes a endosulfan

Con base en los valores de la tasa maxima de crecimiento y la escala de velocidad de
crecimiento preestablecida, en el testigo absoluto (TA), las cepas con desarrollo micelial (DM)
acelerado fueron las cepas TRI, PC y K14S con 40.6, 24.1 y 20 mmd™, respectivamente (Cuadro
4.4). La cepa TV (19.5 mm d™?) y los aislamientos provenientes de paja de trigo molida (K1P,
K2P, K8P, K9P, K12P, K13P, y K14P) mostraron DM medio, mientras que las cepas K1S, K8S,
K11S, K3TP y K11TP tuvieron un desarrollo lento con valores de entre 2.92 y 6.86 mm d*

(Cuadro 4.4).

Las cepas con desarrollo acelerado como TRI y K14S mostraron un decremento marcado en
las tasas maximas de crecimiento (Tmax) €n presencia del insecticida, casi en un 50% (Cuadro
4.4). La cepa PC no presentd reducciones tan drasticas como TRI y K14S, a pesar de la
disminucion en las Tmax estas cepas se recuperaron totalmente a los 18 dias (Figuras 4.17 y 4.18).
Las cepas con desarrollo mediano también mostraron reduccion en los valores de Tmax de casi
50% con excepcion de las cepas TV y K8S cuyos valores de Tmax €n los tratamientos con EN no
fueron significativamente diferentes (Tukey, a=0.05) con respecto a la tasa maxima obtenida
para el TA. En contraste, las Tmax de las cepas con desarrollo lento no presentaron diferencias

significativas entre los valores de Tmax de los tratamientos con EN y el TA (Cuadro 4.4).

El numero de dias en que las cepas alcanzaron el 95% del crecimiento maximo (D95%cmax)
disminuyd cuando las Tmax incrementaron. Las cepas con desarrollo acelerado y valores de Tmax
altas como TRI y PC alcanzaron el méaximo desarrollo entre los 3.2 y 8.3 dias incluso en
presencia del EN, mientras que la cepa K14S ante 250 mg EN L™ retrasé su desarrollo hasta 19.7

dias (Cuadro 4.4).
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Cuadro 4.4 Tasa maxima de crecimiento (T .. Y dia en que se alcanzé el 95% de crecimiento méaximo
(D95%:.max) de hongos filamentosos y cepas de referencia, después de la exposicion ante tres dosis de

endosulfan (EN) durante 18 dias.

Trat.  Tmaxt+SE D95%cmax + Tmax + SE D95%cmax +
Cepa gL (mmad? SE (dias)_  ©®P2  Trat pmd SE (dias)
TA 169+15a 74+38a TA 6.86 + 1.06 a 17.77+43a
Ac 147+15a 93+38a Ac 456 +1.06a 26.81+43a
K1P 250 51+15b 32.8+3.8b K8S 250 5.16 + 1.06 a 2758+4.3a
500 29+15b 374+38b 500 4.71+1.06a 2753+43a
1000 24+15D 27.4+38ab 1000 5.09+1.06a 26.29+4.3a
TA 158+15a 75+38a TA 440+1.06a 28.78+44a
Ac 6.9+15b 21.3+38b Ac 273+13a 18.28+5.4 a
K2P 250 6.5+15b 226+38b K11S 250 334+13a 32.13+5.4ab
500 49+15b 34.0+3.8bc 500 397+13a 30.29+5.4ab
1000 41+15b 30.5+3.8bc 1000 303+13a 22.83+5.4ab
TA 16.8+15a 7.2+38a TA 20+ 1.06a 503+44a
Ac 13.0+15a 141 + 3.8 ac Ac 202+1.06a 1353 +44a
K8P 250 6.5+15ab 23.0+3.8ac K14S 250 8.48+1.06b 19.68+4.4b
500 43+15b 31.6+3.8bc 500 6.78+1.06b 1411+44a
1000 39+15b 30.2+3.8bc 1000 8.34+1.06b 11.87+4.4b
TA 156+15a 8.9+38a TA 40+1.06a 23.8+44a
Ac 9.2+15b 23.6 +3.8ac Ac 3.06+1.06a 2293+44a
K9P 250 55+15b 31.9 + 3.8 bcd K3TP 250 287+1.06a 26.2+44a
500 42+15D 48.1 + 3.8 bd 500 2.63+1.06a 29.6+4.4a
1000 26+15D 475+ 3.8bd 1000 3.01+1.03a 18.19+4.4a
TA 16.8+15a 79+38a TA 5.15+1.06b 33.99+44b
Ac 8.8+15b 16.4 + 3.8 ac Ac 85+1.06a 1489+44a
K12P 250 92+15b 13.4+38a K11TP 250 99+1.06a 13.26 +4.4a
500 49+15D 31.6+3.8bc 500 95+1.06a 13.25+4.4a
1000 44+15b 35.6+3.8b 1000 3.02+1.06b 42.69+44b
TA 181+15a 6.2+38a TA 241+15a 46+38a
Ac 14.1+1.5abc 10.9+38a Ac 23.2+15a 50+3.8a
K13P 250 5.3+1.5bc 29.7 + 3.8 bc PC 250 228+15a 5.0+ 3.8a
500 48+15¢c 37.3+38b 500 183+15a 6.9+38a
1000 54+15cd 16.1 + 3.8 ac 1000 18.2+15a 79+38a
TA 16.7+15a 74+38a TA 195+15a 6.7+ 3.8a
Ac 59+15b 25.3+3.8ac Ac 15.7+15a 9.7+3.8a
K14P 250 76+15b 15.7 + 3.8 ac TV 250 16.8+15a 7.8+38a
500 60+1.b 23.4+3.8ac 500 149+15a 8.7+38a
1000 52+15b 33.0+3.8bc 1000 10.0+15b 129+3.8a
TA 292+10a 18.68+4.4a TA 406+15a 3.2+38a
AcC 262+13a 19.27+4.4a AcC 204+15b 7.1+38a
K1S 250 231+13a 2298+4.4a TRI 250 16.2+15b 8.3+38a
500 236+13a 19.85+4.4a 500 17.1+15b 7.2+38a
1000 25+13a 2265+4.4a 1000 18.3+15b 6.6 +38a

Trat.= tratamiento para cada especie, SE= Error estandar de la media. En cada columna y para cada cepa,
los tratamientos marcados con diferente letra son significativamente diferentes entre si (Tukey, o= 0.05)
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En el caso de las cepas con desarrollo mediano los valores de D95%cmax fluctuaron entre 13.4
y hasta 48 dias, estos valores no difirieron mucho con respecto a los valores de D95%cmax de las
cepas con desarrollo lento (13.2 a 42.7 dias) (Cuadro 4.4). A diferencia del resto de las cepas con
desarrollo mediano, los valores de D95%cmax de la cepa TV no incrementaron por lo que
alcanzaron el crecimiento maximo entre 6.7 y 12.9 dias, incluso en presencia del insecticida
(Cuadro 4.4). La variacion en el DM de los hongos filamentosos en medio paja-agar con o sin
contaminante ha sido reportado por Matsubara et al. (2006) quienes documentan un desarrollo
acelerado de Trichoderma harzianum, y desarrollo mediano de Coriolus versicolor (o Trametes

versicolor) al igual que lo encontrado en este bioensayo.

En la mayoria de los casos, el solvente acetona (Ac) provoco disminucion en las Tmax hasta en
un 50%, con excepcioén de las cepas PC, K14S y K1P, y en menor grado las cepas TV, K8P y
K13P (Cuadro 4.4). No obstante, todas las cepas se recuperaron gradualmente a lo largo del

bioensayo (Figuras 4.16, 4.17 y 4.18).

En congruencia con los valores de Tmax Y D95%cmax, 1as cepas de referencia TRI, PCy TV
mostraron las mejores dindmicas de desarrollo y recuperacion del desarrollo ante la presencia de
las diferentes dosis de EN. La cepa PC cubrid la totalidad de la caja (83 mm) a los seis dias en el
TA, y la presencia del solvente y el EN afectaron el DM; sin embargo, ésta se recuperd en su
totalidad a los 8 dias (Figura 4.18). En el caso de la cepa TRI, en ausencia del contaminante
cubrio el total de la superficie de agar a los cuatro dias, y la presencia del insecticida y el solvente
retrasaron el DM pero su recuperacion total se dio a los 10 dias (Figura 4.18). Las cepas K14S y
TV alcanzaron los 83 mm de didmetro a los 6 y 7 dias, respectivamente, en ausencia del

plaguicida. Sin embargo, el DM se vio afectado en mayor medida que PC y TRI y la recuperacion

83



total de estas cepas ocurrio hasta los 16 y 18 dias, respectivamente (Figuras 4.17 y 4.18). Cabe
resaltar que el tratamiento con acetona afecté en mayor medida a la cepa TV en comparacion con

250 y 500 mg de EN L™ mientras que la cepa K14S no se vio afectada por el solvente.

Por su parte las cepas K8S y K11TP presentaron dinamicas de desarrollo mas lentas que PC,
TRI, TV y K14S. La cepa K8S alcanzo los 83 mm hasta los 18 dias y K11TP present6 no mas de
50 mm, estas cepas también se vieron afectadas en el desarrollo por la presencia del plaguicida,
con recuperacion al final del bioensayo, incluso la cepa K11TP presenté mayor DM (83 mm)

ante 250 y 500 mg de EN L™ y el solvente acetona que en el TA (Figura 4.18).

