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Assessment of the aquatic environmental risk of the
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Abstract— The bioassay with the bioindicator Daphnia magna, facilitates obtaining the individual and mixed acute ecotoxicological
effect of various toxic chemicals through the mean lethal concentration (LCsg). The objective of the present investigation was to evaluate
the aquatic environmental risk of the mixture of herbicides, glyphosate (GLY) and paraquat (PQ) in D. magna. For the 24 and 48 h
exposure tests, standardized cultures of D. magna were used. The herbicides GLY and PQ, and the mixture of both, were evaluated. The
results obtained for D. magna showed that the acute toxicity was the following: mixture of GLY + PQ > PQ > GLY. The Aquatic
Environmental Risk Assessment (ERA) without the use of the safety factor (FS) showed that GLY does not represent an individual risk in
avocado cultivation. At the same time, it presents an aquatic risk in the other two scenarios (coffee and sugar cane). On the other hand, the
PQ presents an environmental risk for all three scenarios. The ERA using FS showed the risk for both herbicides in the three scenarios. It
is concluded that GLY and PQ cause a risk to the aquatic environment.

Keywords-- Bioassay; expected environmental concentration; mean lethal concentration; pesticide mixture; aquatic environment.
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Evaluacion del riesgo ambiental acuatico de la mezcla de
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Resumen— El bioensayo con el bioindicador Daphnia magna,
facilita obtener el efecto ecotoxicologico agudo individual y en
mezcla de diversos quimicos toxicos mediante la concentracion
letal media (CLsg). El objetivo de la presente investigacion fue
evaluar el riesgo ambiental acudtico de la mezcla de los herbicidas,
glifosato (GLY) y paraquat (PQ) en D. magna. Para los ensayos de
24 y 48h de exposicion, se utilizaron cultivos estandarizados de D.
magna. Se evaluaron los herbicidas GLY y PQ, y la mezcla de
ambos. Los resultados obtenidos para D. magna demostraron que
la toxicidad aguda fue la siguiente: mezcla de GLY + PQ > PQ >
GLY. La Evaluacion del Riesgo Ambiental acudtico (ERA) sin uso
del factor de seguridad (FS) mostro que el GLY no representa un
riesgo individual en el cultivo de palta, mientras que presenta
riesgo acudtico en los otros dos escenarios (café y caiia de azuicar).
En cambio, el PQ presenta riesgo ambiental para los tres
escenarios. La ERA con uso del FS mostro riesgo para ambos
herbicidas en los tres escenarios. Se concluye que GLY y PQ
ocasionan un riesgo para el ambiente acudtico.

Palabras clave-- Bioensayo; concentracion ambiental
esperada; concentracion letal media; mezcla de los plaguicidas;
toxicidad; ambiente acudtico.

Abreviaciones:

CLso = Concentracion letal media.

GLY = Glifosato.

PQ = Paraquat.

ERA = Evaluacion del Riesgo Ambiental acuatico.
FS = Factor de seguridad.

CAE = Concentracion ambiental esperada.
RQ = Cocientes de riesgo.

CSEP = Concentracion sin efectos previstos.
LOC = Nivel critico.

UT = Unidades toxicas.

Koc = Coeficiente de particion del equilibrio.
Kow = Coeficiente de reparto n-octanol-agua.

I. INTRODUCCION

Los herbicidas a nivel mundial cumplen un rol importante
en la agricultura moderna, para el control de malezas [1],
facilitando la produccién a gran escala; sin embargo, son
perjudiciales cuando los compuestos quimicos llegan al

ambiente acuatico, a causa de acciones antropogénicas, como
el enjuague de envases, bidones, mochilas fumigadoras en rios,
arroyos o cerca de ellos. Del mismo modo, fenémenos
naturales como la escorrentia y/o la lixiviacion facilitan el
traslado de los residuos de herbicidas hacia los cuerpos de agua
superficiales y subterraneas, la cual se manifiesta con efectos
toxicologicos en animales y plantas, el grado de toxicidad varia
acorde a como se halla el herbicida en el ambiente acudtico sea
de forma individual o combinados [2-4].

A raiz de ello, la existencia de herramientas para
determinar los riesgos que se generan por el uso de
agroquimicos, como las investigaciones ecotoxicologicas
encaminadas en realizar una evaluacién de riesgo ambiental
(ERA) para mezclas de plaguicidas, las cuales suministran una
vision mas acorde a la realidad [5]. La ERA en el ambiente
acuatico facilita la clasificacion, comparacion y prioriza los
riesgos en temas ambientales, realizando analisis de costo-
beneficio y de costo-efectividad; a través de un proceso
iterativo, consiguiendo nueva informacién la cual se incorpora
en la valoracién de riesgo y mejora la toma de decisiones sobre
un compuesto quimico [3,5,6].

