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RESUMEN

El bioensayo con Daphnia magna Strauss, 1820, es muy util para calcular el efecto
ecotoxicolégico agudo individual y en mezcla de diversos quimicos a través de su
concentracion letal media (CLso). El fin de la investigacion fue evaluar el riesgo ambiental
acuatico de la interaccion (mezcla) de los herbicidas glifosato (GLY) y paraquat (PQ) en
Daphnia magna. En ensayos a 24h y 48h de exposicion, se utilizaron cultivos
estandarizados en el bioindicador Daphnia magna donde evaluaron los herbicidas GLY
y PQ, y la interaccion de ambos. Los datos obtenidos para D. magna demostraron que la
toxicidad aguda fue la siguiente: mezcla de glifosato+paraquat >paraquat >glifosato. La
Evaluacién del Riesgo Ambiental (ERA) sin uso del factor de seguridad (FS) mostr6 que
el GLY no representa un riesgo individual en el cultivo de palta, mientras que en los
demas escenarios (café y cafia de azucar) si; contrario a PQ que si representa un riesgo
ambiental acuatico. La ERA determinada con uso del FS mostrd riesgo para ambos
herbicidas en todos los escenarios. Se concluye que GLY y PQ representan un riesgo para
el ecosistema acuético.

Palabras clave: Bioensayo, concentracion ambiental esperada, concentracion letal
media, mezcla de los plaguicidas, toxicidad, ambiente acuatico.

ABSTRACT

The bioassay with the bioindicator Daphnia magna Strauss, 1820, it facilitates the
achievement of acute individual and mixed ecotoxicological effect of different chemical
toxicants by means of the average lethal concentration (LCso). Aims of the research was
to evaluate the aquatic environmental risk of the interaction (mixture) of the herbicides
glyphosate (GLY) and paraquat (PQ) in Daphnia magna. In trials at 24h and 48h of
exposure, standardized cultures were used in the bioindicator Daphnia magna where the

herbicides GLY and PQ, and the interaction of both were evaluated. The data obtained
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for D. magna showed that the acute toxicity was as follows: mixture of
glyphosate+paraquat >paraquat >glyphosate. Environmental Risk Assessment (ERA)
without using the safety factor (FS) showed that the GLY doesn’t represent an individual
risk in avocado crop, and other scenarios (coffee and sugarcane) it does; contrary to PQ
which does represent an aquatic environmental risk. ERA determined with FS use showed
risk for both herbicides in all scenarios. It is concluded that GLY and PQ pose a risk to
the aquatic ecosystems.

Key words: Bioassay, expected environmental concentration, mean lethal concentration,

pesticide mixture, toxicity, aquatic environment.
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INTRODUCCION
Los herbicidas cumplen un rol importante en la agricultura moderna, para el control de
malezas (Chirinos et al., 2020), facilitando la produccion a gran escala; sin embargo, son
perjudiciales cuando los compuestos quimicos llegan al ambiente acuético, a causa de
acciones antropogénicas, como el enjuague de envases, bidones, mochilas fumigadoras
en rios, arroyos o cerca de ellos. Del mismo modo, fendmenos naturales como la
escorrentia y/o la lixiviacion facilitan el traslado de los residuos de herbicidas hacia los
cuerpos de agua superficiales y subterrdneas, la cual se manifiesta con efectos
toxicoldgicos en animales y plantas, el grado de toxicidad varia acorde a como se halla el
herbicida en el ambiente acuético sea de forma individual o combinados (Escobar-Chavez

et al., 2019; Gronerth-Acufa, 2020; Sasal et al., 2017).

A raiz de ello, la existencia de herramientas para evaluar los riegos que causan la
aplicacion de agroquimicos al ambiente, como las investigaciones ecotoxicologicas
encaminadas en realizar una evaluacion de riesgo ambiental (ERA) para mezclas de
plaguicidas, las cuales suministran una vision mas acorde a la realidad (Arrazola-Vasquez
y lannacone, 2021). La ERA en el ambiente acuético facilita la clasificacion, comparacion
y prioriza los riesgos en temas ambientales, realizando anélisis de costo-beneficio y de
costo-efectividad; a través de un método iterativo, consiguiendo informacion nueva la
cual se incorpora en la evaluacion del riesgo y mejora la toma de decisiones sobre un
compuesto quimico (Arrdzola-Vasquez y lannacone, 2021; Burga et al., 2009; Escobar-

Chévez et al., 2019).

Los herbicidas representan un gran problema debido a la contaminacion al momento de
su aplicacion y almacenamiento por parte de los agricultores, por ser productos de alto
grado de toxicidad (Oyarce y Rodriguez, 2021). Sin embargo, en nuestro pais se hace uso

de los herbicidas como el glifosato (GLY) de manera intensiva y el Paraquat (PQ), a pesar
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de su prohibicién desde 2020, lo cual provoca un incremento de residuos de estos

compuestos en el ambiente acuatico (Zirena-Vilca et al., 2018, Castillo et al. 2020).

El glifosato (GLY) es una sal isopropilamina de N-(fosfonometil) glicina, con peso
molecular 228.22 g/mol, se utiliza como herbicida no selectivo, de accion sistémica, que
actua a través del follaje (Salazar-Lopez y Aldana-Madrid, 2011; Gonzalez-Ortega y
Fuentes-Ponce, 2022). En el ambiente acuético el glifosato perjudica la composicion de
aminoécidos aromaéticos, la fabricacion de clorofila, la fotosintesis y la respiracion

(Zirena-Vilca et al., 2018).

El paraquat (PQ) conocido como 1,1’-Dimetil-4,4'-bipiridilo con peso molecular 186
g/mol, es un herbicida desecante de control no selectivo de malezas (Viales-Lopez, 2014).
Si los factores ambientales son favorables, sumado a su adsorcion a sedimentos el
paraquat alcanza una vida media de entre 2 y 820 afios aproximadamente, a altas
profundidades la inexistente degradacion quimica o microbioldgica influye en su gran
persistencia en el agua (Neumeister y Isenring, 2011; Thi Hue et al., 2018), disminuyendo
la cantidad y la biomasa de los organismos de gran tamafio alterando el sistema acuatico

(Gagneten, 2002).

Los bioensayos de toxicidad para ambientes acuaticos con la pulga del agua Daphnia
magna son altamente sensibles y de bajo coste en su aplicacion (Albizzi et al., 2021), por
otro lado, su extensa reparticion geogréfica, el significativo papel que desempefian dentro
de la comunidad zooplancténica, su facil cultivo, tipo de reproduccion partenogénica, y
su corto periodo de vida logrando un alto nimero de crias, lo convierten en un grupo
perfecto para la valoracién de toxicidad, a nivel mundial (Agudelo et al., 2018; Albizzi et

al., 2021; Burga et al., 2009; Escobar-Chavez et al., 2019; lannacone et al., 2011).
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El objetivo de la investigacion fue valorar el riesgo ambiental acuatico de la interaccion

(mezcla) de dos herbicidas comerciales (GLY y PQ) sobre el indicador D. magna.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion de investigacion

La investigacion se realizd en el Laboratorio de Investigacion en Ecologia y
Biodiversidad animal (LEBA) de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematica de la

Universidad Nacional Federico Villarreal (UNFV), El Agustino, Lima, Peru.
Organismo de prueba

Se utilizé el Cladécero D. magna, acondicionados en el laboratorio LEBA, las cuales se
cultivaron en peceras de vidrio (15 x 30 x 10 cm), como medio de cultivo se utiliz6 agua
embotellada San Mateo®, y alimentado con 50mL Arthrospira platensis por cada litro de

agua, cada dos dias.

La alimentacion se realizd con capsulas de A. platensis de la marca Bionaturista®. Se
utilizé dos capsulas en 10 L de agua San Mateo®, la cual se colocé en aireacion y
luminosidad constante, por tres dias antes de alimentar a los cultivos parciales de D.
magna. El fotoperiodo de los cultivos fue aproximadamente de 12:12 con temperatura
ambiente (27 +1 °C) y aireacion adecuada para la proliferacion de los dafnidos. Los
parametros fisicoquimicos: temperatura, pH, oxigeno disuelto (OD) y conductividad

eléctrica (CE) se determinaron haciendo uso del multiparametro HandyLab 680.
Herbicidas

Se empled el GLY de la marca Fuego® a una concentracion de 480 g.L?, a partir de la
cual se establecieron ocho concentraciones (mg-L™t) para el bioensayo 400, 200, 100, 50,

25, 12.5, 6.25 y 3.125. Para el PQ se utiliz6 el producto Quemax® con una pureza de

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

2769.L estableciendo seis concentraciones (mg-L™) para bioensayo 40, 20, 10, 5, 2.5y

1.25.
Bioensayos

Se realizaron bioensayos individuales de cada herbicida GLY y PQ, para determinar la
concentracion letal media (CLso), y luego en base a las CLso de los herbicidas se determino

las concentraciones de las mezclas.

