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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION LETAL MEDIA (CLso) DEL
BIPIRIDILO EN POLIQUETOS (POLYCHAETA: NEREIDIDAE)

RESUMEN

Este presente trabajo de investigacion tiene como objetivo determinar la
toxicidad del Bipiridilo en Laeonereis culveri especificamente del plaguicida
Gramoxone® y analizar el riesgo que podrd afectar a los poliquetos dentro del
ecosistema. En Playa Campestre (ubicada en la Bahia de Chetumal entre las
coordenadas 18°29’ N y 88°17’ O) se recolectaron organismos de Laeonereis culveri
(Webster, 1879), asi como muestras de sedimento para la aclimatacién de los

organismos durante 48 horas.

Se utilizaron cinco concentraciones con tres replicas cada una y un control. Las
concentraciones fueron de 1.5, 3, 6, 12 y 24 mg/I. El analisis del Método Probit fue
llevado a cabo con el fin de determinar la concentracion letal media (Clsg) del
plaguicida. Se determind la toxicidad aguda durante 48 horas mediante ese método;
la concentracion (CLso) que eliminé el 50% de los organismos para Laeonereis culveri
fue de 19.23 mg/I.

Posteriormente a través de tablas para determinar el riesgo ambiental y el nivel
de toxicidad se estimo que la toxicidad fue de 5.2 U.T. que es altamente tdxico y
podra ocasionar dafios a los seres humanos y a las areas agricolas. El cociente de
riesgo (CR) fue superior a 1, lo cual indica que existe una posibilidad de que el
plaguicida ocasione dafos a los organismos que habitan en el sedimento y también al

ecosistema entero.

Al aplicar ANOVA se puede observar que el valor de la probabilidad = 0.0001 < al
valor critico de probabilidad = 0.05, lo cual indica que existen diferencias
significativas (p<0.05) en la variable de mortandad de los diferentes niveles de

concentraciones utilizadas sobre Laeonereis culveri.

Palabras claves: Bioensayos, toxicidad, poliquetos, herbicida, contaminacién.



INTRODUCCION

El término “Ecotoxicologia” fue definido como la ciencia que estudia los efectos
toxicos de sustancias quimicas y agentes fisicos sobre los organismos vivos,
especialmente sobre poblaciones y comunidades dentro de los ecosistemas definidos.
Incluye el estudio de los caminos de transferencia de estos agentes y sus
interacciones con el ambiente (Truhaut, 1977; Butler, 1978). También es conocida
como una rama de la toxicologia que se ocupa del estudio de los efectos toxicos
causados por contaminantes naturales o sintéticos a los componentes de los
ecosistemas, animales, vegetales y microorganismos, en un contexto integral
(Wijesinghe, 2012).

La investigacién dentro del campo de la ecotoxicologia comprende la emisidn, la
distribucién, el transporte, la transformacién (quimica y biolédgica), la acumulacion y
elefecto de los contaminantes sobre organismos, poblaciones y ecosistemas (Truhaut,
1986). Para poder entender bien la base de las funciones ecotoxicoldgicas primero es

necesario saber lo que es un contaminante.

Un contaminante se describe como una propiedad bioldgica, quimica, fisica, o
sustancia radiolégica que no estd normalmente presente en el medio y que, en
concentraciones suficientes, puede afectar negativamente a los organismos vivos
(Wijesinghe, 2012). Estos contaminantes incluye los metales pesados, compuestos
radioactivos, los gases nocivos, agroquimicos, y los productos farmacéuticos que
estan siendo vertidos en el ambiente en cantidades crecientes, principalmente a
través de actividades antropogénicas. Algunos contaminantes son tdxicos en
cualquier cantidad, mientras que otros ejercen efectos toxicos solamente cuando los
niveles dafiinos se alcanzan. Los estos efectos manifestados también se pueden

describir en términos de su magnitud y duracién.

Los estudios ecotoxicolégicos nos proporcionan informacion sobre los
organismos expuestos a las sustancias toxicas generando varias situaciones
antropogénicas que presentan un alto nivel de mortalidad. Algunos ejemplos son los
altos niveles de mortalidad en peces y anfibios que son expuestos a plaguicidas y
metales pesados (Elskus 2007; Ranatunge et al. 2012). Como es el caso del estudio
llevado a cabo por la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA, 1989), donde
concluyeron que solo el compuesto quimico de carbofuran causa la muerte de

aproximadamente 2 millones de aves cada afio (Schauber et al. 1997).



El plaguicida monocrotofos, un insecticida drganofosforado, que es muy dafiino
para la salud humana y el ambiente fue responsable de la muerte de al menos
20,000 halcones de Swainson en Argentina (Hooper et al. 1999). Otro ejemplo seria
la pérdida de las extremidades y deformidades de la columna vertebral en las ranas
inducido por plaguicidas (Jayawardena et al. 2011). Estos efectos téxicos ambientales
tienen consecuencias peligrosas que emanan de los organismos a través de las

poblaciones y comunidades y en ultima instancia de los ecosistemas.

Plaguicidas

La FAO (en ingles Food and Agriculture Organization: Organizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura) define al plaguicida como
“cualquier sustancia o mezclas de sustancias usadas para prevenir, destruir o
controlar una plaga, incluyendo vectores de enfermedades humanas o de otros
animales, especies no deseadas de plantas o animales que causen dafios o
interfieren con la produccion, procesamiento, almacenamiento, transporte o
comercializacion de alimentos, productos agricolas, madera y productos de la
madera o alimentos para animales,o sustancias que pueden administrarse a los
animales para el control de insectos, aracnidos u otras plagas en o sobre sus

cuerpos.”

Los plaguicidas han sido disefados para eliminar una gran variedad de
organismos vivos indeseables para el hombre. Esta clase de productos se ha utilizado
en todo el mundo para la proteccion de cultivos, y en la salud publica para el control
de enfermedades transmitidas por vectores u hospederos intermediarios. Debido a
su alta actividad bioldgica y en algunos casos de su persistencia en el ambiente, el
uso de plaguicidas puede causar efectos adversos a la salud humana y al ambiente
(Benerjee, 1999; Maroni et al. 1999). También, los plaguicidas han sido empleados
tanto para el combate de plagas de los cultivos agricolas como del ganado, su empleo
agricola data desde finales de la década de 1940, con altas tasas de aplicacién. El
empleo de plaguicidas, frecuentemente mediante prdacticas ambientalmente
inadecuadas, constituye una de las formas de contaminacidn difusa mdas importantes,
gue impactan no tan sélo los suelos de las areas en donde se aplican sino que llegan

a través de los rios hasta las zonas costeras afectando las especies marinas.



Los efectos indeseables de los plaguicidas sobre el ambiente se pueden agrupar
en aquellos que ocurren: a corto plazo en el ambiente cercano, a largo plazo en el
ambiente cercano y a largo plazo en el ambiente lejano. También existe los efectos
sobre el ambiente abidtico (aire, agua y suelo), el ambiente bidtico (microorganismos,
plantas, aveces, mamiferos, peces y otros animales acuaticos) y a las cadenas

troficas.

Los plaguicidas actuan a corto plazo sobre el ambiente cercano al lugar donde se
aplican. Esto causa, por un lado, la contaminacién inmediata del ambiente
abidtico —suelos, aguas superficiales y subterraneas y aire— y por otro, la muerte de
diversos organismos sensibles a los que no se desean afectar, como los insectos que
son enemigos naturales de las plagas o los que el hombre considera como benéficos.
A corto plazo, los plaguicidas causan también la muerte de los organismos
susceptibles entre los que constituyen la plaga y afectan momentdaneamente el
equilibrio fisioldgico de todos los organismos expuestos a ellos, incluidos los seres

humanos.

Cuando los plaguicidas son persistentes o permanentes y se utilizan con
frecuencia, el problema se complica, pues con cada aplicacién, ademas del dafo
inmediato, se agregan al ambiente, nuevos contaminantes que requeriran afios para
degradarse. Asi, aunque el producto deje de usarse en un lugar determinado, por sus
caracteristicas de persistencia —o las de sus productos de transformacién, isémeros
0 impurezas— contaminan los suelos, los sedimentos y los mantos freaticos, los que
permaneceran asi hasta que se tomen medidas drasticas, como el dragado integral
de un rio o el cierre de todos los pozos de una regidn, lo cual no siempre es costeable

o factible, sobre todo para los paises en desarrollo.

Bioensayos

Los bioensayos son herramientas ampliamente utilizadas en el campo de la
ecotoxicologia, la cual se ocupa del estudio del efecto y destino de los agentes
toxicos de origen antropogénico a los ecosistemas acuicolas y terrestres (Larrain,
1995). Se pueden definir como los procedimientos de exposicién de organismos, en
condiciones de laboratorio, a varias concentraciones de un téxico o a diluciones de

un efluente.



Estos ensayos permiten estudiar el efecto que tienen los compuestos sobre
diferentes grupos taxondmicos estableciendo una relacidon de concentracién-efecto,
imprescindible para realizar las valoraciones de peligros y riesgos de los compuestos
quimicos. Los efectos se evallan a través de respuestas letales (mortalidad), a través
de estudios de toxicidad aguda (fertilizacion, crecimiento, comportamiento) (EPA,

1984), o a través de estudios de toxicidad cronica.

Los bioensayos son empleados para reconocer y evaluar los efectos de los
contaminantes sobre la biota, valorando estos efectos mediante la exposicion de
organismos a un determinado téxico. Ademads, ayudan a establecer los limites
permitidos para los distintos contaminantes, a evaluar el impacto de mezclas sobre
las comunidades de los ambientes que la reciben y a comparar la sensibilidad de una

0 mas especies a distintos téxicos o a diferentes condiciones para un mismo téxico.

Los bioensayos ecotoxicolégicos son complementarios a los resultados de los
parametros fisicos y quimicos, y los de biomonitoreo ambiental. El pardmetro de
toxicidad aguda mas comunmente empleado es la concentracién letal media (CLsg) 0
concentracién de inhibicion media. Los bioensayos ecotoxicolégicos son utilizados en
el monitoreo y control de las perturbaciones del ambiente acuatico, ademas se ha
indicado que estos bioensayos se pueden emplear como indicadores para designar

puntos clave durante un programa de monitoreo ambiental.

Segun la duracién del bioensayo, los mismos pueden clasificarse en agudo y
cronico. La toxicidad aguda es disefiada para medir los efectos de los téxicos sobre
organismos durante un periodo corto de su ciclo de vida. Normalmente el efecto es
mortalidad, o alguna otra manifestacién, como por ejemplo, inmovilidad. Los ensayos
de toxicidad aguda muchas veces se realizan en laboratorio bajo condiciones
controladas y permiten determinar el efecto de un efluente o una sustancia soluble
en agua sobre un organismo, constituyéndose en una herramienta valida como
indicador de calidad ambiental, ya que la sensibilidad de los organismos a la toxicidad
de una sustancia puede variar considerablemente desde una especie a otra,

dependiendo de las diferencias metabdlicas y naturaleza de su habitat.



La toxicidad crénica es el periodo de exposicidn al téxico mas prolongado (por
convencioén el ensayo crénico debe cubrir al menos 10% del periodo de vida del
organismo), por lo general se evallian efectos subletales (crecimiento, reproduccién,
comportamiento). Estos efectos son observados en situaciones en las que la
concentracién del téxico permite la sobrevivencia del organismo, pero se afectan

algunas de sus funciones bioldgicas.

Poliquetos

Algunos organismos utilizados en los bioensayos son los poliquetos. Usualmente
son el taxdn mas abundante en comunidades bénticas y han sido muy utilizados
como especies indicadoras de condiciones ambientales. En México se conocen mas
de 1,300 especies de poliquetos, incluidas en 353 géneros y estos a su vez en 62
familias (Salazar-Vallejo et al. 2008). Los poliquetos pueden ser usados como
indicadores sensibles de la calidad de agua, especialmente en términos de los efectos
de contaminantes en las caracteristicas del ciclo de vida. También pueden ser
utilizados como indicadores generales de la diversidad de la comunidad, pero
aquellas especies indicadoras de baja diversidad pueden ser diferentes

geograficamente y temporalmente (Dean, 2008).

Los poliquetos exhiben una impresionante diversidad de formas que, aunada a
su antigliedad, pues la mayoria de las familias estaba ya presente hace mas de 500
millones de afos, ha permitido que en la actualidad tenga una enorme cantidad de
especies. Estas son agrupadas en mas de 80 familias de poliquetos y la mayoria esta

presente en las costas mexicanas.



ANTECEDENTES

A lo largo de los ultimos cien afios se han realizado varios trabajos destinados a
establecer los niveles de contaminacidon por plaguicidas. Estos trabajos se han
desarrollado en diferentes niveles ambientales y en muchos casos se utilizan el
método de los bioensayos para evaluar el estado toxicoldgico y las pruebas

ecotoxicolégicas del contaminante en el ecosistema.