En ausencia del insecticida EN, las cepas provenientes de paja molida de trigo (K1P, K2P,
K8P, K9P, K12P, K13P y K14P) alcanzaron a cubrir la caja entre los 6 y 12 dias después de la
inoculacion, en cada cepa, el DM se vio afectado en diferentes grados por el plaguicida. Las
cepas K2P, K12P y K14P en comparacion con el resto de las cepas provenientes de este sustrato,
presentaron recuperacion al final del bioensayo (18 dias), incluso presentaron recuperacion total

ante 250 mg L™ de EN (Figuras 4.16; 4.17).
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Figura 4.16 Dinamica de crecimiento de cepas de hongos aisladas de paja molida de trigo,
expuestas a medio minimo sélido contaminado con diferentes dosis de endosulfan (mg L™).
Simbologia: K1P= Fusarium proliferatum, K2P= F. succisae, K8P= F. moniliforme, K9P= F.
proliferatum, K12P= F. moniliforme, K13P= F. succisae, TA= Testigo absoluto, Ac= Testigo
acetona. Medias + error estandar, n=3.
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Figura 4.17 Dinamica de crecimiento de cepas de hongos aisladas de paja molida de trigo (P),
suelo agricola (S) y trozos de paja de trigo (TP), expuestas a medio minimo sélido contaminado
con diferentes dosis de endosulfan (mg L™). Simbologia: K14P= Fusarium moniliforme, K1S= F.
oxysporum, K8S= Penicillium janthinellum, K11S= F. equiseti, K14S= Mucor circinelloides,
K3TP= F. moniliforme TA= Testigo absoluto, Ac= Testigo acetona. Medias + error estandar,
n=3.
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Figura 4.18 Dinamica de crecimiento de una cepa de hongos aislada de trozos de paja de trigo
Alternaria alternata (K11TP) y tres cepas de referencia Phanerochaete chrysosporium (PC),
Trametes versicolor (TV) y Trichoderma koningii (TRI), expuestas a medio minimo sélido
contaminado con diferentes dosis del insecticida endosulfan (mg L™). Simbologia: TA= Testigo
absoluto, Ac= Testigo acetona. Medias + error estandar, n=3.
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Finalmente, las cepas K1S, K11S y K3TP presentaron las dinamicas de desarrollo mas lentas
alcanzando entre 50 y 61.7 mm de diametro de la colonia a los 18 dias, aunque también se vieron
afectadas por el insecticida pero con menor recuperacion que el resto de las cepas. Sin embargo,
no hubo diferencias significativas (Tukey, a=0.05) entre las diferentes dosis de EN indicando

cierta tolerancia al insecticida (Figura 4.17).

De las 13 cepas aisladas de los diferentes sustratos se seleccionaron 7 de ellas para realizar
futuros bioensayos de tolerancia con dosis més altas de EN y otros plaguicidas como clorpirifos
(CRP) y clorotalonil. La cepa K14S (Mucor circinelloides) fue seleccionada por su rapido
desarrollo, pero sobre todo por la capacidad de recuperacion ante la presencia de EN. Esta
especie, y otras especies del género Mucor han sido reportadas como tolerantes y degradadoras
de contaminantes como dieldrin, compuestos clorinados, DDT, pentaclorofenol (PCP) y acido
abiético (Mitsukura et al. 2005, Kataoka et al. 2010, Carvhalo et al. 2011, Purnomono et al.

2011).

Las cepas K2P (Fusarium succisae) y K12P (F. moniliforme) se vieron afectadas en el DM en
presencia del EN, pero con buena recuperacion, por lo que fueron seleccionadas. Ademas, se
seleccionaron las cepas K1S (F. oxysporum) y K3TP (F. moniliforme) que aunque no mostraron
la mejor respuesta de recuperacion ante endosulfan en este bioensayo pudieran tener mejor
respuesta a otros plaguicidas como lo indica Alleman et al. (1993). Al igual que el género Mucor,
el género Fusarium ha sido reportado como hongos degradadores de compuestos xenobidticos
como trifluralina e hidrocarburos del petroleo (HPA) o bisfenol (Yu et al. 1988, Chai et al. 2005,

Verdin et al. 2005, Rafin et al. 2009).
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La cepa K8S (Penicillum janthinellum) mostré desarrollo lento, no obstante, su DM en los
tratamientos con EN no fueron significativamente diferentes al TA, y no mostré toxicidad ante el
solvente acetona. En el caso de K11TP (Alternaria alternata) la seleccion se baso en la respuesta
que presentd ante las dosis 250 y 500 mg de EN L™ y el solvente, ya que el DM en estos
tratamientos fue mayor al encontrado en el TA. Se ha reportado la habilidad del género
Penicillium para tolerar y bioacumular arsénico y degradar contaminantes como creosota, HPA y
clorpirifés (Launen et al. 2000, Atagana et al. 2004, Maya et al. 2012); sin embargo, no existe

informacidn sobre el género Alternaria como degradador de plaguicidas.

4.4 CONCLUSIONES

Se obtuvieron 13 aislamientos de hongos filamentosos, de los cuéles siete cepas se aislaron de
paja de trigo molida, cuatro de suelo agricola y dos de trozos de paja de trigo. Las cepas K1P y
K9P se identificaron como Fusarium proliferatum, mientras que las cepas K2P y K13P fueron F.
succisae. Las cepas K8P, K12P, K14P y K3TP corresponden a la especie F. moniliforme,
mientras que las cepas K1S y K11S se identificaron como F. oxysporum y F. equiseti,
respectivamente. La cepa K8S se identifico como Penicillium janthinellum, mientras que K14S
es un Zygomiceto de la especie Mucor circinelloides, y la cepa K11TP correspondié a Alternaria
alternata. Ninguna de las cepas aisladas ni las cepas de referencia fueron patogénicas a las

variedades de jitomate y trigo probadas.

Las cepas aisladas y las tres cepas de referencia (PC, TRI y TV) mostraron diferentes grados
de tolerancia al ser expuestas al insecticida endosulfan (EN). ElI EN y el solvente acetona (Ac)

causaron un efecto negativo sobre el DM de las cepas en estudio, siendo las cepas de referencia
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las que se recuperaron en su totalidad y en menor tiempo. Se seleccionaron siete cepas tolerantes
a EN, la cepa K14S fue el aislamiento con recuperacion total ante las tres dosis de EN desde los
16 dias, la cepa K8S mostro buena tolerancia ante el insecticida, mientras que la cepa K11TP se
desarroll6 mejor y més rapido ante 250 y 500 mg de EN L™ y el solvente Ac. Las cepas K2P y
K12P fueron los aislamientos provenientes de paja con mejor recuperacion ante el efecto del
plaguicida. Las cepas K1S y K3TP tuvieron desarrollo lento y rezago en el DM ante EN, pero
mostraron buena recuperacion. Las cepas seleccionadas tienen potencial para ser evaluadas ante

EN a dosis maés altas y otros plaguicidas.

90



CAPITULOV
TOLERANCIA DE HONGOS FILAMENTOSOS ANTE ENDOSULFAN, CLORPIRIFOS
Y CLOROTALONIL EN CONDICIONES In Vtro
RESUMEN

Los plaguicidas endosulfan (EN), clorpirifés (CRP) y clorotalonil (CTL) estan catalogados
como carcindgenos y persistentes en el ambiente, por lo que deben tomarse medidas eficientes de
biorremediacion para su degradacion. Los hongos Phanerochaete chrysosporium (PC), Trametes
versicolor (TV) y algunas especies de Trichoderma (TRI), Mucor, Fusarium y Penicillium
pueden degradar plaguicidas. En este estudio se probaron siete cepas de hongos aislados de suelo
agricola, paja molida de trigo y trozos de paja de trigo. Las siete cepas fangicas seleccionadas y
tres cepas de referencia (PC, TV y TRI) se expusieron a medio minimo mineral contaminado con
dosis crecientes de EN, CRP y CTL durante 18 dias. Diariamente se midi6 el desarrollo micelial
(DM) vy se calculd el porcentaje de inhibicion del desarrollo (PID). Los tres plaguicidas tuvieron
un efecto adverso sobre el DM, observandose una recuperacion paulatina después de 72 h ante
EN y CRP. En presencia de EN, las cepas K14S, PC, TV y TRI se recuperaron totalmente a los
18 dias. Ante CRP, todas las cepas mostraron recuperacion del DM desde el dia 10. El fungicida
(CTL) mostr6 los mayores PID, pero las cepas K8S, K14S, K11TP, PC y TV mostraron
recuperacion. Los aislamientos K12P, K8S, K14S, K11TP y las cepas de referencia PC, TV y
TRI presentaron tolerancia a los plaguicidas en estudio por lo que pudieran ser consideradas para

estudios sobre la biodegradacion de plaguicidas.

Palabras clave: plaguicidas, insecticida organoclorado, insecticida organofosforado, fungicida

policlorado, crecimiento fungico, inhibicion fangica.
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CHAPTER V
FUNGAL TOLERANCE TO INCREASED CONCENTRATIONS OF ENDOSULFAN,
CHLORPYRIFOS AND CHLOROTHALONIL UNDER In vitro CONDITIONS
ABSTRACT

Endosulfan (EN), chlorpyrifos (CRP) and chlorothalonil (CTL) are carcinogenic and highly
persistent pesticides in the environment, by which bioremediation efficient actions must be
directed for their degradation. Fungi like Phanerochaete chrysosporium (PC), Trametes
versicolor (TV) and some especies of Trichoderma (TRI), Mucor, Fusarium and Penicillium may
degrade pesticides. This research isolated and purified seven fungal strains from agricultural soil,
wheat straw, and wheat straw pieces. The seven isolated fungal strains as well three referential
fungi (PC, TV and TRI) were exposed to minimal mineral medium contaminated with increased
doses of EN, CRP or CTL during 18 days. The mycelial growth (MG) was daily evaluated, and
the percentage of growth inhibition (PGI) was also calculated. The three pesticides negatively
affected the MG, but the fungal recovery was observed after 72 h for EN and CRP; however,
CTL significantly inhibited (P<0.0001) the MG for most fungal strains during 18 days. At 18
days, the strains K14S, PC, TV and TRI totally recovered when exposed to EN. Against CRP, all
the fungal strains showed recuperation at the 10th day. The contamination with CTL (fungicide)
resulted in highest PGI, but the strains K8S, K14S, K11TP, PC and TV showed a recovery.
Besides referential strains (PC, TV and TRI), the fungal strains K12P, K8S, K14S, K11TP
showed acceptable tolerance to the three pesticides. Thus, these strains are considered as good
candidates to be used for pesticide bioremediation.
Key words: pesticides, chlorinated insecticide, organophosphate insecticide, polychlorinated

fungicide, fungal growth, fungal inhibition.
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5.1 INTRODUCCION

Las actividades agricolas, el uso excesivo y las malas practicas de manejo de plaguicidas
durante la produccion agricola, han llevado a la acumulacion y contaminacion de todos los
ambientes debido a su dispersion, lixiviacion y volatilizacién (Linde 1994, Arias-Estévez et al.
2008), por lo que son un riesgo para la salud humana y otros organismos (Bohmont 2007). El
endosulfan es un insecticida organoclorado del grupo de los ciclodienos catalogado como
carcinogeénico, es de amplio uso en el sector agricola, su metabolito el endosulfan sulfato, es mas
toxico y persistente que la molécula parental (Greene y Pohanish 2005, Jayashree y Vasudevan
2007). El insecticida organofosforado clorpirifos es ampliamente usado para controlar plagas de
importancia agricola, humana y veterinaria, su persistencia es de hasta 120 dias y esta catalogado
como carcindgeno y disruptor enddcrino (Singh et al. 2006). El clorotalonil es un fungicida de
contacto de amplio espectro, utilizado en diversos cultivos; tiene una vida media de hasta 90 dias
y esta catalogado como un compuesto carcindgeno (Greene y Pohanish 2005).