Consideraciones previas. Un dia antes de realizar las pruebas de toxicidad individuales
y de mezcla, se seleccionaron grupos de madres partenogenéticas de D. magna, con el fin
garantizar el uso neonatos (< 24h de nacidos) en los bioensayos (Burga et al., 2009;

Escobar-Chéavez et al., 2019; lannacone et al., 2011, 2012).

Bioensayos individuales. Las diluciones para el bioensayo se realizaron con agua
embotellada San Mateo®, con factor de dilucion de 0,5. y se evalud los parametros fisicos
y quimicos: oxigeno disuelto (OD), temperatura, pH, y conductividad eléctrica (Ce)
(Agudelo et al., 2018; Escobar - Chavez et al., 2019). Luego se colocaron 20 mL de cada
dilucion en envases de 60 mL de capacidad a los cuales se trasladaron 10 neonatos de D.
magna, para iniciar el ensayo de toxicidad aguda, donde se evaluaron la mortalidad en 24
y 48h de iniciado la exposicion. Se utilizd como criterio de mortalidad la falta de ritmo
cardiaco o carencia de movilidad, con la ayuda de un microscopio 40 X y estereoscopio
de 10 X (Burga et al., 2009; Escobar-Chavez et al., 2019; lannacone et al., 2011, 2012).

Durante el tiempo de exposicion a los dos herbicidas, los neonatos no fueron alimentados.

Bioensayo de Mezcla. Para realizar la mezcla equitdxica se utilizaron concentraciones
individuales que presentaran una tasa de mortalidad igual o menor al 5% (Hernan y
Karina, 1996), es decir se realiz6 la mezcla teniendo como referencia el CLs del GLY y

PQ estimadas en los bioensayos individuales. Establecidos las concentraciones de las
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interacciones (mezclas) del PQ y GLY sobre el bioindicador, se realizaron las pruebas de

toxicidad del mismo modo que los bioensayos individuales.
Disefio experimental y tratamiento

Para los ensayos de toxicidad aguda individuales y en mezcla sobre el bioindicador
Daphnia magna, se realizd un estudio con disefio en bloques completos distribuidos al
azar (DBCA) 9x4 para el GLY (un control, ocho concentraciones (mg-L*) 400, 200, 100,
50, 25, 12.5, 6.25 y 3.125 y cuatro repeticiones), 7x4 para el PQ (un control, seis
concentraciones (mg-LY) 40, 20, 10, 5, 2.5 y 1.25 y cuatro repeticiones) y 7x4 para la
mezcla GLY y PQ (Burga et al., 2009; Escobar - Chavez et al., 2019; lannacone et al.,

2011, 2012), todos los DBCA sin interaccion factorial.

Las CLsos se calculo mediante el analisis Probit al 95%. Con el andlisis de varianza
(ANOVA) se valoro la eficacia entre los tratamientos y las repeticiones, y con una
prueba a posteriori de Tukey se comprobaron los valores de concentracion a la cual no se
observa efecto (NOEC) y la concentracién mas baja a la cual se observa efecto (LOEC)
(OECD, 2012). La data estadistica fue analizada el cumplimiento de la normalidad con la
prueba de Shapiro-Wilk y la homocedasticidad de varianza (Sanchez, 2019; Caja, 2020;

Mendoza-Gil y lannacone, 2021).

Toxicidad de la mezcla

Para comprobar la toxicidad de la mezcla se emple6 la siguiente ecuacion:

_ [CLso glifosato (en la mezcla)] N [CL50 paraquat (en mezcla)

ur =
mezcla CLsy glifosato (individual) CLso paraquat (individual)

Donde: UTmezcla = Unidades toxicas totales o suma de la actividad bioldgica.

El valor UT se utilizo para verificar si existen efectos antagonicos (UT > 1), aditivos = 1

0 sinérgicos (UT < 1) de la mezcla. Considerando 1 UTmezcla equivalente a la CLso (en

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

mg.L?) de un herbicida individual (Arrazola-Vasquez & lannacone, 2021; Escobar -

Chévez et al., 2019; lannacone et al., 2011).
La concentracion ambiental esperada (CAE)

Se uso el programa EXPRESS (EXAMS-PRZM Exposure Simulation Shell) version
1.03.02 para calcular el CAE. El modelo esté disefiado para facilitar una evaluacion rapida
y consistente de la exposicion a pesticidas acuaticos en una variedad de cultivo (EPA,
2007). Para lo cual incorpora propiedades fisicoquimicas de los herbicidas y genera el
CAE al instante y dias (4, 21, 60 y 90) en mg/L! de exposicion. Los parametros para el
modelo EPA para cada herbicida son los siguientes: La tasa de aplicacion (kg/ha), N°
maximo de aplicaciones de manera anual, método de aplicacién, intervalo entre
aplicaciones (dias), peso molecular del ingrediente (ia), presion de Vapor a 25 °C (m Pa)
donde el herbicida se encuentre fase particula en la atmosfera, el coeficiente de particion
del equilibrio (Koc) (mg-L™), vida media en el suelo en ambientes aerdbicos (dias),
solubilidad (mg-L™?), coeficiente de reparto n-octanol-agua (Kow), Agua-sedimento DTso

(dias), Solo fase de agua DTso (dias), Hidrolisis pH (5, 7 y 9) (dias) y Fotolisis (dias).

Tabla 1. Valores iniciales para estimacion de la Concentracion Ambiental
Esperada (CAE) con EXPRESS 1.03.02. para glifosato (GLY) y paraquat (PQ) en los
cultivos de café, palto y cafia de azUcar.

Datos de entrada

Caflade Cafiade

Cultivo Palto Palto Café Café , .
azucar Azucar
Nombre quimico GLY PQ GLY PQ GLY PQ
1.92
Tasa de aplicacion (kg/ha) 0.96 0.138 15 0.552 0 36;, 0.966
0 Ao -
N° maximo de aplicaciones 3 3 3 3 3 1
de manera anual
Método de aplicacion Spray (?e f;ure Spray (.je ?Ire Spray (.je ?Ire
comprimido comprimido comprimido
Intervalo er(w;rizsa;pllcamones 120 120 120 120 50 y 300 0
Peso molecular 169.1 186.3 169.1 186.3 169.1 186.3
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Presién de Vapor a 25 °C
(m Pa). Fase particulaenla  0.0131 0.01 0.0131 0.01 0.0131 0.01
atmosférica
Valor Ko (Mg-L™) 4900 108 4900 108 4900 106
Vidamediaenelsueloen 00 g4 16.11 5000 1611 5000
ambientes aerdbicos (dias)
Solubilidad (mg-L%) 1.05*10* 6.2*10° 1.05*10* 6.2*10° 1.05%10* 6.2*10°

coeficlente de 1eParo - g 55107 3.16%10° 5.25%107 3.16*10° 5.25%107 3.16%10°
octanol-agua (Kow)

Agua-sedimento DTso (dias) 20.8 *E 20.8 *E 20.8 *E
SolofasedeaguaDTso g g 10 9.9 10 9.9 10
(dias)

Hidrolisis pH 5 (dias) *E *E *E *E *E *E
Hidrolisis pH 7 (dias) *E *E *E *E *E *E
Hidrolisis pH 9 (dias) *E *E *E *E *E *E
Fotolisis (dias) 69 *E 69 *E 69 *E

E= Estable

Evaluacion de riesgo ambiental (ERA)

Empleado en la evaluacion de la naturaleza y extension del riesgo ambiental acuético del
GLY y PQ de manera individual y en composicion binaria equitoxica. Para lo cual se
considero las situaciones mas criticas y de gran exposicion, teniendo seis escenarios para
la ERA. Se evalud a cada cultivo A, B 'y C (A=palta B=café y C=cafia de azucar) en dos
situaciones: (1) Sin hacer uso de factor de seguridad (FS) y (2) haciendo uso de factor de
seguridad (FS=1000) aplicado al CLso, en un conjunto de datos para una o dos especies

acuéticas (OECD, 1992).

