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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la toxicidad in vitro de los herbicidas atrazina
y paraquat sobre el crecimiento vegetativo y la esporulacion de hongos saprobios del
suelo. Se realizaron bioensayos dosis-respuesta en trece especies con cuatro concentra-
ciones de atrazina (468, 937, 1875 y 3750 mg/L) y paraquat (93, 187,375y 750 mg/L).
Los hongos fueron inoculados con 2 pL de una suspension de 1.0 x 10° esporas/mL
en cajas de Petri con agar papa dextrosa (APD) adicionado con atrazina y paraquat.
Se cuantifico la tasa de crecimiento diaria (TCD), el porcentaje de inhibicion del cre-
cimiento micelial (% ICM), la esporulacion y la concentracion efectiva media (CEs).
Pacecilomyces carneus (0.26 cm?/dia) aument6 significativamente su TCD y mantuvo
su esporulacion (3.7 x 10° esporas/mL) a la concentracién de 468 mg/L de atrazina.
Los % ICM de Paecilomyces carneus, P. marquandii y P. lilacinus a 3750 mg/L de
atrazina fueron de 22.6 %, 44.4 % y 46.3 %; con una CEs, de 6820 mg/L, 4736 mg/L
y 3633 mg/L, respectivamente. El paraquat presentd mayor toxicidad que la atrazina;
P, carneus (0.27 cm?/ dia) mantuvo significativamente su TCD a las concentraciones de
93 y 187 mg/L de paraquat. Aspergillus tamarii obtuvo la CEsy mas alta (256.4 mg/L)
de paraquat. El género Paecilomyces spp. y A. tamarii resultaron tolerantes a la atrazina
y paraquat, respectivamente. Estas cepas son candidatas para establecer estudios sobre
la micorremediacion de ambos herbicidas en biotecnologia ambiental.
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ABSTRACT

The objective of this study was to assess the in vifro toxicity of the herbicides atrazine
and paraquat on vegetative growth and sporulation of saprobic soil fungi. In thirteen
strains of fungi isolated from soil, doses-response bioassays were performed with four
concentrations of herbicides: atrazine (468, 937, 1875 and 3750 mg/L) and paraquat (93,
187, 375 and 750 mg/L). The fungi were inoculated with 2 uL of a spore suspension
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(1 x 10° spores/mL) in Petri dishes with potato dextrose agar (PDA) supplemented
with herbicides. Daily growth rates (DGR), percent inhibition of mycelial growth
(% IMG), sporulation and the median effective concentration (ECso) were evaluated.
Paecilomyces carneus significantly showed the highest DGR (0.26 cm?/day) and
maintained its sporulation rate (3.7 x 10° spores/mL) at 468 and 937 mg/L of atrazine.
The % IMG of P. carneus, P. marquandii and P. lilacinus at 3750 mg/L of atrazine in
APD were: 22.6 %, 44.4 % and 46.3 %; with an ECs of 6820 mg/L, 4736 mg/L and
3633 mg/L, respectively. Paraquat was more fungitoxic than atrazine; P. carneus
significantly maintained its DGR (0.17 cm?/day) under 93 and 187 mg/L of paraquat.
The ECsg of paraquat showed the lowest values compared to atrazine; Aspergillus
tamarii obtained the highest ECs( (256.4 mg/L) in paraquat. The genus Paecilomyces
spp. and 4. tamarii were the most tolerant to atrazine and paraquat, respectively. These
strains are candidates to be included in studies regarding the biodegradation of both
herbicides in environmental biotechnology.

INTRODUCCION

Con el proposito de obtener altos rendimientos la
agricultura moderna demanda el uso de una amplia
variedad de compuestos agroquimicos (Gonzalez et
al.2010). En México mas del 45 % de los plaguicidas
comercializados son herbicidas, de los cuales los mas
empleados son la atrazina y el paraquat (Hernandez
y Martinez 2006, Gonzalez y Hansen 2009). Desde
1975 la atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropila-
mino-1, 3, 5-triazina) ha sido ampliamente utilizada
para el control selectivo de malezas en cultivos de im-
portancia econémica como la cafia de azicar y el maiz
(Raymundo et al. 2009). Es un herbicida sistémico
preemergente, el cual, a pesar de ser considerado de
persistencia media (< 12 meses), por su movilidad
en el suelo y sus propiedades fisicas y quimicas lo
convierten en un contaminante de aguas subterraneas,
lo que representa un riesgo al ambiente y a la salud
(Cejudo et al. 2008). En estudios toxicologicos se ha
relacionado positivamente la exposicion a la atrazina
con la aparicion de hermafroditismo y dafios al sis-
tema endocrino e inmune en anfibios (Hayes et al.
2002, Brodkin et al. 2007). En humanos su efecto
carcinogénico aun esta en discusion (Adami et al.
2011, Simpkins ef al. 2011).

Por su parte, el paraquat (dicloruro de 1,1 -dimetil-
4,4 -bipiridilo) es un herbicida de contacto no selec-
tivo, fue introducido a México en 1969 y hasta hoy
en dia, a pesar de su alta toxicidad, es uno de los
compuestos mas usados para el control de malezas
de hoja ancha y pastos (Hernandez y Martinez 2006).
En los ultimos afios, se han publicado investigaciones
que sugieren que este herbicida podria estar relacio-
nado con padecimientos neurodegenerativos como la
enfermedad de Parkinson (Dinis et al. 2006, Berry
et al. 2010).

En las éareas agricolas el uso excesivo de her-
bicidas afecta la calidad del suelo, por lo que su
aplicacion ha sido cuestionada en el manejo susten-
table de los agroecosistemas (Soto et al. 2009). La
persistencia y acumulacion de estas sustancias en la
matriz edéfica ejerce efectos negativos sobre los or-
ganismos no blanco, como los hongos y las bacterias
(Saekiy Toyota 2004), entre los que hay especies muy
sensibles a cambios ambientales cuando los suelos
son sometidos a diferentes tipos de manejo (Frey et
al. 1999, Sebiomo et al. 2011). La conservacion de
la micobiota edafica es fundamental para mantener
la fertilidad y la productividad de los suelos dada su
participacion en el reciclaje de nutrientes mediante
la descomposicion de los restos vegetales. Asimismo
diversas especies fungicas ocasionan la supresion de
importantes fitopatégenos y producen tanto fitohor-
monas como enzimas capaces de degradar compues-
tos toxicos (Sahid er al. 1981, Gleason et al. 2010).