El glifosato (GLY) es una sal isopropilamina de N-
(fosfonometil) glicina, con peso molecular 228,22 g/mol, que
se utiliza como herbicida no selectivo, de accion sistémica, y
gue actua a través del follaje [7,8]. En el ambiente acuatico el
glifosato perjudica la sintesis de aminoacidos aromaticos, la
produccion de clorofila, la fotosintesis y la respiracion [9].

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 [10]. Si los
factores ambientales son favorables, sumado a su adsorcién a
sedimentos el paraquat alcanza una vida media de entre 2 y 820
afios aproximadamente, a altas profundidades la inexistente
degradacion quimica o microbiol6gica influye en su gran
persistencia en el agua [11, 12], disminuyendo la abundancia y
biomasa de los organismos de mayor tamafio alterando el
sistema acuatico [13].
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Los herbicidas representan un gran problema debido a la
contaminacién al momento de su aplicacion y almacenamiento
por parte de los agricultores, por ser productos de alto grado
de toxicidad [14]. Sin embargo, a nivel mundial, y en especial
en el Perd, se hace uso de los herbicidas como el glifosato
(GLY) de manera intensiva y el Paraquat (PQ), a pesar de su
prohibicion desde 2020, lo cual provoca un incremento de
residuos de estos compuestos en el ambiente acuéatico [9,15].

Los bioensayos de toxicidad para ambientes acuaticos con
la pulga del agua Daphnia magna son altamente sensibles y de
bajo coste en su aplicacién [16], por otro lado, su amplia
distribucion geografica, el significativo papel que desempefian
al interior de la comunidad zooplancténica, la facilidad de
cultivo, la reproduccién partenogénica, y el corto ciclo de vida
logrando un alto nimero de crias, lo convierten en un grupo
ideal para la evaluacion de toxicidad, a nivel universal [3, 6, 16,
17, 18].

A la fecha se han realizado investigaciones cientificas de
los efectos de la toxicidad individual de los herbicidas
comerciales GLY y PQ sobre la biota acuatica zooplancténica
como D. magna. Sin embargo, no se tiene informacion
publicada sobre la toxicidad de la mezcla de estos dos
herbicidas. Por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion
fue evaluar el riesgo ambiental acuatico de la mezcla de dos
herbicidas comerciales (GLY y PQ) sobre el indicador D.
magna.

Il. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizO 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,
Pera.

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 utilizé6 agua
mineral embotellada de manantial San Mateo® (pH neutro
cercano a 7, dureza célcica = 34 mg/L, Calcio = 90 mg/L,
Magnesio = 11 mg/L, Sodio = 32 mg/L y Potasio = 6 mg/L), 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 coloco 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 aireacién adecuada para la proliferacién de los dafnidos.
Los pardmetros fisicoquimicos: temperatura, pH, oxigeno
disuelto (OD) y conductividad eléctrica (CE) se determinaron
haciendo uso del multiparametro HandyLab 680.

Se emple6 el GLY de la marca Fuego® a una
concentracién de 480 g/L, a partir de la cual se establecieron

ocho concentraciones (mg/L) para el bioensayo 400, 200, 100,
50, 25, 12,5, 6,25 y 3,125. Para el PQ se utilizé la marca
Quemax® a una concentracién de 276 g/L estableciendo seis
concentraciones (mg/L) para bioensayo 40, 20, 10, 5, 25y
1,25.

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
determind las concentraciones de las mezclas.

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 [3,6,17,19].

Las diluciones para el bioensayo se realizaron con agua
embotellada San Mateo®, con factor de dilucién de 0,5. y se
evalu6 los pardmetros fisicos y quimicos: temperatura, pH,
oxigeno disuelto (OD) y conductividad eléctrica (CE) [3,18].
Luego se colocaron 20 mL de cada dilucién 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 utilizé 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 [3,6,17,19]. Durante el tiempo de
exposicién a los dos herbicidas, los neonatos no fueron
alimentados.

Para realizar la mezcla equitoxica se utilizaron
concentraciones individuales que presentaran una tasa de
mortalidad igual o menor al 5%, es decir se realizé la mezcla
teniendo como referencia el CL5 del GLY y PQ estimadas en
los bioensayos individuales. Establecidos las concentraciones
de las mezclas binarias equitéxicas del PQ y GLY sobre D.
magna, se realizaron las pruebas de toxicidad del mismo modo
que los bioensayos individuales.