Para los escenarios “1A, 1B y 1C”, con los de CLso a 48h y CAE, se determinaron los
cocientes de riesgo (RQ) del siguiente modo:

CAE

RQ=—"1"_
¢ CLs, a 48h
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ElI RQ se compard con el nivel critico (LOC = 0,5) planteado por la Agencia de Proteccion
Ambiental de Estados Unidos (US EPA) en ensayos agudos, donde se us6 un bioindicador
invertebrado, si el RQ es superior LOC, significa que existe riesgo ambiental (Burga et

al., 2009; Escobar - Chavez et al., 2019).

Para los escenarios “2A, 2By 2C”, se valord el riesgo ambiental mediante el calculo de
los RQ, realizando la comparacion del CAE entre la concentracién sin efectos previstos
(CSEP), determinada a partir de la CLso dividida entre FS igual a 1000. Donde un RQ<1
indica un riesgo aceptable, RQ>1 es una exposicion elevada y preocupante (Planes y

Fuchs, 2015)

Aspectos éticos

Los investigadores afirman que practicaron toda la normativa nacional e internacional en
ensayos eco toxicoldgicos. Asimismo, se tiene como validacion la revision independiente
académica y la aprobacion de un Comité de Etica de la Universidad Cientifica del Sur
bajo Resolucion Directoral académica de Carrera N° 018 -2022-DACIA-DAFCA-U.

CIENTIFICA.

RESULTADOS
Los valores de pH, CE, OD y T del bioensayo con GLY sobre D. magna es sefialado en
la Tabla 2, donde se observa que el pH, OD y T no presentan una tendencia marcada de
variacion entre concentraciones. Mientras que para la CE a medida que se incrementa la
concentracion del GLY se incrementa los valores CE, explicando su alta desviacion tipica
(159.60 ps/cm).

Tabla 2. Parametros fisicos y quimicos del bioensayo GLY en D. magna.
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Concentracion Ph Conductividad Oxigeno Temperatura

(mg/L GLY) eléctrica (us/cm) Disuelto (mg/L) (C*
Control 7.87 719 8.82 28.1
3.125 7.98 729 9.18 28.2
6,25 8.00 731 9.18 28.1

12.5 7.98 737 9.31 28

25 7.94 751 9.40 28
50 7.89 775 9.48 28.2
100 7.80 830 9.45 28.1
200 7.66 954 9.55 28.2
400 7.49 1202 9.67 28.3
Desviacion tipica 0.171 159.60 0.253 0.1

Los valores de pH, CE, OD y T del bioensayo con PQ sobre D. magna es sefialado en la
Tabla 3. Donde se observa que el pH, OD y T no presentan una tendencia marcada.
Mientras que en la CE a medida que se incrementa la concentracion del PQ también se
incrementa sus valores, explicando su alta desviacion tipica (14.851 ps/cm).

Tabla 3. Parametros fisicos y quimicos del bioensayo PQ en D. magna.

Concentracion H Conductividad Oxigeno Temperatura
(mg/L PQ) P eléctrica (us/cm) Disuelto (mg/L) (C*
Control 7.95 718 8.73 271.7
1.25 8.02 718 8.42 27.8
2.5 8.03 721 8.41 27.5
5 8.05 723 8.38 27.4
10 8.06 728 8.37 27.3
20 8.06 738 8.35 27.4
40 7.98 759 8.08 27.6
Desviacion tipica 0.042 14,851 0.189 0.179

Los valores de pH, CE, OD y T del bioensayo mezcla GLY-PQ sobre D. magna es
sefialado en la Tabla 4. Donde se observa que el pH, OD y T no presentan una tendencia
marcada. Mientras que en la CE a medida que se incrementa la concentracion del GLY -

PQ también se incrementa sus valores, explicando su alta desviacion tipica

(57.017us/cm).
Tabla 4. Parametros fisicos y quimicos del bioensayo con la mezcla (GLY-PQ) en D.
magna.
Concentracion Concentracion oH Cogféucitr'i\é;dad 8?(8'32{,:8 Temperatura
(mg/L GLY) (mg/L PQ) (us/cm) (ma/L) (C°)
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Control Control 7.89 720 8.73 27.3
0.75 0.43125 7.95 737 8.44 27.1
1.5 0.8625 7.93 752 8.42 27.3
3 1.725 7.93 754 8.41 27.4

6 3.45 8.03 747 8.38 27
12 6.9 7.90 847 8.37 27.2
24 13.8 7.86 865 8.29 27.3
Desviacién tipica 0.543 57.017 0.139 0.138

Bioensayos individuales con D. magna. Los datos de toxicidad aguda en funcion a la
CLso para D. magna expuesta a variadas concentraciones de herbicidas GLY y PQ en
periodos de 24h y 48h se muestran en la tabla 5. Donde se evidenciaron que existen
variaciones significativas (p< 0.05) del control y al menos uno de los tratamientos de los
herbicidas estudiados.

Tabla 5. Porcentaje de mortalidad, CLso, NOEC, y LOEC al aplicar herbicidas Glifosato
(GLY) y Paraquat (PQ) sobre Daphnia magna a las 24h y 48h de exposicion.

Herbicidas Glifosato (GLY) Paraquat (PQ)
Horas 24h 48h 24h 48h
(mg. % de % de 1 % de % de
L] LY  mortalidad mortalidad mg.L mortalidad mortalidad
Control 0 0 A 0 A 0 0 A 0
T1 3'51 2 0 A 5 A 1.25 0 A 25 A
T2 6.25 0 A 17.5 A 25 0 A 325 B
T3 125 0 A 17.5 A 5 0 A 90 C
T4 25 75 A 125 A 10 12,5 B 100 C
T5 50 10 AB 14 A 20 67.5 C 100 C
T6 100 10 AB 20 AB 40 100 D 100 C
T7 200 30 B 50 B
T8 400 65 C 775 C
CLso (mg.L™Y) 269.08 262.34 16.170 2.850
NOEC (mg.L™) e100 100 5 1.25
LOEC (mg.L™?) 200 200 10 2.50
Prueba ANOVA F 31510 17.789 256.682 2.8
de un factor p 0.00 0.00 0.00 0.037

[ ]= concentraciones de herbicidas, F = Estadistico de Fisher segun el andlisis de Varianza. p =
significancia prueba ANOVA de un factor, por ende, las letras mayUsculas diferentes en una misma
columna indican que las medias de mortalidad son estadisticamente diferentes segun la prueba de
Tukey (P > 0,05).

A 24h de exposiciéon el control se diferencia estadisticamente con los tratamientos 7 y 8

de GLY, con concentraciones de 200 mg. L™ y 400 mg. L respectivamente. A 48h se
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presentan las mismas diferencias estadisticas con el control, lo cual se evidencia en la
figura 1. Los valores NOEC y LOEC se mantienen estables a 24h y 48h. Mientras la CLso

a 24h excede a la CLsg a 48h en 2.6%.

AB
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MUERTE DE D. magna A 24H
»
r
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CONTROL T1 T2 T3 T4 TS 6 v T8
TRATAMIENTOS GLY

Figura 1. Valores medios (+ 1 EE) de la mortandad de D. magna entre el control y los
tratamientos a 24h y 48h de exposicion a concentraciones de GLY. Nota. Los valores de muertes
de D. magna a 24h y 48h son medias (n=4). las letras mayusculas diferentes en una misma
columna indican que las medias de mortalidad son estadisticamente diferentes segun la prueba de
Tukey (P > 0,05).

A 24h de exposicion el control se diferencia estadisticamente con los tratamientos 4,5 y
6 de PQ, con concentraciones de 10, 20 y 40 mg. L, respectivamente. A 48h de
exposicion se evidencia que desde la concentracion 2,5 mg-L* de PQ existe una diferencia
estadistica respecto al control, lo cual se evidencia en la figura 2. Los valores NOEC y

LOEC de 24h exceden al de 48h en 75%. La CLso a 24h fue mayor en 82% al de 48h.
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Figura 2. Valores medios (+ 1 EE) de la mortandad de

TRATAMIENTOS PQ

D. magna entre el control y los

tratamientos a 24h y 48h de exposicion a concentraciones de PQ. Nota. Los valores de muertes
de D. magna a 24h y 48h son medias (n=4). Las letras mayusculas diferentes en una misma
columna indican que las medias de mortalidad son estadisticamente diferentes segun la prueba de
Tukey (P > 0,05).
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Bioensayo de mezcla GLY-PQ con D. magna. Para los bioensayos de toxicidad aguda
en funcion a la CLso para D. magna expuesto a variadas concentraciones de mezclas
equitoxicas de los herbicidas GLY y PQ con periodos de exposicion de 24h y 48h se
muestran en la tabla 6. Donde se evidenciaron que existen diferencias significativas
(p<0.05) entre el control y por lo menos uno de los tratamientos.