Diversos estudios sefialan que los herbicidas
interfieren con el crecimiento, la respiracion, la
esporulacion y la germinacion de las esporas de los
hongos del suelo (Rodriguez et al. 1967, Mekwata-
nakarn y Sivasithamparam 1987, EI-Ghany y Tayel
2009). El grado de susceptibilidad de los hongos a
los herbicidas esta relacionado con su capacidad para
degradar y mantener concentraciones bajas del con-
taminante en el micelio (Poprawski y Majchrowicz
1995, Rachappa et al. 2007).

Adicionalmente la evaluacion de aislamientos
fingicos nativos para tolerar y degradar a los her-
bicidas es primordial en la seleccion de cepas para
futuras investigaciones encaminadas a la remediacion
de suelos contaminados con estos agentes quimicos.
El objetivo de este trabajo fue evaluar in vitro la
toxicidad de los herbicidas atrazina y paraquat en el
crecimiento vegetativo y en la esporulacion de trece
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cepas de hongos saprobios de suelos de fincas de una
de las zonas cafetaleras mas importantes de México.

MATERIALES Y METODOS

Reactivacion de los aislamientos

Los aislamientos fingicos se obtuvieron del cepa-
rio del laboratorio de micromicetos del Instituto de
Ecologia A. C., en Xalapa, Veracruz, México. Los
hongos fueron aislados e identificados por Heredia 'y
Arias (2008) de muestras de suelos de fincas de café
(Coffea arabica L.) ubicadas en la region central del
estado de Veracruz. Las cepas fueron reactivadas
en agar papa dextrosa (APD; Bioxon®, México) e
incubadas a 25 °C, 75 + 3 % de humedad relativa en
oscuridad total.

Herbicidas empleados

Las siguientes formulaciones comerciales fueron
empleadas. Para la atrazina se us6 el Desyerbal 500®
(Anajalsa S. A. de C. V., México) a una concentracion
de 500 g/L de ingrediente activo (I. A.) a 25 °C. De
acuerdo con la recomendacion del producto, la dosis
aplicada en campo es de 3750 mg de I. A./L de agua
(1.5 L de producto comercial en 200 L de agua). Para
el paraquat, se empled la formulacion comercial de
Paraquat 250 SL® (Agro-grow®, México) a una con-
centracion de 250 g/L.de I. A. Por recomendacion del
producto la dosis aplicada en campo es de 1500 mg
de I. A./L de agua (1.25 L de producto en 200 L de
agua).

Preparacion del medio de cultivo con diferentes
dosis de herbicidas

La adicién de las diferentes concentraciones de
herbicidas al APD se efectudé un vez que el medio
previamente esterilizado llegd a los 40 + 5 °C. Poste-
riormente el medio se agitd manualmente y se vacio
en cajas de Petri de 90 x 15 mm de O a razén de
20 mL/por caja. Para el grupo testigo se emplearon
placas con APD sin herbicidas.

Preparacion del inéculo para los bioensayos

A partir de cultivos de siete dias de crecimiento se
extrajeron del centro de las colonias discos mediante
sacabocados (5 mm de @) y se depositaron en tubos
Eppendorf (1.5 mL) con 1 mL de agua destilada es-
terilizada y Tween 80 (Sigma®, México) al 0.05 %.
Los tubos se agitaron durante un minuto con un vor-
tex, posteriormente la concentracion de esporas de la
solucion se determind empleando una camara de
Neubauer doble rayado linea regular (Marienfeld®,

Alemania) y un microscopio de campo claro Nikon®
Mod. Eclipse E600 (Nikon®, Japon). La solucién de
esporas se ajustd a una concentracion de 1.0 x 10°
esporas/mL segun el método de Gindin ez. al. (2000).

Bioensayo dosis repuesta

Las dosis evaluadas para la atrazina fueron:
0.125 X (468 mg/L), 0.25 X (937 mg/L), 0.5 X
(1875 mg/L) y 1 X (3750 mg/L). En el caso del pa-
raquat, por su alta toxicidad y por inhibir el 100 %
del crecimiento de los aislamientos a dosis de campo
(datos no mostrados), las concentraciones evaluadas
fueron: 0.062 X (93 mg/L), 0.125 X (187 mg/L),
0.25 X (375 mg/L) y 0.5 X (750 mg/L). Los aisla-
mientos se inocularon con 2 uLL de una solucién de
1.0 x 10® esporas/mL en el centro de las placas con
APD, mas las diferentes concentraciones de herbi-
cida probadas. Los hongos Chaetomium fusiforme
y Humicola fuscoatra, presentan una escasa espo-
rulacion, por lo que, a excepcion de los anteriores
fueron inoculados con un disco de micelio-agar de
5 mm de O.

Las cajas Petri se incubaron a 25 °C en oscuridad
total. Se emplearon cuatro réplicas independientes
por cada concentracion de herbicida. Cada 24 h al
reverso de las placas, se les tomo6 una fotografia a
las colonias con una camara digital Kodak® a una
distancia de 20 cm entre la caja Petri y la cdmara.
A partir de las iméagenes digitales se calculo el area
de crecimiento del micelio por medio del programa
Image]® 1.44 (Rasband 2011) con base en la escala
de 1 cm? = 358.6 pixeles.

