35
2 ej.

UNIVERSIDAD NAGIONAL AUTONOMA DE MEXIGD

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES
"ZARAGOZA"

=) )

| AR ERONICEL DI s

= o, e
4

R TR

DOR ML

DESARROLLO DE UN BIOENSAYO ESTATICO
PARA EVALUAR LA TOXICIDAD RELATIVA DEL
HERBICIDA PARAQUAT SOBRE LA ESPECIE:

Oreochromis  hornorum.

TESIS PROFESIONAL
QUuUE PRESENTA
AlDA ZAPATA CRUZ
PARA OBTENER EL TITULO DE
B ] ) L o G 0




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



XIX

e

vE

INDICE

AINTROCWCCIIN

~ Malezas Acufticas

- Herbicidas y antecedentes

~ Clasificacifén de los herbicidas
- Antecedentes del Paraquat

- Modo de accién

- Mecanismo de accién

- Toxicidad

- Ensayos biolégices

RFEA DE TRABAJO
JTWSTIPICACION

COBILTIVOS

Ilfllll; ¥ NPTODOS

A) Requerimientoé previos

Abastecimiento de Agua
Preparacidn del téxico

Seleccidn de las concentraciones del

téxico

C&maras de Prueba
Organismos Prueba
Aclimatacidn

B) Prueba de Bioensayos
prueba Exploratoria
Prueba formal

PESCRIPCIOCE DE BESULTADOS

Cuadros .
Gréficas

Pag.

1s

19

19

33

cilculo de las Concentraciones letales medias

{CLgg
{(M8todo Litchfield-Wilcoxon)
Anflisis y Discusidn de Resultados



Pag.
viX COWCEOSIOWES 51

VIIX ANKEROS . : s4

1.~ Términos Generales
2.~ Técnica de anflisis de Paraquat por
el método Espectrofotométrico
3.~ Tabla de seleccidn de Concentraciones
Experimentales
4.- Mojarra-tilapia Oreochromis hornorum
S.- M6todo abreviado de Litchfield-wilcoxon

x BIBLIOGRAFIA 78




El presente trabajo Se realizd en las instalaciones de la
"Comisidén de Aguas del Valle de M&xico, bajo la direccidn del -
Bidl. Guillermo Diaz Zavaleta, Jefe del> Departamento de Control

de Malezas Acufticas del CIECCA.

El objetivo de &ste fué determinar por la técnica de bioen
sayos la toxicidad (CLSD) del Herbicida Paraquat sobre la espe-

cie Oreochromis hornorum. Las CLSOa encontradas en un lapsoc de-

96 horas fuaron:

24CL50- 31 mg/1, 48 CL.. = 24.5 mgs1 y 96CL o=16.5 mg/1 de

50 5
raraquat. Encontrédndose seglin la clasificacidn de los téxicos-
de acuerdo a su grado de toxicidad (SARH, 1980}, gue el produg

to es to6xico, ya que las CL se encuentran entre 13.5 y 36 --

508
mg/l de Paraguat.

Se puede considerar que niveles menores a un plago mayor -~
de exposicidn exista la posibilidad de gue se presente una toxi
cidad crénica. Para lo cual se recomienda someter a los organis

mos a prueba de bicensayo con mayor tiempo de exposicidn.



KTRODDOCCION

Los problemas de proliferacidn de plantas nocivas acul-
ticas mejor conocidas como infestaciones de malezas acufti--—
cas, son de bastante consideracién en ;arios cuerpos de aguas
del pafs y en muchas obras, hidriulicas como presas, canales-
y drenes de riego. Estas plantas nocivas invaden los habitats
aculticos que el hombre utiliza para riego, transporte, re--
creacidn, agua potable y otros fines, (Nat. Acad. of Science,
1980), provocando rupturas en el equilibrio ecoldgico ﬁe la-
gos .y embalses artificiales, que por lo general, se manifies
tan ‘en una disminucién de la productividad pesgquera, en p&r-
didas de voldimenes considerables de agua por efecto de la --—
evapotranspiracidn y en la creacifn de habitats favorables -
para el desarrocllo de insectos vectores de enfermedades; tam
ki&n el impedimento a la navegacidn de peguefias embarcaciones,
la disminucidn en la capacidad de las cbras de xiego, la obs
truccidén en las plantas hidroeléctricas y el acortamientoc de
la vida til de los embalses por azolves de materia orgdnica
(zCI, 1987, Guadiana y Saldafa, 1976). .

MALEZAS ACUATICAS

Se denominan malezas acufdticas, aquellas plantas que --—
obstaculizan la utilizacidn de los recursos hidrdulicos, y -
se imponen en forma adversa al bienestar humano. Se pueden -

clasificar en: a) malezas emergentes, b) malezas flotantes Yy



c) malezas sumergidas. Existiendo en estado dinfmico, de forma
que cuando seé eliminan algunas, otras pueden establecerse, -

(Mitchel, 1979).

De acuerdo al Inventario Nacional de Malezas Acuédticas
Y su distribucién, (SARH, 1981) las malezas acudticas detec-

tadas en México son:

Lirio Acuftico Eichhornia crassipes
Lentecja Lemna spp

Malezas Flotantes Lechuga Tistia &
Halecho Salvinia spp
Pasilla Ruppia s
Cola de Caballo Potamoganton sSpp

Malezas Sumergidas Elcdea Elgdea spp
Hidrilla Hydrilla spp
Cola de Zorro Ceratophyllum sp
Trapa., Trapa sp
Loto Nelumbo spp
Ninga Nimghae spp

g Tule Thypha spp

Malezas Emergentes Aligator Alternathexa spp
Junco Juncus sSpp
Carrizo Paspalum sp y Phragmitas sp
Chilillo Polygonum sp

El total de superficie aproximada ¢ubierta por malezas
;cuﬁticas en la Repdblica Mexicana sumando la infestacién -
en presas, canales, drenes, lagunas, pantanos, rios y arro-
yos asciende a 114.862 has. siendo las lagunas las mds in--
festadas con (68%), seguidas de presas (17%), zonas pantang

sas {(12%), canales (38) y rios (0.05w).



De las 114.862 has. infestadas corresponde a Eichhor-
nia crassipes (lirio acudtico) el 35.05%; Ruppia spp (pasi
lla) 29.93% y Thypha sp (tule) el 22.67%, el resto de las=-
especies comprendé porcentajes menores al 6% cada una, (01

verz, 1984)

El Lirio Acufitico Yy el Tule son las malezas que se =--
encuentran mis uniformemente distribuidas en el territorio

nacional, por lo que soh de mayor interés en virtud de

. mayor distribucién.

Los métodos para combatir las plantas nocivas se cla-
sifican en: Bioldgicos, Quimicos y Mecinicos. Los métodos-—
Bioldgicos emplean enemigos naturales de las plantas noci-

. vas, tales como insectos, organismos depredadores y enfermg
dades de las plantas, Los métodos Quimicos incluyen el uso
de agentes gquimicos orxrganicos e inorgdnicos llama#os herbi
cidas, rociados en el follajae, aplicados en el tallo, para
la lucha selectiva y no selectiva contra las plantas nocivas.
Los métodos Mecfnicos incluyen una extraccidn manual o el -~
usoc de miquinas cosechadoras. (Nat. Acad. of Science, 1989,

Guadiana vy Saldafa 1976) .
HERBICIDAS USOS Y ANTECEDENTES:
Un herbicida es una sustancia qufmica empleada para ma-

tar o inhibir el crecimientc de las plantas. Como los plagui

cidas rara vez se aplican en forma pura, lo m&s frecuente es



cmplearlos convenientemente formulados. Formular significa -
acondiecisnay ur plaguicida para Su uso agregdundole sustancias
coadyuvantes que faciliten su dispersidn en un vehiculo por -

ejemplo agua. (Sceglie, 1976),

Debido a que el ambiente acudtico es fluido, los herbici
das no siempre guedan en unr lugar. 5e han hecho intentos para
resolver este problema mediante el usc de formulacioneé y tég
nicas de aplicacidn éspeciales, pero la accién quimica exige-
la solubilidad del haerbicida. Si el herbicida es soluble, la-
moviiidad es un problema en los ambientes acudticos; ésto es,
pues, una diferencia esencial entre el control de plantas no

civas en tierra y en el agua, (Nat. Acad. of Science, 1980).

Loes intentos por combatir plantas nocivas acudticas con-
el empleo de agentes quimicos comenzaron, en Estades Unidos,-
antes del afio de 1900..ha priméra investigacifn de la gque se~
tiene constancia fuf una labor para encontrar un medio gquimiw
co para la eliminacién de algas planctdnicas de los abasteci-
mientos de agua para el consumo doméstico. En 1896, se encon-
trd que el sulfato de cobre aplicado a razén de ‘una fraccién-
de una parte por milldn exterminaba la mayoria de las espe -~
cies de algas verdiazules. A)l mismo tiempo se hicieron inves-
tigaclones acerca de la toxicidad del sulfato de cobre y otros
compuestos metélicos para los peces y los animales invertebra
dos. Estudios recigntes reportan que el sulfato de cobre es -
altamente céxico, vya gue inhibe la actividad enzimiAtica de la

acetilcolinesteresa en carpas (Ciprinus carpio). (Nemcadk eg-



al, 1984;. En 1902 se combatid el lirio acufitice con arsenato
de sodio técnica que fué abandonada por su alta toxicidad. Des
pués de la Sequnda Guerra Mundial, se empezd a utilizar como-
herbicida acudtico el 2,4-D. Este compuesto era relativamente
ne téxico para los prces, la fauna acudtica invertebrada y los
animales de sangre caliente, y abrid la puerta para la creacidn
de otros herbicidas acudticos orgfnicos, (Nat. Acad. of Scien-
ces, 1980). La toxicidad del herbicida bisico 2,4-D y sus sales
aminas es menor para los organismes que para las plantas, pero --
formulaciones ester son m&s tSxicos y pueden matar a los peces,

{Chacko y Gummer, 1980).

Bl control de las plantas nocivas acufiticas con herbicidas
es m&s f&cil, mds rdpido y, en general, tiene mayor duracidn, y
a menudo es menos caro que el Gontrol mecinico. En general, =-—
las plantas tratadas mueren en el lugar doﬂde Se encuentran y-

van extinguiéndose poco a poco.

Algunoe de los herbicidas acuiticos comerciales son con--
siderados no tSxicos a los peces dentro de un ambito de seguri
dad, pero si por alguna razdn se rebasara la concentracidn 11—

mite puede presentarse inevitablemente mortandad de peces.

Escobar (1981) determina gue la aplicacidén de los herbici-

das acuiticos puede afectar a los peces en las formas siguientes:



1.- Toxicidad directa.

2.~ Aleeracidn, en alguna forma, de su ciclo reproductivo.

3.~ Abatimiento del oxfgeno disuelto causado por la descom
posicién de las plantas muertas.

4.- La muerte de las algas planctdnicas que sirven de ali-

mente a los peces.

Se considera que algunas plantas acudticas son parte -
esencial del ambiente de los peces ya que sirven de abrigo
y soporte a organismos gue forman parte de su dieta alimen-

ticia.

Para ‘evitar los efectos de toxicidad directa de los -~

herbicidas sobre los peces es recomendable una seleccidn -
-

cuidadosa del tipo y la concentracidn adecuada del herbici

da a usar.