Para remediar los problemas de contaminacion por plaguicidas se han desarrollado técnicas de
biorremediacion mediante la seleccién y uso de microorganismos capaces de tolerar y degradar
contaminantes. Los hongos degradadores de residuos ligninoceluldsicos pueden degradar
diversos contaminantes mediante la secrecion de enzimas (Maloney 2001). Hongos ligninoliticos
como Phanerochaete chrysosporium y Trametes versicolor, entre otros, son capaces de degradar
hidrocarburos del petroleo y plaguicidas (Adam-Ali y Wainwrigth 1994, Kim et al. 2001,
Jauregui et al. 2003, Matsubara et al. 2006). Ademas, los hongos no ligninoliticos como
Aspergillus, Fusarium, Mucor, Penicillium y Trichoderma son tolerantes y degradadores de
plaguicidas e hidrocarburos (Mitra et al. 2001, Dan et al. 2006, Kim y Lee 2007, Sagar y Singh

2011, Argumedo-Delira et al. 2012).
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El conocimiento de la capacidad de los microorganismos para degradar compuestos
xenobidticos, ha permitido implementar procesos especificos de biorremediacion conocidos
como “biobeds” (BD), los cudles estan conformados por residuos vegetales, turba o composta y
suelo (50:25:25%), colocados a 60 cm de profundidad para minimizar la contaminacion por
plaguicidas en las zonas donde se preparan sus mezclas (Torstensson 2000, Castillo et al. 2008,
Karanasios et al. 2012). Para aumentar la capacidad y la velocidad de degradacion de plaguicidas
en las BD, se busca favorecer el desarrollo de hongos ligninoliticos. El potencial de estos hongos
puede ser inhibido por la rapida invasion y competencia de otros microorganismos presentes en
los diferentes componentes de la mezcla (Karanasios et al. 2012). Una alternativa es la adicion de
suelo o microorganismos capaces de degradar plaguicidas (Onneby et al. 2010, Karanasios et al.
2012).

Este trabajo consistio en seleccionar hongos aislados de paja de trigo y de suelo agricola, con
capacidad de tolerar endosulfan, clorpirifés y clorotalonil, como parte inicial de la basqueda de

hongos degradadores de plaguicidas, para utilizarlos en procesos de biorremediacion.

5.2 MATERIALES Y METODOS
5.2.1 Plaguicidas y cepas de hongos filamentosos
Los plaguicidas utilizados correspondieron a formulaciones grado técnico. EIl endosulfan (98
% pureza) fue donado por Bayer Cropscience, México S.A. de C.V., el clorpirifos (98 % pureza)
por Dow-AgroSciences de México S.A. de C.V; y el clorotalonil (98.8 % pureza) por Syngenta
Agro S.A.de C.V.
Los siete aislamientos fungicos (K2P, K12P, K1S, K8S, K14S, K3TP y K11TP) estudiados en

esta seccion fueron aislados, purificados y seleccionados por su tolerancia a plaguicidas mediante
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ensayos preliminares (ver capitulo anterior), incluyendo también tres cepas de referencia (PC, TV

y TRI).

5.2.2 Pruebas de tolerancia a endosulfan, clorpirifés y clorotalonil

Las dosis probadas para endosulfan (EN) fueron 0, 1000, 2000 y 3000 mg L™, para clorpirifés
(CRP) 0, 100, 250, 500, 1000 y 2000 mg L, y para clorotalonil (CTN) 0, 25, 50, 100 y 200 mg
L. Cada plaguicida fue diluido por separado con acetona grado reactivo (Fermont®); y se
aplicaron de acuerdo con sus dosis, como Unica fuente de carbono sobre medio minimo sélido
(MMS) en cajas de Petri. La composicion del MMS fue la siguiente (g L™): 0.5 (NH4),SOs, 0.5
KH,POy,, 0.2 KCI, 0.2 MgSO, -7H,0, 0.1 CaCl,, y 20 agar-agar.

Debido a que el solvente acetona provocé un fuerte efecto inhibitorio en varias de las cepas
evaluadas ante endosulfan en los bioensayos realizados en el capitulo anterior, se determind
reducir la cantidad del solvente en los ensayos efectuados en esta fase de la investigacion.

La contaminacion del MMS se realiz6 en condiciones asépticas, distribuyendo 50 pL de la
dilucion del plaguicida correspondiente sobre la superficie de agar, con ayuda de una espéatula de
Drigalski. Los plaguicidas se probaron con sus respectivas dosis por triplicado, para cada cepa
incluyendo un testigo absoluto (TA), y un testigo con acetona (Ac). Las cajas de Petri para el
testigo Ac fueron tratadas con 50 pL de acetona sin plaguicida.

La siembra de las cepas se realizé colocando un sacabocados de la colonia fingica con dos a
seis dias de edad, en el centro de la caja contaminada. Cada 24 h se cuantificé el desarrollo del
micelio (DM) midiendo el diametro (mm) de la colonia durante los primeros ocho dias; después,
la medicién se llevé a cabo cada 48 h hasta los 18 dias. Las cajas Petri se mantuvieron en

incubadora (New Brunswick Scientific Inc. Edison) a 26 * 1° C durante todo el bioensayo.
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El porcentaje de inhibicion del desarrollo micelial (PID) a los tres, ocho y 18 dias, se calculd
mediante la siguiente férmula:

PID =100 - [DM T“atxmoj

DMqa

Donde: DMy,= Desarrollo micelial en el tratamiento con plaguicida, DMya= Desarrollo micelial
en el testigo absoluto.

Los valores negativos del porcentaje de inhibicion del desarrollo indicaron que los
tratamientos o el testigo con acetona (Ac) presentaron mayor desarrollo micelial en comparacion

con el testigo absoluto (TA).

5.2.3 Andlisis estadistico

Cada plaguicida fue analizado de manera individual, para lo cual el disefio experimental fue
completamente al azar utilizando un factorial 10x4 (diez cepas de hongos y cuatro dosis) para
endosulfan; 10x7 (diez cepas de hongos y siete dosis) para clorpirifos, y 10x6 (diez cepas de
hongos y seis dosis) para clorotalonil. Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de varianza
(ANOVA), y una prueba de comparacion de medias (Tukey, a= 0.05) mediante el programa

Statistical Analysis System (SAS 2002).

5.3 RESULTADOS Y DISCUSION
5.3.1 Tolerancia al insecticida endosulfan (EN)
En general, el EN tuvo un efecto adverso significativo (P<0.0001) en el crecimiento de todas
las cepas probadas (Figura 5.1A). En cuanto al factor concentracion de EN, los hongos en
ausencia del insecticida (TA y Ac) no mostraron diferencias significativas entre si hasta el dia 12,

cuando el tratamiento Ac presentd mayor desarrollo micelial con respecto a TA (Figura 5.1A).

96



Los tratamientos con EN no mostraron diferencias significativas entre si, indicando el mismo
crecimiento incluso en la concentracion mas alta de EN (Figura 5.1A).

En cuanto a los porcentajes de inhibicion (PI) el comportamiento general mostré los Pl méas
altos para todas las cepas, entre los dos y tres dias, pero a partir del dia cuatro disminuyo
gradualmente hasta presentar menos del 13% de inhibicion a los 18 dias (Figura 5.1B). El
tratamiento Ac tuvo un ligero efecto adverso sobre el desarrollo al inicio del bioensayo. A partir
del dia 5 y hasta el dia 18 se obtuvieron porcentajes de inhibicion negativos, indicando un mayor
desarrollo micelial en Ac en comparacion con TA (Figura 5.1B).

Las dindmicas de crecimiento observadas en las figuras 5.2 y 5.3 muestran el comportamiento
del desarrollo micelial (DM) de las cepas. En ausencia del insecticida (TA y Ac) las cepas PC,
TRI y K14S cubrieron la caja de Petri totalmente a los 4, 6 y 7 dias, respectivamente; en
presencia del insecticida el DM se vio afectado levemente, recuperandose por completo a los 6,
10 y 16 dias, respectivamente (Figuras 5.2 y 5.3). Las cepas TV y K8S cubrieron la caja en su
totalidad a los 16 y 18 dias en los testigos, respectivamente. Ante 1000, 2000 y 3000 mg de EN
L, la cepa TV se recuper6 totalmente a los 12 dias. Por su parte, la cepa K8S no presenté una
recuperacion total, aunque no mostré diferencias significativas entre las tres dosis del
contaminante y los testigos (Figuras 5.2 y 5.3).