Tabla 6. Porcentaje de mortalidad, CLso, NOEC, y LOEC al aplicar mezcla de

herbicidas Glifosato (GLY) y Paraquat (PQ) sobre Daphnia de D. magna a las 24h y 48h
de exposicion.

Herbicidas Glifosato (GLY) + Paraquat (PQ)
Horas 24h 48h
[] (mg.LY) GLY (mg.L™Y) PQ % de mortalidad % de mortalidad
Control 0 0 0 A 0 A
T1 0.75 0.43 0 A 15 AB
T2 15 0.86 0 A 20 B
T3 3 1.73 25 A 50 C
T4 6 3.45 5 A 95 D
T5 12 6.9 40 B 100 D
T6 24 13.8 100 C 100 D
CLso (mg.L™) GLY 12.072 2.320
NOEC (mg.L™") GLY 6 0.75
LOEC (mg.L™?) GLY 12 15
CLso (mg.L™) PQ 6.941 1.334
NOEC (mg.L™") PQ 3.45 0.43
LOEC (mg.L™") PQ 6.9 0.86
UTwmezcla [CLSO GLY (mezcla)/CLso GLY
(individual)] + [CLso PQ (mezcla)/CL50 PQ 0.474 0.468
(individual)]
% contribucion de muerte de GLY 9.46 1.86
la toxicidad PQ 90.54 08.14
Tipo de interaccion segin UT Sinérgico Sinérgico

[1= concentraciones de herbicidas mezcla, UT= Unidad Toxica, Interacciones sinérgicas (UT<1);
interacciones antagonicas (UT>1). las letras mayusculas diferentes en una misma columna
indican que las medias de mortalidad son estadisticamente diferentes segun la prueba de Tukey
(P >0,05).

A 24h de exposicion, el control se diferencia estadisticamente con los tratamientos 5y 6
de la mezcla, con concentraciones de 12GLY; 6.9PQ mg. L™ y 24GLY;13.8PQ mg. L
respectivamente. A 48h de exposicion se observa que a partir del T2 con concentraciones
1.5GLY;0.86PQ mg-L! de mezcla equitoxica difieren estadisticamente respecto al

control. Las diferencias estadisticas se observan en la figura 3.
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Figura 3. Valores medios (x 1 EE) de la mortandad de D. magna entre el control y los
tratamientos a 24h y 48h de exposicion a la mezcla equitdxica (GLY — PQ). Nota. Los valores de
muertes de D. magna a 24h y 48h son medias (n=4). Las letras mayusculas diferentes en una
misma columna indican que las medias de mortalidad son estadisticamente diferentes segun la
prueba de Tukey (P > 0,05).

La Unidad toxica (UT) de la mezcla a 24h y 48h es 0.474 y 0.468 respectivamente, lo
cual indica que el tipo de interaccion segun unidad toxica es sinérgica. Es decir que ambos
herbicidas disminuyen su CLso al interactuar. Las CLsodel GLY y PQ en mezcla para 48h
fueron menores respecto a las CLso de las mismas sustancias evaluadas de manera
individual.

La concentracion ambiental esperada (CAE) en ambiente acuatico se muestra en la
tabla 7, estimaciones de las CAEs obtenidas en EXPRESS para el GLY y PQ en tres
escenarios

Tabla 7. Concentraciones ambientales esperada (CAE) de los herbicidas Glifosato

(GLY) y Paraquat (PQ) en los cultivos de palta, café y cafia de aztcar con EXPRESS
1.03.02 (EXAMS-PRZM Exposure Simulation Shell)

Escenario A B C
Cultivos Palta Café Canfa de azUcar
Herbicidas GLY PQ GLY PQ GLY PQ
Instante 241 2.06 7.93 11.5 14.6 9.91
W H:I\ 4 dias 2.22 1.79 6.88 10.2 14 6.45
S = 21dias 1.6 1.14 4.5 6.75 11.9 473
E 60dias  0.856 0.715 2.62 450 8.9 3.71
90 dias 0.593 0.578 1.8 3.85 8.1 3.26
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Evaluacion de Riesgo ambiental (ERA)

Escenario 1A, 1By 1C. La ERA de GLY y PQ individualmente y en mezcla, en cultivos
de Palta, Café y cafia de azucar sin hacer uso del factor de seguridad (FS), se muestra en
las figuras 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 y 11 donde se muestran resumenes en forma de un grafico
radial. En las figuras 4 y 5 se muestra él ERA del glifosato donde se determind los
cocientes de riesgo (RQ) en base al CLsoa 24h y 48h, en los tres cultivos no superan el

nivel critico (LOC = 0,5). Lo cual indica que no presenta riesgo ambiental sobre D.

magna.
24 Horas
90 dia e
—— LOC
——RQA1
--—-RQB1
............. RQ C1

Figura 4. Evaluacion de Riesgo Ambiental del Glifosato (GLY) empleando a Daphnia
magna en cultivo de palta, café y cafia de azucar sin usar FS (Factor de Seguridad), en
base a la Concentracion Letal media (CLso) de 24h de exposicion y una Concentracion
ambiental esperada (CAE) de instante a 90 dias.
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48 Horas

Figura 5. Evaluacion de Riesgo Ambiental del Glifosato (GLY) empleando a Daphnia
magna en cultivo de palta, café y cafia de azlcar sin usar FS (Factor de Seguridad), en
base a la Concentracion Letal media (CLso) a 48h de exposicion y una Concentracion
ambiental esperada (CAE) de instante a 90 dias.

En las Figuras 6 y 7, se evalUa el herbicida PQ, los cultivos de café y cafia de azucar
presentan riesgo ambiental acuatico a 24h y 48h. Mientras que el cultivo de palta no, pues
el cociente de riesgo (RQ) en base a CLs0PQ a 24h no supera el nivel critico (LOC=0.5),

por ende, no representa riesgo ambiental sobre D. magna. A las 48h presenta riesgo

ambiental en el instante y cuatro dias después de la aplicacion del herbicida.
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Instante
2 24 Horas

90 dias

60 dias 21 dias

Figura 6. Evaluacion de Riesgo Ambiental del Paraquat (PQ) empleando a Daphnia
magna en cultivo de palta, café y cafia de azucar sin usar FS (Factor de Seguridad), en
base a la Concentracion Letal media CLso de 24h y una Concentracién ambiental esperada
(CAE) de instante a 90 dias.

Instante
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4 r
3 //;‘\‘\\\\
//'l \ \\
N
90 dias i AN 4 dias
; y
/> \/ ——LocC
10 §® . ——RQAL
— i ~----RQB1
R A A — RQ C1
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Figura 7. Evaluacion de Riesgo Ambiental del Paraquat (PQ) empleando a Daphnia
magna en cultivo de palta, café y cafia de azlcar sin usar FS (Factor de Seguridad), en
base a la Concentracion Letal media (CLso) a 48h de exposicion y una Concentracion
ambiental esperada (CAE) de instante a 90 dias.
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Las Figuras 8, 9, 10 y 11 muestran el resumen de las RQ en base al CLsoa 24h y 48h del
GLY y PQ determinados en el bioensayo de mezcla. El cultivo de palta no supera el nivel
critico (LOC = 0,5) en la mayoria de los gréficos. Mientras los cultivos de café y cafia de

azucar si presenta riesgo ambiental sobre D. magna.

Instante
5

GLY 24h

90 dias 4 dias

60 dias 21 dias

——LO0C ——RQAL ----RQB1l RQ C1

Figura 8. Evaluacion de Riesgo Ambiental del glifosato (GLY) en base a la
Concentracion Letal media (CLso) a 24h de la mezcla de GLY y paraquat (PQ) empleando
a Daphnia magna en cultivo de palta, café y cafia de azucar sin usar FS (Factor de

seguridad).
Instante
GLY 48h 8
90 dias 5/ RN . 4dias
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Figura 9. Evaluacion de Riesgo Ambiental del glifosato (GLY) en base a la
Concentracion Letal media (CLso) a 48h de la mezcla de GLY y paraquat (PQ) empleando
a Daphnia magna en cultivo de palta, café y cafia de azucar sin usar FS (Factor de

Seguridad).
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Instante

PQ 24h

90 dias 4 dias

60 dias 21 dias
—LOC —RQA1 ----RQB1 - RQC1

Figura 10. Evaluacion de Riesgo Ambiental del paraquat (PQ) en base a la Concentracion
Letal media (CLso) a 24h de la mezcla de glifosato (GLY) y PQ empleando a Daphnia
magna en cultivo de palta, café y cafia de azucar sin usar FS (Factor de Seguridad).

