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RESUMEN

La presente investigacion analiza los efectos toxicolégicos de dos agroquimicos de

amplio uso en el Ecuador, atrazina y diazindn, sobre Daphnia pulex y Artemia salina.

La metodologia se basé en ensayos de toxicidad aguda con D. pulex (LCs0-24h) y A.
salina (LCs0-48h), ensayos subletales con D. pulex y evaluaciones de inhibicion de la
eclosion de quistes de A. salina. Los ensayos de toxicidad aguda en D. pulex iniciaron
con el cultivo de estos organismos, se utilizaron neonatos (<24 h de edad) que se
expusieron a diferentes concentraciones de atrazina y diazinén durante 24 h. Los
ensayos de toxicidad subletal iniciaron con la exposicién de los agroquimicos en
neonatos de D. pulex durante 21 dias, evaluando su supervivencia y capacidad
reproductiva. La evaluacién de toxicidad aguda sobre A. salina comenzd con la
incubacion de quistes en agua de mar sintética, durante 48 h. Los metanauplios se
expusieron durante 48 h. Para determinar el porcentaje de inhibicion de eclosién, se

evaluaron 150 quistes a diferentes concentraciones de los pesticidas durante 72 h.

Los resultados evidenciaron que la toxicidad aguda en A. salina'y D. pulex corresponde
a0,971g/L y 12,011 mg/L, respectivamente, para Atrazina y 29,534 mg/L y 0,053 ug/L,
respectivamente, para diazinon. La Atrazina inhibio la eclosion del 50% de los quistes
de A. salina desde 0,45 g/L y llegd al 100% cuando la concentracién fue 1,8 g/L. El
diazindn inhibié la eclosion del 45% de quistes cuando la concentracion evaluada fue
15,3 mg/L, llegando al 100% a la concentracion de 102 mg/L. Respecto a la toxicidad
subletal en D. pulex, a nivel reproductivo, el NOEC y LOEC result6 ser 0,375 mg/L y
0,75 mg/L, respectivamente para Atrazina y 0,53 ng/L y <0,53 ng/L para diazinén.

Las evaluaciones de toxicidad de los agroquimicos analizados sobre D. pulex y A.
salina evidenciaron que D. pulex es el organismo mas sensible a estos plaguicidas.
Ademas, los resultados revelan que diazinén es el agroquimico mas toxico al ser el

pesticida que mas afecta a la supervivencia y desarrollo de los organismos expuestos.
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ABSTRACT

The present investigation analyzes the toxicological effects of two agrochemicals,
which are widely used in Ecuador, atrazine and diazinon, on Daphnia pulex and

brine shrimp Artemia salina.

The methodology was based on acute toxicity assays with D. pulex (LCso-24h) and
A. salina (LCs0-48h), subletales assays with D. pulex and evaluations of inhibition of
A. salina cysts. The acute toxicity tests in D. pulex began with the cultivation of these
organisms, neonates (<24 hours old) were exposed to different concentrations of
Atrazine and Diazinon during 24 h. Sublethal toxicity assays began with the
exposure of these agrochemicals on D. pulex neonates during 21 days, evaluating
their survival and reproductive capacity. The evaluation of acute toxicity on A. salina
started with the incubation of cysts in synthetic seawater, during 48 h. The
metanauplii were exposed during 48 h. To determine the percentage of hatching
inhibition, 150 cysts were evaluated at different concentrations of the pesticides
during 72 h.

The results showed that acute toxicity in A. salina and D. pulex corresponds to 0.971
g/L and 12.011 mg/L, respectively, for atrazine and 29.534 mg/L and 0.053 ugl/L,
respectively, for diazinon. atrazine inhibited the hatching of 50% of A. salina cysts
from 0.45 g/L and reached 100% when the concentration was 1.8 g/L. Diazinon
inhibited the hatching of 45% of cysts when the tested concentration was 15.3 mg/L,
reaching 100% at the concentration of 102 mg/L. About sublethal toxicity in D. pulex,
at the reproductive level, NOEC and LOEC were 0.375 mg/L and 0.75 mgl/L,

respectively for atrazine and 0.53 ng/L and <0.53 ng/L for diazinon.

Toxicity evaluations of the agrochemicals analyzed on D. pulex and A. salina
showed D. pulex is the most sensitive organism. In addition, the results reveal that
diazinon is the most toxic agrochemical because it the pesticide that most affects

the survival and development of these organisms.
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PRESENTACION

El presente proyecto de titulacién evalu6 los efectos toxicologicos del insecticida
comercial “Confiable” (Drexel Company, Estados Unidos), cuyo ingrediente activo
es diazinon, y el herbicida “Gesaprim” (Sygenta, Suiza), cuyo ingrediente activo es

atrazina, sobre dos especies bioindicadoras, A. salinay D. pulex.
El documento consta de 5 capitulos, brevemente descritos a continuacién:

El capitulo | correspondiente a la introduccion, los antecedentes, la justificacion, el
alcance y los objetivos generales y especificos planteados al inicio de la

investigacion.

El capitulo Il presenta el marco tedrico, donde se describen las caracteristicas
fisico-quimicas del diazinon y de la atrazina, asi como las caracteristicas
morfoldgicas e importancia de los de A. salina'y D. pulex, utilizados como organismo

de prueba en los ensayos.

El capitulo Il describe la metodologia experimental aplicada para el desarrollo,
cultivo y sostén de los organismos, ademas de los protocolos requeridos para la

realizacion de los ensayos de toxicidad aguda y sub-cronica.

En el capitulo IV se muestran los resultados obtenidos en los ensayos toxicologicos,

su discusion y su analisis estadistico mediante el método Probit.

Finalmente, en el capitulo V, se exponen las conclusiones consecuentes a los
objetivos planteados y se proponen recomendaciones que sirvan de fundamento

para futuros trabajos referentes a esta area de investigacion.



CAPITULO 1
INTRODUCCION
1.1. ANTECEDENTES

La agricultura es una actividad fundamental tanto en el ambito econémico como
en la seguridad alimentaria del Ecuador (Monteros et al., 2015). Segun cifras del
Banco Central para el afio 2016 el sector agricola representd el 7,6% del PIB
nacional, y los cultivos de mayor contribucidon monetaria son los que se encuentran
relacionados al mercado internacional entre ellos el cacao, banano, café, flores y
frutas con 2,6% del PIB agropecuario (Zapata, 2015). Los cultivos que permiten la
soberania alimentaria como maiz, arroz, papa, hortalizas y verduras aportan con
un 3,3% del PIB; de los cultivos mencionados el arroz es el cultivo mas extenso
(Verdesoto, 2016) y la produccion de maiz es la actividad econdmica primordial
para varias provincias de la sierra y de la costa ecuatoriana (Chavez, 2014). La
aplicacién de diversos plaguicidas ha mejorado la produccion y la calidad de los
cultivos (Aveiga, 2012), del area total sembrada con cultivos permanentes y
transitorios, el 50,03% y el 78,24%, respectivamente se encuentran vinculados a

la aplicacion de algun tipo de insumo con constituyentes quimicos (INEC, 2016).

Los plaguicidas son productos quimicos capaces de controlar, evitar o eliminar
plagas que propagan enfermedades y obstaculizan la produccion de alimentos
(FAO, 2010). Son considerados agentes primordiales en la produccion agricola,
proteccion de cultivos y calidad de las cosechas (Ceccon, 2008); no obstante, su
uso no esta libre de efectos adversos al ambiente. El empleo inadecuado de
agroquimicos, asi como las deficiencias en las practicas operativas de las
actividades agricolas, ha generado que sélo una pequefia porcién del plaguicida
llegue al organismo de interés, y el resto circule libremente al ambiente (Orta,
2002). Estos contaminantes y sus productos de transformacion pueden
transportarse por la accion del viento, la escorrentia e infiltracion del agua durante

periodos de lluvia o riego (Badii y Varela, 2008), contribuyendo de esa manera al



detrimento de la calidad de aguas superficiales y subterraneas que alcanzan
finalmente océanos en forma de sedimentos y cargas quimicas (Orta, 2002). Estas
sustancias resultan téxicas para la fauna acuatica, promoviendo bioacumulacion

y biomagnificacion a diferentes niveles tréficos (Hernandez y Hansen, 2011).

El diazinon y la atrazina, son ingredientes activos de plaguicidas utilizados
ampliamente en el Ecuador, principalmente para el control de la mosca minadora
(Hydrellia sp) que afecta la produccion de arroz, y bledo (Amaranthus hybridus)
que perjudica la produccion de maiz. Estos productos se comercializan a nivel
nacional bajo la aprobacién de Agrocalidad, pese a ello, no existen planes de
monitoreo respecto a su nivel de contaminacién en fuentes hidricas del Ecuador,
de tal manera que se desconoce sus efectos adversos en seres humanos y su

toxicidad sobre organismos acuaticos.

El diazinbn es un insecticida organofosforado, no sistémico, generalmente
empleado en la agronomia para controlar insectos, acaros y plagas en el follaje
de plantaciones de arroz, banano, café, cebolla y plantas ornamentales (IARC,
2015). Segun la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) su
nombre quimico es O,0O-dietilO-2-isopropil-6- metilpirimidin-4-il-fosforotioato, y su
férmula molecular es C12H21N203PS. Las caracteristicas fisico-quimicas que le
confieren potencial toxico en el ambiente son su alto coeficiente de particién
octanol-agua (log Kow) que se encuentra entre 3,11 a 3,81 (NCBI, 2015), y su alto
coeficiente de particién octanol-carbono organico (Koc) de 40 a 840 L/kg (NPIC,
2011). Ademas, posee rapida capacidad para hidrolizarse y fotodegradarse, por
lo que sus productos de transformacién resultan ser mas solubles en agua y
poseer un mayor potencial de lixiviacion del suelo (Sarmah et al., 2009).
Investigaciones realizadas por Osuna et al. (2000) en camarones del género
Penaeus sp con diazindn resultaron a 24h CL50=0,0741 mg/L. Asimismo, analisis
subletales realizados por Sanchez (2006) sobre D. magna con diazinén evidencian
una reduccion de nacimiento del numero medio de neonatos por hembra, con
CLs0=1,41 ng/L, Lowest Observed Effect Concentration (LOEC) de 0,1 ng/L y No
Observed Effect Concentration (NOEC) de 0,05 ng/L.



La Atrazina, es un herbicida utilizado ampliamente a nivel mundial, se aplica en
plantaciones para regular las malezas en cultivos de maiz, trigo, cafia de azucar,
pastos y malezas acuaticas en lagos y estanques (Galindez, 2010). Su nombre
quimico segun la IUPAC es 2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-1,3,5-triazina.
Es considerada como un potencial contaminante gracias a sus propiedades fisico-
quimicas como solubilidad en el agua que es a 25°C igual a 35 mg/L, su log Kow
corresponde a 2,7, y su log Koc que es 2 L/kg, de esta manera su vida media (por
biodegradacién) va de 5.824 dias a 10° dias. La baja absorcion de Atrazina en el
suelo y su alta persistencia y solubilidad en agua es la causa principal para
encontrar Atrazina en sistemas hidricos (Hansen et al., 2013). Es considerado como
un producto de categoria IV (Agrocalidad, 2017), es decir, que no presenta riesgos
en condiciones normales de uso (INEN, 1996). Segun Adama (2015) la CLso aguda
en ratas es igual a 5000 mg/kg. Es considerada moderamente téxica para: peces
CLso (96 h)=103,14 mg/L (Danio rerio); Crustaceos CEso (48h) = 394,6 mg/L, Algas
CEso0 (72h) = 0,12 mg/L (Selenastrum capricornutum), Aves: DLso = 940 mg/kg y no

téxico para abejas (Candela, 2016).

Los ensayos toxicolégicos son herramientas de andlisis convenientes para
establecer efectos toxicos de agentes fisicos y quimicos en organismos
determinados (Hansen et al.,, 2013). Estos ensayos permiten evaluar
consecuencias de contaminantes en un tiempo relativamente corto (agudo-
mortalidad), y a mediano-largo plazo (crénico-enfermedad) para obtener una
respuesta de relevancia ecoldgica a través de extrapolacién tréfica (Ramirez y
Mendoza, 2008). D. pulex, es un organismo del orden claddécero ampliamente
utilizado en ensayos toxicolégicos debido a su facilidad de cultivo en laboratorio,
ciclo de vida relativamente corto y sensibilidad a numerosos compuestos quimicos
(Miller, 2000). Por otra parte, A. salina es un camardn minusculo de cuerpo blando
que se desarrolla en aguas de alta salinidad (Mejia et al., 2009), ademas son
organismos de facil manutencion y debido a que es no es necesario conservar un
cultivo de forma permanente en laboratorio y es posible obtener comercialmente
sus quistes en todas las épocas del afo; su empleo se ha popularizado para

experimentacion en ensayos bioldgicos (Pérez y Lazo, 2010). D. pulex y A. salina



son macroinvertebrados zooplanctonicos considerados como la base en la
transferencia de energia de productores a consumidores (Pérez y Lazo, 2010). El
uso indiscriminado de pesticidas puede afectar no solo a estos organismos sino a
otros interdependientes, por lo que realizar este tipo de investigaciones permitira
evidenciar consecuencias ambientales en ecosistemas acuaticos, y a su vez sobre

la biota total (Piguave y Gutiérrez, 2010).

Bajo estas premisas, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar los efectos
toxicologicos del herbicida atrazina y el insecticida diazindn, empleando D. pulex 'y
A. salina, para lo cual se realizara ensayos de toxicidad aguda y subletal, donde los
organismos seran sometidos a diferentes concentraciones de los plaguicidas en
analisis, contribuyendo de esta manera a generar conocimiento sobre la

sensibilidad de los invertebrados acuaticos a este tipo de sustancias quimicas.

1.2. JUSTIFICACION

Los efectos adversos producto del facil acceso de sustancias potencialmente
téxicas en cuerpos de agua, han promovido el desarrollo de herramientas de
diagndstico o ensayos toxicoldgicos (Vargas y Perea, 2011), cuyo objetivo es
determinar experimentalmente el impacto biolégico de contaminantes en
organismos de ensayo (modelo animal de toxicidad) (Silva et al., 2007). Estos
modelos son sometidos por dias u horas a varias concentraciones del compuesto
de interés y los resultados obtenidos son comprobables, reproducibles y pueden

ser extrapolables a niveles ecoldgicos superiores (Villarroel, 2004).

Artemia salina y Daphnia pulex son macroinvertebrados muy sensibles a ciertos
compuestos quimicos, permitiendo a través de pruebas de toxicidad estimar
perturbaciones en su morfologia, locomocion, tasa de filtracion, reproduccion y
supervivencia (Parada, 2014). Son organismos fundamentales para las relaciones
dentro de la cadena trofica (Nunez y Hurtado, 2005), posibles afectaciones por
atrazina y diazinén en su poblacién representa un peligro para la existencia de

especies acuaticas superiores (Camacho y Sanchez, 2007).



La Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Economico (OECD), Agencia
de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA) y la American Society for
Testing and Materials (ASTM) han publicado recomendaciones para realizar estos
ensayos, logrando de esta manera que los resultados obtenidos puedan ser

estandarizados y comparables (Camean y Repetto, 2012).

En este contexto, este trabajo permitira establecer los efectos toxicolégicos en D.
pulex y A. salina, a corto y mediano plazo que producen las sustancias activas
diazindn y atrazina. Estos productos se comercializan a nivel nacional bajo la
aprobacion de Agrocalidad. Sin embargo, no se han elaborado monitoreos de
control ambiental en relacion a estas sustancias. Existe desconocimiento e
informacion limitada sobre sus posibles efectos en la salud humana y su toxicidad
en el medio acuatico. De esta manera, este trabajo contribuira en el conocimiento
de la toxicidad de estas sustancias activas en macroinvertebrados acuaticos y
evidenciara progresos en cuanto al uso adecuado de estos agroquimicos en el

Ecuador.

1.3. ALCANCE

El presente trabajo tiene caracter experimental. Los ensayos de toxicidad aguda de
los agroquimicos atrazina y diazindn, asi como los ensayos subletales realizados
sobre D. pulex, y de inhibicion de la eclosion de quistes de A. salina se realizaron a
escala de laboratorio, razén por la cual los resultados de las evaluaciones de
toxicidad deben ser considerados como aproximaciones para ambientes naturales

e ideales para ambientes controlados.

Este trabajo describe la relacion entre la mortalidad de estos modelos y la

concentracion de agroquimico a la que fueron expuestos.



1.4. OBJETIVOS
1.4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el grado de toxicidad de plaguicidas compuestos por atrazina y diazinon a
través de ensayos de toxicidad sobre los organismos A. salina 'y D. pulex para

establecer efectos adversos de estos compuestos en laboratorio.

1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el potencial toxicolégico de atrazina y diazinbn mediante
ensayos de toxicidad aguda (48 horas), que permitan el calculo de la
concentracion letal media (CLso) utilizando A. salina 'y D. pulex para evaluar
y comparar el grado de toxicidad de las sustancias tanto en ambientes
salobres como de agua dulce.

o Estimar las propiedades toxicolégicas subletales (21 dias) de las
sustancias atrazina y diazinén, a través de ensayos de toxicidad utilizando
D. pulex para determinar efectos a mediano plazo sobre este organismo.

e Determinar la sensibilidad embrionaria de A. salina frente a atrazina y
diazinbn mediante el calculo del porcentaje de inhibiciébn de eclosion de

quistes para obtener caracteristicas toxicoldgicas de estos agroquimicos.



CAPITULO 2
MARCO TEORICO
2.1. ATRAZINA,USOY CARACTERISTICAS

La atrazina, es un herbicida sumamente utilizado a nivel mundial. Contribuye al
control del desarrollo de malezas alrededor de carreteras y en plantaciones como
cafia de azucar, maiz, pastos y malezas acuosas (Galindez, 2010). Sus
caracteristicas fisico-quimicas, contribuyen a la polucién de fuentes hidricas por la
probabilidad de que el herbicida, asi como sus metabolitos o productos de

degradacion se trasladen a cuerpos hidricos (Candela, 2016).

En el afo de 1958 inici6 la comercializacion de Atrazina a nivel mundial,
incrementandose su uso durante los ultimos 50 afos (Golla et al. 2011). Sin
embargo, su capacidad recalcitrante de acumularse en aguas superficiales y
subterraneas, asi como su elevada toxicidad, han provocado que el empleo de
atrazina sea controlado en EE. UU (Hansen et al., 2013), y en paises europeos

como Alemania e Italia, donde se prohibié desde 1991 (Nodler et al., 2013).

En Ecuador, la atrazina es usada principalmente en plantaciones de cafa de azucar
y maiz (Agrocalidad, 2015 y 2016). Las importaciones de atrazina en el afio 2013
fueron de 519 750 kg. Se comercializa como una sustancia cristalina blanca
(Mudhoo y Garg, 2010), por empresas como Ecuaquimica, Syngenta, Crystal
Chemical, Bayer S.A y Agripac, bajo el nombre de Gesaprim. La dosis
recomendada para los cultivos va de cuatro a cinco litros por hectarea (Bravo,
2017).