Las cepas K2P, K12P K1S, K3TP y K11TP (Figuras 5.2 y 5.3), mostraron el crecimiento mas
lento y no hubo diferencias significativas entre los testigos TA y Ac. En contraste, la presencia de
EN afectd significativamente (P<0.0001) el desarrollo micelial en comparacion con los testigos,

con excepcion de la cepa K3TP (Figura 5.2).
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Figura 5.1 Efecto del endosulfan en el crecimiento micelial de las cepas después de 18 dias de
exposicion. A) crecimiento flngico por efecto de tres concentraciones de endosulfan (mg L™) y
B) porcentaje de inhibicion del crecimiento fangico con respecto al testigo absoluto. Simbologia:
TA= Testigo Absoluto, Ac= Testigo con acetona. Medias + error estandar, n=3.
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Figura 5.2 Dindmica de crecimiento de cepas de hongos aisladas de paja molida de trigo (P),
suelo agricola (S) y trozos de paja de trigo (TP), expuestas a medio minimo sélido contaminado
con dosis crecientes endosulfan (mg L™). Simbologia: K2P= Fusarium succisae, K12P= F.
moniliforme, K1S= F. oxysporum, K8S= Penicillium janthinellum, K14S= Mucor circinelloides,
K3TP= F. moniliforme, TA= Testigo Absoluto, Ac= Testigo Acetona. Medias + error estandar,

n=3.
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Figura 5.3 Dindmica de crecimiento de una cepa fungica aislada de trozos de paja de trigo (TP),
Alternaria alternata (K11TP) y tres cepas de referencia Phanerochaete chrysosporium (PC),
Trametes versicolor (TV) y Trichoderma koningii (TRI), expuestas a medio minimo solido
contaminado con dosis crecientes endosulfan (mg L™) durante 18 dias. Simbologfa: TA= Testigo
Absoluto, Ac= Testigo Acetona. Medias * error estandar, n=3.
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El EN tuvo un efecto adverso en el desarrollo de las cepas K2P, K12P K1S, K3TP y K11TP
(Figuras 5.2 y 5.3); sin embargo, hubo buena recuperaciéon a los 18 dias y no se obtuvieron
diferencias significativas entre las diferentes dosis del insecticida (Figura 5.2 y 5.3). La mayoria
de las cepas mostraron una ligera inhibicion en el DM con el solvente (Ac), pero con
recuperacion entre los 3 y 10 dias (Figuras 5.2 y 5.3).

Con respecto a los porcentajes de inhibicion de desarrollo (PID) por efecto del EN, todas las
cepas fungicas mostraron inhibicién durante los primeros tres dias. Las cepas PC, K11TP y K8S
fueron las menos inhibidas por el insecticida en comparacion con sus respectivos testigos. En
contraste, las cepas con mayor inhibicion fueron TV, K14S y K1S (Figura 5.4A).

Para el dia ocho, los valores de PID para las cepas PC y TRI fueron de cero por ciento en
todos los tratamientos de EN, con excepcién de TRI ante 2000 mg L™ (Figura 5.4B) cuyo PID
fue 6.8%. En contraste, las cepas K12P, K1S, K8S, K3TP y K11TP tuvieron porcentajes de
inhibicién entre 15 y 55%, mientras que la cepa K2P tuvo los PID mas altos, cuyos valores
alcanzaron hasta 60% (Fig. 5.4B).

A los 18 dias, las cepas TRI y K14S mostraron recuperacion total al presentar cero por ciento
de inhibicion en todos los tratamientos mientras que las cepas K1S y K3TP presentaron
inhibicién mayor al 45% (Figura 5.4C). Los valores de PID negativos que mostrd TV y
particularmente la cepa K11TP, indicaron mejor DM en los tratamientos con EN con respecto al
TA, a excepcién de K11TP ante 1000 mg L™ (Figura 5.4C). Las cepas K12P, K8S, K3TP y

K11TP presentaron mayor DM en el testigo acetona en comparacion con el TA (Figura 5.4C).
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Figura 5.4 Porcentajes de inhibicion del desarrollo (PID) de diez hongos filamentosos expuestos a
dosis crecientes de endosulfan (mg L™). A) tres dias de exposicion; B) ocho dias de exposicion, y C)
18 dias de exposicion. Los valores de PID negativos indican mayor desarrollo micelial en el
tratamiento con respecto al testigo absoluto (TA). Simbologia: K2P= Fusarium succisae, K12P= F.
moniliforme, K1S= F. oxysporum, K8S= Penicillium janthinellum, K14S= Mucor circinelloides,
K3TP= F. moniliforme, K11TP= Alternaria alternata, PC= Phanerochaete chrysosporium (PC), TV=
Trametes versicolor, TRI= Trichoderma koningii, Ac= Testigo Acetona. Medias + error estandar,
n=3.
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El EN disminuyo el DM en todas las cepas durante los primeros tres dias con recuperacion
gradual. Este efecto inhibitorio ha sido reportado por Mukherjee y Mittal (2005) al encontrar que
Aspergillus terreus y Cladosporium oxysporum expuestos a EN incrementaron la disipacion del
insecticida a partir del tercer dia. Hussain et al. (2007b) encontraron poca degradacion de EN
durante los primeros tres dias y observaron un notorio incremento en la degradacion al sexto dia
de incubacion con A. terreus, A. terricola y Chaetosartorius stromatoides. Bhalerao y Puranik
(2007) indican que A. niger mostro inhibicion de su biomasa seca ante EN, y después de la etapa
de adaptacion el hongo crecié rapidamente, superando la biomasa obtenida en el testigo desde el
segundo dia de la contaminacion.

Roca et al. (2009) observaron gue el hongo Agrocybe aegerita mostr6 mayor DM con 500 mg
L™ de pendimetalina en comparacién con dosis mas bajas (0 y 100 mg L™) después del cuarto
dia. En este trabajo, las cepas K14S, TRI, K8S, K11TP y K3TP presentaron mejor DM ante la
dosis més alta de EN (3000 mg L™) en comparacién con 1000 y 2000 mg L™ entre los primeros 3

y 4 dias (Figuras 5.3 y 5.4).

5.3.2 Tolerancia al insecticida clorpirifés (CRP)

De manera general, las dosis de CRP (100, 250, 500, 1000 y 2000 mg L™) tuvieron un efecto
adverso significativo (P<0.0001) sobre todas las cepas con respecto al TA (Figura 5.5A). A partir
del dia 8 y hasta el dia 18 no se encontraron diferencias significativas entre las dosis 100, 250,
500 y 1000 mg L, ni con respecto a los testigos TA y Ac (Figura 5.5A).

En la Figura 5.5B, se observa el comportamiento general de la inhibicion de desarrollo de las
cepas por efecto del CRP. La mayor inhibicion ocurrio entre los dos y tres dias, y a partir del
cuarto dia disminuyé paulatinamente hasta alcanzar menos del 2% de inhibicién en el dia 8, con

excepcion de CRP 2000 mg L™ (16.3%).
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En congruencia con el desarrollo micelial (Figura 5.5A), a partir del dia 10 las dosis de CRP
de 100, 250, 500 y 1000 mg L™ presentaron valores de PID negativos mientras que Ac presentd
valores de PID negativos en el dia 12, lo que denotdé un mayor crecimiento con respecto al TA
(Figura 5.5B).

El DM de las cepas PC, TRI y K14S se inhibio inicialmente por la presencia de CRP; con
recuperacion total a los 7, 10 y 12 dias, respectivamente; en ausencia del plaguicida estas cepas
alcanzaron el desarrollo maximo a los 4, 5 y 6 dias, respectivamente (Figura 5.6 y 5.7).

La cepa TV mostr6 menor DM ante las cinco dosis de CRP en comparacion con los testigos,
pero tuvo una recuperacion total a los 12 dias (Figura 5.7). Las cepas K11TP y K8S cubrieron la
superficie de agar a los 10 y 14 dias, respectivamente, en ausencia del insecticida; en contraste,
ambas cepas mostraron disminucion del DM en presencia de CRP, no obstante, se recuperaron
totalmente a los 14 y 16 dias, respectivamente (Figuras 5.6 y 5.7). Por su parte, las cepas K2P,
K12P, K1S y K3TP (Figura 5.6) superaron el DM en comparacion a sus testigos entre los dias 3
y 8 cuando se expusieron las diferentes dosis de CRP, con excepcion de K2P y K12P ante 2000
mg L™

Con respecto al porcentaje de inhibicidn, el CRP inhibié el desarrollo en todas las cepas en los
primeros tres dias, con excepcion de la cepa K12P cuyos valores de PID fueron negativos con
Ac, 250, 500 y 1000 mg L™, la mayoria de las cepas mostraron ligera inhibicién en el DM ante
Ac (Figura 5.8A). Las cepas PC, TRI, K14S y TV tuvieron los PID mas altos con respecto a sus

testigos, y las cepas menos inhibidas fueron K1S, K3TP y K2P (Figura 5.8A).
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Figura 5.6 Dindmica de crecimiento de cepas de hongos aisladas de paja molida de trigo (P),
suelo agricola (S) y trozos de paja de trigo (TP), expuestas a medio minimo sélido contaminado
con dosis crecientes de clorpirifés (mg L™). Simbologia: K2P= Fusarium succisae, K12P= F.
moniliforme, K1S= F. oxysporum, K8S= Penicillium janthinellum, K14S= Mucor circinelloides,
K3TP= F. moniliforme, TA= Testigo Absoluto, Ac= Testigo Acetona. Medias + error estandar,
n=3.

106



—H—TA - @ -Ac —©— 100 ---A-- 250 —%— 500 —e— 1000 —+— 2000mg L!

