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As sociedades sempre estiveram em contato direto com o0 meio ambiente, o que
refletiu nas complexas inter-relagcdes estabelecidas entre estes, fomentando préaticas sociais,
culturais, econémicas e ambientais. As implicagbes dessas inter-relacdes culminaram na
degradacdo do meio natural, e muitas vezes, reverberaram em perda da qualidade de vida
para muitas sociedades.

A constante exploracdo de forma exacerbada do meio ambiente, fomentou o
desenvolvimento de aparatos legislativos rigidos em diversos paises, incluindo o Brasil,
visando minimizar os impactos negativos da acdo humana sobre este. Diante disto, nas
Ultimas décadas, a pressao da legislagdo tem surtido efeitos positivos em relagdo aos
cuidados direcionados ao meio natural. Multiplicaram-se em todo o pais a¢des voltadas a
preservagao/conservacao dos recursos naturais como, por exemplo, a constante revisdo
e proposicao de leis ambientais, o desenvolvimento unidades de conservacéo, controle da
pesca predatoria e caca de animais silvestres, uso de energias renovaveis, propagacao de
praticas de educagao ambiental, dentre outras.

Diante deste cenario, o E-book “Conservacdao e Meio Ambiente”, em seus 23
capitulos, se constitui em uma excelente iniciativa da Atena Editora, para agrupar diversos
estudos/pesquisas de cunho nacional e internacional envolvendo a tematica ambiental,
explorando mudltiplos assuntos, tais como: gestdo ambiental; impactos ambientais;
agroecologia e agrotoxicos; avaliacdo e qualidade da agua; areas de prote¢cdo ambiental e
unidades de conservacéo; contabilidade ambiental, educag@o ambiental, dentre outros. Por
fim, espero que os estudos compartilhados nesta obra cooperem para o desenvolvimento
de novas praticas académicas e profissionais, assim como possibilite uma visdo holistica e
multidisciplinar para o meio ambiente e sua conservacéo.

Desejo que apreciem a leitura.

Clécio Danilo Dias da Silva
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RESUMEN: EIl objetivo del presente estudio fue
determinar la concentracion letal media (CL, ) del
herbicida rango 480 sobre Daphnia spp. a través
de pruebas de toxicidad. El sistema utilizado
durante el periodo de experimentacion fue de
tipo estatico, de corta duracion y sin renovacion,
teniendo en cuenta las caracteristicas de su
héabitat, agua natural de su microhabitat y otras
caracteristicas ambientales. Se realizaron
cinco tratamientos de 20, 40, 60 y 80 ppm y un
testigo, con diez repeticiones por tratamiento. La
concentracion letal media permiti6 determinar
la concentraciébn efectiva del toxico que
inmovilizaba al 50% de los individuos en un
periodo de 48 horas (CL, ) mediante la aplicacion
del Método Probit del programa estadistico
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SPSS. La concentracion letal media del herbicida
Rango 480 para Daphnia spp. fue de 39,48 ppm.
Se concluye que a diferentes concentraciones
de herbicida los efectos sobre los organismos
varian; es decir, a mayor concentracion de
herbicida, mayor seré la cantidad de organismos
muertos.

PALABRAS CLAVE: Daphnia spp., herbicida
Rango 480, concentracion letal media, bioensayo,
método Probit.

ABSTRACT: The objective of the present study
was to determine the mean lethal concentration
(LC,,) of the herbicide rank 480 on Daphnia spp.
through toxicity tests. The system used during
the period of experimentation was static, of short
duration and without renewal, taking into account
the characteristics of its habitat, the natural water
of its micro-habitat and other environmental
characteristics. Five treatments of 20, 40, 60 and
80 ppm and one control were performed, with
ten repetitions per treatment. The mean lethal
concentration allowed determining the effective
concentration of the toxin that immobilized 50 %
of the individuals in a 48 hour period (LC,;) by
applying the Probit Method of the SPSS statistical
program. The mean lethal concentration of the
herbicide Rank 480 for Daphnia spp. was 39,48
ppm. Concluding that at different herbicide
concentrations the effects on organisms vary;
in other words, the higher the concentration
of herbicide, the greater the number of dead
organisms.

