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Resumen

Evaluacién del crecimiento de la especie Oreochromis niloticus como bioindicador de la
contaminacion por herbicidas del grupo quimico triazinas mediante un ensayo agudo y
subcronico de toxicidad.

RESUMEN

El empleo masivo de agroquimicos, incluyendo a los herbicidas, estan causando
diversos impactos en el ambiente, lo que ha llevado a cuestionar si éstas précticas
agricolas estan generando graves problemas de contaminacion, que puedan afectar a

los organismos vivos a corto, mediano y largo plazo.

A partir de los 70’s en Estados Unidos, la EPA (Agencia de Proteccién Ambiental)
ha realizado investigaciones, con el objetivo de establecer criterios de calidad del agua
para diversas sustancias potencialmente téxicas, en dichos estudios se han reportado
los efectos adversos resultado de la exposicion de animales terrestres y acuaticos a

herbicidas.

Los herbicidas Triazinicos han sido usados durante 40 afios, en mas de 80 paises
y se pueden detectar en casi todas las superficies acuéticas del mundo (Diana et al.
2000). Estas entran al sistema acuatico a través de lixiviacion, escorrentia de campos
agricolas o a través de la aplicacion directa para eliminar malezas acuéticas. Algunos
autores han reportado que las Triazinas a ciertos niveles de concentraciones pueden
producir cambios patolégicos en los organismos acuaticos (Wiegand et al. 2001). De
ahi la importancia de evaluar la toxicidad de las Triazinas a partir de bioensayos agudos

y cronicos.

Los problemas de la contaminacidon acuatica en Meéxico hacen necesario
incrementar el actual conocimiento sobre los efectos ecotoxicoldgicos de los herbicidas
en los organismos, esto con el fin de establecer estandares y criterios ambientales para
proteger la biodiversidad y los ecosistemas. Los peces han sido usados en ensayos de
toxicidad, mas que ningun otro grupo de organismos acuaticos (APHA 1992).
Consideramos que la especie Oreochromis niloticus, cominmente llamada tilapia, es
una buena indicadora porque tiene amplia produccion, consumo e importancia

econdémica para México.

~1~



Resumen

El Objetivo de la presente investigacion fue evaluar la afectacién del crecimiento
de la especie Oreochromis niloticus por exposicion a herbicidas del grupo quimico

triazinas en un ensayo agudo y subcrénico de toxicidad.

Los bioensayos fueron llevados a cabo en juveniles, obtenidos del Centro de
Estudios Tecnoldgicos del Mar (CETMAR n, 10) de Chetumal y de Granjas acuicolas,
En el laboratorio se seleccionaron y se aclimataron durante diez dias. Los ensayos de
toxicidad se llevaron a cabo con el herbicida 6 cloro-N2-etil-N4 (isopropilamino) 1, 3, 5

— triazina (atrazina).

En el agudo se usaron seis concentraciones y el blanco con tres replicas cada
uno. Las observaciones del estado de los organismos durante el bioensayo se llevaron
a cabo durante 72 hrs. Se cuantificaron las muertes por replica de cada concentracion
para llevar a cabo el analisis Probit (NMX-AA-087-1995), con el fin de determinar la
concentracion letal media (CLsp) y un analisis de varianza para hallar la concentracion
maxima de efectos no observables (CENO), la concentracibn minima de efectos
observables (CEM) y la maxima concentracion toxica permitida (MCTP) (APHA, 1992)
calculados segun las diferencias estadisticas significativas con respecto al control.
Como resultado se encontr6 que la CLsg para Oreochromis niloticus fue de 8.36 mgl/l, la
CENO de 6 mg/l, la CEM de 7 mg/l y la MCTP de 6.5 mg/l * 0.01 segun el analisis

estadistico.

En el subcrénico se usé la MCTP encontrada en el ensayo agudo previo con 5
replicas y el blanco con 3 replicas. Las observaciones de los organismos durante el
bioensayo se llevaron a cabo durante 21 dias. Para la realizacion de la prueba nos
basamos en la metodologia sobre el balance energético de Ctenopharyngodon idella a
través de un bioensayo cronico (Espina, 1986), y del Manual de métodos para la
evaluacion del balance energético en crustaceos del laboratorio de ecologia y biologia
marina experimental de la Facultad De Ciencias de la UNAM (Rosas et al. 2003) y de
los procedimientos para pruebas de toxicidad para peces de la APHA et al. (1992).



Resumen

Concluimos que para la especie Oreochromis niloticus se recomienda una
concentracion maxima tolerable de 6.5 mg/l de triazina, ya que una concentracion
superior producira efectos agudos como obscurecimiento, inflamacion del vientre,
desorientacion, hipoxia y hasta la muerte, mientras que una concentracion similar pero
constante se producen efectos subcrénico como cambios en el comportamiento,
inhibicion del crecimiento, supresion del sistema inmune, cambios irreversibles en las

células tejidos y en la reproduccion.

Los analisis de varianza realizados para los bioensayos agudo y subcrénico a un

nivel de confianza del 95% demostraron que las pruebas realizadas fueron

significativas.
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[. INTRODUCCION

Con el incremento de la produccion agricola industrial en el Estado de Quintana
Roo, aumento el uso de sustancias quimicas como pesticidas, herbicidas y fertilizantes
para eliminar las plagas y malezas que deterioran el desarrollo de los cultivos, a su vez
el empleo de estos productos ha generado problemas de contaminacion que pueden
afectar tanto al humano como a los integrantes de los diferentes ecosistemas. Sobre el
herbicida, atrazina sabemos por Fischer-Scherl et al. (1991) que se ha encontrado
hasta 3,5 mg/L en agua de lluvia, hasta 1,25 mg/L en aguas superficiales, mas de 0,5
mg/L en agua subterranea y superior a 0,1 mg/L en agua potable en Europa, mientras
que en E.U.A. se encontr6 de 88.4 mg/L hasta 69.4 mg/L en agua superficial.
Lamentablemente en México no existe una informacién tan amplia sobre el nivel de

contaminacion de los cuerpos de agua por herbicidas (Escalante-Espinoza, 2000).

La atrazina es un herbicida (triazina sistémica) que ha sido usado por mas de 40
aflos en mas de 80 paises y se puede detectar en casi todas las superficies acuaticas
del mundo. Actualmente se sigue considerando como un herbicida de bajo riesgo
ecolégico debido a su débil acumulacion y biomagnificacion (Diana et al. 2000; Felsot,
2001). Sin embargo, recientemente algunos autores han reportado que los herbicidas a
ciertos niveles de concentraciones pueden producir cambios patolégicos en los

organismos acudaticos (Wiegand et al. 2001).

Las triazinas entran al sistema acuatico a través de la lixiviacion, escorrentia de
campos agricolas o directamente a través de la aplicacion directa para eliminar
malezas acuaticas. También se conoce que por percolacién los herbicidas pueden ser
transportados en el suelo como moléculas disueltas en aguas, o ser absorbidos sobre
la superficie de particulas coloidales y llegar hasta cuerpos de agua (Gomez, 2006).
Por lo tanto se debe dar mayor importancia a los estudios sobre la afectacién de los
organismos acuaticos por la exposicion a herbicidas, pues estos contaminantes pueden

llegar a los cuerpos de agua todavia activos.

En diversos paises entre los que se encuentra Meéxico, ya se presentan

problemas en los ecosistemas acuaticos causados por herbicidas del grupo quimico
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triazinas, pues se afecta a especies que tienen una relacién directa con los humanos,
por ejemplo se ha demostrado que en la produccion o cultivo de peces, como la tilapia,
la muerte de peces en los estanques se debe principalmente a la atrazina, usada en
campos agricolas cercanos donde la utilizacion de 0,01, 10 y 1000 mg/L de atrazina

produce alteraciones en los peces de cultivo (Aaronson,1980)

En México se ha determinado la toxicidad de ciertas sustancias en organismos
acuaticos mediante bioensayos en organismos indicadores como crustaceos, peces,
bivalvos y poliquetos. Los peces, debido a que son un componente importante de los
ecosistemas acuatico y una unidad clave en muchas cadenas alimenticias, pueden
servir como bioindicadores ambientales. Cambios en la composicion de una comunidad
de peces suele indicar una variacion en el nivel de contaminacion, esta es la principal
razon por la que los peces han sido usados en ensayos de toxicidad, mas que ningun

otro grupo de organismos acuaticos (APHA, 1992).

Para poder estimar los efectos téxicos producto de la contaminacion por
herbicidas en los ambientes acuaticos, se ha recurrido a estudios convencionales sobre
calidad del agua, que tratan de enlazar la afectacion de una o varias especies, pero
como menciona Encina (2000) aunque estos estudios disponen de una gran cantidad
de datos analiticos, son incompletos, lo que dificulta la elaboracién de un diagndstico
certero sobre la contaminacion de un ambiente acuatico y la comunicacion de los

resultados de una manera comprensible y confiable.

Para evaluar los efectos de la toxicidad aguda, que suelen presentarse cuando un
contaminante entra en forma repentina y en altas concentraciones, y la toxicidad
subcronica que se da cuando un contaminante entra en forma constante pero en bajas
concentraciones, se realizan bioensayos de laboratorio, que permiten establecer una
relacion causal entre las concentraciones ambientales y los efectos sobre una especie
o varias (Encina, 2000); se usan para diferenciar los efectos de contaminantes de
aguellos inducidos por otras perturbaciones y son capaces de descubrir

concentraciones muy bajas de contaminantes (U.S Geological survey, 2000).
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De manera general este trabajo se centra en evaluar la afectacion en el
crecimiento de la tilapia cuando es expuesta a una concentracion subcronica, obtenida
mediante un ensayo agudo previo, durante un periodo de 21 dias. El crecimiento de los
peces, medido por el aumento en talla y peso, es influido por numerosos factores del
medio que suelen estar estrechamente relacionados entre si, como son; el oxigeno
disuelto, temperatura del medio, pH, turbidez y fotoperiodo (Steffens, 1987), por lo que
durante el desarrollo de las pruebas se controlaron y mantuvieron estos parametros

dentro los niveles optimos.

Muchos investigadores creen que los criterios para evaluar los efectos de los
herbicidas en los ambientes acuaticos, deben ser fijados por medio de parametros
derivados de bioensayos significativos, donde deben considerarse para ello efectos
agudos, cronicos, letales y subletales, mas algunas circunstancias particulares del
ambiente (Larrain, 1995). Por lo anterior, consideramos de gran importancia evaluar
mediante bioensayos la toxicidad de los herbicidas del grupo quimico triazinas,
especificamente atrazina por ser el mas comun, y usando la tilapia como organismo
indicador. Cabe sefialar que en la actualidad existen muy pocos datos sobre efectos de
las triazinas en el metabolismo de peces ampliamente utilizado en piscicultura, es por
esta razOn que esta investigacion experimental pretende estudiar el efecto de la
atrazina en el crecimiento de esta la especie y contribuir a la ciencia acrecentando el

escaso bibliografico acervo actual.
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1.1. Antecedentes

Los estudios sobre el balance energético en peces fueron iniciados con las
investigaciones de Ivelev (1939) y crecieron rpidamente después de que Winberg
(1956) publicara una revision extensa sobre el tema. El balance energético de peces
durante un periodo determinado de tiempo, puede describirse con un modelo
ampliamente aceptado por la comunidad cientifica (Klekowski y Duncan, 1975) en
donde se integran las tasas fisioldgicas de los peces expresados en unidades de
energia (Vega et al. 2004), sustituyéndose de la siguiente manera: | =R + H + U + P.
Donde | es la energia ingerida en el alimento, contenida en forma de carbohidratos,
lipidos o proteinas y puede ser expresada en masa, calorias o joules; R representa la
energia utilizada en la respiraciébn (metabolismo), U es la excrecion, H energia

eliminada en heces y P es la produccion o energia retenida.

Uno de los primeros estudios sobre la afectacion del balance energético debido a
la presencia de contaminantes acuaticos y realizado por medio de bioensayos agudos y
cronicos en un pez apto para el cultivo masivo, fue cuando Espina et al. (1986)
evaluaron la influencia del detergente foca sobre el balance energético de juveniles de
carpa herbivora (Ctenopharyngodon idella) a través de un bioensayo cronico de

toxicidad.

Estudios recientes profundizan sobre la ruta metabdlica de las triazinas y los
efectos fisioldgicos por ejemplo, Oropesa Jiménez (2009) analizd los efectos de la
simazina en el metabolismo energético de la carpa comun en un estudio de toxicidad
subcronica que durd 90 dias, bajo condiciones de laboratorio y se expusieron a las
carpas a 45 pg/l de simazina (concentracion 10 veces superior a la maxima detectada
en el medio acuatico de Espafa). La autora sefiala que este se realizé en base a la
escasez de datos de toxicidad subcronica existente sobre dicha sustancia en peces.

También, se han realizado estudios del balance energético de juveniles de
Chirostoma estor (Jordan, 1879) (Pisces, Atherinopsidae) en relacion con el tamafio
corporal Vega et al. (2004), determinaron el flujo energético de los juveniles de
Chirostoma estor de dos diferentes clases de peso (P < 0.05). Se midieron las

respuestas fisioldgicas y se integraron en la ecuacion del balance energético con el fin
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de estimar la energia potencial de crecimiento o campo de crecimiento que se

canalizaria a crecimiento somatico (Vega et al. 2004).

A partir de los 70's en Estados Unidos, la EPA ha estado realizando
investigaciones, para establecer criterios de calidad del agua para diversas sustancias
potencialmente toxicas, en dichos estudios se han reportado los efectos adversos
resultado de la exposicion de animales terrestres y acuaticos a herbicidas. Para
atrazina se realizaron estudios de exposicion cronica en Daphnia magna, Chironomus
tentans, Gamarus fasciatus, y peces Lepomis macrochirus, Primephales promelas,
Salvelinus fontinalis (EPA, 1976).

Otro estudio sobre los efectos de la atrazina en el desarrollo de los organismos
acuaticos es “El impacto de la toxicidad de la atrazina en cuatro vertebrados acuaticos”
realizado por Wacksman et al. (2006) en el que se usaron anfibios y peces para ser
expuestos a las mezclas de atrazina y otros herbicidas en bioensayos de toxicidad
aguda y crbnica, donde la atrazina combinada con otros herbicidas clorados
incrementaron su toxicidad en concentraciones mayores a 1 mg/l, inhibiendo la

actividad de la enzima colinesterasa.

Un gran numero de cientificos en todo el mundo, creen que la atrazina (junto con
la pérdida de habitats, especies invasoras y otras alteraciones en el ambiente) seria la
responsable de la desaparicion de distintas especies de anfibios y peces en las zonas
agricolas. Como ejemplo de estos estudios tenemos, el caso de la rana leopardo Rana
pipiens, expuesta in vivo a bajas concentraciones de atrazina (herbicida) que ha
demostrado el desarrollo de oocitos testiculares (hermafroditismo; a 0,1 ppb), asi como
una disminucion en el contenido de células germinales, posiblemente debido a
desmasculinizacion de las gonadas (fallo en la induccion de espermatogénesis) (Hayes
et al. 2002).