Instante

PQ 48h d

90 dias , N, 4dias

60 dias 21 dias

—LOC —RQAl --—-RQB1 - RQ C1
Figura 11. Evaluacion de Riesgo Ambiental del paraquat (PQ) en base al CLsoa 48h de
la mezcla de glifosato (GLY) y PQ empleando a Daphnia magna en cultivo de palta, café
y cafia de azUcar sin usar FS (Factor de Seguridad).

Escenario 2A, 2By 2C. La ERA de GLY y PQ individualmente y en mezcla, en cultivos

de Palta, Café y cafia de azucar haciendo uso del factor de seguridad (FS), se muestra en
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las figuras 12, 13, 14 y 15. En este escenario, al hacer uso del FS se observé que el PQ y
GLY de manera individual y en mezcla es un riesgo para el ambiente acuatico (Anexos:
Tabla 1S, 2S y 3S). Debido a que superan el nivel critico (LOC=1). Cabe resaltar que en

los escenarios evaluados a medida que el tiempo de exposicion se incrementa, se reduce

la ERA.
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Figura 12. Evaluacion de Riesgo Ambiental del Glifosato (GLY) empleando a Daphnia
magna en cultivo de palta, café y cafia de azlcar usando el FS (Factor de Seguridad), en
base a la Concentracion Letal media (CLso) de 24h y 48h de exposicion y una
Concentracion ambiental esperada (CAE) de instante a 90 dias. LOC = 1.
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Figura 13. Evaluaciéon de Riesgo Ambiental del Paraquat (PQ) empleando a Daphnia
magna en cultivo de palta, café y cafia de azlcar usando el FS (Factor de Seguridad), en
base a la Concentracion Letal media (CLso) de 24h y 48h de exposicion y una
Concentracion ambiental esperada (CAE) de instante a 90 dias. LOC = 1.
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Figura 14. Evaluacion de Riesgo Ambiental del glifosato (GLY) empleando a Daphnia
magna en cultivo de palta, café y cafia de azlucar usando FS (Factor de seguridad). En
base a la Concentracion Letal media (CLso) de mezcla GLY y PQ de 24h y 48h de
exposicion y una Concentracion ambiental esperada (CAE) de instante a 90 dias. LOC=1.

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

10000
9000
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

Instante 4 dias 21 dias 60 dias 90 dias
—®— LOC —e—RQA124h —@® -RQB124h - #---RQ C1 24h

Figura 15. Evaluacion de Riesgo Ambiental del paraquat (PQ) empleando a Daphnia
magna en cultivo de palta, café y cafia de azlcar usando el FS (Factor de seguridad). En
base a la Concentracién Letal media (CLso) de la mezcla de GLY y PQ a 24h y 48h de
exposicion y una Concentracion ambiental esperada (CAE) de instante a 90 dias. LOC=1.

DISCUSION

Bioensayos

Daphnia magna es el micro crustaceo, mas usado a nivel mundial en pruebas de toxicidad,
por su gran sensibilidad a los agentes toxicos (Barrios, et al. 2016; Albizzi, et al. 2021),
generando informacion exacta del riesgo ambiental en el ecosistema acuatico
(Dellafredad-Tesén y lannacone, 2021). Sumado a ello su facil cultivo y reproduccion
asexual (partenogénesis) nos facilita el trabajo con poblaciones de caracteristicas
genéticas uniformes (Escobar-Chavez, et al. 2019; Albizzi, et al. 2021).

El PQ presento una alta toxicidad sobre D. magna con un CLso a 48h de 2.850 mg.L™,
similar a lo obtenido por Alberdi et al. (1994) en la evaluacion de toxicidad aguda de PQ
con D. magna donde determind un CLso igual a 6.24 mg.L™, dos afios después (Alberdi

et al. 1996) los mismos investigadores al realizar la comparativa de toxicidad aguda de
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dos herbicidas (PQ y GLY) determinaron un CLso de 4.55 mg.L™* con D. magna y un
ClLsoigual a 2.57 mg.L* para la D. espinulata.

La variacion de CLso entre lo calculado en la investigacion y los autores se puede sugerir
a causa de la temperatura ambiental de los bioensayos, pues para la investigacion fue de
27,5 °Cy lade los autores una temperatura constante de 20 °C. Della-Penna (2004) afirma
que a medida que la temperatura se incrementa, la toxicidad del PQ también, lo cual
explicaria la variacion de la concentracion letal media. Los estudios con PQ son escasos
y dificulta obtener data actualizada.

ElI GLY por su parte presento una baja toxicidad sobre la D. magna con un CLso a 48h de
262.12 mg.L?, valor cercano fueron reportados por Demetrio et al. (2014) quienes
evaluaron los efectos de Cipermetrina, clorpirifos y GLY como ingrediente activo y
formulados sobre D. magna obteniendo un CLso de 199 mg.L™ para GLY. De igual
manera Dominguez-Cortinas et al. (2007) reportan datos de CLso sobre D. magna a 48h
de una concentracion de 146 mg.L ™. Por otro lado, lo reportado por Huaraca et al. (2020),
quienes determinaron un CLso igual a 27.4 mg.L? al comparar la toxicidad aguda de
herbicidas basadas en glifosato sobre D. magna. y lo obtenido en la evaluacion
ecotoxicoldgica de las aguas contaminadas con glifosato a partir de D. magna donde se
reportd un CLso igual a 27.38 mg.L? (Huaraca, 2017) difieren completamente a lo
obtenido en la investigacion a pesar de que la pureza de GLY utilizada en la investigacién
y en la de los autores fueron iguales (48% de GLY). Otros reportes de CLso para GLY,
con diferentes porcentajes de pureza, con D. magna fueron realizados por Gustinasari et
al. (2020) registraron un CLs0=21,34 mg.L™ con GLY 36%, Spésito y Espinola-Moteldo.
(2016) obtuvieron un CLso =9,59 mg.L™? con GLY 43.5%, Demetrio et al. (2014)
determinaron un CLso=9,34 mg.L? con GLY 74.4% y Cuhra et al. (2013) calcularon un

CLs0=10,6 mg.L* con GLY 74.4%.
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Al comparar los resultados de CLso obtenido y delos datos bibliograficos se evidencia
menor toxicidad aguda del compuesto ensayado Fuego® (262.12 mg.L™), en relacion a
las otras marcas comerciales utilizadas en las investigaciones, lo cual evidencia que existe
influencia de sustancias coadyuvantes en las formulaciones comerciales (Huaraca, 2017),
la formulacién del herbicida puede afectar la CLso en D. magna (Escobar-Chévez, et al.
2019). Otro factor que influye en los resultados (CLso) es la temperatura ambiente en la
cual se desarroll6 el bioensayo, siendo de 28 °C para la investigacion y un rango de 20 —
22 °C para los autores.

En los bioensayos de las mezclas de PQ y GLY sobre D. magna, presentan un efecto
sinérgico al interactuar en una solucion. Pues la toxicidad de ambos se incrementa con
respecto a los bioensayos individuales, lo cual se evidencia en los valores CLso los cuales
cambian al estar en mezcla. Resultando el PQ como el componente que contribuye en un
98% a la toxicidad de la mezcla.

El GLY en otras investigaciones ha presentado un efecto sinérgico o antagénico cuando
se hallan en mezcla con otro herbicida. Stiles (2013) investig6 la toxicidad cronica de
mezclas de herbicidas Atrazina y GLY (Roundup®) sobre D. magna, obteniendo que al
estar juntos disminuyen su toxicidad, es decir presentan efecto antagénico (Ramsdorf et
al. 2021). Otros impactos adversos en ambientes acuaticos del GLY en mezcla con
insecticidas fueron determinados por Martin-Demetrio (2012) quien evalu6 efectos de
mezclas binarias y ternarias de las formulaciones comerciales de los plaguicidas GLY,
cipermetrina y clorpirifos. Los bioensayos utilizados consideraban efectos letales en
exposiciones agudas sobre D. magna, donde obtuvo que el GLY al estar en mezcla binaria
con Cipermetrina presenta efecto sinérgico, y con el clorpirifos presenta efecto

antagoénico.
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Respecto al PQ no se encontraron investigaciones en los Gltimos 10 afios, donde se evalué
su toxicidad en mezcla con algun otro plaguicida. En la mezcla de GLY y del PQ se tomo
la fraccion de su propia toxicidad, con su factor de dilucion de 0.5. El efecto sinérgico de
estos herbicidas se puede explicar en base a otros estudios, donde el glifosato presenta
efecto sinérgico con otros plaguicidas. En el presente estudio el porcentaje de
contribucion de muerte de la toxicidad del glifosato en mezcla es del 2%, por lo que en
futuros estudios se pueden hacer ensayos de los mismos herbicidas donde el glifosato
contribuya en mayor porcentaje en la mortandad, e ir evaluando si aun se observa el efecto
sinérgico o varia al antagonico a medida que la concentracion de glifosato usado en la
mezcla se incrementa.

