Determination of the LCS50 of chlorpyrifos in *Poecilia
reticulata and a methodological proposal for its
ecotoxicological assessment in the Pantanos de Villa
coastal wetland
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Abstract - Chlorpyrifos is an organophosphate insecticide widely used in agriculture; its persistence and toxicity pose a threat to peri-urban aquatic
ecosystems, such as the Pantanos de Villa coastal wetland (Chorrillos, Peru). This study experimentally evaluated the acute toxicity of chlorpyrifos on
*Poecilia reticulata* (guppy) using a 96-hour static bioassay, exposing the organisms to concentrations of 25, 50, 75, and 100 pg/L, alongside a control
group. Mortality was recorded at 24, 48, 72, and 96 hours and corrected using Abbott's formula due to a 20% baseline mortality observed in the control
group. The median lethal concentration (96h-LC50) was estimated via Probit regression at approximately 7.70 pg/L, albeit with a wide 95% confidence
interval (0.23-34.92 ug/L) attributable to response saturation in three of the four treatments. The results confirm the high sensitivity of *P. reticulata* to
chlorpyrifos, support its suitability as a bioindicator organism, and provide empirical backing for the recent regulatory ban on the pesticide in Peru.
Additionally, a complementary methodology is proposed to assess, in future studies, the influence of the wetland's environmental matrix on the compound's
effective toxicity.
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Determinacion de la CL50 del clorpirifos en Poecilia
reticulata y propuesta metodologica para su evaluacion
ecotoxicologica en el humedal costero Pantanos de Villa
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Resumen - El clorpirifés es un insecticida organofosforado de amplio
uso agricola cuya persistencia y toxicidad representan una amenaza para
ecosistemas acudticos periurbanos, como el humedal costero Pantanos
de Villa (Chorrillos, Peru). Este estudio evaluo experimentalmente la
toxicidad aguda del clorpirifos sobre Poecilia reticulata (guppy)
mediante un bioensayo estatico de 96 horas, exponiendo a los organismos
a concentraciones de 25, 50, 75 y 100 ug/L, mds un grupo control. La
mortalidad se registro a las 24, 48, 72 y 96 horas, y se corrigio mediante
la formula de Abbott debido a una mortalidad basal del 20 % observada
en el control. La concentracion letal media (CL50-96h) se estimo
mediante regresion Probit en aproximadamente 7,70 ug/L, aunque con
un intervalo de confianza del 95 % amplio (0,23-34,92 ug/L) atribuible a
la saturacion de la respuesta en tres de los cuatro

I INTRODUCCION

El humedal costero Pantanos de Villa, ubicado en la franja central
del litoral peruano, comprende aproximadamente 263,27 hectareas
y se alimenta principalmente de manantiales del acuifero de Lima,
asi como de la infiltracion asociada a las descargas de una planta
de tratamiento de aguas servidas domésticas. Este humedal
constituye una representacion clave de los ecosistemas de
humedal del desierto del Pacifico y alberga comunidades
vegetales, ademas de zonas de alimentacion, reproduccion y
refugio para aves residentes y migratorias del continente
americano. La dinamica vital de las especies que habitan Pantanos
de Villa depende estrechamente de la disponibilidad y calidad del
agua; por lo tanto, una reduccion del recurso hidrico o un
incremento de sus niveles de contaminacion podria producir un
desequilibrio ecosistémico con riesgo de colapso funcional [1].

Entre las amenazas antrdpicas que comprometen la integridad de
estos cuerpos de agua someros, destaca el uso extensivo de
plaguicidas en areas agricolas adyacentes, debido a su elevado
potencial de lixiviacidbn y contaminacion. Los insecticidas
organofosforados, y en particular el clorpiriféos (O,0-dietil O-
3,5,6-tricloropiridina-2-ilo-fosforotioato), han sido ampliamente

tratamientos. Los resultados confirman la elevada sensibilidad de P.
reticulata al clorpirifos, respaldan su idoneidad como organismo
bioindicador y sustentan empiricamente la reciente prohibicion
normativa del plaguicida en el Peru. Se propone, ademds, una
metodologia complementaria para evaluar en estudios futuros la
influencia de la matriz ambiental del humedal sobre la toxicidad efectiva
del compuesto.