La toxicidad es una propiedad relativa que refleja el potencial de un producto
quimico que tenga un efecto perjudicial sobre un organismo vivo. Es una funcién de
la concentracidon y composicion de la sustancia quimica a la que se expone el
organismo y la duracién de la exposicion. Las pruebas de toxicidad, por lo tanto, se
utilizan para evaluar los efectos adversos de una sustancia quimica en organismos
vivos, en condiciones estandarizadas y reproducibles que permitan la comparacion
con otros productos quimicos o especies ensayadas y la comparacidon de datos

similares de diferentes laboratorios.

Ségun los comentarios sobre los procedimientos de los bioensayos por
Maciorowski et al. (1980, 1981, 1982, 1983) nos indica que existe una necesidad para
el desarrollo y normalizacion de los ensayos de los efectos de los productos quimicos
en los parametros ecoldgicos que son indicativos de interacciones interespecificas,
comunidad dindmica y funcién del ecosistema. Por lo tanto, es importante saber el
comportamiento de los productos utilizados, sea en la agricultura o en cualquier area
de aplicacidn, y conocer el grado de toxicidad que podra ocasionar un daio revesible

o irrevesible al ambiente y al ser humano.

Durante el transcurso de estos afos, se han realizado numerosos estudios
relacionados con bioensayos, utilizando distintas especies para la determinacién de
la toxicidad de algln producto quimico en especifico. Por lo que se presenta una
sintesis (Tabla 1) de los trabajos de los ultimos 20 afios que se han publicado desde
1993 al 2013 en la base de datos Scopus de Elsevier sobre estudios toxicolégicos con
poliquetos en México. En cuanto al efecto que tiene los contaminantes sobre los
organismos en cuestién, a mayor cantidad y concentracién del contaminante mayor
daino y mortalidad a los organismos. Entre estos trabajos el organismo mas utilizado

fue Capitella Capitata.



Tabla 1. Estudios sobre la toxicidad de compuestos tdxicos en poliquetos desde 1993 a 2013.

Estudio Pruebas Aplicadas Tipo de Referencia
Contaminacion
Efectos de teflubenzurdon de larvas y juveniles Toxicidad crénica con
del poliqueto Capitella sp. B de Barcelona, Capitella sp. B. Insecticida Méndez, 2005.

Espaia.

(Polychaeta)

(Teflubenzurdn)

Observaciones preliminares de los efectos de
cadmio y cobre sobre juveniles del
poliqueto Capitella sp. Y. (Annelida: Polychaeta)

del Estero del Yugo, Mazatlan, México.

Concentracion Letal Media
con Capitella sp. Y.
(Polychaeta)

Metales

(Cadmio y Cobre)

Méndez N. y
Green-Ruiz C., 2005.

Efectos de teflubenzurdn sobre el
procesamiento de los sedimentos de los

miembros del Capitella especie de complejo.

Bioensayo con
Capitella sp | y Capitella sp B
(Polychaeta).

Insecticida

(Teflubenzurdn)

Méndez, 2006.

Efectos de Cadmio y Cobre sobre el desarrollo
larval y la mortalidad del poliqueto Capitella sp.
Y. Del Estero del Yugo, Mazatlan, México.

Concentracion Letal Media
con Capitella sp. Y.
(Polychaeta)

Metales

(Cadmio y Cobre)

Méndez N. y
Green-Ruiz C., 2006.




Bioacumulaciéon y eliminacién de Hg en el

Bioensayos con

Metal Pesado

Vazquez-Nufiez

gusano de fuego Eurythoe complanata Eurythoe complanata. (Mercurio) et al. 2007.
(Annelida: Polychaeta) de Mazatlan, México. (Polychaeta)

Efectos de metamidofos en el procesamiento de Toxicidad aguda con Insecticida Méndez

los sedimentos y la masa corporal de Capitella Capitella sp. Y. (Organofosforados) et al. 2008.

sp. Y. de Estero del Yugo, Mazatldn, México. (Polychaeta)

Determinacion de la Concentracion Letal Media | Concentracién Letal Media (CLs) Detergentes Uc-Perazay
(CLsg) de cuatro detergentes domésticos con Laeonereis culveri. Domésticos Delgado-Blas, 2012.

biodegradables en Laeonereis culveri (Webster
1879) (Polychaeta: Annelida).

(Polychaeta)

Biodegradables




AREA DE ESTUDIO

La Bahia de Chetumal es una gran entrada del mar Caribe que esta situada en el
extremo Sur del Estado de Quintana Roo, al Sureste de la la peninsula de Yucatan en
México y es una zona fronteriza que comparten México y Belice. Esta situada entre
las coordenadas 18° 21"y 18° 52" de latitud Norte y los meridianos 87° 54" y 88° 23"

de longitud Oeste y se encuentra a una altitud de 10 metros sobre el nivel del mar.

La Bahia tiene forma semi-elongada con 110 km de largo y 20 km de ancho, con
un maximo de 49 km en su parte media y un minimo de 5 km en la cabeza. La
batimetria de la bahia es relativamente somera (4 m en promedio), con un canal
central que presenta una profundidad promedio de 6 a 8 m con direccién SO
(Carrillo et al. 2009). En la bahia de Chetumal desemboca el rio Hondo que es una de
las pocas corrientes superficiales de la peninsula de Yucatdn. En el punto de la
desembocadura del rio en la bahia se encuentra la ciudad de Chetumal que da
nombre a la bahia y es la ciudad mas importante de la regién y capital del estado

de Quintana Roo.

Entorno

Chetumal se encuentra localizada en una zona plana como es caracteristica en
toda la Peninsula de Yucatan, dos de su extremos, el este y el sureste, culminan en la
Bahia de Chetumal, cuya costa es baja y pedregosa, cubierta en su mayor parte por el
mangle, hacia el suroeste de la zona urbana se encuentra el cauce del rio Hondo y su
desembocadura, aunque no existe urbanizacién alguna en esa zona, la mayor parte
de la ciudad se extiende hacia el norte y hacia el oeste, su territorio Unicamente
tiene una diferencia de altura situada a unos 200 metros de la costa, el resto es
practicamente plano, con alguna minimas ondulaciones, esta zona permite la

formacion de zonas pantanosas y aguadas durante la época de lluvias.
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Clima

La ciudad de Chetumal tiene un clima clasificado como célido, subhimedo con
lluvias en verano, que es el que se registra en la totalidad continental del estado de
Quintana Roo; la temperatura media anual que se registra es de 26.2°C, y la
precipitacién promedio anual es de 1,275.9 mm de lluvia (Villanueva, 2004). De
acuerdo con Koppen, el clima de la zona se clasifica como Aw(x')i' Awii', clima
subhimedo, muy calido, (intermedio), con lluvias de verano, isotermal (variacién 5°C
y 7°C) con régimen de lluvias en verano, con variaciones en las precipitaciones totales
anuales en distintos puntos de la superficie del municipio. Los vientos dominantes
(regulares) para la bahia de Chetumal varian entre los cuadrantes Este y Sureste
(direccidn 93°). Los vientos del Este se presentan de junio a octubre y los del Sureste
de enero a mayo. La velocidad media de estos vientos es en promedio de 3-3.5
m/seg (10-25 km/h). El paso repetido de grandes masas de aire himedo
provenientes tanto del Mar Caribe como del Océano Pacifico, proporcionan un
aporte de humedad considerable que se ve reflejado en una alta precipitacién

promedio.

Hidrologia

De acuerdo con el comportamiento de los viento en la bahia de Chetumal existe
una influencia muy importante del viento con las mareas. Se presentan mareas bajas
debido al empuje del agua hacia el mar Caribe cuando hay presencia de vientos del
norte pero al contrario a esto con vientos del este y sureste se presentan las mareas
altas. Este fendmeno influye directamente con la turbidez del agua, ya que con las
mareas bajas disminuye el movimiento del agua y permite la sedimentacién de los
solidos que provocan la turbidez. Existen muchos trabajos realizados sobre la
batimetria de la bahia de Chetumal, pero no existe una batimetria detallada de la
bahia (De Jesus-Navarrete et al. 2000). De Jesus-Navarrete hizo un estudio y
determiné que la bahia de Chetumal es un cuerpo de agua somero, la profundidad
varia entre 1 y 5 m, con la menor profundidad hacia los margenes. Existen tres sitios
donde la profundidad es de 5 m uno en el norte, otro al centro y otro casi frente a

Chetumal.
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Playa Campestre

La Playa Campestre se localiza en la bahia de Chetumal (Fig. 1) (Uc-Perazay
Delgado-Blas, 2012). En este sitio se recolectd a la especie Laeonereis culveri
(Webster, 1879).

Figura 1. Localizacion geografica de |la bahia de Chetumal en Playa Campestre y la
ubicacidn del sitio de muestreo (Fuente: Google Earth ©2013 INEGI).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

OBJETIVO GENERAL

» Determinar la toxicidad del Bipiridilo en Laeonereis culveri.

OBJETIVO ESPECIFICOS

» Determinar la concentracion letal media (CLsg) del plaguicida Gramoxone® en

Laeonereis culveri a 48 h, mediante el método Probit.
»  Estimar el grado de toxicidad del plaguicida Gramoxone®.
»  Analizar el riesgo ambiental del plaguicida Gramoxone®.

> Recopilar informacién sobre la toxicidad de sustancias téxicas en poliquetos.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1. ¢Cual es la Concentracion Letal Media (CLsg) del Gramoxone® que eliminan el

50% de Laeonereis culveri?

2. ¢COmo afectaria dicho plaguicida a los poliquetos?

HIPOTESIS

Debido a que en las hojas de seguridad del Gramoxone® nos proporciona que la Clsg
de Daphnia magna fue de 6 mg/l, se estima al aplicar una concentracion mayor de

10 mg/l se eliminard el 50% de la poblacién de Laeonereis culveri.
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JUSTIFICACION

Los principales productos agricolas de Belice son la cafia de azdcar en el distrito
de Corozal y Orange Walk, citricos en el Stann Creek y Cayo, y pldtanos en Stann
Creek y Toledo, por lo tanto, los plaguicidas y fertilizantes se utilizan ampliamente y
especialmente para estos productos. Las industrias utilizan los herbicidas, una gran
cantidad de nematicidas, fungicidas e insecticidas. Muchos agricultores utilizan
mayores cantidades de pesticidas de los que se requieren y esto causa dafios a la

flora y fauna del ecosistema.

El uso de plaguicidas puede provocar efectos muy adversos sobre la flora y
fauna. La toxicidad de los plaguicidas ocasiona un riesgo ecolégico que sin tomar
medidas de mitigacion o realizar evaluaciones ambientales seguramente traerd
cambios dafiinos no solo a la cadena trofica sino también a todo el ecosistema. Las
importaciones de los plaguicidas se han mantenido relativamente constantes durante

los ultimos anos.

En 2001, los plaguicidas mds utilizados en Belice se muestran en la Tabla 2. Los
piretroides constituyeen el mayor grupo mas usado; estos incluyen insecticidas,
acaricidas y aerosoles. Los organofosforados son el siguiente grupo mas utilizados,
gue incluyen sobre todo los insecticidas. Los arsenicales inorgdnicos, los bipiridilos
(como el paraquat) y los carbamatos (como Temik utilizado en la industria del

pladtano como un nematicida) también son utilizados comunmente.

De acuerdo con los informes de los registros de los plaguicidas en Belice, se
decidié tomar el plaguicida Gramoxone (Bipiridilo) (Tabla 2) para realizar este trabajo,
con el objetivo de evaluar su nivel de toxicidad y verificar su impacto al ambiente, ya
qgue es uno de los plaguicidas mdas comerciales y usados en Belice basado, con base
en las leyes sustantivas, aprobadas por la Comisiéon de Revisidn Legislativa bajo la
autoridad de la Ley de Revision Legislativa, Capitulo 3 de las Leyes sustantivas de

Belice, Ley de Control de Plaguicidas del Capitulo 216.
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Tabla 2. Los plaguicidas mas utilizados en Belice en 2001 (Fernandez, 2002).

CHEMICAL FAMILY QUANTITY (lbs)
Synthetic pyrethroid 499967
Organophosphate 280963
Inorganic Arsenicals 263971
Bipyridylium 244579
Carbamate 231967
Ethylene Bisdithiocarbamate 209412
Phosphoric Acid 171799
Glyphosphate 55912
Substituted Urea 36436
Chlorinated Phenoxy 30852
Triazine 25173
Thiourea 22702
Phenoxy propionate 20326
Triazole 18242
Amide 12100
Oximinoacetate 11870
Dinitroaniline 9302
Phenol 8192
Biological 7177
Benzimidazole 5140

Por ello, se pretende determinar la toxicidad aguda sobre los poliquetos, éstos
se consideran modelos importantes para ser empleados en la evaluacion de los
efectos de la contaminacion (Scaps y Borot, 2000). Entre los poliquetos se encuentra,
Laeonereis culveri (Anexo 4), es una especie muy abundante, de facil recolecta e
identificacion en la Bahia de Chetumal. Ademds son buenos bioindicadores para
evaluar la toxicidad de los plaguicidas ya que su movilidad esta limitada, esto significa

gue enfrenta los cambios de los factores abidticos y bidticos imperantes del medio.