La aplicacidn de herbicidas a los medios acufiticos, con
el fin de controlar las malezas, lleva consigo grandes peli-
gros cuando las aguas son usadas con propdsitos domésticos,-
piscicolas,‘conservaci&n de la fauna acudtica e irrigacidn -
de cultivos, por lo que es esencial tener toda la informacidn
de los efectos adversos de esta préctica. El uso de los her-
bicidas en las aguasS se vuelve particularmente peligroso, ya
que el agua es un véhiculo activo de transporte y el herbici
da puede salir del &rea de tratamiento a través de las co --

rrientes y llegar a zonas donde causen estragos. La toxici--



daa de los herbicidas puede repercutir sobre los humanocs, -
peces y fauna acudtica en general, los animales de granja y
sobre sus productus derivados como son la carne, huevos, le
che y otros mds. Crosby y Tucker, (1966), mencionan que -~
el agua de riege usada en la agricultura puede presentar una
amenaza potencial para los organismos de la cadena alimenti
cia a través de expesiciones crénicas de herbicidas presen-

tes en el agua, por el uso incrementado de &stos.

son aiin desconocidos los efectds a lavgo plazo de la =
mayorfa de los herbicidas sobre los organismos vivos .por lo
que es un agspecto de preocupacidn pfiblica tan delicado, que
se deben seguir con cuidado todas las precauciones y todos-
los procedimientos reguladores. (Nat. Acad. of Science, 1980

y Escobar, 1981).

Rojas (1978),cita que las cgndiciones de prueba, factpo
z;s fisicos y climatoldgicos del) pals de origen del herbici
da sonh muy diversas o distintas a las confdiciones de pafses
tropicales o intertropicales donde por lo reqular el uso de
productos quimicos para combatir las malezas eS mayor; por-
tal razdn, antes de aplicar un herbicida se deben realizar-
experimentos bajoc las condiciones de la regidn donde se apli

carid el producto para hacer la correccidn y prevenir los -=-

danos.



CLASIFICACION DE LOS HERB!CIDAS}

Los hegbicidas se pueden clasificar de diferentes forma:

a) En funcidn de sus efectos sobye las plantas: clasificindose
en selectivos y no selectivos. Los herbicidas selectivos -
deécrnyen o impiden el crecimiento de las plantas necivas-
gue Se encuentrxan en contactc con otras sin danarla hasta-—
un punto que no le permite rehacerse. Los herbicidas no se
lectivos son productos quimicos tSxicos gue, cuando se les
aplica, destruyen a todas las plantas, (Nat. Acad. of Science,

1980. y Sceglio, 1976).

L) For la forma de accidSn.- destruyendo las plantas per c¢ontag
to o por accidn sistémica. Los herxrbicidas de contacto matan
los tejidos de la planta donde cae el agente quimico. Los -
sistémicos se absorben ya sea por las raices o por las par-—
tes dreas de la planta y luego se translocan dentro del sis
tema de la planta. Los herbicidas sistémicos %ienen un efec
to crénico que algunas veces logra resultados una semana o-

un mes después del tratamiento(Roias, 1978) .

Dent:o de los herbicidas usados para combatir malezas acudti
cas se encuentran los Bipiridilios, principalmente el Digquat -.
{sal de 6.7 dihidrodipirido (1.2-2:2' , 1'-c¢} pirxazidinio) y -~
al Paraquat (sal de 1.1'~dimetil 4.4}-bipitid1nio)j Herbicidas

de contacto gue dafian con gran rapidez a los tejidos vegetales



Los Bipiridilos se dis:ingqcn por ser rspiéamente absorbidos
por las hojas de las plantas a destruir y por tener una acecidn
muy ripida. Dentro de estos dos, el Paraguat se ha destacado
pnr ser mis selectivo y no ser residual (Nat. Acad. of scieg

ce, 1980).

ANTECEDENTRES DEL PARAQUAT.

Paraquat miembre del grupe de los compuestos bipiridiles,
fué descubierto por ICI (Imperial Cheﬁical Industries) en su-
estacién experimental de Jean-Lott's Hill, fué sintetizado -=
en el siglo XIX, usado muchos ajfios por qufimicos y bioquimicos
como un indicador (por cambjo de color) del potencial redox; -

{Pomeroy 1977). En los cincuentas fuf descubiexrto como un poten
cial y efecéiva herbicida de vida corta; cn Mé&xico se empezé

a utilizar en 1962, (ICI, 1987).

Nombre quimico: Ton de -1,1 dimetil-4,4'-dipiridilo, presente

como Sal de dicloruro.

Nombre comin: Paraquat (Gramoxone Super)}

Formu}a empirica: c12H14N2(c1?)

Peso molecular: Catidén de Paraquat 186.3
Dicloruro de Paraquat 257.2

Aspacto: Cristales incoloros,

Es extremadamente-tolubla en agua, ligeramente soluble en

los alcoholes inferiores, no soluble en los hidrocarburos. -—-
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Se descompone a mids de 300°C. Es No Volitil; estable en condi-
ciones &cidas o neutrales, pero se hidroliza en condiciones --
ailcalinas. Formulade para su usc como herbicia, es una solucidn
acuosa que contiene 200 g/litro del catidén Paraquat, agentes -~
humectantes, colorante azul/verde, un olor distintivo y un emd

tico, (ICI 1987 y Ashton and Crafts, 1981).

La constitucién quimica de este p;cductc es la de “catio
nes" y se presenta en forma de sales, como bromuro y cloruros;
estas sales son muy solubles en agua Yy cowo comercialmente se-
emplean sus soluciones, que son muy corrosivas sobre metales,-
se requiere la incorporcacidn de inhibidores de corrosién en -
la formulacidn. Para evitar dafios mayores derivados de su apli
cacidn. Las sales de Paragquat scon poderosos electrolitos que -
se disocian de modo notable en solucidn acuosa. pudiendo seyr -
reducidos, dando color pdrpura, pero una simplﬁ agitacidn los-
reoxida; ests facilidad da oxidacidn-reduccidn desampefia un --
gran papel en su forma de actuar, Y se opina que actdan sobre-
1a fotosintesis al bloquear o inhibir los mecanismos de oxida-

‘eibén-reduccidén inherentes ‘a alla (Barbera, 1976).

Los bipiridilos se distinguen por ser ripldamente absorbi
66s por las hojas de las plantas a destruir y por tener una =~
accidn muy ripida; pero para su efectividad precisan de la luz
y el oxfgeno, esto indica, gque depende de ellos la reduccidn -
del herbicida durante la Iqtoan:esis a un radical libre el --

cual se reoxida ripidamente con el oxigenc, proporcionando el-




carfcter herbicida (Baldwin, 1963). Por eso su accidn es mds
afectiva y ripida en dfas solecados gue en los muy nublados.-
En el suelo, estos derivades no ejercen accidn alguna; su --
cardcter catidnico hace gue sean Euerte’mente fijados por los
puntos acfdicos de arcillas y materia orgdnica, y su separa-
cidén dé allos se hace muy dificil reguiriendo tratamientos -
enérgicos. También los absorben resinas permutadoras de ca--
tiones, propiedad'que permite su separacidén de la materia ve

getal durante los andlisis, (Faust 1372).



MODC DE ACCION.- El Paraquat es un herbicida de contacto gue
dana con gran rdpidez a los tejidos vegetales (Nat. Acad. of
Science, 1980). Desccante no selectivo para el c¢ontrol de --
tndas las plantas de hoja angosta y ancha, sean anuales y —-

perennes v sin efecta residual.

Los tejidos vegetales quedan saturados de agua debido a
la éesinceqracién de las membranas celulares y el citoplasma,
ceoenduciento el colapso de la estructura celular y a la dese-—
cacién conrecuente de los tejidos verdes, (ICI, 1287): pero-
su efectividad precisa luz; en la obscuridad estos productos
no se translocan, pero expuestos a la luz ejercen una accidn
total sobre las plantas aunque solo se hubicse tratado parte
de ella; por eso su accién es mds efactiva y ripida en dfas-

soleados que en los muy nublados (Rojas, 1978 y Baldwin, 1263).

No es transportado de la raiz al tallo, pero si lo es -
cuando se aplica a ia hoja; determina una rdpida desecacidn-

del follzje, (Ashteon and Crafts, 19581).

NECANISMO DE ACCION.-Su accidn fitotdxica bdsica consiste en
interrumpir el flujo de electrones en la fotosintesis bloquean
do el proceso; o inhipiende los mecanismos de oxidacidn-reduc
cidn (Rojas, 1978). El agente activo es en realidad un perdxi
do liberado durante la reoxidacién de los radicales libres de

Pavagnat por electrones libres procedentes del cloroplasto -~



(ICX, 1987). Las hojes absorben con ridpidez el Paraquat, -
esta r8pidez es tal que la lluvia gue cae poco despues del
rociado casi nunca disminuye los dafios a 1a planta. No se-
sabe si este herbicida es metebolizado dentro dc la plautay
sin embarge, en la superficie dz la planta (y en solucidn).
la radiacidén ultraviolata desintegra fotogquimicamente el =
Paraguat, en el suelo puede degradarse pox microorganismos
varios. Después de una aplicacién para controlar malezas -
acuiticas la concentracidn de Paraquat en el agna b&ja r&-
pidamente y después de pocos afas, generalmente no se puede
detectar. Esto es dehide principalmente a la adsorcidn ré&-
pida de la materia vegetal y al suelo, mientras que una --
parte del Paraguat se descompone fctdquimlcamenru {xcz, -

1987) .

TOXICIDAD.~ El Paraguat presenta divexsos uses, entre los que
destacan en la agricultura, Needham gt al, (1979), han lle-
vado a cabo estudios donde analizan las concentraciones de-
Paraquat enh <ultivos de Marxiguanz2 (Cannaobis sativa) cuyo --
uso dcl herbicida ha sido el de controlar el cultivo y erra
dizarle. La mariguana confiscada por la Drug Enforcenment -
Agenci (DEA) después de octubre de 1976, tiene un contendio
de Paragquat entre 2 y 200 ppm. Y principalmente para comba-
_Qir malezas acudticas por su efecto r3pido y sin residuos.-
Estudios recientes indicaron qgue e} Diguat y el Paraquat es
usado en Florida (EUA) para el control de malezas en culti-

vos de cftricos, tomates y para contr¥olar la vegetacidn en-




t al, 1983).

lagos y estanques (Wojeck et

Estudios realizados han demostrado que el Paraguat es -
téxico a diferentes concentraciones y exposiciones: La prin
cipal amenaza para una persona gque ha ingerido Paraquat con-
centrado es el efecto del quimico sobre los pulmones. Traba-
jos experimentales indican gue la entrada del Paraguat al --
pulmdu tiende primeramente a un mecanismo de acumulacidn -~
activo gue depende de la energfa donde las concentraciones =«
en el pulmdn puede exceder a los niveles del plasma, esto -
es, produce una fibrosis pulmonar lo cual causa la muerte -
por un &taque al sistema respiratorio (Cavalli citado en Po-
meroy, 1977). Ha sido reportado que el Paraquat ha causado-
222 muertes en el mundo entrz el perfodo de 1564 y 1973 (96-
accidentes, 109 suicidios y 27 en circunstancias desconoci--

das) ,» (Wojeck et al, 1983)

No es volftil el Paraquat, pero cuando es inhalado pro-
duce hemorragia nasal, causada por la irritacidn de las mem-
branas nasales. Existen informes en la Jiteratura médica de-
dafic o muerte que resultan de la exposicidn a Paraguat duran
te su aspersidn. Estos casos han resultado de un mal uso ~-
del producto, causando Gafio a la piel y si persisten puede -
permitir lJa entrada por la piel de cantidades nocivas, (1CrI,

1987, De la Jara, 198S5).