Palabras clave: clorpirifos; Poecilia reticulata; toxicidad aguda; CL50;
Pantanos de Villa.

utilizados por su eficacia contra plagas; sin embargo, presentan
caracteristicas que generan preocupaciéon ambiental, tales como su
persistencia relativa en sedimentos, su potencial de
bioacumulacion y su toxicidad aguda y cronica para organismos
acuaticos. Estos efectos toxicoldgicos incluyen alteraciones del
comportamiento, estrés oxidativo y dafio tisular, incluso a
concentraciones subletales [2], [3].

A nivel normativo, la Resoluciéon Directoral N.° 0032-2023-
MIDAGRI-SENASA-MINSA establecio la prohibicion del uso de
clorpirifés en formulaciones agricolas a partir del 1 de agosto de
2024, en atencion a sus efectos adversos sobre la salud humana y
el ambiente [4], [5].

La evaluacion de los efectos del clorpirifos en peces tropicales
resulta especialmente relevante, dado que estos organismos actuan
como bioindicadores sensibles de la calidad acuatica. Estudios
previos han documentado respuestas adversas en diferentes
especies: se ha reportado una alta sensibilidad de Poecilia
reticulata (guppy) frente a insecticidas piretroides, con bajas
concentraciones letales (LC50 en pg/L), lo que confirma la
idoneidad de esta especie como modelo ecotoxicologico [6].
Investigaciones especificas con clorpirifés muestran resultados
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igualmente preocupantes: se han observado correlaciones dosis-
respuesta en alevinos de Piaractus brachypomus, con alteraciones
comportamentales y elevada mortalidad incluso a dosis bajas [7];
asimismo, se han registrado en Oreochromis niloticus efectos
subcronicos sobre el crecimiento, los parametros hematologicos y
la histopatologia a concentraciones entre 10 y 60 pg/L [8]. A su
vez, estudios a nivel global resaltan la utilidad de biomarcadores
enzimaticos —como AChE, CAT, SOD y GST— para detectar
impactos tempranos del clorpirifés en peces y otros vertebrados
acuaticos [3], [8].

Entre los efectos subletales, la interferencia en la reproduccién y
en el comportamiento de apareamiento reviste especial
importancia ecoldgica, pues las alteraciones en el éxito
reproductivo y en el tamafio de la camada pueden anticipar
declives poblacionales aun cuando la mortalidad aguda sea baja.
En Poecilia reticulata, el éxito de apareamiento y el tamafio de la
camada (rango reportado aproximado de 12 a 46 crias por camada)
constituyen parametros sensibles que permiten evaluar impactos
tanto a nivel individual como poblacional. Estos parametros
subletales no fueron abordados en el presente estudio, pero se
identifican como una linea de investigacion complementaria
necesaria para una evaluacion integral del riesgo ecotoxicologico
en la especie.

Frente a este contexto, existe la necesidad de generar evidencia
local y actualizada sobre los efectos del clorpirifos en especies
bioindicadoras presentes en humedales periurbanos como
Pantanos de Villa, con el fin de orientar medidas de conservacion
y manejo ambiental. En atencion a esta brecha, el presente estudio
se propone evaluar experimentalmente el impacto ecotoxicologico
agudo del clorpirifés en Poecilia reticulata bajo condiciones
controladas de laboratorio, como aporte cientifico a la
conservacion del humedal Pantanos de Villa durante 2025,
determinando la concentracion letal media (CL50) a 96 horas de
exposicion, y proponiendo una metodologia complementaria para
evaluar la influencia de la matriz ambiental del humedal en la
toxicidad efectiva del plaguicida, como fundamento para futuras
investigaciones sobre parametros subletales y reproductivos en la
especie.