Para las pruebas de toxicidad aguda de los herbicidas del
GLY y PQ de manera individual y en mezcla sobre el
bioindicador D. magna se utilizaron concentraciones con su
respectivo control, cada uno con cuatro repeticiones, para cada
herbicida, en un estudio con disefio en bloques completos
distribuidos al azar (DBCA) 9x4 para el GLY (un control y
ocho concentraciones (mg-L?) 400, 200, 100, 50, 25, 12,5,
6,25 y 3,125), 7x4 para el PQ (un control y seis
concentraciones (mg/L) 40, 20, 10, 5, 2,5y 1,25) y 7x4 para la
mezcla GLY y PQ [3,6,17,19], todos los DBCA sin interaccién
factorial.

Las CLsgs se calculd6 mediante el andlisis Probit al 95%.
Con el andlisis de varianza (ANOVA) se evalud la eficacia
entre los tratamientos y las repeticiones, y con una prueba a
posteriori de Tukey se determinaron los valores de
concentracion a la cual no se observa efecto (NOEC) y la
concentracion mas baja a la cual se observa efecto (LOEC)
(OECD, 2012). La data estadistica fue verificada para el
cumplimiento de la normalidad con la prueba de Shapiro-Wilk
y la homocedasticidad de varianza [20,21,22].
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Para determinar la toxicidad de la mezcla se empled la
siguiente ecuacion:

- _ [ELsg glifosato (en la mezcla)] [Cls, paraquat (en mezcla)
mezeln = | €1, glifosato (individual) |~ LCL, paraquat (individual)

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

El valor UT se utilizé para verificar si existen efectos
antagdnicos (UT > 1), aditivos = 1 o sinérgicos (UT < 1) de la
mezcla. Considerando 1 UTmezcla equivalente a la CL50 (en
mg/L) de un herbicida individual [5].

Se uso el programa EXPRESS (EXAMS-PRZM Exposure
Simulation Shell) wversion 1.03.02 para calcular el CAE
(Concentraciéon ambiental esperada). EI modelo esta disefiado
para facilitar una evaluacion rapida y consistente de la
exposicion a pesticidas acuaticos en una variedad de cultivo.
Para lo cual incorpora propiedades fisico quimicas de los
herbicidas y estima 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 (Tabla 1): La tasa de
aplicacion (kg/ha), N° maximo de aplicaciones de manera
anual, método de aplicacion, intervalo entre aplicaciones (dias),
peso molecular del ingrediente (ia), presién 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 condiciones aerobias (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 |
VALORES DE ENTRADA PARA EL CALCULO DE LA CONCENTRACION
AMBIENTAL ESPERADA (CAE) CON EXPRESS 1.03.02. PARA GLIFOSATO
(GLY) Y PARAQUAT (PQ) EN LOS CULTIVOS DE CAFE, PALTO Y CANA DE
AZUCAR.

Vida media en el
suelo en condiciones 16,11 5000 16,11 5000 16,11 5000
aerobias (dias)

Solubilidad (mg/L) 1,%&21 6210 10510 6.2"10 1,%31 6210
coeficiente de 525% 316 525% 316% 525% 3,16*1

reparto n-octanol- 107 10° 107 10° 107 05

Datos de entrada

Cafa  Cafia
Cultivo Palto  Palto Café Café de de
azGcar Azlcar
Nombre quimico GLY PQ GLY PQ GLY PQ

Tasa de aplicacion 1,92y
(kg/ha) 0,96 0,138 15 0,552 0.768 0,966
N° méaximo de
aplicaciones de 3 3 3 3 3 1
manera anual
Método de Spray de aire Spray de aire Spray de aire
aplicacion comprimido comprimido comprimido
Intervalo entre 50y
aplicaciones (dfas) 120 120 120 120 300 0

Peso molecular 169,1 186,3 169,1 186,3 169,1 186,3
Presion de Vapor a
25 °C (m Pa). Fase

particula en la

atmosférica

Valor Ko (mg/L) 4900 108 4900 108 4900 108

0,0131 0,01 00131 001 00131 0,01

agua (Kow)
Agua-sedimento - - N
DTso (dias) 20,8 E 20,8 E 20,8 E
Solo fase de agua
DTso (dias) 9,9 10 9,9 10 9,9 10
Hidrolisis pH 5 £ £ £ £ £ *E
(dias)
Hidrolisis pH 7 £ £ £ £ £ *E
(dias)
Hidrolisis pH 9 £ £ £ £ £ *E
(dias)
Fotolisis (dias) 69 *E 69 *E 69 *E
E= Estable

Empleado para evaluar la naturaleza y magnitud del riesgo
ambiental acuatico del GLY y PQ de manera individual y en
mezcla binaria equitéxica. Para lo cual se consideré los
escenarios mas criticos y de mayor exposicion, teniendo seis
escenarios para la ERA. Se evalu6 a cada cultivo A, By 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 acuaticas (OECD,
1992).