15



MARCO TEORICO

Descripcion de los Poliquetos

Los poliquetos son gusanos marinos de cuerpo dividido en varios segmentos y
de habitos muy diversos. Viven en tubos, enterrados en el sedimento, entre algas,
algunos son comensales o parasitos. El cuerpo de los poliquetos se divide en 3
regiones bdsicas. La anterior o acrén estd formada por el prostomio (prebucal) y
peristomio o (circumbucal), a continuacion se halla el metastomio o tronco

segmentado (soma) y pigidio o cola (Harris et al. 2009).

El prostomio es el segmento preoral donde se hallan los ganglios cerebrales y los
drganos sensoriales que incluyen ojos, antenas o tentdculos, palpos sensoriales y
drganos nucales; en las formas sedentarias tanto el prostomio como los érganos
sensoriales pueden reducirse mucho. Peristomio o segmento oral, donde se abre Ia
boca y donde se hallan los érganos de captura de alimentos y érganos sensoriales

relacionados con la alimentacidn.

El metastomio es el resto de segmentos del metasoma que pueden ser
semejantes (segmentacion homoénoma) o formar regiones claramente definidas
(segmentacion heterénoma); este es el caso de algunos poliquetos sedentarios. Las
estructuras mas caracteristicas del metastomio son los parapodos o parapodios.
Tipicamente, los parapodos tienen dos ramas: una dorsal (notopodio) y otra ventral
(neuropodio), ambas con uncirro, y estan provistos de quetas, que son unas
aciculas quitinosas muy caracteristicas que dan nombre a esta clase de animales. Las
guetas estdn conectadas por una serie de musculos con el mesenterio ventral, que
permite su movimiento y asi el movimiento del animal. También los neuropodios
estan provistos de aciculas estructuras mas firmes que las quetas, utilizadas para
proteccidn. El notopodio tiene con frecuencia expansiones filamentosas o laminares
gue actian como branquias. En el pigidio se abre el ano y presenta dos o tres cirros
anales que, en los sedentarios pueden modificarse para formar estructuras de

fijacion.
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La mayoria de los poliquetos que pululan sobre y bajo el sustrato se trata de
especies carnivoras o carrofieras con ojos y 6rganos sensoriales extremadamente
sensibles. Su boca es proyectable y las protuberancias de sus segmentos estdn
desarrolladas para posibilitar el desplazamiento del animal. En aquellas especies
nadadoras estos segmentos estan modificados para facilitar la natacion y su
coloracién es mayoritariamente transparente.

Los poliquetos excavadores se desplazan bajo el sustrato dejando construidos
tras su paso pequefios tuneles que no se derrumban debido a la mucosidad con la
gue impregnan sus paredes. Estos presentan los érganos sensoriales reducidos y en
muchos casos su vision es limitada. Su alimentacidn es mayoritariamente omnivora
basada en restos y desechos presentes en el sustrato.

En general, los poliquetos son componentes relevantes de las comunidades
marinas bentdnicas, por su abundancia y riqueza de especies. Ellos constituyen entre
el 35% y 65% de las especies de organismo marinos macroscépicos que habitan los
sustratos blandos y un nimero habitan las costas rocosas (Harris et al. 2009). El
conocimiento de la poliquetofauna es importante para caracterizar los distintos
habitats bentdénicos y también para realizar programas de vigilancia ambiental
porque varias de sus especies son sensitivas y pueden ser buenos indicadores de

contaminacion.

Los poliquetos son buenos bioindicadores debido a sus atributos y
caracteristicas que tienen y se mencionan a continuacion:

» Son biolégicamente relevantes e importantes para mantener una comunidad

equilibrada.

» Tienen una baja variabilidad genética y ecoldgica.

» Son muy abundantes.

»  Estan limitados en su movilidad y tienen ciclos de vida cortos.

»  Sus condiciones permiten efectuar mediciones continuas.

» Tienen un bajo costo en cuanto a la medicién proporcionando una cantidad de
informacién maxima por unidad de esfuerzo.

» En cuando el muestreo no presenta un desequilibrio o destrucciéon al

ecosistema.
»  Sus caracteristicas ecoldgicas son bien conocidas y por lo tanto se puede definir
la variacidon natural y si sus situaciones son aceptables o no aceptables.

» Son oportunistas y proveen informacion para iniciar acciones rapidamente.
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No existe un organismo Unico y universal para ser usado en laboratorio a la hora

de establecer la toxicidad, cada organismo tiene su utilidad, por ello es esencial

entender las limitaciones de las pruebas de toxicidad (Del Valls y Conradi, 2000).

Existe una clasificacion de los diferentes grupos de organismos empleados en

ensayos de toxicidad (Tabla 3).

Tabla 3. Relacién de organismos utilizados en bioensayos de toxicidad (Henry, 1988).

Cultivo en Empleado como
Organismo Laboratorio Recolecciéon en Campo organismos en
Bioensayos
1. Algas Excelente Muy dificil de recolectar el Si
cultivo puro
2. Protozoos Excelente Muy dificil de recolectar el Muy Limitado
cultivo puro
3. Invertebrados
a. Plancténicos
1. Rotiferos Bueno Muy dificil de recolectar el Limitado
cultivo puro
2. Cladéceros Excelente Alta tasa de mortalidad Si
tras la recoleccion
3. Copépodos Medio Alta tasa de mortalidad Limitado
tras la recoleccion
4. Camarones Bueno Bueno Si
b. Bénticos
1. Anélidos Medio Medio Limitado
2. Insectos Bajo Medio Si
3. Molluscos Bueno Medio Si
4. Crustaceos Bajo Medio Si
4. Peces Excelente Alta tasa de mortalidad Si

tras la recoleccidn
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Laeonereis culveri

El Laeonereis culveri tiene un cuerpo palido, de 35 mm de largo y 2 mm de
ancho, con 95 setigeros. Prostomio con una hendidura dorsal, un par de antenas
pequefias; con dos pares de ojos en arreglo rectangular, los anteriores reniformes,
los posteriores ovales. Tienen palpos biarticulados, con el palpostilo redondeado, y el
peristomio ligeramente mds largo, con 4 pares de cirros tentaculares y el par mayor
alcanza el setigero 2 (Fig. 2) (De Ledn Gonzalez, 1999). Habitan dentro del sedimento
donde excavan galerias en forma de U de entre 10-20 cm de profundidad,
alimentandose de la materia orgdnica del sedimento. Viven en la franja entre mareas
en ambientes arenosos o fangosos, preferentemente de ambientes salobres

(marismas y planicies de marea sin vegetacion).

La clasificacion de Laeonereis culveri de acuerdo al "Catalogo de la Vida 2010:
The Intergrated Taxonomic Information System es Reino: Animalia, Filo: Annelida,
Clase: Polychaeta, Orden: Aciculata, Familia: Nereididae, Género: Laeonereis, Especie:

Laeonereis culveriy se encuentra en distintos lugares del mundo (Fig. 3).

Figura 2. Laeonereis culveri (De Ledn Gonzalez, 1999).
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Figura 3. Distribucién mundial de Laeonereis culveri (De Ledn Gonzalez, 1999).

El Desarrollo Historico del Paraquat

El Paraquat fue producido por primera vez en 1961 para propdsitos comerciales
por el Instituto de Cooperacién Iberoamericana (ICl), y actualmente por Syngenta.
Hoy en dia entre los herbicidas el paraquat es el mas cominmente usado. En 1969
este plaguicida fue introducido a México y América latina por un grupo de empresas
de una corporacién Transquimica de México y Petroquimica de Bajo ambas

subsidiarias del grupo corporativo Celamex.

El Paraquat es el nombre comercial del Dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo,
un violégeno; ademas es el ingrediente activo de Gramoxone (Anexo 3) que es
peligrosamente venenoso para los humanos si es ingerido. Su formula empirica viene
siendo CipH14N,Cl, con su No. de registro del CAS: 1910-42-5 (WHO, 1993). El
Paraquat es hidrosoluble, corrosivo, incoloro e inodoro; a los formulados se agregan

sustancias nauseabundas y colorantes para distinguirlos de otros productos.
Algunos nombres comerciales son: Gramoxone®, Weedol®, Dextrone®,

Gramuron®, Herboxone®, Pillarxone®, Dicloruro de Paraquat® y Cloruro de

Paraquat®. La estructura quimica del Gramoxone® se puede observar en la Figura 4.
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Figura 4. Estructura Quimica del Gramoxone® (OSHA).

El ingrediente activo de Paraquat pertenece al compuesto de los Bipiridilos. Los
Bipiridilos son compuestos de amonio cuaternario, muy peligroso y toxico. Si se
ingieren por via oral, producen fibrosis pulmonar irreversible. También dafian el
pulmodn si son absorbidos por la piel. Ademas son herbicidas de contacto que dafian
rdpidamente los tejidos de las plantas, causando en ellas una apariencia como de
dafio por helada debido a la destruccion de las membranas celulares. Estos rdpidos
procesos de marchitamiento y desecacidon ocurren en cosa de horas, por lo cual
también se usan como desecantes foliares antes de la cosecha de cultivos para

semilla, algodonero, soya, cafia de azlcar y girasoles. (Ware y Whitacre, 2004).

Propiedades Fisicoquimicas del Paraquat

A continuacién (Tabla 4) se presentan las principales propiedades fisicas y

guimicas del Paraquat.

Tabla 4. Principales propiedades fisicas y quimicas del Paraquat (WHO, 1993).

Propiedades Descripcion
Estado Fisico Polvo Cristalino
Color Amarillo
Olor Inoloro
Peso Molecular 186.2
Gravedad Especifica (20 °C) 1.240-1.260
Punto de Fusion (°C) 175-180
Punto de Ebullicion (°C) 300
Solubilidad en agua (20 °C) 700 g/litro
pH de la formulacién liquida 6.5-7.5
Presion del vapor No medible
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El paraguat no es explosivo ni inflamable en las formulaciones acuosas. Es
corrosivo para los metales e incompatible con los agentes humectantes del
alquilarilsulfonato. Es estable en soluciones acidas o neutras, pero las alcalinas lo
hidrolizan facilmente. Las sales de paraquat puro son blancas y los productos
técnicos, amarillos, y son polvos cristalinos, incoloros e higroscépicos. Ademas es

ligeramente soluble en alcohol y practicamente insoluble en disolventes organicos.

Efectos de Paraquat en organismos acuaticos

La inclusién de compuestos xenobidticos en los sistemas acudticos es una
consecuencia no solo de la aspersion directa sobre cuerpos de agua, sino también
productos dela lixiviaciéon y escorrentia, bien sea en sistemas agricolas como en
producciones pecuarias. La exposicion a herbicidas a niveles por debajo de las
concentraciones ambientales esperadas se ha demostrado que compromete Ia
supervivencia, reproduccién y desarrollo del zooplancton, asi como de algunos
anfibios; dicho efecto esta relacionado con un bajo nivel de pH en el agua (Chen et al.
2008).

Elandalousi et al. (2008) evidenciaron que la exposicién en almejas Ruditapes
decussatus a glifosato (grado técnico) y Roundup® (producto comercial a base de
glifosato), redujo la supervivencia frente a un desafio con el protozoario Perkinsus
olsen. Los efectos fueron mayores en la exposiciéon al Roundup® ante lo cual los
autores argumentaron un efecto mds téxico debido al surfactante. Alberdi et al.
(1996) encontraron que el Paraquat fue muy toxico para dos especies decladdceros:
Daphnia spinulata fue menos tolerante que Daphnia magna. El ClLsg (48 h) fue de
2.57 mg/L para D. spinulata y 4.55 mg/L para D. magna. Estos valores son muy
cercanos a los rangos utilizados en ambientes acuaticos (0.1 a 2 mg/L), mostrando
qgue la exposicion crénica puede ser muy perjudicial para las poblaciones naturales
de la especie nativa D. spinulata y que la misma podria ser un muy buen indicador en

bioensayos toxicoldgicos.