Variables evaluadas

Se evalu¢ la tasa de crecimiento diaria (TCD), el
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (%
ICM) por efecto del herbicida con respecto al trata-
miento testigo, la esporulacion y la concentracion
efectiva media (CEsg) del herbicida (definida como
mg/L de herbicida que inhibe el 50 % del crecimiento
micelial). La TCD se determino al calcular el area de
la colonia cada 24 h, hasta el dia en que el micelio
de los tratamientos testigo cubri6 toda la superficie
de la caja Petri. La TCD fue calculada con la for-
mula TCD = XX (Cyy - Cyy.1----n), donde, n = es el
numero de evaluaciones y C; = es el nimero de dias
de crecimiento (Poprawski y Majchrowicz 1995).
El porcentaje de inhibicidn del crecimiento micelial
se calculd con la ecuacion: % ICM = [(C-T) / C] x
100, donde C es el area del micelio en la caja Petri
del tratamiento testigo (sin herbicida) y 7 es el area
del micelio en la caja del tratamiento con herbicida
(Zamora et al. 2008).
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La esporulacion (esporas/mL) se evalud con la
metodologia descrita en la preparaciéon del indculo
(Gindin et al. 2000). La CEs para cada especie se
calcul6 con los porcentajes de inhibiciéon en cada
concentracion de herbicida evaluada a través de un
analisis Probit del programa estadistico SAS ver.
8 para Windows (SAS 2000). Para el analisis esta-
distico de los resultados de la TCD, el porcentaje
de inhibicién y la abundancia de esporas, se aplicd
un analisis de varianza y la comparacion de medias
Tukey (P = 0.05) por medio del programa GraphPad
InStat para Windows (GraphPad 2000).

RESULTADOS

Efecto de diferentes concentraciones de atrazina
sobre los hongos saprobios estudiados

Tasa de crecimiento diaria y porcentaje de inhi-
bicion del crecimiento micelial. En todas las cepas
la inhibicion en el crecimiento de las colonias se
increment6 a medida que aumento la concentracion
del herbicida en el APD, sin embargo en ningun
caso lleg6 al 100 %. En los tratamientos con la
mayor concentracion de atrazina (3750 mg/L), los
porcentajes de inhibicion mas bajos se detectaron en
Paecilomyces carneus, P. marquandii y P. lilacinus
(% ICM =22.6 %, 43.4 % y 46.3 %, respectivamen-
te). Entre estos, las especies P. lilacinus (F'=73.95,
P<0.05)y P. carneus (F=18.03, P <0.05) sobresa-
lieron por no presentar inhibicion en la concentracion
mas baja (468 mg/L) del herbicida. Los aislamien-
tos mas susceptibles fueron Trichoderma spirale y
T. aggressivum con porcentajes de inhibicion del 88.8
y 86.5 % en la concentracion mas bajay de 96.9 y 96 %
en la més alta, respectivamente (Cuadro I).

Abundancia de esporas. En ninguna de las cepas
estudiadas la produccion de esporas fue inhibida
totalmente por las concentraciones de atrazina apli-
cadas. Con excepcion de algunos casos, en la mayoria
de las especies el numero de esporas disminuy6 a
medida que aument6 la concentracion de la atrazina.
Paecilomyces carneus y T. aggressivum fueron las
especies en las que la abundancia de esporas fue mas
afectada por la mayor concentracion de atrazina.
En las cepas de Penicillium glabrum y T. spirale
(Cuadro I) los valores de abundancia de esporas
en los tratamientos con la menor dosis de atrazina
fueron significativamente mayores a los tratamientos
testigo (F = 6.08, P < 0.05 y F = 63.85, P <0.05,
respectivamente).

Concentracion efectiva media. De acuerdo con el
traslape de los intervalos de confianza, las concentra-

ciones efectivas medias mas bajas de atrazina fueron
detectadas para los hongos Trichoderma spirale y
T aggressivum (8.4 y 16.9 mg/L, respectivamente;
Cuadro II) y las mas altas para Paecilomyces lila-
cinus (3633.0 mg/L), P. marquandii (4736.0 mg/L)
y P. carneus (6820.0 mg/L), lo que indica que estos
tres aislamientos tienen capacidad para tolerar la
atrazina incluso a concentraciones mayores a las que
se aplican en el campo.

Efecto de diferentes concentraciones de paraquat
sobre los hongos saprobios estudiados

Tasa de crecimiento diaria y porcentaje de inhibi-
cion del crecimiento micelial. En todas las especies la
inhibiciéon del crecimiento fue marcadamente mayor
que la detectada para la atrazina. Aun en las con-
centraciones mas bajas fue notoria la inhibicion del
crecimiento para la mayoria de las especies. A partir
del tratamiento con 187 mg/L hubo especies que no
crecieron. En la dosis mas alta nueve de las 13 espe-
cies tuvieron 100 % de inhibicién. Asimismo, para
la atrazina las cepas mas afectadas correspondieron
a las del género Trichoderma, que fueron inhibidas
casi totalmente a partir de la concentracion de 187
mg/L (Cuadro III).

Los aislamientos Penicillium melinii, Aspergi-
llus candidus, P. lilacinus y P. marquandii fueron
los unicos que se desarrollaron en la concentracion
mas alta de paraquat (750 mg/L). Sin embargo, su
crecimiento fue minimo e inferior al testigo (P <
0.05). Paecilomyces carneus destaco por ser la inica
especie que no fue inhibida a la concentracién mas
baja, incluso tuvo una TCD en las concentraciones
93 y 187 mg/L significativamente mayor (F = 50.5,
P <0.05) al testigo. Aunque en los tratamientos con
375y 750 mg/L de paraquat no crecio. Entre las cinco
especies que se desarrollaron en la concentracion
mas alta, P. melinii y P. marquandii presentaron los
porcentajes de inhibicion menores (77.4 %y 88.4 %,
respectivamente).

Abundancia de esporas. De las 11 especies con es-
poras evaluadas, en ocho la produccion de esporas fue
inhibida totalmente en los tratamientos con mayor con-
centracion de paraquat. Con excepcion de P. melinii,
P glabrum y T spirale en el resto de las especies la
abundancia de esporas en los diferentes tratamien-
tos fue marcadamente menor a la de los testigos y
disminuy6 conforme aumentoé la concentracion del
herbicida. En 4. candidus (F = 82.37, P < 0.05),
P. glabrum (F=14.47, P<0.05), P melinii (F=22.50,
P <0.05) y T spirale (F = 18.71, P < 0.05) en la
menor concentracion del herbicida (93 mg/L) se
encontré una mayor esporulacion. La produccion
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CUADRO L. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ATRAZINA SOBRE EL CRECIMIENTO
VEGETATIVO'Y LA ESPORULACION EN 13 CEPAS DE HONGOS SAPROBIOS DEL SUELO

