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1. INTRODUCCION
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1.1. GENERALIDADES.

Actualmente existe una enorme problematica debida a la gran cantidad de
sustancias toxicas presentes en el medio ambiente. Estas sustancias derivan de los
procesos industriales, de la actividad humana diaria y de los actuales sistemas agrarios
cada vez mas intensivos.

Entre dichas sustancias tdxicas se encuentran los plaguicidas. El uso de estos
productos se expandio rapidamente a partir de los afios 60. En los 80 se empez6 a
detectar que dichos compuestos presentaban un efecto nocivo sobre el medio ambiente.
El uso racional de los plaguicidas exige el conocimiento de los problemas bioldgicos
relacionados con el control de las plagas, problemas que son muchos y dificiles de
solucionar. Los plaguicidas alteran el medio ambiente desequilibrando los sistemas
ecoldgicos. Ademas, los insectos y algunos otros organismos desarrollan resistencias, lo
que hace necesario utilizar mayores dosis 0 productos de mayor efectividad (Primo
Yuferay Carrasco, 1986).

Los plaguicidas son utilizados para eliminar las plagas que amenazan las
cosechas o la salud puablica. En la mayoria de las ocasiones llegan a interaccionar con
organismos que no son los diana; al ser los plaguicidas poco selectivos, provocan que
una serie de insectos, mamiferos pequefios, plantas y microorganismos, sean afectados
en la misma forma que la plaga, que es el objetivo. El hecho de la presencia de los
plaguicidas en el medio ambiente se debe a que es dificil controlar la movilidad de estos
compuestos. Los compuestos volatiles pasan al aire, otros son arrastrados por las
corrientes de agua junto con particulas de tierra, con lo cual no es raro encontrar restos
de plaguicidas, actuando como contaminantes a grandes distancias del lugar en que se
aplicaron. Los plaguicidas que no se disgregan por volatilizacion o en las aguas de
escorrentia entran en el suelo o percolan hacia aguas subterraneas.

Algunos autores sostienen que aun cuando el uso del DDT se ha interrumpido
los residuos de sus componentes activos permanecen en los organismos del suelo aun
por muchas décadas. Se ha demostrado que la persistencia del DDT aumenta
apreciablemente si el plaguicida es mezclado con el suelo; el tiempo requerido para que
desaparezca el 90% puede ser de 1 a 2 afos si queda en la superficie donde ha sido
aplicado, pero se extiende de 25 a 40 afios cuando se mezcla con el suelo (Wheatley,
1965; Buck y cols., 1982; Cooke y Stringer, 1982).

A pesar del uso de los plaguicidas, se estima que las perdidas anuales producidas
en las cosechas de los paises desarrollados oscilan alrededor del 25%, cifra que aumenta
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en los paises en vias de desarrollo donde se alcanzan perdidas superiores al 40%. Se
reconoce que una de las mejores armas para aumentar los rendimientos consiste en el
apropiado empleo de estos compuestos plaguicidas. Su correcta aplicacion no estriba
solo en atender al gasto-beneficio obtenido, sino también al impacto que tales productos
tienen sobre los ecosistemas y en ultimo termino sobre el hombre (Repetto, 1995).

Debemos tener en cuenta que en muchas ocasiones las aplicaciones se realizan
sobre el propio ambiente acuético; por ejemplo, para controlar plagas de mosquitos o
cuando el cultivo se realiza en zonas inundadas, como en los arrozales. Los organismos
acuaticos que habitan en estos lugares son, sin duda, los que mas sometidos se
encuentran a los efectos de estos plaguicidas ya que reciben altas concentraciones de
estas sustancias. Sin llegar a alcanzar concentraciones letales, la presencia de
concentraciones subletales puede originar efectos cronicos en las poblaciones y
comunidades acuéticas ocasionando un grave dafio a largo plazo que es dificil evaluar.
Los efectos cronicos pueden afectar a la supervivencia, la reproduccion, el crecimiento,
al comportamiento filtrador y a la fisiologia de los invertebrados acuaticos (Bodar y
cols, 1988).

En general, los plaguicidas comparten la caracteristica fisico-quimica de la
liposolubilidad. Esto les permite ser absorbidos a través de las membranas bioldgicas,
pudiendo pasar a la via sistétmica y acumularse en los depoésitos grasos de los animales.
Asi, un compuesto presente en una concentracion que no es toxica en los niveles mas
bajos de la cadena tréfica, debido a la acumulacion progresiva a lo largo de la cadena
adquiere, en los niveles mas altos, concentraciones toxicas e incluso letales (Skaare y
cols., 2000).

Por ello, hoy en dia tiene gran importancia la recuperacion de los sistemas
acuaticos y su conservacion, para esto es necesario determinar los efectos que las
sustancias toxicas producen en los organismos. Dada la dificultad que entrafia estudiar
directamente un ecosistema a causa de las complicadas relaciones que se dan entre los
organismos, se hace necesario la utilizacion de bioensayos que nos den informacion
sobre la toxicidad de los compuestos que son liberados al medio ambiente y permitan
determinar su peligrosidad para la fauna a la que no son destinados.

Debido a toda la problematica implicita en el uso de plaguicidas se hace
necesario el estudio de los efectos toxicos que estas sustancias tienen en los organismos
no diana.
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Existen numerosas y variadas formas para la medida de la toxicidad provocada
por la contaminacion de una determinada sustancia; estudios drasticos, como el estudio
de la mortalidad, estudios a largo plazo, como la valoracion de los efecto subletales de
una sustancia; evaluando las alteraciones en el desarrollo, en el crecimiento, en la
reproduccion, en la fisiologia, en la bioquimica del organismo tratado y en el
comportamiento, finalmente estudios poblaciones, a nivel de comunidades o incluso de
ecosistemas (Graney y Giesy, 1986).

La gran mayoria de estudios toxicoldgicos llevados a cabo con plaguicidas se
han centrado en su efecto sobre pequefios mamiferos y fundamentalmente en peces.
Existe una gran literatura al respecto, no obstante algunos trabajos se han hecho en
invertebrados superiores (crustaceos decapodos,...etc.). Sin embargo, se ha de tener en
cuenta que estos plaguicidas van a ejercer efectos muy considerables sobre pequefios
organismos pertenecientes al zooplancton que desempefian un papel fundamental en las
cadenas troficas acuéticas, de tal manera que un efecto negativo en la poblacion de estos
organismos repercutird considerablemente en eslabones superiores de la cadena (Lynch
y Shapiro, 1981; Lampert y cols., 1986). Dentro del zooplancton, el crustaceo cladécero
Daphnia magna constituye una pieza clave en los estudios de la toxicologia acuéatica
moderna. ES un organismo muy sensible a la contaminacion acuatica diversa, pero
especialmente a los plaguicidas (Hanazato, 1998; Abe y cols., 2001).

La mayor parte de los estudios de toxicidad en organismos acuaticos se centran
en estudios de mortalidad (toxicidad aguda), aunque es de mayor importancia conocer el
efecto que concentraciones subletales del contaminante tienen sobre el crecimiento la
reproduccion y la supervivencia de los organismos expuestos (Jak y Meador, 1997).

Otros estudios de toxicidad son los que reflejan las alteraciones fisiologicas
producidas en los organismos ensayados, como consecuencia de la presencia en el
medio de concentraciones subletales de toxicos. Para ello, se han desarrollado estudios
centrados en el conocimiento de las alteraciones fisiologicas como son, niveles tisulares
de glucogeno, proteinas o lipidos totales. Son determinaciones ampliamente utilizadas
en mamiferos y aves, en menor cantidad en peces, pero muy pocos son los estudios
Ilevados a cabo en invertebrados acuaticos (Graney y Giessy, 1986; McKee y Knowles,
1986; Knowles y cols., 1987; Bodar y cols., 1988; Knops y cols., 2001).

Existen muchas razones que apoyan la utilizacion de este tipo de ensayos en
invertebrados. En primer lugar, se sabe que muchos invertebrados acuaticos son mas
sensibles a los plaguicidas que los peces.
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Evaluando el efecto de estos contaminantes en diferentes especies de
invertebrados seria posible predecir con mayor garantia qué niveles seran tdxicos en
vertebrados. En segundo lugar, los invertebrados son mucho mas numerosos que los
vertebrados, con lo que podremos pronosticar con mayor exactitud los resultados. Y en
ultimo lugar, los invertebrados constituyen componentes muy importantes de las
cadenas troficas. Asi pues, una reduccion significativa en la poblacién de invertebrados
tendria importantes consecuencias ecoldgicas y economicas.

Existe, ademas, otro parametro de utilizacion reciente en los estudios de
toxicidad con invertebrados acuaticos (Ferrando y cols., 1993; Fernandez y cols., 1994;
Lee y cols., 1997; Barata y Baird, 2000; McWilliam y Baird, 2002), se trata de la tasa
de filtracion e ingestion de alimento y se refiere a la capacidad con la que un organismo
filtra el agua que le rodea e incorpora de esta manera el alimento en ella suspendido.
Muchos invertebrados acuaticos pertenecientes al zooplancton, como Daphnia magna,
son organismos filtradores que se alimentan de particulas tan pequefias como son las
algas del fitoplancton. Cuando el organismo se expone a plaguicidas, éstos afectan al
sistema nervioso y por consiguiente al aparato locomotor y filtrador del animal. La
consecuencia inmediata es que la tasa de filtracion disminuye y, por ello, también la
incorporacion del alimento; entonces el animal se debilita y esto afecta a su
supervivencia y reproduccion (Day, 1989).

En la Comunidad Valenciana el uso del acaricida Tetradifon se encuentra muy
extendido entre los cultivos de citricos. Por otro lado, el herbicida Propanil es
ampliamente utilizado en los arrozales que rodean al parque natural de La Albufera.

En el presente trabajo se estudian los efectos subletales que los plaguicidas
Tetradifon y Propanil tienen sobre el claddcero D. magna. Se han realizado estudios a
tres niveles: a nivel poblacional, estudiando la toxicidad crénica, a nivel individual
estudiando las alteraciones fisioldgicas y, finalmente, a nivel nutricional al evaluar el
comportamiento filtrador.
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1.2. ESTUDIO CRONICO DE LA TOXICIDAD, ALTERACIONES
FISIOLOGICAS Y COMPORTAMIENTO FILTRADOR.

En la ultima década se ha utilizado, para valorar los efectos toxicos producidos
por plaguicidas, la DLso (dosis letal cincuenta) y la CLso (concentracion letal cincuenta).
Estos ensayos evaltan la mortalidad de los individuos expuestos, son estudios cortos en
el tiempo y faciles de aplicar.

Estos bioensayos nos ayudan a conocer aquellas concentraciones que pueden
producir alteraciones letales en los organismos. Pero en ellos no se tiene en cuenta los
efectos producidos sobre la reproduccion. En condiciones normales, el buen estado de
una poblacion depende de la esperanza de vida, el tiempo transcurrido hasta la
maduracion reproductora y la tasa de reproduccion, siendo estos parametros importantes
en los estudios ecotoxicoldgicos (Walthall y Strack, 1997).

La limitacion de los parametros examinados y el corto tiempo de exposicién
requerido para obtener una CLsy hacen que sea un dato incompleto para valorar los
efectos reales de los contaminantes en las poblaciones naturales. Para remediar esto,
muchos autores han recomendado el uso de estudios cronicos para medir los efectos
subletales producidos en una poblacion ( Bechmann, 1994; Stark y cols., 1997; Sanchez
y cols., 1998; Ferrando y cols., 1999 ).

Ademas, los estudios cronicos son mas completos que los ensayos de toxicidad
aguda, ya que en los experimentos cronicos los organismos son expuestos a la sustancia
toxica desde su nacimiento hasta la muerte, si esta sucede, asi se pueden estudiar efectos
sobre la longevidad, el desarrollo y la fecundidad (Schindler, 1987).

Para Daphnia magna, el proceso de filtracion e ingestion del alimento influye
directamente en su fisiologia en términos de crecimiento, metabolismo y reproduccion.
Ciertos compuestos organicos e inorganicos alteran su comportamiento filtrador,
reduciendo la filtracion por los apéndices y, por tanto, los procesos de ingestion y
digestion del alimento, debilitandose el animal y siendo mas vulnerable a los cambios
que se pueden dar en el medio en que vive (Geiger y Buikema, 1981, Ullrich y
Millemann, 1983; Gliwicz y Sienawska, 1986; Day y Kaushik, 1987a; Bodar y cols.,
1988; Hatch y Burton, 1999; Zhang y Baer, 2000; Orchard y cols., 2002).

Al ser organismos filtradores son consumidores primarios, ocupando un lugar
clave en la base de las cadenas troficas dentro de los ecosistemas acudticos. Por tanto, la
alteracion en su comportamiento filtrador inducida por sustancias quimicas puede tener
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consecuencias en la estructura y funcion del ecosistema, incluyendo cambios en la
transparencia del agua, alteracion en las tasas de generacion de nutrientes y, en ultimo
término, alteraciones en el tamafio poblacional en vertebrados e invertebrados
predadores (Taylor y cols., 1998).

Recientemente, Jark y cols., (1996) demostraron que niveles subletales de
contaminantes en el ambiente acuatico pueden producir eutrofizacion por la inhibicién
de la tasa de filtracion en organismos del zooplancton. Por tanto, concentraciones
subletales de un contaminante pueden tener consecuencias a largo plazo en las
comunidades y las poblaciones. Los tdxicos que reducen el tamafio corporal del
zooplancton pueden afectar a la produccion secundaria, ya que hembras pequefias
producen menos puestas y éstas a su vez contienen menos neonatos. Todo esto aumenta
la vulnerabilidad a la depredacién e incrementa la mortalidad por el riesgo de
intoxicacion (Allen y cols., 1995).

Varios investigadores (Day y Kaushik 1987a; Fernandez-Casalderrey y cols.,
1994; Juckelka y Snell, 1995; Blockwell y cols., 1998; Villarroel y cols.,1999) han
sugerido que el comportamiento filtrador del zooplancton es una funcion fisiologica. El
deterioro de las funciones fisioldgicas y bioquimicas en un organismo es el primer
indicador de los efectos de una perturbacion ambiental. Este deterioro se puede conocer
mediante los cambios en el comportamiento de los organismos (Calow y Sibly, 1990).

Estos cambios pueden usarse como un indicador rapido y sensible de estrés
toxico, y pueden ayudar a explicar otros observados en la supervivencia, crecimiento y
reproduccion. Al verse alteradas las tasas de filtracion e ingestion del alimento, los
individuos no poseen suficiente energia para aumentar su tamafo corporal y crecer, y el
comienzo de la reproduccién en los dafnidos es funcién del tamafio corporal y no de su
edad (Polohiemo y cols., 1982; Hanazato, 1998).

Por ultimo, el desarrollo de indicadores bioquimicos puede ayudar a entender y
predecir los efectos crénicos en la supervivencia, crecimiento y reproduccion de los
organismaos.

Entender la relacion entre los efectos toxicos y los diferentes niveles de
organizacion biologica es crucial en la investigacion en ecotoxicologia (Maltby y
Calow, 1989). Debido a la dificultad que existe al comparar las diferentes respuestas en
los distintos niveles de organizacion bioldgica como son: el celular, el individual, y
finalmente, el nivel de ecosistema asi como los complejos estudios necesarios para
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estudiar estas relaciones, la realizacion de estudios simultdneos de fisiologia y
parametros ecologicos aporta una importante informacion para entender los mecanismos
de accidén de los contaminantes en los seres vivos (Knops y cols., 2001).

Los indicadores bioquimicos de estrés son de gran interés porque son parametros
sensibles a concentraciones subletales y pueden dar una primera informacion sobre los
futuros efectos adversos producidos por los téxicos (Graney y Giesy, 1986). Los
cambios bioquimicos suceden antes de que las reducciones en el crecimiento y la
reproduccion sean visibles. Recientemente, se ha dado una gran importancia al
desarrollo y uso de los procesos fisioldgicos y energéticos (comportamiento filtrador,
reproduccion, crecimiento y cambios en parametros energéticos). Estos parametros son
indicadores sensibles en situaciones de estrés toxico en organismos no diana (Drobne y
Hopkin, 1994; Ceron y cols., 1996; Sancho y cols., 1998; Orchard y cols., 2002; Rose y
cols., 2002; Khangarot y Rathore, 2003; Tripathi y Singh, 2003).




Introduccién

1.3. BIOLOGIA DEL CRUSTACEO Daphnia magna.

Daphnia magna Strauss es una especie que pertenece al Suborden Cladocera,
Orden Diplostraca, Familia Daphnidae, Subclase Brachiopoda, Clase Crustacea. Su
distribucion geografica es la region Holéartica y Etidpica, falta en América del Sur y es
muy frecuente en la mitad oriental de la Peninsula Ibérica.

Se encuentran en localidades situadas a baja y media altura sobre el nivel del
mar, generalmente sometidas a régimen climéatico arido. Toleran un amplio rango de
condiciones ambientales, prefiriendo aguas de pequefio volumen (charcas, zanjas
inundadas, ...etc.) de escasa turbidez y expuestas a radiacion solar, aunque también
pueden habitar en la zona litoral o formar parte del zooplancton de embalses pequefios y
mineralizados. En ambientes ricos en vegetacién se concentran en las aguas libres
formando enjambres (Alonso, 1996).

Daphnia magna es un pequefio crustaceo cuya longitud maxima es de 6 mm (sin
contar la espina caudal), su coloracién es variable ya que el déficit de oxigeno disuelto y
la salinidad, de forma conjunta o aislada, provocan una coloracién anaranjada o parda
(Alonso, 1996). Estan comprimidas lateralmente y su cuerpo estd, al menos
parcialmente, encerrado dentro de un caparazén bivalvo (Ruppert y Barnes, 1996). El
caparazén encierra al tronco, pero no a la cabeza, y suele terminar posteriormente en
una espina apical. La cabeza tiene un saliente ventral, algo dirigido hacia atrés. El
nimero de apéndices troncales estd reducido a cinco pares, los pereiépodos 2,3,4,5,
provocan unas corrientes de agua, pero la filtracién la realizan solamente los
pereidpodos 3 y 4, el poso es retirado por los apéndices 1 y 2 con ayuda de la corriente
de agua que escapa entre dichos apéndices por la diferencia de ritmo que lleva el
primero. La bolsa de alimento es compactada por una secrecion labral y es recogida por
las piezas bucales que la introducen en la cavidad prebucal (Nieto y Mier, 1985).

La punta del tronco, normalmente Ilamada postabdomen, estd girada
ventralmente hacia delante y lleva una especie de garras y espinas para limpiar el
caparazon.

Nadan por medio de segundas antenas poderosas, el movimiento es en gran parte
vertical y normalmente a trompicones, el batido hacia abajo de la antena lanza al
individuo hacia arriba, luego se va hundiendo lentamente, utilizando las antenas a modo
de paracaidas.
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Figura 1. Anatomia de Daphnia magna.
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Los ojos son compuestos y sesiles, constan de 4 células retinianas por ocelo,
poseyendo 22 ommatidios entre los dos ojos, los cuales estan fusionados en un Unico
0jo medio; este ojo puede rotar por medio de musculos especiales. EI ojo compuesto, en
la mayoria de los claddceros, funciona orientando al animal mientras nada (Ruppert y
Barnes, 1996).

La alimentacion es suspensivora, filtrando las microalgas presentes en el agua.
Producen una corriente de agua del lado anterior al posterior y las particulas
alimenticias son recolectadas y transferidas al surco alimentario por medio de sedas
especiales situadas en la parte basal de los apéndices.

Los drganos excretores son glandulas antenales. Se sabe que Daphnia depende
mas de la absorcidn activa para mantener su equilibrio osmotico que de su dieta. Se
ponen en practica tres estrategias para regular la concentracion ionica interna: en primer
lugar, la tasa de flujo osmotico es minimizada mediante una hemolinfa diluida
(Waterman, 1961). En segundo lugar, a través de la cuticula de los sacos branquiales y a
nivel de la base de los apéndices toracicos se produce la absorcion del cloruro (Peters,
1987). Los productos nitrogenados se excretan en forma de amoniaco a través de las
glandulas antenales (Peters, 1987; Thorp y Covich, 1991).

Los dafnidos son hembras partenogenéticas; producen huevos diploides los
cuales eclosionan dando hembras partenogenéticas durante muchas generaciones. El
desarrollo es directo y cuando los juveniles abandonan la cdmara de incubacion, situada
bajo el caparazén, el exoesqueleto se desprende, se produce la muda y una nueva puesta
es expulsada dentro de la cdAmara incubadora. Ciertos factores como la temperatura del
agua o un descenso en la disponibilidad de alimento (generalmente debida a un aumento
de la poblacidn), inducen la aparicion de machos y asi se producen huevos fecundados.
Las paredes de la camara incubadora, ahora, se transforman en una capsula protectora
en forma de estribo llamada ephipium o efipia. Este ciclo bioldgico se representa en la
Figura 2.

Estas efipias flotan, se hunden hasta el fondo o se adhieren a objetos y pueden
soportar la desecacion y la congelacion e incluso resistir el paso por el tubo digestivo de
peces, aves y mamiferos. Por medio del viento o de animales, estos huevos pueden ser
dispersados a través de grandes distancias asi pueden pasar el invierno y sobrevivir a las
sequias estivales. Cuando reaparecen las condiciones favorables, las efipias eclosionan
dando lugar a hembras partenogenéticas que inician de nuevo el ciclo asexual (Ruppert
y Barnes, 1996).
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Figura 2. Ciclo biol6gico de D. magna.
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1.4. IMPORTANCIA DE Daphnia magna EN ECOTOXICOLOGIA.

Daphnia magna ha sido utilizada desde hace tiempo como una especie standard
en ensayos de ecotoxicidad por organizaciones como la CE, OECD e ISO. El hecho de
que Daphnia sea utilizada como organismo standard se debe a los siguientes factores
(Mark y Solbé, 1998):

e Su reproduccion es partenogenética, con lo que se pueden obtener
muchas generaciones que son clonicas entre si, evitando asi las diferencias
genéticas. Esto hace que se dé una respuesta uniforme frente a las condiciones
ambientales. Ademas, su corto ciclo de vida permite la realizacion de ensayos de
toxicidad cronicos en un espacio breve de tiempo.

e Es facilmente cultivable en condiciones de laboratorio, ya que requiere
poco espacio, siendo su mantenimiento mas econémico que el de otros animales
como los peces, los moluscos 0 macrocrustaceos.

e Representan a la comunidad de zooplancton siendo un elemento
importante en las cadenas alimenticias de las aguas dulces. Dentro de zooplancton
el crustaceo Daphnia magna constituye una pieza clave en los estudios de
toxicologia acuatica moderna, ya que es uno de los principales consumidores de
los productores primarios y lo mas importante, es el alimento de invertebrados y
vertebrados predadores (Hebert, 1978; Larsson y Dodson, 1993).

e  Es una especie cosmopolita, por lo que la relevancia de los ensayos esta
reconocida. Existe gran informacion sobre su biologia y ecologia en mdltiples
estudios (Hutchinson, 1967; Gulati, 1978; Leonhard y Lawrence, 1981).

e Presenta una sensibilidad alta frente a los contaminantes al compararla
con otras especies de invertebrados del medio dulceacuicola (Baudo, 1987). Abe y
cols., (2001) concluyeron que los dafnidos son el mejor indicador para determinar
el peligro potencial en los ambientes acuaticos continentales.

Por todo esto, muchos autores la recomiendan como especie bioindicadora,
siendo utilizada para evaluar los riesgos ambientales producidos por vertidos
industriales y urbanos, plaguicidas, metales pesados, miméticos de hormonas
sexuales,...etc.

13
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1.5. PROBLEMATICA DE LOS PLAGUICIDAS ORGANOCLORADOS
Y LOS HERBICIDAS.

Los plaguicidas organoclorados son compuestos organicos de estructura diversa
en la que se sustituye uno o varios atomos de hidrogeno por atomos de cloro.

Estos plaguicidas organoclorados se caracterizan por su gran estabilidad y
persistencia en el medio ambiente. Son compuestos lipéfilos que presentan baja
solubilidad en agua, con lo que tienden a acumularse en los tejidos animales que
contienen mayor cantidad de lipidos. Ademas, se unen a detritus y materia organica
presente en el agua.

La tasa de bioacumulacion en los ambientes acuaticos es, generalmente, mucho
mas alta que en los terrestres. En este proceso tiene un papel fundamental dicha
lipofilia, que los hace dificiles de metabolizar y excretar, acumuldndose. En los
ambientes acuaticos los compuestos con baja solubilidad en el agua y gran
liposolubilidad se unen a la materia que contiene lipidos organicos. Por tanto, las aguas
proporcionan un excelente medio para transportar estos plaguicidas, el fitoplancton y el
zooplancton concentran los plaguicidas del agua. La diferencia en la tasa de
bioacumulacién entre el ambiente acuatico y el terrestre se debe a que en el ambiente
acuatico la incorporacion de téxicos se produce por dos vias: la primera es la
incorporacion directa desde el medio y la segunda la incorporacién mediante las
cadenas troficas (Matsumura, 1985).

Todo esto produce fendmenos de biomagnificacion (aumento de la
concentracion de plaguicida en los animales dependiendo de su posicion en la cadena
trofica). Las tres rutas mas importantes en el transporte de plaguicidas dentro de los
sistemas bioldgicos se representan en la Figura 3.

Como se observa en esta figura, desde el aire los plaguicidas pasan al suelo
manteniendo con él un flujo. El suelo nutre de plaguicidas a los ambientes acuaticos
siendo éstos los que finalmente mayor concentracién presentan. En el ambiente acuatico
los peces y otros animales acuaticos reciben los restos de plaguicidas desde el medio
fisico o a través de plantas y fitoplancton que son ingeridos por los invertebrados del
zooplancton. Las relaciones predador/presa hacen que finalmente los consumidores
terciarios sean los que mayor cantidad de plaguicidas reciben; las aves ictiofagas, los
grandes peces e incluso el hombre reciben gran concentracion de estas sustancias
toxicas presentes en los tejidos de esos animales.
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Esta concentracion bioldgica importante hace que, en zonas muy contaminadas,
algunas especies de aves se vean seriamente afectadas por los plaguicidas que
almacenan en el organismo a lo largo de su vida y que pueden dafar algunos 6rganos o
interferir en los mecanismos bioquimicos. Por ejemplo, en algunas especies de aves que
acumulan altas concentraciones de DDT se producen interferencias en el mecanismo de
formacion de la cascara del huevo que se rompe facilmente durante el periodo de
incubacion (Matsumura, 1985).

Los pajaros de algunas regiones mueren en ocasiones por alimentarse de insectos
o0 granos contaminados por plaguicidas. Las aves son especialmente sensibles a algunos
plaguicidas organoclorados y el gran numero de insectos que pueden devorar
diariamente aumenta el riesgo de intoxicacion (Primo Yufera y Carrasco, 1986).

Por otro lado, los insectos parasitos desarrollan resistencias frente a los
plaguicidas, dando lugar a razas resistentes. Los casos méas conocidos son la resistencia
de la mosca domeéstica y el escarabajo de la patata al DDT. En un primer momento el
DDT demostro ser un insecticida muy activo, pero al poco tiempo se encontrd que eran
necesarias dosis mayores para conseguir el mismo efecto.

En muchos casos, ademas, ocurren resistencias cruzadas; los insectos resistentes
a un plaguicida pueden igualmente ser resistentes a otros plaguicidas cuya estructura
quimica o0 modo de accion sean similares (Ware, 1983).

Es bien conocido que la eliminacion de una especie 0 una reduccion importante
del ndmero de individuos de la misma, puede desencadenar explosiones demogréaficas
de otra especie 0 de sus competidores, ya que se pueden eliminar a los enemigos
naturales de estas plagas o desaparece el competidor biologico, que los mantenian
controlados pudiendo asi aumentar la poblacion.