KEYWORDS: Daphnia spp., Rango herbicide
480, mean lethal concentration, bioassays, Probit
method.



MEA (2005), afirma que la agricultura ha sido una de las principales fuerzas impulsoras
en la degradacion de sistemas acuéticos en los ultimos 50 afios, especialmente debido al
uso excesivo de fertilizantes y plaguicidas. El destino de los residuos de plaguicidas y su
potencial dafio a la salud humana es generalmente poco conocido (Devine et al., 2008).

Los herbicidas son compuestos complejos que tienen la capacidad de controlar las
plantas que perjudican los cultivos. Estos, como otros productos para la proteccion de los
cultivos, deben ser utilizados de acuerdo con el conocimiento de todas sus caracteristicas
y propiedades, para asi obtener la maxima efectividad de su accion, ya que por ser
compuestos que producen impacto ambiental, no se justifica su uso sin una rentabilidad
acorde a dicho impacto, que en todo caso debe ser el mas bajo posible (Alvaro, 2007).

Nasr y Badawy (2015) y Ruiz (2015) afirman que los bioindicadores ambientales
son organismos no destinatarios cuya presencia y fisiologia nos muestran determinadas
circunstancias de un lugar, permitiéndonos conocer si existen alteraciones en las cadenas
tréficas, ademas, estos organismos son faciles de colectar, reproducir y cuantificar algun
efecto que se desee evaluar.

Los ensayos de toxicidad acuatica diagnostican el impacto de los contaminantes
sobre la biota (Blaise y Gagné, 2009). Los ensayos agudos nos permiten determinar la
concentracion de una muestra que provoca la muerte al 50% de una poblacién expuesta
(concentracion letal media o CL, ) en un tiempo conocido (Diaz et al., 2004). Martinez et
al . (2008) mencionan que la evaluacion de los efectos toxicos de los contaminantes se
realiza a través de la exposicidn controlada de organismos de prueba seleccionados, a
concentraciones establecidas de compuestos quimicos, o bien directamente a diluciones
demuestras de efluentes contaminantes.

La especie Daphnia spp. (del grupo de los Cladéceros) es la mas utilizada como
organismo de prueba o de referencia en pruebas de toxicidad. Debido a que esta especie
tiene una amplia distribucién geogréfica, el papel que cumple al interior de la comunidad
zooplanctonica, la facilidad de cultivo en el laboratorio, su reproduccion partenogenética (lo
cual asegura una uniformidad de respuesta), su ciclo de vida corto y su amplia prolificidad,
han hecho de este grupo un ideal para la evaluacion de toxicidad, de caracter universal
(Dodson y Hanazato, 1995; Sarma & Nandini, 2006; Koivisto, 1995).

Diaz et al. (2004), mencionan que los efectos sobre Daphnia se manifiestan a través
de alteraciones fisiolégicas y reproductivas, dificultades al nadar, inmovilidad y posterior
muerte. Daphnia (Cladocera) es un crustaceo clave de agua dulce con muchas funciones
ecolégicamente importantes, resultando ser una buena herramienta para la deteccion
temprana de impacto téxico de varios agentes en ecosistemas acuaticos (Bownik, 2017;
Bownik et al., 2018).

El objetivo del presente estudio fue determinar la concentracion letal media (CL,))
del herbicida rango 480 sobre Daphnia spp. a través de pruebas de toxicidad.
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21 MATERIAL Y METODOS

La colecta de muestras de agua para determinar la presencia de Daphnia spp., se
realizd en el sector conocido como la Granja, distrito y provincia de Jaén, Cajamarca.