2.1.1. PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS

Atrazina, es un herbicida sélido cristalino perteneciente a la familia de las triazinas

cuyo nombre quimico segun la IUPAC es 2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-



1.3.5- triazina (Cervantes, 2014) &6 6-cloro-N-etil-N-isopropil-1,3,5-triazina-2,4-

diamina (Candela, 2016). La estructura quimica se muestra en la Figura 1.

FIGURA 1. ESTRUCTURA QUIMICA DE LA ATRAZINA (CgH14CIN5s)

H4C NH N NH

FUENTE: Bravo, 2017

La presiéon de vapor de la atrazina es 3,8 x10° Pa (muy baja), su solubilidad en
agua es 35 mg/L (a 25°C) y el punto de fusion va desde 173 a 177°C. La baja
adsorcion de atrazina en el suelo y su relativamente alta persistencia en el medio
es la causa principal para encontrar atrazina en sistemas hidricos (Hansen et al.,
2013).

Los valores detallados en la Tabla 1 referentes a la presion de vapory ley de Henry,
mostraron la baja volatilidad del compuesto (Hansen et al., 2013). El Log Koc que
representa la disposicion de las sustancias organicas para ser adsorbidas por las
moléculas del suelo, evidencid que la atrazina tiene un movimiento moderado y, por

lo tanto, existe la posibilidad de que se lixivie hacia el agua (Bravo, 2017).

2.1.2. MOVIMIENTO EN EL AGUA Y EL SUELO

La atrazina en el ambiente permanece quimicamente intacta, o puede degradarse
para dar mas de 15 metabolitos, siendo los cuatro principales la desetilatrazina
(DEA), deisopropilatrazina (DIA), didealquilatrazina (DDA), y hidroxiatrazina (HYA)
(Figura 2). La hidrdlisis de atrazina por un mecanismo de degradacion quimico
primario (abiético) da HYA,; y la N-dealquilacion de las cadenas laterales de atrazina
produce DEA y DIA (Mudhoo y Garg, 2010). HYA es el metabolito mas importante



de la atrazina y muestra una mayor retencion en los suelos que los otros metabolitos
(Prata et al., 2003), ademas es el producto de degradacién menos movil de atrazina.
Aunque la presencia de metabolitos es indicativa de una cierta degradacion del
herbicida, algunos de ellos, especialmente DEA y DIA, tienen toxicidad similar,
menor solubilidad en agua e interaccion mas débil con los componentes del suelo

que el herbicida aparente (Abate y Masini, 2005).

TABLA 1. PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE LA ATRAZINA

Parametro Caracteristica
Puntos de fusion (mp) 173-177 °C
Peso molecular (fw) 215,68 g/mol
Solubilidad (Sw) 35 mg/L en agua a 25 °C
Presion de vapor (vp) 3,8x10° Pa
Vida media (por biodegradacion) 10° a 5 824 dias
Constante de la ley de Henry (Kn) 3,04x10° atm m3/mol
Logaritmo del coeficiente de particiéon Octanol / Agua 2,7
(Log Kow)
Logaritmo del coeficiente de particién en carbono 2 L/kg
organico(log Koc)
Logaritmo negativo de la constante de 1,62 a20°C, 1,70 a 21°C

disociacion (pka)

FUENTE: Hansen et al., 2013
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FIGURA 2. ESTRUCTURAS QUIMICAS DE ATRAZINA'Y SUS PRINCIPALES
PRODUCTOS DE DEGRADACION
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FUENTE: Mudhoo y Garg, 2010

La atrazina pertenece a una clase de herbicidas conocidos como s-triazinas y segun
Schwab (2005), es clasificado como moderadamente moévil. Una vez que el
herbicida ha llegado al suelo se distribuye en 3 fases soélida, liquida y gaseosa. La
parte que se mantiene en solucién, es la que estara disponible para la absorcion,
degradacion, lixiviacion y arrastre por la superficie (Hang y Nasseta, 2003).

Sin embargo, este herbicida posee baja solubilidad en solucién acuosa, y por tanto
puede penetrar limitadamente en la parte profunda del suelo, y atacar a cultivos o
plantas que poseen raices profundas (arboles). El aro quimico de la atrazina es

resistente a la degradacion (Mohammad et al., 2005).

Varios autores han reportado la presencia de atrazina y sus metabolitos en aguas
superficiales y subterraneas, asi como otras s-triazinas como simazina, ametrina y
propazina (Abate y Masini, 2005). La infiltracién lenta en el suelo promueve el
movimiento de atrazina, asi como sus metabolitos en el mismo, el transporte rapido
es promovido por macroporos y grietas, por consiguiente, se forman flujos
preferenciales que fomentan desplazamientos de agua rapidos e irregulares,

ademas de solutos que penetran el suelo (Bravo, 2017). El movimiento de atrazina
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en el suelo es autonomo de sus caracteristicas adsorbentes, debido a que los flujos
preferenciales, reducen el tiempo de interaccion entre los componentes del suelo y

la atrazina (Hang et al., 2010).

En el ambiente, la presencia de herbicidas obedece a varios factores como la dosis
utilizada, el tipo de suelo y la temperatura e intensidad de las precipitaciones
(Helling, 2005). El desplazamiento de atrazina en el suelo depende de la cantidad
de agua suministrada, textura y drenaje del suelo, asi como del contenido de
materia organica. La atrazina tiende a infiltrarse en suelos arenosos y a moverse
con el agua drenada; en cambio en suelos arcillosos con grandes contenidos de
materia organica tienden a detener al herbicida limitando su aparicién en el agua
drenada. (Hang et al., 2010). En consecuencia, la presencia de materia organica
aumenta la capacidad de adsorcion del suelo y disminuye e inhibe la migracién y
movilidad de la atrazina. El exceso de lluvias y de riego fomentan, la posibilidad de
migracion de herbicida hacia los cuerpos de agua por procesos como lixiviacion,
infiltracion y escorrentia (Bravo, 2017). Mahia y Diaz (2007) sostienen que
Bacteriodeles, Firmicutes, Proteobacterias, Actinobacterias entre otros
microorganismos del suelo donde se ha aplicado atrazina, pueden adaptarse al
herbicida y utilizarlo como fuente de nutrientes o de nitrégeno o carbono. En
contraparte, la actividad microbiana reducida, fomenta la persistencia del herbicida
en el medio y por tanto aumenta el riesgo de que el compuesto se traslade a

cuerpos de agua.

2.1.3. EFECTOS SOBRE LA SALUD Y EL AMBIENTE

Los efectos que esta sustancia produce en animales y seres humanos estan
principalmente sobre el sistema endocrino, debido a que puede generar un
desequilibrio hormonal, por ser un agente que interviene con la sintesis, secrecion,
metabolismo, transporte y eliminacion de hormonas en el cuerpo que permiten la
homeostasis y reproduccion de un organismo (Pocar et al., 2003). Savitz et al.
(1997) elaboré un estudio en humanos en el cual determiné que la ocurrencia de

nacimientos prematuros resulté el doble en familias en las que el padre habia
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empleado atrazina, a diferencia de familias en las que el padre no tuvo

acercamiento con el herbicida (Bravo, 2017).

Para la Agencia de Sustancias Toéxicas y el Registro de Enfermedades de los
Estados Unidos (ATSDR) (2003), la atrazina también puede causar danos en el
corazén, el rindn y el higado en animales de laboratorio, es decir, esta sustancia
provoca alteraciones cardiacas, renales, hepaticas y un incremento en el desarrollo
de leucemias y linfomas en mamiferos (Ibarra, 2006). Un estudio realizado por la
Organizacion de Estudios de Salud Agricola de Estados Unidos (2017) determind
que el trabajo en granjas de campo se encuentra relacionado con un mayor riesgo
a padecer Artritis Reumatoide (AR), una enfermedad donde el sistema
inmunologico ataca y dana el tejido sano. En la investigacion se estudiaron 220
hombres agricultores con AR, los agricultores varones que alguna vez usaron los

pesticidas toxafeno y atrazina fueron mas propensos a desarrollar AR. (NHI, 2005).

Estudios realizados por Hayes et al. (2011), en ranas Xenopus laevis demuestran
gue los machos adultos expuestos a atrazina sufrieron desmasculinizaciones en su
totalidad. EI 10% de los machos expuestos copularon con otros machos vy
produjeron huevos fecundos, debido a que llegaron a desarrollarse como hembras
funcionales (lbarra, 2006). El Programa Internacional de Seguridad Quimica
determindé que la atrazina es téxica para aves, y establecié mortalidad con una
ingesta de 10 000 mg/kg (Pocar et al., 2003). Adicionalmente, se encuentra
clasificada por esta misma entidad como moderadamente toxica para organismos
acuaticos, con una Dosis letal media (DLso) comprendida entre 0,5 a 15 mg/L. La
OMS establecio la DLso oral aguda para ratas entre 1900 a 2300 mg/kg y para
ratones es de 670 a 740 mg/kg (Bravo, 2017).

Takizawa et al. (2005) encontraron que la atrazina aumentdé la incidencia de
tumores mamarios en una cepa transgénica de rata hembra (Sprague-Dawley)
(OMS, 2003). Sin embargo, la Agencia Internacional para la Investigacion del
cancer clasifico a esta sustancia dentro del Grupo 3, es decir, describe a la atrazina
como no clasificable con respecto a carcinogenicidad en seres humanos, debido a

que segun estudios adicionales realizados en animales de laboratorio la
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informacion encontrada no logra establecer una conexién definitiva entre atrazina y
cancer. (IARC, 2015)

2.2. DIAZINON, USO Y CARACTERISTICAS

El diazindn es un plaguicida no sistémico ampliamente utilizado en la agricultura
para controlar insectos, acaros y plagas en el follaje de plantaciones de arroz,
banano, café, cebolla, maiz, mango, plantas ornamentales de jardines, ganado y
mascotas (NPIC, 2011). Una vez en el entorno, el diazinén es lo suficientemente
persistente como para afectar significativamente los recursos hidricos
(Kouloumbos, 2003). Debido a su capacidad para hidrolizarse y fotodegradarse, el
diazindn sufre procesos de transformacion y llega a formar productos que resultan
ser mas solubles en agua, mas moviles y poseen un mayor potencial de lixiviacién

en el suelo (Sarmah et al., 2009).

El diazinén fue desarrollado a principios de la década de 1950, el lanzamiento de
este producto fue relevante para la época en la cual se realizaban esfuerzos para
encontrar un sustituto del DDT (Dicloro difenil tricloroetano) (Gémez, 2015). Sin
embargo, en 1986 la U.S. Environmental Protection Agency (EPA) prohibi6 la
utilizacién de este compuesto en areas abiertas a causa del peligro potencial para
aves migratorias, ademas de generar contaminacion en el suelo y cuerpos de agua
colindantes (EPA, 2006). Para el afio 2004, su uso a escala doméstica empezo a
ser ilegal en Estados Unidos y en 2006 la Union Europea, debido a los efectos
perjudiciales a corto y mediano plazo en la salud de personas expuestas a este
plaguicida (Roldan, 2004).

La OMS no ha establecido el limite permisible de diazinén en agua potable, debido
a que no es probable su presencia en agua de consumo humano (Troya, 2016). No
obstante, para el 2011 en Espanfa, el Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en
el Trabajo en establecié un valor limite ambiental de exposicion diaria de 0,01
mg/m3. Esta sustancia es considerada uno de los plaguicidas organofosforados
mas persistentes, ya que su vida media en el ambiente es de 90 dias, en contraste

con malatién o paration de los cuales su vida media es de unas pocas semanas
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(Badii y Varela, 2008). La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
(IARC) lo clasifica dentro del grupo 2A, probablemente cancerigeno para los
humanos y la OMS lo clasifica como un producto de categoria Il, es decir,

moderadamente peligroso (NCBI, 2015).

En Ecuador, de acuerdo a la Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad
del Agro (Agrocalidad, 2015), el diazinén es utilizado generalmente en plantaciones
de arroz, pifia, rosas, papa Yy follaje; segun su toxicidad se encuentra catalogado
como un producto de categoria Ill, ligeramente peligroso (INEN, 1996).
Adicionalmente, este compuesto es comercializado en su presentacion de
formulacién concentrado emulsionable, por la empresa Drexel Chemical Company
de Estados Unidos, bajo el nombre comercial Confiable y es importado a nivel

nacional por la empresa AFECOR (Agrocalidad, 2017).

2.2.1. PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS Y AMBIENTALES

El diazindn es un compuesto organofosforado cuyo nombre quimico segun la
IUPAC es O,0-dietilO-2-isopropil-6-metilpirimidin-4-il-fosforotioato y; su féormula

molecular es C12H21N203PS. Su estructura molecular se muestra en la Figura 3

FIGURA 3. ESTRUCTURA MOLECULAR DEL INSECTICIDA DIAZINON.
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En su forma pura, el diazindbn es un liquido aceitoso incoloro, mientras que en
formulaciones comerciales es de color ambar claro a marrén oscuro, con olor similar
a éster (IARC, 2015). Es miscible con disolventes organicos comunes como éteres,
alcoholes, benceno, tolueno, hexano, ciclohexano, diclorometano, acetona vy
aceites de petroleo (NCBI, 2015). Es susceptible a oxidacién por encima de 100 °C
(Badii y Varela, 2008).

El diazindn posee alta afinidad con el tejido adiposo, log Kow entre 3,11 a 3,81
(IARC, 2015), y alta afinidad por el suelo log Koc 2,81 g/ml (NPIC, 2011). Los
valores de la Tabla 2 muestran la poca volatilizacion de este compuesto en el suelo
(NCBI, 2015), y su baja solubilidad en agua (Kouloumbos, 2003).

TABLA 2. PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DEL DIAZINON

Parametro Valor de la propiedad
Punto de ebullicién (tb) Se descompone a T >a 120°C
Peso molecular (fw) 304,345 g/mol
Solubilidad (Sw) 60 mg/L en agua (20 °C)
Presién de vapor (vp) 9,01x10° mmHg (25°C)
Vida media (por biodegradacion) 90 dias
Constante de la Ley de Henry (Kn) 6,09x102 (Pa m 3mol) (25°C)
Logaritmo del coeficiente de particion 3,11 a 3,81

Octanol/Agua (Log Kow)

Logaritmo del coeficiente de particion en 2,81 g/ml
carbono organico (Log Koc)

Logaritmo negativo de la constante de 2,60 (25°C)
disociacion (pka)

FUENTE: NIH, 2005, Pesticides Properties DataBase (PPBD), 2018

2.2.2. MOVIMIENTO EN SUELO Y AGUA

Gran parte de la polucién ambiental generada por el diazindbn proviene del uso
agricola y doméstico (ATSDR, 2015). Una vez en el ambiente, las particulas

remanentes de esta sustancia pueden ser trasladadas por el aire (Souza et al.,
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2010), ademas de liberarse a aguas superficiales y al ser un compuesto
moderadamente movil en algunos tipos de suelo (dependiendo de la cantidad de
materia organica y carbonato de calcio) puede filtrarse a aguas subterraneas
(Fenlon et al., 2011). Se conoce que el diazinébn puede estar presente en aguas
subterraneas, arroyos principales y estanques en regiones rurales cercanas a areas
de cultivo (ATSDR, 2015). En la biota el diazinén es degradado rapidamente en la
mayoria de los animales que lo ingieren en sus alimentos. Sin embargo, por su alto
valor de log Kow y log Koc posee un importante potencial de acumulacion en el

suelo y en la biota. (Narvaez et al., 2012).

La degradacion y estabilidad quimica del diazinbn en ambientes naturales, depende
de reacciones fotoliticas, hidrdlisis y de degradacion biolégica, dichos procesos
permiten la reacomodacion y ruptura de enlaces quimicos, que producen la
transformacion parcial del compuesto (Badii y Varela, 2008). La degradacion
microbiolégica y quimica tanto en el suelo y el agua es la principal manera por la
cual el diazindn se disipa en el ambiente (Bondarenko et al., 2004). En suelos
microbianos activos se degrada rapidamente y; se ha encontrado que la
semidesintegracién de este compuesto ocurre de 1,2 a 5 semanas para suelos no

estériles y de 6,5 a 12,5 semanas para suelos estériles. (FAO, 2000).

El diazindén es estable en aguas pH alcalino, mientras que en agua con pH acido se
hidroliza rapidamente. Se estima que la semidesintegracion por hidrdlisis (a 20°C)
a pH igual a 5 es de 32 dias, con pH igual a 7,4 es de 185 dias y con pH igual a 9
es de 136 dias (FAO, 2000). Los principales productos de hidrédlisis se han
identificado como 2-isopropil-6-metil- pirimidin-4-ol (IMP) y Dietil tiofosfato
(Kuolombus et al., 2003). Estudios de fotdlisis de diazinbn en suspensiones
acuosas del suelo bajo luz ultravioleta han demostrado que los principales
productos de transformacion son su analogo de oxigeno dietil 2-isopropil-6-
metilpirimidin-4-il fosfato (Diazoxén), su isémero O,O-dietilo-S-(2-isopropil-6-
metilpirimidina-4-il) Tiofosfato) (Isodiazinén), y 0O,O-dietilo-O-[2-(1-hidroxi-1-

metiletil)-6 -metilpirimidina -4-il] tiofosfato (Hidroxidiazinon) (Mansour et al., 1999).
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Wu et al. (2009) investigaron la degradacion del diazindn mediante un Proceso de
Oxidacion Avanzada (PAO), cuyos resultados experimentales indicaron que se
observaron cuatro subproductos principales durante la degradacién del diazinén,
los cuales fueron: el fosfonato de dietilo, el 2-isopropil-6-metil-4-pirimidinol (IMP), el
Diazoxon y el Hidroxidiazinbn (Wang y Shih, 2015). Las posibles vias de
degradacion de diazindn se muestran en la Figura 4. El primero es la oxidacion de
diazinén a Diazoxdn, mediante ozonizacion permitio determinar que el Diazoxon
era el mayor subproducto para luego degradarse faciimente (Wu et al., 2009).
Asimismo, el IMP se produjo por la hidrélisis de Diazoxén a medida que se
degradaba el diazindn. Se concluy6é que otra via era la hidrolisis para dividir el
diazinén en dos subproductos, el fosfonato de dietilo y el IMP. La tercera via se
defini6 como hidroxilacion, donde el OH se unié al grupo funcional isopropilo del

diazinén y produjo Hidroxidiazinén. (Basfar, 2007).