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

RQ = CAE/ (CLsp a 48h)

El RQ se compard con el nivel critico (LOC = 0,5)
planteado por la EPA para ensayos agudos con invertebrados,
si el RQ es superior LOC, significa que existe riesgo ambiental
[3,6].

Para los escenarios “2A, 2B y 2C”, se evalud el riesgo
ambiental mediante el calculo de los RQ, realizando la
comparacion del CAE entre la concentracion 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.

Los autores sefialan que cumplieron 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.

I11. RESULTADOS

Los valores de pH, CE, OD y T del bioensayo con GLY,
PQ, y mezcla GLY-PQ sobre D. magna son sefialados en la
Tablas 2 al 4, donde se observa que el pH, OD y T no
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presentan una tendencia marcada de variacion entre
concentraciones. Mientras que para la CE a medida que se
incrementa la concentracion del GLY, PQ y mezcla GLY-PQ
se incrementa los valores CE, explicando su alta desviacion
tipica.

TABLA II

PARAMETROS FiSICOS Y QUIMICOS DEL BIOENSAYO CON GLY SOBRE
DAPHNIA MAGNA.

Conductividad Oxigeno

Concentracién pH eléctrica Disuelto Tempe:atura
(mg/L GLY) (uslcm) (mg/L) (C9
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 0171 159,60 0,253 01
tipica

Los resultados de toxicidad aguda en términos de CLso para
D. magna expuesta a diferentes concentraciones de herbicidas
GLY y PQ en periodos de 24h y 48h se muestran en la tabla 5.
Donde se evidenciaron que existen diferencias significativas
(p< 0,05) entre el control y al menos uno de los tratamientos
de los herbicidas estudiados.

TABLA 111
PARAMETROS FISICOS Y QUIMICOS DEL BIOENSAYO CON PQ SOBRE
DAPHNIA MAGNA.

Conductividad Oxigeno

A 24h y 48 h de exposicion el control se diferencia
estadisticamente con los tratamientos 7 y 8 de GLY, con
concentraciones de 200 mg/L y 400 mg/L respectivamente.
Los valores NOEC y LOEC se mantienen estables a 24h y 48h.
Mientras la CLso a 24h excede a la CLsp a 48h en 2,6%. 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 exposicién se observa que
a partir de la concentracién 2,5 mg/L de PQ se diferencia
estadisticamente del control. Los valores NOEC y LOEC de
24h exceden al de 48h en 75%. La CLso a 24h fue mayor en
82% al de 48h.

Para los bioensayos de toxicidad aguda en términos de
CLso para D. magna expuesto a diferentes concentraciones de
mezclas equitdxicas 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.

A 24h de exposicién, el control se diferencia
estadisticamente con los tratamientos 5 y 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 equitdxica se diferencia estadisticamente del control.

TABLA V
PORCENTAJE DE MORTALIDAD, CONCENTRACION LETAL MEDIA (CLso),
CONCENTRACION A LA CUAL NO SE OBSERVA EFECTO (NOEC) Y
CONCENTRACION MAS BAJA A LA CUAL SE OBSERVA EFECTO (LOEC) AL
APLICAR HERBICIDAS GLIFOSATO (GLY) Y PARAQUAT (PQ) SOBRE DAPHNIA
MAGNA A LAS 24H Y 48H DE EXPOSICION.