Los efectos de los herbicidas en el medio acuatico no sélo son importantes por la
mortalidad que puedan causar de manera directa, sino por una diversa gama de
disturbios neuroendocrinos y disminucion de la resistencia a patdgenos oportunistas

(Rondén-Barragan et al. 2010).
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En la zona sur de Quintana Roo de 1993 a 1995, se han realizado diversos estudios
para evaluar la calidad del agua y también para caracterizar y medir la toxicidad
acuatica de la bahia de Chetumal y del rio Hondo: Ortiz et al. (1997), con la
colaboracion de la 11a zona Naval Militar, realizaron un estudio para evaluar los niveles
de plaguicidas organoclorados en sedimentos de las principales afluentes de México y
Belice que desembocan en el rio Hondo, considerando para ello 14 sitios desde la
Union hasta la desembocadura del rio Hondo. Se determind una alta concentracion de
compuestos y productos de plaguicidas de uso restringido o prohibido segun el catalogo
Oficial de plaguicidas (CICOPLAFEST).

En junio de 1996 hubo en la bahia una muerte masiva de bagres (Arius assimilis), por lo
gue a solicitud del gobierno del estado, El Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR) realiz6
un estudio para determinar las causas probables (Ortiz, 1997). Se realizaron estudios
de patrones de circulacion, salinidad, temperatura y oxigeno, nutrientes y plaguicidas en
agua; ademas se hicieron encierros de peces en jaulas para determinar si el
movimiento del ferry que estaba en funcionamiento, podria provocar la resuspension de
sedimentos y contaminantes que ocasionarian la muerte de los peces, encontrandose

un aumento de nutrientes y plaguicidas después del paso del ferry.

Ortiz et al. (1997) determinaron la concentracién de plaguicidas organoclorados e
hidrocarburos arométicos policiclicos (HAP) en sedimento e higado de peces muertos
en 12 sitios localizados a lo largo de la costa occidental de la bahia y se us6 a la laguna
Milagros como referencia de un sitio no contaminado. La concentracion de plaguicidas

en peces fue similar tanto en la bahia como en la laguna Milagros.

En la mayoria de los estudios del ECOSUR efectuados de 1996 a la fecha, se ha
concluido que al rio Hondo llegan diversidad de contaminantes provenientes de la
descarga de aguas residuales y de actividad agricola de la rivera, residuos de
plaguicidas, pesticidas y diversos herbicidas cuyo receptor final son la columna de agua
y los sedimentos de la bahia, lo que indica una exposicion crénica de los organismos

acuaticos, que podrian causarles efectos toxicos.
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1.2. Justificacién

Los bioensayos se utilizan para plantear normas de valoracion ecotoxicolégica de
las aguas contaminadas con herbicidas, mediante las reacciones de organismos de los
diferentes niveles troficos y aportan valiosa informacién sobre los efectos letales y

subletales del herbicida como contaminante del medio acuatico.

Por lo que se pretende realizar, una serie de bioensayos con Oreochromis
niloticus, amparada en la integracion de métodos estandarizados e investigacién para
desarrollar un analisis mas completo sobre los efectos que producen la exposicion
aguda y subcrénica de una poblacién de peces al herbicida atrazina, con el objetivo de
establecer un criterio para la valoracion del agua contaminada con el herbicida de
amplio uso 2-cloro-4-(etilamino)-6-(isopropilamino)-1,3,5 triazina y proponer un intervalo

de concentracion tolerable del grupo quimico triazina como punto final para el ambiente.

1.3. Objetivo general:

Determinar el nivel de toxicidad del herbicida atrazina y su potencial de afectacion
al campo de crecimiento de una poblacion de Oreochromis niloticus, mediante un

bioensayo agudo y subcronico.

1.4. Objetivos especificos

1. Determinar la concentracion letal media (LCso) mediante el método Probit.

2. Determinar la concentracion mas alta del agente toxico donde no se observan
efectos adversos en la poblacion expuesta, es decir la concentracion de efectos
no observables (CENO), la concentracion mas baja del agente toxico a la cual se
registran efectos adversos en una poblacibn expuesta o concentracion de

efectos minimos (CEM) y la méxima concentracion téxica permitida (MCTP).
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3. Determinar la tasa de ingestion (I), eficiencia de asimilacion o absorcion (U”),
eficiencia de asimilacion corregida (U*), asimilacion (A), tasa de respiracion (R) y
excrecion nitrogenada (U), de la especie Oreochromis niloticus.

1.5. Hipotesis

La especie Oreochromis niloticus presenta alteraciones negativas en su potencial de

crecimiento por la exposicion a una concentracion subletal del herbicida atrazina.
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Capitulo II.

Il. MARCO TEORICO
2.1. Importancia de los peces en los ambientes acuaticos

Los peces son un componente importante de los habitats acuéticos, fuente de
alimentos para los seres humanos y una unidad clave en muchas cadenas alimenticias,
afectan y son afectados por las propiedades fisicoquimicas del sistema y otros
organismos acudticos. Por lo tanto si se afecta el medio acuatico, sirven como
indicadores ambientales, debido a que los cambios en la composicion de una
comunidad de peces suelen indicar una variacion en el pH, la salinidad, el régimen de

temperatura, los solutos, el oxigeno disuelto y el nivel de contaminacion (APHA, 1992).

Los peces comparten muchas propiedades fisiolégicas con los mamiferos y
pueden ser utilizados tanto en el campo como en el laboratorio por el investigador como
herramienta de trabajo. La relevancia del empleo de peces como organismos de prueba
radica en su ubicacion y funcién en los sistemas acuaticos, ya que ademas de ocupar
diferentes posiciones tréficas en los ecosistemas, al tratarse de organismos
vertebrados, son normalmente considerados como buenos representantes de
organismos de mayor complejidad y por lo tanto los efectos tdéxicos observados en ellos

son mas faciles de comprender e interpretar (APHA, 1992).

Debemos concientizarnos de la problematica ambiental existente en nuestras
costas para poder disefar las estrategias de conservacion de nuestros recursos. Cada
vez se hace mas necesario incluir en las reformas al programa de manejo de sistemas
acuaticos, programas de monitoreo, pero también actualizar las normas de uso y
procedimientos legales relacionados con el manejo de agroquimicos, ya que esto
permitira tener un manejo sustentables de nuestros recursos naturales, regresando a
técnicas de control de maleza mas amigables con el ambiente, estos cambios pueden

beneficiarnos social, econémica y culturalmente.

~12 ~



Capitulo II.

2.2. Los peces como organismos indicadores

De la Lanza-Espino (2000) menciona que los peces son viables para ser utilizados

como organismos indicadores por las siguientes caracteristicas:

1. La informacion de los ciclos de vida es muy completa para diversas especies;
por ejemplo muchos peces se reproducen una vez al afio y los periodos de
desove son generalmente estables lo que permite planear las actividades de
colecta.

2. Las comunidades de peces generalmente incluyen una gran variedad de
especies, las cuales representan una variedad amplia de niveles tréficos como
los omnivoros, herbivoros, insectivoros, planctivoros, piscivoros, en los que se
incluyen alimentos tanto de origen acuéatico como terrestre. Su posicién en la
cima de la cadena trofica acuatica en relacion con las diatomeas e invertebrados
también ayuda a proveer una vision integrativa de la salud del ambiente.

3. Los peces son relativamente faciles de identificar, por la forma, el tamafio y la
coloracion.

4. Cuando se trasladan peces al laboratorio, el tiempo de manipulacion y
procesamiento es menor en comparacion con otros grupos taxonémicos.

5. Los peces estan presentes en los sistemas acuaticos, aun cuando estos sean
rios pequefios o0 aguas muy contaminadas.

6. Los peces son afectados por factores macroambientales, faciles de ubicar,
mientras que las algas e invertebrados estan sujetas a influencias tanto micro
como macro ambientales.

7. Los peces son relativamente de vida larga y por lo tanto incorporan varios
periodos de evaluacion de las condiciones ambientales.

8. Es facil de determinar la anatomia de un pez cuando es sometido a un tipo de
influencia andmala reflejandose en lesiones como tumores o deformidades en el

cuerpo y aletas.

Las especies indicadoras, que muestran tolerancia principalmente a la

contaminacion de origen urbano, industrial y/o agricola estan en el primer grupo:
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Oreochmis aureus, Astyanax faciatus, Sicydium multipuctatum y Agonostomus
monticola, que indican altas concentraciones de metales pesados en el agua,
Centropomus parallelus y Orechromis niloticus presencia de plaguicidas, herbicidas;
Goodea atripinnis, Xenotoca variata, Orechromis mossambicus, Carasius auratus,
Cyprinus carpio y Poeciliopsis infans altas concentraciones de nitratos, sulfatos y
fosfatos. Algunas especies tolerantes son introducidas a México con fines de
acuacultura porque son resistentes. El segundo grupo lo conforman especies sensibles
a pequefas concentraciones de contaminantes, estas suelen emigrar. El tercer grupo
de especies que viven en ambientes donde la influencia de la contaminacién es casi

nula, no se desarrollan en ambientes contaminados (De la Lanza-Espino et al. 2000).

2.3. Especie de prueba

Las Tilapias, son organismos tropicales dulceacuicolas originarios de Africa, los
cuales, debido a su facilidad de adaptacién se encuentran distribuidos en la mayoria de
los paises tropicales y subtropicales con fines de cultivo (Fig. 23). Dentro de sus areas
originales de distribucion, las Tilapias han colonizado héabitats diversos, pues es un pez
de aguas célidas, dulces, salobres o salinas que puede adaptarse a aguas con baja
concentracion de oxigeno (SAGARPA, 2011). Las tilapias alcanzan una talla promedio
de alrededor de 30 cm en estado adulto y pueden llegar a pesar de 1-3 Kgq,
generalmente el macho se desarrolla mas que la hembra, se clasifica como Omnivoro y
aceptan facilmente los alimentos suministrados artificialmente (Saavedra-Martinez,
2006). Es un buen indicador de la Contaminacién industrial o agricola, indicador de

plaguicidas organoclorados (De la Lanza-Espino 2000).

Con base a lo anterior es mas viable emplear una especie tolerante para realizar
un bioensayo de toxicidad con herbicidas, pues la especie Orechromis niloticus puede
presentarse en ambientes contaminados con plaguicidas y herbicidas a diferencia de
especies sensibles que viven en ambientes donde la influencia de estos contaminantes
practicamente no existe. Es decir no tendria utilidad para evaluar a una especie con un

téxico que en su ambiente ni siquiera esta expuesto a herbicidas.
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En general la especie Oreochromis niloticus es un organismo indicador de la
calidad de agua y de la contaminacion por herbicidas, de importancia econémica y facil
de identificar, es adaptable y abundante, que ademas podria representar la
problematica de la toxicidad de los herbicidas en los organismos acuaticos, y puede ser
atil para determinar la calidad de los cuerpos de agua, Otro aspecto que los hace
viable es que su cultivo y mantenimiento en el laboratorio es econémico, debido a su
tamanfo los efectos de los contaminantes son observables a simple vista, por lo que no
se requiere de un equipo especializado. Ademas se cuenta con mucha informacion
individualmente acerca de los peces y el herbicida, asi como de la metodologia
necesaria para la realizacion de los bioensayos. El herbicida atrazina de la marca
comercial Gesapax® puede ser obtenido directamente de la zona agricola o de

cualquier agroveterinaria donde se vendan productos agricolas.

2.4. Caracteristicas de la especie como bioindicador

Se selecciono la especie de acuerdo a los siguientes criterios (APHA, 1992):
a) La especie deberan encontrarse o estar estrechamente relacionadas con las
especies que se encuentran en el agua o con el residuo que se ensaya.
b) Debera disponerse de la especie en niumero suficiente para los ensayos.
c) La especie deberd poderse mantener en el laboratorio en buen estado (es decir
activas, alimentadas, con orientacién apropiada, ausencia de lesiones, etc.) y
d) La especie habra de representar un importante enlace tréfico en el ecosistema

del agua que se recibe o recurso econdémico para diversas comunidades.

Siguiendo la indicacion de que la especie debe encontrarse en relacion con el
toxico que se desea analizar, se consulté una lista parcial de peces de agua dulce que
han sido usados para ensayos de toxicidad con pesticidas o herbicidas desarrollado
por el instituto de biologia de la UNAM y la desaparecida secretaria SEMARNAP en
colaboracion con De la Lanza-Espino (2000), seleccionando Oreochromis niloticus una
especie cultivada en Quintana Roo, es posible realizar un bioensayo en laboratorio

considerando que esta es parte de un cierto nimero de peces de agua dulce que han
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sido cultivados a través de mas de una generacion y han sido expuestas a herbicidas

como la atrazina destinada a maleza acuatica.
2.5. Requerimientos ambientales

Manuales de Produccién de Tilapia en Meéxico, editados por la SAGARPA,
recomiendan que para su desarrollo es necesario mantener valores 6ptimos en los
siguientes factores:

a) Temperatura: Los rangos optimos oscilan entre 25 y 30°C, aunque puede
soportar temperaturas menores, se compromete el crecimiento.

b) Oxigeno Disuelto: Los valores mas convenientes para el cultivo son los
mayores de 4 mg/l. Aunque puede soportar bajas concentraciones de hasta
1mg/l, a menor concentracion de OD el consumo de alimento y el crecimiento se
reducen.

c) pH: Los valores 6ptimos estan entre 7 y 8, porque no toleran valores menores de
5 pero resisten valores alcalinos de 11.

d) Turbidez: Para que las particulas sélidas suspendidas, no causen problemas e
interferencias, se debe mantener 30 cm de visibilidad (lectura del Disco Secchi).

e) Luz o luminosidad: Puede utilizarse iluminacion natural o artificial, se

recomienda de 12-14 horas de luz.
2.6. Toxico de Prueba

Las pruebas de toxicidad, se realizaron con el herbicida Atrazina: C8H14C:IN5 que

es herbicida selectivo de preemergencia y postemergencia temprana utilizada para el
control de malezas en esparragos, maiz, sorgo, cafia de azucar y pifia (Gémez, 2006).
Se ha encontrado en aguas superficiales y subterraneas, debido a su movilidad en el
suelo. Es relativamente estable en suelos y medios acuaticos, con un periodo de
semidegradacion del orden de meses, pero se degrada por fotolisis y por la accién
microbiana en el suelo, en la actualidad varios paises han restringido su uso (OMS,
2003).
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ATRAZINA

|
Nﬁ/w

N
H ™ CH—CH,

CH,
g 6-cloro-N-etil-N'-(1-metiletil)-1,3,5-triazina-2,4-diamina )

Figura 1. Formula desarrollada de la atrazina

Tiene una persistencia de 3 a seis meses, dependiendo del tipo de suelo, dosis y
factores climaticos; aunque puede extenderse hasta un afio. Se considera que no es
toxico para las abejas pero si para los invertebrados acuaticos, aunque en el suelo
todavia no se ha determinado la toxicidad de sus productos y principales metabolitos,
desetilatrazina y la hidroxiatrazina. Es combinable con otras Triazinas como la ametrina
y la prometrina (Gomez, 2006). La atrazina no tiende a acumularse en organismos
vivientes tales como algas, bacterias, almejas o peces, y por lo tanto, no se acumula en
la cadena alimentaria (ATSDR, 2003).