El Paraquat puede ser muy tdxico para la fauna acudtica, incluso se ha
determinado que el grado de toxicidad es mayor al del glyfosato para claddceros y
para Scenedesmus quadricauda (Alberdi et al. 1996). Recientemente se estd
investigando su incorporacién a las tramas tréficas acuaticas y acudtico-terrestres. El
Paraquat también es téxico para eslabones superiores al analizado en el presente

trabajo. La toxicidad oral aguda (LDsg mg/kg) para el pato silvestre, es de 199
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mientras que para la rata blanca Rattus ratus es de 150 (Nimmo y Mcewen, 1998).
Vismara et al. (2000) estudiaron el porcentaje de mortalidad y de malformaciones
larvarias del anfibio Xenopus laevis Daudin, 1803, encontrando que el Paraquat tuvo
efectos letales para los embriones. Aunque no se encontraron indicios de actividad
teratogénica, si fueron comunes malformaciones especificas a nivel de los miocitos
que, al ser analizadas histolégicamente, confirmaron que el mecanismo de toxicidad
del Paraquat se ejerce a nivel molecular sobre los microfilamentos celulares.
Edwards et al. (2000) postulan que la principal causa de declinacién de las
poblaciones de liebre europea es el habito de las mismas de forrajear en los cultivos

tratados con Paraquat.

Pruebas de Toxicidad

Para poder determinar la toxicidad de alguna sustancia en el ambiente acuatico
se han utilizado bioensayos de laboratorio. Estas pruebas de ecotoxicidad llevadas a
cabo en el laboratorio se consideran relativamente precisas y fiables para obtener el
porcentaje de mortalidad de organismos de una especie determinada (por ejemplo,

50%) que estan expuestos a un contaminante toxico.

Durante la ejecucion de las pruebas se permite controlar diferentes pardmetros
tales como: oxigeno disuelto, temperatura, salinidad y pH. Por lo tanto, es una
herramienta Util para monitorear la calidad del agua y dar alerta temprana sobre la

descarga de contaminantes potencialmente dafinos.

Existen dos tipos de pruebas de ecotoxicidad; la toxicidad aguda y la crénica.
Pero el pardmetro toxicolégico mas usado empleado para evaluar el impacto
ambiental de una sustancia es la toxicidad aguda, ésta tiene la ventaja de ser
relativamente sencilla, es econdmica y dura un corto tiempo de 24 a 48 h en
invertebrados o a 96 h en peces. En cambio, los ensayos de toxicidad crénica o
sub-letales son mucho mas complejos y requieren mucho mas tiempo para su
realizacidén y por esta razén no se llevan a cabo con frecuencia. Los resultados se
expresan en valores de concentracion letal media (CLsg) que es la concentracién

toxica que causa la muerte al 50% de organismos de prueba.

La utilizacion de ensayos de toxicidad permite establecer los limites permitidos
para los distintos contaminantes, evaluar el impacto de mezclas sobre las
comunidades de los ambientes que las reciben y comparar la sensibilidad de una o

mas especies frente a distintos téxicos o a diferentes condiciones para el mismo
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toxico. Es util para la investigacion basica de la toxicidad, establecer criterios o
patrones de calidad de las aguas superficiales o de los efluentes, la evaluacién del
impacto ambiental y del riesgo ecoldgico, y el monitoreo de las condiciones

acuaticas.

Evaluacion de la toxicidad acuatica

La toxicologia acudtica tiene entre sus objetivos principales evaluar el efecto de
los toéxicos en el ecosistema. Desde los afios 60 las pruebas de toxicidad acuatica se
han llevado a cabo cada vez con mas frecuencia. En México, la ecotoxicologia es un
area de conocimiento de desarrollo relativamente reciente que presenta un rezago
considerable, careciéndose de una nomatividad en la eliminacién de descargas
basadas en criterios biolégicos, en comparacién con paises desarrollados como
Estados Unidos y la Unién Europea que cuentan con informacién documentada para

su legislacion.

Los estudios ecotoxicoldgicos que se han llevado a cabo con diferentes especies
acudticas constituyen la Unica forma de determinar el grado de toxicidad de
efluentes y compuestos quimicos aislados, ya que las pruebas fisicas y quimicas no
resultan suficientes para la valoraciéon de los efectos potenciales sobre la vida
acuadtica y terrestre, asi que la aplicacion de métodos biolégicos apropiados garantiza
la conservacién de los ecosistemas, como también nos permite incorporarlos como

criterios en el establecimiento de normas ambientales.

Con el fin de evaluar la toxicidad acuatica se incrementa la disponibilidad de los
métodos estandarizados (APHA - American Public Health Association, American
Public Works Association, Water Pollution Control Federation; ASTM - American
Society for Testing and Materials; USEPA — United States Environmental Protection
Agency; USEPA TSCA - Unites States Environmental Protection Agency Toxic
Substances Control Act; USEPA FIFRA — Unites States Environmental Protection
Agency Federal Insecticide, Fungicide, Rodenticide Act y OCED — Organization for
Economic Co-operation and Development) donde se dispone una gama de
organismos de prueba para determinar la calidad de las aguas y la toxicidad de
sustancias xenobidticas. Esto debido a la enorme cantidad de compuestos
sintetizados principalmente en las Ultimas décadas, que constituye una serie
amenaza potencial para todos los seres vivos por el desconocimiento que se tiene

acerca de sus caracteristicas toxicas.
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Riesgo Ambiental

La evaluacion del riesgo establece la probabilidad de que se produzcan efectos
adversos sobre el hombre, los animales, las plantas o el ambiente como resultado de
la exposicidon a uno o mas agentes estresantes (EPA, 1984). La valoracion de riesgo de
una sustancia potencialmente nociva estd en funcidn de varios factores: la exposicién
a la sustancia, los efectos resultantes de esta exposicion y los organismos expuestos a
la sustancia contaminante. De esta forma, la valoracion del riesgo ambiental se
puede definir como “la valoracidn cuantitativa de la probabilidad de que se verifique
un cierto efecto ambiental como resultado de la exposicion a una sustancia
contaminante” (Vighi y Bacci, 1998). La evaluacién del riesgo, por lo tanto, se basa en
la integracion de dos elementos: la caracterizacion de la exposicion y la
caracterizacion de los efectos que derivan de esa exposicidn. La caracterizacion de la
exposicién se entiende como el contacto o concurrencia entre los factores
estresantes y el componente ambiental receptor o entidad ecolégica (Encina y Diaz,
2001; Moraes, 2002).

La contaminacién de los ecosistemas acuaticos por plaguicidas puede ser directa,
por la aplicacién directa a las aguas de alguicidas o de otros plaguicidas usados en
agricultura, salud publica o indirecta, por la movilidad de los compuestos aplicados
desde el aire o directamente a los suelos. Esta contaminacidon puede alcanzar en
ocasiones un elevado riesgo para la flora y la fauna de los ecosistemas acuaticos,
produciendo la desaparicion de especies y, como consecuencia, la pérdida de
equilibrio en las cadenas tréficas. Ademas, puede provocar la reduccién de la calidad
del agua, como recurso utilizable, y la contaminacién de los acuiferos, o de otros

compartimentos ambientales, como el suelo (Barberd, 1989).

El movimiento de los plaguicidas esta relacionados con varios procesos tales
como la fotodescomposicion, la volatilizacién, la adsorcidn, la desorcidn, la lixiviacion,
la descomposicion bioldgica y quimica y otros factores que influyen en el

escurrimiento y el destino de los plaguicidas (Fig 5.)
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Figura 5. Movimiento y destino de los plaguicidas (Mufioz, 2004).

Los plaguicidas pueden ser emitidos como la técnica del tratamiento de los
Pyricularia oryzae en el trabajo de la Evaluacién de Riesgos Ambientales del uso de
Plaguicidas Empleados en el Cultivo del Arroz en el Parque Natural de La Albufera de
Valencia (Fig. 6) (Sanchez, 2008), por lo tanto, de esta manera se puede ocasionar
dafios al ecosistema, los cuerpos acudticos, el manto freatico y la contaminacion

atmosférica.
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Figura 6. Tratamientos con helicéptero y tractor cuba contra Pyricularia oryzae
(Sanchez, 2008).

Los factores abidticos y bidticos han afectado la evolucidn de los plaguicidas en
los ambientes acuaticos. Por lo tanto, el uso inadecuado de estas sustancias puede
ocasionar un grave riesgo y efectos negativos. La presencia de residuos de los
plaguicidas en el medio ambiente es un buen ejemplo de este efecto (Cebrian et al.
1988). Algunos plaguicidas son muy diversos; mientras unos se degradan con rapidez,
otros son muy persistentes y, para su desaparicion, precisan de amplios periodos de

tiempo.

Muchos de los casos estudiados nos muestran que el suelo y las aguas
subterrdneas se convierten en reservas ambientales de estos residuos, desde los
cuales se pueden desplazar, a través de una gran variedad de rutas, a la atmdsfera,
aguas y organismos vivos, que envolucra los procesos de acumulacidn, degradaciéon y
disipacion (Goodman et al. 1992). Estos ambientes acudticos que se convirtieron en
reservas o sumideros de los plaguicidas afectan a algunas caracteristicas de los
ecosistemas como la estructura (diversidad) y funcién (transferencia de energia y
nutrientes) y resulta en un ecosistema inestable. Los factores bdsicos como la
concentraciéon de los plaguicidas, el tiempo de exposicidon, las caracteristicas
ambientales del ecosistema y la presencia de otros téxicos determinan que tan
contaminados estan los ecosistemas acuaticos. Los efectos producidos sobre la biota

variaran segun el tipo de especie de lo que se trate (Rand, 1995).
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Los plaguicidas afectan a la base de la cadena tréfica dentro de un sistema
acuatico (Ware y Roan, 1970), es decir, pueden inhibir los procesos fotosintéticos del
fitoplancton y otras plantas acuaticas; esto afectard al balance natural de los
componentes de los ecosistemas acudticos (Lal, 1982) y a la vez conduce un

desequilibrio de otras unidades que estan en interaccién (Mulla y Mian, 1981).

La toxicidad es el area principal cuando se evalua los riesgos de los plaguicidas.
Los efectos ecoldgicos causados por las sustancias toxicas dependen de su actividad
bioldgica y de su estabilidad, que cambian en las diferentes condiciones ambientales.
Por lo tanto, es importante estudiar el comportamiento de los plaguicidas
selecionados en el medio ambiente, cdmo se comportan bajo determinadas
condiciones abidticas y ademas los microorganismos presentes en el medio ambiente

frente a estas sustancias ayudara a realizar la Evaluacién del Riesgo Ambiental (ERA).

Para evaluar el riesgo ambiental se debe analizar el transporte y la
transformacién de los contaminantes liberados al ambiente. Esto se obtiene
mediante numerosos analisis sistematicos de las concentraciones ambientales. El
modelo de fugacidad ha sido aplicado en varias situaciones relativas a contaminacion
por plaguicidas y también para evaluar el riesgo de contaminacién del ambiente
acuatico. Ellos permiten estimar la concentracidon ambiental, lo que da un indice de la
evaluacion de la exposicion a una sustancia al contrastar este valor con otro que dé
una indicacién de los efectos como, por ejemplo, el nivel de efecto no observado

(NOEL) o cualquier indice toxicoldgico expresado como la concentracion letal media
(CLso).

Se obtendra una visién de los probables efectos que se producirian en un
ambiente determinado (Encina y Diaz, 2001). La estimacidon de los efectos se puede
realizar por observaciones de campo o mediante ensayos ecotoxicoldgicos, los cuales
permiten establecer una relacién causal entre las concentraciones ambientales y los
efectos sobre las poblaciones. Se han desarrollado procedimientos estandares vy
protocolos para la realizacidn de bioensayos de toxicidad con distintas especies de
organismos a diferentes niveles de la organizacion bioldgica. Los bioensayos de
toxicidad son pruebas en las que se utiliza un tejido vivo, organismo o grupo de
organismos para determinar la potencia de cualquier sustancia fisiolégicamente
activa o de actividad desconocida, permitiendo comparar la toxicidad de diferentes

compuestos y conocer la sensibilidad de las diversas especies (Reish y Oshida, 1987).
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Para todos los contaminantes que se pueden dar en un determinado ecosistema,
algunos autores han clasificado el riesgo asociado al uso de plaguicidas en funcién de
los diferentes ecosistemas (Finizio et al. 2001). Sin embargo aunque el calculo de la
ERA (Evaluacién del Riesgo Ambiental) es relativamente facil, el problema principal
en la caracterizacién del riesgo es interpretar el verdadero significado del PEC/PNEC
(Predicted Environmental Concentration/Predicted Non Effect Concentration) en

términos de dafio a un ecosistema (Villa et al. 2003).