Concentracion pH eléctrica Disuelto Tempe:atura Herbicidas Glifosato (GLY) Paraquat (PQ)
(mg/L PQ) (us/cm) (mgiL) (€ Horas 24h 48h 24h 48h
Control 7,95 718 8,73 27,7 [1 mg/L %M % M mg/L % M %M
1,25 8,02 718 8,42 27,8 0 0 0 A 0 A 0 0 A A
2,5 8,03 721 8,41 27,5 T1 3,125 0 A 5 A 1,25 0 A 2,5 A
5 8,05 723 8,38 27,4 T2 6,25 0 A 17,5 A 2,5 0 A 325 B
10 8,06 728 8,37 27,3 T3 12,5 0 A 17,5 A 5 0 A 90 C
20 8,06 738 8,35 27,4 T4 25 75 A 12,5 A 10 12,5 B 100 Cc
40 7,98 759 8,08 27,6 T5 50 10 AB 14 A 20 67,5 C 100 C
Desviacion T6 100 10 AB 20 AB 40 100 D 100 C
tipica 0.04 14,85 0.18 0.18 T7 200 3 B 5 B
T8 400 65 C 77,5 C
TABLA IV ClLso (mg/L) 269,08 262,34 16,17 2,85
PARAMETROS FISICOS Y QUIMICOS DEL BIOENSAYO CON LA MEZCLA NOEC (mg/L) 100 100 5 1,25
(GLY-PQ) SOBRE DAPHNIA MAGNA. LOEC (mg/L) 200 200 10 2,50
Concentracién ~ Concentracion Conductividad 8;(3'3:32 T(C?) Prueba ANOVA F 311’5 17,78 256,68 2,8
(mg/L GLY) (mg/L PQ) eléctrica (ps/cm) (mg/L) de un factor b 0,00 0,00 0,00 0,04
0 0 7,89 720 8,73 27,3 [ ]= concentraciones de herbicidas, CLs;= Concentracion letal media, NOEC=
0,75 0,43 7,95 737 8,44 27,1 concentracion a la cual no se observa efecto, LOEC= concentracion mas baja a
15 0,86 7,93 752 8,42 27,3 la cual se observa efecto. F = Estadistico de Fisher segun el analisis de
3 1,72 7,93 754 8,41 27.4 Varianza. p = significancia prueba ANOVA de un factor, por ende, las letras
6 3,45 8,03 747 8,38 27,0 mayusculas iguales en una misma columna sefialan que los promedios de
12 6,9 7,90 847 8,37 27,2 mortalidad son estadisticamente iguales segun la prueba de Tukey (P > 0,05).
24 13,8 7,86 865 8,29 27,3
Desviacion tipica 0,54 57,01 0,14 0,14 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 segin unidad toxica es sinérgica. Es decir que
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ambos herbicidas disminuyen su CLso al interactuar,
aumentando su toxicidad. Por ende, la CLso del GLY y PQ en
la mezcla para 48h de exposicion fueron numéricamente
menores respecto a las CLsp de las mismas sustancias
evaluadas de manera individual. CAE en medio acuatico se
muestra en la tabla 7, resultados de las CAEs obtenidas en
EXPRESS para el GLY y PQ en tres escenarios.

TABLA VI
PORCENTAJE DE MORTALIDAD, CONCENTRACION LETAL MEDIA (CLsy),
CONCENTRACION A LA CUAL NO SE OBSERVA EFECTO (NOEC) Y
CONCENTRACION MAS BAJA A LA CUAL SE OBSERVA EFECTO (LOEC) AL
APLICAR MEZCLA DE HERBICIDAS GLIFOSATO (GLY) Y PARAQUAT (PQ)
SOBRE D. MAGNA A LAS 24H Y 48H DE EXPOSICION.

Herbicidas Glifosato (GLY) + Paraquat (PQ)
Horas 24h 48h
(mg/
no @Yy %M %M
PQ
0 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
ClLg (Mmg/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
UTMecha [CLSO GLY
(mezcla)/CLsy, GLY
(individual)] + [CLso 0,474 0,468
PQ (mezcla)/CL50 PQ
(individual)]
% contribucion ~ GLY 9,46 1,86
de muerte de la
toxicidad PQ 90,54 98,14
Tipo de interaccion Sinérgico Sinérgico
segin UT

CLs;= Concentracion letal media, NOEC= concentracion a la cual no se
observa efecto, LOEC= concentracion mas baja a la cual se observa efecto,
UT= Unidad Toxica, Interacciones sinérgicas (UT < 1); interacciones
antagénicas (UT > 1). Letras mayusculas iguales en una misma columna
sefialan que los promedios de mortalidad son estadisticamente iguales segln la

prueba de Tukey (P > 0,05).

TABLA VII

CONCENTRACIONES AMBIENTALES ESPERADA (CAE) DE LOS HERBICIDAS
GLIFOSATO (GLY) Y PARAQUAT (PQ) EN LOS CULTIVOS DE PALTA, CAFE Y
CANA DE AZUCAR CON EXPRESS 1.03.02 (EXAMS-PRZM EXPOSURE

SIMULATION SHELL)

Escenario A B C
Cultivos Palta Café Cafia de azlcar

Herbicidas GLY PQ GLY PQ GLY PQ
—~ Instante 2,41 2,06 7,93 115 14,6 9,91
S 4dias 2,22 1,79 688 102 14 645
EuE’ 21 dias 1,6 1,14 45 6,75 11,9 4,73
z() 60 dias 0,85 0,71 262 450 8,90 3,71
90 dias 0,59 0,57 1,80 385 8,10 3,26