Se ha comentado ya que la reduccion del zooplancton filtrador en los ambientes
acuaticos, produce eutrofizacion por el aumento de las poblaciones de fitoplancton,
deteriorandose asi el medio.

Todo esto ha hecho que, en la actualidad, se utilicen otro tipo de plaguicidas mas
especificos y con mayor selectividad sobre las plagas a las que son destinados.

Igualmente, se intenta que sean facilmente degradables y no se bioacumulen en
los organismos, aun asi muchos de estos compuestos se siguen utilizando.
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Los herbicidas son productos quimicos que interrumpen la fisiologia de la planta
durante un periodo de tiempo para matarla o reducir severamente su crecimiento. Desde
su implantacion en los sistemas de cultivo moderno han llegado a convertirse en la
principal herramienta para el control de malas hierbas.

Uno de los problemas de los herbicidas es que, a pesar de ser compuestos
indicados para el control de especies vegetales, presentan cierto grado de toxicidad
sobre animales e incluso el hombre. La toxicidad de los herbicidas es frecuentemente
infravalorada ya que al ser considerablemente menos toxicos que otros productos, se
tiende a considerarlos como inocuos. Sin embargo, la dosis letal media de los herbicidas
en su conjunto es muy similar a la de los insecticidas y fungicidas (Ware, 2000).

Otro aspecto importante del uso de herbicidas es su persistencia en el medio
ambiente. En algunos casos, un herbicida puede permanecer en el suelo varios ciclos de
cultivo, limitando las posibilidades de rotacion y pudiendo ocasionar dafios de
fitotoxicidad en los siguientes cultivos. Por lo tanto, los herbicidas pueden suponer un
riesgo para plantas que fueron sembradas después de la aplicacion y cuya produccién
puede ser dirigida a la alimentacién animal o incluso al consumo humano (WSSA,
1994). Por ello es importante conocer su persistencia en los suelos de los arrozales
cuyas aguas son devueltas a lagos y rios haciendo que estos toxicos entren en contacto
con las comunidades acuaticas.

La aparicion de resistencias también es un inconveniente de los herbicidas;
aunque los cambios poblacionales en las especies vegetales son més lentos, la aparicién
de resistencias es ya un hecho que dificulta considerablemente el manejo de estos
compuestos (Ware, 2000).

A pesar de todo ello, es poco conocido el efecto que los herbicidas pueden
producir en la comunidades acuaticas. La incidencia de estos compuestos en los
productores primarios, como las algas, de la comunidades acuaticas, puede traducirse en
alteraciones dentro de las cadenas troficas (Ma J., 2002).

Los efectos ecoldgicos producidos por la supresion del zooplancton por accién
de los toxicos puede darse por dos vias, un efecto directo sobre el organismos y una
reduccion en la cantidad de alimento (Jak y cols., 1998).
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La muerte o reduccién del fitoplancton produce a su vez una reduccion en la
produccion de oxigeno y en la eliminacion de los compuestos nitrogenados; todo esto
reduce las poblaciones de zooplancton que en muchas ocasiones son el alimento de
otras especies, con lo que finalmente se puede dar la desaparicion de especies piscicolas
de interés humano (Perschbacher y cols., 1997).

Animales Animales Animales
herbivoros P carnivoros ictiofagos
Plantas terrestres Vertebrados Peces y animales
terrestres acuaticos
t t + 1
Invertebrados Plantas acuéticas y Invertebrados y
del suelo fitoplancton zooplancton

Aire <« Suelo H Ambiente acuatico

Figura 3. Principales vias de incorporacion de plaguicidas.
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Objetivos

Los objetivos que se pretenden alcanzar en este estudio son los siguientes:

1. Realizar un estudio comparado de la sensibilidad del
crusticeo D. magna a los dos plaguicidas objeto de estudio
(Tetradifon y Propanil), a través de ensayos de toxicidad aguda.

2. Evaluar el efecto, a largo plazo, producido por los
plaguicidas Tetradifén y Propanil en la supervivencia, crecimiento y
reproduccion de D. magna, mediante ensayos cronicos de 21 dias de
duracion.

3. Estudiar el efecto producido por estos plaguicidas en el
comportamiento filtrador de D. magna utilizando para ello, como
indices, las tasas de filtracion e ingestion de alimento.

4. Determinar las alteraciones fisioldgicas producidas en
D. magna como consecuencia del efecto de ambos plaguicidas en el
metabolismo energético.

5. Valorar la influencia que el tiempo de exposicion a los
plaguicidas tiene sobre D. magna con el fin de evaluar no solo el
impacto del plaguicida en la fisiologia del crustaceo, sino también el
tiempo que ello tarda en producirse.
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Material y Métodos

3.1. ANIMALES EXPERIMENTALES (Daphnia magna).

Los organismos que se utilizaron para realizar los ensayos de toxicidad
pertenecen a la especie Daphnia magna (Straus) y se han obtenido a partir de un cultivo
continuo (Figura 4) de esta especie que existe en el Laboratorio de Ecotoxicologia de la
Universitat de Valencia, mantenido segun las normas de la OECD (2000).

Se utilizaron para ello acuarios de 5 litros de capacidad que contenian 3 litros de
agua cada uno, con una densidad poblacional aproximada de 50 individuos/I. El agua
utilizada fue tomada de la red de suministro general, declorada y aireada, al menos, al
90% de saturacion. Sus caracteristicas fisico-quimicas fueron las siguientes: pH:
7.940.2, dureza total: 181.8+18.8 mg/l de CaCOs; alcalinidad: 4.1 mmol/l (la
determinacion de la dureza total y la alcalinidad se realizaron con los kits comerciales
correspondientes de la casa Merck).

También se determind la cantidad de cloro libre presente en el agua, ya que el
cloro es toxico para los dafnidos y su presencia puede hacer variar los resultados.
Teniendo en cuenta las recomendaciones de la OECD en ningun caso el agua utilizada
presentd valores superiores a 2 mg/l de carbono organico, 1 ug/l de ion amonio o
10 ng/l de cloro residual. Siempre se controlaron las condiciones del cultivo
comprobando que no se dieran en los acuarios signos de estrés como son: alta
mortalidad, presencia de efipias y machos, baja produccién de neonatos y decoloracion
en los animales.

La temperatura fue de 22+1°C y el fotoperiodo de 12:12 horas, luz:oscuridad. La
temperatura y el fotoperiodo se mantuvieron gracias a una cdmara aclimatada que
dispone de un temporizador. Es importante que todos estos pardmetros estén bien
controlados ya que el crecimiento, la maduracion sexual y la reproduccion son el
resultado de la integracion de los pardmetros nutricionales, fisicos y quimicos del medio
(Buikemay cols., 1980).

El cultivo se renovO dos veces por semana, separandose mediante filtros de
diferentes diametros de poro, los adultos de los neonatos; s6lo los adultos se
mantuvieron en el cultivo. Los dafnidos fueron alimentados ad libitum con el alga verde
unicelular Nannochloris oculata. De forma periddica se eliminaron las hembras adultas
que iban envejeciendo sustituyéndolas por neonatos procedentes de la tercera camada o
superiores, ya que utilizar neonatos de camadas anteriores podria reducir la viabilidad
del cultivo, evitando asi que la colonia envejezca y conservandola en condiciones
adecuadas para su uso.
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Figura 4. Cultivo de D. magna mantenido en el Laboratorio de Ecotoxicologia de la
Universitat de Valéncia.
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3.2. CULTIVO DEL ALGA Nannochloris oculata.

Nannochloris oculata es un alga cloroficea cuyo tamafo celular oscila entre 1.5-
2.0 um (Yufera y cols., 1983) lo que permite que pueda ser filtrada e ingerida por
Daphnia magna.

El género Nannochloris posee un Unico cloroplasto ocupando gran parte de la
célula, que tiene una forma mas o menos esférica, es inmovil, desprovista de flagelos y
con crecimiento vegetativo por biparticion.

Las caracteristicas del crecimiento de Nannochloris sp. son (Lubian, 1979):

1.-Ausencia de una fase de latencia apreciable, mientras el in6culo utilizado sea
lo suficientemente grande y provenga de un cultivo crecido en las mismas condiciones.

2.-Una fase de aceleracion con la que comienza habitualmente el crecimiento y
que discurre dentro de las primeras 24 horas.

3.- Una fase exponencial, cuya duracion oscila entre 3 y 6 dias.

4.- Una fase que se prolonga varios dias, durante los cuales la poblacion sigue
aumentando cada vez més lentamente.

5.-La fase estacionaria.

El medio de cultivo estd compuesto por 100 ml de BBM (Bischoff y Bold,
1983), 2 ml de vitaminas y 2 ml de metales esenciales todo por litro de agua (O’Kelly,
1974) que previamente ha sido destilada y filtrada. La composicion de las soluciones de
BBM, vitaminas y metales aparecen en la Tabla 1.

Este cultivo fue obtenido puro del “Institute of Freshwater Ecology. The
Windermere Laboratory”, transportado en placa hermética y conservado a 4°C.
Obteniendo el inoculo de la placa y trabajando en condiciones estériles se resembré en
un medio compuesto por 200 ml de BBM, 4 ml de vitaminas y 4 ml de metales por litro
de agua.

Las vitaminas esenciales utilizadas son: vitamina Bj,, tiamina y biotina. Se
afiaden al medio, ya que las algas son auxotroficas e incapaces de sintetizar estas
vitaminas.
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El cultivo se mantuvo en agitacion mediante una columna de aire que evita la
sedimentacion celular. Asi mismo se mantuvo una temperatura constante de 22+1° C, la

energia luminosa la proporcionaron tubos fluorescentes (Figura 5).

Tabla 1. Composicion del medio de cultivo para N. oculata.

Medio BBM

Metales traza

Vitaminas

Na NO3
CaCl-2H,0
MgSO47H,0
K;HPQO,
KH,PO4
NaCl

NaFe-EDTA
MnCl,-4H,0
CuS0QO4-5H,0
ZnS04-7H,0
CoCly-6H,0
NaMoO4-2H,0

Tiamina
Biotina
B12

2500 mg/I
250 mg/I
750 mg/
750 mg/I
1750 mg/I
250 mg/I

59/l

180 mg/I
10 mg/I
22 mg/l
10 mg/I
6.4 mg/l

200 mg/I
10 mg/I
10 mg/I

La colonia se renovd semanalmente mediante resiembras en medio fresco
almacenado en recipientes de vidrio de 3 litros de capacidad, manteniendo a la

poblacion siempre en fase exponencial de crecimiento.
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Figura 5. Cultivo de Nannochloris oculata mantenido en el Laboratorio de
Ecotoxicologia de la Universitat de Valencia.
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3.3. PLAGUICIDAS OBJETO DE ESTUDIO.

Los plaguicidas objeto de estudio fueron el acaricida Tetradifon y el herbicida
Propanil.

El Tetradifén utilizado fue el producto técnico, con una pureza del 97%,
suministrado por la empresa SIPCAM INAGRA. El nombre quimico es 4 - clorofenil 2,
4, 5 - triclorofenil sulfona 6 2, 4, 4°, 5 - tetraclorodifenil sulfona.

Su férmula estructural es la siguiente:

Cl

Cl S Cl

Cl

Se trata de un plaguicida organoclorado, cuyo producto técnico es un solido
cristalino de color amarillento. Se encuentra dentro del grupo de los acaricidas, siendo
un plaguicida no sistémico, tdxico para los huevos y para las primeras fases larvarias de
los acaros fitdfagos; ademéas da lugar a la esterilidad de los huevos procedentes de
acaros tratados.

Aunque existen algunos insecticidas con actividad acaricida, para la lucha contra
los &caros se han desarrollado productos especificos ya que la aplicacion de algunos
insecticidas ha producido eclosiones de estos individuos, al destruir sus predadores,
habiéndose hecho imprescindible el desarrollo de productos especificos (Primo Yferay
Carrasco, 1986). Este plaguicida esta recomendado para los citricos, el café, los frutales,
la vid y plantas ornamentales, entre otros.

Su solubilidad en agua es de 0.050 mg/l a 20°C y en disolventes, como la
acetona, de 82 g/l. El Tetradifon es resistente a las hidrolisis acidas y alcalinas
(Worthing, 1987), pero se degrada muy rapidamente bajo condiciones aerdbicas
(Willems y Nimmo, 1981). La toxicidad oral aguda o DLsy para la rata es > 14.700
mg/kg, la toxicidad aguda percutanea para conejos es >10.000 mg/kg.
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Las CLsp para diferentes organismos acuéticos son: 0.11 mg/l para el crustaceo
Gammarus fasciatus, 1.2 mg/l para la trucha Salmo gairdneri y 0.88 mg/l para el pez
Lepomis macrochirus (Johnson y Finley, 1980).

Es poco peligroso para las aves aunque si es relativamente peligroso para
algunos insectos como las abejas meliferas (Harding, 1979). Este compuesto actla sobre
el sistema nervioso central del animal produciendo un aumento de la excitabilidad de la
membrana celular. Al igual que el DDT y sus analogos, el Tetradifon actda sobre el
axon nervioso interfiriendo con el transporte de Na* y K* forzando la apertura del canal
de Na* (Desaiah y cols., 1972), esto hace que se altere la permeabilidad de la membrana
lipidica de las neuronas produciendo un desajuste en el balance Na*, K* a lo largo del
axon, lo que impide la normal transmision del impulso nervioso.

El herbicida Propanil utilizado fue el producto técnico con una pureza del 80%,
suministrado por el Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA). EI nombre
quimico es 3,4-dicloropropioanilida.

Su formula quimica es la siguiente:

O

I
cl NH - C - CH, - CHs

Cl

El Propanil de grado técnico es un solido marron con una solubilidad en agua de
225 mg/l y 540 mg/l en etanol , a 25°C. Es estable en emulsiones concentradas pero es
hidrolizado en medio &cido o alcalino dando 3,4-dicloroanilina y acido propionico
(Hayes y Laws, 1990; Meister, 1992). La vida media del herbicida Propanil en aguas
continentales como las de un lago es de 60 dias aproximadamente, en el agua de un rio
de 55 dias, en agua marina 57 dias, 40 dias en aguas subterraneas y 44 dias en agua
destilada (Konstantinou y cols., 2001).

La disminucion de la produccion unida a la reduccion en la calidad de las
cosechas originadas por el desarrollo de malas hierbas, han hecho que se impusiera el
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uso de los herbicidas como una de las operaciones mas necesarias para conseguir
cosechas estables de alto rendimiento (Primo Y ufera y Carrasco, 1986).

El Propanil es un herbicida selectivo de aplicacién postemergente, se aplica tras
la germinacion del cultivo, que actla por contacto al absorberse por las hojas, su
utilizacion se basa en controlar especialmente malezas de gramineas, hierbas de hoja
anchay cyperaceas que aparecen en los cultivos de arroz y patatas (Montgomery, 1993).

La DLsp para ratas es de 1285-1483 mg/kg. El Propanil es moderadamente
toxico para las aves y puede ser moderadamente o muy toxico para un rango amplio de
organismos acuaticos, por ejemplo la CLso para la trucha Salmo gairdneri a las 96 horas
es de 2.3 mg/l, 5.4 mg/l para el pez Lepomis macrochirus y 16 mg/l para el crustaceo
Gammarus fasciatus (Johnson y Finley, 1980).

Su mecanismo de accién se basa en la inhibicion de la fotosintesis. EI Propanil
actla bloqueando la cadena de transporte electronico en la membrana tilacoidal de los
cloroplastos, basicamente se bloquea el flujo electrénico entre las plastoquinonas Qa y
Qg, esto produce la inhibicion de la reaccion de Hill en el fotosistema 11, por lo que no
ocurre la fotolisis del agua ni la liberacion de O,. La accion fitotoxica se debe
principalmente al estrés oxidativo provocado por la interrupcion del flujo de electrones
en la fotosintesis (Huppatz, 1996).

En animales, la exposicion al herbicida Propanil puede producir
metahemoglobina, hipoxia tisular y depresion del sistema nervioso central (Eddleston y
cols., 2002). Otro efecto importante es la inhibicion de la sintesis de RNA y proteinas
como proteinasa, amilasas y dipeptidasas (Ware, 1983), también se observan
alteraciones en rutas metabolicas por la inhibicion de los enzimas implicados en dichas
rutas (Liy cols., 2003).

La eleccion de estos plaguicidas como contaminantes objeto de estudio se
fundamenta en su frecuente uso en los cultivos de la Comunidad Valenciana,
especialmente en arroz, citricos y otros frutales. Ademas, el uso frecuente de
plaguicidas en la practica agricola y su posible acceso al medio acuético, puede poner
en peligro poblaciones de organismos a los que en principio no iba dirigida su
aplicacion, como es el caso de los crustaceos cladoceros, alterando de este modo las
comunidades biologicas (Wong, 1997). Por tanto, la presencia de plaguicidas en los
medios acuaticos puede afectar a la productividad del plancton, a las poblaciones del
zooplancton y finalmente a la calidad de las aguas (Perschbacher y cols.,1997).
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3.4. TOXICIDAD AGUDA DE LOS PLAGUICIDAS TETRADIFON
Y PROPANIL EN D. magna.

El estudio de la toxicidad aguda del plaguicida Tetradifon en D. magna fue
llevado a cabo por Ferrando y cols. (1996a) que utilizaron las siguientes
concentraciones del acaricida: 1, 3, 5, 7, 10 mg/l y calcularon la CEsx a las 24 y 48 horas
de exposicion (ver capitulo de resultados).

En el presente trabajo, se determino la CEsy (Concentracion Efectiva 50) del
herbicida Propanil en el crustdiceo D. magna siguiendo la normativa de la OECD
(2000). Esta concentracién se define como aquella que produce la inmovilidad del 50%
de la poblacién objeto de estudio.

Para determinar esta concentracidn se realizaron unos ensayos preliminares a fin
de determinar el rango de concentraciones entre las que se encuentra la CEsg, para ello
se eligidé un intervalo entre la concentraciébn mas alta de herbicida que no produjo
inmovilidad y la concentracion méas baja que causo el 100% de inmovilidad en el
ensayo preliminar, los ensayos definitivos en los que se obtuvo el valor de la CEsp se
realizaron para dos tiempos de exposicion diferentes 24 y 48 horas.

En estos estudios se utilizaron neonatos de <24 horas de vida los cuales deben
pertenecer a la misma camada. Los ensayos se realizaron en botecitos de cristal de
30 ml de capacidad, disponiéndose 10 dafnidos por bote y 25 ml de medio cada uno,
para cada una de las concentraciones de herbicida ensayadas y para cada replica,
también se ensayd un grupo control en que la mortalidad (inmovilidad) no debid
exceder del 10%. Las diferentes concentraciones de herbicida utilizadas se prepararon a
partir de un stock, y las diluciones fueron preparadas inmediatamente ante de realizar el
ensayo (OECD, 2000).

Las concentraciones de Propanil utilizadas fueron diferentes para las 24 y 48
horas de exposicion. Las concentraciones elegidas para las 24 horas fueron: 20, 30, 40,
50, 60 y 70 mg/l de Propanil, y para las 48 horas se ensayaron las siguientes
concentraciones: 2, 4, 6, 8, 10 y 12 mg/I de Propanil.

Tras introducir los animales en los frascos, se afiadio alcohol cetilico al medio
(en forma de lentejas), se sabe que rompe la tension superficial del agua e impide que
los neonatos queden retenidos facilitando que se sumerjan completamente en el medio.
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El hecho de que los animales queden retenidos por la tension superficial puede
interferir en los resultados, incluso causar la muerte de los individuos. Se ha
comprobado que el alcohol cetilico es inocuo para D. magna (Cotou, 1993).

Tanto a las 24 como a las 48 horas se registrd la movilidad de las dafnias en cada
una de las concentraciones ensayadas. Se consideré como criterio la inmovilidad de los
dafnidos tratados tras ser observardos durante 15 segundos (OECD, 2000). Con estos
datos se realizaron los diferentes calculos utilizando el método del “moving average”
con un programa informatico adaptado a PC (Stephan, 1977).
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3.5.ESTUDIO DE LA TOXICIDAD CRONICA DE LOS
PLAGUICIDAS TETRADIFON Y PROPANIL EN D. magna.

3.5.1. Calculo de la concentracién 6ptima de alga.

Para determinar la concentracion 6ptima de alga (Nannochloris oculata) que se
debia utilizar en el estudio crénico, se realizd un estudio preliminar utilizando dos
concentraciones de alga que debian servir como alimento a D. magna, asegurandonos
asi de que la concentracion de alga presente en el medio era la mas adecuada para llevar
a cabo el ensayo. Esto es importante ya que si existe un exceso de alga en el medio, esta
puede adherirse a los apéndices filtradores de los dafnidos impidiéndoles la correcta
filtracion e ingestion del alimento, por otra parte si el alimento es escaso, el déficit
nutricional debilita a los dafnidos.

Las concentraciones seleccionadas para determinar esta concentracion dptima de
alga fueron 5x10° y 5x10° cél/ml, por ser las méas recomendadas en la bibliografia
(Allen y cols., 1995; Taylor y cols., 1998). Para ello, se centrifug6 el alga a 3500 r.p.m.
en una centrifuga KUBOTA con rotor de brazo libre, durante 10 minutos. Una vez
centrifugada se elimind el sobrenadante y se resuspendié en agua el precipitado donde
se encontraban las células de alga.

Tomando una pequefia cantidad de esta suspension se realiz6 una dilucion de
este concentrado de algas a fin de reducir el nimero de células y hacer méas sencillo su
recuento con una camara cuentaglébulos tipo Blrker. Realizado el recuento, se calculd
la concentracién de células presente en la suspensién y la cantidad de alga que se debia
incorporar al medio para que la concentracion en el mismo fuera la deseada.

Para cada concentracion de alga se llevaron a cabo tres replicas del estudio en
las que se utilizaron neonatos de D. magna (< 24h), estos neonatos procedieron del
cultivo original que se mantiene en el laboratorio y fueron ubicados individualmente en
frascos de vidrio de 60 ml de capacidad. Diariamente se renovo el medio de los dafnidos
inoculando la concentracion apropiada de alga y se tomd nota de los neonatos nacidos
entre las 24 horas que transcurren de un cambio a otro. Después de 15 dias, se
determind la tasa intrinseca de crecimiento natural (r), siendo un parametro que expresa
el crecimiento potencial de una poblacién en un ambiente dado, para cada una de las
concentraciones de alimento ensayadas.

La concentracion de alimento Optima fue aquella que presentd una tasa
intrinseca de crecimiento natural mayor. En nuestro caso esa concentracion fue la de
5x10° cél/ml.
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3.5.2. Toxicidad crénica en D. magna.

Basandose en los resultados de los ensayos de toxicidad aguda previamente
realizados por Ferrando y cols. (1996) en los que como ya se comentd anteriormente se
calculd la CEsp del acaricida Tetradifon, se eligieron 4 concentraciones subletales de
Tetradifon: 0.10, 0.18, 0.22 y 0.44 mg/l. Del mismo modo con los datos obtenidos del
ensayo de toxicidad aguda del Propanil se eligieron también 4 concentraciones
subletales que fueron: 0.07, 0.10, 0.21, y 0.55 mg/I.

En ambos casos, una vez pesado el toxico en una balanza de precision, se diluyo
en acetona el acaricida Tetradifon y en agua el herbicida Propanil, ya que éste no
requiere la utilizacion de disolventes organicos para su disolucion; después, se prepard
una solucién stock para cada plaguicida de la que se tomo la cantidad necesaria para
obtener las diferentes concentraciones a ensayar. El stock empleado fue de 10 mg por
litro de agua, en ambos casos, realizandose las diluciones en matraces aforados de
vidrio de 1 litro de capacidad. Ademas, se utilizd un control exento de plaguicida pero
con acetona (22 ul/l) en el caso del Tetradifon, y un control blanco (s6lo agua). A los
matraces aforados que contenian las diluciones definitivas se les incorpord la cantidad
de alga necesaria para la alimentacion de los animales, 5x10° cél/ml.

Cada experimento consto de cinco replicas formadas cada una de ellas por tres
animales (por lo tanto 15 replicas), dispuestos en frascos individuales de 60 ml de
capacidad, rellenandose s6lo con 50 ml de la dilucién deseada.

Cada individuo fue introducido en uno de los frascos mediante el uso de una
pipeta Pasteur de plastico. Durante los primeros dias del ensayo se afiadié alcohol
cetilico al medio (en forma de lentejas), que como se ha comentado rompe la tensién
superficial del agua e impide que los neonatos queden retenidos facilitando que se
sumerjan completamente en el medio.

Diariamente se renové el medio permitiendo asi mantener la concentracion de
plaguicida constante. Los animales fueron transferidos a este medio fresco y se contaron
los descendientes y los dafnidos que habian muerto. En todo momento se evitd
perturbar a los animales en el proceso de transferencia de un medio a otro.

Para cada uno de los tratamientos (con ambos plaguicidas) se realizé un ensayo
crénico de 21 dias de duracién, al igual que para el control y el control con disolvente
en el caso del acaricida Tetradifon.
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Durante los 21 dias que duraron los ensayos de toxicidad se evaluaron
parametros individuales como: el crecimiento, la supervivencia y la reproduccion.
También se evaluo la tasa intrinseca de incremento natural (r), por ser un pardmetro
poblacional muy recomendado como parametro demogréafico en estudios toxicologicos.
Van Leeuwen y cols. (1985) comprobaron que existia una correlacion del 99% entre el
valor obtenido por (r) a los 21 dias de vida de D. magna y el valor correspondiente al
mismo parametro calculado para todo el ciclo de vida. Por ello, se aceptd que el test de
21 dias era apropiado para calcular la tasa intrinseca de crecimiento natural para una
poblacion de D. magna (Daniels y Allan, 1981; Day y Kaushik, 1987b; Stark y
Wennergren, 1995).

El crecimiento se evalla realizando mediciones del caparazén (cm) del animal
desde la parte anterior del rostro hasta la base de la espina caudal (Roche, 1998; Sosak-
Swiderska y cols., 1998; Barry, 1999; Muyssen y cols., 2002). Esta medicion se llevo a
cabo incorporando un micrometro a una lupa binocular, midiéndose solo aquellos
individuos que sobrevivieron los 21 dias que durd el ensayo.

La supervivencia de D. magna se correspondio con el nimero medio de dias que
el animal ha sobrevivido desde el inicio del ensayo, fue evaluada diariamente.

<+— Longitud ——»

Figura 6. Medida de la longitud de D. magna.
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Dentro de los parametros reproductivos se estudiaron:

El tiempo a la primera puesta, o tiempo medio transcurrido desde el inicio del
experimento hasta la primera reproduccion de los animales.

Tamafio medio de la camada, nimero medio de neonatos que cada hembra pone
en cada camada.

Numero de neonatos por hembra, corresponde al numero medio de neonatos
totales nacidos por cada hembra, durante los 21 dias de ensayo.

Numero de camadas, es el nimero medio de camadas producidas por cada
hembra durante el ensayo.

La tasa intrinseca de crecimiento natural (r), ha sido calculada utilizando la

formula de Lotka (1913):
_r _
E l,.m e =1

Donde x es el intervalo de tiempo observado; I, es la probabilidad de sobrevivir
a la edad x; my el numero de neonatos por hembra a la edad x, nacidos durante el
intervalo (X, x+1); y r la tasa intrinseca de crecimiento natural calculada a los 21 dias.

Basandose en los valores obtenidos para la tasa intrinseca de crecimiento natural
(r) se estimd el valor de la concentracion méaxima aceptable (MATC) como la media
geométrica de la mayor concentracion de plaguicida que no produjo efectos
significativos en la r (NOEC) y la menor concentracion de tdxico que produjo efectos
significativos en el mismo parametro (LOEC) (Buhl y cols., 1993; Staples y cols., 2000;
Cheny Lin, 2001; Eason y O’Halloran 2002).