100

80

60

40

20

100

80

60

Crecimiento micelial (mm)

40

20

KI11TP

100

80 -

60 -

40 -

20

PC

1 1 1 1 T 1 1 1 T 1 T 1

1 1 1 1 1 U 1 1 U 1 U I

1 2 3 4 5 6 7 8 1012 14 16 18

1 2 3 4 5 6 7 8 10 12 14 16 18

100

60

40 -

20 1

TRI

I I I i I I i I i 1 1 1

1 2 3 4 5 6 7 81012141618

Tiempo de incubacion (dias)

Figura 5.7 Dindmica de crecimiento de una cepa fungica aislada de trozos de paja de trigo (TP),
Alternaria alternata (K11TP) y tres cepas de referencia Phanerochaete chrysosporium (PC),
Trametes versicolor (TV) y Trichoderma koningii (TRI), expuestas a medio minimo sélido
contaminado con dosis crecientes de clorpirifés (mg L™) durante 18 dias. Simbologia: TA=
Testigo Absoluto, Ac= Testigo Acetona. Medias + error estandar, n=3.
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Figura 5.8 Porcentajes de inhibicién del desarrollo (PID) de hongos aislados de paja molida de trigo,
trozos de paja de trigo, suelo agricola y cepas de referencia, expuestas a dosis crecientes de
clorpirifés. A) tres dias de exposicion B) ocho dias de exposicion y C) 18 dias de exposicién. Los
valores de PID negativos indican mayor desarrollo micelial en el tratamiento con respecto al testigo
absoluto (TA). Simbologia: K2P= Fusarium succisae, K12P= F. moniliforme, K1S= F. oxysporum,
K8S= Penicillium janthinellum, K14S= Mucor circinelloides, K3TP= F. moniliforme, K11TP=
Alternaria alternata, PC= Phanerochaete chrysosporium (PC), TV= Trametes versicolor, TRI=
Trichoderma koningii, Ac= Testigo Acetona. Medias + error estandar, n=3.
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En el octavo dia, la cepa TRI presento cero por ciento de inhibicién en todos los tratamientos,
mientras que PC y K14S mostraron 3.2 y 26% de inhibicién ante 2000 mg CRP L?,
respectivamente (Figura 5.8B). Las cepas TV, K11TP, K8S y K2P continuaron inhibidas hasta
en 40% con respecto a sus testigos; en contraste, las cepas K12P, K1S y K3TP mostraron valores
de PID negativos, indicando mayor DM en los tratamientos con CRP con respecto al TA (Figura
5.8B).

Para el dia 18, todas las cepas presentaron cero por ciento de inhibicion por efecto del CRP,
excepto la cepa K2P ante 2000 mg L™ (Figura 5.8C) y las cepas K12P, K1S y K3TP continuaron
mostrando mayor desarrollo en los tratamientos con respecto al testigo (Figura 5.8C).

El insecticida CRP mostré un efecto adverso sobre el DM de todas las cepas a los tres dias,
pero con una recuperacion total a los 18 dias. La inhibicion inicial de clorpirifés sobre el
desarrollo fangico, coincide con lo reportado por Fang et al. (2008) quienes encontraron que CRP
(100 mg L™) redujo la biomasa de Verticillium sp. durante los primeros cinco dfas y
posteriormente incrementd rapidamente. Un comportamiento similar fue descrito por Liu et al.
(2002) con Trichoderma ante CRP (50 mg L™), presentando en un inicio baja tasa de degradacion
(19.7%) con un incremento considerable (88.5%) a los 7 dias.

En comparacién con EN, el CRP causdé mayor inhibicidn sobre las cepas fungicas a los tres
dias (Figura 5.8). La mayoria de las cepas mostraron reduccién en sus PID desde los 10 dias,
recuperandose totalmente a los 18 dias; mientras que ante EN, un nimero mayor de cepas
continuaron inhibidas hasta los 18 dias (Figura 5.4). Este retraso en la recuperacion del DM pudo
deberse a que el EN (organoclorado) es quimicamente mas estable, acumulable y persistente
(Ware 1994), ademés de tener una presién de vapor baja (1.7x107 mm Hg a 20° C) (Green y
Pohanish 2005), lo que lo hace una molécula de poca volatilidad. En contraste, la presion de

vapor de CRP es media (1.87 x 10° mm Hg a 25° C) y sus propiedades como organofosforado lo
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hacen menos persistente y menos toxico (Ware 1994, Green y Pohanish 2005). La residualidad y
la complejidad de la estructura del EN pudo provocar que los hongos se recuperaran en mayor
tiempo o en su defecto estuviera menos disponible como fuente de carbono para las cepas en
comparacion con el CRP (Fewson 1988). De igual forma, Matsubara et al. (2006) encontraron
que nueve especies de hongos crecieron mejor ante fenantreno (3 anillos) que ante el pireno (6
anillos).

Algunas cepas expuestas a CRP (K12P, K1S y K3TP) o0 a EN (K11TP) superaron el DM de
sus respectivos testigos después de un periodo de inhibicion (3-16 dias). Dutta et al. (2010)
encontraron un estimulo en la respiracién basal y en la biomasa microbiana al aplicar CRP en
comparacion con el testigo. Das y Mukherjee (2000) y Eisenhauer et al. (2009) obtuvieron un
incremento en la poblacion de microorganismos en el suelo después de la aplicacion de
plaguicidas OC y OP. En cuanto a los hongos, Field et al. (1992) observaron que Bjerkandera sp
mostré mayor respiracion en presencia de benzo[a]pireno, antraceno y antraquinona. Por su
parte, Bhalerao y Puranik (2007) encontraron mayor biomasa fungica de A. niger en presencia de
EN, debido probablemente a su disponibilidad como fuente de carbono y sulfuro en el medio.
Siddique et al. (2003) reportan que Fusarium ventricosum fue capaz de utilizar EN como Unica
fuente de carbono. Es probable que en la presente investigacion las cepas fungicas que superaron
el DM con respecto a sus testigos, ademas de tolerar, pudieron haber utilizado los insecticidas
(EN y CRP) como fuente de energia para su desarrollo, una vez superado el periodo de

inhibicidn. Sin embargo, se requiere de mayor estudio al respecto.

5.3.3 Tolerancia al fungicida clorotalonil (CTL)
En general, las dosis de CTL (25, 50, 100 y 200 mg L™) mostraron un efecto adverso

significativo (P<0.0001) sobre el DM de las cepas (Figura 5.9A). Al dia 8 las cepas expuestas a
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las diferentes dosis del fungicida no rebasaron los 30 mm de diametro mientras que los testigos
superaban los 64 mm (Figura 5.9A). Al final del bioensayo (18 dias), el CTL en todas sus
concentraciones continu6 afectando el DM de las cepas, alcanzando menos de 60 mm de
diametro de las colonias, mientras que los testigos estaban proximos a obtener el crecimiento
méaximo (83 mm) (Figura 5.9A). El solvente acetona tuvo un efecto adverso significativo
(P<0.0001) sobre el DM con respecto al TA hasta el dia 8; a partir de esta fecha, no mostré
diferencias significativas con el TA aungue en el dia doce el disolvente superé en DM del TA
(Figura 5.9A).

Los maés altos porcentajes de inhibicion del desarrollo (PID) se registraron entre los 3 y 5 dias
(75% de inhibicion en promedio), y fueron disminuyendo muy lentamente hasta el dia 8 (65%). A
los 18 dias, las cepas aun presentaban valores de PID mayores al 37%, con excepcion de la dosis
CTL de 25 mg L™ cuyo valor fue de 25.8% (Figura 5.9B). Las concentraciones de 50, 100 y 200
mg L™ no fueron significativamente diferentes entre si pero si hubo diferencias significativas con
Acy la dosis 25 mg L™ (Figura 5.9B).

Las dindmicas de crecimiento de las cepas K8S y PC se vieron afectadas por el fungicida; con
recuperacion a partir del dia 10 (Figuras 5.10 y 5.11). En el dia 18 en la concentracién de 25 mg
L, la cepa PC alcanzé 83 mm de diametro, mientras que la colonia de K8S alcanzé 79 mm, y en
ambos casos no hubo diferencias significativas entre esta dosis y los testigos (Figuras 5.10 y
5.11).

El CTL afectd el DM de las cepas K14S, K11TP y TV pero se recuperaron a los 18 dias, los
diametros de las colonias fluctuaron entre 53 y 83 mm; ademas, el DM con las diferentes dosis de

CTL no fue significativamente diferente con respecto a TA y Ac (Figuras 5.10 y 5.11).
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Figura 5.9 Efecto del fungicida clorotalonil en el crecimiento micelial de las cepas después de 18
dias de exposicion. A) crecimiento fungico por efecto de cuatro concentraciones de clorotalonil
(mg L) y B) porcentaje de inhibicién del crecimiento flngico con respecto al testigo absoluto.
Simbologia: TA= Testigo Absoluto, Ac= Testigo con acetona. Medias + error estandar, n=3.

112



—5—TA -@-Ac —%—25 ---A--50 —6— 100 —o— 200mg L

100 100
80 - 80 - a9
60 - 60 -
40 - 40 -
20 A 20 -
K12P
0 T T T T T T T T T I T I 0 T T T T T T T T T T T T
- 1 2 3 4 5 6 7 8 10 12 14 16 18 1 2 3 4 5 6 7 8 10 12 14 16 18
E 100 100
A
= 80 - 80 -
P
© 60 - 60 -
E
s 40 - 40 -
b
=
- 20
- 20 A T
g
%
@ 0 0 T T T T T T T T T T T T
-
@] 1 2 3 4 § 6 7 8 10 12 14 16 18
100 100
80 - 80 -
60 60 -
40 40 1
20 A 20 A
K148
0 T T T T T’ T T’ T T T T T 0 T T’ T T’ T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 810121416 18 1 2 3 4 5 6 7 8 10 12 14 16 18

Tiempo de incubacion (dias)

Figura 5.10 Dinamica de crecimiento de cepas de hongos aisladas de paja molida de trigo (P),
suelo agricola (S) y trozos de paja de trigo (TP), expuestas a medio minimo sélido contaminado
con dosis crecientes de clorotalonil (mg L™). Simbologfa: K2P= Fusarium succisae, K12P= F.
moniliforme, K1S= F. oxysporum, K8S= Penicillium janthinellum, K14S= Mucor circinelloides,
K3TP= F. moniliforme, TA= Testigo Absoluto, Ac= Testigo Acetona. Medias + error estandar,
n=3.
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Figura 5.11 Dindmica de crecimiento de una cepa flngica aislada de trozos de paja de trigo (TP),
Alternaria alternata (K11TP) y tres cepas de referencia Phanerochaete chrysosporium (PC),
Trametes versicolor (TV) y Trichoderma koningii (TRI), expuestas a medio minimo so6lido
contaminado con dosis crecientes de clorotalonil (mg L™) durante 18 dias. Simbologia: TA=
Testigo Absoluto, Ac= Testigo Acetona. Medias + error estandar, n=3.
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Las colonias de las cepas K2P, K12P, K1S y K3TP solo alcanzaron 40 mm de diametro a los
18 dias y el DM de estas cepas fue significativamente diferente (Tukey 0=0.05) con respecto al
TA y Ac (>70 mm) (Figura 5.10). La cepa mas afectada por el CTL fue TRI, cuyo DM fue
menor a 8 mm en el quinto dia y de apenas 32 mm a los 18 dias, mientras que los testigos TA 'y
Ac alcanzaron los 83 mm a los 4 y 5 dias, respectivamente (Figura 5.11).

