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RESUMEN

Kresoxim-metil es un fungicida del grupo estrobilurina conocido por
afectar los ambientes acuaticos y terrestres. El objetivo de este trabajo fue
determinar la toxicidad de Kresoxim-metil sobre siete bioindicadores de
calidad ambiental. Se realizaron bioensayos ecotoxicolégicos con los
sietes modelos usando protocolos estandarizados. Kresoxim-metil afectod
la mortandad de Artemia franciscana, presentando a 48h un CLsy de 58
mg i.a-L?. En Carassius auratus a los 26 dias se observé que la
mortandad se vio afectada a la concentracién de 0,067 mg i.a-L?, la
eclosién se vio alterada a 0,134 mg i.a’L™; en el peso y longitud de los
peces sobrevivientes se observd efectos en la concentracion mas alta a
0,26 mg i.a’L™; no se vio efecto en el nimero de larvas deformadas y en
el porcentaje de juveniles de C. auratus, el comportamiento anormal se
vio afectado en la mayor concentraciéon a 0,26 mg i.a’L*. En Chlorella
vulgaris se observé efecto inhibidor de crecimiento a las 96 h con CLsg
>0,12 x 10" mg i.a-L™*. No se observé efecto de Kresoxim-metil sobre la
mortalidad de Chrysoperla externa y en la inhibicion de nitratos en las
comunidades microbianas de suelo. En Daphnia magna la CLso de
mortandad fue 1,04 mg i.aL® a las 48 h de exposicion. En Poecilia
reticulata la CLsp a las 96 h fue 6,51 mg i.aL™. Kresoxim-metil es mas

perjudicial en los ambientes acuaticos que en los terrestres.

Palabras claves: Artemia franciscana, Carassius auratus, Chlorella
vulgaris, Chrysoperla externa, Comunidades microbianas, Daphnia

magna, Poecilia reticulata.



ABSTRACT

Kresoxim-methyl is a fungicide of the strobilurin group known to affect
aguatic and terrestrial environments. The objective of this work was to
determine the toxicity of kresoxim-methyl on seven bioindicators of
environmental quality. Ecotoxicological bioassays were performed with the
seven models using standardized protocols. Kresoxim-methyl affected the
mortality of Artemia franciscana, presenting at 48h a CLso of 58 mgi.a « L-
1. In Carassius auratus at 26 days, was observed that the mortality was
affected at the concentration 0.067 mg i.a-L, hatching was altered at
0.134 mgi.a-L™* as well as in surviving fish weights and length of surviving
fish was observed effect at the highest concentration at 0.26 mg i.a-L™.
There was no effects on the number of deformed larvae and finally the
percentage of juveniles of C. auratus, abnormal behavior was affected in
the highest concentration 0.26 mg i.a.L™. Chlorella vulgaris showed a
growth inhibitory effect at 96 h with CLso> 0.12 x 10" mg i.a-L™. No effect
of Kresoxim-methyl on the mortality of Chrysoperla externa and in the
inhibition of nitrates in microbial communities of soil were observed. In
Daphnia magna the CLso mortality was 1.04 mg i.a-L™ at 48 h of exposure.
In Poecilia reticulata the CLs at 96 h was 6.51 mg i.a-L™. Kresoxim-methyl

is more harmful to aquatic than to the terrestrial environments.

Key words: Artemia franciscana, Carassius auratus, Chlorella vulgaris,
Chrysoperla externa, Daphnia magna, microbial communities, Poecilia

reticulata.
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l. INTRODUCCION

Los plaguicidas son sustancias o mezclas de sustancias de origen natural
o sintético, destinados a prevenir, destruir o controlar cualquier tipo de
plaga que ocasione un impacto econdémico significativo en el rendimiento
y calidad de las plantas. Los fungicidas son un tipo particular de
plaguicida que controlan enfermedades producidas por hongos,
inhibiendo o eliminando al hongo que causa la enfermedad en la planta.
Estos fungicidas son usados extensamente en la industria, la agricultura,
el hogar y jardin para un nimero de propdésitos que incluyen: proteccién
de las semillas de granos durante su almacenamiento, transporte y
germinacion; proteccion de los cultivos maduros y eliminacion de
enfermedades de la planta. Kresoxim-metil (C1gH19NO4), es un fungicida
sintético de amplio espectro derivado de la estrobilurina, sustancia
segregada por el hongo Strobilurus tenacellus (Pers.). Kresoxim-metil es
considerado toxico. Diversos estudios y andlisis estadisticos revelan su
persistencia en el agua, que requiere afios para degradarse generando
asi la alteracién de la fauna acuética, que a su vez al ser consumida por
los humanos, se expone a intoxicacion, convirtiéndose de esta manera en
un problema de importancia ambiental y de salud publica. Ante este
panorama, es necesario llevar a cabo un monitoreo y control del impacto
ambiental que tienen los fungicidas sobre el ecosistema, para determinar
la alteracion de los seres vivos en su entorno.
Como resultado de esta necesidad se han establecido una serie de

indicadores de caracter mecéanico y otros de tipo biologico (bioindicador).

Un bioindicador es un organismo o un conjunto de organismos que
muestra la propiedad de responder a la variacion de un determinado
factor abiotico o bidtico del ecosistema. Diversos estudios sefialan la
aplicabilidad del uso de pruebas con bioindicadores de invertebrados

(Daphnia magna Straus, 1820 y Artemia franciscana Kellogg, 1906), lo


http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/RefRpt?search_type=author&search_id=author_id&search_id_value=91425

gue reduce considerablemente el numero de ensayos de toxicidad en
mamiferos (ratas). Ademas se puede utilizar una mayor cantidad de
individuos a un menor costo, con facilidad de manipulacién y condiciones

de laboratorio controladas.

Hasta la actualidad, en el Perl no se han realizado investigaciones del
efecto ecotoxico de Kresoxim- metil sobre la calidad ambiental, por lo
tanto el objetivo de esta investigacion fue determinar la toxicidad del
fungicida Kresoxim-metil sobre siete bioindicadores de calidad ambiental,
siendo los bioindicadores:

Artemia franciscana "Artemia"

- Carassius auratus (Linnaeus, 1758) "Goldfish"

- Chlorella vulgaris Beijerinck, 1890 "Clorela"

- Chrysoperla externa (Hagen, 1861) "Crisopa o ledn de los afidos"
- Comunidades microbianas del suelo.

- Daphnia magna "Pulga de agua”.

Poecilia reticulata Peters, 1859 "Guppy".

Por lo que se busca determinar el efecto toxico de Kresoxim-metil en
el la mortandad del crustaceo A. franciscana a las 48h de exposicion.
Evaluar el efecto de Kresoxim-metil sobre la mortandad del pez C.
auratus a los 26 dias de exposicion. Establecer la Clso a las 24, 48, 72 y
96 h de exposicion por accién del Kresoxim-metil en la microalga C.
vulgaris. Identificar el efecto toxico de la exposicion del Kresoxim-metil a
las 72 h de exposicion sobre la mortandad en el depredador terrestre C.
externa. Observar el efecto téxico de Kresoxim-metil en el porcentaje de
inhibicién de nitratos en comunidades microbianas a las 120 h de
exposicion. Hallar la toxicidad aguda (mortandad) a 48 h y toxicidad

cronica (N° crias vivas, mortandad de los padres y longitud de hembras) a


http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/RefRpt?search_type=author&search_id=author_id&search_id_value=5655
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/RefRpt?search_type=author&search_id=author_id&search_id_value=38790
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/RefRpt?search_type=author&search_id=author_id&search_id_value=3896
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/RefRpt?search_type=author&search_id=author_id&search_id_value=25022

los 21 dias de exposicion de Kresoxim-metil sobre D. magna. Finalmente
conocer el efecto toxico de Kresoxim-metil en la mortandad de P.

reticulata a las 96 h de exposicion.



II.MARCO TEORICO

2.1. Ecotoxicologia

La ecotoxicologia tiene como materia fundamental de estudio a la
contaminacion, los sistemas bidticos en forma de toxicidad, alteracion de
especies, reduccion de una determinada productividad, entre otras,
puesto que no siempre un polutante se comporta como un toxico neto,
sino que puede suponer solo la creacién de un nivel indeseable en un

determinado ecosistema (Marti, 2003).

Capd6 (2002), cita a Truhaut (1975), quien establecié el término de

ecotoxicologia en lugar de toxicologia ambiental, usada hasta ese tiempo.

Los estudios ecotoxicologicos, se componen de tres secuencias (Truhaut,
1975).

- La liberacién del polutante, abarcando su formacién y la génesis en esas
fuentes de polucion, los medios y vias de transporte (suelo, aire, agua,
alimentos, etc.), los factores que influyen en su difusion, sus absorciones
geoldgicas y las posibles alteraciones de sus propiedades fisicoquimicas
debidas a los diversos componentes abidticos del ecosistema, dando

lugar a su acumulacion o degradacion.

- El ingreso de los polutantes en el medio biolégico, es decir, su entrada
en las cadenas bioldgicas, alimentarias, de comunidad, etc, con cinéticas

propias.

- Calificacion y cuantificacion de los efectos patoldgicos sobre los seres
Vivos y sus ecosistemas, con las consiguientes deducciones

epidemiolégicas y profilacticas.



2.2. Bioindicadores

Un bioindicador es un organismo o un conjunto de ellos (Baltanas, 2009)
de diferentes especies que presentan mayor fragilidad en el ambiente
desde el punto de vista bidtico, la comunidad hidrobiolégica y la
edafofauna (Gonzélez & Lozano, 2004). De tal manera que la respuesta
guede reflejada en el cambio de valor en una o mas variables de cualquier
nivel del organismo; estas variables o caracteristicas, o sus cambios,
pueden llamarse también variables bioindicadoras (Baltanas, 2009). Los
bioindicadores deben poseer las siguientes caracteristicas: presentar alta
sensibilidad ante sustancias toxicas, ser de facil manejo, amplia
distribucion, facilmente disponible (cultivo/captura), poseer una alta
adaptacion a diversos ecosistemas y condiciones de laboratorio y

presentar ciclos de vida cortos.

Estos indicadores permiten simplificar, cuantificar, evaluar, seguir,

comparar y comunicar fenébmenos muy complejos (Albert, 2004).

2.3. Kresoxim-metil

Fungicida con nombre C.A.: metil (aE) -a- (metoximino) -2- [(2-metilfenoxi)
metil] benceneacetato y nombre IUPAC: metil (E)-metoxiimina [a-(o-
toliloxi)-o-tolil] acetato. Tiene formula quimica: CigHi19NO4, peso
molecular: 313,4 y esta catalogado como tipo toxicolégico: 1V. (Capeagro,
2017)

Es un fungicida sintético derivado de la estrobilurina A con actividad
preventiva, curativa y erradicante contra hongos de todos los grupos,
presentado en forma de granulos dispersables para aplicar en pulverizacion.
Resulta efectivo en el control de estenfiliosis, numerosos oidios, moteados,

repilo y otras enfermedades de origen fangico. (BASF, 2017)



Propiedades fisicas y quimicas:

e Se presenta en cristales de colores que va desde incoloros a

blancos, sin olor.
e Su punto de fusién se encuentra entre los 97,2 a 101,7 °C.
e Su solubilidad en agua es igual a2 mg-L™ a 20 °C.

e Tiene una densidad especifica de 1,258 kg-L™*. Es soluble en n-
heptano, tolueno, diclorometano, metanol, acetona y acetato de

etilo.

e Su presién de vapor es igual a 1,72x10-8 mm Hg a 20°C.

e Para que el producto actue eficientemente recomendamos que el

pH del agua esté en 6-7. (Capeagro,2017)

Flexibilidad:
e Kresoxim-metil puede aplicarse en cualquier momento del afio.

e Pueden realizarse hasta tres tratamientos.