Por otra parte, se determinaron los valores de la CEsy para aquellos parametros
en los que fue posible; para ello se utilizé la ecuacion de una recta de regresion y=a+bx,
calculada sobre la base de los valores obtenidos para cada uno de los parametros
seleccionados, siendo “Xx” la concentracion de toxico ensayada e “y” la reduccion del
50% del parametro considerado.

Los parametros individuales evaluados (reproduccion, supervivencia Yy
crecimiento), asi como la tasa intrinseca de crecimiento natural (r), se determinaron para
cada tratamiento.
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3.6.EFECTO DE LOS PLAGUICIDAS TETRADIFON Y
PROPANIL SOBRE EL COMPORTAMIENTO FILTRADOR DE
D. magna.

Las condiciones en las que se llevaron a cabo estos experimentos fueron las
establecidas por Ferrando y cols. (1993), quienes realizaron una serie de ensayos
preliminares con el fin de determinar las mas adecuadas en cuanto a densidad de
organismos, concentracion de alimento (alga), tiempo de exposicion al toxico,...etc.
Estos ensayos, al igual que los de toxicidad cronica, se realizaron para cada uno de los
tratamientos seleccionados con ambos plaguicidas que fueron: 0.10, 0.18, 0.22 y 0.44
mg/l para el acaricida Tetradifon y 0.07, 0.10, 0.21 y 0.55 mg/l para el herbicida
Propanil. Se utilizaron neonatos de menos de 24 horas de vida que procedieron
directamente del cultivo que se mantiene en el Laboratorio.

Los experimentos se realizaron en botecitos de vidrio de 60 ml de capacidad,
conteniendo 25 ml de medio. Para cada tratamiento se realizaron 5 réplicas, colocando
10 dafnias en cada botecito, que fueron alimentadas con N. oculata en una
concentracion inicial de 5x10°cél/ml, esta concentracion fue determinada al inicio del
experimento mediante la utilizacion de una camara cuentaglobulos. Los animales se
mantuvieron en oscuridad durante un periodo de 5 horas y a una temperatura de 22+1°C.

Transcurrido este periodo de tiempo se determiné la concentracion final de alga
en el medio, utilizando un microscopio y una camara cuentaglébulos. También se
incluyd un control sin animales pero con alga, a fin de calcular un factor corrector que
corresponderia a los cambios que se producen en la concentracion de alga a lo largo del
tiempo que dura el estudio debido a su crecimiento natural.

Al ser el Propanil un herbicida se considero que durante el tiempo de duracién
del ensayo podia producirse un efecto considerable sobre el alga N. oculata que redujera
su viabilidad y por tanto la concentracion de alga presente en el medio, con lo que la
reduccién de esta concentracion de alga no fuera debido solamente efecto de la
filtracion e ingestion por parte de los neonatos de D. magna sino también consecuencia
del herbicida. Para comprobar si esta situacion se producia en nuestros ensayos, se
realizd una prueba utilizando el mismo procedimiento que en el ensayo pero sin
animales; se prepar0 la concentracion de herbicida mas alta utilizada y se dispuso en
frascos de 60 ml de capacidad conteniendo solamente 25 ml e incorporando la
concentracion de alga utilizada en los ensayos 5x10°cél/ml. Se determind la
concentracion del alga al inicio y transcurridas 5 horas.
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No se produjeron alteraciones en la concentracion de alga, con lo que la
reduccidn de su concentracion en los ensayos se debi6 solo al filtrado de D. magna.

Los parametros estudiados fueron:

La tasa de filtraciéon (F): volumen de medio filtrado por un individuo y por
unidad de tiempo (ul/ind/h).

La tasa de ingestion (1): numero de células consumidas por un individuo por
unidad de tiempo (cél/ind/h).

Para realizar estos calculos se utilizaron las siguientes ecuaciones (Gauld, 1951):

F

_\LX(InCO—InCt)_
n t

A

_InC,-InC,
t

| =F x./C,xC,

Donde Cy y C; corresponden a la concentracion inicial de alga y la concentracion

A

de alga una vez transcurridas las cinco horas de ensayo. Las unidades son cél/pl.
“t” es el tiempo de duracion del experimento (5 horas).

“n” corresponde al numero de individuos y “V” es el volumen de liquido del
medio en pl.

“A” es el factor de correccion que se refiere a los cambios que tienen lugar en la
concentracion inicial de alga Co después de transcurrido un tiempo t, en ausencia de
animales; la concentracion final de alga seria C’:.

La tasa de ingestion se calcula multiplicando la tasa de filtracion por la
expresion (,/C,xC, ), que representa la media geométrica de la concentracion de alga.

También se calculd la CEsp (concentracion de plaguicida que reduce las tasa de
filtracion e ingestion en un 50%) utilizando las ecuaciones de regresion adecuadas,
segun se describid en el apartado de toxicidad cronica.
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3.7.EFECTO DEL TETRADIFON Y PROPANIL EN LA
FISIOLOGIA (METABOLISMO ENERGETICO) DE D. magna.

El conocimiento de las variaciones en los parametros bioquimicos es interesante
para determinar la correlacion entre los cambios bioquimicos y las alteraciones
producidas en el crecimiento y reproduccién. Es importante establecer una relacién
cuantitativa o cualitativa entre la presencia de un agente estresante y la respuesta
observada; para ello, a fin de valorar los efectos que los plaguicidas tienen sobre el
metabolismo de D. magna, se determiné el contenido de lipidos totales, proteinas y
glucdgeno a diferentes tiempos de exposicion al plaguicida y para las mismas
concentraciones seleccionadas en el estudio cronico que fueron: 0.10, 0.18, 0.22 y
0.44 mg/l para el acaricida Tetradifon y 0.07, 0.10, 0.21 y 0.55 mg/l para el herbicida
Propanil.

Se valoraron cada uno de los parametros a las 0, 24, 48, 72, 96 y 120 horas, a
tiempos mayores se observa en los organismos control la aparicion de huevos lo que
puede interferir en la valoracion de los parametros seleccionados; ademas, el efecto del
plaguicida es ya apreciable en los primeros tiempos de exposicién no haciendo
necesario aumentar el tiempo de experimentacion.

En estos ensayos se realizaron 5 replicas compuestas cada una de ellas por
20 animales, dispuestos en botes de vidrio de 60 ml de capacidad y con 10 animales
cada uno. Los animales procedieron del cultivo mantenido en el Laboratorio. Siempre
fueron neonatos de <24 horas de vida los que se expusieron inicialmente a los
plaguicidas durante los diferentes tiempos seleccionados.

Los dafnidos fueron alimentados con el alga N. oculata, incorporando
5x10° cél/ml diariamente al renovar el medio de cada uno de los botes. Las diferentes
concentraciones de plaguicida se prepararon inmediatamente antes de la renovacion del
medio. Todas las concentraciones de un mismo tiempo fueron ensayadas a la vez
incluyendo el control y el control con acetona, en el caso del plaguicida Tetradifon.
Estos ensayos se montaron para cada tiempo de exposicién, para cada parametro
valorado y para los dos plaguicidas objeto de estudio.

Transcurrido el tiempo de exposicion, los animales fueron recogidos utilizando
una pipeta Pasteur de PVC e introducidos en un Ependorf de 1.5 ml de capacidad, se
retird el exceso de agua por completo y se congelaron a —18°C hasta su posterior
utilizacion para la valoracion de los diferentes parametros.
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3.7.1. Determinacion de los niveles de glucégeno.

Para el seguimiento de los niveles de glucogeno tisular se utilizd el método de
Seifter y cols (1950) conocido también como método de la antrona.

Las diferentes muestras, formadas por 20 dafnidos, fueron homogeneizadas en
un homogenizador de vidrio de 1 ml de capacidad, con 0.5 ml de KOH (60%) y 1 ml de
KOH (30 %o0) sobre hielo picado, posteriormente fueron incubadas en un bafio a 100°C
durante 30 minutos.

Tras la digestion producida, las diferentes muestras se enfriaron con agua
corriente durante varios minutos, rapidamente se adicionaron 2 ml de etanol (80%) a
una temperatura de —20°C, se agitaron y se dejaron reposar durante 24 horas a -24°C
para garantizar la precipitacion del glucdgeno.

Una vez transcurridas las 24 horas, las muestras se centrifugaron a 3000 r.p.m.
durante 20 minutos, se elimind el sobrenadante que contenia glucosa libre y se
redisolvid el precipitado en un 1 ml de agua destilada. De esta disolucion se tomaron
0.25 ml y se mezclaron con 1.75 ml de reactivo de antrona (antrona al 0.05% en &cido
sulfurico al 72%) disponiendo la mezcla en un bafio a 100°C durante 15 minutos,
durante los cuales el acido hidroliza el glucégeno en moléculas de glucosa las cuales
reaccionan con la antrona dando lugar a un color verde.

Tras enfriar las muestras bajo el grifo se determind la cantidad de glucdgeno
midiendo la absorbancia de cada una frente a un blanco de agua destilada y reactivo de
antrona a una longitud de onda de 620 nm.

Los datos de absorbancia obtenidos fueron interpolados en una curva patrén de
glucosa, donde x representa la cantidad de glucosa e y la absorbancia. El contenido en
glucdgeno se expreso en ug de glucégeno por individuo y también como ng de
glucdgeno por pg de peso seco.

La curva patron de glucosa se determind a partir de concentraciones crecientes
de glucosa conocidas y, aplicando la metodologia general anteriormente descrita, se
determinaron las absorbancias de las diferentes muestras y se calculé la correspondiente
recta de regresion.
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3.7.2. Determinacion de la concentracién total de lipidos.

Para la extraccion de los lipidos se utilizé el método de Bligh y Dyer (1959). Se
homogeneizaron las muestras, que contenienen 20 animales cada una, en un
homogenizador de vidrio de 1 ml de capacidad, con 300 ul de una mezcla de
cloroformo y metanol en una proporcion de 1:2, sobre hielo picado. Se adicionaron 100
ul de cloroformo, se agitaron las muestras y se afiadieron 100 ul de agua destilada,
agitando de nuevo. Las proporciones entre la cantidad de mezcla cloroformo—metanol
con el cloroformo incorporado después y con el agua destilada utilizada en el Gltimo
paso debe ser de 3:1:1.

Tras dejar reposar las muestras el tiempo suficiente para que se formaran dos
fases, manteniéndolas tapadas para evitar la evaporacion, se succiono la fase inferior
(donde queda el cloroformo reteniendo a los lipidos); la fase superior se eliminé ya que
contiene el agua con el metanol. Esta fase inferior se diluyé con 100 ul de cloroformo
tomandose 50 ul para valorar el contenido de lipidos utilizando el Kit 3321 de Merck
basado en el método de Z6lIner y Kirsch (1962).

Sin desproteinizacion previa, las alicuotas tomadas de las muestras fueron
tratadas con acido sulfdrico e incubadas en un bafio a 100°C durante 10 minutos, tras
enfriar las muestras se incorpord el reactivo vainilla produciéndose la reaccion de
sulfofosfovanilina, donde los lipidos dan una coloracidon rosacea cuya absorbancia es
determinada a 530 nm frente a un standard compuesto por 50 ul de &cido sulfurico y
reactivo vainilla.

La determinacion de lipidos totales se obtiene en mg/100ml mediante la formula:

Abs muestra x 1000
Abs standard

Lipidos Totales =

Una vez conocida la concentracion de lipidos en mg/100 ml se realizaron los
calculos necesarios para expresar los resultados como pg de lipidos por individuo y ng
de lipidos por pg de peso seco.
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3.7.3. Determinacién de los niveles de proteinas.

Para realizar la determinacion de proteinas se utilizo el kit 5656 de la casa Sigma
basado en el método de Lowry (Lowry y cols., 1951).

Cada una de las muestras formadas por 20 dafnias fue homogeneizada en un
homogenizador de vidrio de 1 ml de capacidad, con 200 ul de tampén fosfato a pH 7.2.
De este homogeneizado se tomaron alicuotas de 25 ul y se mezclaron con 0.5 ml de
agua destilada; a estas diluciones se les afiadi6 0.5 ml de reactivo de Lowry.
Transcurridos 20 minutos se adicionaron 0.25 ml del reactivo de Folin, ambos reactivos
estdn presentes en el Kit comercial. Transcurridos otros 30 minutos se midio la
absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 750 nm. Los homogeneizados
fueron mantenidos sobre hielo picado en todo momento, las reacciones posteriores
tuvieron lugar a temperatura ambiente.

El fundamento del test es el siguiente:

Primero reacciona el cobre alcalino con la proteina, la adicion de cobre hace que
se formen enlaces coordinados con los cuatro nitrégenos de los enlaces peptidicos.
Después se reduce el reactivo de folin por la proteina tratada con cobre, obteniendo un
color azul.

Cu*™+ Proteina - Complejo Cu-Proteina

Complejo Cu-Proteina

+ - Reac Folin reducido
Reac Folin oxidado (Azul)
(Amarillo)

Para determinar la concentracion de proteinas presente en cada muestra se
interpolaron los datos en una curva patrén de seroalbimina bovina, la cual se obtiene
por determinacion de la absorbancia de distintas muestras cuya concentracion de
proteinas es conocida. Finalmente, se multiplicé el resultado por el factor de dilucion y
se obtuvo la concentracion de proteinas presente en cada una de las muestras; esta
concentracion multiplicada por el volumen de muestra da la cantidad de proteinas por
muestra. Estos valores son utilizados para realizar los célculos que nos permiten
expresar los resultados como pg de proteinas por individuo y ng de proteinas por ug de
peso seco.
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3.8. DETERMINACION DEL PESO SECO DE D. magna.

Para la determinacion de peso seco se realizaron 5 réplicas para cada uno de los
tratamientos utilizados ( 0.10, 0.18, 0.22 y 0.44 mg/l para el acaricida Tetradifén y 0.07,
0.10, 0.21 y 0.55 mg/I para el herbicida Propanil) y para cada tiempo de exposicion con
ambos plaguicidas. Ante la imposibilidad de determinar el peso de un s6lo individuo, se
utilizaron 50 individuos por replica, para los tiempos méas bajos de exposicion, 0, 24, 48
y 72 horas, para cada una de las concentraciones de los plaguicidas objeto de estudio;
para los tiempos de 96 y 120 horas se utilizaron solamente 25 individuos por réplica.
Los ensayos se iniciaron con neonatos de <24 horas de vida, utilizando frascos de 1.5 |
de capacidad con 300 animales. El medio se cambi¢ diariamente hasta que se cumplia el
tiempo de exposicion. Este procedimiento se repitié para cada uno de los tiempos de
exposicion y para cada una de las concentraciones utilizadas tanto para el acaricida
Tetradifon como para el herbicida Propanil.

Transcurrido el tiempo de exposicién, los individuos fueron dispuestos en un
papel de filtro que a su vez se introdujo en placas Petri de cristal (4x1 cm); estas placas
fueron introducidas en una estufa a 60°C durante 48 horas (Kobayshi y Nezu, 1986).
Transcurrido este tiempo los animales fueron pesados en una balanza de precision.

3.9. CALCULO DEL CONTENIDO CALORICO.

El contenido caldrico representa las reservas energéticas fisiolégicamente
disponibles en el organismo. En este estudio, el contenido caldrico fue calculado
basandonos solamente en los valores obtenidos para los lipidos, el glucogeno y las
proteinas, los valores caldricos utilizados fueron 9.45 cal/mg para los lipidos, 4.1 cal/mg
para el glucégeno y 5.65 cal/mg para las proteinas (Mann y Gallager, 1985). Al realizar
los calculos se expreso el contenido calérico como mcal por individuo y mcal por ug de
peso seco. El contenido caldrico se calculd de este modo para D. magna expuesta a los
diferentes tratamientos de Tetradifon y Propanil.

3.10. ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados obtenidos en todos los estudios realizados fueron sometidos a un
analisis de la varianza (ANOVA) para detectar las posibles diferencias significativas
(p<0.05 y p<0.001) entre los posibles parametros calculados, con respecto al grupo
control. El posterior test de Duncan permiti0 determinar entre qué grupos se
encontraban las diferencias significativas (p<0.05). El andlisis estadistico se realiz6 con
el programa informatico SPSS+ en un ordenador PC compatible.
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4.1. ESTUDIO DE LA TOXICIDAD AGUDA DEL TETRADIFON Y
EL PROPANIL EN D. magna.

Los valores obtenidos por Ferrando y cols. (1996) para la CEs, del Tetradifon en
D. magna fueron de 8.92 mg/l para las 24 horas y 6.92 mg/l para las 48 horas de
exposicion al acaricida.

En la Tabla 2 se muestran los porcentajes de inmovilidad observados en
D. magna para cada una de las concentraciones de Propanil ensayadas y los valores
obtenidos para la CEsp a las 24 y 48 horas de exposicion. Con los datos obtenidos se
trazaron gréaficas en las que se represent6 el porcentaje de inmovilidad con respecto a la
concentracion de herbicida utilizada (Figura 7). Las concentraciones ensayadas fueron
20, 30, 40, 50, 60 y 70 mg/l para las 24 horas; y 2, 4, 6, 8 y 10 mg/l para las 48 horas de
exposicion.

Al observar los valores calculados para la CEsy podemos decir que el herbicida
Propanil provocé una mayor mortalidad de los dafnidos al aumentar el tiempo de
exposicion ya que se obtuvo un valor menor de la CEsy a las 48 horas (5.02 mg/l)
respecto al encontrado a las 24 horas de exposicion (43.75 mg/l).

Tabla 2. Porcentajes de inmovilidad y valores obtenidos de la CEso en D. magna a las
24y 48 horas de exposicion a Propanil.

24 horas 48 horas
Concentracion _ - Concentracion _ -
(mg/1) % inmovilidad (mg/T) % inmovilidad

20 10 2 0

30 15 4 15

40 25 6 70

50 40 8 95

60 90 10 100

70 100 12 100
CEso= 43.75 + 2.69 (mg/I) CEg0=5.02 + 0.32 (mg/I)
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Figura 7. Curvas concentracion-inmovilidad de D. magna tras 24 horas y 48 horas de
exposicion a diferentes concentraciones del herbicida Propanil.

44




Resultados

42.ESTUDIO DE LA TOXICIDAD CRONICA DE LOS
PLAGUICIDAS TETRADIFON Y PROPANIL EN D. magna.

Este estudio se realizd para los dos plaguicidas seleccionados. Para ello, tal y
como se apuntd en el capitulo de Material y Métodos, se tomaron los datos de
reproduccion y supervivencia durante los 21 dias de duracion del ensayo; el Gltimo dia
del test se tomaron las medidas correspondientes a la longitud del caparazon de los
individuos supervivientes.

Con estos datos se elaboraron las tablas de resultados, donde se reflejo el valor
de los diferentes parametros (nUmero de neonatos por hembra, tamafio de la camada,
numero de camadas, tiempo a la primera puesta, longitud, longevidad y tasa intrinseca
de crecimiento natural (r)) con respecto al tratamiento utilizado.

Las concentraciones subletales de Tetradifon utilizadas fueron 0.10, 0.18, 0.22 y
0.44 mg/l, ademas un control exento de téxico y un control con disolvente (22 pl de
acetona /I de medio). Para el herbicida Propanil se utilizaron las concentraciones de
0.07, 0.10, 0.21 y 0.55 mg/l, ademas de un control exento de toxico. No fue necesaria la
utilizacion de disolvente por lo que no se realizé un control adicional.

Para ambos plaguicidas se calculd la concentracion maxima aceptable (MATC)
a partir de los valores de la tasa intrinseca de crecimiento natural (r), obtenidos con la
concentracion de plaguicida més alta para la cual no se observaron efectos (NOEC) y
con la concentracidn de plaguicida mas baja en la que se observo un efecto significativo
(LOEC). También se calcularon las CEsg (concentracion efectiva 50) para los diferentes
parametros estudiados.

4.2.1. ACARICIDA TETRADIFON

4.2.1.1. Tamano de la camada.

Los valores correspondientes al tamarfio de la camada (CDA) aparecen reflejados
en la Tabla 3. Se observa la existencia de una disminucion en el tamafio de la camada,
que se acentla a medida que aumenta la concentracion de plaguicida presente en el
medio. Se obtuvieron valores decrecientes para este parametro desde 26.2 neonatos por
camada (control) hasta 14.5 neonatos en aquellos organismos expuestos a la mayor
concentracion (0.44 ppm) de Tetradifon.
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El andlisis de la varianza (ANOVA) determino la existencia de diferencias
significativas (p<0.001) entre el control y los grupos tratados (Anexo, Tabla 1).

El posterior test de Duncan mostro las diferencias significativas (p<0.05) entre el
control y los dafnidos expuestos a 0.18, 0.22 y 0.44 ppm de plaguicida. No se
encontraron diferencias significativas entre el control y el control con acetona, asi como
entre la concentracion de 0.10 ppm y el control. Los resultados obtenidos con el test de
Duncan se muestran en la Figura 1 del Anexo.

4.2.1.2. NUmero de camadas.

Los valores correspondientes al nimero de camadas (NCDA) se detallan en la
Tabla 3. Se observo la disminucion del nimero de camadas al aumentar la
concentracion de plaguicida utilizada; no obstante la tendencia no es concluyente ya que
los grupos de 0.10 y 0.22 mg/l, presentaron el mismo valor para este parametro.

El andlisis de la varianza (ANOVA) mostré la existencia de diferencias
significativas (p<0.05), entre los grupos tratados y el control; los resultados obtenidos
en este anlisis se muestran en la Tabla 2 del Anexo.

El posterior test de Duncan puso de manifiesto la existencia de diferencias
significativas entre el grupo control y los tratamientos correspondientes a las
concentraciones de 0.18 y 0.44 mg/l de Tetradifén. No se observaron diferencias entre
el control y el control méas acetona (Figura 2 del Anexo).

4.2.1.3. Tiempo a la primera puesta.

Los valores correspondientes al tiempo a la primera puesta (T1PTA) se
encuentran, al igual que los anteriores, en la Tabla 3. Desde el valor correspondiente a la
concentracion de 0.18 hasta la de 0.44 ppm, se observé un aumento gradual en el
tiempo que los individuos tardan en realizar su primera puesta. El control y el control
con acetona presentaron valores de 7.8 y 7.6 dias a la primera puesta, mientras que para
los grupos tratados con 0.22 y 0.44 ppm los valores son de 88 y 9.0 dias
respectivamente.

El andlisis de la varianza (ANOVA) sefal6 la existencia de diferencias
significativas (p<0.05), entre los grupos tratados y el control, los resultados obtenidos
en este analisis se muestran en la Tabla 3 del Anexo.
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El posterior test de Duncan mostré los grupos que presentaban diferencias
significativas con el control, éstos fueron los correspondientes a las concentraciones de
0.18, 0.22 y 0.44 ppm, el control mas disolvente y la concentracion de 0.10 ppm no
mostraron diferencias significativas con el control, los resultados de este test se
muestran en la Figura 3 del Anexo.

4.2.1.4. Numero de neonatos por hembra.

Los valores correspondientes al nimero de neonatos por hembra (NH) aparecen
reflejados en la Tabla 3. Se puede observar una clara disminucion del nimero de estos.
Dicha disminucion se acrecent6 a medida que aumentaba la concentracién de plaguicida
en el medio. Asi, con la concentracion de 0.10 mg/l se obtuvieron 118.2 neonatos por
hembra, 102.1 neonatos por hembra se obtuvieron con la concentracion de 0.18 mg/l,
97.3 neonatos por hembra se obtuvo para el tratamiento de 0.22 mg/l y finalmente con
la concentracion de plaguicida mas alta, 0.44 mg/l, el valor de neonatos por hembra fue
de 65,9 neonatos por hembra.

El analisis estadistico de los resultados (ANOVA) puso de manifiesto la
existencia de diferencias significativas (p<0.001) entre los individuos tratados y los
controles, estas diferencias aparecen a partir de la concentracion de 0.18 mg/l (Tabla 4
del Anexo).

El posterior test de Duncan sefialé las diferencias significativas (p<0.05)
existentes entre el control y los tratamientos de 0.18, 0.22 y 0.44 mg/l. No se
encontraron diferencias significativas entre el control y el control mas acetona, ni entre
la concentracion de 0.10 mg/l y el control (Figura 4 del Anexo).

4.2.1.5. Longevidad.

Los valores para la longevidad (LV) se encuentran en la Tabla 3. No se observan
diferencias apreciables entre el control y los grupos tratados. Los diferentes tratamientos
de Tetradifon no parecieron afectar a la longevidad a lo largo de los 21 dias de duracion
del ensayo.

El andlisis estadistico de la varianza ANOVA, efectivamente, no mostr6
diferencias significativas entre los grupos tratados y el grupo control (p> 0.05) (Tabla 5
del Anexo).
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4.2.1.6. Longitud.

Los resultados correspondientes a la longitud (L) aparecen reflejados en la
Tabla 3. Se puede observar una disminucion en el tamafio del caparazén de los
individuos desde la concentracion mas baja de plaguicida, siendo estos valores de
0.48 cm para el control y el control con acetona y de 0.38 cm para la concentracion mas
alta de 0.44 ppm. Como se puede observar este parametro se ve afectado con todos los
tratamientos.

El andlisis de la varianza (ANOVA), mostrd diferencias significativas (p<0.001),
entre el control y los grupos tratados, estos resultados aparecen en la Tabla 6 del Anexo.

El posterior test de Duncan determind la existencia de diferencias significativas
entre todos los grupos tratados y el grupo control. No se observaron diferencias entre el
control y el control con acetona (Figura 5 del Anexo).

4.2.1.7. Tasa intrinseca de crecimiento natural (r).

Los resultados para la tasa intrinseca de crecimiento natural (r) se muestran en la
Figura 8. Se observa una disminucion en el valor de este parametro a partir de la
concentracion de 0.18 mg/l de Tetradifon. Esta diminucion fue més acusada en los
grupos tratados con 0.22 y 0.44 mg/l. No se observa ningin efecto sobre la
concentracion de 0.10 mg/l y lo mismo sucede con el control con acetona.

El andlisis de la varianza (ANOVA) mostro la existencia de diferencias
significativas (p<0.001) entre el control y los grupos tratados (Tabla 7 del Anexo).

El posterior test de Duncan mostrd que las diferencias se situaban entre el grupo
control y los grupos tratados con las concentraciones de 0.18, 0.22 y 0.44 mg/l. No se
encontraron diferencias significativas entre el control y el control con acetona ni entre la
concentracion de 0.10 mg/l y el control (Figura 6 del Anexo).
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Figura 8. Valores obtenidos para la tasa intrinseca de crecimiento natural (r) en
D. magna expuesta a diferentes concentraciones de Tetradifon. (*) p<0.05.

4.2.1.8. Calculo de la MATC.

Tomando los valores de la concentracion de Tetradifén mas alta para la que no
se observaron efectos (NOEC) en el parametro (r) (que en este caso fue la concentracién
de 0.10 ppm) y la concentracion de Tetradifon mas baja en la que se observé un efecto
significativo (LOEC) (que correspondi6 con la concentracion de 0.18 ppm). Se calculo
la concentracion maxima de toxico aceptable (MATC) para el Tetradifon, como la
media geomeétrica entre la NOEC y la LOEC, el valor de la MATC fue de 0.13 mg/l de
Tetradifon. Esta seria la concentracion de Tetradifon que adn estando presente en el
medio no supondria riesgos significativos para una poblacion de D. magna.

4.2.1.9. Calculo de la CEsp.

A partir de los resultados obtenidos en D. magna por exposicion al plaguicida
Tetradifon, se intentd encontrar una correlacion lineal entre los diferentes parametros
estudiados (y) y la concentracién de plaguicida en el medio (x). S6lo se seleccionaron
aquellos parametros que mostraron un coeficiente de correlacién (r?) mayor de 0.80.
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Los parametros que cumplieron la condicion antes citada fueron: tamafio de la
camada, nimero de camadas, tiempo a la primera puesta, nimero de neonatos por
hembra, longitud y tasa intrinseca de crecimiento natural (r). Las rectas de regresion y
los diferentes valores de la CEsg asi como los coeficientes de correlacion se muestran en
la Tabla 4.