Experimentos c¢on ratas dieron los siguientes efectos: -
respiracifn angustiosa, posicidn cncorvada, letargia, pérdi
da de peso, sangrado alrededor de la nariz y diarrea. E1 -—
examen después de la muerte revelo daifio gastrointestinal y -
Ge los pulmones y en conejos afeccidn respiratoria, hemorra-
gia del pene y ano, temblores e incluso la muerte (Sharpe, =~

1986) .

Recientemente se ha propuesto la concentracién de 0.01
ppm &h peso de organismo,como lImite permisible para aguas-
potables en el uso de Paraquat y Diquat en el control de ~-=

malezas aculticas (Brackburn, citado en Mitchel, 1979).

E) Paraquat ha recibido una considerable atencién mun-—
dial como herbicida acuidtico, trabajos de investigacidn han
demecstrado pequeras diferencias sobre sus mecanismos de -«
accidén con el Diguat, sin embargo, el Paraquat es mids efec-
tivo en las plantas emargentes. En los Estados Unidos de --
America adn no tiene registro legal para su usoc, aungue en-
muchas parte dal mundo se utiliza para control de malezas -
(Coats, et al, 1966).

La toxicidad aguda del Paraguat en peces varia en cada
especxe,.estas variaciones van desde 2.1 hasta 140 ppm an -
peso de organismo en un perfodo de 96 horas.. En Daphnia mag
(Concentracidn media de Inmovilizacidn) expuesta

na la CIg,

+
en Paraguat (PQ +) e de 11.0 mg/l con limite de conflianza-



de:9.1 = 12.2, (Crosby y Tucker, 1966).

L.a legislacidén de los Estados Unidos Amerxicanos prohibe-
el uso cdel Paraguat en aguas potables, y el agua tratada no -

deﬁe sexr tomada por el humano,

ENSAYOS BIOLOGICOS.- Para evaluar sl peligro de ‘algdn contami
nante presente en losvcucrpo: de agua, se han realizado prue-
ba§ de laboratorio de toxicologfa. Una de las t8cnicas mis --
empleada para realizar las pruebas de toxicidad de los hexbi-
cidas, es la determinzcidn de la CONCENTRACION LETAL MEDIAR -~
(CLSOJ, o tambi&n conocida como DOSIS LETAL MEDIA (DLEO,'(Ha_

ciorowski, et al, 1960).

Uno de los métodos para determinar la toxjcidad de cual-~-
quier material sobre crganismos, es el de somatar ejemplares-
a prueba a distintas va:taéionasven tiaméas y diluciones del-
material dado. El agua y el alimento sevconsidaran entre los-—
vectores mis importantes para la entrada de sustancias t8xi--
cas a los orgaﬁismos aculticos (Williams and Giesey, 1978), -
Estas sustancias pueden encontrarse eun los sistemas acufiticos
an concentracio#cs que, puedan ejercer efectos letales, sub--
letales y en el dltimo caso solamente bajo condiciones cronfi-
cas pueden ejercer dafios acumulfindose en los tejidos (Cunnin-
gham y Tripp, 1975) en diferentes proporciones. Hose y smith-

citados en Pomeroy {(1977) investigarcn la distribucién del --



+
PQ * en tejidos de ratas después de darles una dSsis de ¢80 P

moles/ky. peso corporal, La copceatracidn en el plasma|permang
cié constante durante las 30 hrs. después de la ingestidn mien
tras gue en el pulmén se incremento hasta 6 8 7 veces,| también

se detectd PQ*¢ en rifidn, musculo y cerebro e hfgado.

Desde hace 20 afios aproximadamente, estos ensayos biold-

gicos se han venido modificando en cuanto a su utilidad ter--

minologfa y diseho experimental, (Spraje, 1970). En lgs traba

jos de touicologfa ha sido importante evaluar no solo [los -—-

efectos letales sino también los subletales, de tal fgrma que

los organismos no se vean dafiados en lo gque se refiefte a su-—

cracimiento, fecundidad, procesos fisioldgicos y bizqpfmicos-

¥ en la supresidn de inmuno respuestas (Mickin and Bepolt, =-

1970 'y Maciorowski, et al 1980) .

Para ello fué necesario contar con un bioensayo |[disefiado

bajo clertos lineamientos bAsicos, con el fin de obt
tos confiables (EPA, 1975 y 1978), yva gue este tipn

macidn servirf como criteric para establecer una reglamenta--

c1d6n para la proteccidén de la vida de los organismos

La American Public Heath Association {APHA) en Eu publi-

cacidn “"Standar Methods, 1980" tiene un capitulo dedjicade a -

los lineamientocs de bioensayos y establece la siguiente ter-

minologia (anexo 1}.



AT __AREA DI TIRBAID

Por sus caracterfsticas el presente ensayo experimental
se desarrolld en el Laboratorio pertenecienta a la Comisién-
de Aguas del Valle de Mé&xico, Organismo que depenae de la -~
Secretarfa de Agricultura y Recursos Hidr&ulicos, dnnde se -~
otorgd la infraestructura necesaria para el desarrollo de =--

este trabajo.

111 JUSTIFICACION

La toxicidad de los compuestos orglnicos o agontes conta
minantes no puede ser determinada por medios quimicos por lo-
que la deteccidn y evaluacidén de ésta debe ser llevada median
te trabajos de Bioensayos bajo condiciones experimentales aprp
pliadas. Por lo anterior el usoc del herbicida Paragquat como =~
agente de control de malezas aculiticas, requiere de un diseiio
experimental que permita establecer un rango permisible de -~
toxicidad de manera que no afecte la vida acultica del siste-

ma.



«~ Disefiar experimentalmente un bioernsayo estdtico a -

corto plazo para evaluar la toxicidad relativa del-

Hezblcida Paragquat.

Evaluar la Concentracidén Letal Media (CL;,) del her

bicida Paragquat sobre la especie Oreochromis hoxrnorum.

Describir el comportamiento de los organismos durante

la prueba del bioensayo.

Y  BNATEBRIAL Y EETIOOE

Se llevé a cabo un bioensayo estitico sin renovacidn -
ya que de esta manera se pretendid simular las condiciones-

naturales de la actividad o cambio activo del herbicia en

el agua.



I REQUERIMIENTOS PREVIOS

T (A}

ABASTECIMIENTO DE AGUA:

El agua requerida para la aclimatacidn y la realizacidn
de las pruebas se obtuvo del agua de abastecimiento del
Laboratorio (agua de la llave) la cual se declordé con =
Tiosulfato de Sodio (10%). El mejor criterio para deter

minar si es aceptable la calidad del agua es que permi-

.ta la sobrevivencia y crecimiento de los organismos. ==

Por lo cual se consideraron importantes los siguientes—

par8metros (Morales, 1988).

Temperatura: Es un factor ambiental crftico en la vida-
de los peces por lo que para la especie que se manejd -
se considera un rango de 12 = 42°C, siendo el &Sptimo de

29°C.

Oxfgeno Disuelto. Se recomiendan niveles minimos de 3-S5
mg/l ﬁéra agquellos de zonas tropicales, aunque hay regis

tros de tolerancia de 1.0 ppm.

"pH: Los pebes toleran valores da 5-9.

Alcalinidad: de 20-300 mg/l.

Dureza: de 135 - 300 mg agua de aceptable calidad.



NH4= No debe acumularse el NHA, ya gue puede ser tSxi-
<o para los organismos, debido al equilibrio entre los
iones amonio y no ionizade (NHa) que es tSxico para --

los peces.

Caonductividad: 200 - 300 mhos/cm mineralizacidn media-

acentuada.

Todos estos parfmetros se verificaron cada vez gque se-—

cambio el agua en los acuarios o tanques de aclimatacidn,

Las té@cnicas de andlisis empleadas se basaron en Ya --

metodologia d=z21 APHA, (1980).

(8)

PREPARACION DEL TOXICO

Para preparar 1o solucifn prueba (téxico) se empleo el-~
producto "Gramoxone" fabricads por ICI de M&xico el cual
contiene 200 g/l de Paragquat en su formulacidn, para la
splucién stock se empleo Unicamente como solvente agua-—
destilada libre de contaminantes., Por medio de un andli
sis se verificd la concentracidn real de Paraquat, en el
producto comercial y se ajustd & las concentraciones --

requeridas.



Se prepard una solucidén stock de 1000 mg/l de Paragquat, y la
estabilidad de la concentracidn se determiné mediante una --
curva de calibracifn en spectronic 20 leido en el rango de =~

380-390 de longitud de onda. (anexo 2).

(C) SELECCION DE LAS5S CONCENTRACIONES DEL TOXICO:

Las concentraciones en las gue se aplicd el tSxico se --
seleccionaron tomando. ¢n cueonta la ascala logarftmica -~

que recomienda el APHA, (1980). {(anexo 3).

So- emplearon los valores de la columna 1, para las prue-
bas explcratorias, multiplicande © dividiendo estos valg
res por un factor de 10; esto dependid del téxico y de -
los organismos de prueba. Una vez determinado el interva
lo de concentracidn, les valores intermedios se obtuvie-

ron de las columnas 2-5, utiliziandose las cuatro primeras

columnas.

Los valores de las cuatro primeras columnas representan

¢l 76% de la concentracidn inmediata superior.

Para seleccionar los valores de la prueba exploratoria se
tom8 en cuenta el 1lfmite permisible de la sustancia en el
agua (0.01 mg/1l), (Charles, 1971 citado en INGGO, 1980) -

y como concentracidn mixima 100 mg/l considerada por no -



reportarse bibliogrificamente la CL o para la especie -

5

Oreochromis hornoxum.

(D) CAMARAS DE PRUEBA:

Las cdmaras de pruecba fueron 20 peceras de vidrio unidas
con s#ilicSn, las dimensiones de las peceras fueron de --
25;30x50 y 90%50%52 cms. de 4 y 6 c¢m. respectivamente,--
dado gue el silicén puede absorper pesticidas, los cuales
son diffciles de rewover, se recomendd utilizar la minima
cantidad de silicdn gue fuera posible, (Alabaster y Abram,

1965 . citados en INGGO 1980).

Todos los acuarios nuaevos o usados se¢ lavaron de la siguien

te forma, para remgover contaminantecs de la superficie.

(a) Lavay los acuarios con detergentes libres de fosfatos,

con agua caliente {50°C & mds).
{b) Enjuagar con agua caliente (50°C & més).

(c) Enjuagar con &Scido clorhidrico al 5% para raemover me-
tales pesados.

{d) Enjuagar con acetona para remover compuestos orgdnicos,

prinripalmente pesticidas.



(E)

(e) Ernjuagar dos veces con agua destilada.

Cuando fué nosible, el procedimiento anterior se utiliz&
pPaxa el equipo gque tuvo contacto con el sistema de prug
ba., Todo el equipo y peceras se enjuagd con el agua de-

dilucién antes de la prueba (EPA, 1978).

ORGANISMOS PRUEBA:

La especie gse selecciond tomando en cuenta su importan-—
cia econdmica, su distribucidn a nivel nacional, su dig
ponibilidad, sensibilidad y £f&cil manejo en el Laborato

rio (cultivables). (APHA, 1980).

La prueba de bioensayo se realizd con la especie Oreoch:ro

mis horporum, debido a que su adaptacién al pais ha sido
amplia, principalmente en las zonas de Oaxaca, Tabasco,
Chiapas, Michoacln, Veracruz, Sinaloa y Morelos, en don
de se registraron capturas de 89 mil toneladas en 1986,
{Morales, 1988B). Una descripcidn de la especiec se puede
ver en el Anexo 4, esta se obtuvo del Centro Acufcola de
Zacatepec, Morelos, de la Secretarfia de Pesca. El nombre
de la especie se verificéd por dicho Centro. El tamaiio -
promedio_no fué mayor de 6 cm. y su peso de 4: 0.5 q. -
Los ejemplares de prueba fueron capturados directamente

de los criaderos por medio de un chinchorro, con malla-



(F)

de 1", posteriormente se seleccionaron tomando en cuenta
la talla y se colocaron en bolsas de plistico de GOxBO cm.
calibre 300 con doble refuerzo conteniendo agua de los -
estanques y enriquuciéndola con oxfgeno para su transpoxr

tacién.