Especie Atrazina TCD ICM Esporulacion
(mg/L) (cm?/dia) (%) (Esporas/mL)
Testigo 0.47 a - 1.8 x 10°a
468 045a 1.84a 1.2x10°b
1. Aspergillus candidus 937 0.36a 18.13b 6.2 x10%¢c
1875 0.23b 43.69 ¢ 6.8 x 10% ¢
3750 0.19b 57.90d 4.6 x 10* ¢
Testigo 0.89 a - 83x10°a
468 0.42b 56.61 a 6.2x10°b
2. Aspergillus clavatus 937 0.33 be 66.72 b 4.5 %10 be
1875 0.34 be 72.58 b 3.8x10°¢
3750 0.18 ¢ 84.80 ¢ 3.6 x10°¢
Testigo 2.52a - 1.4x10%a
468 1.59b 29.98 a 1.3x10°b
3. Aspergillus tamarii 937 1.21¢ 45241 1.0 x 109 ¢
1875 0.85¢ 59.99 ¢ 1.0 x 10° ¢
3750 1.22d 58.69 ¢ 8.0x10°d
Testigo 1.60 a - NP
468 1.50 a 572a NP
4. Chaetomium fusiforme 937 1.23b 18.39b NP
1875 0.99¢ 41.15¢ NP
3750 0.58 ¢ 61.76 d NP
Testigo 4.00 a - NP
468 0.16 b 63.38 a NP
5. Humicola fuscoatra 937 0.06 be 81.83b NP
1875 0.04 ¢ 86.98 ¢ NP
3750 0.01c 92.10d NP
Testigo 0.19 be - 3.5x10°a
468 0.26a 0 40x10°a
6. Paecilomyces carneus 937 0.22 ab 0 2.0x10*b
1875 0.16 be 542a 5.8x10%b
3750 0.14¢ 22.62b 23 x10*b
Testigo 1.79 ab - 1.3x10%a
468 1.88a 0 1.2 x 10® be
7. Paecilomyces lilacinus 937 1.50 b 50la 8.3 x 105 cd
1875 0.89¢ 30.48 b 5.8 % 10° de
3750 0.75¢ 46.37 ¢ 33x10%e
Testigo 141 a - 2.5x10%a
468 0.85 cd 21.14a 1.2x10°b
8. Paecilomyces marquandii 937 1.10 be 2298 a 8.7 x 103 be
1875 0.55d 44.17b 5.6 x10%¢
3750 0.66d 43470 57x10°¢
Testigo 2.34a - 7.6 x10°b
468 1.77b 26.08 a 1.7 x 10%a
9. Penicillium glabrum 937 1.15¢ 4486 b 1.1 x10%b
1875 0.72d 57.48 ¢ 9.1 x10°b

3750 0.35d 80.01d 1.0x10°b
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CUADRO L. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ATRAZINA SOBRE EL CRECIMIENTO
VEGETATIVO'Y LA ESPORULACION EN 13 CEPAS DE HONGOS SAPROBIOS DEL SUELO

Especie Atrazina TCD ICM Esporulacion
(mg/L) (cm?/dia) (%) (Esporas/mL)
Testigo 1.50 a - 1.7%x10%a
468 0.56 b 4733 a 1.8 x 10%a
10. Penicillium implicatum 937 0.39 be 54.68 ab 1.7x10%a
1875 0.34 be 60.80 b 1.0x10b
3750 0.18¢ 74.79 ¢ 51x10°¢
Testigo 1.73 a - 1.6 x 10%a
468 1.67a 15.65a 1.7 % 10%a
11. Penicillium melinii 937 1.20b 36.96 b 6.6 x10°b
1875 0.73 ¢ 63.83 ¢ 8.7x10°b
3750 0.35d 77.18d 6.5x10°b
Testigo 11.56 a - 3.2x10%a
468 0.55b 86.52 a 2.2 x10°b
12. Trichoderma aggressivum 937 0.59b 93.28b 2.0x10%b
1875 0.43b 96.37 ¢ 1.5x10°¢
3750 0.37b 96.00 ¢ 6.7 x 10% ¢
Testigo 1423 a - 1.7x10°b
468 0.89b 88.85a 22x10°a
13. Trichoderma spirale 937 0.56 be 9490 b 1.0x10°¢c
1875 0.39 be 95.61b 5.2x10*d
3750 023 ¢ 96.98 ¢ 4.3 x 10%d

Medias (n = 4) con literales diferentes entre filas por cada especie, indican diferencias significativas (P < 0.05).
Las especies Chaetomium fusiforme 'y Humicola fuscoatra no produjeron esporas en el medio de cultivo empleado
(NP). TCD = tasa de crecimiento diaria en cm/dia. ICM (%) = inhibicion del crecimiento micelial.

CUADRO II. CONCENTRACION EFECTIVA MEDIA (CEso) DE LA ATRAZINA EN 13 CEPAS DE HONGOS
SAPROBIOS DEL SUELO

Aislamiento CEs IC al 95% Pendiente Ecuacion Probit 7 Pr>y?
(mg/L) (mg/L) (M + EE)

Aspergillus candidus 2644.0 e 2434-2901 22+0.1 Y=-7.6+22X  327.1 <0.0001
Aspergillus clavatus 319.8b  209.2-425.8 0.8+0.1 Y=-2.2+0.8X 77.7 <0.0001
Aspergillus tamarii 1478.0d 1250-1765 0.8 £ 0.09 Y=-2.7+0.8X 81.1 <0.0001
Chaetomium fusiforme 2568.0 ¢ 2353-2834 2.0+0.1 =-7.0+2.0X 3154 <0.0001
Humicola fuscoatra 209.7b 137.9-281.4 1.1£0.1 Y=-27+1.1X 104.5 <0.0001
Paecilomyces carneus 6820.0 f 5417-7772 32+03 Y=-123+3.2X 94.1 <0.0001
Paecilomyces lilacinus 3633.0 f 3324-4033 2.6+0.1 =-92+2.6X 271 <0.0001
Paecilomyces marquandii 4736.0 £ 3579-7201 0.8 +0.09 Y=-3.0+0.8X 70.1 <0.0001
Penicillium glabrum 1211.0d 1099-1332 1.5+0.1 Y=-48+15X 2389 <0.0001
Penicillium implicatum 637.7bc  469.2-794.1 0.7 +£0.09 Y=-2.1+0.7X 64.8 <0.0001
Penicillium melinii 1409.0 d 1304-1524 1.9+0.1 Y=-62+19X 3452 <0.0001
Trichoderma aggressivum 169 a 1.6-51.8 0.8+0.1 Y=-09+08X 29.2 <0.0001
Trichoderma spirale 84a 0.2-35.9 0.7+0.1 Y=-0.6 +0.7X 21.8 <0.0001

Letras diferentes muestran diferencias significativas de acuerdo con el traslape de los intervalos de confianza. IC = inter-
valo de confianza al 95 %. M = media, EE = error estandar.

de esporas en las especies A. clavatus, A tamarii,
P. lilacinus, P. marquandii y P. implicatum fue alta-
mente afectada desde las dosis mas bajas empleadas
(Cuadro III).