Recordar que la CEs para cada parametro se corresponde con la concentracion
(mg/l) de Tetradifén que produce un 50% de reduccion en el parametro considerado.

Se puede observar que los pardmetros mas sensibles en D. magna frente a la
presencia del plaguicida fueron el nimero de neonatos por hembra y el tamafio de la
camada, ya que presentaron una CEsp menor (0.44 y 0.48 mg/l). Ambos manifiestan una
correlacion muy alta (0.99), lo cual es identificativo de una gran dependencia lineal con
la concentracion de plaguicida empleada. La longitud y la tasa intrinseca de crecimiento
natural (r) presentaron valores altos de correlacion pero no fueron parametros tan
sensibles frente a la contaminacion por este plaguicida, ya que poseen CEsy, mas altas
que los parametros anteriores. EI nUmero de camadas fue el parametro menos afectado.
De este modo, para una concentracion dada de Tetradifon en el medio, el nimero de
neonatos por hembra fue el parametro més sensible como indicador de la contaminacion
por este acaricida, seguido de el tamafio de la camada, la longitud y la tasa intrinseca de
crecimiento natural (r).

Tabla 4. Ecuaciones de regresion, coeficientes de correlacion (r?) y CEso (mg/l) para los
diferentes parametros evaluados en D. magna expuesta a Tetradifon.

Parametro Recta de regresion r? CEso
Tamafio camada Y=27.89 - 30.92x 0.99 0.48
n°® de camadas Y=4.88 - 0.98x 0.86 242
Tiempo 12 puesta Y=7.95 - 2.79x 0.90 1.34
neonatos / hembra Y=131.12 - 149.96x 0.99 0.44
Longitud Y=0.49 - 0.25x 0.97 1.00

r Y=0.33 - 0.16x 0.94 1.03
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4.2.2. HERBICIDA PROPANIL.

4.2.2.1. Tamario de la camada.

Los valores correspondientes para el tamafio de la camada (CDA) aparecen en la
Tabla 5. Se puede observar un descenso en el tamafio de la camada desde la
concentracion de Propanil mas baja utilizada. Esta disminucién es mayor conforme
aumenta la concentracion de toxico presente en el medio. Se encontraron valores entre
los 26.2 neonatos del control y los 2.9 neonatos por camada con la concentracion de
0.55 mg/l.

El andlisis de la varianza puso de manifiesto que existian diferencias
significativas (p<0.001) entre el grupo control y los grupos tratados (Tabla 8 del
Anexo). El posterior test de Duncan mostr6 que todos los grupos tratados presentaban
diferencias significativas con respecto al grupo control, los resultados se muestran en la
Figura 7 del Anexo.

4.2.2.2. NUmero de camadas.

Los valores obtenidos para el nimero de camadas (NCDA) se muestran en la
Tabla 5. Al igual que sucede con el tamafio de la camada, en el nimero de camadas
también se observo una disminucién que aumenta al aumentar la concentracion de
Propanil. Los valores obtenidos oscilaron entre las 5 camadas obtenidas en el grupo
control y las 1.7 camadas obtenidas con el tratamiento de 0.55 mg/I.

El analisis de la varianza (ANOVA) mostré la existencia de diferencias
significativas (p<0.001) entre el grupo control y los diferentes tratamientos. Estos
resultados se muestran en la Tabla 9 del Anexo.

El posterior test de Duncan dio a conocer que todos los grupos tratados
mostraban diferencias significativas con respecto al grupo control, estos datos se
encuentran en la Figura 8 del Anexo.

4.2.2.3. Tiempo a la primera puesta.

En la Tabla 5 aparecen los valores obtenidos para el tiempo a la primera puesta
(T1PTA). Se observa un aumento en el numero de dias transcurridos desde el comienzo
del experimento hasta la primera reproduccion de los animales tratados.
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Los valores obtenidos para que se diera la primera reproduccion fueron 7.8 dias
en el control, 10.1, 10.1 y 10.0 dias para las concentraciones de 0.07, 0.10 y 0.21 mg/I
respectivamente. Finalmente el valor mas alto de 12 dias se obtuvo con la concentracion
mas alta utilizada (0.55mg/l).

Al realizar el anélisis de la varianza (ANOVA) se comprob0 la existencia de
diferencias significativas (p<0.001) entre los diferentes grupos tratados y el grupo
control (Tabla 10 del Anexo).

El posterior test de Duncan revel6 que todos los grupos presentaban diferencias
significativas con respecto al grupo control (Figura 9 del Anexo).

4.2.2.4. Numero de neonatos por hembra.

Los valores correspondientes al nimero de neonatos por hembra (NH) también
se muestran en la Tabla 5. En este caso, se observd un descenso importante en el
nimero de neonatos por hembra. Esta disminucion se acentué al aumentar la
concentracion de plaguicida en el medio. Encontramos valores de 131.7 neonatos por
hembra para el grupo control, 87.1, 80.1 y 38.5 neonatos por hembra para las
concentraciones de 0.07, 0.10 y 0.21 mg/l respectivamente. El descenso méas acusado se
present6 con la concentracion de 0.55 mg/l donde se contabilizaron 14.4 neonatos por
hembra.

El andlisis de la varianza (ANOVA) puso de manifiesto la existencia de
diferencias significativas (p<0.001) entre los grupos tratados y el grupo control. Estos
resultados se muestran en la Tabla 11 del Anexo. El posterior test de Duncan mostrd
que todos los tratamientos presentaban diferencias significativas con respecto al grupo
control (Figura 10 del Anexo).

4.2.2.5. Longevidad.

La Tabla 5 muestra los resultados obtenidos para la longevidad. Se observa que
s6lo con la concentracién de Propanil més alta este parametro se ve afectado, puesto que
el numero de dias que los animales sobrevivieron desde el inicio del ensayo fue de 21
para el control y las concentraciones de 0.07 y 0.10 mg/l; en la concentracion de
0.21mg/l se obtuvo un valor de 20.27 dias y, finalmente, los animales que menos dias
sobrevivieron fueron los expuestos a 0.55 mg/l con un valor medio de 12.9 dias.
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El andlisis de la varianza (ANOVA) puso de manifiesto la existencia de
diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos tratados y el control (Tabla 12 del
Anexo).

Al realizar el posterior test de Duncan se encontrd que solamente la
concentracion de 0.55 mg/l mostré diferencias significativas con respecto al grupo
control (Figura 11 del Anexo).

4.2.2.6. Longitud.

Los valores obtenidos para la logitud (L) aparecen reflejados en la Tabla 5. Los
resultados obtenidos presentan una gran similaridad ya que solamente para el grupo
tratado con 0.55 mg/l se obtiene un valor de 0.42 cm, el resto de grupos incluido el
control presentaron el mismo valor de 0.48 cm.

Al realizar el analisis de la varianza se confirmo la existencia de diferencias
significativas (p<0.001) entre los grupos tratados y el grupo control (Tabla 13 del
Anexo).

El test de Duncan mostro que solamente los animales tratados con 0.55 mg/l de
Propanil presentaban diferencias significativas con el grupo control (Figura 12 del
Anexo).

4.2.2.7. Tasa intrinseca de crecimiento natural (r).

En la Figura 9 se muestran los resultados para la tasa intrinseca de crecimiento
natural (r). Se observo una disminucion de su valor a medida que aumentd la
concentracion del herbicida Propanil en el medio, esta disminucién es mas acusada en la
concentraciones de 0.10, 0.21 y 0.55 mg/l donde se obtuvieron valores de 0.26, 0.23 y
0.14 dias™ respectivamente. Por otro lado, el grupo control y el tratamiento de 0.07 mg/I
presentaron valores de 0.32 y 0.27 dias™.

Al realizar el analisis de la varianza (ANOVA) se determino la existencia de
diferencias significativas (p<0.001) entre los grupos tratados y el grupo control (Tabla
14 del Anexo).

El test de Duncan mostré que los grupos que presentaban diferencias
significativas con el grupo control fueron los tratamientos de 0.10, 0.21 y 0.55 mg/I
(Figura 13 del Anexo).
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Figura 9. Valores obtenidos para la tasa intrinseca de crecimiento natural (r) en
D. magna expuesta a diferentes concentraciones de Propanil. (*) p<0.05.

4.2.2.8. Calculo de la MATC.

Para obtener el valor de la maxima concentracion de toxico aceptable (MATC)
se realizd, como en el caso del acaricida Tetradifon, la media geométrica entre la
concentracion de herbicida para la que no se observaron efectos (NOEC) en el
parametro (r), que fue la concentracion de 0.07 mg/l y la concentracion més baja en la
que se observé un efecto significativo (LOEC), que fue la concentracion de 0.10 mg/I.
Con estos datos la MATC tomé un valor de 0.084 mg/l de Propanil. Como se ha
comentado en el caso del Tetradifon, esta seria la concentracion de Propanil que aun
estando presente en el medio no provocaria efectos significativos en la tasa intrinseca de
crecimiento natural (r) de D. magna, por lo tanto no supondria un riesgo para la
poblacion.

4.2.2.9. Célculo de la CExp.

Como en el caso del acaricida Tetradifon, se utilizaron los valores obtenidos
para los diferentes pardmetros (Tabla 6) con el objeto de encontrar una correlacion
lineal entre éstos y las diferentes concentraciones de Propanil utilizadas.

56



Resultados

En todos los casos “y” representa los valores de los parametros estudiados y “x”
la concentracion de herbicida ensayada.

Se seleccionaron aquellos parametros que presentaron un coeficiente de
correlacién r’> mayor de 0.80.

Los parametros que cumplieron esta premisa fueron: el nUmero de neonatos por
hembra, el tamafio de la camada, el niUmero de camadas por hembra y la tasa intrinseca
de crecimiento natural (r). Las rectas de regresion y los valores obtenidos para la CEs,
al igual que los coeficientes de correlacion, se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6. Ecuaciones de regresion, coeficientes de correlacion (r?) y CEso (mg/l) que
describen la relacion que existe entre las diferentes concentraciones de Propanil (mg/l) y
los valores de los diferentes parametros estudiados en D. magna expuesta a Propanil.

Parametro Recta de regresion r? CEso

Numero de neonatos por hembra Y=105-188x 0.90 0.21
Tamafo de la camada Y=23.9-41.4x 0.95 0.26
Numero de camadas Y=4.45-4.87x 0.98 0.40

Tasa intrinseca (r) Y=0.30-0.31x 0.97 0.45

Los parametros mas sensibles a la presencia de Propanil en el medio fueron: el
nimero de neonatos por hembra y el tamafio de la camada ya que son los que
presentaron los valores mas bajos de CEsp, 0.21 y 0.26 mg/l respectivamente. La
correlacion que presentan todos los pardmetros es muy alta, estando en todos los casos
por encima del 0.90 de coeficiente de correlacion, ésto indica una buena relacién lineal
entre los diferentes tratamientos y los valores de los diferentes parametros estudiados.
Para el niUmero de camadas Yy la tasa intrinseca de crecimiento natural (r) se encuentran
valores de CEsy mas altos, lo que indicd una menor sensibilidad de estos parametros
frente a la presencia del herbicida Propanil en el medio.

Como ocurri6 con el acaricida Tetradifén, el nimero de neonatos por hembra fue
el pardmetro mas sensible como indicador de la contaminacion por el herbicida
Propanil.
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4.3. EECTO DE LOS PLAGUICIDAS TETRADIFON Y PROPANIL
SOBRE EL COMPORTAMIENTO FILTRADOR DE D. magna.

4.3.1. ACARICIDA TETRADIFON.
4.3.1.1. Tasa de filtracion.

Los resultados correspondientes a este parametro se muestran en la Figura 10. La
tasa de filtracion disminuyé en D. magna expuesta a concentraciones crecientes de
Tetradifon. El valor disminuyo desde 512.6 y 514.3 ul/ind/h, en el control y control con
acetona, hasta 115.7 ul/ind/h en los dafnidos expuestos a 0.44 mg/l de plaguicida. Los
porcentajes de inhibicién con respecto al control para las concentraciones 0.10, 0.18,
0.22 y 0.44 mg/1 fueron respectivamente 41%, 67%, 62% y 77%.

El andlisis de la varianza (ANOVA) puso de manifiesto la existencia de
diferencias significativas (p<0.001) entre los diferentes tratamientos y el grupo control.
Los resultados de este analisis se muestran en la Tabla 15 del Anexo.

El test de Duncan realizado con posterioridad mostrd los grupos que presentaban
diferencias significativas (p<0.05) con el grupo control, en este caso todos los
tratamientos (0.10, 0.18, 0.22 y 0.44 mg/l),excepto el control con acetona, presentaron
diferencias significativas con el control. Los resultados obtenidos en este test se
muestran en la Figura 14 del Anexo.

4.3.1.2. Tasa de ingestion.

Al igual que para la tasa de filtracion, la de ingestion se ve inhibida incluso con
las concentraciones de plaguicida mas bajas (Fig. 10). La tasa de ingestion disminuyd
de un valor, en el grupo control, de 108.4x10° cél/ind/h a 62.5x10° cél/ind/h con la
concentracion de 0.10 ppm; a partir de esta concentracion continué el descenso de la
misma hasta 50.4x10° cél/ind/h con la concentracién mas alta (0.44 ppm). Para cada una
de las concentraciones 0.10, 0.18, 0.22 y 0.44 mg/l los porcentajes de inhibicion fueron
respectivamente de 42%, 50%, 36% y 54%.

El analisis de la varianza (ANOVA) mostr6 que existian diferencias
significativas (p<0.001) entre los grupos tratados y el control (Tabla 16 del Anexo). El
test de Duncan puso de manifiesto que los grupos correspondientes a la concentraciones
de 0.10, 0.18, 0.22 y 0.44 ppm presentaban diferencias significativas (p<0.05) respecto
al control; estas diferencias no se presentaron en el control con acetona (Figura 15 del
Anexo).
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Figura 10. Tasas de filtracion e ingestion de D. magna expuesta a diferentes
concentraciones del acaricida Tetradifon durante 5 horas. (*) p<0.05.
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4.3.2. HERBICIDA PROPANIL.

4.3.2.1. Tasa de filtracion.

Los resultados correspondientes a este parametro se muestran en la Figura 11. La
presencia de herbicida en el medio produce una rapida inhibicién de la tasa de filtracién
que se ve acentuada para las concentraciones de 0.21 y 0.55 mg/l las cuales presentan
unos valores de 183 y 180 ul/ind/hr, en el control se observa un valor de 323 pl/ind/hr.
Los porcentajes de inhibicion con respecto al control para las concentraciones de 0.07,
0.10, 0.21 y 0.55 mg/I fueron respectivamente: 7%, 35%, 43% y 44%.

El andlisis de la varianza (ANOVA) puso de manifiesto la existencia de
diferencias significativas (p<0.001) entre los diferentes tratamientos y el grupo control
(Tabla 17 del Anexo).

El posterior test de Duncan mostr6 los grupos que presentaban estas diferencias
significativas (p<0.05) con el grupo control, estos grupos fueron los tratados con 0.10,
0.21y 0.55 mg/I de Propanil (Figura 16 del Anexo).

4.3.2.2. Tasa de ingestion.

Al igual que para la tasa de filtracion, la de ingestion disminuyo desde la
concentracion de 0.10 ppm (Fig. 11). A partir de esta concentracion se produjo un
descenso mayor, dandose en el resto de concentraciones los siguientes valores:
71x10° cél/ind/hr en la concentracién de 0.21 y 59x10° cél/ind/hr en la concentracion
mas alta (0.55 ppm). Para cada una de las concentraciones de 0.07, 0.10, 0.21 y 0.55
mg/l los porcentajes de inhibicidn fueron respectivamente 15%, 39%, 47% y 56%.

El analisis de la varianza (ANOVA) mostrd la existencia de diferencias
significativas (p<0.001) entre los diferentes tratamientos y el grupo control (Tabla 18
del Anexo). El posterior test de Duncan indicé que los tratamientos con 0.10, 0.21 y
0.55 mgl/l, presentaban diferencias significativas (p<0.05) con el grupo control (Figura
17 del Anexo).
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Figura 11. Tasas de filtracién e ingestion de D. magna expuesta a diferentes
concentraciones del herbicida Propanil durante 5 horas. (*) p<0.05.
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44.EFECTO DE LOS PLAGUICIDAS TETRADIFON Y
PROPANIL EN LA FISIOLOGIA DE D. magna.

Para el estudio de las alteraciones fisiol6gicas que se producen en el crustaceo
D. magna por la presencia de los plaguicidas Tetradifon y Propanil, se llevo a cabo la
determinacion y el analisis de la concentracion de diferentes biomoléculas cuyo papel
en los seres vivos es esencial al formar parte de las reservas energéticas que se ven
implicadas en las respuestas al estrés producido por la presencia de un toxico en el
medio.

Para poner de manifiesto los cambios en el metabolismo energético de D. magna
se determinaron los niveles de las reservas energéticas a diferentes tiempos de
exposicion al contaminante (0, 24, 48, 72, 96 y 120 horas). Las reservas energéticas a
las 0 horas indican los niveles iniciales de las diferentes sustancias valoradas. Este valor
va aumentando a lo largo del tiempo ya que los dafnidos van creciendo durante todo el
tiempo que duran los ensayos, por tanto es un dato que nos indica los valores de partida
para todos los tratamientos y para todos los tiempos.

A fin de valorar los efectos subletales para cada uno de los plaguicidas objeto de
estudio se utilizaron varias concentraciones subletales de cada uno de ellos. Estas
concentraciones fueron: 0.10, 0.18, 0.22 y 0.44 mg/l para el acaricida Tetradifén y 0.07,
0.10, 0.21 y 0.55 mg/l para el herbicida Propanil; en ambos casos se ensay6 un control,
ademas, para el Tetradifon un control con acetona.

En este apartado se muestran los resultados obtenidos para cada una de las
reservas energéticas estudiadas y el contenido calérico calculado a partir de los valores
presentados, para cada concentracion, cada tiempo y cada uno de los plaguicidas objeto
de estudio. También se muestra el peso seco por individuo obtenido para cada
plaguicida durante los diferentes tiempos de experimentacion y para los diferentes
tratamientos. Conocer este dato permite poder plasmar los resultados de dos formas: el
contenido de las reservas energéticas y el contenido calérico por individuo, y el
contenido de reservas energéticas y el contenido caldrico por peso. Se completan estos
resultados mostrando el porcentaje, respecto al control, de cada una de estas reservas
energéticas junto con el contenido caldrico por individuo y el porcentaje respecto al
peso que cada una de estas reservas representa para los diferentes tiempos de exposicién
y los diferentes tratamientos con ambos plaguicidas.
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4.4.1. ACARICIDA TETRADIFON.

4.4.1.1. Efecto sobre el metabolismo energético (expresado por
individuo).

4.4.1.1.1. Niveles tisulares de glucégeno.

Los resultados obtenidos para este pardmetro se muestran en la Tabla 7; del
mismo modo, en la Figura 12 se representan los porcentajes con respecto al control para
cada uno de los tratamientos a los diferentes tiempos de exposicion. Se observa que en
los organismos control, al aumentar la edad de los individuos, aumentan los niveles
tisulares de glucdgeno; esta misma tendencia se puede comprobar en los organismos
pertenecientes al grupo control con acetona.

Por otra parte, se observé una disminucion de los niveles de glucdgeno al
aumentar la concentracion de Tetradifon en el medio. Al aumentar el tiempo de
exposicion aumentaron las diferencias entre los diferentes tratamientos y el grupo
control, por tanto aumentan los efectos producidos por los diferentes tratamientos.

El valor obtenido a las 0 horas fue de 0.17 ug/Daphnia. Este seria el de
glucdgeno inicial que presentan los individuos y aumenta con el tiempo, siendo éste
mayor en el grupo control.

Durante las primeras 24 horas de exposicion, los valores oscilaron entre los
0.25ug/Daphnia (control y control con acetona) y los 0.21 pg/Daphnia para la
concentracion de 0.44 mg/l. El anélisis de la varianza no mostré la existencia de
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos y el grupo control (Tabla 19
del Anexo).

Tras 48 horas de exposicion al plaguicida se aprecia una disminucion de los
niveles de glucdgeno. Los valores oscilaron entre los 0.37 pg/Daphnia obtenidos en el
control y los 0.24 ug/Daphnia que se obtuvieron con la concentracion mas alta. El
andlisis de la varianza (ANOVA) puso de manifiesto la existencia de diferencias
significativas (p<0.001) entre los grupos tratados y el control (Tabla 20 del Anexo). Al
realizar el posterior test de Duncan se vid que estas diferencias (p<0.05), las
presentaban los grupos tratados con 0.22 y 0.44 mg/l (Figural8 del Anexo).
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Transcurridas 72 horas de exposicion, los valores obtenidos para los diferentes
tratamientos fueron los siguientes: 0.47 ug/Daphnia para el control, 0.47, 0.36, 0.41,
0.31 y 0.24 ug/Daphnia, para el control mas acetona, 0.10, 0.18, 0.22 y 0.44 mg/l
respectivamente. En este caso, al realizar el analisis de la varianza (ANOVA) obtuvimos
diferencias significativas (p<0.001) con respecto al grupo control (Tabla 21 del Anexo),
el test de Duncan mostro que los grupos con diferencias (p<0.05) eran los grupos
tratados con 0.10, 0.22 y 0.44 mg/l de Tetradifon (Figura 19 del Anexo).

A las 96 horas de exposicion los niveles de glucdgeno en los tratamientos de
0.18, 0.22 y 0.44 mg/l presentaron valores de 0.40, 0.34 y 0.29 ng/Daphnia
respectivamente, siendo para el grupo control de 0.53 ug/Daphnia. La existencia de
diferencias significativas (p<0.001) entre los diferentes tratamientos y el grupo control
vino dada por el analisis de la varianza (ANOVA) cuyos resultados se encuentran en la
Tabla 22 del Anexo. El test de Duncan mostro que los grupos tratados con 0.18 mg/l de
Tetradifon y superiores mostraban diferencias significativas (p<0.05) con respecto al
grupo control (Figura 20 del Anexo).

Por Gltimo a las 120 horas, los niveles de glucogeno en los tratamientos mas
altos presentaron un descenso de mas del 50% con respecto al grupo control
(0.64 ng/Daphnia). El analisis de la varianza (ANOVA) mostrd la existencia de
diferencias significativas (p<0.001) entre los diferentes grupos (Tabla 23 del Anexo); el
test de Duncan indicé que todos los tratamientos mostraron diferencias significativas
con el grupo control (Figura 21 del Anexo).

Para ningun tiempo de exposicion el control con acetona mostré diferencias
significativas con respecto al grupo control.
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Figura 12. Contenido en glucégeno (porcentajes respecto al control) para D. magna
expuesta a diferentes concentraciones del acaricida Tetradifon. (*) p<0.05.
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4.4.1.1.2. Niveles tisulares de lipidos.

Los resultados obtenidos en el contenido lipidico de D. magna se muestran en la
Tabla 8 y en la Figura 13 (porcentajes respecto al control) para los diferentes
tratamientos utilizados y tiempos.

Tanto en la tabla como en la figura se puede observar que el efecto del
Tetradifon sobre los niveles lipidicos se ve acentuado no sélo al aumentar la
concentracion del acaricida presente en el medio, sino también al aumentar el tiempo de
exposicion. Asi, tras 120 horas de exposicion, la reduccion en el contenido lipidico
representa mas de un 80% con respecto al control.

Desde las primeras 24 horas de exposicion, el efecto del plaguicida se hace
evidente y el andlisis de la varianza (ANOVA) indico la existencia de diferencias
significativas (p<0.05) (Tabla 24 del Anexo). El test de Duncan sitto estas diferencias
(p<0.05) entre los grupos tratados con 0.22 y 0.44 mg/l y el grupo control (Figura 22 del
Anexo). Los valores que se obtuvieron en este tiempo se encuentran entre los
8.07 ug/Daphnia obtenidos para el grupo control y los 3.13 pg/Daphnia que se
obtuvieron con la concentracion de 0.44 mg/l.

Todas las concentraciones de Tetradifon utilizadas provocaron un descenso
significativo en los niveles de lipidos tisulares tras 48 horas de exposicion (Anexo:
Tabla 25, Figura 23), que fue mas acusado con 0.44 ppm.

A las 72 horas de exposicion la disminucion del contenido lipidico es menor,
encontrando valores de 12.87 pg/Daphnia para el grupo control y de 9.18 ug/Daphnia
para la concentracion de plaguicida mas alta utilizada. El andlisis de la varianza
(ANOVA) indico la existencia de diferencias significativas (p<0.001) (Tabla 26 del
Anexo). El test de Duncan mostré que las diferencias significativas (p<0.05) se
encontraron con 0.18 mg/l y concentraciones superiores (Figura 24 del Anexo).

El descenso en los niveles de lipidos fue mayor (casi 50%) a las 96 horas de
exposicion con 0.44 mg/l. La ANOVA (Tabla 27 del Anexo) indicé la existencia de
diferencias significativas (p<0.05); estas diferencias se encontraron entre los
tratamientos de 0.18 mg/l y superiores y el grupo control, tal y como mostré el test de
Duncan (Figura 25 del Anexo).

Por ultimo, a las 120 horas, se observan descensos muy acusados en el contenido
lipidico en todos los grupos tratados con Tetradifon.
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Los valores obtenidos para los diferentes tratamientos (0.10, 0.18, 0.22 y
0.44 mg/l) fueron: 15.14, 4.81, 3.04 y 1.87 ug/Daphnia respectivamente, obteniéndose
un valor de 18.26 ug/Daphnia para el grupo control.

El analisis de la varianza (ANOVA) indicé la existencia de diferencias
significativas (p<0.001) (Tabla 28 del Anexo). El test de Duncan mostré que todos los
grupos presentaban diferencias significativas con respecto al grupo control (Figura 26
del Anexo).

En ningun caso el control con acetona presento diferencias significativas con el
grupo control.
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Figura 13. Contenido en lipidos (porcentajes respecto al control) para D. magna
expuesta a diferentes concentraciones del acaricida Tetradifon. (*) p<0.05.
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4.4.1.1.3. Niveles tisulares de proteinas.

En la Tabla 9 se muestran los resultados obtenidos en los niveles de proteinas de
D. magna tras el tratamiento con Tetradifon. Por otra parte, en la Figura 14 se
representan los valores en forma de porcentaje respecto al control para cada uno de los
tratamientos a los diferentes tiempos de exposicion.

Como ocurria con el contenido en glucdgeno y lipidos, el contenido en proteinas
disminuye al aumentar la concentracion de Tetradifon en el medio, asi como al
aumentar el tiempo de exposicion. En general, el contenido en proteinas aumenta con la
edad de los individuos, encontrando a las 120 horas valores més altos que a las 24 horas
de exposicion.

Durante las primeras 24 horas de exposicion se observo un descenso en las
proteinas que fue significativo para las concentraciones de Tetradifon mas altas
utilizadas, asi lo confirmo el anélisis de la varianza (ANOVA) (Tabla 29 del Anexo). El
posterior test de Duncan mostr6 que los grupos que presentaban diferencias
significativas con respecto al control eran los tratados con 0.22 y 0.44 mg/l (Figura 27
del Anexo). Los valores obtenidos para estos tratamientos fueron 5.98 vy
5.80 ug/Daphnia presentando el control un valor de 7.40 ug/Daphnia.

Resultados similares se encontraron en D. magna a las 48 y 72 horas de
exposicion al plaguicida. El analisis de la varianza (ANOVA) vy el posterior test de
Duncan, mostraron la existencia de diferencias significativas con las concentraciones de
0.22 y 0.44 mg/l (Tablas 30 y 31, Figuras 28 y 29, del Anexo).