II. METODOLOGIA

A. TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION

La presente investigacion corresponde a un estudio experimental
de laboratorio, con un disefio estadistico de tipo experimental,
orientado a evaluar la toxicidad aguda del plaguicida clorpirifos
en organismos acuaticos. Para ello, se desarrolldo un bioensayo
estatico de toxicidad aguda con una duracién de 96 horas, bajo
condiciones controladas, siguiendo una adaptacion metodoldgica
basada en los protocolos descritos por Salako et al. y Céspedes et
al. [6], [7]. El disefio experimental incluy6 tratamientos con
diferentes concentraciones del plaguicida y un grupo control,
evaluados en una sola réplica por tratamiento, lo que permitio

estimar la concentracion letal media (CL50) y evaluar las
respuestas bioldgicas de Poecilia reticulata frente a la exposicion.

B. AREA DE ESTUDIO

El experimento se llevd a cabo en el Laboratorio LMUL2 de la
Universidad Privada del Norte, ubicado en el distrito de San Juan
de Lurigancho, Lima, Perti. Los organismos de ensayo fueron
adquiridos en el acuario comercial M&M, localizado en el
distrito de Independencia, y trasladados posteriormente al
laboratorio para su aclimatacion y evaluacion experimental.

C. ORGANISMO DE PRUEBA Y ACLIMATACION

Se emplearon ejemplares juveniles de Poecilia reticulata
(guppy), clinicamente sanos y de tamafio uniforme,
seleccionados por su reconocida sensibilidad a contaminantes
quimicos y su amplio uso como organismo modelo en estudios
ecotoxicologicos. Los peces fueron aclimatados durante un
periodo de siete dias en acuarios con agua declorada, bajo
condiciones ambientales controladas: temperatura entre 27 y 28
°C, aireacion constante y un fotoperiodo de 12 horas de luzy 12
horas de oscuridad. Durante esta etapa, los organismos fueron
alimentados con artemia salina; el suministro de alimento se
suspendi6 48 horas antes del inicio del bioensayo, con el fin de
evitar interferencias metabolicas durante la posterior exposicion
al plaguicida.

D. OBTENCION DEL PLAGUICIDA Y PREPARACION
DE LAS SOLUCIONES

El plaguicida empleado fue adquirido en su presentacion
comercial registrada a través de la tienda Dacorp, seleccionado
por su uso frecuente en la agricultura y por contener clorpirifos
como ingrediente activo, segun la informacion declarada por el
fabricante. Previo a su empleo, el producto fue almacenado en
condiciones adecuadas de temperatura, evitando su exposicion
directa a la luz solar y a la humedad.

Para la preparacion de las soluciones experimentales, se elabord
una solucion madre de clorpirifés utilizando 20 mL del producto
comercial, los cuales fueron transferidos a una fiola aforada de
250 mL y enrasados con agua destilada hasta obtener una mezcla
homogénea. A partir de esta solucion madre se prepararon
diluciones seriadas, con las que se obtuvieron las
concentraciones de trabajo de 25, 50, 75 y 100 pg/L, ademas de
un grupo control sin plaguicida. Todas las diluciones se
realizaron empleando material volumétrico calibrado, a fin de
garantizar la precision y reproducibilidad de las concentraciones
ensayadas (Tabla 1).
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TABLA 1. CONCENTRACIONES EXPERIMENTALES
COLOCADAS A CADA TRATAMIENTO

Tratamiento|Concentracion (ng/L) Equivalente
(mL/L)
Control 0 0
Cl 25 10
C2 50 5
C3 75 33
C4 100 2,5

E. EXPOSICION EXPERIMENTAL

El bioensayo se desarrolld bajo un sistema estatico, sin
renovacion del medio, durante un periodo de 96 horas. Para cada
tratamiento se empled un unico recipiente de ensayo con un
volumen de 250 mL, en el que se colocaron cinco ejemplares de
Poecilia reticulata. Cada concentracion experimental, asi como el
grupo control, fueron evaluados sin réplicas independientes, lo
que constituye una limitacion del disefio experimental discutida
mas adelante. Las exposiciones se realizaron a una temperatura
de 25 + 1 °C, bajo un régimen de luz y oscuridad de 12:12 horas,
sin suministro de alimento durante todo el periodo de ensayo.