Sobre su concentracion en el agua, en muchos paises se ha reportado que
después de la aplicacion en zonas agricolas, la atrazina se ha encontrado en aguas
subterraneas en niveles de 0,01 a 6 mg/l y también se ha detectado en el agua potable
en varios paises con niveles de 0.01 a 5 mg/l (OMS, 2003).
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Ill. METODOLOGIA

3.1. Transporte y Aclimatacion

Los experimentos se llevaron a cabo con peces juveniles, obtenidos del Centro de
Estudios Tecnoldgicos del Mar (CETMAR) de Chetumal, se transportaron al laboratorio
en depédsitos de plastico de 90 Its, posteriormente se pusieron los organismos en
palanganas con una capacidad de 30 lIts, proporcionandoles alimento con una dieta de
purina a base de proteinas, grasas, carbohidratos y fibra en base seca, una vez al dia al
8 % de su peso corporal, determinado mediante el pesado de los organismos que
morian durante la aclimatacién. Se les mantuvo con este alimento durante el periodo
de aclimatacién de 10 dias. Para prevenir enfermedades, parasitos, bacterias, o algun
tipo de alteraciones o muerte en los peces e influyeran en los resultados de los
bioensayos, se adicion6 1 g de sal desinfectante.

Para verificar que los peces estuvieran en buenas condiciones se vigilaban y se
observaba si sufrian algun tipo de estrés o dafios fisicos y éstos se retiraban, asi como
aguellos que morian o presentaban anormalidades y si moria un 10% por cada

poblacion ésta era descartada de los bioensayos.

Los parametros fisicoquimicos que se midieron fueron temperatura del agua (25-
29 °C), concentraciéon de oxigeno disuelto (6-7 mg/l) y el pH (7-8); con oximetro
HANNA-9142 y potenciometro- termometro, HANNA-HI-99131. Estos parametros
fueron determinados diariamente durante el bioensayo para conocer y regular las

condiciones en las que se encontraban los peces.
3. 2. NUumero de organismos

3.2.1 Bioensayo agudo

Se seleccionaron 18 peces aclimatados para exponer a cada concentracion del
herbicida, divididos en tres replicas con 6 peces por depédsito (30 Its), seleccionando
peces de tamafio uniforme (10-14 cm), sin que el mas largo tuviera una longitud

superior a 2 veces el mas corto en cada depdsito. En total fueron noventa organismos
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para el primer bioensayo agudo exploratorio y ciento veintiséis para el bioensayo agudo
definitivo debido a que se utilizaron siete concentraciones incluido el blanco para este

bioensayo agudo, siendo cinco el minimo de concentraciones requeridas (APHA, 1992).

3.2.2 Bioensayo subcronico

El nimero de réplicas para el blanco fueron tres y para el valor subcrénico cinco,
48 peces en total, distribuidos en depdsitos de 30 litros con 18 peces para el blanco y
30 para la concentracion subcrénica, cada replica con 6 peces, expuestos durante 21
dias. EI nimero de organismos y réplicas fue menor para el bioensayo subcronico

debido a que se ensayaron solo dos concentraciones 6.5 mg/l y el blanco.

3.3. Seleccidn de las concentraciones

El toxico atrazina es una sustancia quimica sélida y las soluciones fueron
preparadas en p/v (mg/l); no fue necesario el uso de disolventes o dispersantes, pues la
atrazina estaba al 80% con un 20 % de un ingrediente inerte que cumplia la funcion de
agente dispersante. Por lo tanto es importante destacar que la CLsp y el valor cronico
fueron determinados para la materia total, debido a que la mayoria de las marcas

comerciales manejan la atrazina con un porcentaje de ingredientes inertes.

Para determinar las concentraciones del herbicida Atrazina: 2-cloro-4-(etilamino)-
6-(isopropilamino)-1,3,5-triazina y establecer estadisticamente la CLsy. Se emplearon
pruebas piloto de toxicidad a corto plazo (48 hrs), exponiendo a los organismos a una
amplia gama de concentraciones en proporciones logaritmicas (0, 0.1, 1, 10 y 100
mg/l), se observé que debajo de 1 mg/l los peces no presentaban afectacion y por
arriba de 10 morian un porcentaje de peces mayor al 50 %; asi que se eligieron las
concentraciones altas que generarian mayor mortalidad, siendo 12, 14, 18, 20y 22 en
mg/l, estos valores se multiplicaron por el factor 0.5 siguiendo una serie geométrica de
valores para obtener concentraciones espaciadas y asi obtener el rango idoneo para la
determinacion de la CLsp, estas fueron posteriormente 0, 3, 6, 7, 9, 10 y 12 en ppm

(mg/l). La concentracion del toxico para el ensayo subcrénico fue determinada durante
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el desarrollo y andlisis del bioensayo agudo, mediante un analisis estadistico de

varianza.
3.4. Realizacién del bioensayo agudo

El bioensayo agudo con la especie Oreochromis niloticus, se realizd de acuerdo a
los métodos de prueba de toxicidad para organismos acuaticos, de la seccion 8010 A.1
a la seccion 8010 F.3 y de los procedimientos de prueba de toxicidad para peces de la
seccion 8910 A.1 a la seccion 8910.C.2.b, del APHA (1992). Para evaluar la tolerancia
de la especie se ensayaron el blanco y seis concentraciones del herbicida Atrazina (O,
3,6,7,9,10y 12 mgl/l).

Para iniciar el bioensayo se prepararon 21 depdsitos, cada uno inicialmente con
20 litros de agua e inmediatamente se agrego la solucion del toxico, posteriormente se
aforé cada depésito a 30 litros para que tuvieran su concentracion respectiva (3, 6, 7,
9,10 0 12 mg/l) y se dispersaron las sustancias mediante agitacion.

Se dej6é de alimentar a los peces 48 hrs antes del bioensayo agudo, esto reduce al
minimo el empobrecimiento del oxigeno, acumulacion de residuos metabdlicos y el
estrés inducido por apifiamiento (APHA, 1992). Los 126 organismos aclimatados se
distribuyeron equitativamente en los 21 depdsitos con ayuda de una red. La prueba de
toxicidad aguda fue de duracién corta (72 hrs) y estatico, las soluciones y los peces se
colocaron y se mantuvieron en los depdsitos durante todo el ensayo. Una vez aplicado
el téxico se realizaron observaciones de los organismos a los 30 min, después cada 2
hrs hasta las 12 hrs de haber iniciado el bioensayo, los siguientes dos dias se

realizaran siete observaciones durante el dia hasta completar 72 hrs.

Mientras se realizaban las observaciones se cuantificaban las muertes por replica
de cada concentracion, tomando como organismos muertos a aquellos sin movilidad,
ubicados en el fondo de los depdsitos y acostados horizontalmente, especialmente si no

existia movimiento en el opérculo branquial y aleta caudal.
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3.4.1 Determinacion de la Concentracién Letal Media (CLso) por el Método Probit

El método Probit, también conocido como “Método de Unidades Probabilisticas” es
utilizado para evaluar la relacion dosis respuesta de un contaminante sobre un
organismo, medida en términos de la concentracion letal media (CLso) y su precision o
intervalo de confianza (NMX-AA-087-1995).

Para calcular la CLsg primero se organizaron los datos obtenidos
experimentalmente durante el bioensayo de 72 horas, (Tabla 19) y se prepara una tabla

con los siguientes datos:

Concentracion del efluente usado en la prueba (%)
Logro de la concentracion de efluente (X)

Numero de organismos por concentracion (N)
Mortalidad observada por concentracion (r)
Porcentaje de mortalidad por concentracion (P)
Probit empirico (Pr)

Probit calculado (PC)

Seguidamente se calculd el valor del Probit Empirico (Pr) relacionando el
porcentaje de mortalidad de cada concentracion con los valores correspondientes de la
Tabla 20.

Se grafica el Log10 de las concentraciones en el eje “X” y los Probit empiricos en
el eje “Y” seguidamente se efectla el ajuste de la recta por el “método de minimos

cuadrados”, utilizando la ecuacion de la recta Y = mx+b

Una vez finalizado esto, se traza una recta perpendicular al eje “Y” exactamente
en el valor de Probit igual a 5. En el punto de interseccion con la recta ajustada, se
proyecta hacia el eje “X” para obtener el Log;o de la CLsp, para obtener un nimero mas
exacto es recomendable sustituir en la ecuacion de la recta los valores

correspondientes a “m” y “b” e igualar Y a 5, para despejar X.
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Para poder obtener el Probit calculado de cada una de las concentraciones se
sustituye el valor de log;o de cada concentracion en la ecuacion de la recta.

Una vez obtenido el valor de Logio de la CLsg, para determinar la ClLso es

necesario aplicar Antilog;o de X para obtener la concentracion buscada en mg/I
Con ayuda del Programa Microsoft Excel 2007 se graficaron los valores del Probit
empirico y Probit calculado con los valores logaritmicos de las concentraciones.

3.4.2 Determinacion del Error patron.

Primero se determind “S”, que esta definido como el intervalo de incremento de
Logio de la concentracion (X) por unidad de incremento en el Probit Calculado (PC) y

tiene la siguiente relacion:

Se determind S mediante la siguiente relacion

e @
PC,,. - PC

Max Min
Donde:

X, = Es el valor mas bajo obtenido de la concentracién en log (x)

X1 = Es el valor mas alto obtenido a partir de la concentracion en log (x).
PC min = Es el valor mas bajo de Probit Calculado

PC max = Es el valor méas bajo de Probit calculado

Para determinar el error patron del Logl0 CLsp, fué necesario preparar una tabla

con los siguientes datos:

e Logaritmo de la concentracion (X)
e Numero de organismos en cada concentracion (Nn)
e Probit calculado (PC)
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Factor ponderado (w)

Valores de Probit calculado (CP)
Productos : Nw, NwX y NwX2
Sumatorias : Nw, NwX y NwX2

Después es necesario encontrar en la Tabla 21 el factor ponderado W de acuerdo

al Probit calculado para cada concentracion

Una vez obtenido el factor ponderado (w) y calculados los productos: Nw, NwX,

NwX?y sumatorias que se sustituyen en esta ecuacion:

ESlogCly, = 52| | 2, Nw(m=2) ) 2
0= STNw ) [N NwX)Z =3 (NwX)? @

Donde:

ES= Error estandar

S= Intervalo de Incremento = 0.09311854

m = pendiente obtenida por minimos cuadrados = 10.739
Nw = 43.0992

NwX =41.26607829

(NwX)? = 385.4157208

Para calcular él valor de z se us0 la siguiente férmula:

~ NwX
Nw

Z ©)
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Finalmente para determinar el intervalo de confianza se sustituyen los valores
correspondientes en la siguiente relacion:
IC CL5Q = (CLso) (ESLOngLso) (|Oglo) (4)

3.5. Realizacion del ensayo subcroénico

La metodologia se basé sobre el balance energético de Ctenopharyngodon idella
(Espina 1986), del Manual de métodos para la evaluacion del balance energético en
crustaceos del laboratorio de ecologia y biologia marina experimental de la Facultad de
Ciencias de la UNAM (Rosas et al. 2003) y de los procedimientos de prueba de
toxicidad para peces del APHA (1992).

Una vez concluido el ensayo agudo se realiz6 un andlisis de varianza y se
determind la maxima concentracion de efectos no observables (CENO), y la minima
concentracion de efectos observables (CEM) y no se encontraron diferencias
estadisticas significativas con respecto al blanco. En esta fase del estudio, se utilizo la
concentracion que representa el valor cronico 6.5 mg/l, es decir, la media geométrica
entre la CENO y la CEM (APHA, 1992), siendo la concentracion subcrénica a la que
fueron sometidos los peces, mayor a la CENO y menor a la CEM (CENO < VC < CEM).

El término de flujo para la prueba fue de renovacion o semiestatica, cada 72 hrs
los peces eran expuestos a las soluciones frescas de igual concentracion (6.5 mg/l),
salvo por las replicas del blanco, esto se llevd a cabo remplazando las soluciones.
Durante el periodo de 21 dias se alimento a los peces una vez al dia con alimento de la
marca comercial NUTRIPAC® al 8% de su peso corporal, permitiéndoles comer durante
tres horas, posteriormente se recolectaba el alimento remanente mediante un sifén de
10 mm de grosor y se depositaba el alimento en una maya fina para filtrar agua en un

depdsito de 10 litros.

La recoleccion de heces se realizaba posterior a la recoleccion de alimento
utilizandose pinzas permitiendo obtener las heces completas y limpias. La cantidad de

alimento consumido se determind restando al peso del alimento suministrado el peso
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del alimento remanente, posteriormente se realizaron los andlisis gravimétricos y se
obtuvieron los pesos del alimento consumido estableciendo una proporcién con el

alimento remanente.
3.5.1 Analisis gravimétrico

Al final del bioensayo subcrénico se analizaron las muestras representativas de las
heces evacuadas y del alimento. Se determiné la taza de ingestion (1), a partir del
alimento suministrado durante 21 dias y el peso vivo promedio de los peces como se
describe en los resultados. El alimento suministrado, las heces y los peces se
analizaron, y se obtuvo el peso seco (PS), peso de las cenizas (C) y contenido de
materia organica (PSLC), para establecer una comparacion entre el blanco y el valor

cronico.

Con el fin de no conseguir pesos erroneos se lavaron las capsulas de porcelana, se
mantuvieron en una solucion de HCI 1 N durante 24 hrs y se pusieron a secar durante
48 hrs. En las cépsulas y crisoles limpios y secos se realizaron las siguientes
determinaciones.

Peso vivo (PV): Para calcularlo se sacrificaron los organismos y se dejaron secar
durante cinco minutos para eliminar el exceso de humedad posteriormente se peso la

muestra en una balanza con una aproximacién de 0.0001 gr de exactitud.

Peso seco (PS): Para determinarlo se colocé el equivalente en peso del alimento
consumido (muestras de heces recolectadas) y los peces por cada réplica y
concentracion en capsulas de porcelana limpias, sometidas a ignicion y pesadas. Las
muestras se secaron en una estufa a 60°C durante 48 hrs, se dejaron enfriar en un
desecador y posteriormente se pesaron en una balanza analitica marca Sartorius
modelo LA 2305.
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Cenizas (C): Se colocaron las muestras de PS en un crisol, seguidamente se
llevaron a ignicién a 550°C durante 6 horas. Se enfri6 cada muestra en el desecador, se

peso y se realizo la diferencia de pesos con respecto al crisol.

Materia organica o peso seco libre de cenizas (PSLC): Se calculo el PSLC

restando el peso de las cenizas al peso seco de la muestra obtenidos previamente.

3.5.2 Determinacion del campo de crecimiento
Se obtuvo la proporcién entre el PSLC y PS del alimento y las heces con las
formulas 5y 6.