Durante el trancporte, al laboratorio los organismos no

estuvieron sujetos a cambios de m&s de 3°C. La concentra

cidén de Oxfgeno Disuelto se verificd al inicio del empa~

que de los organismos y al llegar al lakexatoric después
de dos horas que durd el transporte, observindose gque la

saturacién se mantuvo.

ACLIMATACION:

Al llegar al laboratorio, ya se contaba con las peceras-
de aclimatacidn y con el agua de dilucidn gue cumgplia ==
con la calidad del agua requerida para los organismas --
prueba. (Ver la seccidn de abastecimiento de agua inciso
A). El agua en la qQue se transportaron los organismos se
camhié qradualmente, hasta que los peces quedaron en agua

de dilucidn al 100%.

Se mantuvo a los organismos en los escuarxios de aclimata-~
cidn por un perfodo de 16 ¢ias, para detectar la presen-

cia de enfermedades y/o conductas anormales, asi como ~-



para evaluar la aceptabilidad de las condiciones del -

laboratorio.

La calidad del agua se verificéd los tres primeros dias
a la llegada de los organismos, posteriormente se rezli
zaron por lo Menos wuna vez por semana, para establecer

el cuadro ambiental.

No- se .presentaron fndices de mortandad mayores del 5%~
Por lo que =significé la ausencia de enfermedades en el

lote de los organismos.

Los organismos se alimentaron 2 veces al dfa, con alimen
To Fortina proporcionado por la Piscifacterfa de Zacate-
Pec Morelos, una en la mafiana y otra en la tarde en peque
fias cantidades, removiendo los residuos mediante aspersidn
c€on manguera. Los peces no fueron alimentos 96 hras. antes

de iniciar la prueba, (BETTS, citado er INGGO 1980}.

Durante la aclimatacién se realizaron observaciones dia--

rias sobre su conducta o anormalidades y enfermedades.

Los acuarios de aclimatacidn esttvieron bajo aereacidn -
mediante bombac y filtros, para ayudar a mantener ta ca-

calidad del agua, y compensar la sobrecarga,ya gue teori




Iz

camente se recomienda quc para cada litro de agua exista
una carga de 1 gr. de pez. Sin embargo en los estanques-
de aclimatacidn con un volimen de 180 litros de agua de-
dilucidén hubo una carga de 1,100 gr. de pez, e§ decir =--
de 6.1 gr/litro de agua, sin que hubiera existide ningidn

efecto advorso a la aclimatacidn de los peces.

Se realizd wrna limpieza generxel daiaria aspirandc el fon-

do de las peceras conr una manyuera.

PRUEBAS DE BI1OENSAYOS

Una vez pasado el ticmpo de aclimatacldén, los organismos
nrueba fueron utilizados en la prueba de bioensayoc, La -

srueba de Bioensayo fué de tipo estdtico sin renovacién-

Y a corte rlazo.

PRUFBA EXPLNRATORIA

Se llevaron a cabo 5 tratamientes con concentraciones de
Paraquat de: 0.01, 0.1, 1.0, 10.0 y 100.0 mg/1l (inciso C),
para ello se prepard una solucidn stock de 1000 mg/l de -

P:racuat (inciso B).

Para la obtencidn de las concentraciones deseadas se re--

quirié de la utilizacibn de agua de clerta calidad (desti



lada), la cual no alterd el comportamiento téxico del -
Paraquat. Se utilizareon 12 acuvarios de las siguientes -
dimensiones 25x20x50 (inciso D)}, Leos cuales se llenaron
hasta un voldmen de 30 litros de agua de la llave del -
laboratorio (agua de dilucidn), con la solucién del t&-

xico en las concentraciones anterjiormente indicadas.

Para cada concentracién se utilizd un acurio y su dupli
cado, asf mismo se incluyexon 2 acuarios como testigo -
conteniendo solamente agua de dilucidn. Las soluciones-
fueron agitadas con el fin de homogeneizarlas. No se ~--
apiicd aercacidn. Después de haber transcurrido 30 minu
tog, se tomé una muestra en el centro de cada acuario a
una profundidad media, para comp:ohér la concentracién-—
inicial del Faraquat por medio de anflisis espectrofotg
métrico y los parfmetros descritos en el cuadro ambiental.
En este momento se introdujeron 10 peces debidamente —-
aclimatados (inciso F) con un peso aproximado de 42 o.s

g y ura talla de 6 cm. mixino {inciso E).

La duraciSn de la prueba fué de 24 hrs. y durante este =
perfodo no se les alimenté, ni se llevo a cabo la renova '
cidén de la solucidén. Durante la prueba se registraron los
datos para la cvaluacidn de parfmetros flsico-quimicos.-

del agua, {(cuadro 2).



Lws resultados obtcnidos sirvieron para seleccionar el
intervalo de concentracidn gque se cmpleo en la prueba-
definitiva; se considerd 1la CONCENTRACION MAS ALTA -~
DENTRO DE LAS CUALES NO HAYA MUERTUL NIHGUN.ORGAﬁISMO -
O SOLAMENTE ALGUNO Y LA MAS BAJA DE LAS CUALES SE HRYANI

MUERTO LA MAYORIA O TODOS.
PRUEBA FORMAL:;

La seleccidn de las 5 corncentraclones que se aplicé a
esta prueba depencdid de los 1fmites marcados por la -
prueka exploratocria, considerando que los valores in-
termedios fueron determinadorz mediante una escala lo-

garftmica {(inciso C).

Se utilizaron 12 acuarios similares a la prueba explo-
ratoria y se les agregaron 30 litros de la solucidn del
téxico/agua de dilucidn a las concentraciones correspon
dientes ¥y 2 testigos conteniendo finicamente agua de -

dilucién.

Las soluciones se homogeneizaron mediante agitacién., -
No se aplicd aereacidn, Después de haber transcurrido-
30 minutos, se tomd una muestra en el centro «de cada -
acuario a una profundidad media, para comprobar la -~
concentraciédn inicial y los parimetros del cuadro am—-
biental. En este momento se introdujeron 10 peces por-

acuario (previamente aclimatador a las condiciones del



laboratorio (inciso E).

La prueba durd 96 horas y durante este tiempo no se les

alimentd

Los niveles de Paraguat se estimaron cada 24 horas, as{
mismo se reyistraron los parfmetros sefialados en la ho-

ja de registro para la prueka formal (cuadro 3).
VALORACION DEL PARAQUAT.

Con respecto a la preparacidon del t8xico se tuvo que --
Qeterminar la concentravidn rzal de Paraquat dentro del
producto comercial "Gramoxone Super", para la valoracidn
del prnducto, se inicié utilizando la té&cnica de Cromato
grafia de intercambio catidnico que reporta Ortho Method
RiM=-8-9, (1976), sin smbargo esta t&cnica no se desarrolld
durante todo el experimento debido a la carencia de ==
material (Resina DOWEX 50 w-xd8, ¥ el equipo de filtracién},
necesario para el nimero de muestras que se iban a gene-
rar en el desarrnllc del experimento, por io anterior se
procedid a realizar pruebas alternativas para la valora-

vién del Paraquat.

Se implementarnn dos técnicas espectrofotométricas: La -
valoracidn con el reactivo de Nessler (empleada para de-

termlnar NH4), la cual produjo una coloracidn amarillo-



verdosa graduesl a la concentracidn, por l: formacidn de
una interferencia, la cual reporta el Stendard Methods (1980)
que es producida por la presencia de aminas y anillos arom§

ticos.

La técnica no presentd reproducibilidad en los datos, por

lo cual se tuvo gue desechar.

La valoracidén del Paraquat, con ditionito de sodio fué -
una adaptacidén de la técnica Cromatogrffica eliminando el --
ptoca@lmiento de concentracidn. La coloracién gradual debido
A la reaccién provocada por la combinacibn del Paraquat con-—
el ditionito de sodioc y sobre todo la reproducibilidad de -~
los valores permitiron establecer la técnica tentativa para-
valorar el tdxico en nuestras peceras experimentales {anexo
2). La sensibilidad de la técnica se encontrd en el xango de
1 a 15 mg/l de Paraquat en el Spectronic 20.

DETERMINACION DE . LAS CONCENTRACIONES LETALES MEDIAS (CL 3

50
La CL5° en las diferentes concentraciones para las 24,46

y 96 horas de exposicién fueron estimadas por el métcdo de

interpolacidn para lo cual se grifico el % de mortandad -
sobre una escala arjitmética contra la concentracién del her

. bicida en una escala logarftmica y se interpola la concen-

tracidn para el 50% de mortandad (grafica 1}).



La CLSO obtenida de este modo es una medida directa de~
la toxicidad bajo las condiciones de prueba. Con la finali-
dad de obtener un valor que contemple limites de confianza-
del 95% se utilizé para los mismos datos del método Litch--

field-Wilcoxon (1949} el cual se describe en el anexoc 5 .
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VI DESCRIPCION DE LOS :

La calidad del agu; durante el periodo de adaptacidn se
presenta en el cuadro 1, estos son promedios de nueve mues--
treos gque comprenden un perfodo de 26 dias, tiempo gue dAurd-
la aclimatacidn de los peces a las condiciones del laborato-
rio. Durante este perfodo noc se presentaron mortandades maye
res del 58, ni enfermedades en el lote de organismos experi-

mentales.

Los andlisis fisico-quimicos del agua durante este perxfo
do indican que la temperatura, el pH y la dureza total se man
tuvieron constantes, a excapcidén de la alcalinidad qgue aumen-

td de 78.00 a 97.7 mg/l y los cloruros de 0.64 a 13.22 mg/t.

En el cuadro 2 se presentan los resultados de los an8lisis
fifsico-quimicos del agua, asf como la determinacidn del herbi=-
cida y la mortandad presentada durante la prueba ecxploratoria.
Los valores son el promedio de los ensayos corxihos simultinea
mente (el acuario y su duplicado). En los anflisgis la tempera-—
tura, el pH, y la conductividad no presentaron cambios. La du-
reza total, la alcalinidad y el oxfgeno disuelto presentaron -
variaciones que se pueden considerar sin alteracidn para los =~
peces. Los cloruros y el nitrdgeno amoniacal presentan un aumen
to conforme la concentracidn de Paragquat de 12.62 a 38.31 mg/l-

y de 0.0 a 0.236 mg/l respectivamente.

El Paraquat como se puede observar en el cuadro 2 no fué-
detectado en las dos primeras concentraciones (0.01 y 0.1 mg/l)

y las otras presentaron variaciones con respecto a la concen--



tracidn tedrica.

El cuadrec 3 presenta el registro de la prueba formal,
‘en la cﬁal se observa gue el pH, la temperatura, iu dureza
total y la alcalinidad total no indican alteracién signifi
cativa. El oxfgeno disuelto presentz una disminucién gra--
dual coh respecto a la cencentracidn del Paraquat, de 12.77

a '21.36 mg/1l y de 200 a 300 umhos/cm. respectivamente.

£l comportamiento de los peces 2durante la prueba explg
ratoria y formal fué comparado con el registrado durante el
perfodo de aclimatacidn, asi como con las peceras testigo,-
observéndose alteraciones en el nado, pérdida de eguilibrio,

espasmos y muerte.