2.4. Toxicidad aguda

La toxicidad aguda de una sustancia se refiere a la habilidad de ésta para
producir dafio sistémico como resultado de una exposicion Unica a
cantidades relativamente altas de la sustancia (Malachowski, 1995).
Usualmente, el punto final del estudio es la muerte del animal y la
toxicidad aguda se expresa por la dosis letal 50, que viene a representar
mas 0 menos la dosis de la sustancia que produce la muerte en el 50% de
los animales (Pefia et al., 2001). Si una prueba de toxicidad aguda no

detecta efecto alguno de mortandad o inmovilizacion esto no siempre



significa que la sustancia analizada no sea capaz de producir otro tipo de
dafo (Castillo, 2004).

2.5. Toxicidad crdénica

La toxicidad cronica se refiere a la habilidad de una sustancia de producir
dafio sistémico como resultado de varias exposiciones repetidas durante
un periodo prolongado de tiempo, en niveles relativamente bajos
(Malachowski, 1995). Los bioensayos de toxicidad crénica permiten
evidenciar diferentes respuestas como: capacidad reproductiva,
crecimiento de individuos, conducta, desarrollo, bioacumulacion, etc. Es
posible entonces, con estas técnicas, dar en pocas horas una respuesta
sobre la incidencia de efluentes industriales en un ambiente acuéatico
(Castillo, 2004).

2.6. NOEC y LOEC

La OECD recomendé que la forma principal de resumir el riesgo que un
guimico de prueba podria presentar al medio ambiente es a través de la
reporte de la concentracion de efecto no observado (NOEC) y la menor
concentracién de efecto observado (LOEC) (QB, 2017).

La LOEC es la concentracion mas baja a la cual se observa efecto
(Vargas & Yaro, 2011) es significativamente diferente del control
(QB, 2017).

La NOEC es la concentracion ensayada inmediatamente debajo de la
LOEC que, comparada con el control, no tiene efecto estadisticamente

significativo (p <0,05) dentro de un tiempo de exposicion dado.

NOEC es la concentracion mas alta que es utilizado en una prueba en

particular que no causa un efecto que sea estadisticamente



significativamente diferente del control durante el periodo de tiempo de la
prueba (QB, 2017).

2.7. Clsg

Se define como concentracion inhibitoria media a la concentracion capaz
de generar la inhibiciéon de una o varias funciones biolégicas, al 50% de
los organismos utilizados en pruebas de laboratorio, bajo condiciones

determinadas (Vargas, 2009).

2.8. Clsg

Se define como la concentracion letal media (CLso), a la concentracion del
compuesto téxico evaluado que afecta al 50% de la poblacion de la
especie modelo, causando su muerte bajo condiciones de prueba en un
tiempo determinado (Vargas & Perea, 2011). Este valor es determinado
estadisticamente a partir de los porcentajes de mortandad obtenidos de la

lectura final del bioensayo (Lépez, 2009).

2.9. Calidad ambiental

Se puede definir bien con un caracter ecolégico (mantenimiento de la
biodiversidad) o bien utilitario (capacidad para producir bienes). Esta
intimamente relacionada con la productividad edéfica y la salud biolégica
(Gallardo, 2004).

Agua: La alteracion de la calidad de agua debido al uso de fungicidas
ocurre sobre el agua, sedimento y la biota del sistema y no sélo depende
de las caracteristicas del toxico y de su concentracion, sino también de la

naturaleza del ecosistema (Albert, 2004).



Suelo: El concepto de calidad de suelo ha estado ligado a produccion, por
lo tanto relacionado con el concepto de fertilidad edafica. Actualmente se
ha ampliado el concepto y comprende aspectos de conservacion de
suelos (ausencia de erosion), biodiversidad (alta riqueza biologica) y salud
biolégica (como actividad microbiana); por ello se dice que la calidad del
suelo esta intimamente relacionado con la capacidad del suelo para
funcionar, es decir, para cumplir con todas sus posibles funciones
(producir, conservar, amortiguar, filtrar, depurar, embellecer, etc.)
(Gallardo, 2004).

2.10.Artemia franciscana "Artemia"

Se utilizan las larvas de Artemia salina como método aplicado a la
ecotoxicologia para medir la emision de cromatos y dicromatos (cromo VI)
debido al potencial impacto que representa para el ambiente. Estos son
productos de la actividad de diferentes sectores industriales (Pérez &
Gilling, 2001).

2.11.Carassius auratus "Goldfish"

El goldfish es un pez de origen asiatico y de gran importancia en el
mercado de peces ornamentales (Royero, 1993) Es considerado como
uno de los bioindicadores mas significativos en los sistemas acuaticos

debido a la alimentacion y la vida en el entorno acuético de este pez.

2.12.Chlorella vulgaris "Clorela"

Son organismos unicelulares cuyo rol esencial esta ligada a los ciclos de
los nutrientes, produccién de oxigeno y la posicion ecoldgica en la base

de los niveles troficos en ambientes acuaticos, por ello son considerados



importantes en ensayos ecotoxicologicos, para estimar el riesgo de los

pesticidas en los ecosistemas acudaticos (Hellawell, 1986).

2.13.Chrysoperla externa " Crisopa o Leén de los &fidos"

Su amplia distribucién y preferencia de habitat lo hacen adecuado para un
mayor uso en el control biolégico en muchos paises y en una variedad de
sistemas de cultivo (Olazo, 1987). C. externa tiene gran distribucion en el
Perd, con presencia de adultos a través de todo el afio, facil crianza en
cautiverio, potencial para adaptarse a varios ambientes de cultivos y
aparente resistencia a numerosos plaguicidas (Nufiez, 1988a; Fernandez,
2000).

2.14.Comunidades microbianas

La degradacion del suelo es un claro sintoma del mal uso y del manejo
inapropiado de los sistemas productivos. Debido a que la pérdida de
fertilidad esta asociada a la alteraciéon de numerosos procesos bioldgicos
realizados por la biota edéfica, se ha propuesto que los microorganismos
del suelo pueden ser indicadores de calidad vélidos para el diagndstico de
impacto y restauracion en los ecosistemas (Abril, 2003), debido a que los
microorganismos son indicadores muy sensibles y un incremento en la
densidad poblacional esta relacionado con la recuperacion de zonas
degradadas y el restablecimiento de los ciclos biogeoquimicos (Nieto &
Garcia, 2010). Los organismos mas comunes son Cyanobacteria sp,
Bacillus sp. Conhn, 1872, Pseudomonas sp Migula. 1984. Para bacterias
y hongos, Penicillium Link 1809, Mucor Fresen, Fusarium Link ex Grey
1821 y especies de Aspergillus Micheli. 1729 (MacNaughton et al.,1999).



2.15.Daphnia magna "pulga de agua”

Daphnia magna esta establecida como una especie de modelo en
ecotoxicologia. Este crustaceo de agua dulce se utiliza cominmente para
la vigilancia del medio ambiente de contaminantes en todo el globo
terrestre. Los dafnidos representan el 8% de todos los datos
experimentales de los animales acuaticos dentro de las bases de datos
toxicologicos (Shaw et al.,, 2008). Este modelo es valioso para la
evaluacion de la toxicidad de efluentes y riesgo en un cuerpo acuatico,
debido a que es altamente sensible a los contaminantes (Tyagi et al.,
2007).

2.16.Poecilia reticulata "guppy"

Especie conocida cominmente como "guppy " es un pez muy popular en
el ambito acuaristico. Hoy en dia se ha logrado desarrollar una gran
cantidad de variedades que van desde cambios en su coloracion hasta su

tipo y forma de la colas (Morales, 1996).



lll. ANTECEDENTES

La agricultura en el siglo XXI se enfrenta a multiples retos: producir mas
alimentos a fin de alimentar a una poblacién creciente con una mano de
obra menor, contribuir al desarrollo global de los numerosos paises en
desarrollo dependientes de la agricultura, adoptar métodos de produccion
mas eficaces y sostenibles y por ultimo adaptarse al cambio climatico
(FAO, 2009).

La agricultura constituye uno de los sectores mas peligrosos en todo el
mundo. El uso intensivo de maquinaria, plaguicidas y otros productos
agroguimicos ha aumentado el riesgo. La exposicion a plaguicidas y otros
productos agroquimicos constituye uno de los principales riesgos
profesionales. Estos provocan intoxicacion, muerte, y en algunos casos,

cancer y trastornos de la funcién reproductora (SafeWork, 2011).

La Food and Agriculture Organization (FAO) de las Naciones Unidas,
establece que un plaguicida: es la sustancia o0 mezcla de ellas, destinada
a prevenir, destruir o controlar plagas, incluyendo los vectores de

enfermedad humana o animal (FAO, 2015).

Cuando un plaguicida es aplicado a un cultivo, solamente alcanza el
organismo “blanco” aproximadamente el 1%, mientras que el 25 % es
retenido en el follaje, el 30 % llega al suelo y el 44 % restante es
exportado a los sistemas acuaticos por escorrentia y lixiviacion y a la
atmosfera (Brady & Weil, 1996) donde regresan con la lluvia a otros
lugares (LOopez-Geta et al., 1992). Al paso de algunos afios se han hecho
evidentes los efectos indeseables de los plaguicidas sobre la salud del ser

humano y sobre el medio ambiente (Ramirez & Lacasafia, 2001).



Atendiendo a la accion especifica de los plaguicidas pueden efectuarse
multiples clasificaciones, siendo una de las mas utilizadas la decimal, en

la que se consideran (Bartual & Berennguer, 1981):
I. Insecticidas
II. Acaricidas
lll. Fungicidas
IV. Nematicidas, desinfectantes y fumigantes en general
V. Herbicidas
VI. Fitorreguladores y productos afines
VIl.  Molusquicidas, rodenticidas y varios
VIIl. Especificos post-cosecha y simientes
IX. Protectores de maderas, fibras y derivados

X. Plaguicidas especificos varios

Las enfermedades son una de las principales fuentes de dafio de plantas
y cultivos, causadas por un numero diverso de organismos fitopatégenos.
A nivel mundial, los hongos son la principal causa de pérdidas en cultivos.
Los fungicidas, herbicidas e insecticidas son plaguicidas utilizados en la
proteccion de cultivos. Un fungicida es un tipo particular de plaguicida
qgque controla enfermedades ocasionadas por hongos, inhibiendo o

eliminando al hongo causante de la enfermedad (McGrath, 2004).