Es importante recalcar que los productos de transformaciéon de diazindn son mas
polares que el compuesto parental (Narvaez et al., 2012), pueden ser mas solubles
en agua, mas moviles y tienen un mayor potencial de lixiviacién del suelo (Vittozzi
et al., 2001). Consecuentemente, estos compuestos probablemente serian
encontrados en aguas superficiales y subterraneas en concentraciones mas altas

que el compuesto original (diazindn) (Souza et al., 2010).
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FIGURA 4. ESTRUCTURA QUIMICA DEL DIAZINON Y SUS PRODUCTOS DE
DEGRADACION
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2.2.3. EFECTOS SOBRE LA SALUD Y EL AMBIENTE

Segun la OMS, el diazindn es un pesticida catalogado como moderadamente
peligroso para el ambiente, ya que una vez expuesto al medio tiende a degradarse
por hidrdlisis, fotdlisis y metabolismo microbiano impidiendo de esta manera

persistencia en el medio (Diaz, 2004).

El uso inadecuado de los pesticidas organofosforados como el diazindn ya sea en
la agricultura, por exposicion accidental, entre otros, ha ocasionado muchos casos
de envenenamiento. La exposicion puede ser por la piel, gastrointestinal, por
inhalacion e intravenosa (Sungur y Glven, 2001). La ATSDR (2006) sostiene que
pequefias cantidades de diazindn han sido detectadas en alimentos, sin embargo,
la Administracion de Alimentos y Drogas (FDA) de los Estados Unidos manifiesta
que si bien es cierto algunos alimentos presentan diazindn, si su presencia en los

mismos es muy baja, no causan efectos adversos en la poblacién.
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El diazinbn es un inhibidor irreversible en el tejido nervioso de la enzima
acetilcolinesterasa, ocasionando el incremento y acumulacién en las uniones
neuronales de acetilcolina y por consiguiente el bloqueo de la transmision
neuromuscular del impulso nervioso, provocando deficiencias respiratorias y

posteriormente la muerte (Poet et al., 2004).

Investigaciones realizadas por Osuna et al. (2000), en camarones del género
Penaeus sp. sometidos a 24h de diazin6n, revelaron una CLs50=0,0741 mg/L.
Asimismo, analisis subletales realizados por Sanchez (2006), sobre D. magna
sometida a diazinén evidenciaron una disminucién del numero medio de neonatos
por hembra, CLs0=1,41 ng/L, No Observed Effect Concentration (NOEC) de 0,05
ng/L y Lowest Observed Effect Concentration (LOEC) de 0,1 ng/L.

Las principales acciones toxicas del diazindn en ratas, estan asociados a los
efectos reproductivos masculinos, incluidas las alteraciones de la cromatina
espermatica, reduccién del peso de las gonadas y anormalidades en la morfologia
de los espermatozoides. Estos efectos estan relacionados con la fosforilacion de
proteinas, es decir que generan alteraciones quimicas en las proteinas nucleares
de los espermatozoides (protaminas), las cuales empacan el ADN durante los
ultimos pasos del espermatogénesis, contribuyendo a la toxicidad reproductiva
masculina y comprometiendo la fertilidad y el desarrollo de la descendencia (Pifia-
Guzman et al., 2005). De acuerdo a Diaz (2004), no se han reportado informes
acerca de los efectos adversos del diazindn en los gametos femeninos o génadas,
ni en el desarrollo del embrién de mamiferos. Sin embargo, otros pesticidas
organofosforados, alteran los niveles de algunas hormonas, el ciclo menstrual y

disminuyen la duraciéon de embarazos en humanos.

2.3. ESTUDIOS DE TOXICIDAD EN ECOSISTEMAS

La toxicidad estudia los efectos téxicos causados por los xenobidticos sobre los
ecosistemas (Vargas y Perea, 2011). Por lo tanto, busca evaluar el estado de los

sistemas ecoldgicos y contribuir a la restauracién de los trastornos producidos en
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el ambiente por agentes toxicos mediante ensayos de diagnéstico (Mejia et al.,
2009), los cuales deben ser realizados bajo condiciones experimentales definidas

y controladas (Huovinen y Gémez, 2017).

A través de dichos ensayos, se determinan los efectos desfavorables resultantes
de cierta exposicion de un contaminante sobre organismos sensibles a variaciones
(Pefia et al., 2001). Los ensayos permiten estimar respuestas tales como:
mortalidad y cambios tanto morfoldégicos como fisioldgicos en los organismos de
estudio (Mejia et al., 2009). Las consecuencias nocivas sobre el individuo o
poblacién en evaluacion dependen de las caracteristicas fisicas y quimicas del
xenobidtico, asi como de la concentracién (dosis), tiempo, ruta y frecuencia de

exposicion (Silva et al., 2007).

2.3.1. TOXICIDAD AGUDA

Las evaluaciones de toxicidad aguda, analizan los efectos desfavorables de un
compuesto determinado sobre organismos especificos, en un periodo de
exposicion corto que varia entre 24 y 96 horas. El lapso de exposicion para
crustaceos, plantas y peces corresponde a 48, 76 y 96 horas
respectivamente (Espindola, 2004). Los organismos son sometidos a diferentes
concentraciones de un producto, obteniéndose finalmente la concentracion letal
media (CLso).

La CLso representa la capacidad téxica de una sustancia en una concentracion
determinada, que provoca la muerte de la mitad de la poblacién (Castillo, 2004);
dicho parametro varia de acuerdo a diversos factores como la via de entrada
(respiratoria, oral o dérmica), la presentacion (soélida, liquida, gel, polvo o gas) del
producto, temperatura, la edad de los organismos, asi como la dieta y el sexo

(Ramirez y Lacasafia, 2001).
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2.3.2. TOXIDAD CRONICA

Los estudios de toxicidad crénica evaluan los efectos adversos de la exposicion
continua de un contaminante (Huovinen y Gémez, 2017). Los efectos a largo plazo
estan vinculados con modificaciones en crecimiento, metabolismo, reproduccion, o
capacidad de supervivencia (Castillo, 2004). La exposicion para Daphnias segun
OECD (2012) corresponde a 21 dias, tiempo suficiente para obtener resultados
confiables. Los indicadores para manifestar el efecto cronico son: No observed

effect concentration (NOEC) y Lowest observed adverse effect level (LOEC).

EI NOEC es la concentracion sin efecto observado, indica la mayor concentraciéon
de una sustancia que no altera la capacidad funcional, morfologia, crecimiento, o
tiempo de vida de los organismos expuestos. Es la concentracién mas alta donde

los efectos adversos no son observados (Repetto, 2009).

ElI LOEC es el nivel mas bajo de efecto adverso observado, indica la concentracion
mas baja a la cual se observa efectos adversos en la morfologia, capacidad de

crecimiento o desarrollo vital de organismos expuestos (Repetto, 2009).

2.3.3. RELACION DOSIS- RESPUESTA

La relacién dosis-respuesta describe la correspondencia entre la cantidad de toxico
(dosis) y el numero de individuos que muestran un efecto establecido (respuesta)
(Silbergeld, 2001). Normalmente cuando se aumenta la dosis, el numero de
organismos afectados también se incrementa en la poblacién en estudio
(Hernandez et al., 2011). El efecto toxico es una transformaciéon permanente en la
morfologia del organismo evaluado que puede ser medida, alcanzando un valor de
cero cuando la concentracion de contaminante administrado es cero (Silbergeld,
2001). En cambio, la dosis es la cantidad de contaminante que ingresa en un
individuo (Maier y Lantz, 2016). La dosis recibida es el resultado de cierto periodo
de exposicion, es asi que una exposiciéon aguda sucede por lo general de 24 a 72

horas, un intervalo de tiempo muy corto, mientras que las exposiciones cronicas
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tienen lugar durante periodos prolongados de tiempo desde semanas o meses
hasta anos. (ATSDR, 2009)

La curva dosis-respuesta es la representacion grafica de la respuesta observada
frente a las dosis administradas, en las ordenadas se establece los valores
asociados a los efectos y en las abscisas los valores de la dosis (ATSDR, 2009).
Generalmente, la curva de dosis-respuesta es sigmoidea y existe un lapso de dosis
menores en el que no se detecta respuesta alguna, mientras si se aumenta la dosis,
el efecto prolonga una curva con pendiente positiva que termina cuando la

respuesta es del 100% (efecto maximo) (Maier y Lantz, 2016)

En la Figura 5 cuando la curva pasa por el origen la dosis es cero, mientras que
cuando los valores de la dosis son muy bajos la curva se vuelve horizontal porque
los valores de efecto son iguales a cero (Repetto, 2009). La respuesta empieza a
obtener un valor ascendente cuando la dosis se encuentra en el nivel limite
(Hernandez et al., 2011). La curva mantiene su pendiente (linea recta) cuando la
respuesta aumenta de forma directamente proporcional a la dosis (Silva et al.,
2007). A dosis mayores la curva llega a ser asintdtica cuando tiene un valor

maximo (Maier y Lantz, 2016).

FIGURA 5. CURVA DOSIS-RESPUESTA.
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FUENTE: Silbergeld, 2001



23

2.4. ENSAYOS DE TOXICIDAD EN ECOSISTEMAS ACUATICOS

Los ensayos de toxicidad acuatica determinan experimentalmente el impacto
biolégico de contaminantes en organismos de ensayo (bacterias, algas, crustaceos,
peces) (Silva et al., 2007). Estos organismos son sometidos por dias u horas a
varias concentraciones del compuesto de interés y los resultados obtenidos son
comprobables, reproducibles y pueden ser extrapolables a niveles ecoldgicos

superiores (Villarroel, 2004).

Trabajar con organismos es relevante, debido a las distintas manifestaciones de
sensibilidad que estos pueden evidenciar (Repetto y Repetto, 2009), y en
consecuencia, permiten conocer el estado o nivel de preservacion de un habitat
(Morales, 2011). La OECD, EPA y ASTM han publicado recomendaciones para
realizar estos ensayos, logrando que los resultados obtenidos puedan ser

estandarizados y comparables (Camean y Repetto, 2012).

2.4.1. Artemia salina

Las caracteristicas de A. salina (Branchiopoda, Anostraca, Artemiidae) se detallan
a continuacion:
2.4.1.1. HABITAT Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La distribucién geografica de la Artemia es muy amplia, esparciéndose por
practicamente todos los continentes (menos la Antartida). Su distribucién, es
producto del transporte accidental del viento o las aves, por causas naturales o por
accion humana (Sarabia, 2002). Este pequefio crustaceo del orden Anostraca
(carece de caparazén), naturalmente habita en pozos y lagos de agua salada con
concentraciones salinas entre 3,5 a 70 %0 (Gava et al., 2007). Estos organismos
estdn asociados a zonas de alta salinidad debido a la baja incidencia de
predadores, capacidad de regulacion osmoética y disponibilidad de recursos

alimenticios (Bustos y Vargas, 2010).
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2.4.1.2. ALIMENTACION

Artemia salina es un micro crustaceo con capacidad de filtrar diferentes tipos de
material particulado en suspensidon del medio acuatico en el que se desarrolla
(Villamar, 2000), esta funcién la realiza debido al movimiento de sus antenas y
toracépodos, que generan pequeias corrientes en sentido oral (Mejia et al., 2009).
Su alimentacién se conforma de fitoplancton, algas como Dunaliella, Tetrahedron,
Chaetoceros, bacterias, protozoos y rotiferos (Esteve y Elmasri, 2007). En este
sentido, al ser un organismo no selectivo, puede retener particulas (detritos) de
didmetro inferior a 50 ym (FAO, 2000). Asimismo, un individuo de esta especie
ingiere y digiere continuamente particulas durante las 24 horas del dia (Martinez et
al., 2013).

2.4.1.3. MORFOLOGIA

Los organismos pertenecientes al orden anostraca presentan un destacado
dimorfismo sexual, las hembras poseen antenas de corto tamafio y un ovisaco
donde se almacenan los quistes hasta su liberacion, los machos por su parte son
distinguidos por poseer un par de penes retractiles y antenas desarrolladas usadas

para sostener a la hembra durante el apareamiento (Lomas et al., 2015).

La cabeza de estos organismos esta compuesta por cinco segmentos fusionados,
donde se observa un ojo compuesto a cada lado y ojo naupliano u ocelo central
(Correa 'y Murici, 2011). El térax esta constituido por once segmentos contenedores
de un par de apéndices aplanados llamados toracopodos o filbpodos que sirven
para nadar, comer y respirar. El abdomen esta formando por 8 segmentos carentes
de apéndices, los dos primeros son genitales y el ultimo es el telson dotado de una
furca caudal (Ruiz, 2008). La Figura 6 muestra la morfologia y partes de una hembra

y macho de A. salina.
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FIGURA 6. MORFOLOGIA DE MACHO Y HEMBRA DE A. salina
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2.4.1.4. REPRODUCCION

La reproduccion entre los individuos macho y hembra del género Artemia, sucede
cuando, habiendo alcanzado la madurez sexual en la etapa de adultez, el macho
engancha a la hembra con sus antenas curvadas y encaja uno de sus penes en la
anchura del utero permitiendo la fertilizacion de los quistes (Pastorino, 2003).
Cuando los quistes han rebasado el utero, el cigoto se desarrolla hasta la etapa de
gastrula dentro del ovisaco, formandose hasta 4000 células. (Villamar, 2000).

En la reproduccion asexual por partenogénesis la fertilizacion no tiene lugar, debido
a que ésta ocurre cuando no existen machos dentro de la poblaciéon que fecunden

a las hembras (Lomas et al., 2015).

En condiciones favorables, se produce la reproducciéon ovovivipara, y se observa
que la gastrula aumenta su tamano dentro del ovisaco hasta llegar al estadio de

nauplia, para luego ser desprendido al exterior (Villamar, 2000). En cambio, si las
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condiciones son extremas, se desarrolla reproduccidn ovipara, las gastrulas seran
rodeadas de envolturas quitinosas (formacion de quistes), generandose un estado
de diapausa o latencia (Mejia et al., 2009). En el exterior los embriones enquistados
sufren procesos de desecacion de modo que todas sus funciones metabdlicas se
suspenden, pero mantienen su viabilidad durante varios afos (Fernandez, 2017). Al
encontrarse los quistes, nuevamente en condiciones favorables de humedad,
temperatura, salinidad, oxigeno, alimento natural, pueden reiniciar su desarrollo y
dar origen a una larva nauplia (FAO, 2000). En la Figura 7 se muestra el ciclo
reproductivo de esta especie.
FIGURA 7. CICLO REPRODUCTIVO DE A. salina
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FUENTE: Mejia et al., 2009
2.4.1.5. CONDICIONES PARA LA ECLOSION DE QUISTES DE A. salina

Las recomendaciones para mantener un cultivo de A. salina se detallan en la
Tabla 3.
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TABLA 3.CONDICIONES PARA ECLOSION DE QUISTES Y MANTENIMIENTO
DE NAUPLIOS DE A. salina

PARAMETRO CONDICION
Temperatura 25a30°C
lluminacién lluminacién artificial constante provista por un foco LED

colocado a 30 cm de distancia por 48 h

Recipiente de Recipiente alargado de plastico transparentes que debe
mantenimiento permanecer tapado

Densidad Incubacion de 0,5 g de quistes de A. salina en 0,5 L de
poblacional agua de mar artificial

pH 8,6+2

Salinidad 5a 30 ppm

Oxigeno Disuelto De 1,0 mg/L hasta saturacion de Oz

Alimentacién Algas y detritus

FUENTE: FAO, 2000; Martinez et al, 2006; Sanchez, 2006
ELABORACION: Mifio y Rodriguez

2.4.1.6. IMPORTANCIA AMBIENTAL

Los organismos pertenecientes al género Artemia son considerados un elemento
determinante del zooplancton, sobre todo en ambientes estuarinos, y por tanto son
un elemento significativo dentro de la cadena tréfica, la reduccion de sus
poblaciones implica riesgo para otras especies superiores en el medio acuatico
(Camacho y Sanchez, 2007). En ambientes acuosos de alta salinidad estos
organismos actuan como biosensores de contaminacion llegando a convertirse en
individuos importantes para analisis de toxicidad (Pérez y Lazo, 2010).

El corto ciclo de desarrollo de la A. salina, su importancia en el medio acuatico, asi
como su facilidad de crianza en laboratorio, favorece su uso en ensayos de
toxicidad, presentandose como un método rapido, de bajo costo, eficiente y que

requiere pequenas cantidades de la sustancia a analizar (Gava et al., 2007).
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2.4.2. Daphnia pulex

Las caracteristicas de D. pulex (Branchiopoda, Cladocera, Daphniidae) se detallan

a continuacion:

2.4.2.1. HABITAT Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Daphnia pulex se encuentra distribuida en América del Norte, Europa y Australia,
en Sudamérica se encuentra presente en un gran numero de lagos de montafia y
estanques del sur de Peru y de Chile (Villalobos, 2017). Es un organismo que se
desarrolla en pequefos estanques, aunque poblaciones con menor pigmentacion
pueden encontrarse en lagos profundos y transparentes (ultra oligotroficos) (Miller,
2000), también pueden existir poblaciones en pequefios estanques y lagos
eutroficos, donde pueden ser de color rojo brillante debido a la alta produccion de
hemoglobina. (Aliberti et al., 2013)

Viven en aguas abiertas de lagos, apegados a la vegetacion principalmente cerca
de la superficie de la columna de agua (Miller, 2000), dependiendo de las
estaciones o los depredadores tienden a desplazarse arriba o abajo de la columna
de agua en un proceso denominado migracion vertical diel (Ramos et al., 2004).
Generalmente, gastan una gran cantidad de energia moviéndose hacia una
profundidad mas baja durante el dia para evitar a los depredadores y se acercan a

la superficie para comer durante la noche (Ebert, 2005).

2.4.2.2. ALIMENTACION

Las Daphnias son crustaceos filtradores (Ocampo et al., 2010). El alimento es
colectado por sedas situadas en los apéndices del térax que producen una corriente
de agua (Ebert, 2005). Mientras la corriente fluye, el alimento es filtrado y recogido
por un canal ventral e impulsado hacia la boca donde se mezcla con secreciones
bucales y es triturado entre las mandibulas para luego ser transportado por el
intestino donde se completa la digestion (Pifieros y Quintero, 2008). La asimilacion
de nutrientes puede tomar de entre 30 minutos a 3 horas (Velandia y Montafiez,
2010).
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Aunque el sistema de alimentacién es tan eficiente que incluso puede recoger
bacterias, la comida generalmente esta compuesta por algas planctonicas de 0,5
pMm hasta 50 um (Alarcon y Ardila, 2008), también se puede encontrar particulas de
hasta 70 um de diametro en el contenido intestinal de individuos grandes (Ebert,
2005). Las algas verdes se encuentran entre los mejores alimentos para las
Daphnias, aunque también pueden alimentarse de levaduras, detritus vy
zooplancton (Garcés, 2003), asi como hongos, protozoarios, bacterias y desechos

organicos (Velandia y Montariez, 2010).