F. REGISTRO DE MORTALIDAD Y CONTROL DE
PARAMETROS FISICOQUIMICOS

Las observaciones de comportamiento y mortalidad se registraron
a las 24, 48, 72 y 96 horas de exposicion. Los organismos fueron
considerados muertos cuando no presentaron movimiento
opercular ni respuesta ante estimulos tactiles. De manera
simultanea, se monitorearon los parametros fisicoquimicos del
agua —temperatura, pH, oxigeno disuelto y conductividad—,
con el propdsito de asegurar condiciones ambientales constantes
y adecuadas para la supervivencia de los peces.

G. ANALISIS DE DATOS

Los datos de mortalidad registrados para cada concentracion
fueron corregidos en funciéon del grupo control mediante la
formula de Abbott, cuando correspondio, y expresados como
porcentaje de mortalidad acumulada. A partir de estos valores se
construyd la curva dosis-respuesta correspondiente al clorpirifos.
La estimacion de la concentracion letal media (CL50) se realizo
mediante analisis Probit, siguiendo metodologias estandarizadas
para bioensayos de toxicidad acuatica. El nivel de significancia
estadistica se establecio en o = 0,05, y los resultados se presentaron
en términos de media y desviacion estandar, acompanados de
representaciones graficas que facilitaron la interpretacion del
efecto del plaguicida sobre Poecilia reticulata.

RESULTADOS

H. SUPERVIVENCIA Y MORTALIDAD REGISTRADA
DURANTE EL BIOENSAYO. El seguimiento de la
supervivencia de Poecilia reticulata a lo largo de las 96 horas de
exposicion se resume en la Tabla 2, mientras que el numero de
organismos muertos acumulados en cada intervalo de
observacion se presenta en la Tabla 3.

TABLA 2. GUPPYS SOBREVIVIENTES EXPUESTOS A
CADA CONCENTRACION POR UN TIEMPO DE 96 Hr

N° de | Horas (Contro| Cl1 C2 C3 C4
guppys | expuest 1
expuest | as (h)

0s

5 24 5 5 5 5 4
5 48 5 4 3 1 2
5 72 4 4 3 0 0
5 96 4 1 0 0 0

TABLA 3. GUPPYS MUERTOS DURANTE EL TIEMPO
DE EXPOSICION

N°de | Horas [Contro| C1 C2 C3 C4
guppys | expuest 1
expuest | as (h)

0s
5 24 0 0* 0 0 1
5 48 0 1 2 4 3
5 72 1 1 2 5 5
5 96 1 4 5 5 5

(*) El valor de CI1 a las 24 h se reporta como 0 muertos, en
concordancia con el registro de 5 sobrevivientes de la Tabla 2 en
ese mismo punto temporal.

Los resultados evidenciaron una mortalidad rapida y dependiente
de la concentracion: a las 48 h, el tratamiento C3 (75 pg/L) ya
mostraba una reduccion drastica de sobrevivientes (1 de 5),y a
partir de las 72 h tanto C3 como C4 (100 pg/L) alcanzaron
mortalidad total. El analisis temporal reveld ademas un patrén
diferenciado segun la dosis: las concentraciones mas altas (C3 y
C4) indujeron mortalidad de manera mas temprana, mientras que
en C1 (25 pg/L) el efecto letal se concentrd en las ultimas horas
del ensayo (72-96 h), sugiriendo un mecanismo de accion
acumulativo consistente con la inhibicién progresiva de la
acetilcolinesterasa  caracteristica de los insecticidas
organofosforados [3], [8].