Araujo (2012) indica que Kresoxim-metil (metoximino-a-(o-toliloxi)-o-
tolilacetato de metilo) es un fungicida perteneciente al grupo de las
estrobilurinas de amplio espectro y actividad preventiva, curativa y

erradicante sobre diversos grupos de hongos, en especial aquellos cuyo



cuerpo vegetativo se desarrolla mas o menos superficialmente como
ocurre con los oidios y otros ascomicetos, las royas y numerosos mildius.
Entre los numerosos hongos que controla se cuentan Erysiphe
cichoriacearum (DC.) (1805), Podosphaera leucotricha
(Ellis & Everh.) E.S. Salmon, (1900), Uncinula necator (Schwein.) Burril,
Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter (1875) y Venturia pyrina
Aderh. (1896) en cultivos de uvas, berenjenas, tomates, pimientos, peras,
manzanas, etc. (De Lifian, 2000; Bartlett et al., 2002).

La actividad fungicida de las estrobilurinas, se deriva de su capacidad
para inhibir la respiraciéon mitocondrial mediante la union en el llamado
sitio de Qo del citocromo b, el citocromo b es parte del complejo de
citocromo bcl, situada en la membrana mitocondrial interna de hongos

otros eucariotas (Bartlett et al., 2002).

En la actualidad, uno de los mayores problemas es el uso indiscriminado
y sin control de estos compuestos, tan solo en 1992 la produccion mundial

de plaguicidas se estim6 en 10 mill. de tnas (LOpez-Geta et al., 1992).

Con el objetivo de determinar la toxicidad de Kresoxim- metil se

seleccionaron siete especies bioindicadoras de contaminacion ambiental:

3.1. Artemia franciscana

Artemia es un pequefio crustéceo filtrador, propio de habitats acuaticos de
elevada salinidad, que se encuentra ampliamente distribuido sobre los
cinco continentes en variedades de biotopos aislados, tales como lagos
interiores de sal, albuferas y lagunas costeras y especialmente salinas
(Vanhaecke et al., 1987). Su principal uso es como alimentacion en la
acuicultura ya que es una fuente de proteinas y lipidos (Sorgeloos et al.,
1991).


https://en.wikipedia.org/wiki/Mordecai_Cubitt_Cooke
https://en.wikipedia.org/wiki/G.Winter
https://en.wikipedia.org/wiki/Aderh.

Arencibia-Carballo et al. (2010) determinaron la toxicidad de los
insecticidas piretroides, cipermetrina y permetrina, indicando que el uso
de pruebas con Artemia demuestran su versatilidad practica y economia
para la utilizacion en las evaluaciones de los mismos toxicos, mientras
que lannacone et al. (2016) evaluaron la toxicidad de agentes
antiparasitarios, antimicrobianos e insecticidas sobre A. franciscana para
establecer la concentracion prevista que no causa efectos (PNEC) sobre
los organismos marinos y obtener los niveles guia para la proteccion de la
vida acuética. Jaramillo et al. (2013) evalué la concentracion letal media
de diecisiete compuestos organofosforados en A. franciscana. Alves
(2015) determin6 y comparé la toxicidad de la sustancia activa
azoxistrobina y su formulacién comercial Ortiva® sobre la biota marina-
estuarios. La evaluacion de la toxicidad de estos compuestos se
determind mediante la realizacion de ensayos ecotoxicologicos de corta

duracion sobre microalgas, A. franciscana y bacterias.

3.2. Cariassus auratus

Vasquez et al. (2005) utilizaron como biondicadores a los peces
juveniles de C. auratus y evaluaron si producian estrés frente al
tratamiento con sulfato de cobre. Li et al. (2008) examinaron mediante el
experimento de cultivo téxico los efectos ecotoxicologicos de

clorpromazina (CPZ) en peces Goldfish (C. auratus).

Authman et al. (2015) presentaron una breve resefia de los efectos
toxicos de metales pesados en los peces. En ecosistemas acuéticos, los
metales pesados son considerados como los contaminantes mas
importantes, debido a que estan presentes en todo el ecosistema y son

detectables en cantidades criticas.

Los peces se utilizan como bioindicadores y juegan un papel importante

en el control de la contaminacion por metales pesados. En esta revision



se utilizd Cyprinus carpio (Linnaeus, 1758), Corydoras paleatus (Jenyns,
1842), Oreochromis mossambicus (Peters, 1852) y C. auratus como
biondicadores. La mayoria de estos metales se caracterizan por ser
acumulados en los tejidos, y conducen al envenenamiento de los peces.
Estos metales pueden influir de manera efectiva las operaciones vitales y
reproduccion de los peces; debilitar el sistema inmune, e inducir cambios
patolégicos. Por ultimo, se dan algunas recomendaciones para el
tratamiento de diferentes tipos de aguas residuales y desechos agricolas

antes de ser vertidos en los sistemas acuaticos.

3.3. Chlorella vulgaris

Las algas son capaces de bioconcentrarse y metabolizar los
contaminantes acuaticos como insecticidas e hidrocarburos aromaticos
policiclicos (Jonsson et al., 2001). Debido al hecho de que C. vulgaris es
un alga aceptada como bioindicadora de la contaminacion del medio
ambiente (Ma et al., 2004)

Riva et al. (1998) utilizaron dos especies algales unicelulares: C. vulgaris
y Scenedesmus sp Chodat 1926 como sistemas bioindicadores, que se
expusieron a cinco formulaciones comerciales de plaguicidas
organofosforados: Clorpirifos, Metilparation, Azinfés metil, Metamidofos y
Diazinon. Para la determinacion de sus efectos se aplicé el método de
inhibicion del crecimiento alga, lannacone & Gutiérrez (1999) que
midieron la toxicidad de plaguicidas (lindano, clorpirifos y pirofilita) sobre
tres bioindicadores, midiendo la sobrevivencia, maduracion de
Panagrellus redivivus (Samoiloff, 1990), la tasa de fotosintesis de C.
vulgaris e inhibicion de las raices Allium cepa (Fiskejo, 1993). Mientras
que (Anton et al.,, 1993) estudiaron los efectos ecotoxicos de varios
herbicidas en una especie de la familia Chlorophycea, Chlorella
pyrenoidosa. Todos los herbicidas (glifosato, clortoluron con terbutrilo,

isoproturdn y alaclor) eran productos comerciales y técnicos. Saenz &
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Marzio (2009) evaluaron la ecotoxicidad del herbicida glifosato puro y
comercial (Roundup) en cuatro algas verdes de agua dulce entre ellas C.
vulgaris. Los efectos téxicos del glifosato se evaluaron a corto plazo
(tasas fotosintéticas, determinadas como produccion de oxigeno) y a largo
plazo (crecimiento de las poblaciones, determinado como el nimero de

células).

También C. vulgaris sirve para medir estrés por metales pesados como

cadmio, plomo, cobre (Bajguz, 2011).

3.4. Crysoperla externa

Es un eficiente depredador en el manejo ecoldgico e integrado de plagas.
Sus larvas y adultos son considerados depredadores muy voraces,
oofagos y larvifagos, alimentandose de amplia diversidad de presas, tales
como pulgones, moscas blancas, huevos y larvas de lepidépteros, entre
otros.

Chrysoperla externa tiene amplia distribucién en la costa y sierra del Peru
con presencia de adultos a través de todo el afio, son de facil crianza en
cautiverio, tiene potencial para adaptarse a varios ambientes de cultivos.
(Schumuck, 1997; lannacone & Lamas, 2002; Carvalho et al., 2002;
Godoy et al.,, 2004) y aparente resistencia a numerosos plaguicidas.
Nufiez (1988a) y Bueno & Freitas (2004) estudiaron los efectos
secundarios de los dos insecticidas / acaricidas, abamectina y lufenuron

en los huevos y larvas de C. externa en el laboratorio.

Adicionalmente, existen trabajos que han evaluado su sensibilidad a

varios plaguicidas.



3.5. Comunidades microbianas del suelo

Segun Lizarazo (2005), el papel de los microorganismos en la nutricion y
disponibilidad de nutrientes en el suelo ha sido ampliamente estudiada,
especialmente orientada a aquellos microorganismos que hacen
mutualismo con plantas, pero poco se ha analizado la interaccion de otros
grupos funcionales de microorganismos que al igual juegan un papel
importante en la transformacion y dinamica de los nutrientes en el suelo.
(Wainwrigth & Pugh, 1973) utilizaron tres fungicidas (Captan, Thiram y
Verdasan), se evaluaron cuatro concentraciones a las 120h sobre
comunidades microbianas. Yeomans & Bremner (1985) estudiaron los
efectos de siete insecticidas y seis fungicidas sobre la desnitrificacion de
nitratos en suelos. Los insecticidas utilizados fueron lindano, fenitrotion,
fonofos, malation, forato, terbufos y carbofurano. Los fungicidas utilizados

fueron mancozeb, maneb, thiram, benomyl, captan y terrazole.

3.6. Daphnia magna

Daphnia se ubica dentro del orden cladécera de la clase crustacea, y la
especie D. magna, es utilizada extensivamente en pruebas de toxicidad
(Granados et al., 2004).

Granados et al. (2004) realizaron cuyos ensayos de toxicidad con D.
magna determinaron la letalidad potencial de sustancias quimicas puras,
aguas residuales domesticas e industriales, lixiviados, aguas superficiales
0 subterrdneas, agua potable y agua de poro de sedimentos, entre otros.
Ademas, Romero et al. (2006) determiné la capacidad de deteccion de
compuestos téxicos presentes en agua a través de un ensayo online
sobre D. magna, similar a Tyagi et al. (2007) que utilizo D. magna en
plantas de tratamiento de aguas residuales, con especial referencia a la

reduccion de la toxicidad.



Warming et al. (2009) evaluaron los efectos agudos y cronicos del
fungicida azoxistrobina de estrobilurina en tres clones de D. magna
procedentes de diferentes lagos daneses. Martinez (2008) realizdé un
ensayo de toxicidad agua con cladéceros de la familia Daphnidae,
analizando inmovilizacion o mortandad, con diferentes sustancias.
Persoone et al. (2009) indicaron que uno de los bioensayos utilizados con
mayor proyeccion internacional para la deteccion de toxicidad de los
productos quimicos y para el monitoreo de toxicidad de los efluentes y
aguas contaminadas es el ensayo de toxicidad aguda con crustaceos
dafnidos, y en particular la realizada con D. magna y Norma Mexicana
(2010) estableci6 un método para la medicion de la toxicidad aguda,
utilizando al organismo  dulceacuicola D. magna  (Crustacea -
Cladocera). Este método es aplicable para la evaluacion de toxicidad
aguda en aguas, en sustancias solubles en agua, en cuerpos de agua
dulce, aguas residuales industriales y municipales, efluentes agricolas y
sustancias puras o combinadas disolubles o lixiviados y la fraccion
solubilizable en suelos y sedimentos. Ademas, se basa en la medicion de
la toxicidad aguda, donde la respuesta que se evalla es la ausencia de
movilidad o muerte, bajo condiciones de exposicién controlada del
crustaceo D. magna durante 48 h de exposicion.
Cui, (2017) investigo la toxicidad acuética de 3 fungicidas comunes de
estrobilurina (kresoxim-metil, piraclostrobina vy trifloxistrobina) en D.
magna. Sancho et al. (2016) utilizaron pruebas crénicas para evaluar

respuestas a largo plazo de contaminantes en D. magna.

3.7. Poeciliareticulata

Se encuentra en diversos habitats, que van desde el agua muy turbia en
estanques, canales y zanjas en las elevaciones mas bajas pristinas
arroyos de montafia a gran altitud. Se alimentan de zooplancton,

pequefios insectos y detritus. Uno de los peces de acuario mas populares



con muchas variedades estandarizadas. Utilizado en la investigacion
genética (Allen, 1991).