2.4.2.3. MORFOLOGIA

Daphnia pulex, es la especie mas conocida del género Daphnia, es un micro
crustaceo que mide alrededor de 0,2 y 3,0 mm de largo (Miller, 2000). Su cuerpo
es ovalado, lateralmente comprimido y no se encuentra claramente segmentado
(Aliberti et al., 2013). Posee una estructura no calcificada transparente compuesta
de quitina denominada caparazén, que cubre completamente al organismo (Alarcén
y Ardila, 2008). La cabeza contiene un ojo compuesto de color oscuro y 5 pares de
apéndices planos que sirven para filtrar el alimento y funciones sensoriales, ademas
de varias antenas secundarias comprendidas por numerosas setas que sirven para
locomocion (Ebert, 2005). Posee un pequefio ojo u ocelo especializado para
percibir luz (Espindola, 2004). Tiene mandibulas que se encuentran en constante
movimiento y le permiten al organismo comprimir y disgregar sus alimentos
(Ocampo et al., 2010). En la Figura 8 se aprecia la anatomia funcional de esta

especie.

Estos organismos pueden realizar su locomocion a través de segundas antenas,
debido a su movimiento vertical y espasmaddico, la agitacion hacia abajo de las
antenas proyecta al individuo hacia la superficie, luego lentamente se va cayendo,
usando sus antenas a modo de paracaidas (Villaroel, 2004). La porcion central del
cuerpo es el térax y contiene hasta seis pares de piernas aplastadas cubiertas de
setas (Ebert, 2005). El intestino posee forma tubular, mientras que el corazén esta
ubicado dorsalmente en la parte superior del tronco y en la parte anterior de la

camara de cria (Ocampo et al., 2010).
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FIGURA 8. ANATOMIA FUNCIONAL DE D. pulex
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Esta especie presenta un marcado dimorfismo sexual, es decir, las hembras
Daphnia son generalmente mas grandes que los machos. Sin embargo, éstos
presentan largas antenas y poseen un par de patas con garfios que son empleadas
en la copulacién (Miller, 2000). Las hembras poseen una camara de cria, espacio
entre el térax y la superficie dorsal del caparazén, que sirve para el desarrollo de

los huevos (Jiménez y Gonzalez, 2009).

2.4.2.4. REPRODUCCION

Dependiendo de las condiciones del medio, D. pulex puede reproducirse de manera
asexual y sexual (Velandia y Montafiez, 2009). La reproduccion asexual se produce
por partenogénesis, presentandose cuando las condiciones son favorables en
cuanto a alimento, factores ambientales de calidad quimica del agua y baja
densidad poblacional, de esta manera se producen poblaciones Unicamente de
hembras que al alcanzar la fase reproductiva pueden producir cientos de huevos
diploides partenogenéticos que generan mas hembras y continuan
reproduciéndose de manera asexual mientras perduren estas condiciones (Garcés,

2013). Durante los primeros 21 dias, el promedio normal de neonatos por hembra
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varia entre 112 y 212 (Castillo, 2014). Los huevos y embriones se desarrollan en
una cavidad embridnica en la parte dorsal de las hembras, entre el dorso del cuerpo
y el caparazon (Parada, 2014). Esta forma de reproduccién representa una
importante caracteristica en la implementacion de cultivos controlados de

laboratorio (Ramirez y Mendoza, 2008).

Cuando las condiciones del medio se tornan desfavorables (anoxia, temperaturas
bajas, sequias, falta de alimento, entre otros), entonces se desarrollarad una
generacion constituida no sélo por hembras sino también por machos, que al crecer
promueven la reproduccion sexual, generando el aparecimiento de un saco
resistente conocido como efipio (Jiménez y Gonzalez, 2009). El efipio es una
estructura de paredes gruesas y con reservas suficientes para tolerar condiciones
adversas como sequias y falta de alimento (Ramirez y Mendoza, 2008); los
embriones se desarrollan cuando las condiciones mejoran dando lugar a nuevas
hembras que promueven un nuevo ciclo (Espindola, 2004). El ciclo reproductivo
esta especie se presenta en la Figura 9.
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FIGURA 9. CICLO REPRODUCTIVO DE D. pulex
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2.4.2.5. CONDICIONES PARA EL DESARROLLO Y MANTENIMIENTO DE D.

pulex

Las recomendaciones para mantener un cultivo de D. pulex se detallan en la Tabla
4.

2.4.2.6. IMPORTANCIA AMBIENTAL

La pulga de agua o D. pulex, resulta ser fundamental para la transmision de la
energia dentro de los sistemas acuaticos (Ramirez et al., 2010), debido a que al ser
parte del zooplancton participa en el movimiento de sustancias, productividad y
estabilidad en un ecosistema acuatico (Villaroel, 2004). Este organismo cladécero
sirve de alimento para diferentes especies de animales acuaticos como los peces,
por tanto, permite la transferencia de materia organica entre un productor y un

consumidor en la cadena tréfica (Gémez et al., 2013). El uso de este microcrustaceo
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como organismo en ensayos de toxicidad permite establecer el efecto a corto y
mediano plazo de determinadas sustancias xenobidticas para prever potenciales

cambios dentro de un sistema de agua dulce (Ebert, 2005).

TABLA 4. CONDICIONES PARA EL DESARROLLO Y MANTENIMIENTO DE D.

pulex

PARAMETRO CONDICION
Temperatura 21+2°C
Fotoperiodo 8 horas de oscuridad/16 horas luz
Recipientes de Recipientes de vidrio transparentes que
mantenimiento deben permanecer tapados
Densidad poblacional Menor o igual a 12 individuos por litro
pH 79+2
Dureza total 160 - 180 mg/L de CaCOs
Oxigeno Disuelto 5-7 mg/L de O2
Alimentacién Algas verdes

FUENTE: Castillo, 2004., Zambrano y Beltran, 2008., Ramirez y Mendoza, 2008.,
Villaroel, 2004
ELABORACION: Mifio y Rodriguez
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CAPITULO 3
MATERIALES Y METODOS
3.1. AGROQUiMICOS ESTUDIADOS

Los agroquimicos evaluados fueron atrazina y diazinén cuyos nombres comerciales

en Ecuador corresponden a Gesaprim y Confiable respectivamente.
3.1.1. ATRAZINA

Este herbicida es producido por la empresa Syngenta y comercializado en el pais
por Ecuaquimica bajo el nombre de Gesaprim, el ingrediente activo es atrazina
(90%). Segun Agrocalidad el numero de registro es 2-H1 y toxicolégicamente esta
clasificado dentro de la categoria IV, es decir, que no presenta riesgos en
condiciones normales de uso.

La Figura 10 muestra la presentacion comercial de atrazina utilizada en esta
investigaciéon, fue almacenado en su envase original, bajo un ambiente seco,

evitando el contacto con la luz solar o fuentes de calor.

FIGURA 10. HERBICIDA GESAPRIM (INGREDIENTE ACTIVO ATRAZINA)

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez.
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3.1.2. DIAZINON

El insecticida se comercializa bajo la denominacién de Confiable, es producido por
la empresa Drexel Chemical Company de Estados Unidos. En el Ecuador es
importado y comercializado por la empresa AFECOR, como concentrado
emulsionable de 600 g/L de diazindén (ingrediente activo). EI nUmero de registro
unificado para este producto es 22-19/NA y su clasificacion toxicoldgica es categoria
[Il (ligeramente peligroso). La Figura 11 muestra la presentacion comercial del
diazinbn empleado en esta investigacion, fue almacenado en un ambiente seco,

bajo sombra y en su recipiente original.

FIGURA 11. INSECTICIDA CONFIABLE (INGREDIENTE ACTIVO DIAZINON)

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

3.2. ENSAYOS DE TOXICIDAD

Los cultivos y evaluaciones de toxicidad fueron realizados en las instalaciones del
Instituto de Ciencias Biologicas (ICB) de la Escuela Politécnica Nacional. Los
analisis realizados evaluaron la toxicidad de atrazina y diazindn mediante ensayos
de toxicidad aguda con D. pulex (LCso-24h) y A. salina (LCs0-48h), ensayos
subletales con D. pulex y evaluaciones de inhibicion de la eclosion de quistes de A.

salina.
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3.2.1. Artemia salina
3.2.1.1. Eclosion

La instauracion de la poblacion experimental fue basada en el manual de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
“‘Manual para el cultivo y uso de Artemia en acuicultura” (Lavens et al., 1986). Los
parametros conservados para la eclosion y mantenimiento del crustaceo para esta

investigacion se detallan en la Tabla 5.

TABLA 5. PARAMETROS PARA ECLOSION DE A. salina

PARAMETRO CRITERIO

Densidad de Quistes 0,59/0,5L

lluminacion lluminacién aproximada de 2000 lux en
la superficie del agua
Oxigeno Disuelto Superior a 6 mg/L
Temperatura 21°Cy 23 °C
Salinidad 27 g/lL
pH 8+ 0.5

FUENTE: FAO, 1986.

Para la eclosidon de los quistes se preparé agua de mar sintética, utilizando agua
tratada por Osmosis inversa y una sal anhidra que provee al agua las
concentraciones adecuadas de Sr, Ca, Ky Mg. La concentracion de sal en el agua
fue de 27 g/L. La Figura 12 muestra el filtro de 6smosis inversa “Aqua Medic Easy

Line 150”y la Figura 13 muestra la sal anhidra “Vibrant Sea”.

Los quistes de A. salina (Figura 13) fueron obtenidos del local Mascota Moda (Quito,
Ecuador), para su eclosion, se colocaron en una camara de incubacion (tubo
plastico adaptado) 0,5 g de quistes en 500 mL de agua de mar sintética, se airearon

constantemente a través de un difusor de pecera instalado en la parte inferior del
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dispositivo que garantizé la oxigenacion y con iluminacion artificial suministrada por
una lampara LED, colocada a 40 cm de distancia de la camara de incubacion. La

Figura 14 muestra la camara de incubacion ensamblada en el laboratorio del DCB.

Transcurridas 24 horas, se observo la eclosion de nauplios, los cuales se dejaron
madurar 48 horas, para obtener la primera poblacion de larvas (metanauplios)
(Figura 15), a ser empleadas en los ensayos de toxicidad, de acuerdo a las

recomendaciones sugeridas por Sanchez (2006) (Tabla 3).

FIGURA 12. FILTRO DE OSMOSIS INVERSA “Aqua Medic Easy line 150”
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ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

FIGURA 13. QUISTES DE A. salina Y SAL MARINA

A: QUISTES DE Artemia salina; B: SAL MARINA “Vibrant sea”
ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez
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FIGURA 14. CAMARA DE INCUBACION PARA ECLOSION DE A. salina

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

FIGURA 15. ETAPAS DE ECLOSION DE A. salina

A: QUISTES, B: FRACTURA DE LA MEMBRANA, C: ESTADO DE UMBRELLA, D:
NAUPLIO EMERGENTE, E: NAUPLIO 24 h, F: METANAUPLIO 48 h
FUENTE: Pacheco, 2011
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3.2.1.2. Ensayos de toxicidad aguda sobre A. salina
3.2.1.2.1. Ensayos preliminares

A fin de encontrar el rango de CLso, se realizaron varios ensayos preliminares con
una reéplica, exponiendo 10 organismos por cada concentracion. En el primer
ensayo se prepararon soluciones acuosas de atrazina a concentraciones
logaritmicas de 100 mg/L, 10 mg/L, 1 mg/L, 0,1 mg/L, 0,01 mg/L y 0 mg/L (control),
rangos en los que no se encontré mortalidad asociada a este agroquimico como se
observa en la Tabla 6, por lo cual se determinaron intervalos mas altos de
concentraciones para que exista la respuesta deseada, realizandose en total 7

ensayos preliminares resumidos en la Tabla 7.

Para el insecticida diazinén se prepararon soluciones de 10 mL/L, 1 mL/L, 0,1 mL/L,
0,01 mL/L, 0,001 mL/L y 0 mg/L (control), valores que fueron transformados
mediante la densidad del compuesto (1,02 g/mL) a concentracién masica como se
muestra en la Tabla 8. Las concentraciones de 10200 mg/L; 1020 mg/L y 102 mg/L
reflejaron alto indice de mortalidad, por tanto, las concentraciones a evaluarse
fueron menores a 102 mg/L. Se realizaron en total 3 ensayos preliminares

resumidos en la Tabla 9.

Para los ensayos se colocaron 50 mL de cada solucion en acuarios de vidrio de 100
mL de capacidad, previamente etiquetados; con ayuda de pipetas Pasteur se
transfirieron a cada acuario 10 nauplios del cultivo de eclosién. A las 48 h se
registraron el numero de neonatos muertos. Con esta informacion se establecio el
intervalo de concentracion a investigar (0 y 100% de mortalidad), utilizado para las

pruebas definitivas.
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TABLA 6. PRIMER ENSAYO PRELIMINAR DE ATRAZINA

NUMERO DE
MUERTOS (48h)

CONCENTRACION ENSAYO REPLICA1 TOTAL ORGANISMOS

(mgl/L) MUERTOS EXPUESTOS
100 1 2 3 20
10 1 1 2 20
1 1 0 1 20
0,1 1 0 1 20
0,01 0 0 0 20
Blanco 0 0 0 20

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

TABLA 7. RESUMEN DE DATOS DE ENSAYO PRELIMINAR DE ATRAZINA

NUMERO DE MUERTOS

(48h)
CONCENTRACION ENSAYO REPLICA 1 TOTAL ORGANISMOS

(mg/L) MUERTOS EXPUESTOS

1500 10 10 20 20

1200 7 8 15 20

1100 6 5 11 20

1000 5 5 10 20

900 4 2 6 20

800 2 3 5 20

700 2 2 4 20

600 1 2 3 20

500 2 0 2 20

450 0 1 1 20
Blanco 0 0 0 20

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez
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TABLA 8. PRIMER ENSAYO PRELIMINAR DE DIAZINON

NUMERO DE
MUERTOS
(48h)
C (mL/L) C (mg/L) E R1 ™ OE
10 10200 10 10 20 20
1 1020 10 10 20 20
0,1 102 10 9 19 20
0,01 10,2 0 1 1 20
0,001 1,02 0 0 0 20
Blanco Blanco 0 0 0 20

C= Concentracion; E= Ensayo; R = Réplica; TM= Numero Total de Organismos Muertos;
OE= Organismos Expuestos
ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

TABLA 9. RESUMEN DE DATOS DE ENSAYO PRELIMINAR

DE DIAZINON
NUMERO DE MUERTOS
(48h)
CONCENTRACION ENSAYO REPLICA 1 TOTAL ORGANISMOS
(mg/L) MUERTOS EXPUESTOS
102 10 10 20 20
51 10 10 20 20
25 3 4 7 20
15,3 1 2 3 20
10,2 0 1 1 20
3 0 0 0 20
Blanco 0 0 0 20

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez
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3.2.1.2.2. Ensayos definitivos

Los ensayos definitivos se realizaron en las mismas condiciones que los ensayos
preliminares, pero por duplicado y con dos réplicas por concentracion (Figura 16).
Las concentraciones ensayadas para atrazina fueron: 0,45 g/L; 0,75 g/L; 0,9 g/L;
1,05 g/L, 1,35 g/l y 1,5 g/L y para diazinén: 15,3 mg/L, 20,4 mg/L, 25,5 mg/L, 30,6
mg/L, 40,8 mg/L y 51 mg/L.

FIGURA 16. BIOENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA CON A. salina

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

Las Tablas 10y 11 presentan los datos registrados durante los ensayos de toxicidad

aguda definitivos con A. salina, expuestos a atrazina y diazindn, respectivamente.
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TABLA 10. DATOS DE ENSAYO DEFINITIVO PARA ATRAZINA

ENSAYO 1 ENSAYO 2
NUMERO DE NUMERO DE
MUERTOS MUERTOS
c TOTAL TOTAL
(g/L) E R1 R2 MUERTOS| E R1 R2 MUERTOS
1,5 10 10 10 30 10 9 10 29
1,35 9 9 10 28 9 8 9 26
1,05 6 5 7 18 6 5 6 17
0,9 4 4 3 11 5 4 4 13
0,75 4 3 3 10 4 3 3 10
0,45 3 1 1 5 2 1 2 5
Blanco 0 1 1 2 0 0 0 0

C= Concentracion; E= Ensayo; R = Réplica
ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

TABLA 11. DATOS DE ENSAYO DEFINITIVO PARA DIAZINON

ENSAYO 1 ENSAYO 2
NUMERO DE NUMERO DE
MUERTOS MUERTOS
C TOTAL TOTAL
(mgl/L) E R1 R2 MUERTOS| E R1 R2 MUERTOS
51 9 10 10 29 10 10 10 30
40,8 8 8 9 25 9 8 8 25
30,6 5 6 5 16 5 7 6 18
25,5 3 4 4 11 3 3 4 10
20,4 2 2 2 2 3 3 8
15,3 2 1 1 1 2 1 4
Blanco 1 0 0 1 1 0 2

C= Concentracion; E= Ensayo; R = Réplica
ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez
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3.2.1.3. Ensayos de Inhibicion de la eclosion de quistes de A. salina
Parametros de seleccion de organismos para el ensayo

Para este ensayo, se coloco 1 g de quistes de A. salina en 150 mL de agua salina
sintética, para su hidratacién. Con ayuda de una pipeta Pasteur se retiraron los
quistes que quedaron sobre la superficie (no fecundos) y los quistes que se
depositaron al fondo del recipiente fueron utilizados para el bioensayo. La Figura

17 muestra la hidratacion de los quistes de A. salina y los quistes desechados.

FIGURA 17. QUISTES DE A. salina HIDRATADOS.

Quistes desechados

by

Quistes empleados o

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez
3.2.1.3.1. Camara de Incubacion

CAMARA A

El sistema de incubacién para quistes consistié en 2 camaras conformadas por 16
tubos de ensayo conicos graduados a 50 mL, ordenados en grupos de 4x4 vy
colocados en un contenedor de madera como se observa en la Figura 18. Cada

recipiente contenia en su parte inferior (conica) una aguja de 1,1 mm de diametro
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conectada a una valvula T, que permitié su union en serie con 3 tubos a través de
mangueras para acuario.

La oxigenacion de cada recipiente fue provista mediante la conexion de cada
manguera a una bomba de 4 W.

FIGURA 18. CAMARA DE INCUBACION DE QUISTES A

A. Vista inferior: Base cénica de cada tubo conectado a una valvula T; B. Vista superior:
Tubos en soporte de madera.
ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

El sistema de incubacion A evidencié fallas al no poder contener las soluciones en

cada tubo, razén por la cual se elaboré otro sistema descrito a continuacion.

CAMARA B

El sistema de incubacion para quistes consistié en 2 camaras con 8 recipientes
esterilizados de plastico transparente de 100 mL de capacidad, ordenados en
grupos de 4x2 y conectados en serie mediante tubos y llaves reguladoras de flujo

(Figura 19), acoplados a una bomba de aire de 4 W mediante valvulas antiretorno,
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permitiendo la aireacién constante de cada acuario durante las 72 horas de
experimentacion (Figura 20).
FIGURA 19. SISTEMA DE AIREACION PARA CAMARA B

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

FIGURA 20. SISTEMA DE INCUBACION DE QUISTES B

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

El sistema de incubacion B presentd las condiciones 6ptimas para la eclosiéon de
quistes y por tanto fue elegido para la ejecucion de los ensayos de inhibicién de

eclosion.