La zona de muestreo se eligié considerando; primero, la revision bibliogréafica que
describe y especifica las caracteristicas de habitat en el que se desarrollan las poblaciones
de Daphnia spp. (zonas donde hay alta concentracion de materia organica, aguas de
desecho, charcos, lugares donde existen microorganismos como bacterias, levaduras y
microalgas) y, segundo, eligiendo zonas o lugares locales con cultivo de arroz, que se
encuentren en la fase inundable de cultivo, procediendo a la colecta de muestras de agua,
las que fueron llevadas al laboratorio de Ingenieria Forestal y Ambiental para determinar
la presencia de estos individuos. Las areas de cultivo de arroz fueron seleccionadas por
la importancia en la alimentacion local y por lo que, en este, se utilizan una gama de
productos quimicos para mejorar la produccion.

En la Figura 1 se muestra georeferencialmente, el lugar en donde se colecté las
muestras de agua. Las coordenadas UTM son 9372541-17M0747031.

LEYENDA

Punto de colecta de agua para identificar E’.;,:;::..m}a-'... [
¥ aislar especimenes de Daphnia spp

St 7 £

Figura 1 : Lugar de colecta de muestra de agua para identificar y aislar especimenes de

Daphnia spp.
Parametro Medida
pH 8,8
T° del agua 25,5°C
Conductividad 512 S

Tabla 1: Parametros fisicos y quimicos registrados en campo (area de colecta de muestra)
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Parametro Medida

T° ambiental 28 °C
Precipitacion 0,4 mm
Humedad relativa 86 %

Tabla 2: Parametros ambientales de la ciudad de Jaén en la fecha de colecta

Las muestras de agua colectadas en campo fueron transportadas al laboratorio de
Ingenieria Forestal y Ambiental (IFA) de la Universidad Nacional de Jaén, se extrajeron
muestras de agua las que se colocaron en placas Petri y fueron llevadas al estereoscopio
para su identificacion con una resolucion de 10X y se procedi6 a su aislamiento.

Para aislar el espécimen (50 individuos) se us6 una pizeta para capturarlos, éstos
fueron llevados a un medio de laboratorio para que se reproduzcan y obtener individuos en
estado de madurez adulta (sistema reproductor visible) para el estudio. Como medio se us6
un recipiente de cinco litros, para cerciorarse de que retne las condiciones requeridas por
esta especie para su desarrollo, se agreg6 agua colectada del mismo ambiente de donde
se colectd los individuos de Daphnia spp. en un volumen de tres litros, (Tabla 3). Luego se
midieron parametros de temperatura, pH, conductividad; al medio se le instalé un aireador
artificial para proporcionar oxigeno (5 horas al dia), ademas de ello, como alimento se uso,
algas filamentosas y levaduras extraidas del mismo microhabitat de Daphnia spp. El tiempo
en que se mantuvieron en este medio fue de 20 dias, se le proporcion6 alimento interdiario

con una cantidad de 0,5 g de algas filamentosas y 0,5 g de levaduras.

Parametro Medida

Temperatura 22 +/-2°C

Fotoperiodo 14 h luz/ 10 h oscuridad
pH 8-8,8

Oxigeno disuelto >6mg/L O,
Alimentacion Algas y levaduras
‘Maduracion sexual 10 +/- 2 dias

Tabla 3: Parametros de control en laboratorio de IFA

‘Tiempo en el cual las hembras liberan sus primeros neonatos
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Con el fin de obtener resultados fiables se tomd en cuenta las siguientes condiciones
(Tabla 4).

Numero de tratamientos 4

Numero de repeticiones por
tratamiento

Volumen de solucién (herbicida
mas agua) por unidad 10 ml
experimental

Numero de individuos por

; 50 individuos
tratamiento

Tiempo de exposicion 48 horas

Tabla 4: Condiciones generales de exposicion usadas en los ensayos

Procedimiento

Se monto la bateria (50 vasos), las cuales estuvieron distribuidas de acuerdo a las
cuatro concentraciones de herbicida; 20, 40, 60 y 80 ppm y un testigo (cada vaso se le
rotuld con la respectiva concentracion). Se adicion6 10 ml de los diferentes porcentajes
de concentracién con ayuda de una pipeta graduada, siendo preparadas diez replicas por
concentracion. Se llevo a cada vaso 5 individuos de Daphnia spp., con ayuda de una pizeta
de pléstico, cada concentracion necesité 50 organismos haciendo una suma total de 250
individuos.