Normalmente, la evaluacion del riesgo en ecosistemas se realiza mediente el
calculo de la relacién PEC/PNEC, que recibe el nombre de “Cociente de Riesgo” y se
usa como indicador del grado de riesgo, para el ambiente, derivado del uso de los
compuestos sometidos a estudio. Como ya se ha comentado anteriormente, las PEC
establecen el nivel de exposicion del contaminante al que se ve expuesta la poblacién,
mientras la PNEC es la concentracién de téxico a la que no es previsible que ocurran
efectos adversos para la poblacidn. La relacion PEC/PNEC, juzga si un compuesto es
compatible ambientalmente, en funcidon de que PNEC sea mayor o menor que la PEC.
La EPA ha propuesto la inclusion de un “Factor de Evaluacién” (AF, Assessment
Factor), en la PNEC, que debe ser considerado como un “factor de seguridad”
(Comber et al. 2003).

La evaluacion de la exposicién consiste en predecir la concentracién de la
sustancia que se encontrard, con gran probabilidad, en el medio. Esta concentracion
se conoce como PEC, es decir la concentracién ambiental prevista. Unicamente es
necesario determinar el PEC en aquellos compartimientos ambientales en los que se

sabe que existen emisiones, vertidos, o donde es razonable preverlos.

El objetivo es predecir la concentracidn de la sustancia, por debajo de la cual no
deben esperarse efectos adversos, en el compartimiento ambiental que se trate. Esta
concentracién se conoce como PNEC es decir, la concentracion prevista sin efecto. El
PNEC corresponde normalmente al valor de ECsq (Concentracién Efectiva Media),
LOEC (la menor concentracion con efectos observables, estadisticamente
significativos), NOEC (Concentracidn sin Efecto Observado), etc., derivados de los

resultados de los ensayos de toxicidad.
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A este pardmetro se le aplicara el citado anteriormente “Factor de Evaluacién”, o
seguridad. Aplicado, ademas, en el cociente PEC/PNEC, un “Factor de Evaluacién” de
100 al PNEC (Palma et al. 2004), este factor de evaluacidn es una expresion del grado
de incertidumbre en la extrapolacion de los datos de un ensayo, sobre un nimero
limitado de especies, al ambiente real. De esta forma, cuanto mds amplios sean los
datos de un ensayo, menor sera el grado de incertidumbre y la magnitud del factor

de evaluacion.

En términos generales, cualquier existencia de los plaguicidas deben de aplicar
los criterios legales correspondientes, siendo necesario contar con planes de manejo
gue garanticen el manejo ambientalmente adecuado. Se deberd involucrar a los
productores, importadores, exportadores y comercializadores de plaguicidas tal y
como lo marca la LGPGIR (Ley General para la Prevencion y Gestiéon Integral de
Residuos) en su articulo 28 fraccion I. Para la gestion ambientalmente adecuada de
las existencias de los plaguicidas se debe de partir de las restricciones que marca, por

un lado el articulo 67 fraccion Il y el articulo 105 de este reglamento (LGPGIR).

En Belice el Control de Plaguicidas se rige por la Ley de Control de Plaguicidas, el
capitulo 181B de las Leyes de Belice, y su respectivo reglamento. La Junta de Control
de Plaguicidas (Pesticides Control Board) es el organismo oficial encargado de la
aplicacion de las disposiciones de la Ley de Control de Plaguicidas. La junta se
encarga de la gestidon, manejo y el registro del uso de todos los aspectos de los

plaguicidas en Belice.

Ademas en la NOM-045-SSA1-1993 y la NOM-232-SSA1-2009 (Norma Oficial
Mexicana) también se establecen las indicaciones, caracteristicas o requisitos que
deben aparecer en las etiquetas de los plaguicidas para uso agricola, forestal,
pecuario, jardineria, urbano, industrial y doméstico. La presente norma es de
observancia obligatoria para las personas fisicas y morales que se dediquen al
proceso de los plaguicidas. Por lo tanto, para cualquier tipo de plaguicidas es
necesario conocer las leyes y reglamentos para efectuar un manejo adecuado de
cada sustancia.
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MATERIALES Y METODOS
Método de Campo

De acuerdo al trabajo de Uc-Peraza y Delgado-Blas (2012), se establecié el sitio
de recolecta de Laeonereis culveri debido a que en ese sitio se encontrd una gran
abundancia de esta especie (Fig. 7), asi como también se tomaron muestras de
sedimento y agua para la aclimatacién de los organismos para los bioensayos. El agua

fue transportada en un garrafén de plastico con una capacidad de 20 litros.

Figura 7. Estacion Playa Campestre, sitio de recolecta de organismos de Laeonereis culveri

Los organismos de Laeonereis culveri fueron recolectados a diferentes distancias
de la linea de costa; para esta colecta de organismos vivos se utilizé un nucleador de
PVC de 11 cm de diametro y 25 cm de largo y posteriormente la muestra de
sedimentos se tamizé con dos aberturas de malla, uno grueso de 1 mm vy el otro fino
de 0.5 mm. Para poder manipular facilmente y evitar la fragmentacion de los
organismo se utilizarén pipetas de plastico de 3 ml de capacidad de succién y cada
organismo se colocd en un vial con agua del sitio de muestreo, con la finalidad de
gue no se enrollen los organismos y evitar estresarlos (Fig. 8). Seguidamente, los
organismos se colocaron en una nevera para su transporte al laboratorio. Los
sedimentos se recolectaron con el nucleador y se transportaron en bolsas de plastico.
Los bioensayos se mantuvieron a la misma salinidad del sitio de colecta. Todos
aquellos organismos que no pertenecieron a la familia Nereididae y el resto del
material bioldgico resultante fueron regresados a su medio.
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Figura 8. Método de recoleccion de Laeonereis culveri en la estacién "Playa Campestre”.

Laboratorio

Seleccion, Identificacion y Aclimatacion de los organismos

En el laboratorio se procedié con la clasificacién de los organismos
pertenecientes a Nereididae del resto del material bioldgico. Se seleccionaron los
organismos adultos de Laeonereis culveri con un tamafio de 20 mm
aproximadamente y que no estuvieran dafiados, fragmentados, o que no tuvieran

una coloracién pdlida o con poco movimiento.

Mediante un estereoscopio y un microscopio dptico se identificd a la especie de
estudio de acuerdo con las claves de Gonzalez-Escalante y Salazar Vallejo (2003) (Fig.
9). Posteriormente los organismos se colocaron en cristalizadores que tenian 200 ml
de agua, aireados y con los sedimentos, conservandolos a temperatura de
laboratorio, ciclo de luz y oscuridad natural en donde se aclimatizaron por 2 dias
previos a los bioensayos. Los nereididos tienen la capacidad de consumir detritos
presentes en el sedimento; por lo tanto, en el periodo del tratamiento y prueba no se
les proporciond alimento a los organismos. Después de colocar cada bioensayo con
los organismos correspondientes se esperé un periodo de 48 horas para la
aclimatacién de los organismos (Uc-Peraza y Delgado-Blas, 2012).

32



Figura 9. Método de identificacion de los organimos obtenidos del muestreo.

Preparacion del sedimento

El sedimento obtenido de la muestra fue tamizado con una abertura de malla de
0.5 mm para extraer todos los posibles organismos que pudieran haber quedado en
la muestra eliminando asi algun otro organismo no deseado en este estudio y
evitando las posibles reacciones con las bacterias. Después de la tamizada, se esperé
30 minutos para la precipitacion del sedimento. Posteriormente, el agua excedente
del recipiente fue extraida mediante un siféon y después el sedimento fue obtenido
(Fig. 10).

Por ultimo, el sedimento humedo fue colocado en cinco recipientes con sus tres
réplicas, cada cristalizador contenia sedimento que es suficiente para sostener la vida
y metabolismo de los organismos. Los cristalizadores fueron utilizados para llevar
acabo este bioensayo, ademas se utilizé un cristalizador para el manejo de control de
los poliquetos. La capacidad de los cristalizadores fue de 100 x 50 mm y de 125 x 65
mm (Fig. 15). El sedimento y el agua de ambos tipos de cristalizadores fueron de la

misma cantidad y concentracion.
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Figura 10. Método de la preparacién del sedimento para los organismos.

Preparacion de agua salina.

Para la preparacién del agua de los cristalizadores de los bioensayos se utilizd
agua destilada junto con la sal marina "Oceanic” cuyo objetivo es utilizar agua libre

de cualquier sustancia téxica presente en el agua de la bahia (Fig. 11).

La salinidad utilizada en los bioensayos fue de 8%0o (8ppm), misma salinidad

gue la del sitio de muestreo en Playa Campestre.

Figura 11. Método de la preparacién de agua salina.
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Preparacion de la solucién madre

Para el plaguicida se prepard una solucion madre al 0.05% (0.5 ml) del producto
en 1 L de agua destilada (Fig. 12). A partir de esta solucién se preparon las diferentes
concentraciones nominales para los bioensayos (Anexos Fig. 24). En la determinacién
de las concentraciones a utilizar, se realizd una prueba exploratoria donde la
concentracién mas alta se multiplicé por un factor constante (0.5) para facilitar la
toma de la solucidon del plaguicida con el fin de obtener las concentraciones
uniformemente espaciadas dentro de una escala logaritmica. Para el Gramoxone® las

concentraciones fueron: 1.5, 3,6, 12 y 24 ppm (mg/I).

Figura 12. Método de la preparacion de la solucidon madre.



Preparacion de las disoluciones de prueba

Para la obtencidon de las concentraciones a las que los organismos de prueba
fueron expuestos en cada bioensayo, se calcularon las cantidades exactas a utilizar de
la solucion madre. Para el Gramoxone® las cantidades exactas fueron: las tres
réplicas del bioensayo 1 se agregd 0.8 ml de Gramoxone® en cada una, y se obtuvo la
primera concentracién (1.5 ppm); las tres réplicas del bioensayo 2 se agregé 1.6 ml
de Gramoxone® para obtener la segunda concentracidon deseada (3 ppm); las tres
réplicas del bioensayo 3 se agregd 3.3 ml de Gramoxone® para obtener la tercera
concentracién (6 ppm); las tres réplicas del bioensayo 4 se agregd 6.6 ml de
Gramoxone® para obtener la cuarta concentracidon (12 ppm); las tres réplicas del
bioensayo 5 se agregé 13.3 ml de Gramoxone® para obtener la Ultima concentraciéon
(24 ppm) (Fig. 13).

Por cada cdmara de bioensayo (Anexos Fig. 22), se utilizd6 un control de una
réplica sin afiadir ningun plaguicida. Para cada cristalizador se agregd un volumen
total de 200 ml de agua salina de la preparacion. Durante el proceso de la
preparacion de la solucion madre y la disolucidn de prueba para la realizacién de las
pruebas de toxicidad se utilizaron guantes, tapa boca, lentes de proteccién, pipetas, y
bata tomando en cuenta todas las medidas de precaucién necesarias para evitar

cualquier dafio a la salud.

Figura 13. Método de la preparacion de las disoluciones de pruebas.
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Preparacion del bioensayo

Por cada réplica del bioensayo se colocaron 10 organismos de Laeonereis culveri
(Fig. 14), asi como sedimento y agua previamente adicionados. Se esperd un periodo
de 30 minutos para que los organismos se introdujeran en el sedimento de los
bioensayos (Fig. 15). Posteriormente se agrego la soluciéon tdxica a diferentes

concentraciones en los bioensayos.

Figura 14. Organismos utilizados para la realizacién de los bioensayos.

Figura 15. Realizacién de los bioensayos.
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Realizacion de las pruebas de toxicidad

Para las lecturas de la mortalidad de los organismos en cada camara de los
bioensayos se realizaron lecturas a 1, 4, 8, 16, 24, 36 y 48 h de exposicion (Tabla 18).
Los organismos considerados como organismos muertos fueron aquellos con
coloracién palida, hinchados y que se encontraran inmdviles en la superficie del
sedimento (APHA, 1992). Una vez detectados los organismos muertos, fueron

removidos de los cristalizadores con el uso de las pipetas de plastico.

Calculo de la concentracion letal media (CLs)

El Método Probit, también conocido como Método de Unidades Probabilisticas
siguiendo el procedimiento de la Norma Oficial Mexicana NOM-078-ECOL-1994 fué
utilizado mediante el andlisis grafico (APHA, 1992) para poder calcular Ia
Concentracion Letal Media y sus intervalos de confianza al 95% a 48 h de exposicion

en Laeonereis culveri.

A través de la Norma Mexicana NMX-AA-122-1995-SCFI, se llevaron a cabo los
procedimientos de este estudio y los resultados obtenidos se graficaron mediante
curvas de regresion Probit Empirico contra Log de la Concentracién en el programa
Microsoft Office Excel 2007, con sus respectivos limites de confianza.

Estimacion del grado de toxicidad
Tomando la Norma Mexicana NMX-AA-112-1995-SCFI como referencia para el

calculo de la toxicidad de los plaguicidas, la siguiente férmula fue utilizada para

calcular las Unidades de Toxicidad aguda (U.T.):

U.T. = (1/CLso) * 100

Para poder saber la clasificacion del grado de toxicidad de los plaguicidas

estudiados se basé en las Unidades de Toxicidad aguda (U.T.) de acuerdo a la Tabla 5:
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Tabla 5. Clasificacion de toxicidad basada en Unidades de Toxicidad (Saldafia et al. 2002).