Los resultados del Bioensayo son reportados como la CLgg:
que es la concentracidn del téxico (Herbicida) diluidoc en -
agua, gue causa el 50% de mortandad de los peces de prueba-
en un tiempo especifico. En el cuadro 4 estan registrados los
datos obtenid;s durante la prueba formal, en el &rea sombreg
da se especifican los porcentajes de mortandad a diferentes—
tiempos de exposicidén correspondientes a las diferentes con-
centraciones del t8xico usados para calcular la ClLgy- Puede-
observarse que a las concentraciones mayoreés de 48.78 mg/l -
la mortandad fué& del 100% a las 24 horas, Y en concentracio=-

nes mancres de 11.74 mg/l a las 96 horas fué del 10w,



La gr&fica 1 presenta el método de interpolacién para ob=-

.
tener la CL a 24, 48 y 96 heras, relaciocona el porcentaje -

S0
de martandad y la concentracidn de Pavraquat en mg/l.

Las grfficas 2, 3 y 4 representan los valores de las CLSO
a las 24, 48 y 96 horas de exposicidn respectivamente obteni
das por el método de Litchfield-Wilcoxon puede observarsae al
hacer la correccidn el ﬁo:cenCaje de organismoes obsevados -—-
experimentalmente es similar al porcentaje de esperados, lo-
cual indica que el ajuste fud Sptimo para esta prueba,

En el cuadro § se comparan las CL a diferentes tiempos-

50
de exposicidén por los dos métodos, puede observarse gue las-
CLgy obtenidas por el método de intexrpolacidén 24 CLSO- 30.1
4BCLg, = 24.5 y la 96 CLgg = 16.7 mg/)l se encuentran dentro-~

del rango establecido entre el limite superior y el limite -

inferior del métodc de Litchfield-Wilcoxon.
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HOJA DE REGISTRO DE BIOENSAYOS PARA LA PRUEBA EXPLCRATORIA

MATERIAL QUE SE ESTA PROSANDO:

PARAQUAT (1,1 °DIMETIL 4,4° a!vmxmm)

FUENTE DEL AGUA DE DILUCION: AGUA DE LA LLAVE DEL LABORATOR
ESPECIE 05 PRUEBA: Ocaochcamis hornocum LU
NUM. DE OﬂGANlSHOS POR CONCENTRACIOM: 30 PISCIFACTORIA-PES

FECHA:29-07-88

e TIEWMPO TEWP,
AuB.
(mg/1) (hre.) [£5]
0.5 21.0
8.0 21.0
TESTIGO 12.0 21.0
0. 1.0 2100
24.0 20.8
o.5° 21.0
8.0 21.0
0.01 12.0 21.0
18.0 21.0
24.0 20.5
0.5 21.0
8.0 21.0
0.10 12.0 2100
8.0 21.0
24.0 20:5
0.5 21.0
8.0 21.0
1.00 12.0 210
18.0 21.0
24.0 20.5
0.5 21.0
8.0 21.0
10.00 12.0 2t.0
18.0 21.0

24.0 2
0.5 21.0
8.0 21.0

100,00

FIN DE LA PRUEBA
COND 1 CONDUCTIVIDAD
D.T.:DUREZA TOTAL
ALT.iALCALINIDAD TOTAL
NH4 1 AMONIOS
(PQ) :CONCENTRACION DE PARAQUAT
(PQ)r1CONC. REAL DE PARAQUAT
N.D.:NO DETECTADO

oM conp.

(umhos/cm) (mg/1)  (mg/))

GAR OE c-PvuaA.llcn!v:c MoR.

COMIENZO: 11.00 AM

o.T. A.T.  CLORUROS NHe

200 75 0.000
200 78 0.008
200 79 0.013
200 78 0.009
200 78 ©0.000
8 200 77 0.000
7 200 7% 0.00:
s 200 78 0.034
2 200 78 0.01%
2z 200 76 ¢.000
® 200 77 0.000
7 200 83 0.018
5 200 70 0.083
2 200 17 0.02
2 200 77 0.000
[:] 200 76 0.000
7 200 18 0.038
5 200 7?7 0. 06!
2 200 74 0.038
3 200 78 0.000
1 200 78 0.000
7 200 ec 0.073
-3 200 78 0.078
2 200 77 0.0860
1 200 79 0.000
278 10 0.220
2715 70

o.p. PQ)r
™/ ) (mg/1)

OBSERVACIONES:EN LA CONCENTRACION MAS ALTA LOS PECES NADARON SIN OIRECCION,
CON ESPASMOS ¥ PERDIEAON EL EQUILIBRIO.MURIENDO MA ROE .

DESPUES DE 2 MRS.

DE HABER INICIADO LA PRUEAA EXPLORATORIA.

APROXIMADAMENTE

ORGANISMOS
MUERTOS

t1150 0OGOO COOCO 0CODO 6GOQOC ©00CA



HOJA DE REQISTRO DE BIOENSAYOS PARA LA PRUEBA FORMAL

CONCENTRACION mg/1e
OXYGENO DISUELYO mg/1

oquxA TOTAL _mg/1
ALCALINIDAD "OYAL ~a/)
Ha mg/ |

CLORU! ma/st
CONDUCTIVIDAD umhom/cm

$CONCENTRACIONES PROWEDIO DURANTE LA PRUESA FORMAL
24 MRS,
[

No. DE PECES MUERTOS
OXIGEND DISUELTO mp/1

pH
DUREZA TOTAL mg/
Al.cAuNznAn TurAL mar1

cmoluuos masl
CONDUCTIVIDAD umhos/cm

No.OE PECES MUERTOS
OXIGEND DISUELTO mg/1

DUREZA TOTAL mg/
ALCALINIDAD YDTAL mg/1

NH4 mg.
CLONUROS mo/ 1
CONDUCTIVIOAD umhos/cm

No. DE PECES MUERTOS
OXIGENO DISUELTO mg/)

DUREZA TOTAL mg/1
ALCALINIDAD TOVAL mast
NMA mg/t

CLORUROS mg/t
CONDUCTIVIDAD umhos/cm

MATERIAL QUE SE ESTA PROBA|
FUENTE DEL AGUA DE DILUC1OI
:su:u DE PRUEBA
ORGANISMOS POR CONC
T:nnuwn DEL ENSAYO:
FPECHA:0-08-89

NDO: PARAQUAT (1,1°DINETIL 4,4° nnnun.o)
N:AGUA OE LA LLAVE DEL LABORATORIQ
LUGAR DE cnnuumcntrzc mon
EquAcmm
UA L

ln-znc AMBIENTE; 19-22C
COMIENZO:16:00 &.M.

COMIENZO

10.87 11.74 17.90 25.86 32.80 ee.22 88,18
7.3 3 7.2 7.2 7.2 -9 e.7

7.8 7.8 7.8 .5 7.6 7.8 7.
71.07 74.07 7t1.57 70.06 67.08 .08 e9.88

77.8 76 77 77 .. 8.

7 74 77 78 78 78

15,42 18,14 17.58 19.03 20 26.98 32.0a4
214 214 224 228 232 288 278

o 2 s
5.2 a8 4.9 [3
.8 7. s
€6.06 73.08 3
74 78
0.11 0.18 0.22 29
15,42 18.30 17,38 28
2 210 15 25
48 HRS.

] 9 - - -
3.7 3.7 . - - -
7. 7. 7.1 -

71.07 72.07 70.07 -
74 76 - -
0.22 0.24 0.7 1 - -
15,08 15.83 19,42 21.38 - - -
22 250 260 - - -

96 Hrs.

o 1 s.5 10 - - - -
a. 3 [ o.4 - - - -
7.2 7.2 7.3 7.4 - - - -

72.07 70.07 71.07 68,06 - - - -
75 78 79 ar - o - -
0.58 0.49 0.83 1.29 - - - -
14.53 15,53 18.98 17.95 - - - -
22 250 250 250 - - - -

OBSERVACIONES:AL SER INTRODUCIDOS LOS PECES EN LAS CONCENTRACIONES
s

TRACIONES oe ||3 2v 8

WENOS OF 2
O DE LOS FICES IN L“ CONC!N-

o mp/t IlSP!CTlVl.lNV

(ERERERE]




CUADRO DE MORTANDAD REGISTADA EN LA PRUEEA FORMAL

+ Owavny

CONCENTRA| No. DE OR- DE =_ ALES MUERTOS DESPUES DE :
CION DEL | GANISMOS
HERBICIDA $55§5§ :: m..% n:. Hre 2 - :i m-.% ::. Hrs. -
"“o":: 0 o o o o o o [
10.87 0 o o o o o o [ o
n.7e 10 o o ° [ [} ‘o ' 0
7. 10 o ‘o 1 | 1o 3.6 3.8 [ | \
28.5¢ 10 e 20 s | s8 | 10 - - ‘;I’,
32.88 i0 e .8 ‘o8 t ] 20 . - - - -
a8 10 .t0. | 100 - - - — — -
66.22 1o 1o 100 —_ — - —_ — -
88.16 1o 10 100 -_— - —_ —_ —_— —
113.20 1o 10 | 100 - — - — - -

MORTANDAD REGISTRADA EN LA PRUEDA FORMAL.

LA ZONA SOMBREADA INDICA EL %e USADO PARADETERMINAR LA CLDO
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c.e 0.12

-ne-

DETERMINACION Y CALCULO DE LA Q..OA LAS 24 MORAS POR EL

METODO LITCHFIELD — wiLCOXON

o 2¢ HOmAS
e
)
[rat+] | one. arxc| “eomsen xt
e ORS. | waDOs
\ 7. 9 0/10 o {o.n) 0.002
s 210 20 (]
\ 2.0 |es/10 1] °
a7 10710 | 100(99.9) © 0os
\ o.ace
\ [
LA
a g2 \
aa " ie
eL_= %
80/ air.2e
cL =23
"
cLog M 8 » 2. 40/20 .2

lcl..o «g 2.77/00, L 2T7/4472 , 1 290-8194,

CALCULO DELOS LIMITED O CONFIAMEA (939 )

CLgqs3s LI TE SUWPEMOR » kaol !CI..O * MXLite 3 M

"% 8 ORTANDAD

LIMITE NFERIOR CL'O x 'ct.“c L ITANNEY : 3

Fotf] aen

7.9~

26.8

2.8 -
.7

BRAFKCA ¢



MORTANDAD

%

-4

OETERMINACION Y CALGULD DE LA CLgoA LAS 48 HORAS POR.EL METODO

LITCHFIELD - WIL.COXON

-
©
(-
a8 noRAS
& - Y/, -
1 % E8PK | /e OBSER.
\} j o] aoos [ wenos x®
\ EBPER .
\ T s/10 oo} 6.1 | o.07 °
7.9 1710 10 10 ° o
288 |s87i0 | B8 8 ° °
\ 328 ssto | wo 0 ° o
2\ '
cL)e"? Wtsio n.x% .0
o - 0
- ®
2 xtran. 00
CL " 30.8
L /e 12e
ci, . = za.3
cLgg 24t 3o RN
CLN = 19 .2
2 4 s« zs1/2e0es
o7
CLgy™™ roLg BT/ QR TT/0, G2 TT/38 0% s
CALCULODE LOS LIMITES DE CONFIANZA ( #8%4)
° LIMITE SUPEMOR = £4.5u 12220, 89
2

LIMITE INFERIOR™ R4.3/1.22 = 20.08

A\

7.9,

-
=

[rotq mern SRAFICA 2

2.8
”ne
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DETERMINACION ¥ CALCULODE LA Cly, A LAS S8 HORAS FPOR EL

WETODO LITCHFIELD — WILCOXON

MORTANDAD

[otH | one_arec.|o/s onsan| % covt | % ooen. :
WoORe. vAOOS | RADOS | NEMO3 x
tarep,
0.0 8/10 o¢1.8) | 83 37 0.08
.7 10 10 ° [
7.9 .8 X3 ° °
2s.8 1oome.m| w0 a.8 0.088
o.008
L) N
N =j0o LE .08
2
Xt e300
ot sn0.7
7 si.28
Cly " 168
‘0 . i.e2
CLIS"! s
5 2 247/2 = 1,238
2.77/% . £rP/10

1.238 T 1238078 . ;.2

CALCULO DE LOB LIMITES OE CONFIANZA (98 %)
LMITE SUPRRIOR @ 188 X 1.2= i8.0¢

%

LIMITE INFERIOR* 16.5/12 = 13.73

N:NUNERO PRONEDIO DE ORSANISNOS UTILIZADOS
A LA PRUEBA .