El guppy, es muy tolerante lo que le confiere grandes posibilidades de
dispersiéon  para colonizar diversos ambientes. Tolera bajas
concentraciones de oxigeno disuelto y pueden respirar oxigeno del aire,
acepta un pH de 5,5 a 8,5; y temperatura de 20 a 30 °C (Meffe & Snelson,
1989). Actualmente se utiliza a P. reticulata como biomonitor en la
restauracion medio ambiental de un ecosistema acuatico (Elias et al.,
2006). En peces el valor establecido de la CLsy es 1mg-L™ (Anasac,
2016). lannacone & Alvarino (1998) sefalaron que los peces son
extremadamente sensibles a la perturbacion ambiental. Por lo tanto
numerosos peces han sido propuestos como modelos biolégicos para
evaluar la ecotoxicidad de sustancias quimicas contaminantes, como,
Poecilia reticulata Peters, 1859, tal como Bretaud et al. (2000) sefalan
gue los peces se utilizan como bioindicadores y juegan un papel
importante en el control de la contaminacion principalmente por metales

pesados.

Baser et al. (2003) utilizaron permetrina en bioensayos de toxicidad aguda
en P. reticulata. lannacone et al. (2007) evaluaron el impacto
ecotoxicolégico del insecticida carbamico cartap sobre dos especies de
peces del ecosistema acuético continental. P. reticulata "guppy"
(Poecilidae) y Paracheirodon innesi (Myers 1936). Sarikaya et al. (2007)
utilizaron fenitrotion que tiene un gran potencial contaminante toxico para
los ecosistemas acuaticos. Se investigo la toxicidad aguda sobre peces
Guppy (P. reticulata). Finalmente, Alvarez et al. (2012) evaluaron la
toxicidad aguda de dos herbicidas comerciales formulados con glifosato y
una solucion pura frente a P. reticulata. (Kreutz, 2008). Los riesgos de
toxicidad de los plaguicidas agricolas para los peces son esenciales.
Actualmente, muchas preguntas siguen sin resolverse. Han sido
disefiados para investigar la toxicidad aguda y la concentracion letal

(CLso) de cuatro herbicidas, dos fungicidas y dos insecticidas para los



alevines de bagre de plata. Napan et al. (2010) indican que metomil es
uno de los productos quimicos mas utilizados, como el insecticida-
acaricida para el control de una amplia gama. Por ello se evalud la
toxicidad aguda del metomil en los peces introducidos Poecilia latipinna
(Lesueur, 1821).



V. HIPOTESIS

1.1 Ho: (H+) La toxicidad del fungicida Kresoxim-metil si tiene efecto

sobre los siete bioindicadores de contaminacién ambiental

1.2 Ha: (H-) La toxicidad del fungicida Kresoxim-metil no tiene efecto

sobre los siete bioindicadores de contaminacion ambiental

2.1 (H+) La exposicion a las 48 h de Kresoxim-metil tiene efecto toxico en

la mortandad del crustaceo A. franciscana.

2.2 (H+) La exposicion a los 26 dias de Kresoxim-metil tiene efecto en la
mortandad del pez C. auratus.

2.3 (H+) La exposicion a las 96h de Kresoxim-metil tiene efecto en la

inhibicion de la concentracién en C. vulgaris.

2.4 (H+) La exposicion a las 72 h de Kresoxim-metil tiene efecto la

mortandad en el depredador C. externa.

2.5 (H+) El efecto téxico a las 120h de exposicion de Kresoxim-metil tiene

efecto en los nitratos en comunidades microbianas del suelo.

2.6 (H+) La exposicion a las 48 h de Kresoxim-metil tiene efecto en la

mortandad del crustaceo D. magna.

2.7 (H+) La exposicion a los 21 dias de Kresoxim-metil tiene efecto sobre
n° crias vivas, mortandad de los padres y longitud de las hembras en D.

magna.

2.8 (H+) La exposicion a las 96 h de Kresoxim-metil tiene efecto en la

mortandad del pez P. reticulata.



V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Lugar de ejecucion

Para la presente investigacion se analizaron siete modelos
bioindicadores: A. franciscana, C. auratus, C. vulgaris, C. externa,

Comunidades microbianas, D. magna y P. reticulata.

Los cuales fueron obtenidos en distintos establecimientos de Lima,
trasladados y analizados en el Laboratorio de Parasitologia de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas - Universidad Ricardo Palma. Surco,

Lima- Peru.

Tablal. Variable independiente y en el proyecto de calidad ambiental.

Variable Dimensiones
Independiente Kresoxim-metil: concentracion del fungicida en
95%

Artemia franciscana: porcentaje de mortandad.
Cariassus auratus: mortandad acumulada, N°
dias que inicia la eclosion, longitud y peso de
peces sobrevivientes, N° de larvas deformadas
y porcentaje de C. auratus con comportamiento
anormal a exposicion.

Chlorella vulgaris: inhibicién del crecimiento.

Dependiente Comunidades microbianas: nitrificacion
microbiana.
Chrysoperla externa: porcentajes de
mortandad.
Daphnia magna (aguda): porcentaje de
mortandad.

Daphnia magna (cronica): numero de crias
vivas, mortandad de los y longitud de las
hembras de D. magna.

Poecilia reticulata: porcentaje de mortandad.




Tabla 2. Operacionalizacion de las variables del proyecto de calidad

ambiental.

Variable

Dimensiones

A. franciscana:;

C. auratus:

C. vulgaris:

C. externa:

Comunidades
microbianas:

D. magna (aguda):

D. magna (crénica):

P. reticulata:

Porcentaje de mortandad: mg de i.a.-L™

Mortandad acumulada: mg i.a. L™

N° dias que inicia a eclosion: dias, longitud y
peso de peces sobrevivientes.

N° de larvas deformadas: namero.
Porcentaje de C. auratus con comportamiento
anormal a exposicion.

Porcentaje de mortandad.

Inhibicibn del crecimiento: cantidad de
células-mL™?

Porcentajes de mortandad: mg dei.a.-L™

Cantidad de nitratos: mgL™

Porcentaje de mortandad: mg dei.a.-L*

Numero de crias vivas: Numero

mortandad de los padres: Porcentaje

longitud de las hembras de Daphnia magna:
mm

Porcentaje de mortandad: mg dei.a.-L™

5.2. Tipos deinvestigacion

La presente investigacion es de tipo experimental, ya que se emplea el

razonamiento hipotético- deductivo.

Se utilizé el método experimental.



5.3. Disefios de investigacion

Investigacion de laboratorio y experimental:

Se utilizé la variable independiente kresoxim-metil, en condiciones
controladas de laboratorio, sobre siete modelos bioindicadores. Con el fin
de describir cual es el efecto toxico del fungicida sobre los modelos

acudticos y terrestres.

5.4. Muestreo - Modelos bioindicadores

5.4.1.Artemia franciscana

Se obtuvieron huevos de A. franciscana de Sera-Artemia Mix, Salt Lake
USA, comercializado por Zoofarma® Lima, PerU. Laboratorio-Acuario de

la ciudad de Lima, Peru.

Se prepararon las condiciones para la eclosiéon de los huevos, con el fin
de obtener los individuos en estadio nauplio Il. Se incorporaron los
huevos en un vaso de precipitado de 500 mL con agua embotellada y se
expuso a luz intensa por 1 h. Luego, se utilizé hipoclorito de sodio a una
concentraciéon de 5,25%. En proporcién 100 mL por 900 mL de agua, se
agité constantemente por espacio de 30 min con el fin de facilitar la
eclosion de los huevos. Seguido se enjuagaron los huevos con agua,
fueron trasladados a un vaso de precipitado de 1000 mL conteniendo
agua de mar filtrada y 7,5 g de bicarbonato de sodio (NaHCO3), y luego se
llevé a la incubadora a 21°C durante un periodo de 24 h. Pasado el
tiempo de incubacién se sometieron los huevos a una fuerte aireacién
hasta su eclosion, se mantuvieron a temperatura ambiente (21°C). Se
verificO y seleccioné para los bioensayos solo los nauplios Il de A.
franciscana dentro de las 24 h de eclosion. Una vez obtenidos los

nauplios Il de A. franciscana se procedid a realizar los bioensayos



preliminares de toxicidad aguda por 48 h de exposiciéon. Los individuos de
A. franciscana fueron expuestos en recipientes de plastico de 25 mL de
capacidad con 20 mL de solucion, se coloco diez neonatos por unidad
experimental y fueron expuestos a ocho concentraciones de Kresoxim-
metil (0,1625; 0,325; 0,65; 1,25; 2,5:; 5, 10, 20 mg de i.a.-L™) y un control
negativo (Cn) con cuatro réplicas por concentraciéon. Se utilizaron un total
de 240 individuos de A. franciscana. Los nauplios Il no se alimentaron
durante el bioensayo. Se cont6 el nimero de nauplios vivos y muertos en
cada una de las diluciones a las 24 h y 48 h de exposicion. Se us6 como
criterio de mortandad la carencia de movilidad a 15 s de observacion al
estereoscopio. Se empled el dicromato de potasio (K>Cr,07) como control
positivo determinandose una CLsp con rangos entre 8 a 15 mg-L™. (Tabla
3).



Tabla 3. Condiciones y criterios de bioensayo sobre Artemia franciscana.

Tipo de bioensayo estéatico
Tiempo de exposicion 24y 48h
Temperatura 21°C
pH de la solucion 7,5
Humedad 75%

Dureza de agua
Fotoperiodo
Tamarno de envase
Tamano de muestra

Edad de organismos

170 mg CaCO; L™
Oscuridad total
30 mL
20 mL

nauplios 11<24h

N° de réplicas por concentracion 4

N° de concentraciéon mas control 6

N° de organismos por 40
concentracion

N° de organismos por envase 10

Régimen de alimentacion ausencia

Agua control y de dilucion agua de mar
Respuesta letal porcentaje de mortandad

Criterio de aceptabilidad Sobre 90% de supervivencia de los

controles

5.4.2.Carassius auratus

Se emplearon individuos provenientes del acuario Neptuno, San Borja -
Lima, Perl con un cultivo estable y saludable. Se cultivaron en el
laboratorio en un medio denominado ADAM (Aachener Daphnien
Medium), caracteristicas sefialadas en la tabla 4 y se aclimataron por dos

semanas previas al bioensayo. Posteriormente se aplicaron sobre los



huevos, las siguientes cinco concentraciones del Kresoxim-metil en agua:
0,26; 0,134; 0,067; 0,033 y 0,016 mg de i.a.-L™. La temperatura ambiental
de los ensayos fue de 21°C. Bajo 12 h de luz /12 h de oscuridad. Calidad
de luz fluorescente, blanco-frio. El agua tuvo un pH de 7,5; OD: 6 mg-L™ y
una dureza: 170 mg CaCOs; L™ . Se tom6 como referencia fundamental

para la realizacion de los bioensayos la guia 210 OECD (1992).

La alimentacion de las larvas fue a base de Tetramin® disuelto (1/10) a
una dosis de alimento de 2 gotas de preparado alimenticio diario y de A.
franciscana. La frecuencia de recambio del medio fue de tres veces por
semana (condiciones semi-estaticas). Los recipientes de mantenimiento
del cultivo fueron de 20 L de capacidad. La unidad de muestra para los
bioensayos fueron recipientes de plastico de 1000 mL, con 800 mL de

medio de cultivo.