Con respecto a los PID, las cepas mas afectadas por CTL a los tres dias fueron TRl y PC
(>90%), seguidas por la cepa K14S (81%) mientras que para el resto de las cepas (K2P, K12P,
K1S, K8S, K3TP, K11TP y TV) los valores de PID fueron de hasta 75.7% (Figura 5.12A). En el
octavo dia la cepa TRI presentd PID mayores a 85%, la cepa TV fue la cepa menos inhibida
presentando 58% en la dosis mas alta de CTL, mientras que la cepa K14S mostré 39% de
inhibicion ante 25 mg L™ (Figuras 5.12B).

Al dia 18, la cepa TRI continu6 siendo la cepa mas afectada (PID >60%), mientras que las
cepas K2P, K12P, K1S y K3TP tuvieron valores de PID mayores a 42% (Figura 5.12C). Las
cepas K8S, K14S, K11TP, PC y TV se recuperaron totalmente al mostrar cero por ciento de
inhibicion ante 25 mg L™, ademéas las cepas K14S, K11TP y TV no presentaron diferencias
significativas entre las dosis 50, 100 y 200 mg L™ con respecto al testigo Ac, indicando
tolerancia al CTL. Las cepas se vieron afectadas con Ac al inicio, aunque en porcentajes bajos
(Figura 5.12C) y con recuperacion de la mayoria de las cepas desde los 8 dias (Figura 5.12B) y
recuperacion total de todas las cepas a los 18 dias (Figura 5.12C).

El CTL produjo mayor toxicidad para los hongos al producir altos PID (>60%) hasta los 18
dias. Similarmente Singh et al. (2002) observaron que este fungicida (10 mg kg™) tuvo un fuerte
efecto inhibitorio sobre microorganismos del suelo durante 90 dias, en comparacion con CRP (10

mg kg™) cuyos efectos inhibitorios no fueron mayores a 30 dias.
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La prolongada inhibicion del desarrollo en la mayoria de las cepas ante CTL se puede explicar
por su accion fungicida, el cual afecta principalmente las enzimas implicadas en la respiracion y
en la biosintesis de proteinas (Tillman et al. 1973). Por lo anterior, es probable que las cepas
fangicas expuestas a CTL no hayan podido recuperarse durante el bioensayo (18 dias) como lo
hicieron ante EN y CRP. Sin embargo, varias cepas se recuperaron totalmente ante la
concentracién més baja de CTL (25 mg L™Y).

Una respuesta similar es reportada por Guillén et al. (2009) quienes encontraron que los
preservadores de madera a base de cromo-cobre-arseniato (CCA-C) y boro-silicén (BS)
inhibieron el desarrollo de cepas fungicas entre 80 y 100%, aunque las cepas Gloeophyllum sp
(8), T. versicolor (88) y Ganoderma australe (87, 100 y A464) fueron tolerantes a la dosis mas
baja de CCA-C y BS. Adam-Ali y Wainwrigth (1994) encontraron que P. chrysosporium fue
afectado por benomil en su dosis mas alta (225 pg g™ de suelo). En el presente estudio, las cepas
K8S, K14S, K11TP, PC y TV fueron tolerantes a la dosis mas baja de CTL (25 mg L™).

El disolvente acetona (Ac) provoco inhibicion en el DM en todas las cepas entre los tres y 10
dias (Figuras 5.1, 5.5 y 5.9) con recuperacion al final de los bioensayos (18 dias) y en muchos
casos, el desarrollo micelial del testigo Ac super6 el desarrollo de sus correspondientes TA. El
efecto toxico que tuvo el disolvente en el presente trabajo coincide con lo reportado por
Vazquez-Nufez et al. (2009) y Dutta et al. (2010) quienes encontraron que la adicidn de acetona
en un suelo redujo la actividad microbiana (medida en biomasa y emision de CO;) durante los
primeros siete dias, en comparacion con el testigo sin acetona, y que transcurrido el periodo de
inhibicidn, los microorganismos se recuperaron a través del tiempo.

El efecto toxico de los solventes organicos como la acetona sobre los microorganismos en
suelo y agua es conocido (Stratton 1989, Satsuma et al. 2001), pero este efecto es temporal y

siempre hay una recuperacion (Jenkinson y Powlson 1976). Algunos microorganismos pueden
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usar los solventes como fuente de carbono (Siller et al. 1996), e incluso, la acetona puede facilitar
la biodisponibilidad de nutrientes en el medio (Yeomans y Bremner 1989). La respuesta de los
hongos ante acetona fue medida por Field et al. (1992), encontrando que altas concentraciones de
este solvente (100 y 200 mL L™) inhibieron completamente el desarrollo de hongos como P.
chrysosporium, Trametes sp. y Bjerkandera sp.; sin embargo, a concentraciones de 10 mL L™ no
hubo inhibicién, e incluso la cepa Bjerkandera sp. mostr6 mayor produccion de CO, con respecto
al control, aungue esta cepa no utilizé la acetona como fuente de carbono. Es posible que en el
presente trabajo, los hongos fueron inicialmente susceptibles al efecto tdxico de la acetona, pero
después del periodo de adaptacion (3 a 10 dias) lograran tolerarla y usarla como fuente de
carbono, superando el desarrollo del TA; sin embargo, es necesario realizar estudios especificos
del efecto y estimulo del solvente sobre los hongos.

Los hongos de referencia P. chrysosporium y Trametes versicolor mostraron tolerancia a las
diferentes concentraciones de EN, CRP, y ante 25 mg CTL L™; ademas, la cepa de referencia
Trichoderma koningii también mostrd tolerancia a los insecticidas. La capacidad de estas
especies flngicas como degradadoras de endosulfan, pentaclorofenol, isoproturén e
hidrocarburos poliarométicos (HPA) ha sido demostrada (Dhawale et al. 1992, Ruttimann-
Johnson y Lamar 1997, Kim et al. 2001, Wirén-Lehr et al. 2001).

La cepa K12P (Fusarium moniliforme) presentd buena tolerancia a EN y excelente
recuperacion ante CRP, sin embargo, se vio inhibida por CTL. Las respuestas del género
Fusarium ante plaguicidas como EN, CRP y CTL ha sido poco estudiada, aunque se tienen
reportes sobre su tolerancia, degradacion y acumulacién de compuestos toxicos como
trifluralina, atrazina, glifosato, lindano, e HPA (Jeffery y Burguess 1990, Yu et al. 1988, Verdin

et al. 2005, Sagar y Sing 2011).
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Las cepas Mucor circinelloides (K14S) y Penicillium janthinellum (K8S) mostraron excelente
tolerancia ante EN, CRP, y buena recuperacion ante CTL. Estos generos flngicos tienen
capacidad para tolerar y degradar plaguicidas como la atrazina, o bien creosota e HPA (Kaufman
y Blake 1970, Atagana 2004, Silva-Jiménez y Zazueta-Sandoval 2005, Dan et al. 2006, Kim y
Lee 2007, Kataoka et al. 2010); no obstante, existe poca informacion sobre su tolerancia y
degradacion de EN, CRP y CTL. Con respecto al género Alternaria (K11TP), la informacion
practicamente es nula, por lo que la presente investigacion contribuye en la generacion de
informacién basica de este género fungico, en lo que respecta a su tolerancia a estos tres

plaguicidas.

5.5 CONCLUSIONES

Las cepas fangicas evaluadas mostraron diferentes grados de tolerancia ante endosulfan (EN),
clorpirifés (CRP) y a la dosis mas baja de clorotalonil (CTL). Estos plaguicidas causaron mayor
inhibicién del desarrollo micelial durante los primeros tres dias, pero las cepas mostraron una
recuperacion gradual. El fungicida CTL provocé la mayor inhibicién en las cepas; en contraste,
las cepas expuestas a CRP se recuperaron totalmente a los 18 dias. EI EN inhibi6 el crecimiento
de algunas cepas hasta el dia 18, aunque en porcentajes mas bajos que los encontrados con CTL.
Las cepas de referencia Phanerochaete chysosporium, Trametes versicolor y Trichoderma
koningii, asi como las cepas K14S (Mucor circinelloides), K8S (Penicillium janthinellum),
K11TP (Alternaria alternata) y K12P (Fusarium moniliforme), mostraron tolerancia a EN (1000,
2000 y 3000 mg L), CRP (100, 250, 500, 1000 y 2000 mg L) y CTL (25 mg L™). Estas siete

cepas, tienen potencial para ser evaluadas en su capacidad para biodegradar plaguicidas.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES GENERALES

Se obtuvieron 13 cepas de hongos filamentosos no ligninoliticos, de la paja de trigo molida se
aislaron siete cepas, cuatro de suelo agricola y dos de trozos de paja de trigo. Las cepas K1P y
K9P fueron afines a Fusarium proliferatum mientras que las cepas K2P y K13P se identificaron
como F. succisae. Para las cepas K8P, K12P, K14P y K3TP las secuencias indicaron afinidad con
F. moniliforme mientras que las cepas K1S y K11S se identificaron como F. oxysporum y F.
equiseti, respectivamente. La cepa K8S se identifico como Penicillium janthinellum, K14S como
Mucor circinelloides, y la cepa K11TP correspondié a Alternaria alternata. Las cepas aisladas y
las tres cepas de referencia (PC, TRI y TV) mostraron diferentes grados de tolerancia a

endosulfan, clorpirifos y clorotalonil.