1. MORTALIDAD ACUMULADA POR TRATAMIENTO.
Los porcentajes de mortalidad acumulada, calculados mediante
la expresion Mortalidad (%) = (N° muertos / N° expuestos
totales) x 100, se presentan en la Tabla 4.
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TABLA 4. CALCULOS DE MORTALIDAD POR
TRATAMIENTO

Tiempo (h)| Control| C1 C2 C3 C4
24 0% 0 %* 0% 0% 20 %
48 0% 20 % 40 % 80 % 60 %
72 20 % 20 % 40% | 100% | 100 %
96 20 % 80% | 100% | 100% | 100 %

Al término del bioensayo (96 h), la mortalidad acumulada fue de
20,0 % en el control, 80,0 % en C1 (25 pg/L), y 100,0 % en C2,
C3 y C4 (50, 75 y 100 pg/L, respectivamente). La mortalidad
basal del 20 % registrada en el control superd el umbral
aceptable recomendado en protocolos estandarizados de
bioensayos acuaticos (<10 %), por lo que se aplico la correccion
de Abbott a los datos de los tratamientos antes de proceder con
el andlisis Probit.

J. ESTIMACION DE LA CL50 MEDIANTE REGRESION
PROBIT. Para la construccion de la curva dosis-respuesta, la
concentracion de cada tratamiento se transformo a su logaritmo
en base 10 (expresado en ug/L) y la mortalidad corregida por
Abbott se ajusté adicionalmente mediante la correccion de
continuidad de Finney para los valores de 100
% (ajustados a 95 % dado n = 5 por tratamiento). Los valores
empleados en la regresion se presentan en la Tabla 5.

TABLA 5. DATOS PARA LA CURVA DOSIS-

RESPUESTA
Tratamiento|Concentracion| Loguo Muertos | Mortalidad | Mortalidad
(ng/L) (conc) (96h) observada corregida
(96h) (Abbott) 96h
(%)
Control 0 — 1 20,0 % —
(referencia)
Cl 25 1,39794 4 80,0 % 75,0 %
C2 50 1,69897 5 100,0 % 100,0 %
C3 75 1,87506 5 100,0 % 100,0 %
Cc4 100 2,00000 5 100,0 % 100,0 %

La mortalidad basal registrada en el grupo control (20,0 %)
superd el umbral aceptable recomendado en protocolos
estandarizados de bioensayos acuaticos (<10 %), por lo que se
aplico la correccion de Abbott a los tratamientos antes del
analisis Probit.

Formula de Abbott:

Mortalidad corregida (%) = [(Mortalidad observada —
Mortalidad control) / (100 — Mortalidad control)] x 100

Curva dosis-respuesta del clorpirifés en Poecilia reticulata (96 h)

100 €2 (50 pgiL) C3 (75 pg/L
° -0

80 125 po/L)
L]

60

40

Mortalidad corregida (%)

20

=~ Curva ajustada (Probit)
@ Mortalidad corregida (Abbott)
A CL50 estimada (7.70 pg/L)

0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25
Log;e (concentracion, pg/L)

Fig. 1. Curva dosis-respuesta del clorpirifés sobre Poecilia
reticulata (96 h).

La regresion lineal entre el probit de la mortalidad y el logaritmo
de la concentracion arrojé la ecuacion Probit = 3,548 + 1,637 x
log10(concentraciéon), con un coeficiente de determinacion R? =
0,776. A partir de esta ecuacion, la concentracion letal media
(CL50-96h) se estim6 en aproximadamente 7,70 pg/L, valor que
se encuentra por debajo del rango de concentraciones
efectivamente ensayado (25-100 pg/L), lo que indica que dicha
estimacion corresponde a una extrapolacion de la curva ajustada
y no a una interpolacion directa entre los datos observados.

Aplicando el método de maxima verosimilitud de Finney
(regresion probit ponderada iterativa con correccion de
continuidad para las proporciones extremas, y estimacion del
intervalo mediante el teorema de Fieller), se obtuvo una CL50
de 7,70 pg/L con un intervalo de confianza del 95% amplio
(aproximadamente 0,23-34,92 ug/L). Esta baja precision se
atribuye a que solo una de las cuatro concentraciones evaluadas
(25 pg/L) genero una respuesta no saturada, mientras que las tres
restantes (50, 75 y 100 pg/L) produjeron mortalidad cercana o
igual al 100%, reduciendo la informacion disponible para
estimar con exactitud la pendiente de la curva dosis-respuesta.
Esta limitacion es consistente con la recomendacion previa de
emplear, en estudios futuros, un rango de concentraciones mas
bajo que permita capturar adecuadamente la porcion intermedia
de la curva y, con ello, reducir la incertidumbre del intervalo de
confianza de la CL50.