La evaluacion del riesgo ambiental en el escenario 1A, 1B
y 1C de GLY y PQ individualmente y en mezcla, en cultivos de
Palta, Café y cafia de azlcar sin hacer uso del factor de
seguridad (FS), se muestran en las figuras 1 al 4 donde se
resumen en forma de un gréfico radial. En el ERA del GLY,
donde se determind los cocientes de riesgo (RQ) en base al
CLso a 24h y 48h, en los tres cultivos no superan el nivel
critico (LOC = 0,5) planteado por la EPA para ensayos agudos
con invertebrados. Lo cual indica que no presenta riesgo
ambiental sobre D. magna.

En las Fig. 2, se evalia el herbicida PQ, los cultivos de
café y cafia de azlicar presentan riesgo ambiental acuatico a
24h y 48h. Mientras que el cultivo de palta no, pues el cociente
de riesgo (RQ) en base a CLsoPQ 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.

Las Fig. 3 y 4, muestran el resumen de las RQ en base al
CLso a 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 graficos. Mientras los cultivos de café
y cafia de azlcar si presenta riesgo ambiental sobre D. magna.

La evaluacién del riesgo ambiental en el Escenario 2A, 2B
y 2C. de GLY y PQ individualmente y en mezcla, en cultivos
de Palta, Café y cafia de azlcar hizo uso del factor de
seguridad  (FS).  En este escenario, al hacer uso del FS se
observd que el PQ y GLY de manera individual y en mezcla
constituyen un riesgo para el medio acuético, debido a que de
manera individual y en mezcla superan el nivel critico
(LOC=1). Cabe resaltar que en los escenarios evaluados a
medida que el tiempo de exposicién se observd que el CAE
disminuye a medida que aumentan los tiempos de exposicion.

I 18 Horas |
Instante

005

Nos

.04

(LN

90 dias 0024 % | dias LOC

oy ! >

( “/II’D h — ROAI
|
ol ——-RQBI

RQCI

60 das 21 dias

Fig. 1 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) a 48h de exposicion y una
Concentracién ambiental esperada (CAE) de instante a 90 dias.
LOC = Nivel critico. RQ = Cocientes de riesgo. A = palta. B =
café. C = cafia de azucar). 1 = Sin hacer uso de Factor de
seguridad (FS).
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Fig. 2 Evaluacion de Riesgo Ambiental del Paraquat (PQ)
empleando a Daphnia magna en cultivo de palta, café y cafia
de az(car sin usar FS (Factor de Seguridad), en base a la
Concentracién Letal media (CLso) a 48h de exposicién y una
Concentracién ambiental esperada (CAE) de instante a 90 dias.
LOC = Nivel critico. RQ = Cocientes de riesgo. A = palta. B =
café. C = cafia de azlcar). 1 = Sin hacer uso de Factor de
seguridad (FS).
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Fig. 3 Evaluacién 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 azlcar sin usar FS (Factor de
Seguridad). LOC = Nivel critico. RQ = Cocientes de riesgo. A
= palta. B = café. C = cafia de azUcar). 1 = Sin hacer uso de
Factor de seguridad (FS).
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Fig. 4 Evaluacion de Riesgo Ambiental del paraquat (PQ) en
base al CLso a 48h de la mezcla de glifosato (GLY) y PQ
empleando a Daphnia magna en cultivo de palta, café y cafia
de azlcar sin usar FS (Factor de Seguridad). LOC = Nivel
critico. RQ = Cocientes de riesgo. A = palta. B = café. C =
cafia de azlcar). 1 = Sin hacer uso de Factor de seguridad
(FS).

V. DISCUSION

Daphnia magna es el micro crustdceo, mas usado a nivel
mundial en pruebas de toxicidad, por su gran sensibilidad a los
agentes toxicos [16,24], generando informacién precisa del
riesgo ambiental en el ecosistema acuatico [25]. Sumado a ello
su facil cultivo y reproduccién asexual (partenogénesis) nos
facilita el trabajo con poblaciones de caracteristicas genéticas
uniformes [3,16].

El PQ present6 una alta toxicidad sobre D. magna con un
ClLsy a 48h de 2,850 mg/L, similar a lo obtenido en la
evaluacién de toxicidad aguda de PQ con D. magna donde
determind un CLsp igual a 6,24 mg/L [26]. Estos mismos
investigadores al realizar una comparaciéon de la toxicidad
aguda de dos herbicidas (PQ y GLY) determinaron un CLso de
4,55 mg/L con D. magna y un CLsg igual a 2,57 mg/L para la
D. espinulata.