Evaluacion del riesgo ambiental

En la ERA del GLY, obtenida sin uso de un factor de seguridad, evidencié que no existe
riesgo afiliado a su uso, en los tres escenarios (palta, café y cafia de azlcar) evaluados.
Pero al aplicar un factor de seguridad (fs=1000) se observé que presenta riesgo ambiental
para el ambiente acuatico en todos los escenarios.

ElI GLY presenta una gran solubilidad en agua, a causa de ello se moviliza de manera facil
en ecosistemas acuaticos (Bustos, 2012). Luego de la aplicacién del GLY sobre el cultivo,
el herbicida se mantiene en diferentes zonas del suelo hasta que sean degradado
microbioldgicamente o se movilice en el agroecosistema a influencia de la lluvia, riego,
viento o factores que faciliten su infiltracion o escorrentia superficial (Moyano, 2015;
Grandcoin et al., 2017). A través de este proceso alcanza diversos ambientes contiguos
presentando riesgo para la flora y la fauna local (Gonzales y Fuentes, 2022). EL GLY es
un compuesto que presenta alto riesgo para el ecosistema acuatico (Zirena, et al. 2018),
lo cual se corrobora en los resultados de riesgo ambiental del GLY donde se aplico el

factor de seguridad.
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Para el PQ, la ERA sin hacer uso de un factor de seguridad, indica que, si representa
riesgo afiliado a su uso, en los escenarios de café y cafia de azUcar, a excepcion de la palta
que presento riesgo ambiental acuatico hasta cuatro dias luego de aplicacion. Pero al
aplicar un factor de seguridad (fs=1000) se observé que el PQ representa un riesgo
ambiental acuatico en todos los escenarios.

Onwona-Kwakye (2020) afirma que el uso de PQ plantea serios riesgos potenciales
agudos y cronicos para el ambiente acuatico. Estos riesgos se incrementan si los
ecosistemas acuaticos estan adyacentes a los campos agricolas o &reas donde se utiliza
este herbicida (Moyano, 2015; Grandcoin et al., 2017, Gil-Diaz et al. 2022). Ademas, el
PQ presenta una vida media en agua de 2 a 820 afios dependiendo del factor luz solar y
la profundidad el agua (Stuart et al, 2022), mostrando su gran potencial de causar efectos
adversos en el ecosistema acuético.

El PQ presenta mayor toxicidad para claddceros respecto al GLY, por la cual representa
mayor riesgo ambiental para el ecosistema acuéatica (Alberdi et al., 1996; Wong, 2000;
Gagneten, 2002). Estas afirmaciones se corroboran al evaluar el riesgo ambiental con el
uso de factor de seguridad (fs=1000), indicando que este factor es importante en la
extrapolacion de los resultados experimentales en pruebas de toxicidad (Sotelo &
lannacone, 2019, Escobar - Chavez et al., 2019).

EL PQ y GLY demostraron tener una relacion sinérgica al relacionarse en mezcla.
Incrementando su toxicidad entre si, teniendo como efecto un gran riesgo ambiental
acuatico evaluados tanto con y sin uso del factor de seguridad (fs=1000), y en los tres
escenarios. En las simulaciones de la concentracion ambiental esperada (CAE) en los
cultivos de palta, café y cafia de azlcar se evidencio que a medida que transcurre el tiempo

(0, 4, 21, 60, 60 dias) esta disminuye. Asimismo, se observa que los CAE para cada
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cultivo varian lo cual se debe a las tasas de aplicacion de los herbicidas ya mencionados
en la tabla 1.

Por ende, la mezcla de estos herbicidas presenta riesgo ambiental acuético, debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas y las condiciones del ecosistema. Es decir, que para
establecer los efectos adversos de los herbicidas PQ y GLY en el ecosistema acuatico es
necesario tener en cuenta el embrollo del sistema, se debe estudiar la estructura de
especies, las interacciones inter e intraespecificas y factores ambientales tales como los
pardmetros fisicoquimicos. La interaccion de los herbicidas, factores bioldgicos y
ambientales determinan si la contaminacion se reduce o incrementa en ecosistemas
acuaticos (Gagneten, 2002; Badii et al. 2005; Reyes y Cano, 2022).

La tasa de ampliacién recomendada de GLY es de 0.96, 1.5y 1.92 (0.768) Kg/Ha para
palto, café y cafia de azUcar respectivamente, si se considera como valor estandar que por
cada hectarea se utiliza 200L de agua para su aplicacion a través de aire comprimido
(fumigacion), se obtiene que al area agricola se vierte las siguientes concentraciones de
GLY 4800 mg/L, 7500 mg/L* y 9600(3840) mg/L™ cada cierto periodo. Para PQ la tasa
de aplicacion es de 0.138, 0.552 y 0.966 Kg/Ha para palto, café y cafia de azucar
respectivamente siendo concentraciones de 690 mg/Lt, 2760 mg/L* y 4830 mg/L™? los
cuales a través de diversos factores llegan al sistema acuético, en la cual la CLso para el
GLY y PQ es de 262.12 mg/Lty 2.850 mg/L™ si se presentan de manera individual, si
estos herbicidas interacttian en el agua su CLso disminuye a 2,278 mg/L ™ parael GLY y
1.3340 mg/L* para el PQ, evidenciando el gran riesgo de contaminacion.

Por ende, la ERA en ambiente acuéatico obtenida a través del método cociente de riesgo
(RQ) demostro que si existe riesgo del GLY y PQ, en mezcla, sobre D. magna en el
sistema acuatico, pues RQ calculado super6 el valor del nivel critico LOC. La existencia

de riesgo ambiental fue determinada tanto con el uso de FS y sin el uso de esta.
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El uso GLY y PQ combinados es un gran riesgo ambiental para el ambiente acuético, por
la cual existe probabilidades de que los personas, animales y plantas estén expuestos a
una contaminacion indirecta, directa o por la magnificacion bioldgica (bioacumulacion).
La presente investigacion brinda data sobre los efectos toxicoldgicos en el ambiente
acuatico, inferida a partir de pruebas toxicoldgicas en claddceros, abriendo camino a
futuras investigaciones donde existan interacciones entre los herbicidas GLY y PQ en
diversos ambientes, puede ser terrestres como zonas agricolas, zonas urbanas, etc.
Ademas, representa un aporte en conocimiento respecto a la problematica ambiental
causada por uso indiscriminado de plaguicidas en general, en la practica los agricolas se
realizan un sin fin de combinaciones sin conocer las consecuencias y los impactos que

generan a nivel ambiental y social.

CONCLUSIONES

Segun el estudio se evalud los bioensayos ecotoxicologicos de los herbicidas GLY y PQ
de manera individual y en mezcla, obteniendo lo siguiente: EI GLY al evaluarse
individualmente demostr6 que presenta un efecto toxico sobre D. magna, siendo el valor
de la CLso de 269.08 mg-L! a 24h, y 262.12 mg-L™* a 48h de exposicion. El PQ al
evaluarse individualmente, demostr6 que presenta un efecto toxico letal sobre D. magna,
con una CLso de 16.170 mg-L* a 24h, y 2.850 mg-L* a 48h de exposicion.

Al contrastar las consecuencias de los dos herbicidas de manera individual sobre D.
magna, se evidencio que PQ>GLY, debido a que mostrd un efecto toxico superior
(mortalidad e inmovilizacion) que el causado por el GLY.

El GLY al evaluarse en mezcla mostré que presenta un efecto téxico sobre D. magna,
siendo el valor de la CLso de 12.072 mg-L™ a 24h, y 2.320 mg-L* a 48h de exposicion.

El PQ al evaluarse en mezcla demostré que presenta un efecto toxico sobre D. magna,
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siendo el valor de la CLso de 6.941 mg-L™ a 24h, y 1.3340 mg-L a 48h de exposicion.
Al contrastar las consecuencias de los dos herbicidas en mezcla sobre D. magna, se
demostrd que, PQ es méas nocivo que el GLY, debido a que presentd valores de CLso
inferiores al del GLY. Del mismo modo, se demostré que presentan un efecto sinérgico
entre los herbicidas evaluados, pues mostraron una mayor toxicidad cuando interactian
en mezcla que cuando se encuentran de manera individual.