III. DISCUSION

Los resultados evidencian una respuesta toxicoldgica
marcadamente rapida y severa de Poecilia reticulata frente al
clorpirifés, incluso en la concentracion mas baja evaluada (25
png/L), donde la mortalidad alcanz6 80 % hacia las 96 horas. Este
patrén es consistente con lo reportado en la literatura para especies
de talla pequefia expuestas a insecticidas organofosforados, donde
concentraciones del orden de decenas de pg/L pueden inducir

6" LACCEI International Multiconference on Entrepreneurship, Innovation and Regional Development - LEIRD 2026. “‘Capability-Based
Entrepreneurship: Artificial Intelligence and Innovation for Scaling into the New Global Economy” - Virtual Edition, December 1 — 3, 2026 5



mortalidad significativa dentro de ventanas de exposicion
subagudas [3], [7].

Un hallazgo relevante es la saturacion temprana de la respuesta:
a partir de C2 (50 pg/L) la mortalidad alcanzoé el 100 %, igual
que en C3 y C4. Esto indica que el rango de concentraciones
ensayado resultd insuficiente para capturar adecuadamente el
tramo intermedio de la curva dosis-respuesta, siendo
determinante para ello la elevada mortalidad basal en el control
(20 %). En consecuencia, la CL50 estimada (= 7,70 pg/L) debe
considerarse un valor preliminar, y se sugiere interpretar con
cautela el valor de R? del ajuste, dado que se obtuvo por
extrapolacion fuera del rango experimental.

El comportamiento no estrictamente monotonico observado entre
C3 y C4 alas 48 h—donde C3 mostré mayor mortalidad temprana
que C4— es coherente con la variabilidad bioldgica esperable en
bioensayos con tamafios de réplica reducidos (n = 5 por
tratamiento), y no compromete la tendencia dosis-respuesta
global, dado que ambos tratamientos convergieron en mortalidad
total desde las 72 h.

Asimismo, la mortalidad de 20 % observada en el grupo control
constituye una limitaciéon metodologica que debe discutirse con
cautela, ya que protocolos estandarizados de bioensayos de
toxicidad acuatica generalmente establecen un limite aceptable de
mortalidad en el control no mayor a 10 % para validar el ensayo.
Esta mortalidad basal podria atribuirse a factores de estrés
asociados al manejo, densidad de organismos por recipiente, o
variabilidad natural del lote de guppys empleado.

En conjunto, estos resultados confirman la alta toxicidad aguda del
clorpirifés para Poecilia reticulata, coherente con su clasificacion
como especie bioindicadora sensible en estudios ecotoxicologicos
[6], y evidencian la necesidad de ajustar el disefio experimental —
empleando concentraciones inferiores a 25 pg/L— en estudios
futuros para obtener una curva dosis-respuesta mejor definida y una
estimacion mas precisa de la CL50 mediante analisis Probit. Estos
hallazgos aportan evidencia cientifica local sobre el riesgo
ecotoxicoldgico del clorpirifés para especies bioindicadoras de
ecosistemas periurbanos como Pantanos de Villa, y respaldan,
desde una perspectiva empirica, la pertinencia de la reciente
prohibicion normativa de este plaguicida en el pais [4], [5].