F = psLc Alimento (5)
PS

E = psLc Heces
PS ©)

La eficiencia de asimilacion U’ se calculé acorde con la ecuacion proporcionada
por Conover (1966):

U = F-E

— (7)
(1-E)F 7

La eficiencia de asimilacion corregida por la absorcion de minerales se calculé con la
siguiente formula en %

U*=U"/100+[(Au/ Af)E 1—F)/ F (1—E)] @)
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Donde:

U*= Eficiencia de asimilacion corregida
U’= Eficiencia de asimilacion
Au = C/PS alimento
Af = C/PS heces
F* = PSLC/PS alimento
E” = PSLC/PS heces
A en gr/ gr PV /dia se calcul6 del producto de la tasa de ingestion por la eficiencia
de asimilacion corregida:

A=1|.U* 9)

Donde:

A = Asimilacion
| = Ingestion
U = Eficiencia de asimilacion corregida

Para llevar a cabo las mediciones de oxigeno (R), los depdsitos se llenaron
completamente con la solucion de concentracién 6.5 mg/l, se suspendio la aireacion, se
sellaron con una lamina de plastico. Se tom6 una muestra inicial y al cabo de dos horas
se tomo la muestra final del agua de cada depésito. En todas las muestras se cuantifico
la concentracion de oxigeno. El gas consumido por los organismos se obtuvo de la
diferencia entre la concentracion de oxigeno de las muestras iniciales y finales. Los

datos se expresaron, por réplica, en g O,/dia/g PV.

El nitrogeno amoniacal (U) se midio de las mismas muestras empleadas para
cuantificar la concentracion de oxigeno, mediante el espectrofotometro HACH (R —

2010). La tasa de excrecion se expreso en g N-NHs/g PV /dia.

El campo de crecimiento (P) se calculé por medio de la siguiente ecuacion:

P:A—(R'l'U) (10)
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Donde:

P = Potencial de crecimiento
A = Asimilacion

R = Respiracion

U = Excrecion nitrogenada

3.6 Métodos Estadisticos

Para determinar la CLso con un intervalo de confianza del 95%, se utiliz6 como
criterio de mortandad, la inmovilidad de los peces de la especie Oreochromis niloticus
expuesta al herbicida durante 72 hrs, el bioensayo se realizO de acuerdo al
procedimiento de la NMX-AA-087-1995, la cual establece el método para el analisis
biolégico de calidad del agua mediante pruebas de toxicidad aguda utilizando al
cladocero dulceacuicola Daphnia magna Stratus 1820.
Para analizar las diferencias de la variable muertos entre las concentraciones del
herbicida en el bioensayo de toxicidad aguda, se aplicé la estadistica inferencial del
andlisis de varianza (ANOVA) de una via. También se determin6 mediante el ANOVA
entre los controles y las concentraciones de menor nimero de muertos, la minima
concentracion de efectos observables (CEM) y la maxima concentracion de efectos no
observables (CENO), elegidas de acuerdo a las diferencias significativas. Para el
bioensayo crénico se aplico la prueba de T. Student, con el fin de determinar si existian
diferencias en el campo de crecimiento entre el valor cronico y los controles. Las
ANOVAS se realizaron con un nivel de confianza de 95 % y para este nivel de
confianza se rechaza o se acepta la hipétesis estadistica, es decir, la hipotesis nula. Asi

se plantearon las siguientes hipoétesis:

- Hipotesis nula= La mortalidad evaluada entre las concentraciones, no presenta
diferencias estadisticas significativas.
- Hipotesis alterna= Existen diferencias significativas en la mortalidad de las

concentraciones.
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- Hipdtesis nula= El campo de crecimiento evaluado entre el control y el valor
cronico, no presenta diferencias estadisticas significativas,
- Hipétesis alterna= Existen diferencias significativas para el campo de crecimiento

entre el control y el valor cronico.

Con el fin de conocer la relacion entre la concentracion subcrdnica y crecimiento
de Oreochromis niloticus, se realizo un andlisis de correlacion y se calcul6 el coeficiente
de correlacion entre las replicas de concentracion y el campo de crecimiento relativo
(P1) y total (P3), durante el bioensayo subcrénico de toxicidad.

Los calculos estadisticos y gréaficos se realizaron con el programa Excel 2007 y el

paquete Statistica 8 y JIMP ® version 8.
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IV. RESULTADOS
4.1 Ensayo Agudo
4.1.1 Parametros Fisicoquimicos

A inicio y término del bioensayo se registraron en cada una de las réplicas del
grupo control y experimentales los siguientes parametros: pH, temperatura, y oxigeno
disuelto. Los valores promedios de oxigeno disuelto fueron de 7.67 *0.126, el pH fue de
8.1506 * 0.032 y la temperatura de 25.65 * 0.228 (Tabla 18)

4.1.2 Calculo de la CLsg

Al finalizar las pruebas de toxicidad aguda, se obtuvieron los siguientes datos que se
ordenaron en la Tabla 1, donde se observa que el mayor porcentaje de mortalidad se
obtuvo con la concentracién de 12 mg/l, el 61 % de mortandad fue con 9 y el menor

porcentaje con 6 mg/l.

Tabla 1. Resultados finales obtenidos del bioensayo agudo con Oreochromis niloticus.

Concentracién en No. organismos No. Organismos % mortalidad por
mg/I expuestos por muertos por concentracion
concentracion concentracion

0 18 0 0

3 18 0 0

6 18 1 5.55
7 18 4 22.22
9 18 11 61.11
10 18 12 66.66
12 18 17 94.44

Con los datos de cada concentracién y sus correspondientes porcentajes de
mortalidad por concentracion de la Tabla 1 se elaboré la figura 2, donde podemos
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observar que a cada concentracion de herbicida le corresponde un valor creciente de
mortalidad expresada en porcentaje. Cabe sefialar que hasta la concentraciéon de 3
mg/l no se presentd mortalidad sin embargo en 6 mg/l se observa un incremento

significativo.

Bioensayo AgUdO == % de Mortalidad a...
100 }
90

80

70
60 ///
50

20 /
10

0 I T
10 y : ¢ 7 9 1 11 2 1

Concentracion de herbicida (mg/l)

% de organismos muertos

Figura 2. Comportamiento del porcentaje de mortalidad en las diversas concentraciones del
bioensayo agudo

Se obtuvieron de la tabla 20 los valores de Probit empirico, pero debido a los
decimales en los porcentajes de mortalidad fue necesario realizar interpolaciones. Se

registraron los valores de Probit empirico en la Tabla 2.
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Mediante el método de los minimos cuadrados se obtuvo un ajuste lineal con su
respectiva ecuacion. La ecuacién de la recta, tiene valor de la pendiente m=10.739 y la

ordenada al origen b = 5.0305 respectivamente, con una r* de 0.9949 (Figura 3).

Calculo de CL50

y=10.739x-5.0305

R*=0.9949 6
o 5
s
a 4
=
w
>~ 1 )
;g 3 —4—Grafica real
a 2 — Ajuste Lineal
1
0
0 0.2 0.4 0.6 08 298 1.2

Log de la concentracion (mg/l)

Figura 3. Determinacion de la CLso por el método Probit.

Siguiendo con la metodologia del calculo de CLso por el método Probit, se
encontro graficamente el valor de la concentracion de atrazina en escala logaritmica
que corresponde al valor de 5 unidades del Probit empirico. Para mayor exactitud se

despejé x de la ecuacion de la recta, quedando la siguiente expresion
X= (5+5.0305)/10.139

Resultando que X fue de 0.9340 se aplico el Antilogip Yy se obtuvo que la CLso = 8.590
mg/L
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Después de calcular todos los valores del Probit calculado, éstos se ordenaron en

la Tabla 2 donde se puede observar que el Probit empirico y el Probit calculado no

varian mas de 5 % entre ellos, por lo que podemos constatar que en escala logaritmica

el arreglo lineal fue muy aproximado.

Tabla 2. Datos de toxicidad de Oreochromis niloticus para el Método Probit.

Concentracién | Log de [c] #de Mortalidad % de Probit Probit
(mgll) (x) organismos | observada | mortalidad Empirico | Calculado
(N) (r) (Pr) (PC)
0 0 18 0 0 0 0
3 0.4771 18 0 0 0 0.0933
6 0.7781 18 1 5.55 3.4095 3.3260
7 0.8450 18 4 22.22 4.2366 4.0450
9 0.9542 18 11 61.11 5.2833 5.2171
10 1 18 12 66.66 5.4298 5.7085
12 1.0791 18 17 94.44 6.5896 6.5588
4.1.3 Error Patrén
Sustituyendo en las formulas 1y 3:
_ 10791812-0.4771213 _ 2.261859507 _ 0.09311854
6.558827401—-0.093305154 70.29437378

4126607829

43.0992

=0.957467384
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Tabla 3. Datos de toxicidad para el célculo del Error Patrén

Log dela #de Probit Factor Producto Producto Producto
Concentracion | organismos | Calculado Ponderado (Nw) (NwX) (NwX)?
(X) (N) (PC) (w)
18
0.4771213 18 0.093305154 0 0 0
0.7781513 18 3.326066278 0.2158 3.8844 3.022650717 | 9.136417357
0.845098 18 4.045007852 0.4534 8.1612 6.897014124 | 47.56880383
0.9542425 18 5.217110309 0.626 11.268 10.7524046 | 115.6142046
1 18 5.7085 0.532 9.576 9.576 91.699776
1.0791812 18 6.558827401 0.5672 10.2096 11.01800885 | 121.396519
Sumatorias 43.0992 41.26607829 | 385.4157208

Sustituyendo en férmula 2:

ESlayQ., =00 00RZB QB[
EslogCL,, —0.008671(0.526367)

ES log CL,, =0.0045641601

Sustituyendo en férmula 4:

IC CLso = (8.5902) (0,0045641601) (2.3025) = 0.090277

La CLso con 95 % de confiabilidad estadistica y su intervalo de confianza es:

CLsp = 8.5902 + 0.090277 mg/L
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4.1.4 Resultados del andlisis Estadistico

La estadistica descriptiva de los resultados de mortalidad en el bioensayo agudo
con Oreochromis niloticus, esta representada por valores de posicion: percentil 25, 50 y
75; centralizacion: media, mediana y moda; y de dispersién: varianza, desviacion

estandar y error estandar (Tabla 4).

Tabla 4. Estadistica descriptiva de la variable muertos para el bioensayo agudo.

NUmero Media Limite de Limite de Mediana Moda
de confiabilidad | confiabilidad
valores inferior - superior
95.000% 95.000%
21 2.142 1.112008 3.173707 1 0
Minimo Maximo Varianza Desv. Std. Error Percentiles
estandar
25 | 50 | 75
0 6 5.128571 2.264635 0.4941 0 1 4

Se realiz6 los andlisis de la estadistica descriptiva conforme la variable muertos
para determinar si presentaba una distribucién normal (Fig.19). Mediante el método
estadistico de Kolmogorov-Smirnov se obtuvieron los resultados d= 0.2169086 y

0.05<p< 0.20, demostrando que la variable muertos presenta una distribucion normal.

Para verificar que los valores tienen una distribucion normal, se obtuvieron para la
variable muertos conforme a las concentraciones de la atrazina, valores esperados de

normalidad dentro de la elipse de confianza del 95 %.(Fig.20 y Fig. 21).
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Al aplicar el analisis de varianza se obtuvieron los resultados que se presentan en

la Tabla 5.

Tabla 5. Andlisis de varianza de la variable muertos.

ANALISIS DE VARIANZA

Grados Promedio de
Origen delas | Sumade de los F Probabilidad Valor
variaciones | cuadrados | libertad cuadrados critico
para F

Entre grupos | 93.9047619 6 15.650793 25.2820 | 9.49318E-07 | 2.8477259
Dentro de los

grupos 8.66666666 14 0.6190476

Total 102.571428 20

Los resultados del andlisis de varianza, F= 25.28205128 > Valor critico para F=
2.847725996 y valor de probabilidad = 0.000000943318 < valor critico de probabilidad=

0.05 (Tabla 5), lo cual indica que se tiene evidencia suficiente para suponer que existen

diferencias significativas en la variable muertos de las diferentes concentraciones (Fig.

4).

Muertos
w

a1t

-2

control

3 ppm

Descomposicién de hipotesis efectiva
Barras de intervalos de confianza del 95 %

6 ppm

7 ppm

Concentracion

9 ppm

10 ppm

12 ppm

Figura 4. Promedio de la variable muertos por concentracioén de atrazina.
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Al encontrar que existen diferencias significativas en la variable muertos de las diferentes
concentraciones, se procedid a realizar un analisis de varianza entre el control y las
concentraciones 6 y 7 ppm (Tabla 6 y Tabla 7) debido a que eran las concentraciones con

menor nimero de muertos.

Tabla 6. Resultados del analisis de varianza del control y 6 ppm.

ANALISIS DE VARIANZA

Origendelas | Sumade Grados Promedio F Probabilidad Valor
variaciones | cuadrados de de los critico
libertad | cuadrados para F
Entre grupos 0.222222 2 0.11111111 1 0.421875 5.143252
Dentro de los 0.666666 6 0.11111111
grupos
Total 0.888888 8

Tabla 7. Resultados del andlisis de varianza para el control y 7 ppm.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Sumade Grados | Promedio de F Probabilidad Valor
las cuadrados de los critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre grupos 3.555555 2 1777777 16 0.00393643 5.1432528
Dentro de los 0.666666 6 0.111111
grupos
Total 4.222222 8
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Los resultados del andlisis de varianza, F= 1 <Valor critico para F= 5.14325285 y
valor de probabilidad = 0.421875 > valor critico de probabilidad= 0.05, indican que no
existen diferencias significativas en la variable muertos de las concentraciones O y 6

ppm, por lo tanto 6 ppm es la maxima concentracion de efectos no observables (CENO)
(Fig. 5).

0.40

0.35

0.30

0.25

0.20

0.15

0.10 ¢

Variable: Mortalidad

0.05 t

1.4901E-8 }

-0.05

Control 3 6

Concentracién (ppm)

Figura 5. Promedio de Mortalidad en concentraciones de efectos no observables

Los resultados del analisis de varianza, F= 16 > Valor critico para F= 5.14325285 y
valor de probabilidad = 0.003936434 < valor critico de probabilidad= 0.05, indican que
existen diferencias significativas en la variable muertos de las concentraciones 0y 7
ppm, por lo tanto 7 ppm es la minima concentracién de efectos observables (CEM) (Fig.
6).
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Figura 6. Promedio de Mortalidad en concentraciones de efectos observables

También se aplicé un andlisis de varianza a las réplicas de las concentraciones
divididas en tres grupos cada uno con las siete concentraciones ensayadas (Fig. 20) se
obtuvo un factor de correccién F= 0.101 < Valor critico para F=3.554 y valor de
probabilidad = 0.904 > valor critico de probabilidad= 0.05 (Fig. 7), lo que significa que
no existen diferencias significativas en la variable muertos de las tres réplicas con

diferentes concentraciones.
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Figura 7. Promedio de la variable muertos para los grupos de réplicas.