* N'e NUMERO 0K ORGANAMOS ENTRE EL 18T 04%
DE AFRECION.

X% . "CHI" CUADRADA CALCULADA.

x%re "CHI® CUADRADA DE TABLAS.

10.8 4
17T -

Bl w/L

ir.e
8



2e MRS,

48 NRS.

PR NRS.

26 MNS.

RESULTADOS

—~43-

DE LA CLﬁ0

EXPOSICION

A DIFERENTES TIEMPOS DE

CONCENTRACIONES (mg /1)

TESTIGO
©.00 10.0r/ 11.74 .99 25.56 32 08 .78
P = — %
o% 0% o% % T 0% «”.% too’
o% o% [ 10% -8 "% -
o%n ox on 5% 100% —_ -
0% ‘o . %k 1N - - —
LA ZFONA SOMBREADA INCICA EL % DE NORTANDAD CON AESAECTO
AL TIEMPO Y 4 LA b4 or
METODO 24 CL go 48 cL g 96 oL sp
INTERPOLACION 30./ 24.5 6.7
LITCHF(ELD 31 24.5 6.5
3 K SUP, = . , =19,
WILCOXON L. SUP. = 34.4 L.SUi 2.3 L.SUP. =19.83
LINF. = Z7.92 | L.INF. = 18,2 L.INF. 1373

CvADRO S




ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS
La prueba del biocensayo comprendié tres etapas:

El perfiodo de aclimatacién, la prueba exploratoria y la

prueba formal.

Durante el periodo de aclimatacid&n de 26 dfas las variacip
heé en los anilisis fYfgices y quimicos se presentaron en la «-
pecera # 3, debidas a la sobrecarga de organismos, pero mante-
niéndose dentro del marco ambiental reportado en la literatura

para la especiae (Pullin y Lowe-Connel 1982).

La limpieza de los estanques, la dogificacibén del alimento
(68/peso) y el sistema de aereacidn, fueron los principales -~
factores que ayudaron a mantener la calidad del agua dentro del

rango permisibleipara la especie.

La mortandad que se presentd durante el perfodce &e aclima
tacidén 3.5%, fuf menor a la reportada en el APHA (1980}, del -
10% como l{mite méximo para desechar el lote de organismos, =--
por lo cual los peces fueron aceptados para la prueba como or-

‘ganismos experimentales.

l.a aceptacidn de los peces a las condiciones del laborato-

rio marcaron el inicio de la sigulente fase.

En la prueba exploratoria los rangos de concentracién del

téxico que se consideraron fueron de 0.01 a 100 mg/! tedricamen-



te; el valor mfnimo es reportade en la literatura como limite
miximo permisible para aguas potables el "rango” maximo fué-
establecido empfricamente puesto gue no se reporta biblidgré

ficamente un lfmite de toxicidad para esta especie.

Para valorar la concentracién real de Paraquat contenido-
en el producto comercial Gra@oxana Super, se corrieron las -
dos técnicas simultineamente (Cromatograffa de Intercambic -
catidnico y la Espectrofotomé&trica con ditionito de scdio),-
obteniéndose 316 y 315 gr/l de Paragquat, regpectivamente, --
observindose coh lo anterior que el producto contiene un 66%
més de I&n activo que reporta su formulacidn en la etiqu;ta—

200 gr/l.

Considerando qgue la concentracién real dal Paraguat es de
3159r/1, se realizaron las concentraciones descritas en la -

metodologia.

En la determinacidn del amonio por el metodo de Nessler -
en las muestras, presentaron un falso positivo, al producir-
una interferencia a lo cual se procedid a utilizar el método

del Fenato reportada en APHA (1980)

A excepcidén de los cloruros gue aumentaron de 12.62 a 38.21
mg/l y el amonio que aumentd de 0.0 a 0.236 mg/l, entendién-

dose este aumento en los cloruros gradual a la concentracidn



de Paraguat, en el caso del amonio, el aumento se debid prin
cipalmente a los desechos de los peces. Considerdndose ambos
no tdxices para encontrarse dentro de los limites marcados -
por Morales, (1988), de 250 mg/l para cloruros y 0.1 mg/l --

para amonio,

El oxfgeno disuelto bajd ligeramente debido a la carga de
organismos, sin embargo, la concentracidn se mantuvo siempre

dentro del Sptimo da 5-8 mg/l.

Los porcentajes de mortandad gquedarcn establecidos en el-
rango de 10 mg/l a 100 mg/l de Paraguat, ya gue sa considersd
la CONCENTRACION MAS ALTA DENTRO DE LAS CUALES NO HAYA MUER
TO NINGUN ORGANISMO O SOLAMENTE ALGUNO Y LA MAS BAJA DE LAS-

CUALES SE HAYAN MUERTO LA MAYORIA O TODOS.

La determinacién del Paraguat en las concentraciones de -
0.01 ¥y 0.1 mg/l, no se.detectaron por la sensibilidad de la-

técnica espectrofotométrica de 15 a 1 mg/l.

En la prueba formal la calidad del agua considerando los-
parametros fisico-quimicos no presentd variaciones significa
tivas, excepto en el Oxigeno Disuelto, Amonio, Cloruros y ~-
Conductividad, en donde las variaciones fueron mi&s marcadas-
Ei Oxigeno Disuelto bajo poco con respecto a las concentra--
éinnes, pero si se observé una disminucidn gradual con respeg
to al tiempo (de 7.3 a 1.4 mg/l), esto debido a la sobrecar~

ga y a la falta de aereacidn del agua printipalmente; con --



respecto a la concentracidn de 25.56 mg/l de PQ++ se observa
an la gr&fica 5(c}), que disminuye hasta 0.4 mg/l, debido al-
tiempo de exposicién y a la posible presencia de residuos ox

ginicos de los organismos experimentales.

En los cioturol, el aumento fué gradual conforme a la con
centracidn de Paraguat, hasta un valor miximo de 39.04 mg/l-
an la concentracidn de 113 mg/l, debido a la presencia del -
cloro en la mel@écula de pParaguat; en la grifica 5(a), se =--
obaerva una relacién lineal entre los cloruros y las concen-

traciones de Paraguat.

Los valores de amonic aumentaron con respecte al tiempo,-
en la grafica 5(b) se puede observar que a las 96 horas se =~ -
presentd la mixima concentracidn de amonio de 1.29 mg/l, pre-
sumiblemente se debid a los desechos de los organismos y a --
que se mantuvo sin renovacidn el agua durante el transcurso -

de la prueba.

Morales (1988), reporta un limite miximo de 0.1 mg/l de --
amonio para la especie, sin embargo en el experimento ain en-
las peceras testigo, se presentaron valores mayores sin causarx
mertandad. Pullin, y Lowe-McConnell, {1982) reportan gue la -

especie Sarotherodon aureus en estangues experimentales tole-

raron 11 ppm a un pH de 8 ¥y a una temperatura de 27%c.



Como s5e observa en la grifica 5(d)., la conductividad fué

aumentando en relacidén a la conctentracidén de Paragquat.

Con respecto. a la dureza total y a la alcalinidad total
e observaron peguefias variaciones da 71.07-75.07 mg/l y de
75-85 mg/l respectivamente sin llegar a sex significativas-

de acuerdo al cuadro ambiental.

El pH no tuvo alteraciones importantes y sSiempre se man-
tuve en la alcalinidad de 7.1-7.6.
La conducta de los peces en general durante la prueba explo

ratoria y la formal fué la siguiente:

Al inicio de la prueba en las concentraciones bajas, Se -
observe una alteracién en su comportamiento de nado que ten~
di6 a disminuir con el tiempo de exposicidn, hasta considerarsec
sin afeccidn para los peces, en las concentraciones altas, la
conducta fu&: nado desesperado, péraida de respuesta a estimu
los éxternos, pérdida de equilibrio, espasmos y muerte des--—

pufs de dos horas.

En la determinacién de la CLg, Por medic de los dos métodos,
se observa que los valores de las mismas a diferentes tiempos

de exposicidn, no tuvieron diferencias ya que de acuerdo al -



método de Litchfield y Wilcoxon donde se@ marca un limite de
confianza del 95% los valores resultantes obtenidos por el-

método de interpolacién siempre estuvieron dentro del rango.

Da acuerdo a la publicacidn del Manual de Bioensayos, --
.elaboerado por el Centro de Investigacidn y Estudiocs para el
Control y calidad del Agua (SARH, 1980), existe un cuadro -
donde clasifican los téxicos de acuerdo a su grado de toxi-

cidad.

1) Parcialmente no téxico
umbral letal agudo alrededor de 10 000 mg/l
2} Ligeramente tdxico
umbral 1000 <~ 10 000 mg/l
3} Moderadamente téxico
umbral 100 - 1000 mg/l
4) Téxico
umbral 1 = 100 mg/1
5) Muy téxico

umbral abajo de 1 mg/1

Pox lo cual nuestro producto &e cataloga como tdxico ya

se encuentran entre 13.5 y 36 mg/l de Paraguat.

aque las CLSqs
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COOSCLUS ICNES

Ante la problemitica que presenta ei uso de productos guf
micos en el medio acuftico, y en especial para el control de
malezas aculticas, se ha hecho indispensable el generar infoi

macidén para conocer el comportamiento y efecto en los organis

mos de estor compuestos tSxicos; por lo anterior es importan-~
te realizar trabajos experimentales para determinar los efec-
tos que producen en las comunidades y ademis sobre la calidad

del agua.

Dentro de estos trabajos se encuentran lcs Bioensayos gue-
han sido una metodologfa idtil para la valoracidn tdxica tanto
.
de los desechos industriales como productos quimicos sobre -
las comunidades acufiticas, de esta manera se expresa la res-
puesta que presentan los organismos a determinadas sustancias

y concentraciones.

Aunque el objetivo del biocensayo fué obtener una indicacidn
aproximada de la concentracidn del herbicida Paraquat que pro

bablemente sea peligrosa a la especie Oreochromis hornorum en

su ambiente natural, los resultados de tal prueba son solamen
te una gufa aproximada de las implicaciones ecolSgicas de la-
existencia de esta sustancia en el medio, y no pueden ser usa

dos para predecir exactamente el riesgo que involucran, E£s --



decir, los valores de las concentraciones letales (CLSOS)

son indicadores muy {itiles e la toxicidad ayuda de las sus~
tancias probadas bajo las condicicnes experimentales, pero -
es importante tenar bien claroc gue no son las concentraciones :
que se pueden considerar cocmo Seguras o inocu;s a los habi--
tats expuestos a la contaminacidn. Ya que las concentraciones
gue no se pueden demostrar gue sean tdxicas dentro de las -~

primeras 96 horas de exposicidn, pueden ser muy tdxicas en -

una exposicidn continua. Las CL encontradas en un lapso -

508 :

de 96 horas en la especie Qreochromis hornorum (24 CLSO-JI - N

mg/l, 48 CL_, = 24.5 mg/l y 96 CLg = 16.5 mg/l de Paraquat)-
{

comprueban la toxicidad del grroducto. Es muy probable gue a-
niveles menores de concentracidn y a un plazo mayor de expo ,
sicidn se presente una toxicidad crdnica. Para lo cual se - ,

recomienda el realizar pruebas de bicensayos con mayor tiem-

po de exposicidn.