3.2.1.3.2. Ensayos preliminares

Los ensayos preliminares de inhibicion de la eclosion de quiste de A. salina, se

ejecutaron con las mismas concentraciones utilizadas en los ensayos definitivos de
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toxicidad aguda, estableciéndose de esta manera los rangos del 0 al 100% de
inhibicion de la eclosién.

El numero de quistes (seleccionados con ayuda de un estereoscopio), por grupo de
prueba fueron 50, y el volumen de solucién acuosa en cada acuario fue de 60 mL.
Se proveyod iluminacién continua a través de una lampara LED colocada a 30 cm
de distancia de las camaras de incubacién por 72 h, la Figura 21 muestra este
sistema en funcionamiento. Los datos preliminares para inhibiciéon de la eclosion

para atrazina y diazinon se detallan en las Tablas 12 y 13, respectivamente.

FIGURA 21. ENSAYO PRELIMINAR DE INHIBICION DE ECLOSION DE
QUISTES

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

3.2.1.3.3. Ensayos definitivos

Con la informacion obtenida de los ensayos preliminares (0 y 100% de mortalidad),
se prepararon las soluciones acuosas de concentraciones definitivas de atrazina:
0,45¢/L;0,75¢g/L; 1,05 ¢g/L; 1,35 ¢g/L; 1,5g/Ly 1,8 g/L; y diazinén: 15,3 mg/L; 25,5
mg/L; 30,6 mg/L; 40,8 mg/L; 51 mg/L; 76,5 mg/L y 102 mg/L, a ser ensayadas.

Para los ensayos definitivos se mantuvieron las mismas condiciones que en los
ensayos preliminares, esto es 72 horas de iluminacion y aireacion continua, con 2
réplicas por grupo. La Tabla 14 y la Tabla 15, muestran los datos obtenidos de los

ensayos definitivos para atrazina y diazindn, respectivamente.
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Transcurridas las 72 h de experimentacion, se registraron los nauplios eclosionados
para cada concentracion ensayada, considerando también aquellos que se
encontraban en estado de umbrella, es decir aquellos nauplios que aun tienen

pegado en ellos la cascara del quiste (Figura 22).

TABLA 12. DATOS PRELIMINARES DE INHIBICION DE ECLOSION DE
QUISTES DE A. salina EXPUESTOS A ATRAZINA

Toal Total Numero
ota otal no i
C(glL) OE ou Eclosionados Eclosionados g:pqul::g:
3 4 7 43 50
15 3 2 5 45 S0
2 2 4 46 50
TOTAL 16 134 150
8 7 15 35 50
1,35 8 6 14 36 50
10 7 17 33 50
TOTAL 46 104 150
10 8 18 32 50
1,05 10 7 17 33 o0
13 9 22 28 50
TOTAL 57 93 150
18 6 24 26 >0
0,75 15 3 18 32 50
13 7 20 30 50
TOTAL 62 88 190
23 6 29 21 50
0,45 17 8 25 25 50
17 6 23 27 50
TOTAL 77 73 150
30 7 37 13 50
BLANCO 26 9 35 15 50
28 10 38 12 50
TOTAL 110 40 150

C= Concentracion; OE= Organismos Eclosionados; OU= Organismos en Estado de
Umbrella.
ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez



49

TABLA 13. DATOS PRELIMINARES DE INHIBICION DE ECLOSION DE
QUISTES DE A. salina EXPUESTOS A DIAZINON

Numero
Total Total no i
C(mglL) OE ou Eclosionados Eclosionados gipquﬂ:g:

20 5 25 25 50

51 22 3 25 25 50

15 3 18 32 50
TOTAL 68 82 150
18 6 24 26 50

40,8 20 2 22 28 50

23 5 28 22 50
TOTAL 74 76 150
27 2 29 21 50

30,6 26 1 27 23 50

24 1 25 25 50
TOTAL 81 69 150
16 7 23 27 50

25,5 17 5 22 28 50

22 4 26 24 50
TOTAL 71 79 150
10 7 17 33 50

15,3 12 9 21 29 50

11 8 19 31 50
TOTAL 57 93 150
24 10 34 16 50

BLANCO 29 14 43 7 50
31 10 41 9 50
TOTAL 118 32 150

C= Concentracion; OE= Organismos Eclosionados; OU= Organismos en Estado de
Umbrella.

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez
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TABLA 14. DATOS DE INHIBICION DE ECLOSION DE QUISTES DE A. salina
EXPUESTOS A ATRAZINA

ENSAYO 1 ENSAYO 2
(g‘fl_) OE OU TE TNE o | OE OU TE TNE
o 1 1 49 50 | 0O 1 1 49 50
- o 1 1 49 50 | 0O 1 1 49 50
o 0 0 5 5| 0 0 0 50 50
TOTAL 2 148 150 2 148 150
3 5 8 42 5 | 3 5 8 42 50
'5 4 2 6 4 50 | 4 2 6 44 50
2 3 5 4 50| 5 3 8 42 50
TOTAL 19 131 150 22 128 150
8 9 17 33 5| 8 9 17 33 50
435 109 19 31 5 | 10 9 19 31 50
13 7 20 30 5 | 11 7 18 32 50
TOTAL 56 94 150 54 96 150
14 3 17 33 5 | 14 3 17 33 50
jos 9 M 20 30 50 | 9 11 2 30 50
13 10 23 27 50 | 11 10 21 29 50
TOTAL 60 90 150 58 92 150
6 5 21 29 5 | 16 5 21 29 50
o7s 17 5 2 28 50 | 17 5 22 28 50
6 4 20 30 50 | 14 4 18 32 50
TOTAL 63 87 150 61 89 150
18 5 23 27 5 | 18 5 23 27 50
045 0 4 24 26 50 | 20 4 24 26 50
’ 18 7 25 25 50 | 20 7 27 23 50
TOTAL 72 78 150 74 76 150
27 10 37 13 50 | 27 10 37 13 50
BlANcO 25 9 3 16 50 | 25 9 34 16 50
21 11 32 18 50 | 19 11 30 20 50
TOTAL 103 47 150 101 49 150

C= Concentracion; OE= Organismos Eclosionados; OU= Organismos en Estado de
Umbrella; TE= Total Eclosionados; TNE= Total No Eclosionados; QE= Numero de
Quistes Expuestos

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez
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TABLA 15. DATOS DE INHIBICION DE ECLOSION DE QUISTES DE A. salina

EXPUESTOS A DIAZINON

ENSAYO 1 ENSAYO 2
(mg’"_) OE OU TE TNE QE | OE OU TE TNE GQE
1 0 49 5 | 0 0 0 50 50
102 o 0 0 50 50 | 0 1 1 49 50
o 0 0 50 5 | 0 0 0 50 50
TOTAL 1 149 150 1 149 150
3 10 13 37 5 | 2 11 13 37 50
765 4 8 12 3 5 | 3 9 12 38 50
3 9 12 3 5 | 2 10 12 38 50
TOTAL 37 113 150 37 113 150
9 11 20 30 5 | 5 17 22 28 50
51 6 14 20 30 5 | 6 16 22 28 50
10 12 22 28 5 | 7 15 22 28 50
TOTAL 62 88 150 66 84 150
18 6 24 26 50 | 17 7 24 26 50
s08 15 8 23 27 50 | 15 9 24 26 50
21 3 24 26 5 | 21 4 25 25 50
TOTAL 71 79 150 73 77 150
25 1 26 24 50 | 28 1 29 21 50
06 24 1 25 25 50 | 23 1 24 26 50
22 2 24 26 5 | 21 2 23 27 50
TOTAL 75 75 150 76 74 150
19 8 27 23 5 | 19 8 27 23 50
055 21 3 24 26 50 | 21 3 24 26 50
23 4 27 23 50 | 28 4 27 23 50
TOTAL 78 72 150 78 72 150
23 6 29 21 5 | 23 5 28 22 50
153 22 4 26 24 50 | 2 4 26 24 50
24 4 28 22 50 | 24 4 28 22 50
TOTAL 83 67 150 82 68 150
27 8 3 15 50 | 27 8 35 15 50
BLANCO 30 11 41 9 50 | 30 16 46 4 50
22 8 3 20 5 | 16 7 23 27 50
106 44 150 104 46 150

C= Concentracion; OE= Organismos Eclosionados; OU= Organismos en Estado de
Umbrella; TE= Total Eclosionados; TNE= Total No Eclosionados; QE= Numero de
Quistes Expuestos

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez
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FIGURA 22. QUISTES EN ESTADO DE UMBRELLA'Y COMPLETAMENTE
ECLOSIONADOS.

FUENTE: Neli, 2015

Es necesario recalcar que no todos los quistes eclosionan, aunque se encuentren
en buenas condiciones, razon por la cual se tomé el nUmero de organismos que
eclosionaron en el control, como el mayor porcentaje de eclosion para cada replica

en todos los ensayos.

3.2.2. Daphnia pulex
3.2.2.1. Cultivo

Para determinar el ambiente mas adecuado para la supervivencia y desarrollo de

D. pulex se probaron 4 medios de cultivo, especificados a continuacion:

CULTIVO A

Para este cultivo se prepard agua dura reconstituida; de acuerdo a los criterios de
la norma ISO 6341, se colocaron 76 g de CaCl2.2H20, 4,93 g de MgS04.7H20, 2,59
g NaHCOsC y 0,23 g de KCI, por litro de agua purificada a través de un filtro de
osmosis inversa. El agua reconstituida para el cultivo se preparo diluyendo 25 mL

de cada solucién por cada litro a preparar.

CULTIVO B

Las pruebas del Cultivo B fueron realizadas con agua dura reconstituida obtenida
de acuerdo a los criterios de APHA (1998), para lo cual se preparé una solucion de
micronutrientes con 2,4 g de MgSO4, 3,84 g de NaHCOs3, 0,16 g de KCI, en 19 litros
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de agua purificada, a esta solucion se afadié en 1 L de solucion acuosa de 2,4 g/L
de CaS04.2H20, obteniendo 20 L de agua reconstituida.

Las aguas reconstituidas fueron aireadas hasta saturacion de oxigeno y se
determind su dureza y pH finales. La Tabla 16 muestra las caracteristicas fisico-
quimicas del agua purificada utilizada para preparar los cultivos y diluciones,

durante los ensayos de toxicidad.

Los cultivos se realizaron en recipientes de vidrio de 3 L de capacidad como se
muestra en la Figura 23, manteniendo una densidad poblacional no mayor a 12
individuos/litro y fotoperiodo: 12:12 (luz: oscuridad). La dureza del agua fue de 170
mg CaCO3/L, oxigeno disuelto de 6 mg/L y temperatura de 21+2 °C; la limpieza de

los recipientes del cultivo se realiz6é 3 veces por semana con una pipeta de 1 mL.

TABLA 16. CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DEL AGUA DE FILTRO

PARAMETRO VALOR
pH 7,33
oD 6,14 mg/L
Conductividad 7,33 uS/cm
Dureza Total 36 mg CaCO3/L
Alcalinidad 22 mg CaCO3/L

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

Los requerimientos de alimentacién de los organismos de prueba fueron
determinados experimentalmente con distintas biomasas y tipo de agua, siendo las

siguientes:
Agua A + espirulina
Agua B + espirulina
Agua A + acelga

Agua B + acelga
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Agua A + acelga + levadura
Agua A + levadura.
La Figura 24 muestra las combinaciones de alimento que se ensayaron.

FIGURA 23. CULTIVO DE D. pulex CON DIFERENTES TIPOS DE AGUA
RECONSTITUIDA (CULTIVO AY B)

. .

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

FIGURA 24. PRUEBAS DE SELECCION DE ALIMENTO DE D. pulex CON
DIFERENTES TIPOS DE AGUA RECONSTITUIDA

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

Las diferentes pruebas de alimento para D. pulex reflejaron que la Acelga era el
alimento ideal para su desarrollo. Sin embargo, transcurridas 2 semanas de

pruebas se evidencié mortandad asociada al uso de esta planta, posiblemente por



55

el cambio de lugar de adquisicion del producto y la carga de agroquimicos utilizada

para su crecimiento.
Cultivo C

Para el segundo cultivo (Cultivo C) de D. pulex, se establecieron condiciones mas
cercanas a un ambiente natural, es por ello que se utilizaron plantas acuaticas como
Lemna minor (lenteja de agua) y Elodea como una fuente de alimento, ademas
estas plantas suministraron caracteristicas mas viables al agua para el apropiado
crecimiento de D. pulex, debido a que poseen alto contenido de proteina y permiten
la correcta oxigenacion del agua. El cultivo se realizé en un recipiente de plastico
resistente, de 15 L de capacidad, conteniendo 6 L de agua purificada, y 6 L de agua
mineral embotellada, completando el volumen total a 12 L, se dej6 en reposo por
72 horas para aclimatacién a las condiciones de laboratorio, antes de colocar los
organismos D. pulex.

La Figura 25 muestra el cultivo de D. pulex, con las plantas acuaticas: Elodea y
Lemna minor, con un fotoperiodo de 12:12 horas luz/oscuridad. La Tabla 17

presenta las caracteristicas del agua de Cultivo C de D. pulex.

FIGURA 25. CULTIVO C DE D. pulex.

w

< - _b;’ 4
£t
B

A. Vista frontal: Apreciacion de elodea. B. Vista superior: Apreciacion de lemna minor
ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez
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TABLA 17. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DEL AGUA DE CULTIVO C

PARAMETRO VALOR
pH 7,82
oD 6, 21 mg/L
Conductividad 143,6 uS/cm
Dureza Total 144 mg CaCO3/L
Alcalinidad 56 mg CaCO3/L

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

Cultivo D

Para su preparacion se utilizé 6 L de agua de Cultivo Ay 6 L de agua de Cultivo B
mezclados con 8 L de agua lluvia reposada. Ademas, las condiciones de
temperatura ambiente se mantuvieron aproximadamente a 15°C mientras que la
temperatura del agua de cultivo fue de 17°C. La alimentacién de los organismos se
realizd con fitoplancton adquirido comercialmente y la cantidad administrada fue de
1 mL/ 20 L de agua de cultivo. En la tabla 18 presenta las caracteristicas del agua
de Cultivo D de D. pulex.

TABLA 18. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DEL AGUA DE CULTIVO D

PARAMETRO VALOR
pH 7,82
oD 6,09 mg/L
Conductividad 156,8 uS/cm
Dureza Total 174 mg CaCOs/L
Alcalinidad 52 mg CaCOs/L

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

En los medios de Cultivo A, B y C existiéo aproximadamente el 80% de mortalidad

de los organismos D. pulex durante las dos primeras semanas desde el inicio del
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ensayo. Mientras que el Cultivo D mostré las condiciones favorables para el
adecuado desarrollo de los organismos, logrando reproducirse hasta la tercera
generacion. Por lo tanto, los medios A, B y C fueron descartados y el medio D fue

el utilizado durante la ejecucion de esta investigacion.

3.2.2.2. Ensayos de toxicidad aguda sobre D. pulex

La metodologia aplicada para los ensayos de toxicidad aguda utilizando D. pulex

se realizaron de acuerdo al procedimiento establecido por Castillo (2004).

3.2.2.2.1. Ensayos preliminares

Se realizd un ensayo preliminar con una réplica, exponiendo a 10 organismos por
cada concentracion, a fin de obtener el rango de concentraciones para las pruebas
definitivas. Para el caso de la atrazina en el primer bioensayo se prepararon
soluciones acuosas a concentraciones de 100 mg/L, 70 mg/L, 50 mg/L, 20 mgl/L,
10 mg/L, 1 mg/L y 0 mg/L (control), como lo muestra la Tabla 19. Las
concentraciones de 100 mg/L, 70 mg/L, 50 mg/L y 20 mg/L, reflejaron alto indice de
mortalidad (100%), por tanto, las siguientes concentraciones a evaluarse fueron
menores a 40 mg/L. Se realizaron en total 3 ensayos preliminares resumidos en la
Tabla 20.

Para el insecticida diazinén se prepararon soluciones 1,5 mg/L, 0,15 mg/L, 0,015
mg/L, 0,0015 mg/L y 0,00015 mg/L y O mg/L (control), rangos en los que se encontrd
mortalidad asociada a este agroquimico como se observa en la Tabla 21, por lo
cual se determinaron intervalos mas bajos de concentraciones para que exista la
respuesta deseada, realizandose en total 3 ensayos preliminares resumidos en la
Tabla 22.
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TABLA 19. DATOS PRIMER ENSAYO PRELIMINAR DE ATRAZINA

NUMERO DE MUERTOS

(24 h)
CONCENTRACION ENSAYO REPLICA 1 TOTAL ORGANISMOS
(mg/L) MUERTOS EXPUESTOS
100 10 10 20 20
70 10 10 20 20
50 10 10 20 20
20 10 9 19 20
10 4 3 7 20
1 1 0 1 20
Blanco 0 0 0 20

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

TABLA 20. RESUMEN DATOS ENSAYOS PRELIMINARES DE ATRAZINA

NUMERO DE MUERTOS

(48h)
CONCENTRACION ENSAYO REPLICA 1 TOTAL ORGANISMOS

(mg/L) MUERTOS EXPUESTOS

40 10 10 20 20

30 10 10 20 20

20 10 9 19 20

10 4 4 8 20

1 1 0 1 20
Blanco 0 0 0 20

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez
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TABLA 21. PRIMER ENSAYO PRELIMINAR DE DIAZINON

NUMERO DE MUERTOS

(48h)
CONCENTRACION ENSAYO REPLICA 1 TOTAL ORGANISMOS

(mg/L) MUERTOS EXPUESTOS
1,5 10 10 20 20
0,15 10 10 20 20
0,015 10 10 20 20
0,0015 10 10 20 20
0,00015 10 10 20 20
Blanco 0 1 1 20

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

TABLA 22. RESUMEN DATOS ENSAYOS PRELIMINARES DE DIAZINON

NUMERO DE MUERTOS

(48h)
CONCENTRACION ENSAYO REPLICA 1 TOTAL ORGANISMOS

(uglL) MUERTOS EXPUESTOS
0,15 10 10 20 20
0,075 7 8 15 20
0,015 3 4 7 20
0,0015 1 1 2 20
0,00015 1 0 1 20
Blanco 0 0 0 20

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

3.2.2.2.2. Ensayos definitivos

Se prepararon soluciones acuosas de los agroquimicos atrazina: 1 mg/L, 5mg/L, 10
mg/L, 15 mg/L, 20 mg/L, 30 mg/L y 0 mg/L (control) y diazinén: 0,00765 ug/L, 0,0153
pg/L, 0,03825 ug/L, 0,0765 ug/L, 0,11475 ug/L y 0,153 pg/L y O pg/L (control). En
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acuarios de vidrio de 500 mL de capacidad, se colocaron 250 mL de cada solucién
y 10 neonatos de D. pulex; la Tabla 23 muestra las condiciones del ensayo. Para
cada grupo de prueba se preparé dos réplicas y sus respectivos grupos de control
(blancos). A las 24 horas se registraron el niumero de organismos muertos para

atrazina y diazinbn como se presenta en la Tabla 24 y Tabla 25, respectivamente.