4.2 Ensayo subcrénico.
4.2.1 Parametros fisicoquimicos

Se puede observar que las caracteristicas fisicoquimicas del agua, tanto en las
camaras experimentales como en el control, no presentaron variaciones mayores del
1% durante los 21 dias que dur6 el bioensayo. En promedio la temperatura se mantuvo
constante a 29.50 °C. La permanente aireacion permiti6 un promedio de
concentraciones de oxigeno entre 5.17 y 6.86 mg/l. El pH en promedio fue de 7.93 mg/I.

Siendo estas condiciones 6ptimas para la supervivencia de la especie (Tabla 23).
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4.2.2 Resultados del andlisis gravimétrico

Los resultados del andlisis gravimétrico como promedio de las muestras de peces
por concentracion se muestran en la Tabla 8. Se pudo observar que en general las
réplicas del control tienen mayor PV y por ende mayor PS, PSLC y C. Asi el promedio
del PV para los controles es 28.58 g, de PS=6.12 g, PSLC=5.11 g y C=1.01 g; siendo
un 43.63, 40.88, 39.92 y 46.53 % respectivamente mayores, comparadas con el
promedio de las réplicas de la concentracion cronica que tienen como resultado en PV=
16. 11, PS=3.618, PSLC =3.07 y C =0.54.

Tabla 8. Resultados obtenidos de las muestras de Oreochromis niloticus; peso humedo

(PV), peso seco (PS), peso seco libre de cenizas (PSLC) y cenizas (C).

Concentracion PV(9) P S(9) PSLC(g) C(9)
Atrazina (mg/l)
Control 1 30.8400 5.9960 4.9451 1.0509
Control 2 25.7554 5.9106 4.9854 0.9252
Control 3 29.1695 6.4756 5.4145 1.0611
Réplica 1 17.0039 3.9231 3.3338 0.5893
Ré[?l.iia 2 18.7392 4.2765 3.6012 0.6753
Ré[ZI.iga 3 16.4124 3.8637 3.3657 0.498
Répl.ica 4 14.0711 3.1228 2.6539 0.4689
6.5
Réplica 5 14.3413 2.9259 2.4157 0.5102
6.5
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4.2.3 Resultados del Campo de crecimiento

El alimento recuperado representaba un porcentaje del alimento no ingerido, se
realiz6 un andlisis gravimétrico de éste y un arreglo proporcional para obtener el

equivalente del alimento consumido durante 21 dias (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados del Alimento ofrecido (A), Alimento recuperado (B y C) y Alimento
consumido (A-C) durante 21 dias en el ensayo subcrénico con Oreochromis niloticus.

Concentracion A (9) B(9) C(g)* A-C (g/tanque)
Atrazina (mg/l)
Control 1 105 26.1258 49.7508 55.2492
Control 2 105 30.5610 54.186 50.815
Control 3 105 21.9712 45.595 59.405
Réplica 1 105 49.9259 73.5509 31.4491
Réglliia 2 105 54.2741 77.8991 27.1009
RérZI.iEa 3 105 43.2650 66.89 38.11
Ré%llica 4 105 59.3862 83.0112 21.9888
5
Ré%liga 5 105 53.3513 76.9763 28.0237

*. C fue calculado considerando que 22.5% del alimento ofrecido se perdié por
lixiviacion. Asi C = (A * 0.225)+B. (Rosas, 2003).

Con la cantidad de alimento ingerido por depdésito se estimé la ingestion por cada
organismo en proporcion con el peso vivo promedio (PV) o peso humedo (PH), de cada
depdsito y a su vez entre los 21 dias transcurridos del bioensayo subcronico (Tablal0).
Los controles presentaron mayor consumo de alimento por deposito y por organismo,
pero al establecer la proporcién del alimento consumido con el PV y dias por cada
deposito (control o concentracion subcrénica), se obtuvo en general una mayor
ingestion para los controles, salvo por la réplica 3 que fue mayor a las tres réplicas del

control y en un 20 % al promedio de los mismos.
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Tabla 10. Tasa de ingestién (I) durante 21 dias en el bioensayo subcrénico con Oreochromis

niloticus.
INGESTION(I) Peso Vivo | |
Concentracion Numero de I(g/deposito) | I(g/organismo) (9) (9g™PV) | (g/g PVI
(mgll) organismos dia)
Control 1 6 55.2492 9.2082 30.8400 0.2985 | 0.0142
Control 2 6 50.815 8.4691 25.7554 0.3288 | 0.0156
Control 3 6 59.405 9.9008 29.1695 0.3394 | 0.0161
Réplica 1 6 31.4491 5.2415 17.0039 0.2758 | 0.0131
6.5
Réplica 2 6 27.1009 4.5168 18.7392 0.2410 | 0.0114
6.5
Réplica 3 6 38.11 6.3516 16.4124 0.3870 | 0.0184
6.5
Réplica 4 6 21.9888 3.6648 14.0711 0.2604 | 0.0124
6.5
Réplica 5 6 28.0237 4.6706 14.3413 0.3256 | 0.0155
6.5

Se hizo el analisis del alimento remanente, posteriormente se realizaron los

analisis gravimétricos y se obtuvieron los pesos del alimento consumido estableciendo

una proporcién con el alimento remanente, para obtener PSLC, PS y C del alimento y

de las heces en gramos. Los resultados fueron utilizados para obtener la proporcion

entre PSLC y PS, asi como la proporcién de C y PS, tanto para el alimento (F", Au)

como para las heces (E", Af). Las proporciones Au y Af fueron utilizadas a su vez para

obtener la cantidad de C existente en relacidon con su PS, dividida entre las C del

alimento y de las heces, con el objetivo de obtener una variable para la eficiencia de

asimilacion (U") (Tabla 11).
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Tabla 11. Resultados de la proporcion de PSLC/PS ( F’), C/PS (Au) del alimento;
PSLC/PS ( E"), C/IPS(Af) de las heces y proporcion de las cenizas / peso seco entre
alimento y heces (Au/Af)

Concentracion | PS (g) PSLC(g) | C(g) | PSLC/IPS| C/PS Cenizas de
Atrazina mg/I alimento/cenizas

heces
Alimento F Au Au/Af

Control 1 55.2492 | 50.7724 |4.4768 | 0.9189 | 0.0810 | 0.3393

Control 2 50.815 | 46.1125 |4.7025 | 0.9074 | 0.09254 | 0.3792

Control3 59.405 | 54.5031 |4.9019 | 0.9174 |0.0825 |0.4162

Réplica 1 31.4491 | 28.654 2.7951 | 0.9111 | 0.0888 | 0.3664

6.5

Réplica 2 27.1009 | 25.0095 | 2.0914 | 0.9228 0.0771 | 0.2932
6.5

Réplica 3 38.11 34.9287 |3.1813 | 0.9165 0.0834 | 0.3260
6.5

Réplica 4 21.9888 | 20.1039 | 1.8849 | 0.9142 0.0857 | 0.2966
6.5

Réplica 5 28.0237 | 25.9264 | 2.0973 | 0.9251 0.0748 | 0.3694
6.5

Heces E’ Af

Control 1 0.5152 | 0.3922 0.123 | 0.7612 | 0.2387

Control 2 0.3998 | 0.3022 0.0976 | 0.7558 | 0.2441

Control3 0.4222 | 0.3385 0.0837 | 0.8017 | 0.1982

Réplica 1 0.4064 | 0.3079 0.0985 | 0.7576 | 0.2423
6.5

Réplica 2 0.2989 | 0.2203 0.0786 | 0.7370 | 0.2629
6.5

Réplica 3 0.3217 | 0.2394 0.0823 | 0.7441 | 0.2558
6.5

Réplica 4 0.2973 | 0.2114 0.0859 | 0.7110 | 0.2889
6.5

Réplica 5 0.4027 | 0.3215 0.0812 | 0.7983 | 0.2016
6.5
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Con los valores de ingestion () obtenidos anteriormente, las proporciones entre
materia organica y peso seco del alimento y heces (F’, E”), como las proporciones de
cenizas de los mismos (Au/Af), se procedio a calcular la eficiencia de absorcion de la
masa ingerida en el alimento (U") y la eficiencia de absorcion corregida por la absorcion
de vitaminas y minerales (U*), por medio de las formulas 6 y 7, ordenando los valores
en la tabla 12. Las diferencias encontradas para los promedios de U” son que el valor
cronico (72.88%) presenta 4.92 % mas eficiencia que el promedio de los controles
(67.96 %) y para U* el valor crénico (81.95 %) es 1.77 % mayor que el promedio de los
mismos (80.18 %).

Tabla 12. Obtencién de la eficiencia de absorcion de la masa ingerida en el alimento
(U, %), y la eficiencia de absorcion corregida por la absorcion de vitaminas y minerales
(U*, %) por medio de |, F’, E’ y Au/Af.

Concentracion| | (g/g F E Au/Af U (%) U* (%)
Atrazina mg/l | PV/dia)
Control 1 0.0142 [0.9189|0.7612(0.3393| 71.86693434 | 81.41248352
Control 2 0.0156 [0.9074|0.7558(0.3792| 68.41554119 | 80.39236797
Control3 0.0161 [0.91740.8017(0.4162| 63.59923751 | 78.74923486
Réplica 1 0.0131 [0.9111|0.7576|0.3664 | 69.50398695 | 80.67772613
6.5
Réplica 2 0.0114 [0.9228| 0.737 [0.2932| 76.55655378 | 83.43017222
6.5
Réplica 3 0.0184 [0.9165|0.7441| 0.326 | 73.50798301 | 82.14438055
6.5
Réplica 4 0.0124 [0.9142| 0.711 [0.2966| 76.91032453 | 83.75872227
6.5
Réplica 5 0.0155 [0.9251|0.7983(0.3694 | 67.95550972 | 79.79274443
6.5
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La ingestidn (1) y la eficiencia de absorcion corregida por la absorcién de vitaminas
y minerales (U*) fueron los factores utilizados en la formula 8 para obtener como
producto la asimilacion (Tabla 13).

Tabla 13. Asimilacién del alimento ingerido (A) por medio de la ingestion (1) y eficiencia
de asimilacion U*

Concentracion | Ingestion (I), | Eficiencia de absorcion corregida | Asimilacion (A),(g/g
Atrazina mg/l (g/g pv/dia) por la absorcion de vitaminas y pv/dia)
minerales (U*), (%)
Control 1 0.0142 81.41248352 0.011560573
Control 2 0.0156 80.39236797 0.012541209
Control3 0.0161 78.74923486 0.012678627
Réplica 1 0.0131 80.67772613 0.010568782
6.5
Réplica 2 0.0114 83.43017222 0.00951104
6.5
Réplica 3 0.0184 82.14438055 0.015114566
6.5
Réplica 4 0.0124 83.75872227 0.010386082
6.5
Réplica 5 0.0155 79.79274443 0.012367875
6.5

Las figuras 8, 9 y 10 demuestran la variacién de la tasa de ingestion del control y
la concentracion subcrénica de acuerdo a sus réplicas. La ingestion (1), eficiencia de
absorcion (U*) y asimilacion (A), fueron calculadas del promedio del peso de peso vivo
de los organismos evaluados en cada réplica durante el bioensayo ecotoxicologico con

atrazina, durante 21 dias.
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Figura 8. Tasa de ingestion de la especie Oreochomis niloticus durante 21 dias en el
bioensayo subcronico.
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Figura 9. Eficiencia de asimilacion de la especie Oreochomis niloticus durante 21 dias
en el bioensayo subcronico.
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Figura 10. Asimilacién de la especie Oreochromis niloticus durante 21 dias en el bioensayo
subcronico.

Los datos obtenidos de ingestion (1), asimilaciéon (A), excrecién nitrogenada (U) y
respiracion (R) se integraron en la formula 9, para obtener la masa destinada al
crecimiento en promedio de un organismo de la especie Oreochromis niloticus cuando
es expuesto a concentraciones toxicas de atrazina y por supuesto el control. Asi se
observa que la réplica 3 es la que supera a las réplicas del control con un valor de
0.0128337 mg/gPV/dia (P1). Sin embargo para el campo de crecimiento Unicamente
expresado en gramos (P3) todos los valores del control son mayores a las réplicas de
las concentraciones de 6.5 mg/l (Tabla 14). En general los controles presentan un
campo de crecimiento para P1 24.85% mas grande que el promedio de las réplicas de
la concentracion subcronica. Si tomamos en cuenta solo la masa en gramos utilizada en
promedio por cada réplica para el crecimiento a lo largo de 21 dias, es decir, P3
obtenemos valores para el campo de crecimiento de los controles 56.6783 % mas
grandes que para las réplicas con 6.5 mg/l de concentracion.
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Tabla 14. Resultados del campo de crecimiento de Oreochromis niloticus (P1, P2, P3), por
medio de ingestion (1), asimilacion (A), respiracion (R) y excrecién nitrogenada (U)

Herbicida mg/I I A R U P1 (g/gPV/dia) P2 P3 (g)
Control 1 0.0142 | 5 01156057 | 0.00022913 | 0.00024642 | 0.011085023 |11.085023|  7.179104296
Control 2 0.0156 | 9 01254121 | 0.0002899 |0.00032614 | 0.011925169 |11.925169| 6.449887451
Control3 0.0161 | 5 01267863 | 0.00030625 | 0.00056223 | 0.011810147 |11.810147|  7.234417741
Réplica 1 0.0131

concentracion

6.5
0.0105687 | 0.0002117 | 0.0003999 | 0.0099571 9.9571 3.555500186
Réplica 2 0.0114
Concentracion
6.5
0.00951104 | 0.0003344 | 0.0003842 | 0.00879244 | 8.79244 3.918349855
Réplica 3 0.0184
Concentracion
6.5
0.01511457 | 0.0002774 | 0.0004143 | 0.014422866 |14.422866| 4.970990765
Réplica 4 0.0124
Concentracion
6.5
0.01032608 | 0.0034111 | 0.0002558 | 0.006659182 | 6.659182 1.967742333
Réplica 5 0.0155
Concentracion
6.5
0.01236788 | 0.0017663 | 0.0003625 | 0.010239075 |10.239075|  3.083674572

El campo de crecimiento de Oreochromis niloticus puede ser expresada como g/g

PV/ dia (P1) tomando en cuenta el promedio del peso vivo (Fig. 11), pero también se

puede expresar como el promedio de la masa alcanzada por cada organismo por

concentracion y réplica (Fig. 12).
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Figura 11. Crecimiento relativo por réplica de concentracién durante el bioensayo
subcrénico de toxicidad.
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Figura 12. Crecimiento total por réplica de concentracion durante el bioensayo
subcronico de toxicidad.
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La evaluacion de la especie Oreochromis niloticus en el bioensayo subcrénico con
las réplicas de concentraciones durante 21 dias arrojo valores del campo de
crecimiento por réplica y concentracién. El coeficiente de correlacién r? se determiné
para el campo de crecimiento en g/g pv/dia (P1) y las concentraciones ensayadas, fue
de -0.356555 (Fig. 13), posteriormente se determiné el coeficiente de correlacion entre
el campo de crecimiento en g (P3) y las concentreciones control y subcrénica, siendo
de -0.9000 (Fig.14).
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Figura. 13. Correlacion entre las réplicas de concentracién y el campo de crecimiento
relativo para la especie Oreochromis niloticus, durante el bioensayo subcronico de
toxicidad.
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Figura. 14. Correlacion entre las réplicas de concentracién y el campo de crecimiento
total para la especie Oreochromis niloticus, durante el bioensayo subcrénico de
toxicidad.