Los bioensayos se iniciaron con huevos de estado embrionario-temprano
de desarrollo. La eclosion de los huevos y la supervivencia fueron
evaluadas diariamente. Los embriones, las larvas y los juveniles muertos
se retiraron de los envases para evitar que su descomposicién pueda
afectar a los supervivientes. Se emple6 como medio de ensayo agua
embotellada en medio ADAM® (Caracteristicas sefialadas en tabla 4) con
dos gotas de alimento (Tetramin y Nauplios de A. franciscana ad libitum).
Se emplearon las cinco concentraciones mencionadas anteriormente y un
total de 40 huevos por concentracion. Los bioensayos se iniciaron
colocando huevos individualmente en cada uno de los envases. La
duracion del bioensayo de toxicidad fue de 26 dias. Al final del ensayo, en
C. auratus se evalu6: la mortandad acumulada (embriones, larvas y
juveniles), el N° dias que inicia la eclosion de los huevos, la longitud y el
peso de los sobrevivientes (juveniles), el nimero de larvas deformadas y
el porcentaje de C. auratus (Cyprinidae) “Goldfish” con comportamiento
anormal. El comportamiento anormal incluyd hiperventilacion y nado no
coordinado. Para la validez del ensayo, el éxito en la eclosién fue sobre

80% y el éxito en la post-eclosion fue de 70% en el bioensayo (Tabla 5).



Tabla 4. Principales caracteristicas fisico-quimicas del medio ADAM

(Aachener Daphnien Medium) usado en los bioensayos.

Parametro Fisico-quimico Valores
pH 8,15
CE (dS m™) 1,42
Calcio (me L™) 7,42
Magnesio (me L™Y) 1,13
Potasio (me L™) 0,20
Sodio (me L™?) 6,87
Suma de Cationes 15,62
Nitratos (me L™) 0,01
Carbonatos (me L™Y) 0,03
Bicarbonatos (me L) 3,02
Sulfatos (me L™ 3,12
Cloruros (me L™) 8,70
Suma de Aniones 14,88
Sodio 43,95
SAR (Relacion de Absorcion de Sodio) 3,31
Boro 0,30
Fe (mgL™) 0,02
Cu(mg L% 0,01
Zn (mg L™ 0,05
Mn (mg L™ 0,00

Medio ADAM: 19,9 g de sales obtenidos de agua de mar. 60 L de agua que deben de ser
reposadas y hiperoxigenada durante 24 h. 138 mL de solucion A (Cloruro de Calcio a 117,6 g L'l).
132 mL de solucién B (Bicarbonato de sodio a 25,2 g L'l) y 6 mL de solucion C (Oxido de Selenio a
0.07¢g L'l). Este medio fue preparado segun indicaciones de Kliuttgen, B., U. Dilmer, M. Engels, y

H. T. Ratt. Los resultados indicados corresponden al promedio dos andlisis de agua.



Tabla 5. Condiciones y criterios de bioensayo sobre Carassius auratus.

Tipo de bioensayo

Semi-estatico

Tiempo de exposicion
Temperatura

pH de la solucion

Humedad

Dureza de agua

Fotoperiodo

Tamafio de envase, area interna
Edad de organismos

N° de réplicas por concentracion
N° de concentracién mas control

N° de organismos por
concentracion
N° de organismos por envase

Régimen de alimentacién
Agua control y de dilucion

Respuestas sub-letales

Respuesta letal

Criterio de aceptabilidad

26d

21C

7,5

70%

170 mg CaCO3 L2

12 h deluz /12 h de oscuridad
1000mL

Huevos embrionados

4

6

40

1
Tetramin®
Agua embotellada y declorada.

N° dias que inicia la eclosion,

Longitud y peso de peces sobrevivientes,
N° de larvas deformadas.

Porcentaje de C. auratus con
comportamiento anormal.

Porcentaje de mortandad.

Sobre 80% de supervivencia de los
controles.




5.4.3.Chlorella vulgaris

Las microalgas fueron obtenidas en el acuario Neptuno, San Borja- Lima,
Peru.

Se tuvieron a C. vulgaris a una concentracion inicial de 41875 células
m-L™* al inicio del bioensayo. Luego las algas fueron trasladadas a tubos

de vidrio de 12 mL de capacidad para el disefio experimental.

Se trabajé con cinco concentraciones (0,00059; 0,000118; 0,000237,
0,000473 y 0,00947 mg de i.a.-L") de Kresoxim-metil y un control
negativo (Cn) con tres réplicas por concentracion. Este ensayo se realizo
a una temperatura constante de 21°C y una humedad relativa 75% con
una iluminacion permanente hasta las 96 h de exposicion. Se siguid
como referencia el protocolo de EPA. OPPTS 850.4500. Las lecturas
fueron realizadas hasta las 96 h de exposicién. Finalmente se determind
la Clsp en ug-L™* del producto Kresoxim-metil a 96 h de exposicion
empleando un ensayo de toxicidad de inhibicion del crecimiento de

microalgas (Tabla 6).



Tabla 6. Condiciones y criterios de bioensayo sobre Chlorella vulgaris.

Tipo de bioensayo Estético
Tiempo de exposicion 96 h
Temperatura 21°£2C
pH de la solucion 7
Humedad 75%

Dureza de agua

Fotoperiodo

Tamanfo de envase

Tamarnio de la muestra

de

Concentracion inicial

organismos
N° de réplicas por concentracion

N° de concentraciéon mas control
Régimen de alimentacién
Agua control y de dilucion

Respuesta sub-letal

Criterio de aceptabilidad sugerida

175 mg CaCO3 L™
lluminacién permanente
12mL

10mL

41875 células.mL™

3

6

NR

Agua embotellada

Inhibicién del crecimiento en microalgas al

50% (Clso)

Densidad o6ptima del control a 72h de
iniciado el ensayo sobre 40.10%0rg-mL™




5.4.4.Chrysoperla externa.

Se obtuvieron larvas de C. externa de menos de 24 h de eclosionadas, en
el Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA), Ate - Vitarte, Lima.
La aclimatacion de los individuos consisti6 en mantenerlos en un
ambiente con condiciones semi-controladas a una temperatura de 21°C y
con una humedad relativa de 75 % y bajo oscuridad total. Se tomo en
cuenta el protocolo de EPPO PP 1/180 (2)-1998. PP 1/142 (2)-(1998). Se
mantuvo en estas condiciones hasta su eclosién y durante el bioensayo.
Posteriormente los bioensayos se iniciaron colocando larvas de primer
estadio por envase de plastico de 30 mL aproximadamente. Para los
ensayos con C. externa se usaron cinco concentraciones de Kresoxim -
metil (0,508; 0,254; 0,127; 0,0635 y 0,03175 mg de i.a.-L™) y un control
negativo (Cn). Se realizaron cuatro réplicas por concentraciéon. Las

lecturas se realizaron a las 24 72 h (se evaluara la mortandad) (Tabla 7).



Tabla 7. Condiciones y criterios de bioensayo sobre Chrysoperla externa.

Tipo de bioensayo Estético
Tiempo de exposicion 72h
Temperatura 21°C
pH de la solucion 7,5
Humedad 75%

Dureza de agua

Fotoperiodo

Tamarno de envase

Tamafno de muestra

Edad de organismos

N° de réplicas por concentracion
N° de concentracion mas control
N° de

concentracion
N° de organismos por envase

organismos por
Régimen de alimentacion

Agua control y de dilucion
Respuesta letal

Criterio de aceptabilidad

175 mg CaCO3 L™
Oscuridad permanente
30mL

10 mL

larvas<24h

4

6

40

10

NR

Agua embotellada
Porcentaje de mortandad

Sobre 80% de supervivencia en controles

NR=No requerido.



5.4 5.Comunidades microbianas

Se obtuvo una muestra de suelo y se trabajé una serie de cinco réplicas
por concentracion y un control, a cinco dias de exposicion, se cubrié con
parafiim® las unidades de ensayo. Las condiciones del ensayo fueron a
oscuridad total, temperatura de incubacion constante de 21°C, pH: 6,
suelo artificial: 34 g de arena lavada, 10 g aserrin y 5 g musgo (el cual
proporciona la materia organica o las comunidades microbianas del
suelo), 1 g carbonato de calcio y 6 g agua embotellada conteniendo alfalfa
filtrada, segun lo indicado en el item 3. iii e item 4. ii del protocolo de la
EPA 850.5110 y del protocolo de OECD TG 217 (2000).

Se agreg6 80 mL de KCl a 1N a cada unidad de muestra y por un lapso
de una hora en movimiento frecuente. Seguidamente se filtré y afiadié un
sachet del kit Hanna® de medicion de nitratos por el método colorimétrico,
en unidades de mg-L? y posterior transformacién a ug-g* de suelo.
Se evaluaron cuatro concentraciones (0,153; 0,306; 0,612; 1,244 mg de
i.a.-g? de suelo) con Kresoxim-metil y un control negativo (Cn. Las

lecturas fueron a las 120 h (Tabla 8).



Tabla 8. Condiciones y criterios de bioensayo sobre comunidades

microbianas.

Tipo de bioensayo Estatico
Tiempo de exposicion 120 h
Temperatura 21°C
pH de la solucién 6
Humedad 75%

Dureza de agua
Fotoperiodo

Tamafio de envase
Tamarno de la muestra

Edad de organismos

N° de réplicas por concentracion
N° de concentracion mas control

Agua control y de dilucién

Respuesta sub-letal

Criterio de aceptabilidad sugerida

170 mg CaCOs L*
Oscuridad total
250mL
200mL
NR
5
6
Agua embotellada

Nitrificacion microbiana en base al NOEC y
LOEC

Incremento en la nitrificacion en el control
en comparacion con el inicial

NR=No requerido.

LOEC=Concentracién mas baja de efecto observables.

NOEC=Concentracion de efectos no observables e inmediatamente debajo del LOEC.



5.4.6.Daphnia magna

a) Toxicidad aguda

Para la muestra D. magna se obtuvo neonatos de menos de 24 h de
nacidos, provenientes en el acuario Neptuno, San Borja - Lima, Peru. En
el laboratorio, las pulgas de agua fueron puestas en recipientes de
plastico de 30 mL conteniendo diez neonatos por unidad experimental y
fueron expuestos a cinco concentraciones de Kresoxim-metil (0,1; 0,2;
0,4; 0,8; 1,6 mg de i.a.-L™") y un control negativo (Cn) con cuatro réplicas
por concentracién. Las condiciones a las que se mantuvo el ensayo
fueron de temperatura a 21°C, con humedad relativa de 75% y el agua
presento un pH de 7. Todo esto bajo oscuridad. La duracion del
bioensayo de toxicidad aguda fue de 48 h. Segun el protocolo de EPA
OPPTS N°850.1010. La lectura serealiz6 alas 24h y 48 h (Tabla 9).



Tabla 9. Condiciones y criterios de bioensayo agudo sobre Daphnia

magna.