Clasificacion Toxicidad (U.T.)
Altamente Téxico >4
Téxico 2-4
Moderadamente Téxico 1.33-1.99
Ligeramente Toxico <1.33

Estimacion del riesgo ecolégico (RE)

La caracterizacion del riesgo ecoldgico corresponde a la fase final del presente
estudio, se realizd sobre la base de la integracién de los datos de laboratorio y
estimaciones tedricas de posibles efectos. El riesgo puede expresarse como la
probabilidad de que un efecto adverso pueda ocurrir como resultado de la
exposicién a un determinado contaminante. El proceso general es una correlacion
del efecto ecoldgico con la concentracion ambiental para proporcionar las

probabilidades de que se produzcan los efectos ecolégicos en el sistema.

La Evaluaciéon de Riesgos Medioambientales (ERA) es un proceso gradual que
parte de la utilizacién de pruebas de andlisis de nivel y presunciones conservadoras
hasta llegar a experimentos cada vez mas realistas acompanados también de
presunciones mas realistas. Usando los datos pertinentes, se evalué una
concentracién ambiental prevista (PEC) y una concentracion sin efecto observable

prevista (PNEC) respecto a cada compartimiento ambiental.

PEC- Concentracién tedrica de un téxico al que es expuesto en el ambiente. En

el ecosistema para el plaguicida se presenta un valor de PEC (Tabla 6).

Tabla 6. Valor PEC para Paraquat (SCP, 2002).

Sedimentos (mg/Kg) 0.73
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PNEC- Para calcular el PNEC se utilizé el factor de incertidumbre 100 usado por la EPA
para datos de toxicidad aguda (CLso/100) (Uc-Peraza y Delgado-Blas, 2012).

Para hacer la estimacion del riesgo ecolégico se utilizé el método recomendado
por la APHA, el que consiste en dividir la concentracién prevista en el ambiente, con
la concentracién que produce un efecto ambiental inaceptable. El riesgo de
plaguicidas en sistemas acuaticos es calculado como el cociente PEC/PNEC que es
empleado como un indicador de riesgo y se trata de una expresién cualitativa del
riesgo (Varela, 2005).

Cociente de Riesgo (CR)

La proporcion PEC/PNEC se utiliza como indicador del riesgo y se denomina Cociente

de Riesgo

(CR): CR< 1 (es decir, PEC < PNEC): PEC es inferior a PNEC por lo que no se prevén

efectos nocivos.

CR = 1 (es decir, PEC = PNEC): PEC y PNEC son muy similares lo que indica que es
posible que se produzcan efectos nocivos. En este caso existen tres actuaciones
posibles: perfeccionar la evaluacién, reducir el uso (para reducir PEC) o no usar el

elemento.

CR> 1 (es decir, PEC > PNEC): PEC es superior a PNEC lo cual significa que es probable
gue se produzcan efectos nocivos. Esta situacidn conduce a dos actuaciones posibles:

reducir la utilizacién hasta que PEC sea inferior a PNEC o no usar el elemento.

Un cociente de riesgo (CR = PEC/PNEC) mayor o igual a 1 indica que hay probabilidad
gue los plaguicidas causen dafio en el ecosistema. La relacidn entre ambas se toma

como una medida de la probabilidad de que ocurrira un dafio.

La Tabla 7 muestra la clasificacion del riesgo ambiental. Para facilitar la interpretacion
de los resultados, se ha optado por usar distintos colores segun el riesgo calculado,
representando en color rojo el riesgo Alto (CR 2 10), en color naranja el riesgo

Moderado (CR 1-10), y en color verde el riesgo Bajo (CR < 1).
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Tabla 7. Clasificacién del Riesgo Ambiental segun el Cociente de Riesgo
(Sanchez, 2008).

CR (PEC/PNEC)

Moderado

Método Estadisticos

Se aplicéd un analisis exploratorio para los datos obtenidos de las pruebas de
toxicidad aguda con la finalidad de conocer el comportamiento general de los datos.
Posteriormente, para analizar las diferencias de muertos entre las concentraciones
del herbicida en el bioensayo de toxicidad aguda, se procedid a aplicar la estadistica
inferencial del analisis de varianza (ANOVA) de una via (concentracion de herbicida),
con un disefio de bloques completo al azar, con el propdsito de analizar las
diferencias entre las concentraciones, considerando como variable de respuesta la
mortalidad de Laeonereis culveri a 48 h de exposicion al plaguicida Gramoxone®. Las
ANOVAS se realizaron con un nivel de confianza de 95% y para este nivel de confianza
se rechaza o se acepta la hipdtesis estadistica, es decir, la hipdtesis nula. Para ello, se

procedid a formular las siguientes hipétesis:

-Hipdtesis nula = No presenta diferencias estadisticas significativas en la mortalidad
evaluada entre las concentraciones.

-Hipdtesis alterna = Existen diferencias estadisticas significativas en la mortalidad de

las concentraciones.

Al observar las diferencias estadisticas se rechaza la hipdtesis nula y se acepta a
hipdtesis alternativa. Los cdlculos estadisticos se realizaron con el programa
Microsoft Office Excel 2007 y el paquete JMP® Versién 8.
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Recopilacion de base de Datos:

Para tener un indicador del numero de estudios realizados sobre la toxicidad de
diversos compuestos en poliquetos de los ultimos 20 afios se efectué una busqueda
mediante la base de datos de Elsevier Scopus (Scopus, 2013), SpringerLink y Web of
Science acotando la busqueda con varias combinaciones de las palabras clave
“bioensayos”, “poliquetos”, “toxicidad”, “bioassays”, “polychaeta”, “toxicology”.
Ademas de incluir a las revistas clasificadas como indizadas, esta base de datos
contiene articulos de revistas cientificas de circulacién regional y nacional no
indizadas pero registradas en dicho sistema. Si bien no es completa dicha base de
datos, si permite acceder a los trabajosmas visibles en el drea en el contexto

internacional.
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RESULTADOS

Evaluacidn de Laeonereis culveri por el método Probit mediante el calculo de la CLsg

con diferentes concentraciones del plaguicida Gramoxone®.

Determinacion de la Concentracion Letal Media (CLsg).

La Concentracion Letal Media (CLsp) se calculé por el Método Probit. Las
concentraciones utilizados fueron de 1.5, 3, 6, 12 y 24 mg/l respectivamente. Se
emplearon 10 organismos de Laeonereis culveri en cada cristalizador; durante 48 h
de exposicidn del téxico a los organismos, se observd una mortandad del 56.66% en
la concentracion de 24 mg/l, 36.66% de mortalidad en la concentracion de 12 mg/I,
20% de mortalidad en la concentracién de 6 mg/l, 13.33% de mortalidad en la

concentracidn de 3 mg/ly el 3.33% en la concentracion 1.5 mg/I (Tabla 8).

Tabla 8. Resultados obtenidos durante la realizacidn del bioensayo con Laeonereis

culveri con la toxicidad del plaguicida Gramoxone®.

Concentracion No. organismos No. organismos Mortalidad por
(mg/l) expuestos muertos concentracion (%)
24 30 17 56.66
12 30 11 36.66
30 6 20
30 4 13.33
1.5 30 1 3.33
Control 30 0 0

Para cada concentracién se calculd el log, resultando, el log de la concentracion
de 24 mg/I fue de 1.38, el log de 12 mg/I fue de 1.07, el log de 6 mg/| fue de 0.77, el
log de 3 mg/I fue de 0.47 y el log de 1.5 mg/| fue de 0.17.
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Posteriormente, se calculé el valor de Probit Empirico relacionando el
porcentaje de mortalidad de cada concentracién (Tabla 9) con los valores (Tabla 10)
gue se obtuvieron de la Norma Oficial Mexicana (Prueba de toxicidad aguda con
Daphnia magna (crustaceo-claddécero) método de prueba). El Probit Empirico de un
porcentaje de mortalidad de 56%, 36%, 20%, 13% y 3% fueron de 5.15, 4.64, 4.16,
3.87 y 3.12 respectivamente.

Tabla 9. Datos de toxicidad de Laeonereis culveri para el Método Probit.

Concentracion Log de la No. de Mortalidad % de Probit
(mg/l) Concentracion | Organismos | Observada | Mortalidad Empirico

1.38 56.66 5.15
1.07 30 11 36.66 4.64
0.77 30 6 20 4.16
0.47 30 4 13.33 3.87
0.17 30 1 3.33 3.12

Tabla 10. Relacion entre el Probit empirico y el porcentaje de mortalidad.

= 267 295 312 325 336 345 352 359 3.66
372 377 382 387 392 39 401 4.05 408 4.12
416 419 423 426 429 433 436 439 442 445
448 450 453 456 459 461 464 467 469 472
475 477 480 482 485 487 490 492 495 497
500 503 505 508 510 513 515 518 520 523
525 528 531 533 536 539 541 544 547 550
552 555 558 561 564 567 571 574 577 581
584 588 592 595 599 604 6.08 613 6.18 6.23
6.28 634 641 648 655 664 675 688 7.05 7.33
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Se graficaron los valores de Probit Empirico en el eje "Y" y los valores de log de

la concentracién en el eje de las "X, por medio del programa de Microsoft Excel
2007 (Fig. 16).

CL,

Probit Empirico
w

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6
Log

Figura 16. Representacion grafica del célculo de la CLso.
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Posteriormente se realizé el ajuste de la linea por el método de minimos
cuadrados utilizando la ecuacién de la recta: y = m x + b. Con este método se
determinaron los valores de los parametros m (pendiente) y b (ordenada al origen)
de la recta que mejor se ajusta a los datos experimentales (Fig. 17). El valor de la

pendiente (m) fue de 1.599 =~ 1.6 y este valor se utilizé para el cdlculo del Probit

Calculado (PC).

y=mx+b
y =1.599x + 2.953 C|_50
R?2=0.983

Sy

—

Probit Empirico
N w

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6
Log

Figura 17. Ajuste de la recta por el método de minimos cuadrados.
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Para obtener el valor de log de la Clsg, se trazé una recta perpendicular al eje
“Y" exactamente en el valor Probit igual a 5 (el valor correspondiente a un % de
mortalidad de 50%) y en el punto de interseccidén con la recta ajustada se proyecté
hacia el eje "X". El valor del log de la CLso fue de 1.284 (Fig. 18).

6
5
o
L4
\=
g_ /
W 3
x
o]
22
[~ %
1
0 T T T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6
1.284
Log de la CL;,

Figura 18. Representacion grafica del log de la CLsp.

Con el valor de Log de la CLso(x= 1.284), se procedié a determinar la concentracién

letal que elimina el 50% de los organismos (CLsg) mediante la siguiente relacién:
Clso= Antilogm X, (en Y= 5)

Simplificando:
x = log Clso=1.284

Por lo tanto:
ClLso = Antilog (1.284) = 19.23 mg/I

El valor de 19.23 mg/I representa la concentracion letal media del herbicida

Gramoxone® en Laeonereis culveri expuestos en la investigacion.
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Determinacion del Error Patron

Primero se determind "S” que esta definido como el rango de incremento en el
Probit Empirico (PE) para la obtencidon de PC (Probit Calculado) y tiene la siguiente

relacion:

_ X2 — X4
PEMax - PEMin

S

Donde:

X2y X1 = son los valores mas bajos y mds altos respectivamente obtenidos a partir de

la concentracién en log (x).

PEmaxy PEwmin = son los valores mas alto y mas bajo respectivamente obtenidos a partir
del Probit Empirico (PE).

Sustituyendo:

_ 1.38-0.17
~ 5.18-— 3.12

S = 1'21—0587 0.6

T 206 T

Una vez que se obtuvo el valor de "S”se calculd el Probit Calculado con la siguiente

relacion:
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1.38—-1.6
L (138-16)

PC = 4.6
0.6
e = 5+(1.07—1.6)_41
N 0.6 o
e = 5+(0.77—1.6)_36
N 0.6 o
e = 5+(0.47—1.6)_31
N 0.6 o
e — 5+(0.17—1.6)_26
N 0.6 T

Para poder determinar el Error Patron se procedid a realizar la Tabla 11. Se
calculd el valor del factor ponderado (w) a partir de los valores de PC empleando la
Tabla 12. Para las concentraciones 24, 12, 6, 3 y 1.5 mg/l los valores de Factor
Ponderado (w) son 0.601, 0.471, 0.302, 0.154 y 0.062 respectivamente.
Posteriormente se calcularon los productos de Nw, NwX y NwX? y finalmente la

sumatoria de cada uno de los productos fue obtenida.

Tabla 11. Determinacion del Error Patron.