En el andlisis de Test Student, se obtuvieron dos grupos los controles (A) y los valores
cronicos (B), para los que se obtuvo un valor de probabilidad = 0.0007 < valor critico =
0.05, lo cual indica diferencias significativas en el campo de crecimiento de los controles

y de las réplicas de la concentracion subcronica (Fig.15).
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cronico.
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V. DISCUSION
5.1. Bioensayo agudo

Analizando los resultados obtenidos en ambos bioensayos, se constaté que la
especie Oreochromis niloticus en condiciones idéneas, posee una tasa de crecimiento
acelerado, lo que permite evaluar los efectos causados por los contaminantes a corto,
mediano y largo plazo. Adicionalmente observamos su gran adaptacion al cautiverio, lo
gue nos ayud6 a no perder mas del 10% de los ejemplares durante el periodo de
aclimatacion, sin estresar a los organismos evitando asi retrasos, pérdidas econdémicas
y a su vez disminuyendo la variabilidad de los resultados en las pruebas de toxicidad

agudas y subcroénicas.

La actual distribucion y cultivo de la tilapia en diferentes estados del pais permite
desarrollar los ensayos toxicologicos en diferentes regiones, cuyos resultados pueden
ser extrapolados y comparados con el presente estudio. La especie ademas de tener la
facultad de poder vivir tanto en aguas dulces como salobres, soportar altas densidades
poblacionales e incluso acostumbrarse a las aguas poco oxigenadas, mostré ser muy
tolerante a los efectos agudos y subcrénico del herbicida. Observamos que los juveniles
mas pequefios en peso Y talla resistian en mayor grado los efectos agudos producto de

la exposicion al herbicida.

Durante la aclimatacion y el desarrollo de los bioensayos, los parametros
fisicoquimicos se mantuvieron dentro de los niveles éptimos, por lo que se puede
suponer que no se registr6 mortandad por causa de éstas. En el bioensayo agudo la
temperatura promedio fue de 29.5 °C * 0.5, el oxigeno disuelto fue de 7.6 * 0.12 y el pH
de 8.15* 0.03. Durante todo el bioensayo se observaron las reacciones y se registré la
mortalidad. El criterio utilizado para considerar a un pez muerto fue cuando se observo
la carencia de movimiento, especialmente si no existe movimiento en el opérculo
branquial. También puede ser detectado si al tocarle la aleta caudal, no existe
respuesta alguna (Zapata, 2008). Una vez muertos se retiraron para evitar

interferencias.
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Las Guia para la calidad del agua potable de la Organizacion Mundial de la Salud,
en su edicion de 1993 establecio 0.002 mg/l como el valor de referencia para la atrazina
basado en sus efectos sobre la salud humana. Concluyeron que las pruebas obtenidas
en diversos estudios de genotoxicidad indican que la atrazina no era genotoxica.
Aunque reconocen que existen pruebas de que la atrazina puede inducir tumores de
mama en ratas, es muy probable que el mecanismo de este efecto no sea genotoxico.
(OMS, 2006). En la actualidad se estan realizando estudios de citotoxicidad en células
humanas. La EPA (EPA 815-F-00-007) tiene 0.003mg/l como el nivel maximo de
atrazina para agua de agua potable, de superar este valor se pueden presentar
trastornos cardiovasculares o del sistema reproductor. La Unién europea en sus
Normas de calidad ambiental DIRECTIVA 2008/105/CE para sustancias prioritarias y
contaminantes maneja 0.002 mg/l de atrazina como la concentracion maxima admisible
en sus aguas superficiales (UE, 2008). La atrazina esta clasificada como ligeramente
toxico, sin embargo los efectos agudos para muchos organismos no blancos auln son
desconocidos, aunque lo mas preocupante son los efectos crénicos y subcrénicos,
porque con una exposicion baja pero constante pueden ocasionan primeramente dafios
a nivel subcelular antes de reflejarse en la poblacion, como por ejemplo, modificaciones
en los patrones de crecimiento y reproduccién (Segnini et al. 2005), finalmente la
pérdida de biodiversidad y deterioro de los ecosistemas. La NOM-127-SSA1 establece
0.002 mg/l de atrazina como limite maximo permisible, sin embargo la legislacion
ambiental mexicana no proporciona suficiente informacion sobre la calidad y tratamiento
del agua para su potabilizacion, ni tienen un programa permanente de monitoreos
ambientales para determinar el nivel de contaminacién de los cuerpos de agua por

herbicidas triazinicos.

Como resultado del bioensayo agudo se obtuvo con 72 horas de exposicion a Triazinas
una CLsp de 8.5902 mg/l, la CENO fue de 6 la CEM de 7 y la concentracion cronica
MCTP de 6.50.01 mg/l. Lo que nos permite compararlos con los resultados registrados

en la Tabla 15 a continuacion:
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Tabla 15. Resultados de bioensayos de toxicidad aguda.

Literatura consultada sobre Toxicidad aguda de atrazina en peces

Especie Nombré comun CLso imgl/l) Referencias
Bibliograficas
Salvelinus fontinalis | Trucha de arroyo 4.9 EPA (1987)
Lepomis Mojarra de agallas 6.7 EPA (1987)
macrochirus azules
Oncorhynchus Trucha arcoiris 9.9 Rodriguez y
mykiss Almeida (2005)
Cyprinus Carpio Carpa comun 18.8 Nescovic et al.
(1993)
Rhamdia quelen Bagre negro 10.2 Kreutz et al. (2008)
Pimephales Carpita cabezona 15 Macek et al. (1976)
promelas
Leiostomus Spot, croca 8.5 Ward and Ballantine
xantarus (1985)
Oreochromis Tilapia, mojarra 8.8 Prassad y Reddy
mossambicus (1994)
Oreochromis Tilapia, mojarra 5.02 Bothelo et al. (2009)
niloticus
Oreochromis Tilapia, mojarra 9.37 S.Y.Hussein, (1996)
niloticus
Oreochromis Tilapia, mojarra 8.58 En el presente

niloticus

estudio
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De acuerdo a la tabla anterior, podemos observar que la toxicidad aguda (CLsp) de
atrazina para diferentes especies de peces tanto de agua dulce como salobres,
muestran un rango de concentracion entre 4.9 y 18.8 mg/l. Al comparar las
concentraciones letales medias del género Oreochromis nos damos cuenta que para
los adultos de Oreochromis mossambicus la CLs, fue de 8.8 durante 72 horas (Prassad
y Reddy, 1994). Para alevines de Oreochromis niloticus la Clso fue de 5.02 a 96 horas
(Bothelo, 2009), por su parte Hussein (1996) reporté para adultos de Oreochromis
niloticus una CLsy de 9.37 a 96 horas. Hay que sefialar que las diferencias en la
toxicidad se deben a ciertos factores como la temperatura, que influye en los procesos
de los herbicidas sobre la toxicidad de los organismos, siendo estos mayores en las
condiciones tropicales, donde la actividad metabdlica es mas intensa, entonces se
puede decir que los valores medidos para CLso en condiciones templadas seran
mayores si se compara con las condiciones tropicales (Bothelo, 2009). Los resultados
de los ensayos de toxicidad se ven afectados por el tipo de contaminante evaluado, en
el caso de los herbicidas, estos estudios de ecotoxicologia son relevantes debido a: la
cantidad total que se aplica anualmente en el medio ambiente, por lo menos cuatro
veces mas que la observada para los fungicidas (Sindag, 2006), las horas de
exposicion, las diferencias entre especies asi como los estadios de las mismas porque
la toxicidad de un compuesto en la misma especie de pez varia entre larvas, alevines,

juveniles y adultos.

Segun Rondén-Barragan et al. (2010) existen gran cantidad de trabajos asociados
a los efectos deletéreos de los herbicidas sobre la reproduccién e incluso sobre el
crecimiento de diversas especies de peces, sin embargo la profundizacién en las
alteraciones sobre el sistema inmune de animales aun es escasa. Rondon-Barragan
describe algunos efectos observados durante bioensayos agudos. En este trabajo se

observaron los efectos que se mencionan a continuacion y posibles causas:

Obscurecimiento del pez: Este sintoma de intoxicacion es posiblemente debido al

dafio celular y estrés oxidativo generado por la atrazina.
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Los peces flotan en la superficie del agua sin poder consumir oxigeno (boquean):
Las fuentes consultadas suelen concordar en que la atrazina muestra una gran
capacidad para romper la integridad estructural de las branquias en los peces. Lo que
nos permite asumir que como resultado de la eficiencia reducida de las branquias
dafiadas para funcionar como o&rganos respiratorios, los tejidos metabdlicamente
activos como el higado y el musculo reciben menos oxigeno, lo que conduce a una

situacion de hipoxia grave.

Presentan movimientos muy rapidos y en varias direcciones (descoordinacién):
Los peces presentaron movimientos bruscos con la cabeza hacia abajo y la cola hacia

arriba (nado vertical) golpeandose contra las paredes de los recipientes.

En las concentraciones de 9, 10 y a 12 ppm la mayoria de los peces tratados
tenian hinchazén abdominal (Ascitis): Posiblemente producto de los dafios en las

células renales y hepaticas. Las heces eran irregulares blancas y demasiado delgadas.

Reflejos lentos (aletargamiento): este comportamiento anormal puede ser atribuido a
los efectos de la atrazina en el sistema nervioso central y sistema cardiovascular
(Antychowicz et al., 1979), y podria deberse en menor grado a una reduccién en el

contenido de oxigeno del agua, debido a la presencia del herbicida (Olli, 1996).
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5.2. Bioensayo Subcroénico

Resulta mas sensible medir la eficiencia de conversion del alimento y su destino
(respiracion, excrecidén y crecimiento) que medir el crecimiento bruto de los peces
(Sprague, 1971). Se puede demostrar la utilidad de la determinacion del campo de
crecimiento, ya que las variables incluidas en su determinacidbn como la ingestion,
eficiencia de asimilacién, asimilacién, respiracion y excrecion; arrojan mas informacién
sobre la afectacibn que provoca un contaminante en este caso en la especie

Oreochromis niloticus, que un solo valor de crecimiento.

Existen factores como la temperatura, Oxigeno disuelto, densidad, téxicos y
manipulacion del hombre que tienen un efecto sobre el crecimiento, modificando la
direccion y flujo de la energia metabdlica (Martinez-Porchaz, 2009), pues bajo
condiciones de estrés se vuelve mas importante el mantenimiento o supervivencia del
organismo que el crecimiento, lo cual tiene como consecuencia una menor eficiencia de
absorcion en el uso del alimento suministrado. Solamente bajo condiciones adecuadas
se destina la mayor cantidad de energia y proteina para crecimiento. Es por ello que
durante el bioensayo se mantuvieron constantes las condiciones de temperatura,
oxigeno disuelto y pH; pues la constante variacion en estos parametros puede causar

estrés en los peces y a su vez causar afectacion en la taza de ingestion y crecimiento.

Se aliment6 a los peces a base de una dieta de purina (proteinas, grasas,
carbohidratos y fibra en base seca) especial para la especie cultivable Oreochromis
niloticus, comunmente llamada mojarra. La energia es obtenida a partir de los
macronutrientes (proteinas, lipidos y carbohidratos); los aminoacidos que forman las
proteinas son esencialmente utilizados por los organismos para la formacién de tejidos.
Los lipidos y carbohidratos en cambio son utilizados principalmente para la obtencién
de energia (Martinez-Porchas, 2005). Entonces la cantidad y calidad de los nutrientes
ingeridos, tienen un efecto directo sobre el crecimiento. Asi si se alimenta con mayor
namero de proteinas y pocos carbohidratos, el organismo consumira las proteinas que
deben ser destinadas al crecimiento y si el alimento tiene alta cantidad de energia y
poca proteina, el organismo cubrirda sus necesidades energéticas pero no tendra

proteinas suficientes para formar tejido. Asi es que los datos obtenidos como variables
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para calcular el campo de crecimiento y el mismo crecimiento, fueron obtenidos bajo

condiciones adecuadas para el desarrollo de los peces.

Es importante mencionar que la ingestion (1), eficiencia de absorcion asimilacion
(U*) y asimilacion (A) tienen coeficientes de correlacion con el campo de crecimiento P1
(g/gPV/dia) de 0.806, 0.349 y 0.903 respectivamente, esto significa que cada una de
estas variables tiene una relacion directamente proporcional con el campo de
crecimiento, pues mientras la ingestion (), eficiencia de absorcion asimilaciéon (U*) y
asimilacion (A) aumentan el campo de crecimiento también lo hace, pero no en el
mismo grado con cada variable. Esto se puede observar por ejemplo con la réplica 5 de
concentracion 6.5 mg/l que aunque presenta una mayor ingestion () y una menor
eficiencia de asimilacion (U*) que el control 1, tiene mayor asimilacion que el mismo
control (Tabla 13). Esto debido a que el campo de crecimiento depende mas de la

ingestion que de la eficiencia de absorcién, reflejado en los valores de correlacion.

Al determinar el coeficiente de correlacién para el campo de crecimiento en g/g
PV/dia (P1) y las concentraciones ensayadas, este fue de -0.3565 (Fig. 13),
posteriormente el coeficiente de correlacion entre el campo de crecimiento en g (P3) y
las concentreciones control y subcronica fue de -0.9000 (Fig. 14). Estas variaciones se
deben a que como se puede observar (Figs. 8, 9 y 10) la ingestion, eficiencia y
asimilacion del control y la concentracion subcrénica de acuerdo a sus réplicas, estan
evaluadas de acuerdo a una tasa, es decir, el campo de crecimiento P1, esta expresado
en funcion del peso ganado entre el promedio de peso vivo de las réplicas y a su vez
entre los 21 dias de ensayo y al obtener el campo de crecimiento, se tiene una tasa que
se encuentra en funcion de un peso vivo diferente para cada réplica, se produce una
relacion de proporcion inversamente proporcional entre el crecimiento y el peso vivo. Lo
anterior es importante debido a que los controles tienen pesos mayores a los pesos de
las réplicas de concentracion cronica. Entonces la proporcion arroja datos para las
réplicas de concentracidon cronica cercanos o mayores a los valores de Pl para el
control, como en el caso de la réplica 3 (Tabla 14), el valor de correlacién -0.3565 hace
suponer gue son inversamente proporcionales, pero no existe marcada diferencia entre

el crecimiento de los controles y las réplicas del subcrénico, como lo indicaria el analisis
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de varianza con un valor de probabilidad =0.1095. Sin embargo esa interpretacion no
es correcta, el valor de crecimiento Unicamente en gramos para los controles y
subcronica fue de -0.9000, ya que no se incluyd el peso vivo lo que arroja una relacion
inversamente proporcional dentro de las mismas tasas, disminuya la diferencia entre los
valores del campo de crecimiento y el valor de correlacion respecto al -1.