Los resultados obtenidos en este bioensayo corresponden a
condiciones controladas de laboratorio, con agua de dilucion
estandar que maximiza la biodisponibilidad del clorpirifés. Sin
embargo, en el ecosistema real de Pantanos de Villa, factores
como la materia organica disuelta, la dureza y la turbidez del agua
podrian adsorber o secuestrar parte del plaguicida, reduciendo su
fraccion biodisponible y, por tanto, atenuando la mortalidad

observada respecto a la estimada en este estudio. Se propone como
linea futura de investigacion replicar el bioensayo utilizando agua
colectada directamente del humedal, fortificada con las mismas
concentraciones nominales de clorpirifos, cuantificando ademas la
concentracion real disuelta del compuesto (mediante HPLC o GC-
MS) antes y después de la exposicion. Esto permitiria no solo
comparar la CL50 obtenida en matriz natural frente a la de
laboratorio, sino también identificar el mecanismo especifico
(adsorcion a carbono organico, dureza, etc.) que modula la
toxicidad efectiva del plaguicida bajo condiciones ambientales
reales.

Comparacion con otras especies de peces

La CL50 de 7,70 ug/L obtenida en este estudio para Poecilia
reticulata se sitia en un rango de sensibilidad intermedio-alto al
compararla con lo reportado en la literatura para otras especies
dulceacuicolas expuestas a clorpirifés. En tilapia del Nilo
(Oreochromis niloticus), la CL50 a 96 h se ha reportado en 98,67
pg/L para juveniles y 154,01 pg/L para adultos (Orug, 2010),
valores entre 13 y 20 veces superiores al obtenido en el presente
estudio, lo que sugiere una menor sensibilidad de la tilapia frente
al guppy bajo las condiciones evaluadas. En el otro extremo,
Piaractus brachypomus (cachama blanca) ha mostrado una
sensibilidad extraordinariamente mayor, con una CL50 a 96 h de
0,11 pg/L (IC 95% =0,10-0,12 pg/L), casi 70 veces menor que la
reportada aqui para P. reticulata, posicionando a la cachama
blanca como un bioindicador considerablemente mas sensible al
compuesto [7]. Adicionalmente, el mismo guppy ha sido reportado
previamente con una CL50 a 96 h de 176 pg/L (0,176 ppm), valor
notablemente mas alto (~23 veces) que el estimado en el presente
trabajo. Esta discrepancia dentro de la misma especie —mas que
reflejar una diferencia bioldgica real— probablemente responde a
diferencias metodologicas entre estudios (calidad y dureza del
agua de dilucion, cepa o procedencia de los organismos,
formulacion técnica vs. comercial del clorpirifés) y, de manera
importante, a la limitacion estadistica ya discutida en el presente
estudio: el rango de concentraciones empleado (25-100 pg/L)
genero saturacion en la mayoria de los tratamientos, lo que pudo
desplazar la CL50 estimada hacia valores mas bajos que los reales
[15]. En conjunto, estos hallazgos confirman la amplia variabilidad
interespecifica en la sensibilidad al clorpirifés —consistente con
lo sefialado en la introduccion respecto a la variacion de toxicidad
segun especie— y resaltan la necesidad de interpretar el valor de
CL50 obtenido en este estudio como una aproximacion
preliminar, sujeta a validacion con un disefio experimental de
mayor resolucion en el rango intermedio de concentraciones.

IV. CONCLUSIONES

El clorpirifés demostré una elevada toxicidad aguda sobre
Poecilia reticulata en condiciones de laboratorio, alcanzando una
mortalidad del 100 % en tres de los cuatro tratamientos evaluados
(50, 75 y 100 pg/L) dentro de las 96 horas de exposicion, lo que
confirma la alta sensibilidad de esta especie frente al plaguicida y
respalda su idoneidad como organismo bioindicador en estudios
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ecotoxicologicos. Incluso la concentracion mas baja evaluada (25
pg/L) produjo una mortalidad de 80 %, sustancialmente superior
a la del grupo control (20 %), evidenciando que niveles
relativamente bajos del insecticida son suficientes para generar un
efecto letal severo sobre la especie. El analisis temporal de la
mortalidad revel6 un patrén dosis-dependiente en la velocidad de
instauracion del efecto toxico: las concentraciones mas altas
indujeron mortalidad total de manera mas temprana, mientras que
la concentracién mas baja mostrd un efecto acumulativo y tardio,
concentrado entre las 72 y 96 horas. La estimacion preliminar de la
CL50-96h mediante regresion Probit fue de aproximadamente
7,70 pg/L, valor por debajo del rango de concentraciones
efectivamente ensayado, lo que indica que este valor debe
interpretarse como una aproximacion preliminar y no como una
estimacion estadisticamente definitiva.