La CLSO encontrada en esta prueba no es un dato que se --
puedaextrapolar para otras especies, ya que la sensibilidad- H
a productos téxicos es diferente en cada una pero si puede -
dar pauta para el manejo del producto.

Aungue los valores de la cLso no son considerados como -- : !
concentraciones sequras para los habitats, la Acuatic Life -
ndvisﬁry Commitee, 1955, recomienda que las pruebas de toxi-

cidad de bioensayos rigidamente controladas forman la base -




.Para la determinacidn de las concentraciones permisibles o -

niveles seqguros de los contaminantes.



ANEXO 1

TERMINOS GENERALES:

ACLIMATACION.~ Acostumbrar los organismos prueba a diferentes
condiciones medio ambientales, tales como temperatura, luz y-
calidad del agua.

RESPUESTA,- El efecto de la medida biolSgica del material pro
hado. En pruebas de toxicidad aguda usualmente es la muerte,-
en pruebas de bicestimulacién es el incremanto de biomasa.
CONTROL.~ Ensayar con organismos en c&maras experimentales -
bajo condiciones controladas expuestos a agua de dilucidn o-
agua natural a la cual allos estan normalmente expuestos.
TERMINOS DE TOXICIDAD:

DOSIS.~ Cantidad de sustancia t8xjica gue entra al organismo.

TOXICIDAD.- Efectos adversos causados a los organismos prue-

ba por "polucionantes®, generalmente un veneno o mezcla de -
vanaenos. La toxicidad esta en funcidn a la concentracidn y -

al tiempo.



TOXICIDAD AGUDA.- Involucra una respuesta relativamente a cor
to plazo (Muerte y otro efecto), que por 1lo general ocurre =«

dentro de los cuatro dfas de exposicidn.
TOXICIDAD CRONICA.- Efectos a largo plazo que pueden estar --
relacionados con cambios en el apetito, crecimiento, metabo=~

lismo, reproduccién y alin muerte.

CONCENTRACION LETAL (CL) .- Concentracidn téxica gque produce -

la muerte de los organismos ptuebnl Un sub-indice es empleado
(CLIO' CLSQ' CL7°) para indicar el porciento de animales gue-~
perecen a una determinada concentracidn de la sustancia a --
prueba. Los efectos gue un tdxico produce a los organismos --
depende de su concentracién y del tiempo de exposicidn, por -

lo cual el tiempo debe ser inclufdeo al expresar el resultado.

CONCENTRACION EXECTIVA (CF#.- Es utilizada cuando se determina-

otro factor diferente a la muerte. La concentracién efectiva-
media {ECm) es la concentracidén que produce un efecto especi-
fico o respuestas, como: pérdida de equilibrio; pardlisis; -
desarrollo anormal: o cualguier otro cefecto subletal., Cuando
se utiliza "CE" se deba especificar claramente el efecto me-~--

dido.

en gque se aplica la solucidn de prueba en:




BlOQENSAYOS ESTATICOS.- Son aqguellos en los cuales los organis

mos permanecen en la misma solucidn durante todo el tiempo de

la prueba.

BIOENSAYOS RENOVABLES.~ Los organismos son transferidos a una

solucifn de prueba recientemente preparada en intervales perig

dicos, usualmente cada 24 horas.

BIOENEAYCS DE FLUJOS CONTINUO.- A las cdmaras de prueba se les

introduce y extrae un volimen constante de la mezcla del agua
de dilucidn y t&xico, obteniende asf un flujo continuo. Comun

mente se¢ renueva cinco veces al d4fa la solucién de prueba.

Los Bioensaybn también se clasifican de acuerdo 2 su du-
racidn: a corto plazo, intermedios y a largo plazo, Y sSu uso-
dependeri de los cbjetivos del 2studin, asf comec de las carac
terfsticas de los organismos prueba (cilclo de vida), por Lo -
ragular la duracién de un biocensayc a corto plazo conta de 24
o 96 horas, intermedio de 14 o 90 dfas y a largo plazo contem
pla desde una parte a todo el ciclo de vida, o incluso sobre-
las generaciones siguientes de la especie a prueba son utiji-
zadas debido a gue en los bioensayos anteriores, los efectos-—

subletales escapan a la observacién.



PTECKICR DE ASALISIS DE PARAQUAY POR ETL METODO ESPRCTROFO

TOEEYRITO

PRINCTIPIO.~ El pParaguat (idn de 1,1 dimetilo=-4.4' dipiridilo
presente como sél de dicloruro}, clzﬂldnztclz): su consitu--
cién qufmica es la de catidn, se disocia de modo notable en-
solucidn acuosa, pudiendo ser reducido, dando color pilirpura,
pero una simple agitacién, los reoxida. Posee una gran capa-

cidad de Oxidacibn-reduccidn.

El método tiene un principio colorimétrico en gue el catidn
forma un electrsn en presencia de agentes reductores tales -
ccmo el pitionitoc de 2Zinc o de Sodio i+ forma radicales libres.
dando un compuesto de color azul, (Barbera, 1976 and lL.edwith -~

citade en Pomeroy, 1977).

La intensidad del color producido ean la reaccidn es propor
cional a la concentrxacidn de Paraguat presente en la muestra,
permitiendo su anflicis por cspectrofotometrfa, (Ortho Method
RM~8-8, 1976), calculando la concentracifn del Paraquat por =
comparacidn relativa con una curva patrSn, obtenida a partir-
de las lecturas de abcorbancia (densidad Sptica (P.D.) de so-

luciones de Paraquat conocidas.

La sensibilidad dz la tfcnica es de | a 15 mg por titro -

de Paraguat para el Aparato "Spectronic 20"



INTERFERENCIMS:

1.- A bajas concentracinnes de Paraquat (0.05 ppm) el di

tionito de sodio (Ma,8,0, ‘ 2H,0) reacciona ocasional
mente dande una absorcidn falsa, lo cual afecia el -
espectro obtenido, £i esto ocurre, la determinacidn-
debe repetirse con soluciln de ditionito fresca. Si=-
el problema persiste se puede eliminar variando 1la -

concentracidn de la solucién de ditionito empleando-

0.1 - 0.2% pesco/volimen en HidrSxido de Sodio 0.3W.

El ditioniteo de sodio es un compuesto muy inestable-

'por lo que se debe leer ripidamente después de ser -

.adicionado a la muestra, ya gue si no se hace, el --

Paraquat se oxida rApidamente, perdiendo el color.

La agitacidn no debe ser muy brusca porque puede pro
vocar el proceso de oxido-reduccién rdpidamente, per

diendo el color. (Ortho Method RM-B-B, 1976).

APARATOS Y EQUIPQ

Spectronic 20

- Tubos de ensaye

Matraces aforados



REACTIVOS:

‘- Agua destilada

- Dicloruro de Paraquat (C <c12)) quimicamente puro,

: 12%14%2
99.48.

~ Solucién de Ditionito de Sodio al 0.2% en NaOH al 0.21N.
Estos reactivos son inestables y se deben guardar solo de
1 a 13 horas (Naas2°4) - 2H,0.

- Solucidn estandar de Paraquat en agua.
Digolver 0,001 gr. de Paraquat (99.4%) y aforar a 100 ml.
Esta solucidn tiene una concentracién de 10 mg de DQ*+ por

litro, siendo equivalente a 1 ml. de esta solucidn a 0.01 mg

de PQ++ por litro.

PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRACION:

Se prepard una serie de estandares de las siguientes con
centraciones de Paraquat, 0.0, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0,
7.9, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0, 12.0, 2.0, 14.0, 15.0 mg/l, toman
do una alicuota de 210 ml.,, adicionando 4 ml. del Ditionito -
de Sodio al 0.2% a cada tube y mezclando bien. Obteniendo la
longitud de cnda adecuada del aparato en este caso Sphrectronic
20 (380, 385 y 390 nm), se leyeron los estandares (cuadro 1},
graficando en papel milimétrico las concencracicnez en el eje

X" y la absorbancia en el eje “¥" de caca solucidn.



Para obtener la curva de Paraguat se realizaron 5 rone-
ticiones, no encontrindose diferencia significativa entre --
ellas; se promediaron los datos {cuadro 1) y se obtuvo la --

curva ajustindose por minimos cuadrados (Spiegel R.B. 1987).

CONCENTRAC ION D.o. D.O.
DE PARAQUAT .4 CORREGIDA
1 0.06 0.1
2 0:127 0.164
3 0.219 0.228
4 0.313 0.292
5 0.391 0.356
6 0.438 0.42
7 0.511 0,484
8 0.589 0.548
E] 0.638 0.612
10 0.708 0.676
11 0.768 0.74
12 0.809 0.804
13 : 0.876 0.864
14 0.928 0.932
15 0.961 0.996

Conc. de Paraquat = Concentraciones conocidas de Standar de
Paraquat.

D.0. R - Densidad Sptica promedio de 5 repeticiones de la -

curva .

D.0. Corregida - Densidad Sptica corregida por minimos cﬁa—

drados.

Y = ao + a, X DONDE:
a, = 0.036

a, = 0.064



PROCEDBIMIENTO:

Se tomdé una alicuota de 10 ml. de la muestra problema en
un tubo de ensaye, adicionando 4 ml. de solucién de Ditionito
de Sodio al 0.2%, tapando 8l tubo y mezclando invirtiendo de-

extremo a extremo 2 veces el tubo.

Se vacid la muestra ripidamente leyéndose en el espectrpo
fotémetro la absorbancia en el valor miximo y a 5 nm a cada -
lado del miximo (t 5 nm). Realiz&ndose por duplicade cada --

muestra, se sacd promedio.

En nuestro aparato Spectronic 20 el midximo fué 385 por -

lo que se ley8 a 380, 385 y 390 nm.
NOTA: Se debe buscar el miximo para cada aparato.
EXPRESION DE LOS RESULTADOS:

Para una muestra de 10 ml, la curva di directamente el -

contenido de Paraquat, expresado en miligramos por litro.
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ANEXO 3

TABLA OE SELECCION DE CONCENTRACIONES

EXPERIMENTALES
CONCENTRACIONES EN INTERVALOS A ESCALA
LOGARITMICA
||cowmma [ cocima | coLiaeva | coLumma | coLumwa
’ 2 ) ) E)

10
.7
Y. 0
P
5.8
..»
.2
5.7
3.2
5.8
2.4
2.1
.
i.88
188
(.18
1.0




ANEXO 4

Tilapia Oreochromis hornorum

Antecedentes y Distribucién

La Tilapia, es de origen africano, representada por cexr
ca de 100 especies, desarrocllindose con &stos, pesgquerfas con
alto fndice de productividad, con capturas para el afic de --
1960, del orden de 600 mil toneladas en Africa (Frye, 1972--
citado en Morales 1988). Fué introducida a México, el 10 de-
julio de 1964, procedente de Auburn Alabama, E.E.U.U., su --
adaptacien en el pafs, ha sido amplia principalmente en las-
zonas tropicales como sucede en los estados de Oaxaca, Tabas

co, Chiapas, Michoacdn, Veracruz y Sinaloa, en donde se regig

tran capturas anuales de 89 mil toneladas, 1986 (Pesca).