Tipo de bioensayo Estatico
Tiempo de exposicion 24y 48 h
Temperatura 21°C

pH de la solucion 7,5
Humedad 75%

Dureza de agua

Fotoperiodo

Tamarno de envase

Tamafio de muestra

Edad de organismos

N° de réplicas por concentracion
N° de concentracién mas control
N° de

concentraciéon
N° de organismos por envase

organismos por
Régimen de alimentacion

Agua control y de dilucion
Respuesta letal

Criterio de aceptabilidad

170 mg CaCO3 L*
12h luz/ 12h oscuridad
30mL

20mL

Neonatos < 24 h

4

6

40

10

N.R

Agua embotellada
Porcentaje de mortandad

Sobre 90%
controles

de supervivencia

de

los

NR=No requerido.



b) Toxicidad cronica

Se emple6 a D. magna provenientes del acuario Neptuno, San Borja -
Lima, Perd. Se busco un cultivo estable y saludable por mas de un afo.
En el laboratorio se cultivd en un medio denominado ADAM (Aachener
Daphnien Medium), (tabla 4) y se aclimaté en el laboratorio por dos

semanas previas al bioensayo.

Se aplicaron las siguientes cinco concentraciones del Kresoxim-metil en
agua destilada (0,026; 0,0134; 0,0067; 0,0033 y 0,0016 mg de i.a.-L™"). La
temperatura ambiental de los ensayos fue de 21°C. Bajo 12 h luz / 12 h
oscuridad, calidad de luz de fluorescente, blanco-frio. El agua present6 un
pH de 7,5 OD: 6 mg-L* y una dureza de 170 mg CaCO; L™
Se tom6 como referencia fundamental para la realizacion de los
bioensayos la guia 211 OECD (1998). La alimentacion de las hembras-
neonatas fueron a base de Tetramin® disuelto (1/10) a una dosis de
alimento de 2 gotas de preparado alimenticio diario. La frecuencia de
recambio del medio fueron tres veces por semana (condiciones semi-
estaticas). Los recipientes de mantenimiento del cultivo fueron de 5 L de
capacidad. La unidad de muestra para los bioensayos fueron recipientes
de plastico de 300 mL, con 200 mL de medio de cultivo. Los bioensayos
se iniciaron con un neonato de menos de 24 h, sin aireacién. Se uso
como medio de ensayo agua reposada con dos gotas de alimento. Se
emplearon cinco concentraciones y un total de 10 neonatos por
concentracion. Los neonatos fueron colocados individualmente en cada
uno de los envases. La duracion del bioensayo de toxicidad crénica fue de
21 dias (Tabla 10).



Tabla 10. Condiciones y criterios de bioensayo cronico sobre Daphnia

magna.

Tipo de bioensayo

Semi-estatico

Tiempo de exposicion
Temperatura

pH de la solucién

Humedad

Dureza de agua

Fotoperiodo

oD

Tamafio de envase

Tamafo de muestra

Edad de organismos

N° de réplicas por concentracion
N° de concentracién mas control

N° de organismos por
concentracion
N° de organismos por envase

Régimen de alimentacion
Agua control y de dilucion

Respuesta sub-letal

Respuesta letal

Criterio de aceptabilidad

21d

21°C

7,5

75%

170 mg CaCO3 L™
12h luz/ 12h oscuridad
6 mg-L*

300mL

200mL

Neonatos <24 h

4

6

10

1
Tetramin®
Agua destilada

NuUmero de crias vivas,

Longitud de las hembras de Daphnia magna
a 21 dias de exposicion.

porcentaje de mortandad

Sobre 80% de supervivencia de los
controles a 21d

5.5. Poeciliareticulata



Se obtuvieron peces Guppy (P. reticulata) proveniente del acuario
Neptuno, San Borja - Lima, Perld. Se colocaron cinco peces por
recipientes de  plastico de 300 mL y fueron sometidos a cinco
concentraciones de Kresoxim-metil (6,32; 3,16; 1,58; 0,79 y 0,40 mg de
i.a.-L™") y un control negativo (Cn) con agua embotellada. Se realiz6 cuatro
réplicas por concentracion. La temperatura ambiental del ensayo fue de
21°C, con una humedad relativa de 75 % y agua con un pH de 6,8. Segun
el protocolo de EPA 1996. OPPTS 850.1075. Se mantuvo a total
oscuridad hasta las 96 h de exposicion. Al final del ensayo de toxicidad
aguda se determiné la CLso en mg-L ™96 h del pez P. reticulata (Tabla 11).



Tabla 11. Condiciones y criterios de bioensayo sobre Poecilia reticulata.

Tipo de bioensayo estatico
Tiempo de exposicion 96h
Temperatura 21°C
pH de la solucion 6,8
Humedad 75%

Dureza de agua

Fotoperiodo

Tamarno de envase

Tamafno de muestra

Tamafio de organismos

N° de réplicas por concentracion
N° de concentraciéon mas control
N° de

concentracion
N° de organismos por envase

organismos por
Régimen de alimentacion
Agua control y de dilucion

Respuesta letal

Criterio de aceptabilidad

170 mg CaCO3 L™
Oscuridad total
300 mL

200mL

2cm

4

6

20

5

ausencia

Agua embotellada y declorada.

Porcentaje de mortandad.

Sobre 90%
controles

de supervivencia

de

los




5.6. Procedimiento y analisis de datos

En todos los ensayos con las diversas concentraciones se siguieron un

incremento de x2.

Los ensayos nos indicaron los porcentajes de mortandad en las
concentraciones de Kresoxim-metil mas control, para C. externa a las 72
h de exposicién; P. reticulata a las 96 h de exposicion, de D. magna
(toxicidad aguda) obtenidos a las 48 h de exposicion, A. franciscana a las
24 y 48h exposicion y la inhibicion del crecimiento en C. vulgaris a las 24,

48, 72 y 96 h de exposicion.

Se calculé la CLsp del Kresoxim-metil sobre los modelos biolégicos
usando el programa computarizado Probit version 1.5. El modelo de
regresion fue verificado usando el estadistico Chi-cuadrado. CLsg sobre C.
externa a las 72 h; P. reticulata a las 96 h; C. externa a las 72h, D. magna

alas 48h y A. franciscana a las 48 h.

Se hallo la toxicidad cronica de D. magna a los 21 dias de exposicion,
evaluando el numero de crias vivas, mortandad de los padres al momento
de produccion de la primera camada y longitud de las hembras de D.
magna y en C. auratus a los 26 d de exposicion a Kresoxim-metil se
evaluaron la mortandad acumulada, N° dias que inicia la eclosion,
longitud y peso de peces sobrevivientes, N° de larvas deformadas y
porcentaje de C. auratus con comportamiento anormal. Se usaron cinco
concentraciones mas el control, con cuatro repeticiones, en un disefio en
bloque completamente aleatorio (DBCA) para todos los bioensayos, Yy
solamente cinco concentraciones mas el control, con 5 repeticiones para
la toxicidad para la concentracion de nitratos obtenido a 120 h de
exposicion En todos los casos, la eficacia de los tratamientos y las
repeticiones se evalu6é através de un andlisis de varianza (ANDEVA) de
dos vias, previa transformacién de los datos a raiz cuadrada del
arcoseno. En el caso de existir diferencias significativas entre los

tratamientos o las repeticiones se realiz0 una Prueba de Significacion



DVS (Diferencia Verdaderamente Significativa) de Tukey. Se empled el
paquete estadistico SPSS, version 24,0 para Windows 8 para el calculo

de los estadisticos descriptivos e inferenciales.

5.7. Aspectos éticos

El uso de estos siete biondicadores reduciran el numero de ensayos de
toxicidad en mamiferos. Ademéas de su facil manipulacién, mantenerlos
bajo condiciones ambientales controladas y generan un bajo costo
(Guilhermino, 2000). Minimizando el numero de los organismos
empleados, repeticiones y empleando las tres Rs “reemplazamiento,

reduccion, y refinamiento" (Mukerjee, 1997).



VI. RESULTADOS

6.1. Artemia franciscana

La Tabla 12 nos indica los porcentajes de mortandad de D. magna
obtenidos por accién de las cinco concentraciones en orden creciente del

Kresoxim-metil empleada a 24h y 48 h de exposicion.

Tabla 12. Efecto del kresoxim-metil sobre la mortandad de A. franciscana

a 24y 48 h de exposicion.

Concentracion Mortandad %

mgi.a-L? 24h 48h
Control 0? 02
0,1625 29,723¢ 48,48
0,325 29,72% 45,45
0,65 43,245 42.42°
1,25 45,94°% 54,54¢
2,5 54,05% 75,75
5 23,07 47,05
10 42.30¢ 61,11
20 38,09¢ 89 47¢
NOEC(mg i.a.-L’

h 0,325 <0,1625
LOEC(mg i.a.-L

h 0,65 0,1625
Clsg(mgi.a.-L!) 14,07 14,58

Letras mindsculas iguales en una misma columna indican que los porcentajes de mortandad son
estadisticamente iguales.

LOEC= Concentracién mas baja de efecto observables.

NOEC=Concentracion de efectos no observables e inmediatamente debajo del LOEC.

CLso = Concentracion letal media.

Kresoxim-metil tuvo efecto sobre la mortandad a las 24 y 48 h con un

ClLso de 14,07 mgi.aL™y 14,58 mgi.a-L'1, respectivamente.



6.2. Carassius auratus

Tabla 13. Efecto de Kresoxim-metil en la mortandad acumulada, N° dias
gue inicia la eclosién, longitud y peso de peces sobrevivientes, N° de
larvas deformadas y porcentaje de C. auratus “‘Goldfish” con

comportamiento anormal a exposicion.

% . Longitud de Peso de N° de . .
Dias en % de juveniles
Mortand ue peces peces larvas con
Concentracio ad que sobrevivient sobreviviente “fry” .
inicia la comportamlent
n . acumula eclosion S deformada o anormal
mgi.a.-L da mm S
cogntrol 02 3,62 (7,2a : (()?)20‘31 0? 02
0,016 11,422 3,52 7,02 0,182 02 2,632
0,033 8,572 3,82 7,02 0,182 02 02
0,067 14,28° 4,12 7,02 0,172 02 5,26%°
0,134 60° 4,7° 6,92 0,14° 02 5,26%°
0,26 89,14 4,9° 6,3° 0,13° 2,52 7,89°
(Nn%EiC;,L_l) 0033 0067 0134 0,067 0.26 0134
'('rf]);ica_l__l) 0067 0134 026 0134 0,26 0.26

Letras mindsculas iguales en una misma columna indican que los porcentajes de mortandad son
estadisticamente iguales.

LOEC = Concentracion mas baja de efecto observables.

NOEC=Concentracion de efectos no observables e inmediatamente debajo del LOEC.

La mortandad acumulada incluy6 la mortandad embrionaria, de larvas y de juveniles. EI Comportamiento
anormal incluyé en conjunto el nado anormal y la hiperventilacion. Ademas incluye a los peces (larvas y

juveniles) muertos.

Se observé que a los 26 dias el parametro de mortandad se vio afectado

en la concentracién 0,067 mg i.a’L™ (Tabla 13).

En los dias en que inicia la eclosion este factor se vio alterado en la
concentraciéon 0,134 mg i.aL™ al igual que en los pesos de los peces

sobrevivientes (Tabla 13).

En la longitud de peces sobreviviente, el efecto se observo en la

concentracién mas alta 0,26 mg i.a’L™ (Tabla 13).