Concentracion efectiva media. De igual forma
que para la atrazina, la concentracion efectiva media
mas baja para el herbicida paraquat se detecto en la
cepade 7. spirale (31.5 mg/L) (Cuadro I'V), mientras
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CUADRO III. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PARAQUAT SOBRE EL CRECIMIENTO
VEGETATIVO Y LA ESPORULACION EN 13 CEPAS DE HONGOS SAPROBIOS DEL SUELO

Especie Paraquat TCD ICM Esporulacion
(mg/L) (cm?/dia) (%) (Esporas/mL)
Testigo 0.63 a 1.8x10°b
93 0.42b 26.95a 73%x10°a
1. Aspergillus candidus 187 0.27c 51.16 b 53 x10%c
375 0.14d 7327 ¢ 3.1 x10%c
750 0.07d 91.59 ¢ 24 x10%c
Testigo 1.06 a - 83x10°a
93 035b 7391 a 50x10°b
2. Aspergillus clavatus 187 0.36b 73.12a 3.6 x 10% ¢
375 0.12¢ 92.61b 1.7x10%c
750 NC 100 -
Testigo 2.22a - 1.7x10°a
93 1.78 b 19.25a 5.6 x10%b
3. Aspergillus tamarii 187 1.57c 28.54b 4.6 x 10*b
375 1.00d 5337c¢ 45x10*b
750 NC 100 -
Testigo 1.59a - NP
93 0.80b 5722a NP
4. Chaetomium fusiforme 187 0.07 ¢ 94.35Db NP
375 NC 100 NP
750 NC 100 NP
Testigo 4.01a - NP
93 0.02b 86.72 a NP
5. Humicola fuscoatra 187 NC 100 NP
375 NC 100 NP
750 NC 100 NP
Testigo 0.18b - 37x10%a
93 0.26a 0 3.5 x 10%
6. Paecilomyces carneus 187 027 a 26.55b 1.4x10*b
375 NC 100 ¢ -
750 NC 100 ¢ -
Testigo 1.82a - 1.3x10%a
93 0340 58.70 a 48 x10°b
7. Paecilomyces lilacinus 187 0.25b 77.85b 5.7x10%c
375 0.10¢ 87.53 ¢ 5.1x10%c
750 0.03d 91.59 ¢ 48 x10%c
Testigo 1.46 a - 24x10%a
93 0.51b 59.26 a 1.5x10%b
8. Paecilomyces marquandii 187 0.30c 75.34b 1.2x10°¢
375 0.11d 84.89 ¢ 8.1x10%c
750 0.04d 88.41c¢ 48 x10%c
Testigo 234a - 1.6 x10°b
93 1.42b 68.43 a 2.1x10°a
9. Penicillium glabrum 187 NC 100 -
375 NC 100 -

750 NC 100 -
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CUADRO III. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PARAQUAT SOBRE EL CRECIMIENTO
VEGETATIVO Y LA ESPORULACION EN 13 CEPAS DE HONGOS SAPROBIOS DEL SUELO

Especie Paraquat TCD ICM Esporulacion

(mg/L) (cm?/dia) (%) (Esporas/mL)

Testigo 1.60 a - 1.7%x10%a

93 0.70 b 77.14 a 1.2x10°b

10. Penicillium implicatum 187 0.69 b 93.65b 3.5x10%b
375 NC 100 -
750 NC 100 -

Testigo 1.50 a - 1.6 X 10°b

93 097b 46.61 a 2.1x10%a

11. Penicillium melinii 187 0.59¢ 5491b 2.0 x 10° ab

375 0.48cd 62.34b 1.1 x10%¢

750 0.41d 77.43 ¢ 7.5 x 10%

Testigo 11.08 a - 3.2x10%a

93 4.16b 8891 a 2.3 x 10*b

12. Trichoderma aggressivum 187 0.12 ¢ 99.79b 1.0 x 10*b
375 NC 100 -
750 NC 100 -

Testigo 13.1a - 1.7x10°b

93 1.0b 9321 a 1.7 x 10%a
13. Trichoderma spirale 187 NC 100 -
375 NC 100 -
750 NC 100 -

Medias (n = 4) con letras diferentes entre filas por especie, indican diferencias significativas (P < 0.05). Las especies
Chaetomium fusiforme 'y Humicola fuscoatra no produjeron esporas en el medio de cultivo empleado (NP). NC = no
creci6. TCD = tasa de crecimiento diaria en cm?/dia. ICM (%) = inhibicién del crecimiento micelial.