Es a partir de las 96 horas cuando se observé que los descensos en el contenido
proteico fueron significativos para todos los tratamientos utilizados, como mostraron el
andlisis de la varianza (ANOVA) (Tabla 32 del Anexo) y el posterior test de Duncan
(p<0.05) (Figura 30 del Anexo). Los valores obtenidos oscilaron entre
14.91 pg/Daphnia para el control y 9.08 ug/Daphnia para la concentracion de 0.44 mg/I.

Por ultimo, a las 120 horas de exposicion, también se observaron diferencias
significativas entre el control y los dafnidos expuestos al plaguicida, como se puede
observar en el analisis de la varianza (ANOVA) (Tabla 33 del Anexo) y el posterior test
de Duncan (Figura 31 del Anexo). En este caso, los niveles proteicos se redujeron hasta
un 30% (0.44 mg/l) respecto al control. En ningln caso el control con acetona mostro
diferencias significativas con el grupo control.
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Figura 14. Contenido en proteinas (porcentajes respecto al control) para D. magna
expuesta a diferentes concentraciones del acaricida Tetradifon. (*) p<0.05.
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4.4.1.1.4. Contenido calodrico.

Los resultados obtenidos en el contenido caldrico en D. magna tras exposicion al
plaguicida Tetradifon se muestran en la Tabla 10. En la Figura 15 podemos ver
representados estos mismos datos en porcentaje respecto al control.

Al calcularse el contenido calérico a partir de los valores obtenidos para el
glucdgeno, los lipidos y las proteinas se observa que el efecto sobre este parametro es
muy intenso encontrando reducciones en el numero de calorias de méas del 50% en los
tiempos méas bajos de exposicion. El efecto del Tetradifon no solo aumenta con la
concentracion de plaguicida presente en el medio sino que lo hace al aumentar el tiempo
de exposicion. En el control y el control con acetona se aprecia que el contenido
caldrico aumenta con la edad de los individuos, este comportamiento no es tan evidente
en los grupos tratados.

A las 0 horas se encuentra que el contenido caldrico fue de 67.24 mcal/Daphnia.
A las primeras 24 horas de exposicion se aprecia que la reduccion en el contenido
caldrico es significativa para todo los tratamientos, como muestra el analisis de la
varianza (ANOVA) que indicé la existencia de diferencias significativas (p<0.001)
(Tabla 34 del Anexo) y el posterior test de Duncan situd estas diferencias (p<0.05) entre
todos los grupos tratados y el grupo control (Figura 32 del Anexo). Los valores del
contenido caldrico se situan entre las 131.82 mcal/Daphnia obtenidas para el grupo
control y las 58.08 mcal/Daphnia que se obtienen para el grupo tratado con 0.44mg/l de
Tetradifon. Este Gltimo valor es incluso menor que el obtenido a las 0 horas.

Tras 48 horas de contacto con el acaricida el contenido calérico presentd unos
valores de: 134.42, 120.00, 100.64 y 92.82 mcal/Daphnia para cada uno de los
tratamientos: 0.10, 0.18, 0.22 y 0.44 mg/l respectivamente, mientras que el valor del
control fue de 155.82 mcal/Daphnia. Al realizar el andlisis de la varianza (ANOVA) se
obtuvieron diferencias significativas (p<0.001) entre los grupos (Tabla 35 del Anexo).
El test de Duncan indicé que estas diferencias (p<0.05) las presentaban todos los
tratamientos con respecto al grupo control (Figura 33 del Anexo).

A las 72 horas de exposicion encontramos que solamente los animales tratados
con 0.18, 0.22 y 0.44 mg/l presentaron diferencias significativas como mostrd el analisis
de la varianza (ANOVA) (Tabla 36 del Anexo); el posterior test de Duncan indic6é que
eran estos grupos los que presentaban las diferencias significativas (p<0.05) con
respecto al grupo control (Figura 34 del Anexo). Para este tiempo, los animales tratados
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con 0.10 mg/l no presentaron diferencias significativas con el grupo control como
ocurre en los tiempos anteriores. El valor alcanzado para los grupos tratados con 0.18,
0.22 y 0.44 mg/l fue de 171.00, 149.80 y 138.50 mcal/Daphnia respectivamente, el
valor para el grupo control fue de 194.78 mcal/Daphnia.

Después de 96 horas de exposicion el contenido caldrico de los individuos de
D. magna expuestos a Tetradifon decrece al aumentar la concentracion de toxico, al
igual que ocurre en todos los tiempos anteriores. Para este caso, todos los grupos
tratados presentaron diferencias significativas respecto del grupo control, como puso de
manifiesto el analisis de la varianza (ANOVA) (Tabla 37 del Anexo) y el posterior test
de Duncan (Figura 35 del Anexo).

Por ultimo, a las 120 horas, se encuentran reducciones importantes en los grupos
tratados con mayores concentraciones de Tetradifon siendo éstas del 61 y 65 % para los
tratamientos de 0.22 y 0.44 mg/l respectivamente. Al igual que para las 96 horas todos
los grupos tratados presentaron diferencias significativas con respecto al grupo control.
El ANOVA (p<0.001) (Tabla 38 del Anexo), y el test de Duncan indicaron que todos
los tratamientos presentaban diferencias significativas (p<0.05) con respecto al grupo
control (Figura 36 del Anexo).

En ningun caso el control con acetona mostrd diferencias significativas con
respecto al grupo control.
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a diferentes concentraciones del acaricida Tetradifon. (*) p<0.05
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4.4.1.1.5. Peso seco.

Los valores obtenidos para el peso seco de individuos de D. magna expuestos a
Tetradifon se muestran en la Tabla 11. Podemos observar que el aumento de la
concentracion de plaguicida hace que disminuya el peso de los dafnidos. Por otra parte,
el peso aumento6 con la edad de los animales en todos los casos, y también se observo
que al aumentar el tiempo de exposicién las diferencias entre los diferentes tratamientos
y el grupo control se iban reduciendo.

Los neonatos (a las 0 horas) presentaron un peso de 18.40 pg (este es el peso
inicial para todos los individuos utilizados en el ensayo), que aumentara con la edad de
los individuos hasta 90.29ug (a las 120 horas).

A las primeras 24 horas de exposicion se puede observar que el peso de los
dafnidos se mantuvo similar con todos los tratamientos, por ello el ANOVA no reveld la
existencia de diferencias significativas (Tabla 39 del Anexo).

Los dafnidos de 48 horas de vida fueron los més sensibles a la presencia de
concentraciones crecientes de Tetradifon en el medio. Se observd una disminucion en el
peso de los individuos al aumentar la concentracion de acaricida. Los resultados
obtenidos fueron los siguientes: 34.40, 32.00, 23.20, 23.20, 21.60 y 21.20 ug para el
control, el control con acetona, y las concentraciones de: 0.10, 0.18, 0.22 y 0.44 mg/l
respectivamente.

Al realizar el analisis de la varianza (ANOVA) se comprobé la existencia de
diferencias significativas (p<0.001) entre los grupos (Tabla 40 del Anexo). El posterior
test de Duncan indic6 que las diferencias (p<0.05) se encontraban entre todos los grupos
tratados y el grupo control (Figura 37 del Anexo). Este es el Gnico tiempo en el que
todos los tratamientos presentaron diferencias significativas con el grupo control.

Encontramos que tras 72 horas de exposicion solamente los animales tratados
con las concentraciones de 0.22 y 0.44 mg/l presentaron disminuciones significativas en
su peso con respecto al grupo control. Esto se comprobd al realizar el analisis de la
varianza (ANOVA) (p<0.01) (Tabla 41 del Anexo) y el posterior test de Duncan que
sitlio esta diferencias entre los grupos tratados con 0.22 y 0.44 mg/l y el control (Figura
38 del Anexo).

Similares resultados se encontraron tras 96 horas de exposicién, solamente los
animales tratados con las concentraciones més altas de Tetradifon presentaron
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diferencias significativas con el grupo control. El andlisis de la varianza (ANOVA)
mostrd la existencia de diferencias significativas (p<0.001) entre los diferentes grupos
(Tabla 42 del Anexo) y el test de Duncan indico que las diferencias (p<0.05) se
encontraban entre los tratamientos de 0.22 y 0.44 mg/l y el control (Figura 39 del
Anexo).

Finalmente, a las 120 horas se hall6 que solo los individuos expuestos a la
concentracion mas alta presentaron diferencias significativas con respecto al grupo
control. El analisis de la varianza (ANOVA) indico la existencia de diferencias
significativas (p<0.01) (Tabla 43 del Anexo), y el test de Duncan mostré que las
diferencias (p<0.05) se encontraban entre el grupo tratado con 0.44 mg/l y el grupo
control (Figura 40 del Anexo).

En todos los casos el control con acetona no mostrd diferencias significativas
con respecto al grupo control.
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4.4.1.2. Efecto sobre el metabolismo energético (expresado por
peso).

4.4.1.2.1. Niveles tisulares de glucdégeno.

Los resultados de glucdgeno tisular obtenidos en D. magna y expresados en
ng/ug de peso seco se presentan en la Tabla 12; en la Figura 16 se muestran estos
mismos resultados en forma de porcentaje con respecto al peso a los diferentes tiempos
de exposicion al acaricida.

Se puede observar que el contenido en glucégeno disminuyé al aumentar la
concentracion de plaguicida en el medio, pero también disminuye al aumentar la edad
de los individuos debido a que el peso aumenta a mayor velocidad que los niveles de
glucdgeno, con lo que la relacién entre los niveles de glucégeno y el peso va
disminuyendo a medida que aumenta el tamafio corporal.

Al inicio del experimento los valores de glucogeno fueron de 9.46 ng/ug, tras 24
horas de exposicién a Tetradifon encontramos que aunque se produce un ligero
descenso en los niveles de glucogeno al aumentar la cantidad de acaricida en el medio,
este no es significativo, tal y como mostro el andlisis de la varianza (ANOVA) (Tabla
44 del Anexo).

A las 48 horas se observo un descenso en los niveles de glucégeno de D. magna
obteniéndose valores que oscilaron entre 11.21 para el control y 6.92 ng/ug (para la
concentracion de 0.44 mg/l de Tetradifon). Este descenso fue significativo para las
concentraciones de acaricida de 0.18 mg/l y superiores, tal y como indic6 el analisis de
la varianza (ANOVA) (Tabla 45 del Anexo). El posterior test de Duncan mostré que
estas diferencias se encontraban entre los tratamientos de 0.18, 0.22 y 0.44 mg/l y el
grupo control (Figura 41 del Anexo).

Tras 72 horas se sigue observando el mismo comportamiento, disminuyen los
niveles de glucdgeno al aumentar la concentracién de Tetradifon en el medio. Los
valores obtenidos durante este tiempo fueron de 8.70, 9.82, 7.55, 5.70 ng/ug para las
concentraciones de 0.10, 0.18, 0.22 y 0.44 mg/l respectivamente, en el grupo control el
valor obtenido fue 11.36 ng/ug. El analisis de la varianza mostro la existencia de
diferencias significativas (p<0.001) entre los diferentes grupos (Tabla 46 del Anexo).
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El test de Duncan fue el que nos sitto esta diferencias (p<0.05) entre los grupos
tratados con 0.10, 0.22 y 0.44 mg/l de Tetradifon con el grupo control (Figura 42 del
Anexo).

Similares resultados se obtuvieron cuando los dafnidos se expusieron al
plaguicida durante 96 horas. El analisis de la varianza indico la existencia de diferencias
significativas (p<0.001) entre los distintos grupos (Tabla 47 del Anexo). El test de
Duncan revel6 que los grupos tratados con 0.18, 0.22 y 0.44 mg/l eran los que
presentaban diferencias significativas (p<0.05) con el grupo control (Figura 43 del
Anexo).

Por ultimo, a las 120 horas, se observa que los niveles de glucdgeno se vieron
muy reducidos en comparacion con el control, al realizar el analisis de la varianza
(ANOVA) se puso de manifiesto la existencia de diferencias significativas (p<0.001)
entre los distintos tratamientos (Tabla 48 del Anexo). El test de Duncan sitto las
diferencias (p<0.05) entre los tratamientos de 0.10, 0.18, 0.21 y 0.44 mg/l y el grupo
control (Figura 44 del Anexo). Los porcentajes de reduccidon con respecto al grupo
control encontrados para este tiempo fueron de: 39, 50, 55 y 61% para las
concentraciones de 0.10, 0.18, 0.22 y 0.44 mg/l respectivamente.

En ningun caso el control con acetona mostrd diferencias significativas con
respecto al grupo control.
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4.4.1.2.2. Niveles tisulares de lipidos.

Los resultados obtenidos para los niveles de lipidos expresados por peso de
animal se muestran en la Tabla 13; en la Figura 16 se representan estos valores en
porcentaje respecto al peso junto con los porcentajes encontrados para el glucdgeno y
las proteinas.

El contenido lipidico en D. magna se vi6 reducido desde los primeros tiempos
de exposicion; al aumentar la concentracion de Tetradifén en el medio la disminucién
en el contenido de lipidos fue mayor.

Al comienzo del experimento los niveles lipidicos eran de 239.15 ng/ug de peso.
Durante las primeras 24 horas de exposicion a Tetradifén el contenido lipidico se fue
reduciendo en todos los tratamientos. Al realizar el analisis de la varianza se observo
que existian diferencias significativas (p<0.001) entre los diferentes grupos (Tabla 49
del Anexo), estas diferencias (p<0.05) se encontraron entre los grupos de 0.18, 0.22 y
0.44 mg/l y el grupo control como indicé el test de Duncan (Figura 45 del Anexo). Para
dichas concentraciones de plaguicida se obtuvieron valores de 224.60, 203.40 y
112.30 ng/ug respectivamente, mientras que para el control se alcanzé el valor de
320.85 ng/ug de peso.

Tras 48 horas de exposicion, los niveles de lipidos descendieron desde
234.77 ng/ug en el control hasta 112.87 ng/ug peso con la concentracion més alta de
Tetradifon (0.44 mg/l). El test ANOVA indico la existencia de diferencias significativas
(p<0.001) entre los grupos (Tabla 50 del Anexo) y el test de Duncan situd estas
diferencias entre todos los tratamientos y el grupo control (Figura 46 del Anexo). El
valor determinado en la concentracién mas alta de Tetradifon (0.44 mg/l) representd una
reduccién del 51% del contenido lipidico con respecto al control.

A las 72 horas se observé el mismo comportamiento que durante todo el ensayo,
el descenso en el contenido lipidico fue mayor al aumentar la concentracion de
Tetradifon disuelto en el medio; asi se obtiene para el control un valor de 309.48 ng/ug
mientras que los diferentes tratamientos utilizados presentaron valores desde
265.10 ng/ug (0.10 mg/l) hasta 188.03 ng/ug (0.44 mg/l). Para comprobar la existencia
de diferencias significativas (p<0.001) entre estos valores se realizo el test ANOVA que
indicd que si existian diferencias (Tabla 51 del Anexo). El test de Duncan indic6é que
eran los tratamientos de 0.18 mg/l y superiores los que presentaban estas diferencias
(p<0.05) con el control (Figura 47 del Anexo).
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Transcurridas 96 horas se encuentra que los valores obtenidos oscilaron entre los
233.81 ng/ug obtenidos para el control y los 130.64 ng/ug obtenidos para la
concentracion de acaricida mas alta utilizada (0.44 mg/l). El analisis de la varianza
(ANOVA) indico la existencia de diferencias significativas (p<0.005) entre los
diferentes grupos (Tabla 52 del Anexo), y el test de Duncan mostrd que estas
diferencias se encontraban entre todos los tratamientos (excepto la concentracion de
0.10 ppm) y el grupo control (Figura 48 del Anexo).

Finalmente, fue a las 120 horas donde mas efecto produjo el Tetradifon sobre el
contenido lipidico ya que se encuentran porcentajes de reduccién con respecto al control
del 17%, 73%, 83% y 89% para las concentraciones de 0.10, 0.18, 0.22 y 0.44 mg/I
respectivamente. El andlisis de la varianza puso de manifiesto la existencia de
diferencias significativas (p<0.001) (Tabla 53 del Anexo). El test de Duncan indico que
estas diferencias se encontraban entre todos los grupos tratados y el grupo control
(Figura 49 del Anexo).

En ningun caso el control con acetona mostrd diferencias significativas con
respecto al grupo control.
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4.4.1.2.3. Niveles tisulares de proteinas.

En la Tabla 14 se muestran los valores obtenidos para el contenido en proteinas
de D. magna expresado por peso; en la Figura 16 se representan estos valores en forma
de porcentaje para todas las concentraciones de Tetradifon y todos los tiempos de
exposicion, al igual que se hizo para el contenido en glucégeno y lipidos.

Al comienzo del experimento (0 horas) se encuentra un valor inicial de proteinas
de 251.67 ng/ug que aumento con el tiempo en los individuos control durante las 24, 48
y 72 horas; sin embargo, en los tiempos mas altos de 96 y 120 horas este valor
disminuyé al aumentar el peso mas rapidamente que el contenido proteico.

Durante las primeras 24 horas de exposicion al plaguicida se observé un
descenso en el contenido de proteinas que fue mayor al aumentar la concentracion de
Tetradifon en el medio. Para determinar si las diferencias que existen entre los
diferentes tratamientos eran significativas se realiz6 un anélisis de la varianza
(ANOVA) el cual indic6 la presencia de diferencias significativas (p<0.001) entre los
grupos (Tabla 54 del Anexo). El test de Duncan posterior mostrd6 que todos los
tratamientos presentaban diferencias (p<0.05) con el grupo control (Figura 50 del
Anexo).

A las 48 horas, se observo que la reduccion en los niveles proteicos no era tan
evidente, encontrandose valores mas proximos entre los diferentes grupos, estos valores
oscilaron entre los 377.90 ng/ug obtenidos para el control y los 258.15 ng/ug obtenidos
para la concentracion de Tetradifon mas alta utilizada (0.44 mg/l). Esta disminucion de
las diferencias hace que solamente las concentraciones de 0.22 y 0.44 mg/I presentaran
diferencias significativas con respecto al control tal como muestran el analisis de la
varianza (Tabla 55 del Anexo) y el test de Duncan que las sitdo entre estos grupos y el
control (Figura 51 del Anexo).

Tras 72 horas la situacion fue similar, las diferencias entre los diferentes valores
encontrados oscilaron entre los 347.01 ng/ug del control y los 266.81 ng/ug para la
concentracion de 0.44 mg/l, aun asi el andlisis de la varianza indicd que existian
diferencias significativas (p<0.001) entre los diferentes grupos (Tabla 56 del Anexo),
fue el test de Duncan posterior el que localizo estas diferencias entre los tratamientos de
0.22 y 0.44 mg/l y el grupo control (Figura 52 del Anexo).

Transcurridas 96 horas la situacion cambid encontrandose que los valores
obtenidos para los diferentes tratamientos se reducen; el valor para el control fue de
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261.79 ng/ug de peso, un valor inferior al obtenido en tiempos anteriores, los diferentes
tratamientos presentaron valores de: 188.44, 171.05, 165.26, 149.41 ng/ug (0.10, 0.18,
0.22 y 0.44 mg/l respectivamente). Las diferencias significativas (p<0.001) entre los
distintos grupos las indicé el analisis de la varianza (Tabla 57 del Anexo), fue el test de
Duncan el que mostrd que las diferencias se encontraban entre todos los tratamientos y
el grupo control (Figura 53 del Anexo).

Finalmente, a las 120 horas, se observa que los valores obtenidos son los mas
bajos encontrados durante todos los tiempos, esto es debido al gran aumento de peso de
los dafnidos. En este tiempo los valores obtenidos van desde los 211.81 ng/ug
encontrados para el control y los 144.92 ng/ug obtenidos para la concentracion de
0.44 mg/l. El porcentaje de reduccion en las proteinas que presentaron las
concentraciones de 0.22 y 0.44 mg/l fue de 24 y 31% respectivamente. Las diferencias
encontradas entre los diferentes grupos fueron significativas (p<0.001) tal como indico
el andlisis de la varianza (ANOVA) (Tabla 58 del Anexo), el test de Duncan mostré que
todos los tratamientos presentaban diferencias significativas con respecto al grupo
control (Figura 54 del Anexo).

En ningun caso el control con acetona presento diferencias significativas con el
control.
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Figura 16. Porcentaje respecto al peso para Glucogeno ™, Proteinas ¥, Lipidos = en
D. magna expuesta a diferentes concentraciones del acaricida Tetradifon. (*) p<0.05.
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4.4.1.2.4. Contenido calodrico.

Los valores obtenidos para el contenido calérico de D. magna expresado por
peso se muestran en la Tabla 15. Se observa que el contenido calérico se reduce a
medida que aumenta la concentracion de Tetradifén en el medio, también se observa
que la relacion entre el peso y el contenido cal6rico aumenta al hacerlo la edad de los
animales tratados, esto sélo se da durante las primeras 72 horas, ya que al producirse un
mayor aumento en el peso de los dafnidos respecto al contenido calérico a partir de las
96 horas, lo que aparece es una disminucion de esta relacion. A pesar de ello entre las
96 y las 120 horas los individuos tratados presentaron valores inferiores que los valores
obtenidos para los grupos control.

El contenido calérico en el momento inicial (0 horas) fue de 3.65 mcal/ug.
Durante las primeras 24 horas se obtiene en el control un valor mayor al encontrado a
las 0 horas (5.99 mcal/ug); para los diferentes tratamientos 0.10, 0.18, 0.22 y 0.44 mg/I
los valores fueron de: 4.09, 3.62, 3.20 y 2.64 mcal/ug respectivamente. El estudio
estadistico realizado indicé que existian diferencias significativas (p<0.001) entre los
diferentes grupos (Tabla 59 del Anexo); estas diferencias (p<0.05) se encontraron entre
todos los grupos tratados y el grupo control tal y como sefialé el test de Duncan (Figura
55 del Anexo).

Pasadas 48 horas de exposicion, hubo una situacién similar, se produjo una
reduccion en el contenido caldrico, que fue significativa (p<0.001) como sefial6 el
andlisis de la varianza (Tabla 60 del Anexo), todos los grupos tratados presentaron
diferencias (p<0.05) con el control como revel6 el test de Duncan (Figura 56 del
Anexo).

Tras 72 horas los valores de contenido caldrico estuvieron comprendidos entre
las 4.93 mcal/ug del control y las 3.33 mcal/ug en la concentracion més alta de
0.44 mg/l. Al realizar el analisis de la varianza se conocid la existencia de diferencias
significativas (p<0.001) entre los distintos grupos (Tabla 61 del Anexo). El test de
Duncan sefial6 la existencia de diferencias (p<0.05) entre todos los grupos tratados y el
control (Figura 57 del Anexo).

A las 96 horas la situacion fue similar a las encontradas en los tiempos
anteriores. El contenido calérico disminuy0 al aumentar la concentracion de acaricida
presente en el medio, los valores hallados fueron: 3.67, 2.82, 2.60, 2.49 y 2.13 mcal/ug
para el control, 0.10, 0.18, 0.22 y 0.44 mg/l de Tetradifon.
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El analisis de la varianza (ANOVA) mostré la existencia de diferencias
significativas (p<0.001) entre los diferentes grupos (Tabla 62 del Anexo). El test de
Duncan situo estas diferencias entre todos los grupos tratados y el grupo control (Figura
58 del Anexo).

Transcurridas 120 horas los valores obtenidos para todos los grupos fueron
menores que en tiempos anteriores, esto, probablemente, es debido al gran aumento de
peso que se produce en las ultimas horas de exposicion.

En este tiempo se encuentra que las reducciones que se producen en el contenido
caldrico con respecto al control fueron de: 25%, 50%, 58% y 64% para los grupos 0.10,
0.18, 0.22 y 0.44 mg/l respectivamente. La existencia de diferencias significativas
(p<0.001) entre los diferentes grupos la puso de manifiesto el analisis de la varianza
(Tabla 63 del Anexo). El test de Duncan indicé que estas diferencias (p<0.05) se
encontraban entre todos los grupos tratados y el grupo control (Figura 59 del Anexo).

En ningun caso el control con acetona mostré diferencias significativas con el
grupo control.
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4.4.2. HERBICIDA PROPANIL

4.4.2.1. Efecto sobre el metabolismo energético (expresado por
individuo).

4.4.2.1.1. Niveles tisulares de glucégeno.

Los datos pertenecientes a este parametro se encuentran en la Tabla 16, y en la
Figura 17 se representan los resultados como porcentaje respecto al control para cada
tiempo y para cada concentracion de Propanil utilizada.

En general, se puede ver que al aumentar la concentracién del herbicida Propanil
en el medio disminuye el contenido en glucégeno presente en los organismos. También
se observa que al aumentar la edad de los individuos lo hace el contenido en glucégeno
presente en los mismos.

Al inicio del experimento, la cantidad de glucégeno determinada en los dafnidos
fue de 0.17 ug/Daphnia, este valor aumentd en el grupo control con la duracién del
ensayo hasta alcanzar 0.72 pg/Daphnia.

A las 24 horas los valores de glucogeno encontrados oscilaron entre los
0.39 pg/Daphnia (control) y los 0.30 ug/Daphnia en la concentracion mas alta de 0.55
mg/l. El anélisis de la varianza mostré que no existian diferencias significativas entre
los diferentes grupos (Tabla 64 del Anexo).

Tras 48 horas de exposicién a Propanil la situacién fue similar, los valores
obtenidos oscilaron entre 0.49 pg/Daphnia y 0.44 pg/Daphnia para la concentracion de
0.55 mg/l. El andlisis de la varianza sefiald6 que no existian diferencias significativas
entre los diferentes grupos (Tabla 65 del Anexo).

Transcurridas 72 horas de experimentacion la situacion no cambié con respecto
a lo ya encontrado a las 24 y 48 horas; aunque se ve una disminucion en los contenidos
de glucogeno estas disminuciones no fueron significativas tal y como mostro6 el analisis
de la varianza (Tabla 66 del Anexo).

La situacion encontrada en los tiempos anteriores cambid tras 96 horas de
exposicion al herbicida pues los descensos en el contenido de glucégeno fueron
significativos para las concentraciones de Propanil mas altas de 0.21 y 0.55 mg/I.
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Los valores obtenidos fueron 0.61, 0.57, 0.54, 0.47 y 0.44 ug/Daphnia para los
siguientes tratamientos respectivamente: control, 0.07, 0.10, 0.21 y 0.55 mg/I.

El andlisis de la varianza (ANOVA) sefialo la presencia de diferencias
significativas (p<0.05) entre los diferentes grupos (Tabla 67 del Anexo). El test de
Duncan situo estas diferencias entre los grupos tratados con 0.21 y 0.55 mg/l y el grupo
control (Figura 60 del Anexo).

Finalmente, a las 120 horas, es donde mas diferencias se encuentran, ya que los
tratamientos de 0.10, 0.21 y 0.55 mg/l presentaron diferencias significativas con
respecto al grupo control. Esto fue conocido al realizar el analisis de la varianza
(ANOVA) (Tabla 68 del Anexo), y el posterior test de Duncan puso se manifiesto que
las diferencias (p<0.05) se encontraban entre los tratamientos de 0.10, 0.21 y 0.55 mg/I
y el grupo control (Figura 61 del Anexo). Los porcentajes de reduccion encontrados
para estos tratamientos de 0.10, 0.21 y 0.55 mg/l fueron de: 17%, 19% y 28%
respectivamente.
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Figura 17. Contenido de glucdgeno (porcentajes respecto al control) en D. magna
expuesta a diferentes concentraciones del herbicida Propanil. (*) p<0.05.
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4.4.2.1.2. Niveles tisulares de lipidos.

Los resultados obtenidos para este parametro aparecen en la Tabla 17. Ademas,
en la Figura 18 se representan estos mismos resultados en forma de porcentaje respecto
al control para los diferentes tratamientos con Propanil y a los distintos tiempos de
exposicion.