No se observé efecto en el nimero de larvas deformadas a las

concentraciones (Tabla 13).

El porcentaje de juveniles con comportamiento anormal se vio afectado en

la concentracién mas alta 0,26 mg i.aL™ (Tabla 13).

6.3. Chlorella vulgaris

La Tabla 14 nos indica los porcentajes de inhibicion del crecimiento algal

de C. vulgaris obtenidos por accién de las cinco concentraciones en orden

creciente el Kresoxim-metil empleadas a las 24, 48, 72 y 96 h de

exposicion.

Tabla 14. Efecto del Kresoxim-metil sobre la inhibicién del crecimiento

algal de C. vulgaris a 24, 48, 72 y 96 h de exposicion.

Concentracion Inhibicién %

mgi.a.-L! 24h 48h 72h 96h

0 Oa 0? 02 0?
0,00059 30,022 42,39° 55,55° 77,69°
0,00118 47,15% 50,57° 83,56 79,67°
0,00237 62,162 62,23° 75,16° 84,09°
0,00473 47,97% 62,68" 78,34° 86,99°
0,00947 70,52° 72,07° 87,56° 89,05°
NOEC(mg i.a.-L°

b 0,00473 <0,00059 <0,00059 <0,00059
LOEC(mg i.a-L

D) 0,00947 0,00059 0,00059 0,00059
Clso (mgi.a-L') 0,93 x107 0,34 x 10 0,12 x 10™ >0,12 x 10!

Letras minUsculas iguales en una misma columna indican que los valores de inhibicién de crecimiento algal

son estadisticamente iguales.

LOEC= Concentracién mas baja de efecto observables.

NOEC=Concentracién de efectos no observables e inmediatamente debajo del LOEC.

Clso= Concentracion de inhibicion media.



Se observo efecto de inhibicién a las 24 h con Clsp 0,93-:102mg i.a.-L™, a
las 48 h el Cls fue 0,34-10% mgi.a.-Ly alas 96 h el CLso fue >0,12 x 10°

'mgia.-L™

6.4. Chrysoperla externa

La Tabla 15 nos indica los porcentajes de mortandad de Chrysoperla
externa obtenidos por accion de las cinco concentraciones en orden

creciente del Kresoxim-metil empleada a 72 h de exposicion.

Tabla 15. Efecto del Kresoxim-metil sobre la mortandad de Chrysoperla

externa a 72 h de exposicion.

., Mortandad

Concentr_?mon %

mg i.a--L 79

0 0?

0,3175 0?

0,0635 23,072
0,127 0?

0,254 38,46%
0,508 23,072

NOEC (mgi.a.L') 0,508
LOEC (mgi.a.L') >0,508

Letras minlsculas iguales en una misma columna indican que los porcentajes de mortandad son

estadisticamente iguales.
LOEC = Concentracion mas baja de efecto observables.

NOEC=Concentracion de efectos no observables e inmediatamente debajo del LOEC.

Ninguna de las concentraciones de Kresoxim-metil tuvo efecto

significativo sobre la mortandad de C. externa.



6.5. Comunidades microbianas

La Tabla 16 nos indica la concentracion y el porcentaje de inhibicion de
nitratos por efecto de las cuatro concentraciones de Kresoxim-metil
empleada a 120 h de exposicion a las comunidades microbianas del

suelo.

Tabla 16. Efecto del Kresoxim-metil sobre las comunidades microbianas
del suelo a 120 h de exposicion.

[c] de nitratos a

Concentracion 120 h en el Porcentaje de

mgi.a-g™* suelo (mgiag™ inhibicién a 120h
suelo)

0 11,002 0?

153 20,90% 11,12

306 26,40% 17,30%°

612 24,20% 14,83%

1244 28,05° 19,15"

NOEC (mg i.a.L 612 612

)

Il_OEC (mg i.a. L 1244 1244

)

Clso (mg ia’L” >1244 4622

)

Letras mindsculas iguales en una misma columna indican que los porcentajes de mortandad son
estadisticamente iguales.

LOEC = Concentracion méas baja de efecto observables.

NOEC=Concentracion de efectos no observables e inmediatamente debajo del LOEC.

Clso= Concentracion de inhibicion media.

Se observo inhibicion en la formacion de nitratos sobre las comunidades

microbianas, en la concentracion evaluada de 1244 mgi.a.-L™ alas 120h.



6.6. Daphnia magna (Toxicidad aguda)

La Tabla 17 nos indica los porcentajes de mortandad de D. magna
obtenidos por accién de las cinco concentraciones en orden creciente del

kresoxim-metil empleada a 24h y 48 h de exposicion.

Tabla 17. Efecto del kresoxim-metil sobre la mortandad de D. magna a 24

y 48 h de exposicion.

Concentracion Mortandad %
mgi.a.-L? 24h 48h
control 0? 0?2

0,1 13,162 8,573
0,2 7,892 5,712
0,4 15,78% 14,28
0,8 42,10° 40°
1,6 84,4° 88,57°
NOEC (mgi.a.L") 0,8 0,8
LOEC(mgiaLh 1,6 1,6
Clsp(mgi.a.L™ 1,09 1,04

Letras mindsculas iguales en una misma columna indican que los porcentajes de mortandad son
estadisticamente iguales.

LOEC=Concentracidon mas baja de efecto observables.

NOEC=Concentracion de efectos no observables e inmediatamente debajo del LOEC.

CLso = Concentracién letal media.

Kresoxim-metil tuvo efecto sobre la mortandad a las 24 y 48 h en las
concentraciones méas altas. Con ClLs; de 1,09 y 1,04 mg ia.L™

respectivamente.



6.7. Daphnia magna (Toxicidad crénico)

La Tabla 18 nos indica efecto del Kresoxim-metil en el nimero de crias
vivas, en la mortandad de los padres al momento de produccion de la
primera camada y en la longitud de las hembras de D. magna a 21 dias

de exposicioén (Fig. 2).

Tabla 18. Efecto del Kresoxim-metll sobre el n° de crias vivas, porcentaje

de mortandad y longitud de las hembras de Daphnia magna.

N° Longitud de
Concentracion crias % Mortandad  hembras
mgi.a.-L? vivas de los padres  (mm)
control 81,12 0 4,8°
0,0016 83,52 0 4.8
0,0033 45,3 80,5° 4,8
0,0067 0° 100° o°
0,0134 0° 100° o°
0,026 0° 100° o°
NOEC (mgi.a-L?) 00016  0,0016 0,0033
LOEC (mgi.a.-LY) 00033  0,0033 0,0067

Letras minGsculas iguales en una misma columna indican que el n° de crias vivas, porcentaje de mortandad y
longitud de las hembras son estadisticamente iguales.
LOEC = Concentracion méas baja de efecto observables.

NOEC=Concentracion de efectos no observables e inmediatamente debajo del LOEC.
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Figura 1. Ritmo de mortandad diario de D. magna en ensayo de toxicidad

cronica a los 21 dias de exposicion.

El nimero de crias vivas se vieron afectadas a partir de la concentraciéon
0,0033 mgi.a.-L™

El porcentaje de mortandad de padres se vio afectado a partir de la

concentracién 0,0033 mg i.a.-L™.

La longitud de las hembras se vieron afectadas a partir de la

concentracién 0,0067 mg i.a.-L™.

La Figura 1 sefala el ritmo de mortandad de D. magna en ensayo de

toxicidad crénica a los 21 dias de exposicion.



6.8. Poecilia reticulata

Porcentaje de mortandad

La Tabla 19 nos indica los porcentajes de mortandad del pez P. reticulata
obtenidos por accién de las cinco concentraciones en orden creciente del

Kresoxim-metil empleadas a 96 h de exposicion.

Tabla 19. Efecto del kresoxim-metil sobre la mortandad de P. reticulata a

96 h de exposicion.

Mortandad %

mgi.a.-Lt 96h
control 0?
0,40 10,522
0,79 31,572
1,58 21,052
3,16 10,522
6,32 52,632

NOEC (mgi.a.L™) 6,32
LOEC (mgi.a.L™h >6,32
Clso (mgi.a.L™ 6,51

Letras minUsculas iguales en una misma columna indican que los porcentajes de mortandad son

estadisticamente iguales.
LOEC = Concentracion mas baja de efecto observables.
NOEC=Concentracion de efectos no observables e inmediatamente debajo del LOEC.

CLso = Concentracion letal media.

No se observo efecto toxico de Kresoxim-metil sobre el porcentaje de

mortandad de P. reticulata.



VII. DISCUSION

Kresoxim-metil es un fungicida muy toxico para organismos acuaticos y
gue ademas puede causar efectos adversos a largo plazo en el ambiente
acuatico. Se conoce que existe toxicidad para los peces, Daphnia y algas
verdes in vitro (Basf, 2009).

7.1. Artemia franciscana

En la prueba de toxicidad aguda con A. franciscana a las 24h y 48h, se
hall6 CLsy 14,07 mg i.a.-L* y 14,58 mg i.a.-L?, respectivamente que
demuestra ser un compuesto de similar toxicidad a Diazinon cuyo valor de
Clsp a las 24 h es 10,57 mgmL™. Se uso6 el fungicida azoxistrobina
(sustancia activa) y su formulacion comercial, cuyo modo de accion es
igual a Kresoxim-metil, sobre A. franciscana el CLso de azoxistrobina a las
24h mortandad es 0,46 mg.L™" y Ortiva 1,252 mg-L™ (Alves, 2015). En
otro ensayo con A. franciscana se evalud la concentracion letal media
(CLso) de diecisiete compuestos organofosforados. Fentién cuya Clso a
exposicion de 24h y 48h fue 0,00626 mg-mL* y  0,00011mg.mL,
respectivamente, presenté mayor toxicidad que los demas compuestos. El
compuesto con menos toxicidad fue clorpirifos cuyo ClLso a las 24 y 48 h

fue 0,10 y 0,022, respectivamente (Jaramillo et al., 2013).

7.2. Carassius auratus

Muchos efectos téxicos producidos por diversas sustancias sobre los
organismos no se manifiestan de forma inmediata; pero son suficientes
para modificar la biologia de éstos llegando incluso a condicionar su

posibilidad de sobrevida. Estos efectos se pueden evaluar utilizando



diferentes biomarcadores (Alvarez et al., 2012). Para analizar estos
efectos fue necesario someter a un P. reticulata a mayor tiempo de

exposicion (26 dias) con diferentes concentraciones de Kresoxim-metil.