CUADRO IV. CONCENTRACION EFECTIVA MEDIA (CEsy) DEL PARAQUAT EN 13 CEPAS DE HONGOS SA-

PROBIOS DEL SUELO
Aislamiento CEsg IC al 95% Pendiente Ecuacion Probit Ve Pr>y?
(mg/L) (mg/L) (M=£EE)

Aspergillus candidus 183.9d 169.5-198.6 2.1+0.1 Y=-4.7+2.1X 358 <0.0001
Aspergillus clavatus 519a 39.3-63.7 1.6 +0.1 Y=-2.9+1.6X 139.8 <0.0001
Aspergillus tamarii 256.4 241.6-272.1 2.7+0.1 Y=-6.6 +2.7X 512.9 <0.0001
Chaetomium fusiforme 86.1b 79.9-91.5 4.7+0.3 Y=-9.2+4.7X 170.3 <0.0001
Humicola fuscoatra 489a 34.8-59.1 4.0+0.6 Y=-6.8 +4.0X 421 <0.0001
Paecilomyces carneus 210.7 e 204.4-220.1 123+ 1.5 Y=-28.7+123X 61.9 <0.0001
Paecilomyces lilacinus 57.7a 42.8-72 1.3+0.1 Y=-23+13X 135.1 <0.0001
Paecilomyces marquandii S514a 34.8-67.6 1.1£0.1 =-1.8+1.1X 103.2 <0.0001
Penicillium glabrum 82.3b 75.5-86.3 85+1.5 Y=-16.3 + 8.5X 32.5 <0.0001
Penicillium implicatum 552a 44.5-64.3 3.1+0.3 =-54+3.1X 98.4 <0.0001
Penicillium melinii 130.1 be 100.6-157.7 0.8+0.1 Y=-1.8+0.8X 83.1 <0.0001
Trichoderma aggressivum 56.2a 37.1-66.8 55+1.1 Y=-9.6+5.5X 21.2 <0.0001
Trichoderma spirale 315a 13.2-45.7 3.1£0.6 Y=-4.7+3.1X 22.9 <0.0001

Letras diferentes muestran diferencias significativas de acuerdo con el traslape de los intervalos de confianza. IC = intervalo
de confianza al 95 %. M = media, EE = error estandar.
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que las mas altas fueron encontradas en P. carneus
(210.7 mg/L) y A. Tamarii. En esta tltima se detectd
la mayor concentracion efectiva media (256.4 mg/L),
misma que corresponde aproximadamente a una
séptima parte de la concentracion de paraquat que
se aplica en el campo (1500 mg/L).

DISCUSION

En este estudio se constatd que para las cepas es-
tudiadas la atrazina es menos toxica que el paraquat,
ya que ninguna de las especies evaluadas fue in-
hibida totalmente en la dosis més alta de atrazina
(3750 mg/L). Estos resultados son contrarios a los
de Rachappa et al. (2007) quienes reportaron que la
dosis de campo de atrazina inhibe el crecimiento in
vitro e in situ de hongos saprobios del suelo. En un
estudio in vitro, Desai y Kulkarni (2004) encontraron
un 69.9 y 16.0 % de inhibicion en el crecimiento
micelial de Trichoderma harzianum al adicionar
2000 mg/L de atrazina al APD a las 24 y 96 h de
evaluacion, respectivamente. Por su parte Prabhu
et al. (2007) evaluaron el efecto de una serie de
pesticidas, entre ellos la atrazina, en el crecimiento
in vitro de los hongos entomopatdgenos Beauveria
bassiana, B. brongniartii y Metarhizium anisopliae.
Los resultados indicaron una reduccion significativa
en el crecimiento radial de la colonia, produccion de
biomasa y esporulacion.

En otro estudio, Rodriguez et al. (1967) repor-
taron un incremento en la produccion de micelio de
Trichoderma viride al ser cultivado en un medio su-
plementado con 80 mg/L de atrazina, este resultado
difiere de los del presente estudio, debido a que las
cepas estudiadas del género Trichoderma (T. viride
y T. spirale) fueron las mas susceptibles tanto a la
atrazina como al paraquat. Esta diferencia puede
radicar en la concentracién de atrazina estudiada,
la cual fue cinco veces menor a la utilizada en el
presente estudio, asi como a que se emplearon cepas
diferentes de la misma especie. Al respecto, Tanney
y Hutchison (2010) mencionaron que la sensibilidad
y la tolerancia de los hongos saprobios del suelo
hacia un pesticida es una adaptacion especie-cepa-
dependiente, ademas puede variar de una poblacion
a otra (Zain et al. 2013a) y de un herbicida a otro
(Zain et al. 2013Db).

Por el contrario, para la cepa de P. carneus se
encontré que a las concentraciones mas bajas es-
tudiadas (468 y 937 mg/L), la atrazina estimuld su
tasa de crecimiento. Este efecto ha sido reportado
por Alvarez et al. (1990) en la especie queratolitica

Microsporum fulvum cultivada en un medio con
concentraciones de atrazina en un rango de 5 a 50
mg/L. Ademas de la atrazina, se han reportado otros
pesticidas que a bajas concentraciones estimulan el
crecimiento de algunos hongos saprobios del suelo.
Stamatiu (2013) detectdé un aumento en la tasa del
crecimiento micelial de Alternaria alternata (5.1
mm/d) en medio minimo (MM) suplementado con
250(9.9 mm/d) y 500 mg/L (9.5 mm/d) de endosulfan
(insecticida) y un incremento del 60 % en Fusarium
oxysporum en APD suplementado con 0.12 mg/L
del herbicida haloxifop-metil. Por su parte Ceballos
(2005) report6 que el herbicida flumetsulam estimuld
el crecimiento de F. oxysporum en 10y 20 % por
efecto de la adicion de 0.08 y 0.12 mg/L del herbicida
al medio de cultivo.

Respecto al paraquat, los resultados obtenidos
con las dos especies del género Trichoderma, coin-
ciden con el trabajo de Wilkinson y Lucas (1969),
quienes por primera ocasion destacaron la alta toxi-
cidad del paraquat sobre la tasa de crecimiento de 7.
viride a concentracion de 100 mg/L en el medio de
cultivo, dosis similar a la mas baja evaluada en este
trabajo. Posteriormente, Abdel-Mallek (1987) co-
rroboro la alta toxicidad del paraquat sobre hongos
saprobios de suelo, atin a concentraciones muy bajas
(10, 50y 100 mg/L) que inhibieron el desarrollo de
Myrothecium verrucaria, Humicola spp., Humicola
fuscoatra var. fuscoatra, H. grisea, Chaetomium
spp. y C. globosum. Recientemente, Zain et al.
(2013b) evaluaron el efecto del paraquat sobre el
crecimiento in vitro de Mucor spp., Penicillium
spp. v Aspergillus spp., los resultados mostraron
inhibicion alta del crecimiento micelial (entre el
70 y 100 %) al ser expuestos a concentraciones de
0.44, 0.88 y 1.76 mg/mL).