BIOLOGIA DE LA TILAPIA

Las tilapias o mojarras africanas como se les conoce <oO-
munmente en M&xico, sSon especies aptas para el cultivo en zo-

nas tropicales y subtropicales del pafs.

Se encuentran en agua l&nticas principalmente, Son espe-

cies euritermas siendo el rango de tolerancia de 12° a 42°C.



La temperatura ideal para su cultivo fluctda entre 25°C,

aungue a 18°C también logran reproducirse.

Son peces eurihalinos y que pueden vivir en aguas dulce,
calobres y marinas, el rango de tolerancia es de 0/00 a 40 -

0/00 y en algunos casos arriba de esta salinidad.

Soportan concentraciones de oxIgeno muy bajas, su reque

rimiento mfnimo es de 0.5 mg/1l.

Se reproducen a temprana edad,alrededox de las 8 o 10 -
semanas, teniendo una talla entre 7 a 16 cm, por lo gque di-=-
ficulta el control de la poblaciﬁn. En las especies T, horno
rum v T. mossambica el macho presenta marcada territoriabili

dad, sobre todo en época de reproduccién.

Son de fecundacisn externa y el nfimero de huevecillos -
producidos por la hembra varfa seglin la especie, talla y pe-
so0 de los reproductores, asf una hembra de 200 gr. tiene de~

800 a 1000 huevecillos por desove,.

Los hibites alimenticios son diferentes segin la edad
Yy la especie, aceptan la mids variada alimentacidn artificial
que va desde los desechos de la comida casera (como restog-
de carne, tortillas y pan, etc.) hasta vegetales como hojas

de mafz, fruto de palma, pulpas de café, etc.




TRAODHWOMIA

De acuerdo con la Secretarfa de Pesca (1982), las Tilapias

existentes en México se clasifican de la siguiente manera:

Phylum : Chsrdata
Subphylum B Gnatosthomata
Clase : Osteichthyes
Subclase 3 Actinopterygii
Orden t Perciformes
Suborden z Percoidei
Familia : Cichiidae
Género : Orecchromis
Especie 3 O. nornorum

Caracterfsticas de QOreochromis hornorum

Es caracteristico de esta especie la forma del cuerpo --
“"corta" y “reobusta", cuando son pegueiios los organismos, su -
coloracidn es gris plateado con barras longitudinales y trans
versales; conforme para el tiempo la coloracidn se torna verde
pardusco, opaco, en los machos, y las hembras toman un color-
amarillo pardoso pAlido tendiéndose a acentuar la coloracidn-
totalmente negra en los macho®, con bordes rojos en las aletas

dorsal y caudal.



CICLO BIOLOGICO:

Huevo.- Son de colores semejantes entre las especies,-—
van desde un color amarillo huevo antes de ser fecun--

dado, hasta un amarillo p&lido hasta antes de llevarse

a cabo la aclosién, el tamafioc varfa entre 2.2 a 4.3 mm.

Alevines.- Esta getapa dura alrededor de 3 a S dfas y la
sobrevivencia de estos es a base de nutrientes y protef

nas contenidos en el saco vitelino, al t&rmino de esta- i

fage el alevin presenta ur tamaflc de 0.5 a 1 cm, poste-

rior a esta talla se le considera cria.

Juvenil.- Se considera a partir de una talla de 7 cm. -
hasta alrededor de los 10 cm. en un lapsoc de dos meses- i
de adad, vy a medida que &sta es mayor las exigencias -—- ;
nutritivas se van diferenciando y se asemejan més a las

de los adultos.

Adulto.- Es la dltima etapa de su desarrollo, en la que
Presentan tallas de 10 a 18 cm. y debiendo pesar de 70~
a 100 gr., talla que se obtiene alrededor de los tres =~

meses y medio de edad.



NUTRICION:

Las especies ompivoras son las que presentan una mayor-
diversjidad en los alimentos que consumen, a nivel de alevin-
ingieren fitoplancton y zooplancton, en lag etapas de crfa-
y juvenil, ademds de ser planctdéfagas, consumen insectos y -
como adultos su nutricidn es a base de microcrusticeos, in--
sectos ¥ plantas acudticas. Las especies herbivoras presen--
tan una alimentacién que predomina en consume de fitoplanc--
ton en las etapas de crfa y juvenil. En el adulto su consumo
en h&bitats naturales es a base de algas y plantas margina--

les sumergidas de mayor tamafio.

CRECIMIENTO:

Es isométrico {crece igual la cabeza gue la cola), ¥y de

pende de varios factores: temperatura, densidad, tipo de ali

mento.
ESTADIO TALLA CMS. PESO GRS. TIEMPO EN DIAS
Huevo 0.2 - 4.3 0.0 3 -5
Alevin 0.7 - 1.0 0.10 - 0.12 10 - 15
Crfa 1y2 3 -5 0.5 = 4.7 15 - 30
Juvenil 7 - 12 10 -~ 50 45 - 60
Adulto 10 - 18 70 - 100 70 - 90




CONDUCTA:

Sus h&bitats reproductivos son muy carécteristicoa; El-
macho es el que se encarga generalmente de la construccidn -
del nido en el fondo del estanque, y presenta coloraciocnes -
muy vistosas durante la &poca de reproduccidn y apareamiento.
Ejerce cierta territorialidad cuidandec el nido, esperando a-
ia hembra para su apareo. Al unirse con el macho, &ste reali
za movimientos contfnuos uniendo los extremos de sus aletas-
caudales, luego el macho presiona con la cabeza el vientre «
de la hembra provocando gue &xpulse los huevecillos para de-
positar sobre gllos el esperma llevindose a cabo la fecunda-
cidn.

El huevo fertilizado es recogido por la hembra depositén
éoios en la cavidad interior de la mandfbula (incubacidén bu-

cal).

Las hembras ejercen agresividad con otros peces durante
la etapa de incubacidn que dura entre 3 y 5 dfas. Esta misma
actitud se observa afin cuando las crfas se han formado com--
.pletamante y nadan en cardumen. Al notar la presencia de otro
per cerca del cardumen vuelven a protegerlos en la cavidad -
bucal. Easte comportamiento se realiza 8 dias después de la -

eclosidn.

El macho despuéis de fecundar a una hembra puede aparearse



con otra, mientras que la hembra tiene un periodo de recupe

racidén qgue varfa entre los 20 y 30 adfas.
CALIDAD DEL AGUA:

Relacién de par&metros fisice-quimicos y los rangos en-

los que se puede desarrollar la Tilapia.

PARAMETRO MINIMA OPTINA MAXIMA
Temperatura 12 24 - 29 42
Oxfgens (mg/lt) 1 s 8
pH 5 7 9
Salinidad (mg/1t) o] 12 - 13 40
Transparencia (cms) 75 45 20
bureza (mg/l) 20 135 300
Alcalinidad (mg/1l) 20 7S 300
NH, (mg/1) _— ) 0.1 .1

Temperatura.- La tilapia se distingue por gustar de temperatuy
ras elevadas en el agua (termdéfila, por lo tanto
este parimetro deberd ser controclado cn el estan
que, los rangos Sptimos se encuentran entre 24 y
29°C ya gue fuera de estos lImites pucde decaer-

la actividad reproductiva.

ox{genoc Disuelto.- El rango Sptimo es arriba de los 5 mg/lt, al
ser menor la reproduccién disminuye y su metabo-

lismo también.



coz LIMITE DE TOLERANCIA.~ Entre 50 y 100 ppm provocando stress,
¥ 5i se prolongan demasiado, causa la muerte, ya
que actia como un depresivo respiratorio. Para -
una reproduccidén sin problemas el rango Sptimo -

es gue no rebase los 30 ppm.

SALINIDADR.- A concentraciones por abajo del 20%.

CLORUROS . = Para aguas potables el m8ximo es de 250 mg/l.



ANERO S

METODO ABREVIADO DE LITCHFIELD Y WILCOXON:

El método de Litchfield y Wilcoxon, (:1949), se ha utili
" zade para estimar el ajuste de "la linea trazada a ojo", su-

pendiente, y los lfimites de confianzadel 95% de la CL El-

50°
procedimiento general es:

Paso 1: Tabular locs ‘datos incluyendo: la concentracidén-
del t8xico (mg/l); el nimero de organismos afectados; por —--
ciento observado de organismos afectados (ver cuadro 4). Ho-
es necesario enlistar dos 1008 o dos 0% de organlamos afecta

dos por la concentracibén, mayor o menor, del tSxico a prueba

Pago 2: Graficar el porcilento de organismos afectados -
contra la concentracifn del tSxico, en papel de probabilidad
logarftmica de dos ciclos; el 0 y el 100 s no son particular
mente aguellos en la regifn del 40 y 60% de organismos afec-

tados.

Pamo 31 Utilizando la 1fnea trazada se lee y enlista, -
para cualquier concentracidn, el porciento "esperado™ de or-

ganismos afectados. Utilirando el porciento esperado, se ---



calcula con la Tabla 1 un valor corregido para cada 0 y 100%
obtenido en la prueba. Debido a2 que los valores de la tabla-
son nimeros enteros, es necesarioc obtener valores intermedios
por interpolacidn. Los valores corregidos se grafican y se -
observa gue tanto ajustan a la linea de los datos graficados;
5i después de graficar los valores esperados corregidos para
el 0 y el 100% de afectados,; el ajuste no es satisfactorio,-
se traza una ifnea diferente y se obtiene una serie nueva de

valores esperados.

Paso 4: Enlistar las diferencias entre cada valor obser
vadc (o corregido) y el valor esperado correspondiente. Uti-
lizando cada una de las diferencias y el valor esperado co=--
rrespondiente, se lee y enlista el valor de " x2 " an el No=
mograma de Fig. 2 (se traza una lfnea recta que conecta la -

escala del porciento esperado con la escala gde xz " indica

réd el valor de x2); Se suman los valores de xz y el total es
multiplicado por el nGmero promedio de organismos utilizados

2

en la prueba, obtenidéndose de esta forma la X% calculada de-

la lfnea.

Los grados de libertad son el niimero de puntos graficados
menos dos, N = R - 2 ., Si la x: calculada es menor a la x2 -
del nomograma, para N grados de libertad, la 1lfnea esta bien-
ajustada y entre los datos no hay diferencias significativas,

sji la x2 calculada es mayor, los datos son heterogéneos y la-



linea no esti bien ajustada. Si Se presenta este Gltimo caso,
los. datos no pueden ser utilizados para calcular 1la CLSO'
Paso 5: Determinacién de los limites de confianca de la
CLSQ; se¢ lee en la lfnca ajustada, la concentracidn de téxi-
co para el porcientc de afectados correspondientes al 16, 50
y 84s (CL16, CLSO' CLsd)' se calcula la funcidn de la pendien

te S, segfin:

8 = CL / CcL -+ cL

84 50 so / 16

De la tabulacién de los datos, se determina W' gue as -
definida como: el nimero total de organismos de prueba afecta
dos en el intervalo del '16 al 84% de organismos afectados. =
Se calcula el exponente (2.77/N') para la pendiente y el fagc

toxr, fCL que €8 utilizado para aestablecer los limites de-

50"
confianza de la CLSO. "ECLSO - s(2.77/N')". SCLSO puede ser-
obtenida directamente del monograma (Fig, 4), trazando una -
1fnea recta apropiada a los valores de base y exponente, dan

do el valor de “"f".

CALCULO DE LOS LIMITES DE CONFIANZA DE LA CLSO

Limite superior con 958 de probabilidad = CL50 x £CL5°

Limite inferior con 95V de probabilidad = CL., / £CL

50 S0



VALORES CORREGIDOS PARA EL 0% Y 100% DE AFECTADOS
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