Por otro lado, la ERA en ambiente acuético prevista a través el método cociente de riesgo
(RQ) demostrd que si existe riesgo del GLY y PQ, en mezcla, sobre D. magna en el
sistema acudtico, pues el RQ calculado supero el nivel critico LOC. La existencia de

riesgo ambiental fue determinada tanto con el uso de FS y sin el uso de esta.
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ANEXOS

Tabla 1S. Determinacion de Riesgo Ambiental del glifosato (GLY) empleando a
Daphnia magna en cultivo de Palta, Café y Cafia de AzUcar con FS (Factor de Seguridad).

Clso 24h (mg.LY)  CAE (mg.L?) CSEP RQ LOC Riesgo
269.08 Instante 241 0.27 8.96 1 Sl
269.08 4 dias 2.22 0.27 8.25 1 Si
269.08 21 dias 1.60 0.27 5.95 1 Si
269.08 60 dias 0.86 0.27 3.18 1 Si
= 269.08 9dias 059 027 220 1 S|
< Clso48h (mg.L')  CAE (mg.L?) CSEP RQ LOC Riesgo
262.34 Instante 241 0.26 9.19 1 S
262.34 4 dias 2.22 0.26 8.46 1 Si
262.34 21 dias 1.60 0.26 6.10 1 Sl
262.34 60 dias 0.86 0.26 3.26 1 SI
262.34 90 dias 0.59 0.26 2.26 1 SI
CLso 24h (mg.L?)  CAE (mg.L?) CSEP RQ LOC Riesgo
269.08 Instante 7.93 0.27 29.47 1 Sl
269.08 4 dias 6.88 0.27 25.57 1 Si
269.08 21 dias 4.5 0.27 16.72 1 Si
269.08 60 dias 2.62 0.27 9.74 1 SI
i 269.08 90 dias 1.8 0.27 6.69 1 Si
S Clso4sh(mgL?) CAE(mgL?)  CSEP RQ LOC  Riesgo
262.34 Instante 7.93 0.26 30.23 1 Si
262.34 4 dias 6.88 0.26 26.23 1 SI
262.34 21 dias 4.5 0.26 17.15 1 SI
262.34 60 dias 2.62 0.26 9.99 1 Si
262.34 90 dias 1.8 0.26 6.86 1 SI
Clso 48h (mg.LY)  CAE (mg.L?) CSEP RQ LOC Riesgo
269.08 Instante 14.6 0.27 54.26 1 SI
- 269.08 4 dias 14 0.27 52.03 1 Si
ZE) 269.08 21 dias 11.9 0.27 44.22 1 SI
a 269.08 60 dias 8.9 0.27 33.08 1 SI
< 269.08 90 dias 8.1 0.27 30.10 1 SI
B CLso48h (mg.L?)  CAE (mg.L? CSEP RQ LOC Riesgo
I 262.34 Instante ~ 14.6 0.26 55.65 1 SI
S 262.34 4 dias 14 0.26 53.37 1 Si
262.34 21 dias 11.9 0.26 45.36 1 SI
262.34 60 dias 8.9 0.26 33.93 1 Si
262.34 90 dias 8.1 0.26 30.88 1 Si

Exposicion = CAE = Concentracion Ambiental prevista. CR = cociente de riesgo
Exposicidon/Toxicidad. Factor de seguridad = 1000 para CLso. LOC = nivel critico.
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Tabla 2S. Determinacion de Riesgo Ambiental del paraquat (PQ) empleando a Daphnia
magna en cultivo de Palta, Café y Cafia de AzUcar con FS (Factor de Seguridad).

PALTA

CAFE

CANA DE AZUCAR

CLso 24h (mg.LY)  CAE (mg.L™?) CSEP RQ LOC Riesgo
16.17 Instante 2.06 0.02 127.40 1 Sl
16.17 4 dias 1.79 0.02 110.70 1 SI
16.17 21 dias 1.14 0.02 70.50 1 Sl
16.17 60dias  0.715 0.02 44.22 1 SI
16.17 90 dias  0.578 0.02 35.75 1 Sl
ClLso 48h (mg.LY)  CAE (mg.L?Y) CSEP RQ LOC Riesgo
2.85 Instante  2.06 0.00 722.81 1 Sl
2.85 4 dias 1.79 0.00 628.07 1 SI
2.85 21 dias 1.14 0.00 400.00 1 SI
2.85 60 dias  0.715 0.00 250.88 1 Sl
2.85 90 dias  0.578 0.00 202.81 1 Sl
CLso 24h (mg.LY)  CAE (mg.L?) CSEP RQ LOC Riesgo
16.17 Instante 11.5 0.02 711.19 1 SI
16.17 4 dias 10.2 0.02 630.80 1 Sl
16.17 21 dias 6.75 0.02 417.44 1 SI
16.17 60 dias 4.5 0.02 278.29 1 SI
16.17 90 dias 3.85 0.02 238.10 1 SI
ClLso 48h (mg.LY)  CAE (mg.L?Y) CSEP RQ LOC Riesgo
2.85 Instante 115 0.00 4035.09 1 Sl
2.85 4 dias 10.2 0.00 3578.95 1 SI
2.85 21 dias 6.75 0.00 2368.42 1 Sl
2.85 60 dias 4.5 0.00 1578.95 1 Sl
2.85 90 dias 3.85 0.00 1350.88 1 Sl
ClLso 24h (mg.LY)  CAE (mg.L?Y) CSEP RQ LOC Riesgo
16.17 Instante 9.91 0.02 612.86 1 Sl
16.17 4 dias 6.45 0.02 398.89 1 Sl
16.17 21 dias 4.73 0.02 292.52 1 SI
16.17 60 dias 3.71 0.02 229.44 1 Sl
16.17 90 dias 3.26 0.02 201.61 1 Sl
CLso48h (mg.L)  CAE (mg.L™) CSEP RQ LOC  Riesgo
2.85 Instante 9.91 0.00 3477.19 1 SI
2.85 4 dias 6.45 0.00 2263.16 1 Sl
2.85 21 dias 4.73 0.00 1659.65 1 Sl
2.85 60 dias 3.71 0.00 1301.75 1 SI
2.85 90 dias 3.26 0.00 1143.86 1 SI

Exposicion = CAE = Concentracion Ambiental prevista. CR = cociente de riesgo =
Exposicion/Toxicidad. Factor de seguridad = 1000 para CLso. LOC = nivel critico