La bateria fue cubierta con una bolsa negra con el propésito de aislarla de la luz
por el tiempo de exposicion para que se produzca un mayor contacto entre los organismos
y el herbicida. Luego de 48 horas de exposicion se realizé el conteo de la cantidad de

organismos que habian muerto en cada vaso
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Tratamiento Numero de organismos muertos Total Mort?ndad Media
Ri R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 Ri0 (%)
Blanco 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20 ppm 3 2 3 1 1 2 0 4 3 2 21 42 2,1
40 ppm 4 3 2 3 2 3 3 4 2 2 28 56 2,8
60 ppm 5 3 4 3 5 4 3 3 1 1 32 64 3,2
80 ppm 5 5 4 5 5 3 5 4 5 5 46 92 4,6

Tabla 5: Numero de organismos muertos luego de 48 horas de exposicién

Se puede observar que, para las concentraciones de 20, 40, 60 y 80 ppm el

porcentaje de mortalidad fue del 42%, 56%, 64% y 92% respectivamente, concluyéndose

que la concentracién donde mas de la mitad de los organismos expuestos de Daphnia spp.

se murieron por la exposicion al herbicida fue 40 ppm.

Figura 2: Grafica de porcentaje de mortandad de individuos de Daphnia spp. vs concentracion

Mortandad de Daphnia spp. (%)
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Concentracion de herbicida Rango 480 (ppm)

del herbicida Rango 480 (en ppm)

Se observa que existe una alta relacion entre el porcentaje de mortandad de

individuos de Daphnia spp. y la concentracion del herbicida Rango 480, llegando a tener un

R2igual a 0,9313, es decir; si se incrementa la concentracién del herbicida el porcentaje de

mortandad también lo hace.
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Intervalo de confianza al 95 %

Estimacién de Error 7 Si

. Parametro Estimacion .- . .
parametros tipico 9 Limite inferior  Limite superior
Concentracion 0,032 0,00 8,72 0,00 0,02 0,04
PROBITa
Interseccion -1,282 0,18 -7,29 0,00 -1,46 -1,11

Tabla 6: Analisis de datos en programa estadistico SPSS

Una de las razones por la cual el género Daphnia es usado como un bioindicador de
contaminacién ambiental, es la amplia distribucién, su facilidad de manejo en laboratorio,
el papel que cumplen en la comunidad zooplancténica y sobre todo el tipo de reproduccion,
que presenta dos fases, sexual y asexual. Si el medio donde se desarrolla redne condiciones
favorables mantiene | fase asexual (partenogénesis), esto permite que las poblaciones
sean genéticamente uniformes. Al encontrar individuos de Daphnia spp. en areas de cultivo

de arroz demuestra su relevancia como indicador.

Limites de confianza al 95% para las concentraciones de herbicida

Probabilidad
Estimacion Limite inferior Limite superior
0,01 -32,15 395,65 4,21
0,05 -11,16 271,86 17,01
0,10 0,02 206,40 24,38
0,20 13,57 128,37 34,51
0,30 23,34 -74,19 43,89
0,40 31,68 -31,64 55,68
0,50 39,49 21,60 74,21
0,60 47,29 21,62 103,97
0,70 55,63 34,74 145,18
0,80 65,40 44,73 198,77
0,90 78,95 55,17 276,50
0,99 111,12 75,51 465,56