La variacion de CLsp entre lo calculado en esta
investigacion y la literatura, se puede sugerir a causa de la
temperatura ambiental de los bioensayos, pues para la
investigacion fue de 27,5 °C, la cual se observa en varias
regiones del Per(, y la de los autores una temperatura
constante de 20°C. Della-Penna [27] afirma que a medida que
la temperatura se incrementa, la toxicidad del PQ también, lo
cual explicaria la variacion de la CLso. Los estudios con PQ
son escasos Yy se dificulta obtener data actualizada. Se sugiere
realizar bioensayos de las mezclas de PQ y GLY a una
temperatura de 20°C.
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El GLY por su parte presentd una baja toxicidad sobre la
D. magna con un CLsg a 48h de 262,12 mg/L, valor cercano a
los efectos de la cipermetrina, clorpirifos y GLY como
ingrediente activo y formulados sobre D. magna obteniendo un
ClLsy de 199 mg/L para GLY [28]. De igual manera
Dominguez-Cortinas et al. [28] reportan datos de CLso sobre
D. magna a 48h de una concentracion de 146 mg/L. Por otro
lado, Huaraca et al. [29], determinaron un CLs igual a 27,4
mg/L al comparar la toxicidad aguda de herbicidas basadas en
GLY sobre D. magna. y lo obtenido en la evaluacion
ecotoxicologica de las aguas contaminadas con GLY a partir
de D. magna donde se reportd un CLso igual a 27,38 mg/L
[30]. Estos resultados difieren completamente a lo obtenido en
la investigacion a pesar de que la pureza de GLY utilizada en la
investigacion 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, registraron una Clsg
=21,34 mg/L con GLY 36%, obtuvieron una CLsy=9,59 mg/L
con GLY 43,5%, determinaron una CLsy =9,34 mg/L con
GLY 74,4% vy finalmente calcularon un CLsg =10,6 mg/L con
GLY 74,4% [31-34].

Al comparar los resultados de CLso obtenido y de los
datos bibliograficos para el GLY 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 [30],
la formulacion del herbicida puede ser un factor que afecte la
CLso en D. magna [3]. Otro factor que influye en los
resultados (CLsp) es la temperatura ambiente en la cual se
desarrollé el bioensayo, siendo cercana a 28 °C para la
investigacion y un rango de 20 — 22 °C para otros autores.
Finalmente, la calidad del agua de dilucion usada en los
bioensayos con GLY en la presente investigacion fue agua de
manantial, y otros autores en la literatura emplean agua
artificial de laguna, lo cual pudiera tener una influencia en los
resultados obtenidos de toxicidad con el GLY sobre D. magna
[26].

En los bioensayos de las mezclas equitoxicas del 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 CLsg 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 antagonico cuando se encuentra en mezcla con otro
herbicida. Se ha investigado la toxicidad crdnica de mezclas de
herbicidas Atrazina y GLY (Roundup®) sobre D. magna,
obteniendo que al estar juntos disminuyen su toxicidad, es
decir presentan efecto antagonico [35,36]. Otros impactos
adversos en ambientes acuaticos del GLY en mezcla con
insecticidas fueron determinados por Martin-Demetrio [37]
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 antagdnico.

Respecto al PQ no se encontraron investigaciones en los
Ultimos 10 afios, donde se evalué su toxicidad en mezcla con
algan otro plaguicida. En la mezcla de GLY y del PQ se tomé
la fraccién de su propia toxicidad, con su factor de dilucién 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 contribucién 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.

En la evaluacion del riesgo ambiental del GLY, sin hacer
uso de un factor de seguridad, se 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 observo que si representa un riesgo
ambiental acudtico afiliado al uso de GLY en todos los
escenarios.

El GLY es altamente soluble en agua y por esto se
transporta facilmente en ecosistemas acuéticos [38]. Una vez
aplicado sobre el cultivo, por via terrestre o aérea, el herbicida
puede permanecer en las particulas del suelo hasta ser
degradado microbiolégicamente o bien, movilizarse en el
agroecosistema por influencia del viento, de lluvias o riego,
factores que incrementan su infiltracion y escorrentia
superficial [39,40]. De este modo puede alcanzar ambientes
contiguos afectando adversamente la flora y la fauna [11]. EL
GLY es un compuesto que presenta alto riesgo para el
ecosistema acudtico [8], lo cual se corrobora en los resultados
de riesgo ambiental del GLY donde se aplicd el factor de
seguridad.