Al comparar los resultados con otros bioensayos de toxicidad realizados por la
EPA, (1992) con valores cronicos de toxicidad para herbicidas del grupo quimico
triazinas, en este caso para la atrazina siendo este el que mas representa al grupo
quimico, se evalué a las siguientes especies representantes de invertebrados
acuaticos, la pulga de agua (Daphnia magna), mosquito (Chironomus tentans) y el
crustaceo (Gammarus fasciatus); y las especies de peces de agallas azules (Lepomis
macrochirus), piscardo (pimefhales promelas) y trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis)
fueron expuestos en forma crénica a diferentes concentraciones de atrazina para cada
especie y por separado en los sistemas de agua. Se obtuvieron valores crénicos en
orden decreciente por especie: Pimefhales promelas, Daphnia magna, Chironomus
tentans, Lepomis macrochirus, Lepomis macrochirus y Gammarus fasciatus. Las
concentraciones fueron menores al valor crénico obtenido en este trabajo para
Oreochromis niloticus (6.5 mg/l) aunque las CLs tuvieron valores cercanos, lo que
destaca que la especie ensayada es mas resistente. Las caracteristicas fisioldgicas,
fisicas, edad, tamafio del organismo influyen mucho en el resultado de los ensayos, ya
gue Oreochromis niloticus no presenta un exoesqueleto como los crustaceos, pero se
adecia a las caracteristicas del método de crianza, soportando el estrés de

manipulacion y variaciones en los parametros fisicoquimicos del agua.

Los peces expuestos a la atrazina durante el bioensayo subcrénico en su etapa
final mostraron algunos signos clinicos tales como respiraciéon rapida, el aumento de la
frecuencia de los movimientos de la cubierta de las agallas, cambio de coloracion a un
tono mas oscuro, disminucién de los reflejos y los movimientos de natacion y la
reduccion de las actividades de alimentacion. Sin embargo no presentaron hinchazon
abdominal y movimientos bruscos, caracteristicas observadas en los peces durante el

bioensayo agudo. Comparando los resultados con otro estudio, Hussein et al. (1996)
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en el que trabajaron con Oreochromis niloticus se presentan caracteristicas clinicas
similares a las observadas, pero obtuvieron una concentracién crénica de 6 mgll
durante un tiempo maximo de 30 dias menor que la de 6.5 mg/l para el bioensayo
subcronico. Esto puede ser debido a que aunque se ensayo el mismo contaminante,
trabajaron con una pureza de 96 % y organismos que inicialmente pesaban 38.46+2.70,
mientras que en este trabajo se ensayo la atrazina al 80 % y con un promedio de peso
para el control de 18.37 + 3.5 y para las réplicas 10.16 + 4.21. Asi en este trabajo se
ensayo con menor cantidad de atrazina ya que en ambos trabajos se evalu6 el producto
registrado con una marca comercial y con ingredientes inertes diferentes. Si se desea
expresar la cantidad real de atrazina al 80 % para el valor crénico encontrado en este

ensayo es de 5.2 mg/I.

El campo de crecimiento también fue evaluado mediante la prueba de T. Student
en el cual se agrupo los campos de crecimiento, satisfactoriamente se pudo observar,
gue los controles pertenecian a un grupo y a otro grupo las réplicas de la concentracion
cronica (Fig. 15). Asi las cinco réplicas de concentracién cronica tienen un campo de
crecimiento menor a las réplicas de los controles, resultado de la exposicién a la

atrazina.
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VI. CONCLUSIONES

La CLsp a 72 horas hallada para atrazina en Oreochromis niloticus es de 8.5902+
0.090277

Las concentraciones de la CENO es de 6 ppm, el de la CEM 7 ppm, por lo que la
media aritmética MTCP viene siendo 6.5 * 0.01 ppm, por los errores de medicién.

Se determiné que tasa de ingestion, eficiencia de asimilacion, asimilacion, tasa de
respiracion y excrecion promedios por dia de un organismo de la especie Oreochromis
niloticus expuesto a una concentracion de 6.5 ppm de herbicida Triazinas fueron | =
0.23281g * 0.0473, U* = 81.96 ~1.7595 A = 0.1822 R = 4.1866 * 1.41 U = 0.000369.

El analisis de varianza nos indicé que existian diferencias significativas entre la
mortalidad producida por diferentes concentraciones del herbicida, por lo que
concluimos que la mortalidad esta directamente relacionada con la concentracién, a

mayor concentracion mayor mortalidad.

En el ensayo subcrénico la herramienta estadistica mostré diferencias
significativas entre el campo de crecimiento del control y el grupo expuesto a la

concentracion de 6.5 ppm.

No se descarta que de continuar con el uso masivo de Triazinas se corra el riesgo
de causar efectos adversos a los peces y otros organismos acuaticos. La revision de las
bases de datos y los limites maximos permisibles en México nos proporciona muy poca
informacion sobre la toxicidad de los herbicidas triazinicos en peces. En Quintana Roo,
especificamente en el rio Hondo, se han realizado diversos estudios, entre los que se
encuentra el realizado por Euan-Avila, (2002) donde se reportaron los avances para
caracterizar las fuentes no puntuales o difusas de contaminacion agricola y su potencial
influencia en la bahia de Chetumal, aun hace falta realizar mas estudios de este tipo
gue nos permita realizar indices de la toxicidad para tomar acciones preventivas y
correctivas, ante de los herbicidas clorados que pone en riesgo la salud de las especies

acuaticas locales e indirectamente al ser humano.
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VIl. RECOMENDACIONES

1. Realizar méas estudios sobre las afectaciones de los herbicidas en los
ecosistemas de nuestro Estado, asi como monitoreos de la calidad del agua para

caracterizar y conocer la concentracion en la que se encuentran.

2. Debido al auge del uso en los herbicidas surge la necesidad de contar con
métodos de determinacion, sensibles, sencillos y econémicos para un control
analitico de los herbicidas. Asi como la implementacion de tecnologias que

permitan la degradacion de los mismos.

3. Seguir evaluando los efectos crénicos que tienen los agroquimicos en especies
similares, para tener una base de datos de los efectos generacionales, lo que es
ideal en estudios de carcinogénesis y teratogénesis.

4. Recomendamos tener algun tipo de experiencia previa en el manejo o crianza de

peces, para asi evitar una mayor mortandad durante el periodo de aclimatacién.

5. Si se trabaja con peces se debe tener toda la informacion posible sobre la
especie, con la tilapia mucho cuidado con el manejo y transporte. una vez
concluido los ensayos, tener en cuenta que los sobrevivientes o la reserva no
deben arrojarse a ningun cuerpo de agua, porque la CONABIO la considera
como especies invasoras establecida en México, que se reproducen de manera
descontrolada, causando dafios serios a la biodiversidad, desplazando especies

nativas de la region.

6. Apegarse a una metodologia de bioensayos para evitar cometer errores que

afecten significativamente los resultados obtenidos.
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IX. ANEXOS

Bioensayos Previos

Tabla 16. Bioensayo exploratorio para la determinacion de las concentraciones agudas

ler bioensayo agudo para la determinacion de CLsy de Oreochromis niloticus 26 de enero de 2011

Control 10:00 a.m. | 12:00a.m. | 02:00 p.m. | 04:00 p.m. | 06:00 p.m. | 08:00 p.m. | 10:00 p.m.
réplica 1 0 0 0 0 0 0 0
réplica 2 0 0 0 0 0 0 0
réplica 3 0 0 0 0 0 0 0
0.1 ppm 10:00 a.m. | 12:00a.m. | 02:00 p.m. | 04:00 p.m. | 06:00 p.m. | 08:00 p.m. | 10:00 p.m.
réplica 1 0 0 0 0 0 0 0
réplica 2 0 0 0 0 0 0 0
réplica 3 0 0 0 0 0 0 0
1 ppm 10:00 a.m. | 12:00a.m. | 02:00 p.m. | 04:00 p.m. | 06:00 p.m. | 08:00 p.m. | 10:00 p.m.
réplica 1 0 0 0 0 0 0 0
réplica 2 0 0 0 0 0 0 0
réplica 3 0 0 0 0 0 0 0
10 ppm 10:00 a.m. | 12:00a.m. | 02:00 p.m. | 04:00 p.m. | 06:00 p.m. | 08:00 p.m. | 10:00 p.m.
réplica 1 0 0 0 0 0 0 0
réplica 2 0 0 0 0 0 0 0
réplica 3 0 0 0 0 0 0 0
100 ppm 10:00 a.m. | 12:00a.m. | 02:00 p.m. | 04:00 p.m. | 06:00 p.m. | 08:00 p.m. | 10:00 p.m.
réplica 1 4 6 6 6 6 6 6
réplica 2 4 6 6 6 6 6 6
réplica 3 3 6 6 6 6 6 6
ler bioensayo agudo para la determinacion de clsode Oreochromis niloticus 27 de enero de 2011

Control 10:00 a.m. | 12:00a.m. | 02:00 p.m. | 04:00 p.m. | 06:00 p.m. | 08:00 p.m. | 10:00 p.m.
réplica 1 0 0 0 0 0 0 0
réplica 2 0 0 0 0 0 0 0
réplica 3 0 0 0 0 0 0 0
0.1 ppm 10:00 a.m. | 12:00a.m. | 02:00 p.m. | 04:00 p.m. | 06:00 p.m. | 08:00 p.m. | 10:00 p.m.
réplica 1 0 0 0 0 0 0 0
réplica 2 0 0 0 0 0 0 0
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réplica 3 0 0 0 0 0 0 0
1 ppm 10:00 a.m. | 12:00a.m. | 02:00 p.m. | 04:00 p.m. | 06:00 p.m. | 08:00 p.m. | 10:00 p.m.
réplica 1 0 0 0 0 0 0 0
réplica 2 0 0 0 0 0 0 0
réplica 3 0 0 0 0 0 0 0
10 ppm 10:00 a.m. | 12:00a.m. | 02:00 p.m. | 04:00 p.m. | 06:00 p.m. | 08:00 p.m. | 10:00 p.m.
réplica 1 0 0 0 0 0 0 0
réplica 2 0 0 0 0 0 0 0
réplica 3 0 0 0 0 4 4 4
100 ppm 10:00 a.m. | 12:00a.m. | 02:00 p.m. | 04:00 p.m. | 06:00 p.m. | 08:00 p.m. | 10:00 p.m.
réplica 1 4 6 6 6 6 6 6
réplica 2 4 6 6 6 6 6 6
réplica 3 3 6 6 6 6 6 6
ler bioensayo agudo para la determinacidn de ClLsode Oreochromis niloticus 28 de enero de 2011

Control 10:00 a.m. | 12:00a.m. | 02:00 p.m. | 04:00 p.m. | 06:00 p.m. | 08:00 p.m. | 10:00 p.m.
réplica 1 0 0 0 0 0 0 0
réplica 2 0 0 0 0 0 0 0
réplica 3 0 0 0 0 0 0 0
0.1 ppm 10:00 a.m. | 12:00a.m. | 02:00 p.m. | 04:00 p.m. | 06:00 p.m. | 08:00 p.m. | 10:00 p.m.
réplica 1 0 0 0 0 0 0 0
réplica 2 0 0 0 0 0 0 0
réplica 3 0 0 0 0 0 0 0
1 ppm 10:00 a.m. | 12:00a.m. | 02:00 p.m. | 04:00 p.m. | 06:00 p.m. | 08:00 p.m. | 10:00 p.m.
réplica 1 0 0 0 0 0 0 0
réplica 2 0 0 0 0 0 0 0
réplica 3 0 0 0 0 0 0 0
10 ppm 10:00 a.m. | 12:00a.m. | 02:00 p.m. | 04:00 p.m. | 06:00 p.m. | 08:00 p.m. | 10:00 p.m.
réplica 1 1 1 1 1
réplica 2 1 1 1 1
réplica 3 5 5 5 5
100 ppm 10:00 a.m. | 12:00a.m. | 02:00 p.m. | 04:00 p.m. | 06:00 p.m. | 08:00 p.m. | 10:00 p.m.
réplica 1 6 6 6 6 6 6 6
réplica 2 6 6 6 6 6 6 6
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réplica 3 6 6 6 6 6 6

ler bioensayo agudo para la determinacion de CLsy, de Oreochromis niloticus 29 de enero de 2011
Control 10:00 a.m.

réplica 1 0

réplica 2 0

réplica 3 0

0.1 ppm 10:00 a.m.

réplica 1 0
réplica 2 0
réplica 3 0
1 ppm 10:00 a.m.
réplica 1 0
réplica 2 0
réplica 3 0

10 ppm 10:00 a.m.

réplica 1

réplica 2

réplica 3 6

100 ppm 10:00 a.m.

réplica 1 6
réplica 2 6
réplica 3 6

Bioensayo Agudo

Tabla 17. Parametros Fisicoquimicos del bioensayo agudo a 72 horas

Parametros Fisicoquimicos dia 1

Concentracién/Parametros oD (mg/1) pH T(°C)
Control 8.2 8.002 25.6

3 8.06 8.226 25.85

6 8.13 8.05 25.26

7 7.92 8.1 25.73

9 8.06 8.096 25.72

10 7.95 8.153 24.52

12 7.72 8.21 25.95

Promedio 8.005714286 | 8.11957143 | 25.5185714
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Pardmetros Fisicoquimicos dia 2

Concentracién/Parametros oD (mg/l) pH T(°C)
Control 7.566 8.25 26.3
3 7.933 8.02 26.33
6 7.466 8.113 25.8
7 7.466 8.23 26.73
9 7.4 8.176 26.26
10 7.266 8.176 26.133
12 7.68 8.15 26.4
Promedio 7.539571429 | 8.15928571 26.279
Pardametros Fisicoquimicos dia 3
Concentracién/Parametros oD (mg/l) pH T(°C)
Control 7.48 8.116 25.13
3 7.52 8.18 25.23
6 7.56 8.126 25.3
7 7.7 8.22 25.2
9 7.63 8.243 25.166
10 7.165 8.146 25.1
12 7.26 8.18 25.13
Promedio 7.473571429 8.173 25.1794286

Tabla 18. Promedios Generales de los Parametros del bioensayo agudo

Concentracién/Parametros oD (mg/l) pH T(°C)
Control 7.748666667 | 8.12266667 | 25.6766667

3 7.837666667 8.142 25.8033333

6 7.718666667 | 8.09633333 | 25.4533333

7 7.695333333 | 8.18333333 | 25.8866667

9 7.696666667 | 8.17166667 | 25.7153333

10 7.460333333 | 8.15833333 25.251

12 7.553333333 8.18 25.8266667

Promedio 7.672952381 | 8.15061905 25.659
Desviacion estandar 0.126182471 | 0.03224526 | 0.22840923
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Tabla 19. Observaciones de mortandad durante el bioensayo agudo

2do bioensayo agudo para la determinacion de CLsq de Oreochromis niloticus 3 de Febrero de
2011

control 10:00 12:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 p.m.
a.m. p.m. p.m. p.m. p.m. p.m.