Tabla 7: Andlisis de datos en programa estadistico SPSS

Realizadas las pruebas se obtuvo una concentracion Letal Media CL,, de 39,48,
mg/L un limite inferior de 21,6 mg/L y un limite superior de 74,21 mg/L. Mediante esta tabla
se puede concluir que, si en un cuerpo de agua se vierte 39,48 mg/L de herbicida Rango
480, se produce la muerte al 50 % de los organismos Daphnia spp. presentes en él.
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Origen de las Suma de Grados de Promedio de o Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 98,89 4,00 24,72 28,90 0,00 2,61
Dentro de los 34,22 40,00 0.86
grupos
Total 13,11 44,00

Tabla 8: Datos del andlisis de varianza

Se determina el valor de F para luego poder comparase con el valor de F tedrico, y
poder concluir teniendo en cuenta dos hipdtesis.

H_: Las diferentes concentraciones generan el mismo efecto en todos los organismos
(Daphnia spp.).

H,: Las diferentes concentraciones generan efectos diferentes en todos los
organismos (Daphnia spp.).

Se observa que en la prueba realizada el Fc= 28,9 > FT= 2,61 por lo tanto se rechaza
la hipotesis nula (H,), y se acepta la hipotesis alterna (H,), concluyendo que las diferentes
concentraciones producen efectos distintos en los organismos de prueba. La concentracion
letal media (CL,) del herbicida Rango 480 sobre especimenes de Daphnia spp. en la cual
mueren mas del 50 % de estos individuos sometidos a prueba fue de 39,48 ppm, en otros
estudios Gamez y Ramirez (2008) determinaron que la concentracion letal media para
Daphnia magna usando el herbicida Roundoup 747 fue de 42,9 ppm, por su parte Pifieros
y Quintero (2008) determinaron para Daphnia pulex que la concentracion letal media para
esta especie es de 86,64 ppm.

Dantzger et al. (2015) registran que Daphnia similis, determin6 una CL,, de 0,97x10-
3 mg/L a 48 horas de exposicidn a diflubenzuron, Duchet et al. (2011) determinaron que para
D. pulexy D. magna, la CL,, a 24 horas de exposicion a diflubenzuron (0,2; 0,4; 0,8 pg/L),
resulté en una disminucién en el numero de individuos supervivientes, y también afecto
negativamente a la produccion de neonatos, tales efectos se observaron en el presente
estudio, que de acuerdo a como se fue incrementando la dosis del herbicida el porcentaje
de mortandad de los individuos de Daphnia en estudio fue incrementandose.

En ensayos de toxicidad por Bernal y Rojas (2007) en pruebas de sensibilidad con
dicromato de potasio determinaron una concentracion letal media de 0,34 ppm y unos
limites de confianza que van desde 0,22 (limite inferior) a 0,56 (limite superior) mientras que
Pifieros y Quintero (2008) para pruebas de toxicidad con esta misma sustancia determiné
la concentracion letal media de 0,29 y unos limites de confianza que van desde 0,25 (limite
inferior) a 0,34 (limite superior).

La muerte de individuos de Daphnia, segun Vifiuela et al. (1991), sefialan que
el plaguicida inhibe la sintesis de quitina en los artrépodos y actla especificamente
sobre la cuticula, evitando la incorporacion de las unidades de N-acetilglucosamina, por
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su parte, Valderrama et al. (2015) demostraron la sensibilidad de Daphnia pulex frente
a la degradacion hidrolitica del clorpirifos (CPF) en ensayos de toxicidad a 24 horas de

exposicion.

En la investigacion se documenté que los efectos (porcentaje de mortandad)
sobre poblaciones de Daphnia spp. del herbicida Rango 480, varian de acuerdo con su
concentracion en el medio, a mayor concentracion de herbicida el porcentaje de mortandad
de estos individuos es mayor; ademas se observé un amplio rango de sobrevivencia de
Daphnia spp. ante el herbicida Rango 480. A futuro, se debe abordar el estudio del efecto
de herbicidas sobre la fisiologia de Daphnia spp.
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