Se observa que el contenido lipidico de D. magna diminuy6 al aumentar la
concentracion de Propanil en el medio; por otra parte, el contenido lipidico aumento al
aumentar la edad de los individuos en todos los casos.

Al inicio del experimento (0 horas) el contenido lipidico de los animales era de
4.40 ug/Daphnia y llego a ser de 19.28ug/Daphnia al final del ensayo (120 horas). A las
24 horas se vio reducido al aumentar la concentracion de Propanil; asi, el control
presentd valores de 7.47 ug/Daphnia mientras que con la concentracion de 0.55 mg/l se
obtuvo un valor de 4.13 ug/Daphnia, que es incluso menor que el obtenido al inicio del
experimento. El analisis de la varianza indico la existencia de diferencias significativas
(p<0.001) entre los grupos (Tabla 69 del Anexo). El posterior test de Duncan situ6 las
diferencias (p<0.05) entre los tratamientos de 0.21 y 0.55 mg/I con el control (Figura 62
del Anexo).

A las 48 horas de exposicién al herbicida los valores lipidicos oscilaron entre los
8.26 ug/Daphnia y los 5.40 ug/Daphnia con el tratamiento de 0.55 mg/Il. Al realizar el
andlisis de la varianza se puso de manifiesto la existencia de diferencias significativas
(p<0.005) entre los diferentes grupos (Tabla 70 del Anexo). El test de Duncan ubicé las
diferencias (p<0.05) entre el tratamiento de 0.55 mg/l y el control (Figura 63 del
Anexo).

Es a partir de las 72 horas cuando cambid la situaciéon. La reduccion en el
contenido lipidico se acentud; y fue méxima con la concentracion de 0.55 mg/l (53%
respecto al control). Los valores encontrados para las diferentes concentraciones de
Propanil fueron: 7.84, 7.33, 6.89 y 5.04 ug/Daphnia para las concentraciones de 0.07,
0.10, 0.21 y 0.55 mg/l respectivamente, el control presentdé un valor de
10.78 pg/Daphnia. El analisis de la varianza mostré la existencia de diferencias
significativas (p<0.001) entre los diferentes grupos (Tabla 71 del Anexo). El test de
Duncan situ6 las diferencias (p<0.05) con todos los tratamientos de Propanil y el grupo
control (Figura 64 del Anexo).
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Tras 96 horas la situacion se repitio; los lipidos se redujeron por la presencia de
concentraciones crecientes de Propanil.

Los niveles de lipidos encontrados en este tiempo presentaron una menor
reduccién que la encontrada a las 72 horas, obteniéndose valores que oscilaron desde
12.16 a 9.47 ug/Daphnia para las concentraciones de 0.07 y 0.55 mg/l, el control
presentd un valor de 15.23 ug/Daphnia. Al realizar el analisis estadistico se vio la
existencia de diferencias significativas tal y como mostré el ANOVA correspondiente
(p<0.001) entre los diferentes grupos (Tabla 72 del Anexo). El posterior test de Duncan
situd las diferencias entre todos los tratamientos y el grupo control (Figura 65 del
Anexo).

Finalmente, a las 120 horas, se encontrd que los porcentajes de reduccion que
presentaron cada uno de los tratamientos fueron de: 16%, 22%, 27% y 31% para las
concentraciones de 0.07, 0.10, 0.21 y 0.55 mg/l respectivamente. El anélisis de la
varianza (ANOVA) indico la presencia de diferencias significativas (p<0.001) entre los
diferentes grupos (Tabla 73 del Anexo). El test de Duncan situ6 estas diferencias entre
todos los grupos tratados y el grupo control (Figura 66 del Anexo).
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Figura 18. Contenido en lipidos (porcentajes respecto al control) en D. magna expuesta
a diferentes concentraciones del herbicida Propanil durante 5 dias. (*) p<0.05.
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4.4.2.1.3. Niveles tisulares de proteinas.

Los valores obtenidos para este pardmetro en D. magna se muestran en la
Tabla 18; en la Figura 19 se representan los porcentajes respecto al control para estos
valores en todos los tiempos y para todas las concentraciones de Propanil utilizadas.

Los resultados indicaron que durante las primeras horas se dieron reducciones
importantes en los niveles de proteinas. Para todos los tiempos de exposicion se
encontré que el aumento de la concentracién de Propanil produjo una reduccién en el
contenido de proteinas en los dafnidos; a pesar de esta reduccion, el contenido en
proteinas aumentd con la edad de los individuos; los descensos encontrados durante las
primeras horas se fueron reduciendo a medida que aumentd la edad de los animales
tratados.

Al comienzo del experimento (0O horas) los niveles de proteinas fueron de
4.30 pg/Daphnia y aumentaron al aumentar la edad de los individuos. Transcurridas 24
horas de exposicion a Propanil el valor del contenido proteico disminuyd, los valores
obtenidos para los diferentes tratamientos de 0.07, 0.10, 0.21 y 0.55 mg/I fueron: 3.54,
3.12, 2.08 y 1.69 pg/Daphnia respectivamente, el control presentd un valor de
5.11 pg/Daphnia. Estos valores representaron unos porcentajes de reduccién del 31%,
39%, 59% y 67% respectivamente. El andlisis de la varianza sefiald la existencia de
diferencias significativas (p<0.001) entre los diferentes grupos (Tabla 74 del Anexo). El
test de Duncan indicé que las diferencias se encontraban entre todos los grupos tratados
y el grupo control (Figura 67 del Anexo).

A las 48 horas de exposicion a Propanil la situacién fue similar aunque las
reducciones en los niveles proteicos fueron menores. Los resultados estuvieron
comprendidos entre los 11.73 pg/Daphnia encontrados en el control y los
6.48 ng/Daphnia encontrados con la concentraciéon de 0.55 mg/l. El anélisis de la
varianza (ANOVA) mostrd la existencia de diferencias significativas (p<0.001) entre
los distintos grupos (Tabla 75 del Anexo). El posterior test de Duncan situé estas
diferencias (p<0.05) entre todos los tratamientos y el grupo control (Figura 68 del
Anexo).

Una vez pasadas las 72 horas se vi6 que los contenidos proteicos en los grupos
tratados presentaron un aumento respeto a los valores obtenidos en los tiempos
anteriores, estos fueron: 15.63, 14.10, 13.74 y 12.68 png/Daphnia para las
concentraciones de 0.07, 0.10, 0.21 y 0.55 mg/l respectivamente, todos estos valores
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presentaron diferencias significativas con respecto al control tal y como mostré el
analisis de la varianza (Tabla 76 del Anexo) y el posterior test de Duncan (Figura 69 del
Anexo).

Tras 96 horas se observé que los niveles de proteinas iban en aumento respecto
del tiempo anterior, encontrandose valores comprendidos entre los 21.85 ug/Daphnia
del control y los 15.73 ug/Daphnia de la concentracion de 0.55 mg/l. Este es el Unico
tiempo en el que no todos los tratamientos presentan diferencias significativas con el
grupo control. Esto se puso de manifiesto al realizar el anélisis de la varianza (Tabla 77
del Anexo), y el posterior test de Duncan que descubrio que las diferencias
significativas se encontraban entre los grupos tratados con 0.10, 0.21 y 0.55 mg/l y el
grupo control (Figura 70 del Anexo).

Finalmente, a las 120 horas los valores obtenidos fueron los méas altos
encontrados para cada uno de los tratamientos. Los porcentajes de reduccion fueron del
25y 26% con las concentraciones de Propanil de 0.21 y 0.55 mg/l respectivamente. El
analisis de la varianza mostré la existencia de diferencias significativas (p<0.001)
(Tabla 78 del Anexo). El test de Duncan indicé que todos los tratamientos presentaban
diferencias significativas (p<0.05) con el grupo control (Figura 71 del Anexo).
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Figura 19. Contenido en proteinas (porcentajes respecto al control) en D. magna
expuesta a diferentes concentraciones del herbicida Propanil. (*) p<0.05.
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4.4.2.1.4. Contenido calodrico.

Los valores determinados para este parametro aparecen en la Tabla 19; en la
Figura 20 se representan estos valores en forma de porcentaje respecto al control para
cada tratamiento y para los diferentes tiempos de exposicién a Propanil.

Se puede observar que para todos los tiempos de exposicion el aumento de la
concentracion de Propanil en el medio se tradujo en una reduccién en el contenido
caldrico de los individuos. A pesar de ello, el contenido calérico aumenté con la edad de
los organismos siendo el valor mayor para los animales expuestos a 120 horas.

En el inicio del experimento (0 horas) el contenido caldrico de D. magna fue de
67.24 mcal/Daphnia. Durante las primeras 24 horas se determind la existencia de
diferencias significativas al realizar el analisis de la varianza (ANOVA) (Tabla 79 del
Anexo). El test de Duncan fue el que situd estas diferencias (p<0.05) entre todos los
grupos tratados y el control (Figura 72 del Anexo). Los valores obtenidos para los
grupos tratados con 0.21 y 0.55 mg/l fueron menores que los encontrados a las 0 horas,
el porcentaje de reduccion que presentaron estas concentraciones con respecto al control
fue de 51 y 55% respectivamente.

Pasadas las 48 horas se encontrd que el herbicida Propanil produjo un descenso
del contenido cal6rico en los animales, los valores obtenidos para los diferentes
tratamientos oscilaron entre las 144.60 mcal/Daphnia calculadas en el control y las
91.38 mcal/Daphnia obtenidas con la concentracion mas alta de 0.55 mg/I. La reduccién
obtenida en este tiempo fue menor que la obtenida a las 24 horas, ya que para la
concentracion mas alta fue del 36%. El andlisis de la varianza informd de la existencia
de diferencias significativas (p<0.001) entre los grupos (Tabla 80 del Anexo), el test de
Duncan indicd que estas diferencias (p<0.05) se encontraban entre todos los grupos
tratados y el grupo control (Figura 73 del Anexo).

Resultados similares se hallaron tras 72 horas de exposicion a Propanil. El
aumento en la concentracion de herbicida produjo un descenso del contenido cal6rico.
Los valores obtenidos para este tiempo fueron: 162.60, 152.10, 14558 vy
122.50 mcal/Daphnia para las concentraciones de 0.07, 0.10, 0.21 y 0.55 mg/l, el
control mostré un valor de 201.70 mcal/Daphnia. El andlisis de la varianza indico que
existian diferencias significativas (p<0.001) entre los diferentes grupos (Tabla 81 del
Anexo). El test de Duncan emplazé estas diferencias entre todos los grupos tratados y el
grupo control (Figura 74 del Anexo).
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Superadas las 96 horas se encontraron los mismos efectos que en los tiempos
anteriores, el aumento de herbicida en el medio produjo un descenso en el contenido
calérico. Los valores hallados durante este tiempo oscilaron entre las
268.56 mcal/Daphnia del control y las 180.18 mcal/Daphnia de la concentracion mas
alta de 0.55 mg/l. Al realizar el analisis de la varianza se encontré que existian
diferencias significativas (p<0.001) entre los diferentes grupos (Tabla 82 del Anexo). El
test de Duncan indicé que estas diferencias (p<0.05) se encontraban entre todos los
grupos tratados y el control (Figura 75 del Anexo).

Finalmente, a las 120 horas se hallé de nuevo el mismo efecto del Propanil en el
contenido caldrico de D. magna, en este caso la concentracion de 0.55 mg/l present6 un
porcentaje de reduccion del 26%. Los valores obtenidos fueron: 272.68, 266.76,
254.66 y 237.58 mcal/Daphnia para las concentraciones de 0.07, 0.10, 0.21 y 0.55 mg/I
de Propanil respectivamente; el valor control fue de 324.32 mcal/Daphnia. Con estos
datos al realizar el analisis de la varianza se encontr0 la existencia de diferencias
significativas (p<0.001) entre los grupos (Tabla 83 del Anexo). El test de Duncan situo
estas diferencias entre todos los grupos tratados y el grupo control (Figura 76 del
Anexo).
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Figura 20. Contenido caldrico (porcentajes respecto al control) en D. magna expuesta a
diferentes concentraciones del herbicida Propanil. (*) p<0.05.
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4.4.2.1.5. Peso seco.

Los valores determinados para este parametro aparecen reflejados en la
Tabla 20. Al examinar los resultados, se puso de manifiesto que durante las primeras
horas de exposicion al herbicida la reduccién que se produjo en el peso de los dafnidos
es muy acusada. Por otra parte, al aumentar la edad de los individuos aumento el peso
de los mismos en todos los tratamientos. Las diferencias que se observaron entre los
diferentes tratamientos y el control se fueron reduciendo a medida que aumento la edad
de los individuos.

Al inicio del experimento (0 horas) los animales presentaron un peso de
18.40 nug/Daphnia.

Durante las primeras 24 horas el efecto del Propanil sobre el peso fue muy
importante ya que se determind una reduccion de casi el 50% para la concentracion de
herbicida mas alta de 0.55 mg/I. Los porcentajes de reduccion para las concentraciones
de 0.07, 0.10, 0.21 y 0.55 mg/l fueron: 25%, 29%, 31% y 47% respectivamente. Al
realizar el analisis de la varianza se observo que las diferencias que se encontraron entre
los grupos eran significativas (p<0.005) (Tabla 84 del Anexo) para conocer entre qué
grupos existian estas diferencias se realizé el test de Duncan el cual indicé que todos los
grupos tratados con herbicida presentaban diferencias significativas (p<0.05) con el
grupo control (Figura 77 del Anexo).

Tras 48 horas, las reducciones en el peso de los individuos fueron menos
acusadas, encontrdndose valores de 29.60, 28.00, 22.40 y 23.60 ug/Daphnia para las
concentraciones de 0.07, 0.10, 0.21 y 0.55 mg/I respectivamente, el control present6 un
valor de 36.40 ug/Daphnia. Al realizar el analisis de la varianza (ANOVA) con los
datos obtenidos, se vio que existian diferencias significativas (p<0.05) entre los distintos
grupos (Tabla 85 del Anexo). El test de Duncan revel6 que los grupos que presentaban
estas diferencias (p<0.05) con el control eran los tratamientos de 0.10, 0.21 y 0.55 mg/I
(Figura 78 del Anexo).

A las 72 horas vemos que las diferencias entre los grupos tratados y el control se
reducen todavia mas, los resultados oscilaron entre 38.80 y 24.40 ug para el control y
0.55 mg/l respectivamente. El analisis de la varianza indicd que existian diferencias
significativas (p<0.005) entre los diferentes grupos (Tabla 86 del Anexo). El test de
Duncan determind que los grupos que presentaban estas diferencias (p<0.05) con el
control eran los tratamientos més altos (0.21 y 0.55 mg/l) (Figura 79 del Anexo).
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En los ultimos tiempos de exposicion las diferencias entre los grupos se
redujeron tanto que ya no aparecieron diferencias significativas. Asi, a las 96 horas los
valores obtenidos se sitian entre los 50.40 pg/Daphnia del control y los
43.20 pg/Daphnia de la concentracion de 0.55 mg/l. Al elaborar el anélisis de la
varianza se vi0 que no existian diferencias significativas entre los diferentes grupos
(Tabla 87 del Anexo).

Finalmente a las 120 horas, se repite la situacion; ningun grupo de los expuestos
a Propanil presento diferencias significativas con el grupo control, los valores obtenidos
oscilaron entre los 80.80 pg/Daphnia del control y los 71.20 pg/Daphnia de la
concentracion de 0.55 mg/l. Con estos datos se establecio el analisis de la varianza el
cual sefiald que no existian diferencias significativas (Tabla 88 del Anexo).
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4.4.2.2. Efecto sobre el metabolismo energético (expresado por
peso).

4.4.2.2.1. Niveles tisulares de glucégeno.

En la Tabla 21 aparecen los resultados obtenidos para este pardmetro y en la
Figura 21 se representan los porcentajes con respecto al peso para cada uno de los
tratamientos y cada tiempo de exposicion a Propanil.

Durante los primeros tiempos de exposicién se observo que los niveles de
glucdgeno aumentaron, debido a la gran reduccion que el Propanil produce sobre el
peso de los individuos en las primeras horas de exposicion. Esto hace que la relacién
entre el contenido en glucégeno y el peso aumente; sin embargo, a las 96 y 120 horas es
donde el efecto producido por el Propanil sobre el peso no fue significativo puesto que
los valores de glucdgeno obtenidos disminuyeron al aumentar la concentracion de
herbicida en el medio.

Al inicio del experimento (0 horas) el contenido en glucégeno fue de 9.46 ng/ug
de peso. Durante las primeras 24 horas se observo un aparente aumento en el contenido
de glucogeno al aumentar la concentracion de herbicida en el medio, debido como ya se
ha comentado a la gran reduccion que el Propanil produjo sobre el peso de los
individuos, a pesar de ello no se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos
tratados y el grupo control tal y como mostr6é el analisis de la varianza (ANOVA)
(Tabla 89 del Anexo).

A las 48 horas se observd que al aumentar la concentracion de Propanil en el
medio también lo hace la relacion entre el contenido de glucdgeno y el peso de
D. magna, los valores obtenidos para las diferentes concentraciones fueron: 13.62,
16.69, 17.36, 19.75 y 18.50 ng/ug para el control y las concentraciones de: 0.07, 0.10,
0.21 y 0.55 mg/l respectivamente. Este aumento en la relacion contenido de
glucdgeno/peso fue significativo para las concentraciones de Propanil 0.10, 0.21 y
0.55 mg/I, tal como puso de manifiesto el anélisis de la varianza (Tabla 90 del Anexo) y
el posterior test de Duncan (Figura 80 del Anexo).

Transcurridas 72 horas, el incremento en la relacion entre le contenido en
glucdgeno y el peso de los dafnidos se redujo al darse, probablemente, un menor efecto
del Propanil sobre el peso de los animales.
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Los valores obtenidos oscilaron de los 14.42 ng/ug del control a los 19.70 ng/ug
obtenidos en la concentracion mas alta de herbicida. En este tiempo, Unicamente la
concentracion de 0.55 mg/l presentd diferencias significativas con respecto al control,
como lo indico el andlisis de la varianza (Tabla 91 del Anexo) y el posterior test de
Duncan (Figura 81 del Anexo).

Pasadas las 96 horas, el efecto de reduccion que produce el Propanil sobre el
peso es mucho menor y por ello se encuentra que la relacion entre el contenido de
glucdgeno y el peso disminuye, ya que, ademas, el peso aumenta rapidamente. A partir
de aqui, se ve que al aumentar la concentracion de Propanil en le medio disminuye el
contenido en glucogeno respecto al peso, encontramos valores de: 12.15, 13.54, 11.92,
10.34, 10.25 ng/ug para el control y las concentraciones de 0.07, 0.10, 0.21 y 0.55 mg/I
respectivamente. Al realizar el andlisis de la varianza se vio que no existian diferencias
significativas entre los diferentes grupos (Tabla 92 del Anexo).

Finalmente, a las 120 horas, los niveles de glucdgeno fueron menores que los
anteriores, ya que es en este tiempo donde se registra un mayor peso en los individuos
utilizados en el ensayo. Asi aparecen valores proximos comprendidos entre los
8.95 ng/ug del control y los 7.36 ng/ug de la concentracion de 0.55 mg/l. El analisis de
la varianza (ANOVA) no indicé que existieran diferencias significativas entre los
grupos (Tabla 93 del Anexo).

114




Resultados

'G0'0>d seAneaiubis serouaialq (x)

V2 1+9€°L 06'0+E8°L 89'7T+86'8 89'T+55'8 €8'0+56'8 sedoy 021
€L 1+52°01 ¢8'0+7E 01 (A AATA NN} 16 T+VS'ET cLT+GTCT Seloy 96
x66°€+0L'61 cr'2+99'L1 16'T+8T 1 89°¢+cTET o' c+ervi seloy ¢/
x12'¢+059'81 *LLT¥GL'6T xEV'CFTIE LT VS ¢+69'91 L1CF+CIET seloy 8y
88'9+92'9¢ EV'EFTO0C 0Ev+6€°0¢ G92+96°0C SYv+1L LT sedoy v¢

- - 0L0+9Y'6 seldoy 0

wdd §G°0

wdd TZ°0

wdd 0T 0

|luedo.d

|013U0D

‘uedold ap SauUOIdRIIUSIUOD
SESIBAIP e Selp G ajueinp eisendxa eubew @ ue (Bri/6bu) Jejnsn ousboon|h o ered sopiusiqo SaloeA ‘TZ elgel

115




Resultados

4.4.2.2.2. Niveles tisulares de lipidos.

Los resultados obtenidos para este parametro se muestran en la Tabla 22; en la
Figura 21 se representan estos valores en porcentaje respecto al peso junto con los
porcentajes respecto al peso obtenidos para el glucégeno vy las proteinas.

En el caso de los lipidos el efecto que supone el peso no fue tan importante
como ocurrio con los niveles de glucdgeno; en este caso, el aumento de la concentracién
de Propanil en el medio si que produjo un descenso mas evidente en el contenido de
lipidos, este descenso fue mas acentuado en los tiempos de 96 y 120 horas.

Al comienzo del experimento (0 horas) el contenido lipidico fue de
239.15 ng/ug. En las 24 horas siguientes se observo un ligero ascenso en el contenido
de lipidos al aumentar la concentracion de Propanil en el medio; este ascenso no fue
significativo en ninguno de los casos, tal y como mostro el andlisis de la varianza (Tabla
94 del Anexo). Los valores encontrados para los diferentes grupos se situaron entre los
339.53 ng/ug del control y los 356.00 ng/ug de la concentracion de 0.55 mg/I.

A las 48 horas se produce también se produjo un ligero incremento en los
niveles de lipidos al aumentar la concentracion de Propanil en el medio, este incremento
solo fue significativo con la concentracion de 0.21 mg/l, tal y como indicaron el analisis
de la varianza (Tabla 95 del Anexo) y el test de Duncan (Figura 82 del Anexo).

Transcurridas 72 horas se comienza a apreciar un descenso en los niveles de
lipidos respecto al aumento de la concentracién de herbicida, los valores obtenidos
fueron: 227.73, 213.12, 201.45, 245.94 y 206.44 ng/ug para el control y las
concentraciones de 0.07, 0.10, 0.21 y 0.55 mg/l respectivamente. Al realizar el analisis
de la varianza (ANOVA) se vid que existian diferencias significativas (p<0.05) entre los
diferentes grupos (Tabla 96 del Anexo). El test de Duncan establecié que estas
diferencias (p<0.05) se encontraban entre las concentraciones de 0.07, 0.10 y 0.55 mg/I
y el grupo control (Figura 83 del Anexo).

Pasadas 96 horas, al igual que en el periodo anterior, hubo un descenso en el
contenido de lipidos paralelo al aumento de la concentracién de Propanil en el medio.
En este caso los valores obtenidos fueron: 302.16, 286.90, 252.31, 246.71 y
219.13 ng/ug para el control y las concentraciones de 0.07, 0.10, 0.21 y 0.55 mg/l
respectivamente.

El analisis de la varianza indicd la existencia de diferencias significativas
(p<0.001) entre los diferentes grupos (Tabla 97 del Anexo).
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El test de Duncan revel6 que estas diferencias (p<0.05) se encontraban entre los
tratamientos de 0.10, 0.21 y 0.55 mg/l y el grupo control (Figura 84 del Anexo).

Finalmente, a las 120 horas, fue donde se produjo una mayor reduccion en el
contenido lipidico, siendo esta reduccion evidente desde la concentracion de Propanil
mas baja utilizada, los porcentajes de reduccion encontrados con respecto al grupo
control fueron: 13%, 14%, 20% y 21% para las concentraciones de 0.07, 0.10, 0.21 y
0.55 mg/l respectivamente. Al realizar el andlisis de la varianza se vid que existian
diferencias (p<0.001) significativas entre los diferentes grupos (Tabla 98 del Anexo). El
test de Duncan indicé que estas diferencias se encontraban entre todos los grupos
tratados y el grupo control (Figura 85 del Anexo).
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4.4.2.2.3. Niveles tisulares de proteinas.

Los resultados obtenidos para este parametro aparecen en la Tabla 23; en la
Figura 21 se representa el porcentaje respecto al peso para los valores obtenidos en
todos los tiempos y para todas las concentraciones.

En general, se observa que con los tiempos de exposicion mas altos hay mayor
efecto del herbicida en la relacion entre el contenido proteico y el peso; como ocurre
con los pardmetros anteriores. El peso de los dafnidos se ve muy afectado durante las
primeras horas de exposicion, asi, a pesar de presentar en esos tiempos contenidos mas
bajos de proteinas, al calcular la relacion entre este contenido y el peso se encuentra que
hay pocas diferencias con el control o que, incluso, se presenta un aumento en esta
relacion al compararlo con el control. Sin embargo, en los tiempos mas altos se ven
mejor los efectos en la relacion contenido proteico/peso, ya que el peso presenta
entonces valores similares para todos los tratamientos y el contenido en proteinas si que
desciende por efecto del herbicida. Por ello es a las 120 horas donde al aumentar la
concentracion de Propanil en el medio se produce una reduccion en el contenido de
proteinas.

Al inicio del experimento (0 horas) el valor de partida fue de 251.67 ng/ug. En
las primeras 24 horas de exposicion a Propanil se observé que al aumentar la
concentracion del herbicida se produjo un descenso en el contenido proteico por peso;
este descenso fue méas acusado en las concentraciones de 0.21 y 0.55 mg/l, las cuales
presentaron porcentajes de reduccion con respecto al control del 33% y 37%
respectivamente. Al realizar el andlisis de la varianza (ANOVA) se vi0 la existencia de
diferencias significativas (p<0.05) entre los diferentes grupos (Tabla 99 del Anexo). El
test de Duncan ubico estas diferencias entre los tratamientos de 0.21 y 0.55 mg/l y el
grupo control (Figura 86 del Anexo).

Durante las 48 horas siguientes se observ6 que aunque hubo un ligero descenso
en el contenido proteico por peso éste no fue significativo para los diferentes
tratamientos ya que los valores fueron: 310.48, 260.57, 254.12, 274.48 ng/ug para los
tratamientos de 0.07, 0.10, 0.21, 0.55 mg/I respectivamente, el control present6 un valor
de 322.20 ng/ug. El andlisis de la varianza indic6 que no existian diferencias
significativas entre los diferentes grupos (Tabla 100 del Anexo).

Transcurridas 72 horas, se produjo un aumento a medida que aumentd la
concentracion de herbicida, esto fue debido, seguramente, a la reduccion que se produjo
sobre el peso de los organismos.
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Encontramos diferencias significativas (p<0.05) entre el tratamiento de
0.55 mg/l y el control como indicaron el analisis de la varianza (Tabla 101 del Anexo) y
el test de Duncan (Figura 87 del Anexo). Los valores obtenidos oscilaron entre los
448.12 ng/ug obtenidos en el control y los 519.85 ng/ug obtenidos en la concentracion
de 0.55 mg/I.

A las 96 horas, a pesar de observarse una ligera disminucion de los niveles al
aumentar la concentracion de herbicida en el medio, no se obtuvieron diferencias
significativas tal como mostré el analisis de la varianza (ANOVA) (Tabla 102 del
Anexo) y el test de Duncan (Figura 88 del Anexo).

Finalmente, tras 120 horas de exposicion, se observo un efecto claro del Propanil
sobre el contenido de proteinas (por peso); ya que al aumentar la concentracion de
Propanil descendid el contenido proteico de forma significativa para las concentraciones
de 0.10, 0.21 y 0.55 mg/I, segun puso de manifiesto el andlisis de la varianza (Tabla 103
del Anexo) y el test de Duncan (Figura 89 del Anexo). Los valores obtenidos para los
diferentes grupos fueron: 315.71, 303.88, 280.66, 259.87, 266.19 ng/ug para el control y
los tratamientos de 0.07, 0.10, 0.21 y 0.55 mg/l respectivamente. Y los porcentajes de
reduccion fueron de: 4%, 11%, 18% y 16% respectivamente.
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Figura 21. Porcentaje respecto al peso para Glucogeno ™, Proteinas ¥, Lipidos = en
D. magna expuesta a diferentes concentraciones del herbicida Propanil. (*) p<0.05.
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4.4.2.2.4. Contenido calodrico.