Para el PQ, la evaluacion del riesgo ambiental sin hacer
uso de un factor de seguridad, indica que existe riesgo afiliado
a su uso, en los escenarios de café y cafia de azlcar, a
excepcion de la palta que presento riesgo ambiental acuético
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 [41] afirman que el uso de PQ plantea
serios riesgos potenciales agudos y crénicos para el ambiente
acuatico. Estos riesgos se incrementan si los ecosistemas
acuaticos estan adyacentes a los campos agricolas o areas
donde se utiliza este herbicida [39,40,42]. Ademaés, el PQ
presenta una vida media en agua de 2 a 820 afios dependiendo
del factor luz solar y la profundidad el agua [43], mostrando su
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gran potencial de causar efectos adversos en el ecosistema
acuatico.

El PQ presenta mayor toxicidad para claddceros respecto
al GLY, por la cual representa mayor riesgo ambiental para el
ecosistema acuatica [15,26,44]. 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 [3].

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
concentracién ambiental esperada (CAE) en los cultivos de
palta, café y cafia de azlcar se evidencié que a medida que
transcurre el tiempo (0, 4, 21, 60, 60 dias) esta disminuye.
Asimismo, se observa que los CAE para cada 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 acuatico, 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 acuético es necesario considerar la complejidad del
sistema, se debe analizar la composicion 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
contaminacién se reduce o incrementa en ecosistemas
acuaticos [15,45,46].

La tasa de aplicacion recomendada de GLY es de 0,96,
15 y 1,92 Kg/Ha para palto, café y cafia de azlcar
respectivamente, si se considera como valor estandar que por
cada ha se utiliza 200L de agua para su aplicacién a traves 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 azlcar, respectivamente, siendo
concentraciones de 690 mg/L, 2760 mg/L y 4830 mg/L los
cudles a través de diversos factores llegan al sistema acuatico,
en la cual la CLso para el GLY y PQ es de 262,12 mg/L y
2,850 mg/L si se presentan de manera individual, si estos
herbicidas interactGan en el agua su CLso disminuye a 2,278
mg/L para el GLY y 1,3340 mg/L para el PQ, evidenciando el
gran riesgo de contaminacion.

Por ende, la evaluacion del riesgo ambiental acuatico
prevista mediante el método cociente de riesgo (RQ) demostrd
que si existe riesgo para GLY y PQ, en mezcla, sobre D.
magna en el sistema acuético, pues el RQ calculado sobrepas6
el nivel critico LOC. La existencia de riesgo ambiental fue
determinada tanto con el uso de FS y sin el uso de esta.

El uso GLY y PQ combinados es un gran riesgo ambiental
para el ambiente acuatico, por la cual existe probabilidades de
que los personas, animales y plantas estén expuestos a una
contaminacién indirecta, directa o por la magnificacion
bioldgica (bioacumulacion).

La presente investigacion brinda data sobre los efectos
toxicolégicos en el ambiente acudtico, 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.

Segin el estudio se evalu6 los bioensayos
ecotoxicoldgicos de los herbicidas GLY y PQ de manera
individual y en mezcla, obteniendo lo siguiente: EI GLY al
evaluarse individualmente demostré 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, demostré que presenta un efecto
toxico letal sobre D. magna, siendo el valor de la CLso de
16,170 mg/L a 24h, y 2,850 mg/L a 48h de exposicién.

Al contrastar los efectos de los dos herbicidas
individualmente sobre D. magna, se concluyd que PQ>GLY,
debido a que presenté un mayor efecto toxico (mortalidad e
inmovilizacion) que el producido por el GLY.

Se concluye que el GLY al evaluarse en mezcla demostro
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. EI PQ al evaluarse en mezcla demostrd que
presenta un efecto toxico sobre D. magna, siendo el valor de la
Clsp de 6,941 mg/L a 24h, y 1,3340 mg/L a 48h de
exposicién. Al contrastar los efectos de los dos herbicidas en
mezcla sobre D. magna, se concluyd que, PQ es mas
perjudicial que el GLY, debido a que presentd valores de CLsg
inferiores al del GLY. Del mismo modo, se demostré que
existe un efecto sinérgico entre ambos herbicidas, debido a que
presentaron mayor toxicidad cuando interactan en mezcla que
cuando se encuentran de manera individual.

Por otro lado, como perspectiva la evaluacion del riesgo
ambiental acuatico prevista mediante el método cociente de
riesgo (RQ) demostré que si existe riesgo para GLY y PQ, en
mezcla, sobre D. magna en el sistema acuatico, pues el RQ
calculado sobrepasé 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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