TABLA 23. CONDICIONES PARA ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA CON D.

pulex

PARAMETRO CONDICION

Temperatura 2012 °C

Alimentacién Hasta una hora antes del ensayo

Tipo de Agua Agua de Cultivo D
Densidad poblacional No mayor a 12 individuos por litro

Oxigeno Disuelto 6,34 mg/L
pH 7,82

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez
FUENTE: Castillo, 2004

TABLA 24. DATOS DE ENSAYO DEFINITIVO PARA ATRAZINA

ENSAYO 1 ENSAYO 2
NUMERO DE NUMERO DE
MUERTOS MUERTOS
C TOTAL TOTAL
(mg/L) E R1 R2 MUERTOS E R1 R2 MUERTOS

30 10 10 10 30 10 9 10 29

20 10 10 9 29 10 8 10 28

15 7 6 7 20 8 8 6 22

10 4 3 4 11 3 4 5 12

5 2 2 3 7 2 3 1 6

1 1 1 1 3 0 1 1 2
Blanco 0 1 0 1 0 0 0 0

C= Concentracion; E= Ensayo; R = Réplica
ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez
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TABLA 25. DATOS DE ENSAYO DEFINITIVO PARA DIAZINON

ENSAYO 1 ENSAYO 2
NUMERO DE NUMERO DE
MUERTOS MUERTOS
TOTAL TOTAL

C(ugll) | E R1 R2 MUERTOS| E R1 R2 MUERTOS

0,153 10 10 10 30 10 9 10 29
0,11475| 8 8 7 23 8 7 7 22
0,0765 6 6 7 19 6 6 7 19
0,03825| 4 3 4 11 3 4 3 10
0,0153 2 3 1 3 3 2 8
0,00765 | 1 0 1 1 1 1 3
Blanco 0 1 0 1 1 1 0 2

C= Concentracion; E= Ensayo; R = Réplica
ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

3.2.2.3. Ensayos de toxicidad subletal sobre D. pulex

Para evaluar la respuesta de D. pulex a concentraciones subletales de los
agroquimicos, se seleccionaron 5 disoluciones inferiores al CLso obtenida en las
evaluaciones de toxicidad aguda. Las concentraciones investigadas fueron para
atrazina: 12mg/L, 6mg/L, 3mg/L, 1,5mg/L, 0,75mg/L, 0,375mg/L y 0 mg/L (control)
y para diazinén: 0,053 ug/L, 0,0371 pg/L, 0,0212 pg/L, 0,0106 pg/L, 0, 00053 ug/L
y 0 mg/L (control).

En acuarios de vidrio de 500 mL, se colocaron 250 mL de cada una de las diluciones
sefaladas en el parrafo anterior y 3 organismos de prueba. Para cada
concentracion se trabajo con 4 réplicas y grupos de control respectivos, y la
renovacion del medio se realizd cada dos dias, durante los 21 dias de duracién de
la prueba subletal, y como alimento para los organismos se suministro fitoplancton
0,1 mL/L cada dia.
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Durante el periodo de prueba se estimé mortalidad (supervivencia) y capacidad
reproductiva, para esto diariamente se conté y separd los neonatos de cada
recipiente, a fin de adquirir los datos como nimero medio de camadas por hembra,
tiempo medio de la primera camada, numero medio de neonatos totales por hembra
a los 21 dias y tamafio de camadas (numero de neonatos por camada) (Villaroel,
2014).

3.3. ANALISIS ESTADISTICO

3.3.1. TOXICIDAD AGUDA

La CLso fue determinada con los datos de dosis y numero de organismos muertos,
registrados en el bioensayo definitivo de toxicidad aguda para cada agroquimico,
es decir 48 horas para A. salina y 24 horas para D. pulex. Los datos fueron
ingresados al software Probit Analysis Program, version 1.5 dotado por la EPA, el
cual, primero realiza la prueba de CHI cuadrado (X?), es decir, determina la relacion
entre la concentracidn del herbicida y el porcentaje de respuesta en unidades probit,
que sirve para determinar si los valores son paramétricos o no. Los valores son
ajustados considerando la mortalidad de los blancos o controles. El programa tiene
un limite de confianza del 95% (Castillo, 2004). Con los resultados del analisis probit
se graficaron curvas de dosis-respuesta tanto para atrazina como para diazinén,

que permiten determinar por interpolacion grafica o analitica la CLso.

3.3.2. TOXICIDAD SUBLETAL

La evaluacién de la toxicidad subletal para D. pulex se realizé estadisticamente
utilizando el software TOXSTAT version 3.4, el cual permite comparar grupos de
datos al realizar estudios de varianza (Anova) tanto paramétricos como no
paramétricos (Huaraca, 2017).

Los resultados fueron evaluados considerando dos supuestos: homogeneidad a
través del test de Levene y la normalidad mediante el test de Shapiro- Wilks. Para
datos paramétricos se empled el test de Dunnett y para no paramétricos el test de

Kruskall Wallis, instaurandose un nivel de significancia de 0,05. NOEC y LOEC
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fueron obtenidos con limites de diferencia fijados en el Software EPA, 1993. El
software compara cada valor experimental de cada concentracién con los valores
del control, aceptando las diferencias significativas cuando la probabilidad de que
el resultado acepte la hipoétesis es nula, esto ocurre cuando p< a 0,05 (Fernandez,
2017).

3.3.3. INHIBICION DE LA ECLOSION

La evaluacion de inhibicion de la eclosion para cada agroquimico se realizo con la

ayuda de la férmula para calcular el rendimiento, es decir:

. rendimiento real
% rendimiento = — —— % 100 (1)
rendimiento tedrico

El rendimiento tedrico se interpreté como el numero total de quistes que debieron
eclosionar, mientras que el rendimiento real como el numero de quistes que
realmente eclosionaron durante el bioensayo. Finalmente, para conseguir el

porcentaje de inhibicion de la eclosion se empled:

% inhibicion = 100% -% rendimiento (2)
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EVALUACION TOXICOLOGICA DE LA EXPOSICION DE
ATRAZINA EN A. salina' Y D. pulex.

4.1.1. EVALUACION DE TOXICIDAD AGUDA SOBRE A. Salina

Los resultados del estudio de toxicidad aguda sobre A. salina donde se muestran
las concentraciones evaluadas del herbicida, asi como el numero de organismos
muertos, junto con el porcentaje de mortalidad se exponen en el Anexo 1. El ensayo
fue realizado por duplicado y con tres réplicas por cada concentracion, de esta

manera se pudo obtener la desviacién estandar y el valor medio.

Con los resultados del Anexo 1, se realizé la curva dosis — respuesta, es decir, el

porcentaje de mortalidad respecto a la dosis administrada del herbicida como se

observa en la Figura 26.

FIGURA 26. CURVA DOSIS- RESPUESTA DE METANAUPLIOS DE A. salina
EXPUESTOS A ATRAZINA
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ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez
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La concentracion de atrazina y el porcentaje de mortalidad exhibieron una relacién
directamente proporcional; asi, a medida que aumenta la concentracién del

herbicida también aumenta el numero de organismos muertos.

Con ayuda del software EPA- Probit, se realiz6 el analisis estadistico de los
resultados. El programa arrojé resultados para Chi cuadrado de heterogeneidad
calculado y tabulado de 4,301 y 9,488, respectivamente, lo cual indica que, los
valores de mortalidad son paramétricos y por tanto el uso del software es aceptado.

Los resultados de concentraciones letales se exponen en la Tabla 26.

TABLA 26. VALORES DE CONCENTRACIONES LETALES DEL HERBICIDA
ATRAZINA PARA A. salina

Intervalos de confianza al 95%

Punto Concentracion (g/L) Inferior Superior
LC+ 0,537 0,375 0,646
LCs 0,639 0,485 0,739
LC1o 0,700 0,555 0,794
LC1s 0,746 0,608 0,835
LCso 0,971 0,878 1,048
LC 85 1,264 1,165 1,431
LCo0 1,346 1,231 1,559
LCos 1,476 1,329 1,779
LCoo 1,756 1,525 2,292

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

La concentracion letal media (CLso) de atrazina sobre A. salina corresponde a
0,971 g/L con intervalos de confianza al 95% de 0,878 y 1,048 g/L.

Segun Adama (2015) la CLso aguda en ratas es mayor a 5000 mg/kg, para peces la
CLso (96 h) corresponde a 103,14 mg/L (Danio rerio), en crustaceos la CEso (48h)
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es igual a 394,6 mg/L, en algas la CEso (72h) es 0,12 mg/L (Selenastrum
capricornutum) y en aves la DLso corresponde a 940 mg/kg (Candela, 2016).

Los anadlisis de Mohammad et al. (2005) muestran que la atrazina posee baja
solubilidad en agua, ademas segun Gonzalez y Hansen (2009) el aumento de la
salinidad en el medio puede provocar que el herbicida se vuelva mas persistente
ya que el incremento de salinidad, asi como alcalinidad o fertilizacion impide la
mineralizacion de este herbicida al hacerlo menos disponible para microorganismos
y provocando la aglomeracion del mismo en el medio.

El ensayo de toxicidad aguda se realiz6 con agua marina artificial, de esta manera
durante el ensayo, los granulos del herbicida se dispersaron y al finalizar las 48
horas la parte de atrazina no disuelta en el agua se aglomeroé al fondo del recipiente.
La baja solubilidad del herbicida fue la causa principal para que la CLszo frente a A.
salina sea alta respecto a otras investigaciones con diferentes indicadores.

Es importante recalcar que a partir de la concentracion de 1,05 g/L los nauplios
sobrevivientes tenian poca movilidad, asi como poca reaccion a la luz. Ademas,

tendian a nadar al fondo del recipiente y aglomerados en un solo lugar.

4.1.2. EVALUACION DE INHIBICION DE LA ECLOSION de quistes de A. salina

Los datos y resultados de la inhibicion en la eclosion de los quistes de A. salina
cuando se aplicé atrazina se exponen en el Anexo 2, el cual muestra las
concentraciones evaluadas del herbicida, el numero de quistes eclosionados (que
llegaron al estado nauplial), los que se encontraron en estadio umbrella y aquellos
que no eclosionaron. En este mismo Anexo se presenta los porcentajes de
inhibicion de la eclosion de quistes de A. salina para cada dosis ensayada del
herbicida en estudio.

Para los calculos, se tomé en consideracién que el numero total de quistes
eclosionados sea igual a la suma de los quistes que llegaron a ser nauplios y los
quistes que se encontraron en estado umbrella. Es necesario destacar que el
ensayo fue realizado por duplicado y con 3 réplicas para cada concentracion, de

esta manera se pudo obtener la desviacion estandar y el valor medio.
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En la Figura 27 se puede observar que el herbicida atrazina a la concentracion de
1,8 g/L provocd un porcentaje de inhibicidn de eclosién igual al 100% mientras que
a la concentracion de 0,45 g/L el porcentaje de inhibicion de eclosion fue de 51%,
de modo que se produce una relacién positiva, pues al aumentar la concentracion
del plaguicida aumenta también el porcentaje de inhibicion de la eclosién de los
quistes.

La CLso de este herbicida en A. salina corresponde a 0,971 g/L, concentracién a la
cual aproximadamente el 60% de los quistes expuestos no eclosionaron y aquellos
que lo lograron murieron a las 24 horas de exposicién.

Es importante reiterar que no todos los quistes eclosionan, aunque se encuentren
en buenas condiciones, razon por la cual se tomé el numero de organismos que
eclosionaron en el control como el mayor porcentaje de eclosion para cada replica

en todos los ensayos.

FIGURA 27. CURVA DOSIS-RESPUESTA PORCENTAJE DE INHIBICION DE
LA ECLOSION DE QUISTES DE A. salina EXPUESTOS A ATRAZINA
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ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

En la Tabla 27 se exponen los resultados de los porcentajes de inhibicion de la
eclosion en quistes de A. salina obtenidos para diferentes concentraciones de

atrazina.
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TABLA 27. RESULTADOS DE INHIBICION DE LA ECLOSION PARA A. salina

CONCENTRACION | PORCENTAJE DE INHIBICI()N DE
(g/L) LA ECLOSION (%)
Blanco 32,00
0,45 51,34
0,75 58,67
1,05 60,67
1,35 63,34
1,5 86,33
1,8 99

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

No existen estudios de grado técnico sobre ensayos de inhibicién de la eclosion de
quistes de A. salina con el herbicida analizado. Sin embargo, en esta investigacion
y bajo la metodologia empleada, se determin6 que la atrazina es capaz de afectar
la supervivencia del embrién, es decir, que desde 0,45 g/L del formulado Gesaprim
existe inhibicion de la eclosion de quistes y ademas afectacion de la viabilidad de

un nauplio para continuar con su desarrollo normal.
4.1.3. EVALUACION DE TOXICIDAD AGUDA SOBRE D. PULEX

Los resultados del estudio de toxicidad aguda sobre D. pulex donde se muestran
las concentraciones evaluadas del herbicida, asi como la cantidad de organismos
muertos, junto con el porcentaje de mortalidad se exponen en el Anexo 3. El
bioensayo fue realizado por duplicado y con tres réplicas por cada concentracion,

de esta manera se pudo obtener la desviacion estandar y el valor medio.

Con los resultados del Anexo 3 se realizé la curva dosis — respuesta, como se
muestra en la Figura 28. El herbicida atrazina a mayor concentracién en el medio
ocasiona mayor mortalidad de organismos de D. pulex. En dosis iguales o

superiores a 20 mg/L se obtiene practicamente el 100% de mortalidad.
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FIGURA 28. CURVA DOSIS- RESPUESTA DE NEONATOS DE D. pulex
EXPUESTOS A ATRAZINA
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ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

El andlisis estadistico de los resultados fue evaluado con ayuda del programa EPA-
Probit, proporcionando resultados para Chi cuadrado de heterogeneidad calculado
y tabulado de 4,822 y 9,488 respectivamente, indicando que los valores de
respuesta son paramétricos. En la Tabla 28 se exponen los resultados de

concentraciones letales para este ensayo.

La CL50 de atrazina sobre D. pulex fue de 12,011 mg/L cuyos intervalos de
confianza al 95% corresponden a 9,889 mg/L y 13,594 mg/L.

En el Anexo 3 se presentan el numero de organismos muertos, asi como el

porcentaje de mortalidad para cada concentracién ensayada.

La concentracion letal media para peces como trucha (96h) y bluegill (96h)
corresponde a 4,4 mg/L y 59 mg/L, respectivamente (Sygenta, 2018), por otro lado,
de acuerdo a Adama (2015) la CL50 aguda en los peces Danio rerio (96 h)

corresponde a 103,14 mg/L y en crustaceos la CE50 (48h) es igual a 394,6 mg/L.



70

Las investigaciones de toxicidad cuyo bioindicador ha sido D. pulex han arrojado
resultados que varian entre 10 mg/L (Anasac, 2018) y 27,1 mg/L a las 48 h
(Syngenta, 2017).

TABLA 28. VALORES DE CONCENTRACIONES LETALES DEL HERBICIDA
ATRAZINA PARA D. pulex

Intervalos de confianza al 95%

Punto Concentracion (mg/L) Inferior Superior
LC+ 5,325 2,660 7,220
LCs 6,758 3,949 8,601
LC1o 7,673 4,867 9,456
LC1s 8,360 5,599 10,091
LCso 12,011 9,889 13,594
LC 85 17,257 15,246 20,979
LCo0 18,802 16,456 23,861
LCos 21,348 18,274 29.116
LCoo 27,092 21,959 42,842

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

Al comparar los resultados de concentracion letal media (CLso) del presente estudio
con las referencias bibliograficas se observa que la toxicidad aguda de Gesaprim
con atrazina al 90% (12,011 mg/L) esta dentro de los intervalos de toxicidad aguda
reportados en otros estudios. Para D. pulex la atrazina es un potencial
contaminante, su baja solubilidad en agua provoca su permanencia en el medio por
varios meses, ademas es moderadamente movil en el suelo (principalmente en
suelos con bajo contenido de materia organica) llegando finalmente a cuerpos de
agua (Nufarm, 2018)
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4.1.4. EVALUACION DE TOXICIDAD SUBLETAL SOBRE D. pulex

En los Anexos 4 y 5 se observa la respuesta de supervivencia y reproduccién de
los individuos de D. pulex, expuestos a varias concentraciones de atrazina durante
21 dias.

Ademas, se realizd un analisis matematico de supervivencia, longevidad y

parametros reproductivos de los individuos expuestos reflejados en el Anexo 6.

4.1.4.1. Supervivencia

La Figura 29 detalla la longevidad o supervivencia en porcentaje de 3 organismos
en cada concentracion evaluada. De esta manera a las concentraciones de 6 mg/L
y 12 mg/L sobrevivieron 3 organismos (20%) a los 7 y 15 dias, respectivamente.

Por otro lado, desde la concentracion de 3 mg/L los organismos sobrevivieron a la
exposicion durante los 21 dias incrementando la supervivencia en las

concentraciones mas bajas. Estos valores se reflejan en el Anexo 6.

FIGURA 29. SUPERVIVENCIA DE D. pulex A LOS 21 DiAS DE EXPOSICION A
ATRAZINA
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ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez
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4.1.4.2. Camadas por hembra

Los valores de camadas por hembra representan el niumero de partos que tuvo
cada Daphnia expuesta durante los 21 dias. Dichos valores se obtuvieron al
observar directamente el utero de cada organismo y se reflejan en la Figura 30 y

en el Anexo 7.

FIGURA 30. CAMADAS POR ORGANISMO DE D. pulex
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ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

El numero de camadas por hembra disminuye significativamente a partir de la
concentracion de 1,5 mg /L, llegando a un valor de 0,5 en la concentracién de 6
mg/L. Es importante destacar que a la concentracion de 12 mg/L las Daphnias no
tuvieron ninguna camada. Estos valores estan reportados en el Anexo 6.

Por otro lado, el analisis de varianza (Anova) en el cual se utilizo el test de
homogeneidad de Levene y el test de normalidad de Shapiro-Wilks especifico la
existencia de diferencias significativas entre el blanco y las concentraciones
evaluadas, esto se verifica al analizar los valores de F calculado vy critico.