réplica 0 0 0 0 0 0 0

1

réplica 0 0 0 0 0 0 0

2

réplica 0 0 0 0 0 0 0

3

3 ppm 10:00 12:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 p.m.
a.m. p.m. p.m. p.m. p.m. p.m.

réplica 0 0 0 0 0 0 0

1

réplica 0 0 0 0 0 0 0

2

réplica 0 0 0 0 0 0 0

3

6 ppm 10:00 12:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 p.m.
a.m. p.m. p.m. p.m. p.m. p.m.

réplica 0 0 0 0 0 0 0

1

réplica 0 0 0 0 0 0 0

2

réplica 0 0 0 0 0 0 0

3

7 ppm 10:00 12:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 p.m.
a.m. p.m. p.m. p.m. p.m. p.m.

réplica 0 0 0 0 0 0 0

1

réplica 0 0 0 0 0 0 0

2

réplica 0 0 0 0 0 0 0

3

9 ppm 10:00 12:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 p.m.
a.m. p.m. p.m. p.m. p.m. p.m.

réplica 0 0 0 0 0 0 0

1

réplica 0 0 0 0 0 0 0

2

réplica 0 0 0 0 0 0 0
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3

10 ppm 10:00 12:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 p.m.
a.m. p.m. p.m. p.m. p.m. p.m.

réplica 0 0 0 0 0 0 0

1

réplica 0 0 0 0 0 0 0

2

réplica 0 0 0 0 0 0 0

3

12 ppm 10:00 12:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 p.m.
a.m. p.m. p.m. p.m. p.m. p.m.

réplical 0 0 0 0 0 0 0

réplica 0 0 0 0 0 0 0

2

réplica3 0 0 0 0 0 0 0

2do bioensayo agudo

para la determinacion de CLsy de Oreochromis niloticus

4 de Febrero de

2011
control 10:00 12:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 p.m.
a.m. p.m. p.m. p.m. p.m. p.m.
réplica 0 0 0 0 0 0 0
1
réplica 0 0 0 0 0 0 0
2
réplica 0 0 0 0 0 0 0
3
3 ppm 10:00 12:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 p.m.
a.m. p.m. p.m. p.m. p.m. p.m.
réplica 0 0 0 0 0 0 0
1
réplica 0 0 0 0 0 0 0
2
réplica 0 0 0 0 0 0 0
3
6 ppm 10:00 12:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 p.m.
a.m. p.m. p.m. p.m. p.m. p.m.
réplica 0 0 0 0 0 0 0
1
réplica 0 0 0 0 0 0 0
2
réplica 0 0 0 0 0 0 0
3
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7 ppm 10:00 12:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 p.m.
a.m. p.m. p.m. p.m. p.m. p.m.

réplica 0 0 0 0 0 1 0

1

réplica 0 0 0 0 0 0 0

2

réplica 0 0 0 0 0 0 0

3

9 ppm 10:00 12:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 p.m.
a.m. p.m. p.m. p.m. p.m. p.m.

réplica 0 0 1 1 1 1 1

1

réplica 0 0 0 0 0 0 0

2

réplica 0 0 0 0 0 0 0

3

10 ppm 10:00 12:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 p.m.
a.m. p.m. p.m. p.m. p.m. p.m.

réplica 0 1 1 1 1 2 2

1

réplica 0 0 1 1 1 1 1

2

réplica 1 2 2 2 2 2 2

3

12 ppm 10:00 12:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 p.m.
a.m. p.m. p.m. p.m. p.m. p.m.

réplical 0 0 0 0 0 0 0

réplica 2 2 2 2 2 3 3

2

réplica3 3 3 3 3 3 3 3

2do bioensayo agudo para la determinacién de CLsq de Oreochromis 5 de Febrero de

niloticus 2011

control 10:00 12:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 p.m.
a.m. p.m. p.m. p.m. p.m. p.m.

réplica 0 0 0 0 0 0 0

1

réplica 0 0 0 0 0 0 0

2

réplica 0 0 0 0 0 0 0

3
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3 ppm 10:00 12:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 p.m.
a.m. p.m. p.m. p.m. p.m. p.m.

réplica 0 0 0 0 0 0 0

1

réplica 0 0 0 0 0 0 0

2

réplica 0 0 0 0 0 0 0

3

6 ppm 10:00 12:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 p.m.
a.m. p.m. p.m. p.m. p.m. p.m.

réplica 0 0 0 0 0 1 1

1

réplica 0 0 0 0 0 0 0

2

réplica 0 0 0 0 0 0 0

3

7 ppm 10:00 12:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 p.m.
a.m. p.m. p.m. p.m. p.m. p.m.

réplica 1 1 1 1 1 1 1

1

réplica 0 0 1 1 1 1 1

2

réplica 0 1 1 1 2 2 2

3

9 ppm 10:00 12:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 p.m.
a.m. p.m. p.m. p.m. p.m. p.m.

réplica 1 1 2 2 2 2 2

1

réplica 0 0 1 1 1 1 1

2

réplica 0 0 3 3 3 3 3

3

10 10:00 12:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 p.m.

ppm a.m. p.m. p.m. p.m. p.m. p.m.

réplica 2 2 3 3 3 3 3

1

réplica 1 1 2 2 2 2 3

2

réplica 2 4 4 5 6 6 6

3

12 ppm 10:00 12:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 p.m.
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a.m. p.m. p.m. p.m. p.m. p.m.
réplical 0 0 4 4 4 4
réplica 3 2 6 6 6 6
2

réplica3 3 3 5 5 5 5

2do bioensayo agudo

para la determinacion de CLsy de Oreochromis

6 de febrero de 2011

niloticus

Control 10:00
a.m.

réplica 0

1

réplica 0

2

réplica 0

3

3 ppm 10:00
a.m.

réplica 0

1

réplica 0

2

réplica 0

3

6 ppm 10:00
a.m.

réplica 1

1

réplica 0

2

réplica 0

3

7 ppm 10:00
a.m.

réplica 1

1

réplica 1

2

réplica 2

3

9 ppm 10:00
a.m.

réplica 4
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1

réplica 3

2

réplica 4

3

10 ppm 10:00
a.m.

réplica 3

1

réplica 3

2

réplica 6

3

12 ppm 10:00
a.m.

réplical 6

réplica 6

2

réplica3 5

Tabla 20. Relacion de % de mortalidad / Probit empirico (Pr)

Pr % | Pr % | Pr % | Pr % | Pr % | Pr % | Pr % | Pr % | Pr % | Pr % | Pr %
0 0 [372 10416 |20 448 |30 |475[40[500 |50 |[525(60 55270584 [80]628|090]7.33][99.0
267 |1 [ 377 |11 | 419 |21 [ 450 [ 31477 |41 | 503 |51 528 |61 55571588 |81 |634[091]737|0991
295 |2 [ 38212423 | 22453 [32|480 |42 |505[52 (53162558 |72[592]82|641[92]7.41]0992
312 |3 [ 387 |13 | 426 |23 | 456 |33 |4.82 |43 |508 |53 53363561 73[595|83|648[93][7.46 993
325 |4 [ 3921442924 459 [34 (485 |44 51054 536 |64 564 |74[599(84|655][94][751]099.4
336 |5 [3.96 |15 | 433 | 25461 |[35|4.87 |45 |513 | 55539 65567 7560485664 |95]758|0995
3456 [ 401 |16 | 436 |26 464 [36|4.90 |46 | 515 |56 | 541 | 66 | 571 | 76 | 6.08 | 86 | 6.75 | 96 | 7.65 | 99.6
352 |7 [ 40517 | 439 |27 | 467 |37 492 |47 | 518 |57 [544 |67 [ 574 |77 [ 613 |87 | 6.88 | 97 | 7.75 | 99.7
359 |8 [4.08 |18 | 442 |28 469 |38 |4.95 |48 52058547 68577 |78 [6.18 |88 |705[98][7.88 998
366 |9 [ 41219 |445[29 47239497 |49 | 523 |59 |550 |69 |58 |79 [623]89|733[99]809]|099.9
Tabla 21. Factor Ponderado (w)

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
1 0.001 |0.001 |0.001 |0.002 |0.002 |0.003 |0.005 |0.006 |0.008 |0.01
2 0.015 | 0.019 |0.025 |0.031 |0.040 |0.050 |0.062 |0.076 |0.092 |0.11
3 0.131 |0.154 |0.180 |0.208 |0.238 | 0.269 |0.302 |0.336 |0.370 | 0.40
4 0439 |0.471 | 0503 |0.532 |0.558 |0.581 |0.601 |0.616 | 0.627 | 0.63
5 0.637 |10.634 |0.627 |0.616 |0.601 |0.581 |0.558 |0.532 | 0.503 | 0.47
6 0439 |0.405 | 0.370 [0.336 | 0.302 |0.269 |0.238 |0.208 | 0.180 |0.15
7 0.131 |0.110 |0.092 |0.076 |0.062 | 0.050 | 0.040 |0.031 |0.025 |0.01
8 0.015 | 0.011 | 0.008 |0.006 |0.005 |0.003 |0.002 |0.002 |0.001 |0.00
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Bioensayo Subcrénico

Tabla 22. Promedios de los parametros fisicoquimicos medidos durante el bioensayo
subcronico con Oreochromis niloticus.

PARAMETROS
TIEMPO (dias) TEMPERATURA (°C) OXIGENO pH
DISUELTO (mg/l)
1 29.7 6.86 8.0175
2 29.675 6.57 8.0525
3 29.6 6.55 8.01625
4 29.6125 6.78 8.05
5 29.675 6.775 8.03625
6 29.5 6.17 8.06
7 29.612 6.19 7.15
8 29.654 6.37 8.053
9 29.637 5.86 8.077
10 29.624 6.55 8.076
11 29.425 5.9 7.88125
12 29.45 6.1875 7.5275
13 29.43 5.17 7.9775
14 29.58 6.31 7.95375
15 29.38 6.025 8.09875
16 29.3875 5.9875 8.01375
17 29.45 6.2625 7.93
18 29.1375 6.0625 7.96
19 29.2875 5.975 7.86625
20 29.3125 6.025 7.84875
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21 29.514 5.77 7.886
PROMEDIOS 29.5068333 6.20714286 7.93009524
Desviacion estandar 0.1507028 0.3972942 0.21855661

Tabla 23. Parametros fisicoquimicos, Oxigeno y Nitrdgeno Amoniacal consumido para
la determinacion de la tasa de respiracion.

PARAMETROS
REPLICA TEMPERATURA pH OXIGENO N-NH;
. CONSUMIDO (mg mg/dia
“C) O,/dia)
Control 1 30.6 7.07 42.4 7.5995928
Control 2 30.5 7.34 44.8 8.399866156
Control3 30.3 7.16 53.6 16.39996799
Réplica 1 30.2 7.62 21.6
concentracion 6.5 6.79985961
Réplica 2 30.2 7.69 37.6
Concentracion 6.5 7.19960064
Réplica 3 29.7 7.60 224
Concentracion 6.5 6.79965732
Réplica 4 30.1 7.75 28.8
Concentracion 6.5 3.59938738
Réplica 5 29.7 7.77 15.2
Concentracion 6.5 5.19872125
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Tabla 24. Peso seco (ps), cenizas (c) y materia organica(psic) en g de las muestras de heces
producidas por Oreochromis niloticus durante el bioensayo subcrénico.

Concentracion Muestra g ps c Pslc
Atrazina mg/I
Control 1 2 0.5152 0.123 0.3922
Control 2 2 0.3998 0.0976 0.3022
Control3 2 0.4222 0.0837 0.3385
Réplica 1 2 0.4064 0.0985 0.3079

concentracién 6.5

Réplica 2 2 0.2989 0.0786 0.2203
Concentracion 6.5

Réplica 3 2 0.3217 0.0823 0.2394
Concentracion 6.5

Réplica 4 2 0.2973 0.0859 0.2114
Concentracion 6.5

Réplica 5 2 0.4027 0.0812 0.3215
Concentracion 6.5
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Tabla 25. Peso seco (ps), cenizas (c) y materia organica (pslc) en los equivalentes de alimento
consumido por Oreochromis niloticus durante el bioensayo subcronico.

Concentracion Ps c Pslc
Atrazina mg/I
Control 1 55.2492 4.4768 50.7724
Control 2 50.815 4.7025 46.1125
Control3 59.405 4.9019 54.5031
Réplica 1 31.4491 2.7951 28.654

concentraciéon 6.5

Réplica 2 27.1009 2.0914 25.0095
Concentracion 6.5

Réplica 3 38.11 3.1813 34.9287
Concentracion 6.5

Réplica 4 21.9888 1.8849 20.1039
Concentracion 6.5

Réplica 5 28.0237 2.0973 25.9264
Concentracion 6.5
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BIOENSAYO PREVIO

REPLICA 1 REPLICA 2 REPLICA 3

CONTROL

CONCENTRACION
0.1 PPM

CONCENTRACION
1 PPM

CONCENTRACION
10 PPM

CONCENTRACION
100 PPM

Figura 16. Esquematizacion de la camara de bioensayo previo
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BIOENSAYO AGUDO A 72 HRS

REPLICA 1 REPLICA 2 REPLICA 3

CONTROL

CONCENTRACION

3PPM

CONCENTRACION
6PPM

CONCENTRACION
7PPM

CONCENTRACION
9PPM

CONCENTRACION
10 PPM

CONCENTRACION
12 PPM

Figura 17. Esquematizacion de la camara de bioensayo agudo a 72 horas
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ESQUEMATIZACION DE LA CAMARA DE BIOENSAYO SUBCRONICO A 21 DIAS

CONCENTRACION

CONTROL 6.5 PPM

REPLICA 1 E ' IE [
REPLICA 2 Lol (ol
—— = =

REPLICA 3 @ [ IE ‘
REPLICA 4 1@ |
Lh.\id{/«,l

REPLICA 5 IE |
L*\L‘J/«,l

Figura 18. Esquematizacion de la camara de bioensayo subcronico a 21 dias.
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Variable MUERTOS ; distribution: Normal

Kolmogorov-Smirnov d = .2169086, p < .20
24

22 t

20 ¢ L —

18 t

16

14 ¢ /

12

10 ¢ /

NuUmero de observaciones

OOI\)-&CDCD

.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 55 6.0

Categoria (limites mas altos)

Figura 19. Distribucion normal de la variable muertos, mediante Kolmogorov-Smirnov.

2.0

1.6

1.2

0.8

0.4

0.0

valores esperados de normalidad

Valores observados

Figura 20. Variable muertos con valores esperados de normalidad dentro de la elipse de
confianza (95 %).
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Figura 21. Normalidad de la variable muertos de acuerdo a las diferentes concentraciones de
exposicion.
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Figura. 22. Herbicida del grupo quimico Triazinas

Nombre comercial: GESAPAX® COMBI 80 PH
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Figura 23. Especie de prueba (Dibujo tomado de Trewavas, 1983)

Orden: Perciformes

Familia: Cichlidae

Especie: Oreochromis niloticus Linnaeus, 1758

Nombre comun: Tilapia
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