Log de la No. de Probit Factor Producto Producto Producto

Concentracion | Organismos | Calculado | Ponderado
(X) (PC) (w) (Nw) (NwX) (NwX’)

30 4.6 0.601 18.03 248814  34.3363
30 4.1 0.471 14.13 151191  16.1774
30 3.6 0.302 9.06 6.9762 5.3716
30 3.1 0.154 4.62 2.1714 1.0205
30 2.6 0.062 18 | 03162 | 00537
477 | 495 | 570

49



Tabla 12. Factor Ponderado (w)

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

0.001 0.001 0.001 0.002 0.002 0.003 0.005 0.006 0.008 0.01
0.015 0.019 0.025 0.031 0.040 0.050 0.062 0.076 0.092 0.11
0.131 0.154 0.180 0.208 0.238 0.269 0.302 0.336 0.370 0.40
0.439 0471 0.503 0.532 0.558 0.581 0.601 0.616 0.627 0.63
0.637 0.634 0.627 0.616 0.601 0.581 0.558 0.532 0.503 0.47
0.439 0405 0.370 0.336 0.302 0.269 0.238 0.208 0.180 0.15
0.131 0.110 0.092 0.076 0.062 0.050 0.040 0.031 0.025 0.01
0.015 0.011 0.008 0.006 0.005 0.003 0.002 0.002 0.001 0.00

00 N OO 1 A W N P

Después de haber obtenido el factor ponderado y los calculos de los productos,

los valores fueron sustituidos en la siguiente relacion:

1 Y Nw(m — z)? °*
ESLog19CLso = S [<Z Nw) " <Z Nw(NwX?) — (¥ NWX)Z)l

Donde:
ES = Error Estandar
S = Intervalo de Incremento
m = Pendiente obtenida por minimos cuadrados
Para calcular el valor de z se utilizd la siguiente formula:

z = (NwX/Nw)

z=(49.5/47.7) =1.04
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Sustituyendo:

1 ) < 47.7 (1.6 — 1.04)? )l"'s

_ 2
ESL0g10CLso = (0.6) l<47.7 377 (57.0) — (49.5)2

47.7 (0.3136) )]"-5

ESLogaoCLso = (0.36) [(0'021) * (2718.90 = 245025

14.95872>]°-5

ESLog;oCLso = (0.36) [(0-021) +( 268.65

ESLog,,CLso = (0.36)[(0.021) + (0.056)]°5
ESLog,,CLs = (0.36)[(0.077)]°5
ESLog,,CLso = (0.36)(0.277)

ESLog,yCLso = 0.0998 = 0.09
El intervalo de confianza de la CLsg fue calculado con la siguiente relacion:
IC CLso = (CLso) (ESLogio Clso) (Lnso)

Sustituyendo:
IC CLsp = (19.23) (0.09) (2.3025)

IC CLsp = 3.98

Por lo tanto, el intervalo de confianza de la CLsp a 95% es: CLso = 19.23 mg/1+3.98.
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Determinacion de las Unidades de Toxicidad (U.T.)

Se realizé la determinacion de las Unidades de Toxicidad (grado de toxicidad de
un efluente, o la concentracidn de una sustancia expresada como una fraccion del

punto final de toxicidad medido: 1/CLso) mediante la siguiente férmula:

U.T. = (1/CLso) * 100

Donde:
U.T. = Unidades de Toxicidad Aguda
ClLsp = Concentracion tedrica que origina el 50% de mortalidad de organismos

expuestos con la muestra evaluada.

Sustituyendo:

UT. = (1/19.23)* 100

UT.=5.2

En la Tabla 13 se puede observar que el grado de toxicidad del plaguicida es

altamente téxica debido a que su U.T. es > 4 (Saldaiia et al. 2002), lo que significa que

no se descarta que ocasione problemas de toxicidad a los organismos del sistema

acuatico, en especial a los que habitan en el sedimento. A continuacién en la

siguiente tabla se puede ver la clasificacidon tdxica del plaguicida:

Tabla 13. Clasificacién toxica del plaguicida Gramoxone® en Laeonereis culveri.

Plaguicida T Clasificacion

Gramoxone® 5.2 Altamente Toxico

52



Calculo del riesgo ecoldgico del plaguicida Gramoxone®.

En la estimacidon del riesgo integrando los datos de exposicién obtenidos a
través de los datos de monitoreo quimico (PEC) y los datos de los efectos obtenidos
por los bioensayos ecotoxicolégicos llevados a cabo en el laboratorio (PNEC), se
encontré que el valor del PEC es superior al del PNEC por lo que el cociente de riesgo

fue superior a 1 (Tabla 14).

Tabla 14. Riesgo ecolégico del plaguicida como cociente de riesgo.

Gramoxone® 0.73 0.1923 3.8

PEC = Concentracidon ambientalmente prevista.
PNEC = Concentracidn observada.
CR = Cociente de Riesgo

De acuerdo con la clasificacion del riesgo ambiental, se observd que el riesgo
calculado es 3.8 que esta dentro el rango 1-10 por lo tanto se clasifica como un

riesgo moderado (Tabla 7).

Resultados del Método Estadistico

La estadistica descriptiva de los resultados de la mortalidad en el bioensayo con
Laeonereis culveri, esta representada por valores de posicién: percentil 25, 50 y 75;
centralizacion: media, mediana y moda; y de dispersién: varianza, desviacion

estandar y error estandar (Tabla 15).
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Tabla 15. Estadistica descriptiva de la variable de mortandad.

Limite de Limite de
Numero Media Mediana Moda Confiabilidad Confiabilidad
de Valores Inferior- 95% Superior- 95%
15 2.6 2 1 1.476726 3.723274
Minimo Maximo | Varianza | Desv. Std. | Error Estandar Percentiles
25 50 75
0 6 4.1142856 | 2.0283702 0.5237229 1 2 4

Al aplicar el analisis de varianza se obtuvieron los resultados que se presentan en la
Tabla 16.

Tabla 16. Andlisis de varianza de la variable de mortandad.

Origen de Suma de Grados Promedio Valor critico
las cuadrados de de los F Probabilidad paraP

variaciones libertad cuadrados

Entre 52.933333 4 13.2333 28.3571 <.0001* 0.05
grupos

Dentrode  4.666667 10 0.4667

los grupos
Total 57.600000 14

Los resultados del analisis de varianza, F = 28.3571 y el valor de probabilidad =
0.0001 es < que el valor critico de probabilidad = 0.05, lo cual indica que existen
diferencias significativas en la variable de mortandad de las diferentes
concentraciones (Fig. 19). Se puede observar el promedio de la variable de

mortandad en la Figura 20.
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Figura 19. Analisis de las diferencias significativas de la variable de mortandad.

Mortandad
w
|

1.5mg 3mg 6 mg 12 mg 24 mg

Concentracion

Figura 20. Promedio de la variable de mortandad por concentracion.
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Se aplicd un analisis de varianza a las réplicas de las concentraciones divididas
en tres grupos, cada uno con las cinco concentraciones expuestas. Se obtuvo un
factor de correccién F = 0.0420 y el valor de probabilidad = 0.9591 es > que el valor
critico de probabilidad = 0.05 (Fig. 21), lo que significa que no existen diferencias
significativas en la variable de muertos de las tres réplicas con diferentes
concentraciones.

mMortandad
(8]
|

1 2 3
Reéplica

Figura 21. Promedio de la variable muertos para los grupos de réplicas.
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De acuerdo con los articulos sobre bioensayos de toxicidad obtenidos en la base

de datos de Elsevier Scopus y SpringerLink después de 1987 hasta marzo de 2013 se

obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 17). Se puede observar que los estudios

toxicoldgicos relacionados con herbicidas mayormente se han empleado a los peces

como: Oncorhynchus mykiss, Clarias gariepinus y Channa punctatus.

Mas de 10 estudios utilizaron a la especie trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)

como la especie de prueba (Barros Santiago y Gamez Rojas, 2008). También se

encontré que mas de 25 estudios realizados sobre la toxicidad (CLso) del herbicida

Roundup® ninguno fue empleado con organismos de poliquetos, sino con distintas

especies de peces tales como Leporinus macrocephalus, Prochilodus

Oreochromis niloticus, por mencionar algunas (Albinati et al. 2007).

Tabla 17. Toxicidad de herbicidas en organismos acuaticos.

lineatus,

Compuesto Especie Tiempo CLso Referencias
Oncorhynchus nerka 1.3 mg/I
(Actinopterygii: Salmonidae),
Daphniapulex 1.2 mg/I
Garlon 4 (Branchiopoda: Daphnidae), 96 h Servizi et al.
Salmo gairdneri 2.2 mg/I 1987
(Actinopterygii: Salmonidae),
OncorhynchusKisutch 2.2 mg/l
(Actinopterygii: Salmonidae)
Oncorhynchus nerka 27.7 mg/|
(Actinopterygii: Salmonidae),
Daphniapulex 25.5 mg/I
Roundup® (Branchiopoda: Daphnidae), 96 h Servizi et al.
Salmo gairdneri 26.8 mg/I 1987
(Actinopterygii: Salmonidae),
OncorhynchusKisutch 42 mg/|

(Actinopterygii: Salmonidae)
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Gramoxone® Clarias gariepinus 96 h 90 ppm Oloruntuyi et al.
(Actinopterygii: Clariidae) 1992
MicroMicrotech® 14.36 mg/I
Bicep® Ceriodaphnia dubia 48 h 15.93 mg/l | Ortetal 1994
Extrazine® (Branchiopoda: Daphnidae) 32.99 mg/I
Lexone® 35.36 mg/I
Roundup® Leporinus macrocephalus 96 h 15.18 ppm Albinati et al.
(Actinopterygii: Anostomidae) 2007
Roundup® Prochilodus lineatus 96 h 13.69 mg/I Langianoy
(Actinopterygii: Curimatidae) Martinez, 2008
Roundup® Piaractus brachypomus 96 h 97.47 mg/|l | Ramirez-Duarte
(Actinopterygii: Characidae) et al 2008
Roundup® Oncorhynchus mykiss 96 h 1.006 mg/l | Barros Santiago
747 SG (Actinopterygii: Salmonidae) y Gamez Rojas,
2008
Glifosato Oreochromis niloticus 96 h 1.05 mg/I Ayoola, 2008.
(Actinopterygii: Cichlidae)
Atrazine Oreochromis niloticus 96 h 5.02 mg/I Botelho et al.
(Actinopterygii: Cichlidae) 2009
Roundup® Channa punctatus 96 h 32.54 mg/I Nwani et al.
(Actinopterygii: Channidae) 2010
Rasayanzine® Channa punctatus 96 h 42.38 mg/| Nwani et al.
(Actinopterygii: Channidae) 2010
Paraquat® Clarias gariepinus 96 h 60 mg/I Ladipo, 2011
(Actinopterygii: Clariidae)
Yerbimat® Goodea Atripinnis 96 h 38.95 mg/| | Ortiz-Ordofiez et
(Actinopterygii: Goodeidae) al. 2011
Gramoxone® Laeonereis culveri 48 h 19.23 mg/I En el presente

(Polychaeta: Nereididae)

estudio
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DISCUSION

En términos de la biodiversidad en ambientes bénticos marinos, los poliquetos
es el grupo mejor representado de la macrofauna marina (Salazar-Vallejo, 2008). No
importa si el ambiente es contaminado o impoluto, con sustratos duros o de
sustratos blandos, los poliquetos es usualmente el taxén mds abundante. Debido a su
tamafio pequefio, con ciclos de vida relativamente cortos y la facilidad de manejo en
los cultivos han sido muy utilizados como especies indicadoras de condiciones
ambientales tales como la calidad de agua, la diversidad de la comunidad y en

pruebas ecotoxicoldgicas.

Actualmente existen muchos estudios donde se evallan distintos compuestos
como son: metales pesados, desechos industriales, aguas residuales, hidrocarburos,
detergentes, materia organica etc. con diferentes especies bioindicadoras para
pruebas de bioensayos, sin embargo, este es un estudio que determina la toxicidad
de un herbicida utilizando poliquetos exclusivamente de la especie de Laeonereis
culveri para pruebas de laboratorio por lo que el presente trabajo es el primero que
lo realiza. Aparte de Laeonereis culveri, dentro de los estudios realizados de
poliquetos como indicadores de contaminantes organicos tales como los plaguicidas,
algunos otros organismos que se han utilizado anteriormente son los siguientes:
Neanthes arenaceodentata, Ophryotrocha diadema, Ophryotrocha puerilis, Nereis
virens, Arenicola cristata, Eurythoe complanata, Mediomastus californiensisy
Capitella capitata (Dean, 2008).