En la Tabla 24 se muestran los resultados obtenidos en el contenido calorico de
D. magna por exposicién al herbicida Propanil. En lineas generales, se observo que el
aumento de la concentracién de Propanil en el medio hace que se produzca una
disminucion del contenido caldrico.

Al inicio del experimento (0 horas) el contenido calérico presente en los
animales fue de 3.65 mcal/ug; este valor aumento con la edad de los organismos, pero
no es lineal ya que depende del peso obtenido en cada tiempo, aunque de forma general,
tras 120 horas, encontramos mayor contenido caldrico que a 0 horas.

A las 24 horas de exposicion a Propanil vemos que los valores obtenidos fueron
muy similares entre si y oscilaron entre las 5.19 mcal/ug del control y las 4.39 mcal/ug
de la concentracion de 0.55 mg/l, aun siendo valores préximos se vid una aparente
disminucion en el contenido calérico que no fue significativa en ningln caso tal y como
puso de manifiesto el andlisis de la varianza (ANOVA) (Tabla 104 del Anexo).

Tras 48 horas de exposicion, se produjo un ligero aumento en el contenido
caldrico por peso en los tratamientos de 0.07, 0.10 y 0.21 mg/l ya que presentaron
valores de 4.16, 4.30 y 4.74 mcal/ug respectivamente, siendo el valor control de
3.97 mcal/ug; a pesar de ello, solamente la concentracién de 0.21 mg/l presentd un
aumento significativo con respecto al control, tal y como indicaron el analisis de la
varianza (Tabla 105 del Anexo) y el test de Duncan (Figura 90 del Anexo).

A partir de este momento se observo un ligero descenso del contenido calorico
en D. magna debido al herbicida que fue mas acusado tras 96 y 120 horas de
exposicion. Los resultados estadisticos se muestran en las Tablas 106-108 del Anexo y
en las Figuras 91-93 (Anexo).
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5. DISCUSION



Discusion

5.1. TOXICIDAD AGUDA DEL PROPANIL EN D. magna.

Durante los ultimos afios la especie Daphnia magna viene siendo utilizada como
bioindicador de aguas contaminadas y los efectos que diferentes agentes ejercen sobre
esta especie estan siendo ampliamente estudiados.

Vimos en el capitulo de Resultados que la CEsp calculada por Ferrando y cols.
(1996) para el acaricida Tetradifon era de 8.92 y 6.92 mg/l a las 24 y 48 horas
respectivamente. Por otra parte, en el presente trabajo, hemos calculado la CEsy para
Daphnia magna del herbicida Propanil, a las 24 horas fue de 43.75 mg/l y a las 48 horas
se obtuvo un valor de 5.01 mg/l, este valor fue inferior al encontrado a las 24 horas de
exposicion, indicando, mayor toxicidad al incrementarse el tiempo de exposicion.

Asi pues, a las 48 horas de exposicion la toxicidad aguda de ambos plaguicidas
en D. magna es muy similar, a pesar de que hablamos de un acaricida y un herbicida.

No obstante, autores como Rohm y Hass (1991) obtuvieron valores inferiores
para la CEsg del Propanil en la misma especie (0.14 mg/l a las 48 horas).

Por otra parte, Moore y cols. (1998) encontraron que la CEsp a las 48 horas del
herbicida Propanil en Ceriodaphnia dubia (especie similar) era de 1.65 mg/l; este
mismo autor determind la CEsp del Propanil a las 48 horas para otros organismos
acuaticos: Hyalella azteca, Xenopus laevis, y Chironomus tentans siendo el valor de la
CEsp a las 48 horas para cada una de estas especies de 5.64, 8.13, 8.27 mg/l
respectivamente.

Chaiyarach y cols. (1975) determinaron la toxicidad aguda del herbicida
Propanil para diferentes especies de organismos acuéticos encontrando que los valores
de CEsp a las 48 horas para Gambusia affinis, Paleamonetes kadiakensis y Procambarus
simulans eran de: 11.0, 20.0, 33.80 mg/l respectivamente. Se aprecia que los valores
obtenidos son bastante superiores a los encontrados por nosotros en D. magna.

Call y cols. (1983) determinaron la CEsy del Propanil técnico en condiciones de
flujo continuo, para el pez Pimephales promelas a las 48 horas, el valor de la CEsg
encontrado fue de 10.2 mg/l; estos autores también observaron un aumento de la
toxicidad con el tiempo de exposicién ya que a las 96 horas el valor de la CEsg
disminuyé hasta 8.6 mg/I.

Otro herbicida ampliamente utilizado en los arrozales es el Glifosato. Los
valores de la CEsp a las 96 horas para los peces Salmo gairdneri e Ictalurus punctatus
son: 8.3, y 13.0 mg/l para este herbicida respectivamente, mientras que este mismo
herbicida en D. magna tras 48 horas de exposicion fue bastante mas toxico, con un valor
de CEsp de 3.0 mg/I (Folmar y cols., 1979).
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Similares resultados encontraron Sancho y cols. (2001) al calcular la CEsy del
herbicida Molinato en D. magna, determinando que ésta era de 3.01 mg/I.

Por otro lado Ferrando y cols. (1999) determinaron que la CEsy de este mismo
herbicida, el Molinato (a las 24 horas) era de 11.37 mg/l para el rotifero Brachionus
calyciflorus.

Tambien existen datos de la CEsp de la 3,4-dicloroanilina (DCA), una amina
aromatica que es un metabolito producido en la hidrolisis del herbicida Propanil
(Crossland 1990). Por ejemplo Ferrando y cols. (1992) calcularon la CEsy de la DCA
para D. magna obteniendo un valor de 0.20 mg/l a las 24 horas de exposicion y de
61.5 mg/l para el rotifero Brachionus calyciflorus para el mismo tiempo de exposicion.

Kluttgen y cols. (1996) determinaron la CEsy de la DCA en los crustaceos
D. magna y Ceriodaphnia quadrangulata; los valores obtenidos fueron 0.81 mg/l y
3.97 mg/l para cada una de las especies respectivamente.

Otros autores han comparado la toxicidad aguda presentada por D. magna frente
a la toxicidad aguda en ratones, a fin de predecir qué organismo presenta una mayor
sensibilidad y asi poder ser utilizados como indicadores previos de contaminacion en
relacion con la posible toxicidad de nuevas sustancias en mamiferos superiores e
incluso el hombre. Asi, Guillermino y cols. (2000) determinaron la CEsp en D. magna y
la DLsp en ratones para 54 toxicos entre ellos los plaguicidas Paraoxon, Parathion, la
DCA y el Clorpyrifos, determinando que D. magna presentaba una mayor sensibilidad
frente a los diferentes toxicos que la encontrada para los ratones.

Tanto para el herbicida Propanil como para su metabolito principal, la 3,4-
dicloroanilina, D. magna se muestra como un organismo muy sensible a la presencia del
toxico en el medio, al compararla con otros organismos acuaticos, al igual que ocurre
con otros herbicidas ampliamente utilizados en las labores agricolas.

Los estudios de toxicidad aguda con invertebrados nos sirven para determinar
los limites de seguridad de los compuestos, aunque la toxicidad de los plaguicidas en los
invertebrados acuaticos varia mucho dependiendo de la especie y del tipo de plaguicida.
Los datos indican que D. magna es una de las especies mas sensibles a la contaminacion
por plaguicidas

Aungue los estudios de toxicidad aguda son importantes para evaluar el riesgo
potencial de los plaguicidas en el medio acuatico, son también necesarios otros estudios
como los ensayos de toxicidad cronica, o el estudio de las alteraciones en la fisiologia y
el comportamiento de los organismos expuestos, a fin de evaluar mejor el riesgo que
supone el uso de plaguicidas para el medio acuatico (Morky y Hoagland, 1990).
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5.2. TOXICIDAD CRONICA DE LOS PLAGUICIDAS TETRADIFON
Y PROPANIL EN D. magna.

Dentro de los parametros reproductivos estudiados se integran el tamafio de la
camada, el nimero de camadas, el tiempo a la primera puesta y el niUmero de neonatos
por hembra; este Ultimo suele ser el mas utilizado por la mayoria de los autores como
indice de toxicidad subletal, aunque algunos autores dentro de sus estudios realizan un
seguimiento del resto de los parametros reproductivos.

Se pudo ver en el apartado de resultados que el aumento de la concentracion del
acaricida Tetradifon provocod un descenso en el tamafio de la camada, éste se vio
significativamente reducido (p<0.05) con concentraciones superiores a 0.18 mg/l del
acaricida. También el aumento de la concentracién de Propanil produjo un efecto
similar sobre el tamafio de la camada, el cual se vio reducido significativamente en
todas las concentraciones de herbicida utilizadas encontrando un mayor descenso en las
concentraciones de 0.21 y 0.55 mg/I.

El nimero de camadas también descendio por el aumento de la concentracion
de Tetradifon en el medio. No obstante, el Propanil tuvo un efecto méas acusado sobre
este parametro ya que encontramos que para todos los tratamientos existian diferencias
significativas, siendo estas diferencias mayores para las concentraciones mas altas
utilizadas (0.21 y 0.55 mg/l).

Similares resultados encontraron Day y Kaushik (1987b) con Daphnia galeata
mendotae cuando fue expuesta a 0.01 y 0.05 pg/l del plaguicida Fenvalerato.
Fernandez-Casalderrey y cols. (1993a) también detectaron un descenso significativo en
el nimero medio de camadas y en el tamafio de la camada al exponer a Daphnia magna
a concentraciones de Endosulfan entre 0.12 y 0.31 mg/I.

Autores como Ferrando y cols. (1995) determinaron que para D. magna
concentraciones del plaguicida Lindano superiores a 0.16 mg/l reducian parametros
reproductivos como el niumero medio de neonatos por camada. Y Sanchez y cols.
(1998) observaron también que concentraciones superiores a 0.05 ng/l del insecticida
Diazindn producian un descenso en el nimero de neonatos por camada en Daphnia
magna.

El tiempo que transcurre desde el inicio del ensayo hasta que se da la primera
reproduccion de los dafnidos se ve aumentado al incrementarse la concentracion de
Tetradifon presente en el medio. En este estudio, concentraciones de acaricida
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superiores a 0.18 mg/l hacen que el nimero de dias transcurridos hasta la primera puesta
aumente significativamente, desde 7.8 dias a 8.7, 8.8 y 9.0 dias para las concentraciones
de 0.18, 0.22, y 0.44 mg/I de Tetradifon. En el caso del herbicida Propanil el aumento
del tiempo a la primera puesta es significativo desde la concentracién mas baja utilizada
(0.07 mg/l) donde transcurren 10 dias desde el inicio del experimento hasta la primera
reproduccion de los dafnidos, siendo para la concentracion de 0.55 mg/l donde este
tiempo se prolonga hasta incluso los 12 dias.

Este aumento en el numero de dias transcurrido hasta la primera puesta fue
constatado también por Fernandez-Casalderrey y cols. (1993a) al exponer Daphnia
magna a concentraciones superiores a 0.20 mg/l del plaguicida Endosulfan.

Otros plaguicidas producen efectos similares. Asi, Ferrando y cols. (1996b)
encontraron que concentraciones del plaguicida organofosforado Fenitrotion superiores
a 0.011 pg/l producian un aumento en el tiempo transcurrido hasta la primera
reproduccion en el cladécero Daphnia magna.

Una vez transcurridos los 21 dias de duracion del ensayo se contabilizaron todos
los neonatos producidos por las hembras de D. magna. En los resultados obtenidos para
el acaricida Tetradifon se observo que concentraciones superiores a 0.18 mg/l producian
un descenso significativo en el nimero de neonatos producidos. Mientras que en el
grupo control se obtuvieron 131.7 neonatos por hembra, y para las concentraciones de
0.18, 0.22 y 0.44mg/l obtuvimos 102.1, 97.3 y 65.5 neonatos por hembra,
respectivamente. EI aumento de la concentracion de plaguicida en el medio produjo un
descenso progresivo y acusado en el nimero de descendientes.

Por su parte, el herbicida Propanil tuvo un importante efecto sobre la
reproduccion de los dafnidos ya que encontramos que el nimero de neonatos por
hembra se reduce significativamente con todas las concentraciones de herbicida
utilizadas, obteniendo valores que oscilaron entre 87.1 y 14.4 neonatos para las
concentraciones de 0.07 y 0.55 mg/l respectivamente, siendo el valor control de 131.7
neonatos por hembra.

En este caso también el aumento de la concentracion de Propanil en el medio
produjo una disminucion progresiva en el numero de descendientes, que fue incluso méas
acusada que para el Tetradifon.
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Van Leeuwen y cols. (1985) determinaron que el ditiocarbamato Disulfiram
causaba una reduccion significativa en la supervivencia y la reproduccion de D. magna
al ser expuesta a concentraciones superiores a 10 pg/l.

Fernandez-Casalderrey y cols. (1993a) encontraron una reduccion significativa
(p<0.05) en la reproducciéon de D. magna al exponerla a 0.22, 0.25 y 0.31 mg/l de
Endosulfan. Esta reduccion en el niumero de descendientes fue encontrada también por
otros investigadores como Ferrando y cols. (1996b) al exponer al cladocero D. magna al
insecticida Fenitrotion a concentraciones de 0.011 y 0.013 ug/I.

Otros herbicidas como el Molinato también tienen un efecto sobre la
reproduccion de los organismos acuéticos, asi Julli y Krassoi (1995) encontraron que
concentraciones de Molinato superiores a 0.29 pug/l producian una reduccién
significativa en la reproduccion del cladocero Moina australiensis.

Nebeker y Schuytema (1998) obtuvieron una reduccion significativa tanto en la
supervivencia como en la reproduccion de Daphnia pulex al ser expuesta a
concentraciones del herbicida Diuron iguales o superiores a 7.7 mg/l. Estos mismos
autores también encontraron una reduccidn significativa en la reproduccion del anfipodo
Hyalella azteca al ser expuesto a concentraciones de Diuron iguales o superiores a
15.7 mg/l.

Algunos investigadores como Daniels y Allan (1981) e Ingersoll y Winner
(1982) han sugerido que la supervivencia en los test de toxicidad cronica es el mejor
indice de toxicidad ya que es mas sensible y menos variable que los parametros
reproductivos. En el presente trabajo el mejor indice de toxicidad estaria representado
por los pardmetros reproductivos ya que tanto el tamafio de la camada, el nimero de
camadas y el nimero de neonatos por hembra se vieron significativamente reducidos
frente al grupo control para ambos plaguicidas, no siendo asi para la supervivencia.

En nuestros ensayos la supervivencia no se vio afectada por el aumento de la
concentracion de Tetradifon en el medio, incluso la concentracion mas alta de 0.44 mg/I
de Tetradifon no mostro un descenso significativo con respecto al grupo control.

Por el contrario, en el caso del herbicida Propanil, se observdé que la
concentracion mas alta utilizada (0.55 mg/l) presentd una reduccidn significativa con
respecto al grupo control, esta reduccién fue del 39%.

Similares resultados a los obtenidos en este estudio con el plaguicida Tetradifén
fueron encontrados por Day y Kaushik (1987b) cuando trataron a D. galeata mendotae
con 0.01y 0.05 pg/l del plaguicida Fenvalerato.

130




Discusion

Encontraron que la supervivencia de los dafnidos expuestos no presentaba
diferencias significativas con el control para un tiempo de exposicion de 30 a 32 dias.
Estos investigadores sugirieron que la supervivencia solo era un buen indicador de la
toxicidad cuando los organismos eran expuestos durante todo su ciclo vital.

Buhl y cols. (1993) también observaron que la reproduccion en D. magna era un
indice méas sensible a la toxicidad cronica por plaguicidas que la supervivencia. Del
mismo modo, Mufioz y cols. (1996) al exponer a D. magna a Hexaclorobenceno
observaron que la supervivencia tampoco se veia afectada.

Sin embargo, Klittgen y cols. (1996) encontraron que al exponer a D. magna a
concentraciones crecientes de 3,4-Dicloroanilina (metabolito del herbicida Propanil), la
reproduccion de estos organismos se veia fuertemente inhibida, no encontrando un
efecto significativo sobre la supervivencia. También Rose y cols. (2002) hallaron que al
exponer a Ceriodaphnia dubia a concentraciones crecientes de 3,4-Dicloroanilina hasta
15 ug/l, la supervivencia de los organismos no se veia afectada, pero si la reproduccion.

Otros investigadores han sugerido que la supervivencia y la reproduccion son
indices de toxicidad cronica igual de sensibles. Asi Ferrando y cols. (1995) encontraron
que al incluir en el medio concentraciones subletales de Lindano superiores a 0.25 mg/I
se detectaba un descenso significativo tanto en la supervivencia como en la
reproduccion de D. magna.

De igual manera, Sanchez y cols. (1998) obtuvieron un descenso tanto en la
supervivencia como en el nimero de descendientes obtenidos, al exponer D. magna a
concentraciones crecientes de Diazinon.

Por otro lado, Ferrando y cols. (1996a) demostraron la elevada bioacumulacion
del plaguicida Tetradifén en D. magna, esto puede ser también una posible explicacion
para el gran efecto que este plaguicida produce en los parametros reproductivos frente a
la supervivencia, ya que la acumulacion del plaguicida en los tejidos puede producir
desajustes fisiologicos y bioquimicos causando alteraciones en la reproduccién pero no
Ilegar a causar la muerte.

Por su parte, Baird y cols. (1991) indicaron que la inhibicién en la reproduccion
en el cladocero D. magna por efecto del herbicida Propanil, se debia al efecto letal que
tiene su metabolito, la 3,4-dichoroanilina, sobre los huevos en desarrollo dentro de la
camara incubadora. Los estudios de biodegradacion del Propanil revelan que la 3,4-
Dicloroanilina es el principal metabolito del herbicida Propanil (Garrido y cols., 2001).
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La exposicion a 3,4 Dicloroanilina y en general a las anilinas sustituidas puede
causar un incremento en sangre de metahemoglobina en diferentes especies (McLean y
cols., 1969; Crossland, 1990). Crossland (1990) postuld una hipotesis segun la cual un
descenso en la capacidad de transportar oxigeno, como resultado de un incremento en el
contenido de metahemoglobina, se podia reflejar en la inhibicién de la reproduccion y el
crecimiento de organismos acuaticos. En esta misma linea, Baird y cols. (1991)
apuntaron que el efecto sobre la reproduccion era debido al envenenamiento de los
embriones en desarrollo dentro de la cAmara incubadora. Si el contenido de oxigeno en
la camara incubadora se ve reducido frente al resto del organismo materno y el tiempo
requerido por la hemoglobina para la oxigenacion-desoxigenacion es mayor en los
embriones que en los adultos, el descenso en la hemoglobina debido a la formacion de
metahemoglobina parece ser critico para los embriones tempranos y puede ser
responsable de los efectos letales de las anilinas sustituidas (Crossland y Hillaby, 1985).

El tamafio (longitud) de las hembras de D. magna se vio reducido desde la
menor concentracion de Tetradifén utilizada, obteniéndose valores de 0.46 cm para la
concentracion de 0.10 mg/l, 0.45 cm para las concentraciones de 0.18 y 0.22 mg/l y
0.38 cm para la mayor concentracion de Tetradifon utilizada (0.44 mg/l). Por el
contrario, la longitud de los dafnidos al ser tratados con el herbicida Propanil solo se vio
reducida en la concentracion més alta de Propanil utilizada de 0.55 mg/l. Recordaremos
que el tamafio de los dafnidos control fue de 0.48 cm.

El ditiocarbamato Disulfuran también produjo una reduccion significativa del
tamano corporal de D. magna para concentraciones superiores a 18 ug/l, tal y como
encontraron Van Leeuwen y cols. (1985)

Barry (1999) detectd un descenso significativo en el tamafio corporal de
Daphnia longicephala al ser expuesta a concentraciones crecientes del herbicida
Carbaril.

Otros investigadores han encontrando también que el aumento de la
concentracion de plaguicidas reduce el tamafio de los organismos expuestos. Fernandez
y cols. (1995b) encontraron que el tamafio del caparazon de D. magna se veia
significativamente reducido al aumentar la concentracion del plaguicida Diazinon en el
medio, estos autores detectaron diferencias significativas con respecto al control para
concentraciones superiores a 0.15 ug/l. Por otra parte, Ferrando y cols. (1995) también
obtuvieron un descenso significativo en el tamafo del caparazén, exponiendo a
D. magna a concentraciones subletales de Lindano superiores a 0.25 mg/I.
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En otros organismos, Nebeker y Schuytema (1998) también encontraron una
reduccion significativa en el tamafio corporal del invertebrado Hyalella azteca al ser
expuesta a concentraciones de Diuron iguales o superiores a 22.9 mg/I.

La tasa intrinseca de crecimiento natural (r), en el presente trabajo, se mostro
como un parametro muy sensible a la toxicidad por ambos plaguicidas debido al efecto
que estos tuvieron sobre la reproduccion. Para poblaciones como las de los dafnidos con
generaciones superpuestas, la tasa intrinseca de crecimiento natural estard determinada
primeramente por el nimero de neonatos por camada en las primeras puestas. Las
concentraciones de Tetradifon de 0.18, 0.22 y 0.44 mg/I reducen el numero de neonatos
en las primeras puestas reduciendo el valor de la tasa intrinseca de crecimiento natural.
Lo mismo ocurre con el herbicida Propanil, ya que concentraciones superiores a
0.10 mg/l inhiben la reproduccion de los dafnidos al reducir el numero de
descendientes.

Van Leeuwen y cols. (1985) detectaron un descenso significativo en la tasa
intrinseca de crecimiento natural (r), para D. magna al ser expuesta a concentraciones
crecientes de los ditiocarbamatos Disulfiram y Zineb. Estos autores atribuyeron esta
reduccién al efecto que ambos tiocarbamatos presentaban sobre la reproduccion y la
supervivencia de los organismos expuestos.

Rose y cols. (2002) observaron que concentraciones de 3,4- Dicloranilina
superiores a 10 ug/l producian una reduccion significativa en la tasa intrinseca de
crecimiento natural para el cladécero Ceriodaphnia dubia, indicando que este descenso
fue consecuencia del gran efecto que la 3,4-Dicloroanilina tiene sobre el nimero de
neonatos por hembra.

Por su parte, Stark y cols. (1997) encontraron un descenso en el valor de r al
exponer al acaro Tetranychus urticae a concentraciones crecientes del plaguicida
organoclorado Dicofol.

Del mismo modo, Walthall y Stark (1997) exponiendo al afido Acyrthosiphon
pisum a concentraciones del insecticida Imidacloprid superiores a 0.07 mg/l encontraron
la misma reduccion en el valor de r atribuyendo, sin embargo, este resultado al descenso
en la supervivencia.

Una disminucion en el valor de r fue observada por Ferrando y cols. (1999) al
exponer al rotifero Brachionus calyciflorus a concentraciones del herbicida Thiobencarb
superiores a 5 mg/l.
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Estos mismos autores exponiendo el mismo organismo al herbicida Molinato,
encontraron que concentraciones superiores a 10 mg/l producian un descenso
significativo en el valor de r, el descenso se debia en ambos casos a la disminucion del
tamano de la camada y a la reduccion en el nimero de descendientes.

Todos estos autores sefialaron la importancia de r como indice del efecto
producido por los plaguicidas en las poblaciones estudiadas, ya que combina los efectos
producidos sobre la reproduccién y la supervivencia.

Hemos de sefialar que para ningun parametro de los estudiados, el grupo
perteneciente al control con acetona mostré diferencias significativas (p<0.05) con
respecto al grupo control.
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5.3. EFECTOS DEL TETRADIFON Y EL PROPANIL SOBRE EL
COMPORTAMIENTO FILTRADOR DE D. magna.

En el apartado de resultados vimos que, para los plaguicidas estudiados, las tasas
de filtracion e ingestion del alga Nannochloris oculata se veian reducidas al aumentar la
concentracion de ambos plaguicidas en el medio.

En el caso del acaricida Tetradifon, en la tasa de filtracion se observaron
porcentajes de inhibicion del 41%, 67%, 62% y 77% para las concentraciones ensayadas
(0.10, 0.18, 0.22 y 0.44 mg/l); estas reducciones presentaron diferencias significativas
con respecto al grupo control. Lo mismo ocurrié con la tasa de ingestion de alimento,
siendo los porcentajes de inhibicion para las diferentes concentraciones del 42%, 50%,
36% y 54%, respectivamente.

El herbicida Propanil, por su parte, presentd para cada una de las
concentraciones utilizadas (0.07, 0.10, 0.21 y 0.55 mg/l) los siguientes porcentajes de
inhibicién: 7%, 35%, 43% Yy 44%. Estas reducciones presentaron diferencias
significativas a partir de la concentracion de 0.10 mg/l. La tasa de ingestion también se
vio inhibida por efecto de concentraciones crecientes del herbicida Propanil; asi, los
porcentajes de inhibicidn para cada una de las concentraciones fueron:15%, 39%, 47% y
56% respectivamente. Al igual que para la tasa de filtracion estas reducciones fueron
significativas a partir de la concentracién de 0.10 mg/I.

Durante las 5 horas de duracién del ensayo, en el caso del acaricida Tetradifon,
las tasas de filtracion e ingestion se redujeron en mas de un 50% para la concentracion
de 0.18 mg/l. Sin embargo, el herbicida Propanil tuvo un efecto menor ya que en la tasa
de filtracion no se superd el 50% de inhibicion con la concentracion maés alta utilizada
(0.55 mg/l).

Investigadores como Fernandez-Casalderrey y cols. (1992) que observaron un
descenso significativo en las tasas de filtracion e ingestién del rotifero Brachionus
calyciflorus al ser expuesto a concentraciones de Endosulfan superiores a 2.5 mg/l y a
concentraciones de Diazindn superiores a 14 mg/l. En otro estudio realizado por los
mismos autores (Fernandez-Casalderrey y cols. 1993b), se observd que al exponer a
D.magna a concentraciones superiores a 0.062 ng/l de Metilparathion, la tasa de
filtracion se veia significativamente reducida respecto del grupo control.

Del mismo modo, Fernandez-Casalderrey y cols. (1994) expusieron D. magna a
concentraciones subletales de los plaguicidas Diazinon y Endosulfan, observando que
concentraciones de Endosulfan superiores a 0.31 mg/l producian una reduccién
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significativa en la incorporacion del alimento por parte del cladocero. Esta misma
reduccidn se encontrd para una concentracion de Diazinon de 0.45 ug/l.

Semlitsch y cols. (1995) también observaron que concentraciones del fungicida
TPT (trifeniltin) de 10 y 20 pg/l producian un descenso en la actividad filtradora de los
renacuajos de la rana Rana esculenta. Y Donkin y cols. (1997) encontraron una
reduccion en la tasa de filtracion del bivalvo Mytilus edulis al exponerlo a
concentraciones crecientes de Lindano y Endrin.

Continuando en la misma linea, Kluttgen y cols. (1996) demostraron que las
tasas de filtracion del alimento por parte de D. magna se ven inhibidas por el aumento
de la concentracion de 3,4-DCA en el medio.

Una explicacién a esta inhibicion en el comportamiento filtrador la apunté Day
(1989) que encontré que el Fenvalerato reducia la tasa de filtracion e ingestion de la
comida por el zooplancton, y postulé que la constante exposicion de estos organismos al
plaguicida durante todo su ciclo podia reducir su habilidad para obtener una adecuada
nutricion. El organismo responderia a este estrés disminuyendo la produccion de
descendientes y produciéndose cambios en la supervivencia que podia verse reducida
especialmente bajo condiciones naturales donde la predacion y la competicion son
factores agravantes.