El valor de F calculado resulté mayor que el valor de F critico, por tanto, se rechaza
la hipétesis nula y se concluye que existen diferencias significativas entre los

valores registrados como se observa en la Tabla 29.
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TABLA 29. ANOVA PARA CAMADAS POR HEMBRA

Variacion Grados de Suma de Media F F
libertad cuadrados cuadratica Critico
Entre grupos 6 108,283 18,047
50,271 2,45
Intra grupos 28 10,052 0,359

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

El test de Dunnetts revelo diferencias representativas (p<0,05) entre el blanco y las
concentraciones correspondientes a 0,75 mg/L, 1,5 mg/L, 3 ,6 mg/L y 12 mg/L. El
LOEC referente a la disminucién del numero de camadas por hembra correspondié
a la concentracion de 0,75 mg/L y el NOEC a la concentracion de 0,375 mg/L como

se muestra en la Tabla 30.

TABLA 30. TEST DE DUNNETS PARA CAMADAS POR HEMBRA

Concentracion Valor Valor T-stat Significancia
(mg/L) transformado  calculado
Blanco 4,80 4 .80
0,375 4,46 4,46 0,897
0,75 3,32 3,32 3,906 *
1,5 3,50 3,50 3,431 *
3 1,94 1,94 7,547 *
6 0,40 0,40 11,611 *
12 0 0 12,667 *

Dunnet tabulado= 2,43 (p=0,05 / df= 24,6)
ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

4.1.4.3. Tamaio de camadas

Este parametro refleja la media de la cantidad de neonatos por cada camada en
cada una de las concentraciones evaluadas. Dichos valores se obtienen al
relacionar el numero total de neonatos de cada recipiente para el numero de

camadas de ese dia como se expone en la Figura 31.
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FIGURA 31. TAMANO DE CAMADA POR D. pulex
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ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

El herbicida atrazina tiene una participacion representativa en el niumero de
neonatos por camada a partir de la concentracion de 0,75 mg/L donde el tamano
de camada disminuye 1,6 veces respecto al blanco mientras que a la concentracién
de 6 mg/L disminuye 2,86 veces. Estos valores se encuentran reportados en el
Anexo 6.

El analisis de varianza (Anova) en el cual se utilizé el test de homogeneidad de
Levene y el test de normalidad de Shapiro-Wilks evidencié la existencia de
diferencias significativas entre el blanco y las concentraciones evaluadas.

El valor de F calculado resulté mayor que el valor de F critico, por tanto, se rechaza
la hipétesis nula y se concluye que existen diferencias significativas entre los

valores registrados como se observa en la Tabla 31.

TABLA 31. ANOVA PARA TAMANO DE CAMADAS POR HEMBRA

Variacion Grados de Suma de Media F F
libertad cuadrados cuadratica Critico
Entre grupos 6 1420,686 236,781
39,184 2,45
Intra grupos 28 1169,20 6,043

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez
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El LOEC referente a la disminucién del tamafio de camadas por hembra
corresponde a 0,75 mg/L mientras que el NOEC corresponde a 0,375 mg/L.
Ademas el test de Dunnets mostrd que las diferencias significativas (p<0,05) se
encuentran entre el blanco y las concentraciones que varian desde 0,75 mg/L y las

superiores a la misma (Tabla 32).

TABLA 32. TEST DE DUNNETS PARA TAMANO DE CAMADAS

Concentracion Valor Valor T-stat Significancia
(mg/L) transformado  calculado
Blanco 20,60 20,60
0,375 17,40 17,40 2,058
0,75 12,80 12,80 5,017 *
1,5 12,40 12,40 5,274 *
3 10,20 10,20 6,689 *
6 6 6 9,391 *
12 0 0 13,250 *

Dunnet tabulado= 2,43 (p=0,05 / df= 24,6)
ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

4.1.4.4. Neonatos totales por hembra

Este parametro indica el numero de neonatos que tuvo cada hembra expuesta a
las concentraciones de atrazina durante los 21 dias del ensayo. Este resultado se
obtiene al dividir los neonatos totales para el nimero de camadas por hembra como
se detalla en el Anexo 6 y en la Figura 32.

Ademas, en el Anexo 6 se refleja que el numero de neonatos disminuye a medida
que aumenta la concentracién de atrazina. Mientras que en el blanco la produccién
de neonatos por hembra a los 21 dias corresponde a 62 en la concentracién de 6

mg/L la produccion se reduce a 27,5; es decir disminuye 2,25 veces.
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FIGURA 32. NEONATOS TOTALES POR D. pulex
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ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

El andlisis de varianza (Anova) evidencié que el valor de F calculado es mayor al
valor de F critico, por tanto, existen diferencias significativas entre los valores

registrados y se rechaza la hipétesis nula como se observa en la Tabla 33.

TABLA 33. ANOVA PARA NEONATOS TOTALES POR HEMBRA

Variacion Grados de Suma de Media F F
libertad cuadrados cuadratica Critico
Entre grupos 6 1456,215 221,869
37,732 2,45
Intra grupos 28 1636,134 64,319

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

El test de Dunnets mostré que las diferencias significativas (p<0,05) se encuentran
entre el blanco y las concentraciones que varian desde 0,75 mg/L y las superiores
a la misma. En consecuencia, el LOEC para este parametro es 0,75 mg/L y el

NOEC corresponde a 0,375 mg/L. Estos valores se reflejan en la Tabla 34.
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TABLA 34. TEST DE DUNNETS PARA TAMANO DE CAMADAS

Concentracioén Valor Valor T-stat Significancia
(mg/L) transformado  calculado
Blanco 62,20 62,20
0,375 54,240 54,240 1,569
0,75 37,646 37,646 4,841 *
1,5 36,940 36,940 4,98 *
3 32,560 32,560 5,84 *
6 11 11 10,09 *
12 0 0 12,263 *

Dunnet tabulado= 2,43 (p=0,05 / df= 24,6)
ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

4.1.4.5. Primera camada

Representa el tiempo medio en el cual se obtuvo la primera camada en cada una

de las concentraciones ensayadas (Figura 33).

FIGURA 33. PRIMERA CAMADA DE D. pulex
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ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez
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Desde el blanco hasta las concentraciones correspondientes a 0,375mg/L y 0,75
mg/L se obtuvo la primera camada a partir del dia 7. A concentraciones superiores

la primera camada se obtuvo a partir del dia 8 y 9.

Investigaciones realizadas por Hill et al (1994) muestran que la atrazina refleja un
valor de NOEC correspondiente a 0,12 mg/L. Por otro lado, segun PPDB (2018) el
NOEC es equivalente a 0,25 mg/L y el LOEC a 0,8 mg/L.

En esta investigacion la toxicidad subletal de D. pulex a nivel reproductivo equivale
a NOEC y LOEC de 0,375 mg/L y 0,75 mg/L, respectivamente.

Al analizar comparativamente estos resultados se puede evidenciar que la toxicidad
de atrazina no ha cambiado respecto a los resultados obtenidos hace mas de 40

anos.

4.2. EVALUACION TOXICOLOGICA DE LA EXPOSICION DE
DIAZINON EN A. Salina Y D. Pulex

4.2.1. EVALUACION DE TOXICIDAD AGUDA SOBRE A. salina

Los resultados del estudio de la toxicidad aguda del diazinén sobre A. salina se
exponen en el Anexo 8 donde se muestran las concentraciones evaluadas del
insecticida, asi como el niumero de individuos muertos y el porcentaje de mortalidad

por concentracion.

Con los resultados obtenidos se realizé la curva dosis - respuesta, es decir, el
porcentaje de mortalidad respecto a la dosis administrada del insecticida como se

observa en la Figura 34.

En la solucion de diazindn se verifica una mortalidad mayor al 50% a partir de la
concentracién correspondiente a 30,6 mg/L. Adicionalmente en la minima
concentracion evaluada (15,3 mg/L) la mortandad fue de 13%. Cuando aumenta la

concentracion de diazindn incrementa también el nimero de organismos muertos.
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FIGURA 34. CURVA DOSIS- RESPUESTA DE METANAUPLIOS DE A. salina

EXPUESTOS A DIAZINON
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ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

Los resultados se analizaron estadisticamente a través del software EPA- Probit,
se determind que los valores obtenidos son paramétricos, al evidenciar que los
valores de heterogeneidad calculado y tabulado son de 1,878 y 9,488
respectivamente, por lo tanto, el uso del software es aceptado. Los resultados de

concentraciones letales se exponen en la Tabla 35.

La concentracion letal media (CLso) de diazindn sobre A. salina a 48 h de exposicion
corresponde a 29,534 mg/L con intervalos de confianza al 95% de 26,094 y 32,448
mg/L.

Estudios realizados por Jaramillo et al. (2013) dieron como resultado una CLso a 48
h de diazindbn comercial sobre A. franciscana de 10,57 mg/L. Por otro lado, Bustos
y Vargas (2010) reportan una toxicidad aguda menor con una CLsoa 48 h de la
marca diazinon 60E, con una concentracion de 60% del ingrediente activo sobre A.
salina de 1,27 mg/L. Asimismo, estudios realizados por Machova et al. (2007) a las
96 h del formulado comercial Diazol 60 EC con 600 mg/L de ingrediente activo sobre
organismos acuaticos Poecilia reticulata y Cyprinus carpio dieron como resultado

una CLso de 10 mg/L y 25 mg/L, respectivamente. Una investigacion realizada por
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Henao et al. (2005) donde emplearon diazinén con 97,7% de pureza, de la marca

Syngenta sobre Oreochromis sp mostraron una toxicidad menor con una CLsoa 96

h de 3,990 mg/L, con un intervalo del 95% de confianza de 3,500-4.330 mg/L.

TABLA 35. VALORES DE CONCENTRACIONES LETALES DEL INSECTICIDA
DIAZINON PARA A. salina

Intervalos de confianza al 95%

Punto Concentracion (mg/L) Inferior Superior
LC. 14,586 9,376 18,250
LC. 17,934 12,777 21,389
LC. 20,023 15,050 23,310
LC. 21,569 16,793 24,727
LC. 29,534 26,094 32,448
LC . 40,411 36,583 47,193
LC. 43,563 39,024 52,364
LC. 48,637 42,746 61,368
LC. 59,801 50,329 83,266

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

Al realizar un analisis comparativo entre los datos de CLso bibliograficos de

investigaciones anteriores y resultados obtenidos se puede establecer una menor

toxicidad del compuesto comercial Confiable en relaciéon con compuestos donde se

analizé el ingrediente activo con mayor concentracion de pureza, es asi que se

puede evidenciar la influencia de coadyuvantes utilizados en productos comerciales

de este plaguicida.

La marca utilizada en este trabajo investigativo se encuentra compuesta por

aditivos c.s.p (cantidad suficiente para) 1 L, y sirven para incrementar la vida util del

plaguicida, atraer la plaga, y propagar el insecticida de forma mas uniforme.
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4.2.2. EVALUACION DE INHIBICION DE LA ECLOSION DE QUISTES DE A.

salina

El Anexo 9 muestra los resultados del analisis de inhibicion de la eclosion sobre. A.
salina, alli se exponen las concentraciones evaluadas, asi como el numero de
organismos eclosionados incluyendo los individuos en estado de umbrella, los no

eclosionados y el porcentaje de inhibicidn.

Con los resultados del Anexo 9 se realizé la grafica correspondiente al porcentaje
de inhibicién de eclosién respecto a la dosis administrada del herbicida como se

observa en la Figura 35

FIGURA 35. CURVA DOSIS-RESPUESTA PORCENTAJE DE INHIBICION DE
LA ECLOSION DE QUISTES DE A. salina EXPUESTOS A DIAZINON
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ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

El insecticida diazinén a la concentracién de 102 mg/L provocé un porcentaje de
inhibicion de la eclosion al 100% mientras que a la concentracion de 15,3 mg/L la
inhibicién fue de 45%. Al aumentar la concentracién del insecticida aumenta

también el porcentaje de inhibicién de la eclosion.
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En la Tabla 36 se exponen los resultados de los porcentajes de inhibicion de la
eclosion en quistes de A. salina obtenidos para diferentes concentraciones de

diazinon.

TABLA 36. RESULTADOS DE INHIBICION DE LA ECLOSION PARA A. salina

CONCENTRACION % DE INHIBICI(?N DE LA
(mg/L) ECLOSION
Blanco 30

15,3 45
25,5 48
30,6 49,67
40,8 52
51 57,34
76,5 74,67
102 99

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

La toxicidad de un compuesto depende de la proporcion en que el pesticida es
absorbido. La degradacion de pesticidas organofosforados como el diazinén ocurre
por hidrolisis hepatica; sin embargo, la degradacion es relativamente lenta
acumulandose en el tejido graso de los organismos expuestos y mostrando efectos
adversos tardios (Garcia et al., 1995).

No existen reportes de ensayos de inhibicion de la eclosion de quistes de A. salina
con el insecticida analizado. La concentracion letal media de diazinobn en estos
organismos obtenida en esta investigacion corresponde a 29,5 mg/L, concentracion
a la cual la mitad de los quistes expuestos no logran eclosionar. Esto indica que el
pesticida probablemente ingresa por la membrana cuticular de los quistes

impidiendo su desarrollo.
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4.2.3. EVALUACION DE TOXICIDAD AGUDA SOBRE D. pulex

Los resultados del estudio de la toxicidad aguda del diazindn sobre D. pulex se
exponen en el Anexo 10 donde se muestran las concentraciones evaluadas del

insecticida, asi como el numero de neonatos muertos y el porcentaje de mortalidad
por concentracion.

La curva dosis—respuesta (Figura 36) evidencia que cuando aumenta la
concentracion de diazindn también se incrementa el numero de organismos
muertos.

FIGURA 36. CURVA DOSIS-RESPUESTA DE NEONATOS DE D. pulex
EXPUESTOS A DIAZINON
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ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

La prueba de Chi cuadrado (X?) determind que los valores de heterogeneidad
calculado y tabulado obtenidos fueron 6,868 y 9,488, respectivamente, son
paramétricos, por tanto, el uso del software es aceptado. Los resultados de

concentraciones letales se exponen en la Tabla 37.
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TABLA 37. VALORES DE CONCENTRACIONES LETALES DEL INSECTICIDA
DIAZINON PARA D. pulex

Intervalos de confianza al 95%

Punto Concentracion (pg/L) Inferior Superior
LC, 0,007 0,002 0,014
LC. 0,013 0,004 0,022
LC. 0,018 0,007 0,028
LC. 0,022 0,009 0,033
LC., 0,053 0,036 0,068
LC 0,128 0,099 0,194
LC. 0,158 0,119 0,265
LC. 0,216 0,153 0,427
LC. 0,387 0,239 1,070

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

La concentracion letal media (CLso) de diazindn sobre D. pulex a 24 h de exposicion

corresponde a 0,053 ug/L con intervalos de confianza al 95% de 0,036 y 0,068 ug/L.

Estudios de toxicidad de diazindn con pureza del 99% realizados por Aronzon et al.
(2014) sobre larvas de Rhinella arenarum reportan una CLso a las 24 h de 11.2
mg/L. Asimismo, una investigacion realizada por Velki et al. (2017) donde
emplearon diazindn con pureza del 99% de la marca Sigma-Aldrich sobre larvas de
pez cebra mostraron una toxicidad mayor con una CLspa las 96 h de 6.72 £ 0.16
mg/L. Adicionalmente, en una investigacion realizada por Riva et al. (1998) del
formulado comercial diazinon de DRAGON sobre las especies Chlorella vulgaris y
Scenedesmus subspicatus arrojaron una CLso a las 72 h de exposicion y limites de
confianza al 95% de 17,30 (5,32-11,98) mg/L y 41,71(30,28-53,14) mgl/L,
respectivamente. Por otro lado, investigaciones realizadas por Sanchez (2006)
sobre el bioindicador D. magna dieron como resultado una CLso a las 24 h de 0,86

mg/L al aplicar diazinén técnico de 96,1% pureza.
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Al realizar un analisis comparativo entre los resultados de CLso obtenidos y los datos
bibliograficos de investigaciones anteriores se puede establecer una mayor
toxicidad del compuesto comercial Confiable en relacién con compuestos donde se
analizé el ingrediente activo con mayor concentracion de pureza, es asi que se
puede evidenciar la influencia de coadyuvantes empleados en este plaguicida. Es
necesario recalcar que en la hoja de seguridad del compuesto en estudio se
establece que esta sustancia resulta muy toxica para organismos acuaticos y que
puede provocar efectos adversos duraderos en el ambiente acuatico. (AFECOR,
2017).

4.2.4. EVALUACION DE TOXICIDAD SUBLETAL SOBRE D. pulex

En los Anexos 11y 12 se observan los datos obtenidos de los ensayos toxicologicos
subletales referentes a supervivencia y reproduccion realizados a los 21 dias para
cada una de las concentraciones ensayadas. Asimismo, se analizd
estadisticamente la supervivencia, longevidad y parametros reproductivos de los

individuos, lo cual se encuentra reflejado en el Anexo 13.

4.2.4.1. Supervivencia

Los datos relacionados a longevidad evaluaron la supervivencia de 3 individuos
colocados en cada envase a las diferentes concentraciones establecidas para el
caso del diazindn.

A las concentraciones mayores de 0,053 y 0,0371 ug/L a los 15 y 21 dias,
respectivamente la sobrevivencia de los 3 organismos fue del 20%, mientras que a
dosis menores el porcentaje aumentoé considerablemente hasta el control cuyo valor
es 86,7%. Por otro lado, desde la concentracién de 0,0371 pg/L los organismos
sobrevivieron a la exposicion durante los 21 dias incrementando la supervivencia
en las concentraciones mas bajas. Estos valores se reflejan en el Anexo 13y en la
Figura 37 se muestran los porcentajes de supervivencia para cada concentracion

ensayada.
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FIGURA 37. SUPERVIVENCIA DE D. pulex A LOS 21 DIAS DE EXPOSICION
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ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez
4.2.4.2. Camadas por hembra

Los datos obtenidos para el analisis de camadas por hembra significan el numero
de partos logrados por cada organismo Daphnia expuesto durante los 21 dias.
Dichos valores se obtuvieron al observar el utero de cada individuo, sea de forma
directa o con ayuda del estereoscopio. Los resultados de esta variable para el caso

del insecticida diazin6n se reflejan en la Figura 38 y en el Anexo 14.

El ndmero de camadas por hembra disminuye significativamente de la
concentracion mas alta hasta la mas baja, llegando a un valor de 0,2 en la

concentracion de 0.053 ug/L. Estos valores fueron reportados en el Anexo 13.