Tabla 3S. Determinacion de Riesgo Ambiental para la mezcla de glifosato (GLY) y
paraquat (PQ) empleando a Daphnia magna en cultivo de palta, café y cafia de azUcar
con FS (Factor de Seguridad).
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GLIFOSATO
ClLso 24h (mg.LY)  CAE (mg.L?) CSEP RQ LOC  Riesgo
12.072 Instante  2.41 0.01 199.64 1 Si
12.072 4 dias 2.22 0.01 183.90 1 SI
12.072 21 dias 1.60 0.01 132.54 1 SI
12.072 60 dias 0.86 0.01 70.91 1 Si
12.072 90 dias 0.59 0.01 49.12 1 Si
ClLso 48h (mg.LY)  CAE (mg.L?) CSEP RQ LOC  Riesgo
2.320 Instante  2.41 0.00 1038.79 1 SI
2.320 4 dias 2.22 0.00 956.90 1 SI
2.320 21 dias 1.60 0.00 689.66 1 Si
2.320 60 dias 0.86 0.00 368.97 1 Si
2.320 90 dias 0.59 0.00 255.60 1 SI
ClLso 24h (mg.LY)  CAE (mg.L?) CSEP RQ LOC  Riesgo
12.072 Instante  7.93 0.01 656.89 1 SI
12.072 4 dias 6.88 0.01 569.91 1 Si
12.072 21 dias 4.5 0.01 372.76 1 Si
12.072 60 dias 2.62 0.01 217.03 1 SI
12.072 90 dias 1.8 0.01 149.11 1 Si
ClLso 48h (mg.Ll)  CAE (mg.L?) CSEP RQ LOC  Riesgo
2.320 Instante  7.93 0.00 3418.10 1 Sl
2.320 4 dias 6.88 0.00 2965.52 1 Si
2.320 21 dias 4.5 0.00 1939.66 1 Si
2.320 60 dias 2.62 0.00 1129.31 1 SI
2.320 90 dias 1.8 0.00 775.86 1 Si
ClLso 24h (mg.LY)  CAE (mg.L™?) CSEP RQ LOC  Riesgo
12.072 Instante  14.6 0.01 1209.41 1 SI
12.072 4 dias 14 0.01 1159.71 1 Si
12.072 21 dias 11.9 0.01 985.75 1 Si
12.072 60 dias 8.9 0.01 737.24 1 SI
12.072 90 dias 8.1 0.01 670.97 1 SI
CLso 48h (mg.LY)  CAE (mg.L?) CSEP RQ LOC  Riesgo
2.320 Instante  14.6 0.00 6293.10 1 Sl
2.320 4 dias 14 0.00 6034.48 1 Si
2.320 21 dias 11.9 0.00 5129.31 1 Si
2.320 60 dias 8.9 0.00 3836.21 1 SI
2.320 90 dias 8.1 0.00 3491.38 1 Si
PARAQUAT
CLso 24h (mg.LY)  CAE (mg.L?) CSEP RQ LOC  Riesgo
6.941 Instante  2.06 0.01 296.79 1 Si
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6.941 4 dias 1.79 0.01 257.89 1 Si
6.941 21 dias 1.14 0.01 164.24 1 Sl
6.941 60 dias 0.715 0.01 103.01 1 SI
6.941 90dias 0.578 0.01 83.27 1 Sl
CLso 48h (mg.LY)  CAE (mg.L?) CSEP RQ LOC  Riesgo
1.334 Instante  2.06 0.00 1544.23 1 Si
1.334 4 dias 1.79 0.00 1341.83 1 SI
1.334 21 dias 1.14 0.00 854.57 1 Si
1.334 60 dias 0.715 0.00 535.98 1 Sl
1.334 90dias 0.578 0.00 433.28 1 SI
ClLso 24h (mg.L'Y)  CAE (mg.L?) CSEP RQ LOC  Riesgo
6.941 Instante  11.5 0.01 1656.82 1 Sl
6.941 4 dias 10.2 0.01 1469.53 1 Sl
6.941 21 dias 6.75 0.01 972.48 1 SI
6.941 60 dias 4.5 0.01 648.32 1 SI
o 6.941 90 dias  3.85 001  554.68 1 SI
S Clsdsh(mgl') CAE(mglL?) CSEP RQ  LOC  Riesgo
1.334 Instante  11.5 0.00 8620.69 1 Sl
1.334 4 dias 10.2 0.00 7646.18 1 Si
1.334 21 dias 6.75 0.00 5059.97 1 Si
1.334 60 dias 4.5 0.00 3373.31 1 SI
1.334 90 dias 3.85 0.00 2886.06 1 Si
CLso 24h (mg.LY)  CAE (mg.L?) CSEP RQ LOC  Riesgo
6.941 Instante  9.91 0.01 1427.75 1 SI
e 6.941 4 dias 6.45 0.01 929.26 1 SI
8 6.941 21 dias 4.73 0.01 681.46 1 SI
a 6.941 60 dias 3.71 0.01 534.51 1 Sl
< 6.941 90 dias 3.26 0.01 469.67 1 Si
B CLso48h (mg.L)  CAE (mg.L?) CSEP RQ LOC  Riesgo
& 1.334 Instante  9.91  0.00 742879 1 SI
S 1.334 4 dias 6.45 0.00 4835.08 1 SI
1.334 21 dias 4.73 0.00 3545.08 1 SI
1.334 60 dias 3.71 0.00 2781.11 1 SI
1.334 90 dias 3.26 0.00 2443.78 1 SI

Exposicion = CAE = Concentracion Ambiental prevista. CR = cociente de riesgo =
Exposicién/Toxicidad. Factor de seguridad = 1000 para CL50. LOC = nivel critico
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Evidencia del envio a revista cientifica (Carta o e mail de envio tras
aprobar la revision académica

Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas y
MNaturales via Revista de la Academia Colombiana de
Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales
<raccefyn@accefyn.org.co>

Para: joseiannacone@gmail.com; y 1 mas

Hola,

José Alberto lannacone ha enviado el manuscnto “Evaluacion del nesgo
ambiental acuatico de la mezcla de dos herbicidas comerciales en el
bioindicador Daphnia magna™ a Revista de la Academia Colombiana de
Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales.

Si tiene cualquier pregunta no dude en contactarme. Le agradecemos que
haya elegido esta revista para dar a conocer su obra.

Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales
José Alberto lannacone

Revista de la Academia Colombiana‘de Ciencias' Exactas, Fisicas y Naturales
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Copia de carta de aprobacion académica (Carrera)

Copia de documento de aprobacion de comité de ética (DGIDI o

revistai

UNIVERSIDAD
COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA EN '
INVESTIGACION CON ANIMALES Y C I E N T | F ICA
BIODIVERSIDAD

Constancia N° 163-CIEI-AB-CIENTIFICA-2021

El presidente del Comité Institucional de Etica en Investigacion con Animales y
Biodiversidad de la Universidad Cientifica del Sur (CIEI-AB-CIENTIFICA) da constancia
que el proyecto de investigacion, cuyos datos se registran a continuacion, ha sido
aprobado (reunion ordinaria del 21 de diciembre de 2021).

Cadigo de registro: 734-2021-PRE11

Titulo: Evaluacion del riesgo ambiental acuatico de la mezcla
de dos herbicidas comerciales en el bioindicador
Daphnia magna

Investigador(a): Maximiliano Susanivar Agustin

La aprobacion del proyecto de investigacion implica que el documento presentado a
evaluacion cumple con los lineamientos de Universidad en materia de investigacion y
ética, los cuales se sustentan en la normativa internacional vigente. Adicionalmente, en
el contexto de la pandemia de enfermedad por COVID-19, le recomendamos cumplir
con las normas publicadas por el estado peruano.

En tal sentido, esta aprobacion carecera de valor si es que el proyecto de investigacién
arriba indicado es modificado de cualquier forma. Toda enmienda, afiadido, eliminacion
o eventualidad (eventos adversos, etc.) posterior a la fecha de aprobacién debe ser
reportado al CIEI-AB-CIENTIFICA.

La vigencia de la aprobacién de este documento es de dieciocho (18) meses (hasta el
02 de julio del 2023), periodo en el que puede desarrollarse el proyecto. Cualquier
tramite para su renovacién debera ser enviado antes del término de la vigencia de este
documento, debiendo suspenderse todo desarrollo hasta que la renovacion sea
aprobada.

Villa El Salvador, 03 de enero de 2022

> o 7 XS
Méd. Vet. Gianmarco Paolo Rojas MoremszcSU
Presidente

Comité Institucional de Etica en Investigacién
con Animales y Biodiversidad

Institucional
de Etica en
Investigacion

Asesoria al postulante
+ Campus Villa 2 - P, a Sur km 19

+ Calle )8, Miraflores

T //(5M) 610 6738
informes@cientifica.edu.pe
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Copia de resolucion de aprobacion del proyecto de tesis (Carrera)
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RESOLUCION DIRECTORAL ACADEMICA DE CARRERA N° 018 -2022-DACIA-DAFCA-U. CIENTIFICA

FACULTAD DE CIENCIAS AMBIENTALES
CARRERA DE INGENIERIA AMBIENTAL

Lima, 31 de enero del 2022

VISTO:

El informe de revisién independiente académica y la aprobacién de un Comité de Etica del
proyecto de tesis titulado: “EVALUACION DEL RIESGO AMBIENTAL ACUATICO DE LA MEZCLA
DE DOS HERBICIDAS COMERCIALES EN EL BIOINDICADOR Daphnia magna”, presentado por:

e Maximiliano Susanivar Agustin

CONSIDERANDO:

Que, de acuerdo al Reglamento General de la Universidad Cientifica del Sur y los reglamentos
de pregrado para obtener el titulo profesional de Ingeniero(a) Ambiental en la Facultad de
Ciencias Ambientales, se debe desarrollar un trabajo de investigacién.

Que, de acuerdo a la normativa vigente de la Universidad Cientifica del Sur, en uso de las
atribuciones conferidas al Director Académico de Carrera.

SE RESUELVE:

Aprobar e inscribir el proyecto de tesis titulado: “EVALUACION DEL RIESGO AMBIENTAL
ACUATICO DE LA MEZCLA DE DOS HERBICIDAS COMERCIALES EN EL BIOINDICADOR Daphnia
magna” y establecer el inicio del periodo de ejecucién del mencionado proyecto.

Nombrar al docente/colaborador José Alberto lannacone Oliver como asesor(a) para el
desarrollo de la tesis en cuestion.

Registrese, comuniquese y archivese,

77
Dr. Gonzalo Francistlores Roca

Director Académico
Carrera de Ingenieria Ambiental

T// (G 6106733
informes(@cientificaedupe
cientifica.edupe
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