Los insecticidas EN y CRP tuvieron un efecto adverso sobre el desarrollo micelial de las cepas
en estudio los primeros tres dias, después de este periodo de adaptacion las cepas se recuperaron
gradualmente. Las cepas PC, TRI, TV y K14S destacaron por su recuperacion total mientras que
K8S y K12P mostraron muy buena recuperacion ante los plaguicidas. La cepa K11TP se
caracteriz6 por presentar mejor desarrollo micelial ante las dosis bajas y medias de los
insecticidas. El fungicida CTL, caus6 los mayores porcentajes de inhibicion en todas las cepas
durante los bioensayos; sin embargo, varias cepas (K8S, K14S, K11TP, PC y TV) se recuperaron

en su totalidad en las dosis baja y media de este fungicida.

El solvente acetona inhibio ligeramente el desarrollo micelial de la mayoria de las cepas en los
primeros 3 a 5 dias, pero todas lograron superar el periodo de adaptacion al solvente e incluso
presentaron mejor desarrollo micelial que el TA. Este comportamiento ocurrio también con varias
cepas ante EN y CRP, cepas como PC, TRI, K14S, K11TP y K12P presentaron mejor desarrollo
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micelial ante 3000 mg L™ de EN que a dosis menores y el TA, y con CRP este comportamiento
fue mas notorio con K12P, K1S y K3TP. Este estimulo en el aumento del desarrollo micelial

sugiere que las cepas pudieron emplear los plaguicidas como fuente de carbono.

De los trece aislamientos obtenidos en esta investigacion las cepas K14S y K8S destacaron por
su buena recuperacion y desarrollo ante los tres plaguicidas estudiados (EN, CRP y CTL),
mostrando comportamientos similares a las cepas de referencia PC, TRI y TV, por lo que son

excelentes cepas fungicas para ser empleados en procesos de biorremediacion de plaguicidas.
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MEDIOS Y METODO DE DESINFESTACION DE SEMILLAS DE TRIGO

ANEXO |

Medio Papa-dextrosa-agar (PDA) y Rosa de Benagala (RB)

39¢

3.3mL

PDA

Rosa de Bengala

Medio Agar-agua

Gramos por litro (g L™):

12-15 g

Agar-agar

Medio minimo sélido

Gramos por litro (g L™):

0.5
0.5
0.2
0.2
0.1
20

Sulfato de amonio

Fosfato de potasio (dihidrogenado)
Cloruro de potasio

Sulfato de magnesio (hepatahidratado)
Cloruro de calcio

Agar-agar

(NH4)2504
KH2PO4

KCl

MgSO4 7H20
CcaCl2
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Desinfestacion de semillas de trigo:

Todo el procedimiento se realiza en condiciones de asepsia

Colocar las semillas en un frasco esterilizado, agregar agua destilada esterilizada hasta

cubrir las semillas
Agregar dos gotas de detergente liquido y agitar por tres minutos

Decantar el agua jabonosa y enjuagar con agua destilada esterilizada hasta eliminar el

detergente

Agregar una solucion 4% de hipoclorito de sodio (NaClO) hasta cubrir las semillas y agitar

por 10 minutos

Decantar el agua clorada y realizar lavados con agua destilada esterilizada hasta retirar el

cloro

Agregar suficiente agua destilada esterilizada y dejar en imbibicion por 14 horas
Retirar el agua y dejar secar sobre papel filtro esterilizado

Sembrar cinco semillas por frasco con papel filtro y 3 mL de agua destilada esterilizada

Regar con 3 mL de agua cuando se requiera (no exceder la cantidad de agua para evitar

pudricion de la semilla)
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ANEXO 11
SECUENCIAS CEPAS Y DESCRIPCION MORFOLOGICA.

Secuencias obtenidas para las cepas de hongos filamentosos aislados de paja de trigo, suelo y
trozos de paja.

K1P (Fusarium proliferatum)

TAGGAGCCGATTACCCACTTCCATACCCCTGGTGAACATACCATTTGTTGCCTCGGCGGATCA
GCCCGCTCCCGGTAAACGGGACGGCCCGCCAGTGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAA
CTTCTGTGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
AAAAGAAACGCAGCCATATTTTTTTTTTTTCTCTCCAGACCGCTTTTTCTTTGTTCTTCCTTCTT
TAATTTTTCCTTAAAACCTTCCTTTTTCTTCTTTTTTTTTTTTACCTTTTTTTTTCTTTTTTGCCTT
TTCTCAATTTCTTTTTATTTTTTTTCCTTTTTTATTTGTTTTTTATTTTITATTTTTTGGTGGTTTTT
TTTTTTGTGAGTCTCCCCCCTACTTACACATTTTTTTCCCCTCCCACTCCTATCTCCATATCTAT
CAAGAACCTATATTCTCCTATGCTTCCTTTTGTTGTTTTTTAATTATTTCTCTTATCTAGAACAT
CCTCTCCTACGTTGTACCTATTTGCAATATTAATCCATTAGCTCGGGCCTCCCCCTCTTCATTT
TCTTTTTGGTCTTTTAACAATGATTCTTCACAATTCTCTAATTATAAATTTTTCATCTACAAAG
ACCTATATCGCATCTCTCATCATTTTTACAATCTATCTTCTTTTATTTTTCTT

K2P (Fusarium succisae)

GGATCGCGGATTCCTACTGATCCGAGGTCACATTCAGAAGTTGGGGTTTAACGGCGTGGCCG
CGACGATTACCAGTAACGAGGGTTTTACTACTACGCTATGGAAGCTCGACGTGACCGCCAAT
CGATTTGGGGAACGCGATTTAACTCGCGAGTCCCAACACCAAGCTGGGCTTGAGGGTTGAAA
TGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCG
ATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCC
AGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATA
TAGAAACAGAGTTTAGGGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCC
GCCGAGGCAACAATTGGTATGTTCACAGGGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGGTAATGATCCCT
CCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACATTTTTTTTTTTTCAAAA

K8P (Fusarium moniliforme)

CNNNNTTTTCAAACTGCATCCGAGGTGAACTTGTCANAAGTTGGGGTTTAACGGCGTGGCCG

CGACGATGACCAGTAACGAGGGTTTTACTACTACGCTATGGAAGCTCGACGTGACCGCCAAT
CGATTTGGGGAACGCGATTTAACTCGCGAGTCCCAACACCAAGCTGGGCTTGAGGGTTGAAA
TGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCG
ATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCC
AGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATA
TAGAAACAGAGTTTAGGGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCC

GCCGAGGCAACAATTGGTATGTTCACAGGGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGGTAATGATCCCT

CCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGACTTTTACTTCCATGCTCCGCCTATTGAAATG

GCCTGTGTNCACTTTTAANATTCAGAACCCCCCCTTCGAGAATAGCCCATACCGAGTTTTTAA
CTATAGAGTTAGATCTCCAGACTCATGNTTTTGACCA
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K9P (Fusarium proliferatum)

GNCAGGGNNNTCATCTGCAGCGAGGTCACATGTCAGAAGTTGGGGGTTTAACGGCTTGGCCG
CGCCGCGTACCAGTTGCGAGGGTTTTACTACTACGCAATGGAAGCTGCAGCGAGACCGCCAC
TAGATTTCGGGGCCGGCTTGCCGCAAGGGCTCGCCGATCCCCAACACCAAACCCGGGGGCTT
GAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCG
TTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTC
TTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTC
AGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGA
GCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAATTGGTATGTTCACAGGGGTTTGGGAGTTGTAAACTCG
GTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGTTTTTTACTTTCACAGCCTC
CGCTTATTGATATGCCTTGTGACGACTTTTACCTTCCAAACCTCCGCTTATTGATATGCCTGTG
ACGAGTTTTAATTCTAAACCTCCACTCACTGAGATGTGCTGTTGCCACGTTTTAACATCTAAC
ATCCACCTTTCGGTTTATGCTGTTTNNNGTCTTAACACTAAAATTCACCGCNC

K12P (Fusarium moniliforme)

GGGGCACAGGAATNACACTCCAAACCCCTGTGAAATACCAATTGTTGCCTCGGCGGATCAGC
CCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAAC
TTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCAAN

K13P (Fusarium succisae)

TNANCNCTGCAAGCGAGGTGAACATGTCATAAGTTGGGGTTTAACGGCATGGCCGCGACGAT
GACCAGTAACGAGGGTTTTACTACTACGCTATGGAAGCTCGACGTGACCGCCAATCGATTTG
GGGAACGCGATTTAACTCGCGAGTCCCAACACCAAGCTGGGCTTGAGGGTTGAAATGACGCT
CGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTC
ACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACC
AAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAA
CAGAGTTTAGGGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAG
GCAACAATTGGTATGTTCACAGGGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCCGCTG
GTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGACTTTTTACTTCCATGCCCCGGCTTATGGAAAGGCCTG
GTGCCAACTTTAACTTCCAAGACCCCCGCTTTGGATATGCGTGTGTGCGAAGTTTTACTTATC
ACTCCCCGCTCTGGTTTGTGGTGTGCCAGTGTTACACTCTCTAAACACACCTCTTGTGTGGGT
ATGAGATGNACAGCGTAAAACCCCCTCCCTA

K14P (Fusarium moniliforme)

GGGTGACCGCAGTTACACTTCCAAACCCCTGTGAAATACCAATTGTTGCCTCGGCGGATCAG
CCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAA
CTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATAAAGAACGCAGCAANAN
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K1S (Fusarium oxysporum)

CAAANNNGNNGCNGAGGGAAGGGATCAGTCCCGAGTTGACAACTCCCAAACCCCTGTGAAA
CATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAG
GACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTG
AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGC
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTA
ATTCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCT
CGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATC
AGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAATCCTCCGCTTATTGA
TATGCCTTGTGACGACTTTTACTTCCATCTTCCACGTATTGATATGCGATGTGACGACATTCA
CATCTAAATACCAGACTCTGCTATGAGTTGTGCGACATTTATATCTATACCCCCCGTTTTTTGC
AGCGTTATGTCACGAATTATTGTCCTGATCACACGTCTATAGATGGGCGGAGGGCCTTCACCT
CTGGTGGGGCATCCACAGAGGGAATGGGCCCTTCCTAAATCCCCCGCACAGCACACCCTCTC
CCCCGGCAAGAAAATTCTTCTTCTTATTCCTAAATCTGTGCATACATGCGCACTTACGATGCA
ATACTCATCCTATCATTGNNACCTCGATCTGCAAACTTCCAAAAAGCCNGTCATGTAGCCTTA
TCACACTCAT