Del mismo modo Mensin et al. (2013) reporta-
ron una fuerte toxicidad del paraquat al inhibir el
crecimiento micelial de los hongos nematéfagos
Arthrobotrys oligospora (80 %), A. conoides (100 %),
A. musiformis (100 %) y A. thaumasium (100 %)
en la concentracion mas baja evaluada (575 mg/L),
que es similar a la dosis mas alta empleada en este
estudio (750 mg/L). Por el contrario Leach et al.
(1991) al evaluar concentraciones de 0 a 64 mg/L
de paraquat y otros herbicidas sobre el crecimiento
in vitro de hongos y bacterias asociadas al cultivo
de papa, no encontraron diferencias significativas
en el crecimiento radial de los hongos. Esto pudo
deberse a que las concentraciones empleadas por
Leach et al. (1991) fueron muy bajas comparadas
con las aplicadas en campo y a que el herbicida fue
esterilizado conjuntamente con el medio de cultivo,
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proceso en el cual el ingrediente activo pudo haberse
transformado o degradado. En este tipo de estudios
es necesario evitar las alteraciones de las propiedades
quimicas de los compuestos evaluados por efecto de
la esterilizacion. Por lo tanto, algunos autores (Desai
y Kulkarni 2004, Tanney y Hutchison 2010, Alves y
Monteiro 2011) mencionan que la manera apropiada
de adicionar el herbicida al medio de cultivo es des-
pués de su esterilizacion, entre 45 y 50 °C.

Con la alta diversidad fungica existente en el suelo
es de esperar diferencias entre la susceptibilidad a
un contaminante. Smith y Lyon (1976) mencionan
que los hongos mucorales (como Mucor hiemalis y
Zygorhynchus heterogamous) son considerablemente
menos susceptibles al paraquat que los hongos imper-
fectos (Aspergillus nigery Penicillium frequentans).
Seglin los autores mencionados, estas diferencias
pueden explicarse en parte por la capacidad de los
hongos para absorber el herbicida. Los mucorales
absorben dos veces mas paraquat que los hongos im-
perfectos. Sin embargo, esta situacion no concuerda
con lo descrito por Zain et al. (2013b) al emplear
otra cepa de Mucor spp. que resultdé muy suscep-
tible. Algunos autores como Alvarez et al. (1990)
sugieren que la susceptibilidad de los hongos micros-
copicos al paraquat esta relacionada con la acumu-
lacion del herbicida en el micelio, la cual depende
de la velocidad a la que el herbicida se transporta en
las hifas y de la velocidad a la que se degrada en el
micelio.

Para la mayoria de las cepas estudiadas la abun-
dancia de esporas se vio negativamente afectada por
la atrazina y el paraquat. Resultados similares han
sido reportados para otros hongos saprobios del suelo,
Rachappa et al. (2007) reportaron hastaun 60 % en la
reduccion de la produccion de esporas in vitro de Me-
tarhizium anisopliae por efecto de la atrazina a dosis
de campo. Asimismo, Jones y Williams (1971) al eva-
luar la toxicidad del paraquat sobre Septoria nodo-
rum 'y S. tritici, encontraron una inhibicion muy alta
(> 80 %) a concentracion de 100 mg/L de para-
quat. En un estudio reciente, Mensin et al. (2013)
hallaron que el paraquat, a concentracion de
575 mg/L, inhibi6 en 100 % la esporulacion de los
hongos nemato6fagos del género Arthrobotrys spp. y
Paecilomyces spp., y en menor cantidad la esporula-
cion de Pochonia spp. Lareduccion en la produccion
de esporas puede ser considerada como un efecto
subletal de los herbicidas sobre los hongos sapro-
bios del suelo (Schein et al. 1984). Segtin algunos
estudios los herbicidas ejercen un efecto negativo
sobre las células fingicas al interrumpir la ruta de la
formacion del shikimato, ademas de que afectan la

sintesis de aminoacidos y folatos, lo que provoca una
inhibicion de la esporulacion, la melanizacion y de la
pigmentacion de las colonias fungicas (Nosanchuk
et al. 2001, Tanney y Hutchison 2010).

Para los hongos saprobios del suelo la produccion
y germinacion de esporas es importante para su su-
pervivencia, reproduccion y dispersion. La inhibicion
de cualquiera de estas fases y procesos bioldgicos por
la aplicacion de herbicidas puede repercutir sobre
determinadas especies con importancia en el ambito
agricola, tales como los hongos entomopatogenos de
los géneros Paecilomyces'y Trichoderma, empleados
en el control biologico de insectos plaga, enferme-
dades y nematodos (Argumedo et al. 2009, Carrion
y Desgarennes 2012). Paralelamente, es afectada la
actividad bioquimica, la diversidad y la estructura
de la comunidad microbiana, que puede repercutir
negativamente en la nutricidon de las plantas (Saeki
y Toyota 2004, Huang et al. 2009). Ademas de la
atrazina y el paraquat, se han citado otros herbicidas
toxicos sobre hongos saprobios del suelo tales como:
metolaclor, cloridazon, lenacil, glifosato, primeextra,
clorosulfuron, 4cido diclorofenoxiacético (2,4-D),
ametrina y trifluralin (Poprawski y Majchrowicz
1995, Fisher et al. 2000, Tsui et al. 2001, Mochi et
al. 2005, Prabhu et al. 2007, Sebiomo et al. 2011).

Sin embargo, en el presente estudio se encontrod
que ciertas especies como P. glabrum y T. spirale
incrementaron significativamente su produccion de
esporas al crecer bajo la concentracion mas baja de
atrazina (468 mg/L) y paraquat (93 mg/L). Este in-
cremento en la produccidn de esporas no se relaciond
con la TCD debido a que esta se redujo significativa-
mente por efecto de ambos herbicidas. El incremento
en la produccion de esporas de Penicillium spp. y
Trichoderma spp. por estrés inducido por atrazina
y paraquat no ha sido reportado anteriormente. Sin
embargo, existen estudios que han confirmado que
la adicién de ciertos xenobidticos al medio de cul-
tivo de hongos microscépicos filamentosos puede
resultar en un incremento en la esporulacion. Al
respecto, Mensin ef al. (2013) reportaron un aumento
en la produccién de conidiosporas de una cepa de
Paecilomyces sp. al adicionar 20.8 y 31.2 mg/L de
lambda-cialotrina (insecticida) al medio de cultivo.