Antes del presente estudio no se habia evaluado la toxicidad de los herbicidas
con poliquetos, pero si se han utilizado otros organismos acuaticos, como son peces
y cladéceros para evaluar la toxicidad de los herbicidas; con respecto al Gramoxone®
exclusivamente sdélo se ha utilizado a los peces para determinar su toxicidad. Sin
embargo, debido a la escacez de estudios relacionados a la toxicidad del herbicidas
con poliquetos, se compara en este estudios a Laeonereis culveri con otros
organismos acudticos. Se puede observar que en pruebas de toxicidad (Tabla 16), se
emplea la especie Clarias gariepinus en Gramoxone® y en Paraquat® obteniendo una
CLso de 90 ppm y 60 mg/I respectivamente en un periodo de 96 horas. En cuanto el
valor que determina el 50% de la mortandad de la poblacién de los organismos, la
CLso del presente estudio fue de 19.23 mg/| para Laeonereis culveri a 48 horas. Las
caracteristicas fisioldgicas de cada especie nos puede dar una idea de por qué Clarias

gariepinus es mas tolerante al Gramoxone® que Laeonereis culveri, ademads de esto
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los poliquetos por tener un cuerpo suave, es mas facil la entrada del toxico al
organismo. La sensibilidad de las especies se varian dependiendo de las sustancias
toxicas a evaluar (Neff, 1987); ya que la toxicidad de un compuesto depende tanto de
la concentracién como del tiempo y la manera en que se ponga en contacto con los

organismos.

Aparte de que los peces son organismos mayormente utilizados para los
bioensayos también los antréopodos se han empleados para pruebas de toxicidad
aguda. Las especies Daphnia pulex y Ceriodaphnia dubia pertenecen al grupo
antrépoda (Claddceros). Para los estudios toxicolégicos de Daphnia pulex los
compuestos fueron Garlon 4 y Roundup® ambos a 96 h con su concentracién letal
media de 1.2 mg/l y 25.5 mg/l. Para Microtech®, Bicep®, Extrazine® y Lexone®
Ceriodaphnia dubia fue implementado con una duracién de 48 h obteniéndose un
CLso de 14.36 mg/l, 15.93 mg/I, 32.99 mg/l y 35.36 mg/| respectivamente. Se puede
observar que el valor de la concentracion letal media para estas dos especies fue de

1.2 mg/l a 35.36 mg/l y ambos son estudios para el compuesto de herbicidas.

También existen otros estudios donde se emplean a los poliquetos para evaluar
y determinar la toxicidad de otros compuestos, como es el estudio de MclLeese et al.
1982 donde utilizarona Nereis virens que pertenece a la familia Nereididae de los
poliquetos para determinar la toxicidad de cinco compuestos organoclorados en
agua y sedimento. Para los insecticidas Carbaril y Paration-etilo Arenicola marina
(Polychaeta: Arenicolidae) fue empleado a 48 horas (Conti, 1987), y otro estudios de
plaguicidas organofosforados y carbamatos fueron realizados con la especie Nereis

diversicolor también de la familia Nereididae (Scaps et al. 1997).

Para los estudios de metales pesados se emplearon varias especies de
poliquetos tales como Neanthes arenaceodentata, Nereis virens, Eurythoe
complanata, Eudistylia vancouveri, Perinereis nuntia, Sabella spallanzanii, Laeonereis
acuta, Capitella capitata y Perinereis aibuhitensis (Dean, 2008). Dentro de estos
estudios Cadmio, Cromo y Cobre fueron los mas estudiados. Se puede observar que
Neanthes arenaceodentata de la familia Nereididae y Capitella capitata de la familia
Capitellidae fueron los poliquetos empleados con mayor frequencia para determinar
la toxicidad en los metales pesados (Reish, 1984). Por lo tanto, los poliquetos son
buenos bioindicadores para estos compuestos. Para hidrocarburos se ha observado
gue también los poliquetos, en especifico la especie Neanthes arenaceodentata, son
empleados para evaluar los efectos agudos o crénicos de aquellos compuestos
(Emery y Dillon, 1996).
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Otros estudios sobre detergentes como el de Uc-Peraza y Delgado-Blas, 2012
utilizaron a Laeonereis culveri para determinar la toxicidad de los sulfanatos de
alquilbenceno de sodio lineal (LAS) en los detergentes domésticos. Con los datos
obtenidos se concluye que existen muchos estudios toxicolégicos de herbicidas en
peces y son muy poco utilizados los poliquetos; sin embargo el uso de los poliquetos
como bioindicadores mayormente se han aplicado en otros compuestos como los
metales pesados y los hidrocarburos, por lo tanto, los estudios sobre la toxicidad de

los herbicidas exclusivamente en poliquetos ha sido muy limitado.

Segun las hojas de seguridad de los plaguicidas, el Gramoxone® es utilizado en
agroquimicos comunmente y se han realizado estudios de toxicidad previa para
obtener informaciones ecotoxicoldgicas. Al aplicar una concentracién de 42.8 mg/I
de Gramoxone® se elimind el 50% de la especie Oncorhynchus mykiss en peces
durante 96 horas y hubo una inhibicion de crecimiento en algas a la 72 horas de
exposicién. Para la toxicidad de los invertebrados acudticos principalmente la especie
Daphnia magna, al aplicar solamente 6.0 mg/I del plaguicida durante 48 horas se
obtuvo la ClLsg. En comparacidon al presente estudio se presenta que Laeonereis
culveri es mas tolerante que Daphnia magna porque se requiere una aplicacién de
19.23 mg/I de la sustancia toxica para obtener la CLso. En consecuencia este método
de prueba es eficiente para determinar la toxicidad de cualquier tipo de sustancia
guimica ya que es menos costoso y a la vez no interrumpe la cadena alimenticia en el
ecosistema. Ademas es un proceso facil y viable llevado acabo en el laboratorio, por
lo tanto, se pueden observar detalladamente los diferentes cambios o reacciones

durante el experimento para obtener datos confiables y precisos.

En el presente estudio, el comportamiento de la mortalidad de Laeonereis
culveri con el plaguicida y los diferentes niveles de concentracién a los que fueron
expuestos, mostraron diferencias significativas al aplicar el analisis estadistico ANOVA
al 95% de confiabilidad. Esto significa que el comportamiento de la mortalidad de
Laeonereis culveri fue diferente al ser expuesto a los diferentes niveles de
concentraciones del plaguicida. La evaluacién de la toxicidad del Gramoxone® de
tipo Bipiridilo en Laeonereis culveri, ha resultado de gran interés, ya que los datos del
presente estudio muestran que el grado de toxicidad del plaguicida es altamente
toxico (Tabla 13), presentando 5.2 Unidades de Toxicidad. Esto significa que existe el
riesgo de que el plaguicida cause efectos adversos a los organismos del sistema

acuatico, en especial a los organismos que habitan en el sedimento.
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CONCLUSIONES

La toxicidad del plaguicida Gramoxone®, se obtuvo con una ClLsgde 19.23 mg/I;
siendo ésta la concentracion tedrica que eliminé al 50% de los organismos. Con el
resultado obtenido de la CLsy a 48 h, se concluyd que el plaguicida es téxico para

Laeonereis culveri.

El analisis de varianza nos indicd que existian diferencias significativas (p<0.05)
entre la mortalidad producida por diferentes concentraciones, por lo tanto se
concluye que la mortalidad esta directamente relacionada con la concentracién. A

mayor concentracién mayor mortalidad.

La experimentacion del plaguicida Gramoxone® con Laeonereis culveri usando
el método de los bioensayos demostrd que la especie fue sensible al téxico para un
periodo de exposicidon de 48 h. Esta especie puede ser utilizada para la evaluacion de
riesgos ecoldgicos por plaguicidas y como indicador de la calidad del agua, en

especifico en la Bahia de Chetumal, Q. Roo.

La evaluacion de la toxicidad del plaguicida Gramoxone® en Laeonereis culveri
fue clasificada como altamente tdxico, ya que los datos del presente estudio

muestran que su grado de toxicidad es de 5.2 Unidades de Toxicidad.

Finalmente, de acuerdo a la informacién aportada en este trabajo,
considerando el ambito de aplicacidn, las dosis de uso recomendadas, la evaluacidn
y el andlisis del plaguicida Gramoxone®, se concluye de que el cociente de riesgo (CR)
fue de 3.8 que es mayor a 1; ésto significa que hay una probabilidad de que el
plaguicida pueda ocasionar dafios o efectos adversos al ecosistema y a los
organismos, en especial a los que habitan en el sedimento. Por lo tanto, lo anterior

significa la existencia de un riesgo ambiental.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda dar seguimiento a la determinacidn de la toxicidad en cuerpos
acuaticos contaminados por los plaguicidas, con otras especies de poliquetos. Con la
finalidad de contar con una base que nos permita, en un futuro, comparar los datos y

para la toma de decisiones.

De acuerdo con los plaguicidas que existen mundialmente, todos tienen sus
hojas de seguridad y las informaciones para su manejo. Haciendo este trabajo se
concluyé que los valores de los limites maximos permisibles de cada pais varian
debido a las normatividad y los reglamentos hechos en la legislacion de cada pais,
por lo tanto, recomiendo que los valores de los limites maximos permisibles de cada
plaguicida sean estandarizados para tener un mayor efectividad y a la vez un mejor

manejo de los plaguicidas.

Ademas de los estudios ecotoxicoldgicos que ya se han hecho, recomiendo que
se realicen mds estudios con bioensayos de tipo crénico y subletal, para conocer mas
sobre los efectos de los plaguicidas existentes sobre sistemas (nervioso, respiratorio,
cirulatorio, inmune y excretor), érganos, crecimiento, comportamiento, reproduccion,
bioacumulacion y biomasa. Asi se podran indicar las posibles formas de gestion y
conservacion de los ecosistemas naturales y proveer un ambiente seguro y saludable

para las generaciones presentes y futuras.
Utilizar organismos de prueba aparte de los poliquetos como: peces, crustaceos,
y moluscos, con el objetivo de generar diferentes informaciones ecotoxicoldgicas del

mismo téxico evaluado para mejorar nuestra regién de Chetumal.

Se recomienda emplear a Laeonereis culveri para investigaciones de bioensayos,

debido a su sensibilidad, abundancia y facil manipulacion.
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ANEXOS

Anexol. Bioensayos

CAMARAS DE BIOENSAYOS
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Figura 22. Esquematizacién de la cdmara de bioensayo.
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Figura 23. Esquematizacién de la cdmara de bioensayo con el plaguicida Gramoxone®.
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Anexo 2. Resultados

CALCULO DE LAS DISOLUCIONES DE PRUEBAS

72.4% DEL Gramoxone®

72.4 gr =100 mi
724 gr = 1000ml
724,000 mg/It

724,000 mg = 1000 mli
X =0.5ml

X = 362mg

Dato: 0.5 ml se afora a 1000 mi
362 mg/It - Manera Alicuota

1.5 mg/I 3 mg/l 6 mg/I | 12 mg/I 24 mg/|

0.8 mi 1.6 ml 3.3 ml 6.6 mi 13.3 ml

Figura 24. Esquematizacion de las disoluciones de pruebas.

C1V1 - Csz
(362 mg) (V41) = (1.5 mg) (200ml) (362 mg) (V,) = (3 mg) (200ml)
(V1) = 0.8 ml (V5) = 1.6 ml
(362 mg) (V3) = (6mg) (200ml) (362 mg) (V4) = (12 mg) (200ml)
(V3) =3.3 ml (V4) = 6.6 ml

(362 mg) (Vs) = (24 mg) (200ml)
(Vs) = 13.3 ml
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CALCULO DE LA MORTANDAD DE LAEONEREIS CULVERI

Tabla 18. Mortalidad de Laeonereis culveri con el plaguicida Gramoxone® a 48 h.

Réplicas ‘ Tiempo de Exposicidn \Muertos Vivos = Total

Control

0o 0 0o o 0 0 0 0 10 10
Bioensayo 5
ER o |
Réplica2 | 0 2 1 1 1 1 /0 6 | 4 | 10
Réplica3 1 1 2 1 0 1 0 6 4 10
Bioensayo 4

Réplical 1 1 0 1 0 1 0 4
Réplicaz | 111 0 0 0 0 3 | 7 | 10
|

Bioensayo 3
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Anexo 3. Plaguicida utilizado en los bioensayos.

Gramoxone

Figura 25. Herbicida del grupo quimico Bipiridilo.

Nombre comercial: Gramoxone®.

Ingrediente activo: Paraquat: Sal dicloruro del ion 1,1’-
dimetil-4,4’ bipiridilio.

No. CAS: 1910-42-5.

No. ONU (UN): 2922.
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Anexo 4. Organismo utilizado en los bioensayos.

Laeonereis culveri (Polychaeta)

Figura 26. Laeonereis culveri

Taxonomia

Reino: Animalia
Filo: Annelida
Clase: Polychaeta
Orden: Aciculata
Familia Nereididae
Género: Laeonereis

Espécie: Laeonereis culveri (Webster, 1879)
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