7.3. Chlorellavulgaris

Al final de las evaluaciones se observo que todas las poblaciones de C.
vulgaris expuestas a las diferentes concentraciones durante las 24, 48,
72 y 96 h, presentaron una inhibicion significativa con respecto a los
controles. Siendo mayor la inhibicion a medida que la concentracién de
Kresoxim-metil era mas alta. En otro trabajo similar donde usaron glifosato
para calcular la inhibicion sobre C. vulgaris se observé poblaciones
algales expuestas a concentraciones de glifosato de 5 mg Gli/l que
también provocaron una inhibicion significativa del crecimiento algal
respecto de los controles (Saenz & Marzio, 2009). Tomando en
consideracion los valores de los indices NOEC y LOEC utilizando como
parametro el crecimiento medio de inhibicion a las 96 h, la especie C.
vulgaris resulté méas sensible frente a la accion de Kresoxim-metil con
valores de 0,00947 y >0,00947 mg i.a.-L™ respectivamente frente a
Glisofato con NOEC y LOEC a las 96 h con valores de 2,5y 5 mg Gli/l
respectivamente (Saenz & Marzio, 2009). Lo que demuestra que
kresoxim-metil es mas téxico que glisofato sobre de C. vulgaris. Se
trabajé con una especie de la familia de Chlorellaceae, Chlorella
pyrenoidosa Chick, 1903, de caracteristicas similares a C. vulgaris. Se
utilizé la mezcla de clortoluron (43%) con terbutrina (7%) e isoproturon
(50%), estos herbicidas disminuyeron el crecimiento de algas de C.
pyrenoidosa. Los valores de NOEC (96 h) fueron <0,002 y 0,0043 mg'L™,
respectivamente. (Anton & Alia, 1993). Lo que indica que el efecto de la

mezcla de herbicidas es similar en toxicidad con el Kresoxim-metil.



7.4. Chrysoperla externa

Las diferentes concentraciones de Kresoxim-metil a 72 h de exposicion no
tuvieron efecto sobre C. externa. EI NOEC y NOEC fue 0,508 mgi.aL™y
>0,0508 mg i.aL™?, respectivamente, para el parametro de porcentaje
mortandad en C. externa. No se encontro literatura del uso de Kresoxim-
metil sobre C. externa. En un trabajo similar se utiliz6 el insecticida
lufenuron y abamectina sobre C. externa. Se demostré que lufenuron fue
nocivo para este depredador, ya que indujo una alta mortandad en las
larvas de neonatos de los huevos tratados, en recién nacidos, asi como
en larvas de primer, segundo y en tercer estadio, donde se produjo una
alta mortandad de pupas, no permitiendo llegar a adultos, mientras que la
viabilidad del huevo de C. externa no fue afectada por la abamectina en
ninguno de sus estadios y se desarrollaron adultos. Los resultados
mostraron que la abamectina es inocua y que el lufenuron es téxico para
los huevos y larvas de C. externa (Bueno & Freitas, 2004). En otro
bioensayo se utlizd el huevo, larva y adulto de Chrysoperla rufilabris
Burmeister, 1839 al que se le aplico fungicidas (trifenilestafio, benomil y
dodina), acaricidas (dicofol y hexakis) e insecticidas (dimetoato, demeton,
malation, fosalona, endosulfan, azinfos-metilo, lindano y etion) donde Se
observd que los fungicidas y acaricidas causaron <50% de mortandad
para C. rufilabris mientras que los insecticidas usados fueron menos
téxicos (Mizell & Schiffhauer, 1990).

7.5. Comunidades microbianas

No se observd inhibicion en la formacién de nitratos sobre las
comunidades microbianas, en ninguna de las cuatro concentraciones
evaluadas a las 120h. La concentracion mas alta usada fue 1244 mg.
iag’. En otro ensayo con tres fungicidas (Captan, Thiram y Verdasan),
estos estuvieron asociados a una disminucion en la nitrificacién a los 28

dias. Las tasas mas bajas de aplicacion de los tres fungicidas dieron



como resultado la mayor cantidad de nitrificacion, asi se obtuvo la
inhibicién de la nitrificacién a los 0,01 mg.g™* de Verdasan, a 0,1 mg.g de
Tiram y 0,25 mg.g" de Captan en suelo. Wainwrigth & Pugh (1973)
indican que Kresoxim-metil es menos toxico que los tres fungicidas
mencionados. Por otro lado, mientras que en otro bioensayo se utilizaron
siete insecticidas (lindano, fenitrotion, fonofos, malatién, forato, terbufos y
carbofurano) y seis fungicidas (mancozeb, maneb, thiram, benomyl,
captan y terrazole.) sobre la desnitrificacion de nitratos en suelos. A partir
de la concentracion 50 ug'g® se obtuvo un efecto significativo en el caso
de todos los insecticidas, al igual que en dos fungicidas tiram y captan
que actuaron a partir de la concentracién 50 ug-g™* mientras que el resto
a esa elevada concentracibn no presentaron ningun efecto de
desnitrificacion. Yeomans & Bremner (1985) demuestran que los
insecticidas tiene mayor efecto sobre la inhibicion de nitratos en las
comunidades microbianas que los fungicidas, especialmente Kresoxim-

metil.

7.6. Daphnia magna

Kresoxim-metil esta considerado como un plaguicida de bajo riesgo, sin
embargo estudios recientes han reconocido los impactos potenciales de
los fungicidas en la reproduccién de Daphnia (Warming et al., 2009).

En la prueba de toxicidad aguda para D. magna se observé una
mortandad alta en la mayor concentracion con un porcentaje de 88,57%
Alas 24 hel CLsp= 1,09 mgi.a.-L" y para 48h el CLsp = 1,04 mgi.a.-L™.
Mientras que en otros fungicidas del grupo estrobulirinas, piraclostrobina
y epoxiconazole al que pertenece Kresoxim-metil los valor de ClLsg =
0,016 mg i.aLl y ClLso= 8,69 mg i.a.-L™?, respectivamente (Capeagro,
2016). Por otro lado se trabajé con 3 clones de D. magna y se demostré
una variacion clonal significativa en la sensibilidad de D. magna hacia la

azoxistrobina. Un clon tenia una concentracion letal media de 48 h ClLsg =



0,277 mg-L*. Sin embargo, los dos clones restantes eran mucho mas
sensibles y tenian CLso = 0,071 mg'L™ / y 0,098 mg'L?, respectivamente
(Warming, 2009). Estas diferencias podrian ser el resultado de diversas
condiciones experimentales o de cultivo, como factor genético, medio, y

también la pureza del compuesto probado.

Las pruebas cronicas se utilizan para evaluar las respuestas a largo plazo
de los contaminantes, la toxicidad cronica de éstos puede afectar
negativamente la supervivencia, el crecimiento de las poblaciones de
organismos, y eventualmente causar dafio a los ecosistemas (Sancho et
al., 2016). Se realiz6 una prueba croénica de 21 dias de D. magna donde
se observd como afectd negativamente la mortandad de los padres, el
namero de crias vivas y la longitud de las hembras. Estos resultados
coinciden con Cui (2017) que realizdé una prueba cronica de 21 dias,
donde observé que las estrobilurinas pueden afectar significativamente la
reproduccion, el desarrollo, el crecimiento y causar una disminucion

significativa en el numero de crias.

El NOEC con respecto a la mortandad para tebuconazole a los 21 dias
fue 0,41 mgL?, mientras que en este ensayo fue de 0,0016 mgi.a.-L™* .
Esto demuestra que Kresomin metil es mas toxico que tebuconazole
(Sancho et al., 2016).

Los resultados indican que Kresoxim-metil es toxico para D. magna y sus
bajas concentraciones son suficientes para causar dafio a D. magna en

concentraciones ambientalmente relevantes (Cui, 2017).

7.7. Poeciliareticulata

En peces el valor establecido de la CLsy es 1mg-L™* (Anasac, 2016)
mientras que en los resultados de P. reticulata el valor a las 96h de CLsg
fue de 6,51 mg i.a-L™*. En un estudio similar donde se utiliz6 Strobilurina

(grupo quimico al que pertenece Kresoxim-metil) + triazol, el valor a las



96 h de CLsp fue 9,9 mg-L™* en pez Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard,
1824) "bagre" (Kreutz, 2008), mientras que en otro ensayo se evaluaron
dos formulaciones comerciales (A,B) y solucion de glisofato puro (C)
frente a P. reticulata a las 96h. Kresoxim-metil no tuvo efecto sobre P.
reticulata en ninguna de sus concentraciones Se utilizaron formulaciones
comerciales A, B, C y demostraron ser toxicas aun a bajas
concentraciones, siendo la formulacion B hasta cuatro veces mas toxica
que la A, provocando un 100% de mortandad aun a valores de 0,025 ml-L”
! de formulacion comercial, equivalente a 12 mg-L™ de sal de glifosato. Se
determiné también que, aun a concentraciones altas (hasta 400 mg-L™), el
glifosato puro no presento estos efectos (Alvarez et al., 2012). Se utilizo el
pez Poecilia latipinna (Lesueur, 1821) que pertenece a la misma familia
que P. reticulata. Se evalud la toxicidad aguda a las 96 h del metomilo

donde se hall6 el valor de la CLsp 2,08 mg i.a-L™* (Napan et al., 2010).

7.8. Analisis Global

El bioindicador méas sensible ante el fungicida Kresoxim-metil fue C.
vulgaris. Los resultados de estos ensayos brindan informacion de la
ecotoxicidad del fungicida Kresoxim-metil sobre la calidad ambiental
utilizando siete biondicadores. En el presente proyecto se deduce que
Kresoxim-metil es mas perjudicial en los ambientes acuaticos que en los
terrestres, estos resultados coinciden con estudios que afirman la
toxicidad del fungicida sobre ambientes acuaticos que altera la fauna
acuatica que a su vez es consumida por humanos, exponiéndose a
intoxicaciéon. Sefialan a kresoxim-metil como probable carcinégeno para

los humanos.

Kresoxim-metil se encuentra vigente mediante la Resolucion Directoral
0064-2014- MINAGRI-SENASA-DIAIA. Con el numero registro 794-98-
AG-SENASA. Los resultados obtenidos de este fungicida registrado debe

ser reevaluado de acuerdo al surgimiento de nueva informacion técnico-



cientifica, sobre la eficacia, toxicidad o ecotoxicidad, que pueda implicar
en algunos casos restricciones en su registro o en otros hasta su

prohibicion.

Por otro lado el uso de biondicadores fue favorable ya que reduce
considerablemente el namero de ensayos de toxicidad en mamiferos y

ademas se puede utilizar mayor cantidad de individuos a un menor costo.



VIII.CONCLUSIONES

Se observo que el Kresoxim-metil:
e Tuvo efecto sobre la mortandad de A. franciscana a las 24 y 48 h.

e Tuvo efecto a los 26 dias sobre C. auratus en parametros de:
mortandad, dias en que inicia la eclosion y longitud de peces

sobrevivientes.
e Sevio inhibicién del Kresoxim-metil, sobre C. vulgaris.
e No sé observo efecto sobre la mortandad C. externa.

e Se observé inhibicibn en la formacién de nitratos de las

comunidades microbianas.

e Tuvo efecto sobre la mortandad de D. magna en las

concentraciones mas altas.

e Tuvo efecto sobre D. magna a los 21 dias en los parametros de:

crias vivas, mortandad de padres y longitud de hembras.
¢ No se observo efecto sobre la mortandad de P. reticulata

e Es mas perjudicial en los ambientes acuaticos que en los

terrestres.



IX. RECOMENDACIONES

e Para comunidades microbianas es recomendable extender el
ensayo a mayor cantidad de horas y también dias. Ademas de

emplear mayor concentracion de Kresoxim-metil.

e En ensayos con C. externa seria necesario trabajar con todos los
estadios del insecto y utilizar concentraciones elevadas de

Kresoxim metil.

e Exponer a P. reticulata a mayor concentracion de Kresoxim-metil y

mas horas de exposicion.

e Realizar los bioensayos previamente descritos y aplicarlos en el

campo.

e Ensayar en otros modelos biolégicos como Oncorhynchus mykiss
Walbaum, 1972 "trucha".
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