Del mismo modo, Kollmann et al. (2003), al eva-
luar la toxicidad del surfactante nonilfenol en hongos
microscopicos del suelo, encontraron un incremento
(ocho veces mayor) en la produccion y germinacion de
esporas de F oxysporum en cultivos con medio minimo
contaminado con 5% M (1.10 mg/L) del surfactante.
Posteriormente Kollmann et al. (2004), evaluaron la
toxicidad del endectocida ivermectina sobre hongos
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filamentosos y encontraron que Phanerochaete
chrysosporiumy Mucor racemosus incrementaron dos
veces su esporulacion respecto al testigo (sin ivermec-
tina), en cultivos con medio minimo suplementado con
1074 M de ivermectina (87.5 mg/L).

El mecanismo implicado en el incremento de la
produccion de esporas en hongos saprobios del suelo
por efecto del estrés por xenobioticos atin no ha sido
descrito. Sin embargo, es necesario destacar que cada
especie y cepa responde de manera diferente ya sea en
el ambiente o bajo condiciones in vitro (Kollmann et
al. 2003, 2004). Es de esperar que el mecanismo de
accion de los pesticidas sobre los hongos saprobios
del suelo sea mediado por diversas rutas metaboli-
cas y fisiologicas (Tanney y Hutchison 2010), las
cuales deben ser estudiadas a profundidad para su
comprension.

Por otra parte, a nivel de campo la toxicidad de los
herbicidas sobre los hongos saprobios del suelo ha
sido pobremente documentada. Mandic et al. (2005)
reportaron que en las etapas iniciales del cultivo de
manzana los herbicidas afectaron negativamente la
abundancia de hongos en el suelo, en donde el paraquat
fue uno de los que ocasiond mayor efecto negativo. En
contraposicién, Mekwatanakarn y Sivasithamparam
(1987) encontraron que la aplicacion del paraquat en
el suelo incremento la poblacién de hongos compa-
rado con suelo sin herbicida. La divergencia en estos
resultados podria deberse a las dosis empleadas,
en el ultimo estudio se aplicé 1 mg/L de paraquat,
cantidad muy baja en comparaciéon con las concen-
traciones reales aplicadas en campo (1500 mg/L),
aunado a que el herbicida al hacer contacto con el suelo
se diluye, volatiliza o en algunos caso se fotodegrada.

La CEsp ha sido un parametro empleado para
determinar la toxicidad de un contaminante sobre
organismos fungicos (Joshi y Gupta 2008, Molina
y Melo 2010). La atrazina resulté6 menos toxica que
el paraquat sobre las especies evaluadas, excepto
para 1. spirale y T. aggressivum que presentaron
los valores mas bajos en ambos herbicidas, lo que
demuestra que estas especies son muy susceptibles
para ambos. No existen referencias para comparar
los resultados de CEs( para atrazina y paraquat, uni-
camente se describen CEsg para el herbicida acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) el cual oscila entre
188 mg/L para inhibir el 50 % de las unidades forma-
doras de colonias de Aspergillus spp. (Joshi y Gupta
2008), y para algunos isotiocianatos empleados para
el control de Rhizoctonia solani donde la CEs es de
70 mg/L (Molina y Melo 2010).

Respecto a los hongos tolerantes a pesticidas,
en trabajos previos se ha descrito la capacidad de

algunas especies del género Paecilomyces para bio-
transformar fungicidas, herbicidas e insecticidas. Tal
es el caso de P, lilacinus, que es capaz de biotrans-
formar los fungicidas bifenil y 2,4-hidroxibifenilo
en derivados menos toxicos, via fision de anillos
aromaticos (Gesell et al. 2001). Por su parte, Romero
et al. (2009) reportaron la capacidad de P. lilacinus
para biotransformar el herbicida isoproturon en sus
derivados MDIPU [3-(4-isopropilfenil)-metilurea]
y DDIPU [3-(4-isopropilfenil)-urea] mediante reac-
ciones de metilacion.

Con estos antecedentes, es factible que las es-
pecies que resultaron tolerantes a los herbicidas,
como P. carneus, P. lilacinus, P. marquandii y A.
tamarii sean capaces de metabolizar la atrazina y el
paraquat a compuestos menos toxicos y emplearlos
como fuente de carbono. Lo anterior debido a que su
TCD y la CE5 las ubican como las cepas con mayor
resistencia a los herbicidas estudiados. Este trabajo
provee la plataforma para continuar con el estudio
de cepas nativas y profundizar en el tema de la res-
puesta fisioldgica de hongos saprobios del suelo ante
el estrés por herbicidas.

CONCLUSIONES

La complejidad del sistema edafico y el costo
de establecer estudios a gran escala pone en relieve
la necesidad de llevar a cabo investigaciones sobre
toxicidad a nivel laboratorio como preambulo para
conocer las alteraciones que los herbicidas tienen en la
micobiota a nivel de campo. Los hongos saprobios del
suelo presentaron una respuesta diferenciada ante la
presencia de la atrazina y del paraquat. La tasa de cre-
cimiento diaria y la abundancia de esporas fueron los
parametros que se vieron mas afectados en la mayoria
de las especies por la presencia de los dos herbicidas
utilizados en el estudio. Sin embargo, la respuesta
fisiologica de algunas especies (Penicillium glabrum
y Trichoderma viride) respecto al estrés por ambos
herbicidas, resulté en un incremento en la produccion
de esporas. Este fenomeno debe ser estudiado con
mayor profundidad para comprender el mecanismo
que regula esta respuesta fisioldgica. De acuerdo con
los bioensayos dosis respuesta, las especies del género
Paecilomyces fueron las mas tolerantes a la atrazina;
para el caso del paraquat, la especie A. tamarii fue la
mas tolerante al presentar la mayor CEs. Estas espe-
cies son candidatas para estudiar su potencial en la
biodegradacion de atrazina y paraquat, asi como para
ser empleadas en estrategias de micorremediacion de
ambientes contaminados por atrazina.
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