El analisis de varianza (Anova), en el cual se utilizé el test de homogeneidad de
Levene y el test de normalidad de Shapiro-Wilks especificd la existencia de
diferencias significativas (p<0,01) entre el blanco y las concentraciones evaluadas,
debido a que valor de F calculado resulté mayor que el valor de F critico, por tanto,
se rechaza la hipétesis nula y se concluye que existen diferencias significativas

entre los valores registrados como se observa en la Tabla 38.
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FIGURA 38. CAMADAS POR ORGANISMO DE D. pulex
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ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

TABLA 38. ANOVA PARA CAMADAS POR HEMBRA

Variacion Grados de Suma de Media F F
libertad cuadrados cuadratica Critico
Entre grupos 5 63,106 12,621
29,171 2,62
Intra grupos 24 10,384 0,433

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

El test de Dunnetts revelo diferencias representativas (p<0,05) entre el blanco y las
concentraciones correspondientes a 0,00053 ug/L, 0,0106 ug/L, 0,0212 pg/L,
0,0371 pg/L y 0,053 ug/L. ElI LOEC referente a la disminucion del numero de
camadas por hembra correspondio a la concentracion de 0,00053 pg/L y el NOEC
a una concentracion menor a 0,00053 pg/L, que no se ha considerado en el actual

estudio, como se muestra en la Tabla 39.
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TABLA 39. TEST DE DUNNETS PARA CAMADAS POR HEMBRA

Concentracion Valor Valor T-stat Significancia

(ng/L) transformado  calculado

Blanco 4,66 4,66
0,00053 3,26 3,26 3,365 *
0,0106 2,74 2,74 4,615 *

0,021 2,06 2,06 6,250 *
0,0371 1,20 1,20 8,509 *

0,053 0,18 0,18 10,769 *

Dunnet tabulado= 2,36 (p=0,05 / df= 24,5)

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

4.2.4.3. Tamaio de camadas

Este parametro se obtuvo al relacionar el numero total de neonatos de cada

recipiente para el numero de camadas de ese dia como se expone en la Figura 39

FIGURA 39. TAMANO DE CAMADA POR D. pulex
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ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

El nimero de neonatos por camada representativamente para el insecticida

diazinén a partir de la concentracion de 0,0212 ug/L donde el tamafio de camada

disminuye 1,3 veces respecto al blanco mientras que a la concentracion de 0,053

pg/L disminuye 4,8 veces. Estos valores se encuentran reportados en el Anexo 6.
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Al igual que en el parametro anterior el analisis de varianza Anova a través del test
de homogeneidad de Levene y el test de normalidad de Shapiro- Wilks evidencié la
existencia de diferencias significativas (p<0,01) entre el blanco y las
concentraciones evaluadas. El valor de F calculado resulté mayor que el valor de F
critico, por tanto, se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipétesis alternativa,

como se observa en la Tabla 40.

TABLA 40. ANOVA PARA TAMANO DE CAMADAS POR HEMBRA

Variacion Grados de Suma de Media F F
libertad cuadrados cuadratica Critico
Entre grupos 5 711,467 142,7293
28,459 2,62
Intra grupos 24 120,000 5,000

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

El test de Dunnets manifesté que las diferencias significativas (p<0,05) que se
encuentran entre el blanco y las concentraciones varian desde 0,00053 ug/L y todas
las superiores a la misma (Tabla 41). EI LOEC referente a la disminucion del tamafio
de camadas por hembra corresponde a 0,00053 ug/L mientras que el NOEC
corresponde a una concentracion menor de 0,00053 pg/L, la cual no ha sido

considerada en el actual estudio.

TABLA 41. TEST DE DUNNETS PARA TAMANO DE CAMADAS

Concentracion Valor Valor T-stat Significancia

(ng/L) transformado  calculado

Blanco 18,60 18,60

0,00053 14,80 14,80 2,687 *
0,0106 15,20 15,20 2,404 *
0,021 14,00 14,00 3,253 *
0,0371 11,60 11,60 4,950 *
0,053 3,00 3,00 11,031 *

Dunnet tabulado= 2,36 (p=0,05 / df= 24,5)
ELABORADO POR: Mifo y Rodriguez
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4.2.4.4. Neonatos totales por hembra

Este parametro se consigue al dividir los neonatos totales para el numero de
camadas por hembra como se detalla en el Anexo 13 y en la Figura 40.

Segun los datos obtenidos correspondiente a este parametro se evidencia que a
medida que se incrementa la dosis de diazindn, el nimero de neonatos disminuye.
Es asi que, mientras en el blanco el nacimiento de neonatos por hembra a los 21
dias fue de 54,6 en la concentraciéon mas alta del insecticida (0,053 ug/L) la

reproduccion se reduce a 9; es decir disminuye 6 veces.

FIGURA 40. NEONATOS TOTALES POR D. pulex
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ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

El analisis de varianza (Anova) evidencié que existen diferencias significativas
(p<0,01) entre los valores registrados, dado que el valor de F calculado es mayor
al valor de F critico, por tanto, se rechaza la hipétesis nula como se observa en la
Tabla 42.
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TABLA 42. ANOVA PARA NEONATOS TOTALES POR HEMBRA

Variacion Grados de Suma de Media F F
libertad cuadrados cuadratica Critico
Entre grupos 5 5876,207 1175,241
25,593 2,62
Intra grupos 24 6978,299 45,920

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

El test de Dunnets mostré que las diferencias significativas (p<0,05) que se
encuentran entre el blanco y las concentraciones varian desde 0,00053 ug/L y todas
las superiores a la misma (Tabla 43). En consecuencia, el LOEC para este
parametro es 0,00053 pg/L mientras que el NOEC corresponde a una

concentracion menor de 0,00053 pg/L no considerada en el actual estudio.

TABLA 43. TEST DE DUNNETS PARA TAMANO DE CAMADAS

Concentracion Valor Valor T-stat Significancia
(ng/L) transformado  calculado
Blanco 54.60 54,60
0,00053 42,46 42,46 2,833 *
0,0106 43,16 43,16 2,669 *
0,021 39,32 39,32 3,565 *
0,0371 34,10 34,10 4,783 *
0,053 9,00 9,00 10,640 *

Dunnet tabulado= 2,43 (p=0,05 / df= 24,6)
ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

4.2.4.5. Primera camada

Representa el tiempo medio en el cual se obtuvo la primera camada en cada una

de las concentraciones analizadas (Figura 41).
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FIGURA 41. PRIMERA CAMADA DE D. pulex
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ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

Los datos obtenidos para este parametro lograron establecer que a una mayor
concentracion de diazindn aumenta el tiempo de nacimiento de la primera camada,
es asi que mientras en el control tardo6 8 dias, las concentraciones analizadas para
este insecticida aumentaron de entre 85 a 9 dias. Siendo 0,0371 pg/L la

concentracion que mas retraso el nacimiento de neonatos.

Analisis subletales realizados por Sanchez (2006), sobre D. magna evaluando la
sustancia diazinon evidenciaron una disminucion del numero medio de neonatos
por hembra, con un NOEC de 0,05 ng/L y LOEC de 0,1 ng/L. Al realizar una
comparacion de los datos obtenidos para el presente trabajo investigativo se
evidencia que el plaguicida Confiable es menos tdxico en ese parametro

reproductivo a comparacion de diazinén evaluado en el estudio.
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4.3. COMPARACION DE RESULTADOS DE TOXICIDAD
OBTENIDOS ENTRE ATRAZINA Y DIAZINON

4.3.1. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE TOXICIDAD AGUDA DE ATRAZINA Y
DIAZINON SOBRE A. salina

Se puede observar en la Tabla 44 que la toxicidad aguda resulté 33 veces mayor
para el insecticida diazindbn en comparacion del herbicida atrazina sobre A. salina.
Probablemente la salinidad es un factor determinante en reducir la toxicidad.
Atrazina al disolverse en un medio salino se dispersa y se acumula, provocando
que el herbicida se vuelva mas persistente; un incremento de salinidad impide la
mineralizacion de este plaguicida, lo que lo hace menos disponible para
microorganismos y a su vez produce su aglomeracion en el medio. Mientras que el
diazindn en su forma comercial se disuelve facilmente y con una dosis menor logra

facilmente afectar a los organismos en analisis.

TABLA 44. COMPARACION DE CLso ENTRE ATRAZINA Y DIAZINON PARA A.

salina
- icid Ingrediente CLso (48 h)
i aguicida
Organismo g activo (mgl/L)
Gesaprim Atrazina 971,00
A. salina
Confiable Diazinén 29,534

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

4.3.2. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE TOXICIDAD AGUDA DE ATRAZINA Y
DIAZINON SOBRE D. pulex

Al realizar un analisis comparativo entre los resultados de CLso obtenidos para D.
pulex y los plaguicidas en analisis se puede establecer una mayor toxicidad del
compuesto comercial Confiable, como se muestra en la Tabla 45. La toxicidad de

diazindn es 226 veces mayor que el herbicida atrazina, es asi que se puede
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evidenciar la influencia de coadyuvantes empleados en este plaguicida, los cuales
permiten una mejor distribucién de la sustancia al mezclarse con el agua,
aumentando su toxicidad.

Es importante recalcar que los plaguicidas organofosforados, poseen menor
persistencia que los pesticidas organoclorados, debido a que los procesos de
transformacion en el ambiente se ejecutan con mayor eficiencia sobre los enlaces
fosforo-éster en sus moléculas (Narvaez et al., 2012). La transformacion parcial
puede generar mayor toxicidad en los subproductos que en el compuesto parental
(Vittozzi et al., 2001), razon por la cual el diazindn resulta altamente toxico a

diferencia de la atrazina para este caso.

TABLA 45. COMPARACION DE CLso ENTRE ATRAZINA Y DIAZINON PARA D.

pulex
Pl icid Ingrediente CLso (24 h)
i aguicida
Organismo g activo (mg/L)
Gesaprim Atrazina 12,011
D. pulex
Confiable Diazinoén 0,000053

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

4.3.3. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE INHIBICION DE QUISTES DE A. salina
AL APLICAR ATRAZINA Y DIAZINON

Se puede observar en la Tabla 46 que a partir de la menor concentracion a la que
se expuso los quistes de A. salina aumento el porcentaje de inhibicidn de eclosion
de los quistes en referencia con el blanco. Adicionalmente, se puede determinar
que el insecticida diazinbn genera una mayor respuesta toxicologica debido que a
una menor dosis (concentracion) se produce totalidad de inhibicion de eclosién a
comparacion del herbicida atrazina con la mayor concentraciéon empleada para

cada plaguicida.
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TABLA 46. COMPARACION DE RESULTADOS DE QUISTES DE A. salina
EXPUESTOS A ATRAZINA Y DIAZINON

Concentracion % de Inhibicion

Ingrediente ..
Organismo Plaguicida g (mglL) de eclosion

activo
Mayor Menor Mayor Menor

. Gesaprim Atrazina 1800,00 450,00 98,67 51,33
Quistes de

A-salina  Confiaple  Diazinen 10200 1530 99,33 4500

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez

4.3.4. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE TOXICIDAD SUB-LETAL DE
ATRAZINA Y DIAZINON SOBRE D. pulex

Al realizar un analisis comparativo (Tabla 47) entre los resultados de toxicidad
subletal (LOEC Y NOEC) de los plaguicidas evaluados para D. pulex se puede
establecer que los resultados no fueron concluyentes para el insecticida diazindn,
debido a que no se logré establecer un valor de NOEC. Sin embargo, a partir de la
concentracion de 0,00053 pg/L ya se evidencian efectos adversos sobre el
organismo en estudio. Mientras que para el herbicida atrazina se detectaron
afectaciones de supervivencia y reproductivas, es decir, disminucion de fertilidad,
tamano de la camada, reduccion de nacimiento de neonatos y aumento del tiempo
de nacimiento de la primera camada en las concentraciones iguales o mayores 0,75

y a 0,375 mg/L no se observa ningun efecto.

TABLA 47. COMPARACION DE RESULTADOS OBTENIDOS DE TOXICIDAD
SUBLETAL SOBRE D. pulex EXPUESTOS DE ATRAZINA Y DIAZINON

o Ingrediente
Organismo Plaguicida ) LOEC (mg/L) NOEC (mg/L)
activo
Gesaprim Atrazina 0,75 0,375
D. pulex
Confiable Diazinén 0,00000053 <0,00000053

ELABORADO POR: Mifio y Rodriguez
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

- Las evaluaciones de toxicidad aguda del herbicida atrazina sobre D. pulex 'y A.
salina evidenciaron que D. pulex es el organismo mas sensible a este
agroquimico. La concentracion letal media en A. salina (CLso= 0,971 g/L) es 80,
8 veces mayor que la concentracion letal media en D. pulex (CLso=
12,011mg/L). Atrazina es un potencial contaminante en medios de agua dulce,
reflejando que la salinidad es un factor determinante en la toxicidad de

organismos.

Los ensayos de toxicidad aguda del insecticida organofosforado diazindn
muestran efectos adversos directos en los organismos evaluados. Sin
embargo, D. pulex es el organismo mas sensible al ser expuesto a este
insecticida con una concentracién letal media correspondiente a
CL50=0,053ug/L. A. salina por su parte reveld una CLso= 29,534 mg/L al ser

expuesto al insecticida.

Los andlisis del porcentaje de inhibicion de la eclosion de organismos de A.
salina expuestos a atrazina y diazinon reflejan que el diazindn es el agroquimico
que mas afecta a la eclosién de los quistes. Con tan solo 102 mg/L del
insecticida aproximadamente el 100% de los quistes no eclosionan, frente a 1,8

g/L de atrazina que inhibe la eclosién en el mismo porcentaje.

Los resultados de la evaluacién de toxicidad subletal a los 21 dias para D. pulex
determinaron efectos adversos en supervivencia y reproduccion para atrazina
desde la concentracién de 0,75 mg/L, mientras que para el insecticida diazinén

se puede observar afectaciones en los mismos parametros a partir de la



97

concentracion 0,53 ng/L. Por consiguiente, el diazinén es el agroquimico mas

toxico.

El Anexo 1 del Libro VI del Texto Unificado de Legislacion Secundaria del
Ministerio del Ambiente (TULSMA) presenta el limite maximo permisible para
plaguicidas organofosforados y organoclorados totales para la preservaciéon de
la flora y fauna en aguas dulces, frias o calidas, y en aguas marinas y de
estuario, este limite corresponde a 10 pg/L para diazindn y atrazina. Sin
embargo, de acuerdo a esta investigacion se pueden observar efectos adversos
en la reproduccién de D. pulex a concentraciones menores a 0,53 ng/L para
diazinén y 0,75 mg/L para atrazina, razén por la cual es necesario replantear la
norma y establecer valores que se ajusten a un medio real donde se considere
la influencia de factores ambientales, asi como la interaccion de una especie

con otra.

La presencia de salinidad en el medio ayuda a que los organismos expuestos
resistan mayores concentraciones del contaminante, razén por la cual la
duracion de los ensayos de toxicidad aguda sobre A. salina fue de 48 h a
diferencia D. pulex cuyo desarrollo en agua dulce y alta sensibilidad impiden

una exposicion mayor a 24 h.

5.2. RECOMENDACIONES

- Daphnia pulex es un organismo muy sensible a contaminantes y parametros
ambientales como temperatura y presion, por lo tanto, se recomienda investigar
otro bioindicador de agua dulce mas resistente como organismos del género
Cyclops, perteneciente a la clase Maxillopoda, género Gammarus o emplear
organismos pertenecientes al mismo orden de las pulgas de agua (claddcera)

pero diferente género como las Alonas, que resultan mas resistentes.

- Dado que el herbicida atrazina es un potencial contaminante al llegar a medios

de agua dulce y que el aumento de salinidad en el medio impide la
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mineralizacion de este herbicida, provocando la aglomeracion del mismo, se
recomienda el uso de Gesaprim en areas donde la salinidad del agua sea

mayor.

Realizar investigaciones de toxicidad subletal sobre un organismo salino, en el
cual la reproduccion sea por partenogénesis como Brachionus plicatilis un
rotifero de la familia Brachionidae del orden Ploimida con amplio espectro de

salinidad.

Debido a la alta capacidad téxica del plaguicida Confiable, y a la influencia de
coadyuvantes empleados en la formulacion comercial se recomienda evitar el
contacto del producto con ambientes acuaticos y en caso de fumigaciones se
debe utilizar un sistema que garantice que el producto sera absorbido
solamente por las raices y hojas de las malezas y que no llegara a un medio

acuoso.

Emplear el medio de Cultivo D descrito en esta investigacién para el cultivo de
D. pulex, debido que sus caracteristicas fisico-quimicas permitieron el 6ptimo
desarrollo de este organismo, facilitando su reproduccion hasta la tercera

generacion y su permanencia durante los ensayos de toxicidad.

Para disminuir el porcentaje de inhibicion de eclosion de quistes en A. salina es
preferible adquirirlos de un proveedor certificado que garantice el buen estado

de los quistes para su posterior eclosién.

La concentracion de atrazina y diazindn en el agua depende de varios factores
como las propiedades quimicas del compuesto, la degradacion, retencion en
los suelos, periodo de aplicacion en campos, y las condiciones climaticas.
Ademas, una vez en el medio, influyen también factores bioldgicos y
ambientales propios de las comunidades. El uso de estos agroquimicos puede
no producir eutrofizaciéon en el agua segun los resultados obtenidos, pero

afectan a organismos filtradores como las Daphnias. Se sugiere continuar con
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el analisis de la sensibilidad frente a la atrazina de otros organismos como

macrofitos, bentos, zooplancton y peces.
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ANEXO 1.
RESULTADOS OBTENIDOS DE TOXICIDAD AGUDA DE ATRAZINA SOBRE

A. salina
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ANEXO 2.

RESULTADOS OBTENIDOS DE LA INHIBICION DE LA ECLOSION DE
QUISTES DE A. salina AL APLICAR ATRAZINA
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ANEXO 3.

RESULTADOS OBTENIDOS DE TOXICIDAD AGUDA DE ATRAZINA SOBRE
D. pulex
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ANEXO 4.
TOXICIDAD SUBLETAL DE ATRAZINA SOBRE D. pulex (MORTALIDAD)
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ANEXO 5.
TOXICIDAD SUBLETAL DE ATRAZINA SOBRE D. pulex (REPRODUCCION)
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ANEXO 6.
TOXICIDAD SUBLETAL DE ATRAZINA SOBRE D. pulex (PROMEDIOS)
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ANEXO 7.

TOXICIDAD SUBLETAL DE ATRAZINA SOBRE D. pulex (CAMADAS POR
RECIPIENTE)
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ANEXO 8.
RESULTADOS OBTENIDOS DE TOXICIDAD AGUDA DE DIAZINON SOBRE A.

salina
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ANEXO 9.

RESULTADOS OBTENIDOS DE LA INHIBICION DE LA ECLOSION DE
QUISTES DE A. salina AL APLICAR DIAZINON
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ANEXO 10.
RESULTADOS OBTENIDOS DE TOXICIDAD AGUDA DE DIAZINON SOBRE D.

pulex
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ANEXO 11.
TOXICIDAD SUBLETAL DE DIAZINON SOBRE D. pulex (MORTALIDAD)
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ANEXO 12.
TOXICIDAD SUBLETAL DE DIAZINON SOBRE D. pulex REPRODUCCION)
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ANEXO 13.
TOXICIDAD SUBLETAL DE DIAZINON SOBRE D. pulex (PROMEDIOS)
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ANEXO 14.

TOXICIDAD SUBLETAL DE DIAZINON SOBRE D. pulex (CAMADAS POR
RECIPIENTE)
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