K8S (Penicillium janthinellum)

GGGAACTGGGTTCCCTACCTGATCCGAGGTCACCTGAGAAAGATTGAGGGGGGTCGCCGGCG
GGCGCCGGCCGGGCCTACGGAGCGGGTGACGAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGG
TGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGCCCCCCGGAGCCGGGGGGCGGGGCCCAACACACAAGCC
GTGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAA
TGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGC
TGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTGATTTAGCTA
ATCGCTCAGACTGCAATCTTCAGACAGCGTTCAGGGGGGTCTTCGGCGGGCGCGGGLLCCGGE
GGCGGGTGCCCCCCGGCGGCCATGACGGCGGGCCCGCCGAAGCAACTAGGTATGATAAACA
CGGGTGGGAGGTTGGACCCAGAGGGCCCTCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTA
CGGAAACCTTGTTACGATTTTTTACCTTCCAAAAACTTAAAC

K11S (Fusarium equiseti)

AGGGGGATGACTGGCATTCTACCTGATCCGAGGTCACATTCAGAAGTTGGGGTTTTACGGCG
TGGCCGCGACGATTACCAGTAACGAGGTGTATGATTACTACGCTATGGAAGCTCGACGTGAC
CGCCAATCGATTTGGGGAACGCGGGTTACCGCGAGTCCCAACACCAAGCTGAGCTTGAGGGT
TGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAA
GATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATC
GATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTTATTTGTTTGTTTTACTCAGAAG
TTCCACTAAAAACAGAGTTTAGGGGTCCTCGGGCGGGCCGTCCCTTTTTACGGGGCGCGGGC
TGATCCGCCGAGGCAACGTATAGGTATGTTCACAGGGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGGTAAT
GATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGATTTTTTACTTCCAAAACTGCTGTG
AAAG
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K14S (Mucor circinelloides)

GGGGTATCATCATAAATTTTGGCTTGTCATTATTATCTATTTACTGTGAACTGTATTATTACTT
GACGCTTGAGGGATGCTCCACTGCTATAAGGATAGGCGGTGGGGATGTTAACCGAGTCATAG
TCAAGCTTAGGCTTGGTATCCTATTATTATTTACCAAAAGAATTCAGAATTAATATTGTAACA
TAGACCTAAAAAATCTATAAAACAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGA
AGAACGCAGCAAAAACCCCCCCCTCCCCCCGCTTCTGGCCCCGCGTCTTAAACCCATCTCTGC
CCCACCCCAACCACAAAGAACCCTAACTCCCTCCTTTCCTGGTTTCCTCTTTTGTCTTTTGGCG
GTCTGCCCTTTTGGCGGCCTCCCCCCGACTTACACTTTATTTTCCCCTCCCGCTGCATCACCGA
GGCATCGAGAAGGTATGTTCACAGGGGTTTGGGAGTTGGAAACTCGGTAATGATCCCTCCGC
TGGATCATCAACGGATACCTTGTACAAATACAGCAAATTAAAACCAATATTTTGGGTCTGGC
ACCTTAATTTTTTTTTTAGTTTTTTTTCATTGTTCTTTCGCGTTTTTTTAGTTATTTATT

K3TP (Fusarium moniliforme)

GGNNNNNNCACCTGCATCGAGGTCACATTCAGAAGTTGGGGGTTTAACGGCTTGGCCGCGCC
GCGTACCAGTTGCGAGGGTTTTACTACTACGCAATGGAAGCTGCAGCGAGACCGCCACTAGA
TTTCGGGGCCGGCTTGCCGCAAGGGCTCGCCGATCCCCAACACCAAACCCGGGGGCTTGAGG
GTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAA
AGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCAT
CGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAG
TTACATATAGAAACAGAGTTTAGGGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGG
CTGATCCGCCGAGGCAACAATTGGTATGTTCACAGGGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGGTAAT
GATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACTTTTTTTTTATTTCACACANCCCCCGC
TTTTTGGTATGCCGTTGGTTTCCGAACTTTTAACTTCTCACACACCCCCGCTTTTTGGAATTGG
CGTGTTGCCAAATTTTTAATTCTCAAAACCCCCCCTTTTTGGNATTGGCTTGGTCCAATTTTAA
ATTAAAAAAACCCCCCTTTTGGAGAGGGGCGGGGGGGAAATTTTTTANTNCAAAACACCCCC
TTCTNGGGNAGGGCTGGTTCCCAATTTCCTG

K11TP (Alternaria alternata)

NNNNNNNNCANCCNCCGCTTATTGATATGCCGTGTGACGACTTTTAGTTCCATCCCCCGCTCA
TTGAGATGAGTTGTGCTTACATTTACTTTCATACCCCCCCCGCCGGATGCGATTAGTTTAAGG
TTAGTCTCCACCACAGCTAGAGACAAGACGCCCAACACCAAGCAAAGCTTGAGGGCCAAAT
GACGCTCGAACAGGCATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGA
TGATTCACTGAATTCTGCAATTCACACTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCA
GAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTAATTATTAATTTGTTACTGACGCTGATTGCAATT
ACAAAAGGTTTATGTTTGTCCTAGTGGTGGGCGAACCCACCAAGGAAACAAGAAGTACGCA
AAAGACAAGGGTGAATAATTCAGCAAGGCTGTAACCCCGAGAGGTTCCAGCCCGCCTTCATA
TTTGTGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAGACCTTGTTACGACTTTTAACTTCCAG
CATCCGCTGCTTGATGTGCCGCGTTGCGACTATTTTTTCCAACCATCCGCCGCTTAATGTGAG
TTGTGGCGACTATTTTTTTCCTATCAACCCCCCCCTTGATGTGAGGTGTTGCGATTTTTATTTA
TAAAAACCCGCGCCCTGATGGGAGATGTGGNTGCCAATATAATACAAAAACATCCCCCCCCT
TGATANATTGTTCGAAGGATATATCATCCCACCCCCAGCACCCTTCGAAGATATTGT
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Paja de trigo molida

Caracteristicas macro y microscopicas de hongos filamentosos de paja de trigo molida.

Macroscopicas

Microscépicas

Caracteristicas Superficiales

Caracteristicas de Micelio Profundo

Modif.

Cepa Aspecto Consis- Desa- Color Pigmen-  Desa- Color al Hifas _CUerpo Esporas
tencia  rrollo to rrollo Medio Fructifero
K1p AL H CON Blanco con anillos cC p7 Blanco con anillos No s CNE MICR
rosados rosados
K2Pp LAN H CON Anillos blanco- cC p7 Blanco con anillos No s CNE MICRy
purpura alternados purpura MAC
K8Pp AC H CON Blanco_con anillos cC p7 Blanco con anillos No s CNE MICR Yy
violeta rosados MAC
Blanco al centro Anillos violeta MICR Yy
K9P AL H CON rosa en bordes cc Pz Bordes blancos No S CNF MAC
Centro rosa fuerte Centro rosa fuerte MICR Yy
K1z2P LAN H CON bordes rosados cc Pz bordes rosados No S CNF MAC
Blanco con anillos MICR Yy
K13P LAN H CON violeta CC PZ Blanco No S CNF MAC
K14 P AC H CON Centro rosa bordes cC p7 Blanco con anillos No s CNE MICRy
blancos rosas MAC
AC= Algodonoso S= Seca ES= Escaso CC= Clrcgnscrlto Pz= Ili’or_zonas S= Septadas
compacto a la colonia concéntricas
AL= Algodonoso Laxo H= Humeda REG= Regular r[T)]Z;ig)lfuso enel HOM= Homogéneo NS= No septadas
CER= Cerebriforme CR= Cremosa AB-DI= Abundante Difuso SET= Sectorial CNF= Coniditforos

LIS= Liso

LAN= Lanoso
AT-LAN=
Aterciopelado Lanoso
ALG= Algodonoso

AB-RA= Abundante Radial
AB= Abundante

DI= Difuso

CON= Concéntrico

CO= Conidios

MICR= Microconidios
MAC= Macroconidios
CLAM= Clamidosporas
ESP= Esporas
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Suelo

Trozos

Paja

Caracteristicas macro y microscopicas de hongos filamentosos aislados de suelo agricola y trozos de paja de trigo.

Macroscopicas

Microscopicas

Caracteristicas Superficiales

Caracteristicas de Micelio Profundo

Consis-

Desa-

Desa-

Modif. al

Cuerpo

Cepa Aspecto tencia  rrollo Color Pigmento rrollo Color Medio Hifas Eructifero Esporas
K1S AL H  CON Blanco cc Hom Beo-anillos S cNE MICRy
rosados MAC
K8S Al- CON Blanco cc Hom  Blanco No S co
LAN cremoso
K11S AC REG Blanco-Beige CcC HOM  Beige- café No S CNF MAC
K 14S AL ng y Beige- gris ccC PZ Café- gris No NS co
Bco. anillos
K3TP ALG H CON Blanco CC PZ rosados No S CNF MICR
KIITP AT H  CON  Verde-gris cc PZ Y}g;g No Septadas ESP
AC= Algodonoso S= Seca ES= Escaso CC= Clrcgnscrlto PZ= If’or_zonas CNE= Conidi6foros
compacto a la colonia concéntricas
AL= Algodonoso Laxo  H= Humeda REG= Regular rl?}g;ioleuso enel HOM= Homogéneo CO= Conidios
CER= Cerebriforme CR= Cremosa '[A)\:?‘UEOI: Abundante SET= Sectorial MICR= Microconidios
L AN= Lanoso AB-RA= MAC= Macroconidios
B Abundante Radial CLAM= Clamidosporas
AT-LAN=

Aterciopelado Lanoso
ALG= Algodonoso

DI= Difuso

CON-= Concéntrico

S= Septadas
NS= No septadas

ESP= Esporas
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