Se reconoce que la mortalidad basal del 20% registrada en el grupo
control excede el umbral aceptable de <10% recomendado por
protocolos estandarizados de bioensayos acuaticos (p. ej. OECD
203, EPA/600), lo cual constituye una limitacion del presente
estudio. Aunque se aplico la correccion de Abbott para ajustar la
mortalidad de los tratamientos, esta correccidon no elimina la
incertidumbre asociada a un control fuera de rango, y los
resultados deben interpretarse con esta salvedad. Se identific
como posible causa la discrepancia térmica entre la fase de
aclimatacion (27-28 °C) y la fase de exposicion (25+1 °C),
diferencia que pudo generar estrés fisiologico adicional en los
organismos, independiente del efecto del clorpirifés. Para estudios
futuros, se recomendaria: mantener temperatura constante entre
ambas fases, extender la aclimatacion a un minimo de 7 dias y
reforzar el control de calidad del agua (OD, amonio, pH). Se
reconoce que el rango de concentraciones empleado (25-100
pg/L) resultd demasiado alto para capturar la porcion intermedia
de la curva dosis-respuesta, generando saturacion (100% de
mortalidad) en tres de los cuatro tratamientos y limitando la
precision de la CLS50 estimada. Para futuros estudios se
recomienda emplear concentraciones mas bajas (p. ¢j. 1, 5, 10, 15
y 20 ug/L), que permitan ubicar la CL50 dentro del rango
intermedio de respuesta y mejorar el ajuste del modelo probit.

Los resultados obtenidos aportan evidencia cientifica local sobre
el riesgo ecotoxicologico del clorpirifés para especies
bioindicadoras presentes en ecosistemas periurbanos como el
humedal Pantanos de Villa, y respaldan la pertinencia de la
reciente prohibicion normativa de este plaguicida en el Perd. En
conjunto, el estudio confirma que Poecilia reticulata constituye un
modelo experimental sensible y adecuado para la evaluacion de la
toxicidad aguda de insecticidas organofosforados, y sienta una
linea base para futuras investigaciones orientadas a refinar la
estimacion de la CL50 y a explorar los efectos subletales del
clorpirifés sobre parametros reproductivos y poblacionales de la
especie.

V. RECOMENDACIONES

Se recomienda repetir el bioensayo incorporando concentraciones
inferiores a 25 pg/L, con el fin de capturar con mayor precision el
tramo intermedio de la curva dosis-respuesta y obtener una
estimacion de la CL50 estadisticamente mds robusta. Es necesario
mejorar el control de las condiciones de aclimataciéon y manejo de
los organismos, dado que la mortalidad registrada en el grupo
control super6 el limite aceptable recomendado por protocolos
estandarizados. Se recomienda aumentar el numero de réplicas y/o
organismos por tratamiento, a fin de reducir la variabilidad
bioldgica observada entre tratamientos adyacentes y fortalecer la
validez estadistica del analisis Probit.

Es recomendable complementar el bioensayo de toxicidad aguda
con evaluaciones de efectos subletales sobre parametros
reproductivos, en linea con la metodologia complementaria
propuesta en la Introduccion del presente estudio. Se recomienda
incorporar el monitoreo de biomarcadores enzimaticos (AChE,
CAT, SOD, GST) en tejidos de los organismos expuestos, con el
fin de correlacionar la respuesta de mortalidad con mecanismos
toxicoldgicos subyacentes.

Se sugiere extender esta linea de investigacion hacia condiciones
mas representativas del campo, evaluando otros factores
ambientales propios del humedal que podrian modificar la
biodisponibilidad y toxicidad real del clorpirifés. Finalmente, se
recomienda utilizar los hallazgos de este estudio como linea base
para el disefio de programas de monitoreo ecotoxicologico
continuo en el humedal Pantanos de Villa.
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