Un descenso en la habilidad del organismo para obtener una adecuada nutricion
tendria pues efectos en el crecimiento, en la supervivencia y en la capacidad
reproductiva, como se observa en el presente estudio.

Tambien Day y Kaushik (1987a), postularon que la filtracion y la ingestion del
alimento por parte de los animales filtradores, requiere movimientos por parte de los
apéndices filtradores y una coordinacion del sistema nervioso. Por tanto, los toxicos que
afectan al sistema nervioso y causan una baja coordinacién o una paralisis producen una
respuesta de reduccion de las tasas de filtracion e ingestion.

Estos autores encontraron que, ademas de un efecto sobre el sistema nervioso,
niveles subletales de Permethrin y Fenvalerato producian la adhesion de particulas
alimenticias en los apéndices filtradores de los dafnidos haciendo mas dificultoso el
movimiento de estos apéndices.

Es sabido que la composicion bioquimica y los procesos fisiologicos de los
invertebrados se ven alterados por la intoxicacion con plaguicidas.
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El principal efecto de estos compuestos se ejerce sobre el sistema nervioso vy el
lugar de accion son las sinapsis, interfiriendo en la transmision del impulso nervioso
(Ware, 1983).

Estos procesos han sido demostrados en invertebrados (Leake y Goldman,
1984). Asi, un toxico que afecte al sistema nervioso y cause pérdida de coordinacion y/o
paralisis podria ocasionar en el organismo afectado una reduccidon de la Tasa de
Filtracion o Ingestion del alimento.

El Tetradifon interfiere en el buen funcionamiento del sistema nervioso
(Ware, 1983), con lo que dificulta la incorporacion del alimento a través de los
apéndices. También la exposicion al herbicida Propanil puede producir depresion del
sistema nervioso central tal y como apuntaron Eddleston y cols. (2002).

La filtracion e ingestion del alimento que realizan los organismos filtradores del
zooplancton requiere el movimiento de los apéndices y su coordinacion con el sistema
nervioso. Si el Tetradifon y el Propanil causan una reduccion de la tasa de filtracion e
ingestion de alimento tras sélo 5 horas de exposicion, una exposicion constante de estos
organismos a dichos plaguicidas, a lo largo de su ciclo de vida, reduciria su capacidad
para alimentarse.

Si durante todo el ciclo vital se produce una deficiente incorporacion del
alimento, esto puede repercutir en el crecimiento, la reproduccion y la supervivencia de
los organismos expuestos. La energia ingerida determina la magnitud de la reproduccion
de un animal bajo unas condiciones ambientales dadas. Por ello, las tasas de
incorporacion del alimento son un buen pardmetro para predecir la reproduccion y un
indicador relevante para valorar la toxicidad (Juchelka y Snell, 1995).

En el presente estudio los dafnidos pertenecientes al grupo del control con
disolvente (acetona) no mostraron en ningdn momento diferencias significativas con
respecto al grupo control.
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5.4. EFECTO DEL TETRADIFON Y EL PROPANIL EN LA
FISIOLOGIA (METABOLISMO ENERGETICO) DE D. magna.

La exposicion durante diferentes tiempos a concentraciones crecientes de los
plaguicidas Tetradifon y Propanil, produjo alteraciones en la fisiologia de D. magna.
Estas alteraciones se manifestaron como una disminucién de las reservas de las
principales biomoléculas (glucidos, lipidos y proteinas), y como hemos visto
anteriormente también en una reduccién del tamafio corporal, la reproduccion e incluso
la supervivencia.

Calow y Sibly (1990) sugirieron que el estrés toxico induce cambios metabolicos
en los organismos, que se traducen en la reduccion de las reservas energéticas, como
consecuencia se producen efectos adversos en el crecimiento y la reproduccion de los
individuos. Las alteraciones en la homeostasis de los organismos lleva a alteraciones
patolégicas que desencadenan en los organismos mecanismos compensatorios, que
requieren mucha energia. Este gasto energético y la limitacién de las reservas
energéticas en el organismo lleva a una redistribucion de los recursos energéticos,
reduciendo la cantidad de energia destinada a la reproduccion y el crecimiento (Beyers
y cols., 1999).

En el apartado de resultados pudimos ver que, con el acaricida Tetradifon, el
contenido en glucdgeno tisular (por individuo) sufrié una reduccion significativa a partir
de las 48 horas de exposicion, para las concentraciones de 0.22 y 0.44 mg/l de
plaguicida. Esta reduccién aument6 con el tiempo de exposicion encontrando que a las
120 horas todas las concentraciones utilizadas presentaron diferencias significativas con
el control. Al determinar el contenido en glucégeno (por peso seco) observamos que, de
forma similar, las reducciones fueron significativas a partir de 48 horas para las
concentraciones mas altas (0.22 y 0.44 mg/l) y a las 120 horas de exposicion las
reducciones fueron significativas para todas las concentraciones ensayadas.

En el caso del herbicida Propanil el contenido en glucdgeno tisular (por
individuo) se vid significativamente reducido a partir de las 96 horas con las
concentraciones de Propanil de 0.21 y 0.55 mg/l. A las 120 horas estas diferencias
aumentaron y encontramos que también la concentracion de 0.10 mg/l presento
diferencias con respecto al grupo control. Para los primeros tiempos de exposicion no se
observo ninguna reduccidn significativa, aunque si se observo que los valores obtenidos
a las 24, 48 y 72 horas de exposicion a Propanil, fueron menores que los encontrados en
el grupo control.
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El contenido en glucégeno (por peso) se vio muy condicionado al gran efecto
que el Propanil tuvo sobre el peso de los animales, ya que al verse éste tan reducido la
relacion contenido en glucdgeno/peso aumento en aquellos tiempos y concentraciones
donde el efecto sobre el peso de los organismos fue mas acusado, pudiendo darse
incluso diferencias significativas con el control.

Encontramos un aumento significativo en la relacion glucégeno/peso con las
concentraciones de 0.10, 0.18 y 0.21 mg/l a las 48 horas de exposicion a Propanil; a las
72 horas las concentraciones que presentaron diferencias significativas con respecto al
control solo fueron las de 0.21 y 0.55 mg/l. A medida que el efecto sobre el peso
disminuyd encontramos menos diferencias significativas, asi a las 72 horas solamente la
concentracion de Propanil mas alta (0.55 mg/l) presento estas diferencias. Para 96 y
120 horas de exposicién no se obtuvieron diferencias significativas, pero si que se
obtuvieron menores valores que los encontrados en el grupo control.

Umminger (1970) sefial6 que los carbohidratos representan la principal fuente de
energia y de precursores metabdlicos en los organismos expuestos a estrés toxico.

McKee y Knowles (1986a) encontraron que concentraciones de 0.25 y 0.5 mg/l
del plaguicida Fenvalerato producian un descenso significativo en el contenido en
glucdégeno de D. magna tras 7 dias de exposicion.

Knowles y cols. (1987) también hallaron un descenso significativo en el
contenido en glucdgeno al exponer a D. magna a 811 ug/l de Di-2-etilhexil ftalato
(DEHP), utilizado en la fabricacion del PVC, durante 7 dias.

Resultados similares se encontraron en otros invertebrados. Asi, Graney y Giesy
(1986) detectaron una reduccion en el contenido en glucogeno (por peso seco) en el
anfipodo Gammarus pseudolimnaeus expuesto a 0.77 mg/l de Pentaclorofenol (PCF).

Saravana y Geraldine (1997) también encontraron una reduccion significativa en
los niveles tisulares de glucogeno al exponer al crustaceo Macrobrachium malcolmsonii
a concentraciones subletales de Endosulfan. Estos autores indicaron que una posible
explicacion para esta reduccion del glucogeno era la secrecion de catecolaminas y
glucocorticoides, inducida por el estrés toxico, que incrementaria la glucogenolisis.

Del mismo modo Nath (2000) determind, una alteracion en el metabolismo de
los carbohidratos al exponer al gusano de seda Bombyx mori a un preparado comercial
de Fenitrotion y Etidn; este autor encontré que el Fenitrotion altera la estructura
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mitocondrial y por tanto causa interferencias en las rutas metabolicas implicadas en la
obtencion de energia.

DeCoen y cols (2001) demostraron que el metabolismo intermediario de
D. magna es afectado por una exposicion breve a concentraciones subletales de
plaguicidas, la respuesta basica de este metabolismo parece consistir principalmente en
la movilizacion y utilizacion de las reservas de carbohidratos.

Del mismo modo, Tripathi y Singh (2002) encontraron reducciones
significativas del 59 y 56 % en los niveles de glucdgeno en el hepatopancreas y el
ovotestis del caracol Lymnaea acuminata, tras 96 horas de exposicion a Dimetoato.
Estos autores también estudiaron el efecto del herbicida Carbaril en el mismo
organismo, encontrando una reduccion en el contenido en glucogeno del 55 y 54% para
el hepatopancreas y el ovotestis. Segun estos autores la reduccién en el contenido en
glucdgeno fue debida a la generacion de energia necesaria para sofocar la demanda
generada por el estrés toxico.

En cuanto al contenido en lipidos (por individuo) presente en los organismos
expuestos a Tetradifon, éste presentd una reduccidon desde las primeras horas de
exposicion al acaricida, ya a las 24 horas encontramos que las concentraciones mas altas
utilizadas (0.22 y 0.44 mg/l) presentaron diferencias significativas con respecto al grupo
control, tras 48 y 120 horas de exposicion, encontramos diferencias significativas
(p<0.05) a partir de la concentracion de 0.10 mg/l, mientras que en los tiempos
intermedios de 72 y 96 horas estas diferencias se presentaron a partir de la
concentracion de 0.18 mg/I.

El contenido en lipidos (por peso) presentd un comportamiento similar al
anterior, las diferencias significativas (p<0.05) se encontraron desde las primeras
24 horas, donde los animales tratados con concentraciones de Tetradifon de 0.18 mg/l y
superiores presentaron diferencias significativas con respecto al control, al igual que
ocurrio a las 72 y 96 horas. Son los tiempos de 48 y 120 horas de exposicion los que
presentaron diferencias significativas para todos los tratamientos respecto al control.

El herbicida Propanil produjo un efecto similar sobre el contenido en lipidos
(por individuo) que el encontrado para el acaricida Tetradifon, en este caso las
diferencias significativas aparecen desde los primeros tiempos de exposicion, con las
concentraciones de 0.21 y 0.55 mg/l. A las 48 horas solamente la concentracion mas alta
de Propanil (0.55 mg/l) presento diferencias con respecto al control.
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Fue a partir de las 72 horas donde se observo el mayor efecto sobre el contenido
en lipidos, ya que todos los tratamientos utilizados ocasionaron reducciones respecto al
control. Del mismo modo, a las 96 y 120 horas también todos los tratamientos
presentaron reducciones significativas en el contenido en glucégeno (por individuo).

El efecto del Propanil sobre el contenido en lipidos (por peso), comenzo a las
72 horas donde las concentraciones de 0.07, 0.10 y 0.55 mg/l presentaron diferencias
significativas con el control. A las 96 horas de exposicion los tratamientos de 0.10 mg/I
y superiores provocaron reducciones significativas respecto al control, es a las
120 horas donde la reduccion en el contenido en lipidos fue significativa para todas las
concentraciones de Propanil ensayadas (0.07, 0.10, 0.21 y 0.55 mg/I).

Tessier y Goulden (1982) sugirieron que las reservas lipidicas en los cladoceros
determinan la sensibilidad del individuo al estrés ambiental, ya los animales que
presentan reducciones en sus reservas lipidicas son mas sensibles al estrés toxico y al
ayuno prolongado.

McKee y Knowles (1986a) encontraron que concentraciones de Fenvalerato
superiores a 0.5 mg/l producian un descenso significativo en el contenido en lipidos de
D. magna, tras 7 dias de exposicion.

Tambien, Knowles y cols (1987) observaron una reduccion en el contenido
lipidico de D. magna al ser expuesta a concentraciones de DEHP (Di-2-etilhexil ftalato)
superiores a 811 mg/I.

Un descenso en el contenido en lipidos (por peso) en Gammarus
pseudolimnaeus expuesto a 0.77 mg/l de PCF (Pentaclorofenol) fue determinado por
Graney y Giesy (1986).

Bhavan y Geraldiner (2001) encontraron una disminucion en las reservas
lipidicas del cangrejo Macrobrachium malcolmsonii al exponerlo a concentraciones
subletales de Endosulfan. Estos autores sefialaron la aceleracion progresiva en la
hidrolisis de los niveles de lipidos de acuerdo con el aumento en la demanda energética
por efecto del estrés producido por el Endosulfan. Los lipidos son una fuente alternativa
de energia particularmente durante condiciones de estrés (Chang y O’Connor, 1983).

Reducciones del 35% en el contenido lipidico fueron encontradas por Choi y
cols. (2001) al exponer larvas del diptero Chironomus riparius a 2 ug/l de Fenitrotion.
Para el glucégeno también encontraron una reduccion significativa del 47 % con
respecto al grupo control. Estos autores explicaron el descenso de estos parametros por
el estrés oxidativo causado por el Fenitrotion, ya que los dafios ocasionados en la
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membrana mitocondrial por efecto de la peroxidacion lipidica pueden interferir en la
actividad de la cadena de transporte electronico. Asi, el glucdgeno seria consumido en
los procesos relacionados con el estrés y los lipidos se usarian para producir energia y
utilizarla en la detoxificacion de los compuestos toxicos. La utilizacion de estas reservas
durante los primeros estadios de vida tendran consecuencias en el desarrollo de las
larvas hasta su estado adulto. Estos autores concluyeron que tanto el contenido en
glucdgeno como el contenido en lipidos son parametros muy sensibles que reflejan el
estado fisioldgico del animal y pueden ser utilizados para predecir los efectos del estrées
toxico.

Como ocurre con el contenido en glucdgeno y lipidos el efecto del Tetradifon en
el contenido en proteinas (por individuo) también se vié muy reducido desde los
primeros tiempos de exposicion, encontrando diferencias significativas para las
concentraciones mas altas utilizadas de 0.22 y 0.44 mg/l a las 24, 48 y 72 horas de
exposicién. Encontramos que todas las concentraciones de acaricida ensayadas
presentaron diferencias significativas con respecto al grupo control tras 96 y 120 horas
de exposicion.

El contenido proteico (por peso) presentd el mismo comportamiento, tras 24,
96y 120 horas de exposicion todos los tratamientos (0.10, 0.18, 0.22 y 0.44 mg/l)
presentaron diferencias significativas con respecto al grupo control. Mientras que en los
tiempos intermedios de 48 y 72 horas solamente las concentraciones de 0.22 y
0.44 mg/l, presentaron diferencias significativas con el grupo control.

El Propanil tuvo sobre el contenido proteico (por individuo) de D. magna un
efecto mayor que el encontrado para el Tetradifén, en este caso para todos los
tratamientos y todos los tiempos de exposicion se encontré una reduccion significativa
en el contenido en proteinas, obteniendo reducciones que oscilaron entre 13% y el 25%
con las concentraciones de 0.07 y 0.55 mg/l. El contenido en proteinas (por peso)
presentd diferencias significativas para las concentraciones de 0.10 mg/l y superiores
tras 120 horas de exposicién. A causa del gran efecto que el Propanil produjo sobre el
peso durante los primero tiempos de exposicion, la relacion contenido proteinas/peso
aumentd no presentando diferencias significativas con el control, aunque si se observo
que para algunos tiempos y concentraciones se obtuvieron diferencias al aumentar la
relacion proteinas/peso.

McKee y Knowles (1986b) encontraron que concentraciones del insecticida
Clordecone superiores a 30 ug/l producian reducciones significativas en los niveles de
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proteinas de D. magna tras 7 dias de exposicion. Estos autores relacionaron el descenso
en el contenido proteico con la reduccion que se produjo en el crecimiento de D. magna.
Estos cambios en el contenido proteico de D. magna estaban asociados con los efectos
del insecticida sobre el crecimiento y la reproduccion tras 21 dias de exposicion. La
reduccion en el contenido en proteinas tras 7 dias de exposicion reveld los efectos que
posteriormente se encontraron sobre la reproduccion y el crecimiento.

Graney y Giesy (1986) encontraron un descenso significativo en el contenido de
proteinas (por peso) en Gammarus pseudolimnaeus expuesto a 0.77 mg/l de PCF
(Pentaclorofenol). También Knowles y cols. (1987) obtuvieron un descenso en el
contenido proteico de D. magna al ser expuesta a 811 ul/l de DEHP (Di-2-etilhexil
ftalato).

En peces, Sancho y cols. (1998) detectaron un descenso en los niveles de
proteinas en los tejidos de la anguila Anguilla anguilla expuesta a dos concentraciones
del insecticida Fenitrotion (0.02 y 0.04 mg/l). Estos autores indicaron que el descenso
encontrado en los niveles de proteinas se debia a la intoxicacion por Fenitrotion, ya que
en los animales se producen mecanismos fisiologicos de adaptacion para compensar el
estrés producido por el tdxico. Por otro lado, también indicaron que los animales que se
encuentran bajo estrés requieren mayor cantidad de energia y esta demanda podria
estimular el catabolismo de las proteinas.

El descenso en lipidos y proteinas bajo condiciones de estrés toxico puede
deberse también a diferentes mecanismos fisioldgicos entre lo que se encuentran la
formacion de lipoproteinas utilizadas para reparar los dafios que se producen en células
y tejidos, asi como también a la utilizacion por parte de las células como requerimientos
energéticos al aumentar la lipdlisis (Rambabu y Rao, 1994).

El efecto del Tetradifon sobre el contenido caldrico, tanto por individuo como
por peso, presento diferencias significativas para todos los tratamientos y en todos los
tiempos. Al calcular el contenido calorico como el conjunto de calorias presentes en los
organismos a partir de los datos obtenidos para el glucégeno, los lipidos y las proteinas,
cualquier disminucion de uno de estos parametros produjo un descenso en el contenido
caldrico, en nuestro estudio el Tetradifén produjo una disminucion en las reservas
energéticas de los organismos, lo que se tradujo en la gran reduccion que se observa en
el contenido caldrico.
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En el caso del Propanil, el contenido calorico (por individuo) presento
reducciones significativas para todos los tratamientos utilizados y para todos los
tiempos de exposicion. Sin embargo, en el contenido calorico (por peso) se observo el
mismo efecto que para los anteriores parametros estudiados, que al disminuir el peso la
relacion contenido caldrico/peso aumentd y solo se tuvieron diferencias significativas
con respecto al grupo control para los tiempos de exposicion més altos, asi para las
96 horas, los tratamientos de 0.21 y 0.55 mg/I presentaron diferencias significativas con
respecto al grupo control y en las 120 horas todos los tratamientos presentaron
diferencias con el control.

McKee y Knowles (1986a) encontraron una reduccién en el contenido calorico
de D. magna tras exponerla a 0.25 y 0.5 ug/l de Fenvalerato. Igualmente, estos mismos
autores detectaron un descenso en el contenido calérico de D. magna tras ser expuesta a
811 ug/l de DEHP (Di-2-etilhexil ftalato) tras 7 dias.

En cuanto al contenido caldrico expresado por peso, éste presentd un descenso
significativo para Gammarus pseudolimnaeus expuesto a 0.77 mg/l de PCF
(Pentaclorofenol) (Graney y Giesy, 1986).

Por ultimo, el peso en D. magna sufrié reducciones significativas a partir de las
48 horas de exposicion para todos los tratamientos de Tetradifon utilizados, este efecto
se vio reducido a medida que aumenté la edad de los individuos, ya que a las 72 y
96 horas solamente los grupos tratados con 0.22 y 0.44 mg/l presentaron diferencias
significativas con el control, finalmente a las 120 horas solo los animales tratados con
0.44 mg/l de Tetradifon presentaron diferencias.

El Propanil, por su parte, tuvo un efecto mas acusado durante los primeros
tiempos de exposicion, a las 24 horas de exposicion todos los tratamientos presentaron
diferencias significativas con el control, a las 48 horas solamente los tratamientos de
0.10 mg/l y superiores presentaron estas diferencias, y finalmente, a las 72 horas fueron
los de 0.21 y 0.55 mg/l los que presentaron diferencias con el control. Esta acusada
reduccion en el peso durante las primeras horas hizo que la relacion entre los diferentes
parametros/peso aumentara con respecto al control, ya que a las 24 horas los animales
tratados con 0.55 mg/l presentaron una reduccion en su peso superior al 47%.

No hemos encontrado bibliografia acerca del efecto de los plaguicidas en el peso
de D. magna, pero si de otros contaminantes.
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Asi, una reduccion en el peso de D. magna fue encontrada por Bodar y cols.
(1988), al ser expuesta a 1 ug/l y 5 ug/l de Cadmio.

Khangarot y Rathone (2003) encontraron un descenso en el peso de D. magna
para concentraciones de Cobre de 0.032 mg/l y superiores, tras 48 horas de exposicion.
Estos autores detectaron una reduccién del peso mayor al 45% respecto al control para
los organismos expuestos a 0.18 mg/l de Cobre durante 48 horas.

En otros organismos acuaticos, Vink y cols. (1995) también encontraron una
reduccioén significativa en el peso del isopodo Porcellionides pruinosus expuesto a
concentraciones crecientes de Carbofuran y Diazinon.

El efecto de los plaguicidas Tetradifén y Propanil sobre los porcentajes con
respecto al peso para cada uno de los parametros estudiados fue méas acusado en el caso
de las proteinas y los lipidos observandose que son las proteinas y los lipidos los que
proporcionan la mayor cantidad de energia en D. magna, siendo los lipidos
metabolizados en primer lugar junto con el glucégeno, seguido de las proteinas que
serian metabolizadas en ultimo lugar como fuente de energia.

Blazka (1966) encontré que, en general, se metabolizan antes los lipidos y el
glucdgeno como fuente de energia que las proteinas, ya que estas son utilizadas como
fuente de energia de emergencia tras una carencia o falta de nutrientes. Asi los animales
bajo condiciones de estrés metabolizan en primer lugar las reservas de glucégeno
seguidas por las de lipidos y finalmente por las reservas proteicas.

Bodar y cols. (1988) observaron una reduccién en el metabolismo de D. magna
al ser expuesta a concentraciones crecientes de Cadmio, indicando que los animales por
efecto del estrés toxico comenzarian por utilizar el glucogeno como fuente de energia,
seguido probablemente de la utilizacion de lipidos y finalmente de proteinas. Indicaron
también que el efecto inhibidor del Cd se daba principalmente en los musculos del
aparato filtrador de D. magna, con lo que se reduce la cantidad de nutrientes
incorporados al organismo. Estos autores indicaron que bajo condiciones de estrés los
organismos metabolizan en primer lugar las reserva de glucdgeno, seguidas por las de
lipidos y finalmente por las reservas proteicas, tal y como se observa en este estudio.

Los lipidos y las proteinas son considerados como un buen indicador del estado
nutritivo de D. magna (Tessier y Goulden 1982, Guisande y cols. 1991), bajo
condiciones de estrés o ayuno prolongado el contenido en lipidos se ve reducido y el
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contenido en proteinas por su parte se ve reducido bajo condiciones de ayuno muy
severas.

En estas condiciones de ayuno los dafnidos sufren un descenso en su peso, y en
el contenido de glucdgeno, lipidos y proteinas, tras 3 dias de ayuno las reservas
energéticas presentes en los animales no son suficientes para mantener el crecimiento y
la reproduccion (Elendt, 1989). El glucogeno se utiliza como material de reserva para la
fabricacion de los precursores de la cuticula y como reserva metabolica (Parvathy,
1971). En los crustaceos, las reservas lipidicas son la fuente de energia para la
reproduccion y la supervivencia durante periodos en los cuales se da una menor
incorporacion de nutrientes (Tessier y cols., 1983).

Ya se ha comentado que tanto el Tetradifon como el Propanil producen una
inhibicidn en la incorporacion del alimento, esto produce una menor incorporacion de
energia por parte de los organismos expuestos, si a esto se le afiade el aumento de la
demanda energética con el fin de contrarrestar los efecto toxicos, entonces los niveles de
glucdgeno, lipidos y proteinas se veran reducidos desde los primeros tiempos de
exposicion. Por otro lado estos compuestos se incorporan facilmente al interior celular a
través de la membrana lipidica provocando interferencias en el normal funcionamiento
tanto bioquimico como fisiolégico de las células (Yasmeen y cols. 1991).

Todo esto se traducird en una menor reproduccién y un menor crecimiento ya
que los organismos deben utilizar su energia para mantenerse vivos, tal y como se ha
visto en este estudio, donde el efecto de ambos plaguicidas sobre la incorporacion del
alimento, el metabolismo energético, la reproduccién y el crecimiento estan
estrechamente relacionados y nos aportan una vision en conjunto sobre los efectos
adversos que el Tetradifon y el Propanil tiene en la fisiologia de D. magna.

Hemos comentado que son muchas y diversas las causas por las que los
plaguicidas producen alteraciones en el metabolismo energetico de los animales, tales
como: sistemas fisioldgicos compensatorios, peroxidacion lipidica, hipoxia, alteraciones
enziméticas en las diferentes rutas metabdlicas relacionadas con la obtencion de
energia...etc.

Para todas estas causas el efecto final es el mismo; la reduccion en los niveles de
glucdgeno, lipidos y proteinas como principales fuentes de energia, con lo que la
valoracion de estos parametros nos da una informacion del estado fisiologico del animal
y nos ayuda a valorar los posibles efectos que a largo plazo se pueden encontrar.
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Los cambios bioguimicos observados tras 5 dias de exposicion a los plaguicidas
Tetradifon y Propanil estan asociados a los efectos que se observan en la reproduccion y
el crecimiento de D. magna, tras 21 dias de exposicion. Ya que los efectos observados
en la reproduccion y el crecimiento son precedidos no s6lo por cambios en el contenido
en glucdgeno, lipidos y proteinas, sino también por una inhibicion importante en la
incorporacion del alimento.

La mayoria de los autores destacan la utilizacion de estos parametros
bioquimicos para predecir los efectos cronicos, ya que son ensayos cortos en el tiempo y
muy sensibles a los efectos subletales producidos por los plaguicidas, pues los cambios
en los parametros bioguimicos en muchas ocasiones se producen antes que se observen
efectos en la reproduccion o el crecimiento de los organismos (Ribeiro y cols., 2001;
Khangarot y Rathore, 2003).

Hemos de sefialar que para ninguno de los parametros estudiados el control con
acetona mostro diferencias significativas con el grupo control.
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Conclusiones

1. Los ensayos de toxicidad aguda pusieron de manifiesto que la
mortalidad del crustaceo D. magna tras 24 horas de exposicion al acaricida Tetradifon
fue mayor que la producida por el herbicida Propanil. Sin embargo, tras 48 horas de
exposicion, la sensibilidad del crustaceo fue similar para ambos plaguicidas.

2. Concentraciones subletales del acaricida Tetradifén no afectaron a
la longevidad de D. magna; y el herbicida Propanil provoco un descenso de la misma
solo con la mayor concentracion utilizada.

3. La reproduccién de D. magna se vié claramente reducida por
ambos plaguicidas, siendo el efecto del Propanil mas acusado en todos los parametros
evaluados.

4, Entre los parametros reproductivos estudiados el nimero total de
descendientes producidos fue el méas afectado, especialmente por exposicion al
herbicida Propanil.

5. La tasa intrinseca de crecimiento natural (r) es un buen indicador
del nivel de contaminacion producida por ambos plaguicidas en D. magna, ya que
combina el efecto de estos toxicos sobre la supervivencia y la reproduccion de la
poblacion. No obstante, no fue el pardmetro mas sensible debido al poco efecto de estos
plaguicidas en la longevidad de los dafnidos.

6. Los plaguicidas utilizados afectaron al crecimiento de D. magna
produciendo una reduccion significativa de la longitud media del caparazon siendo mas
acusado el efecto del acaricida Tetradifon.

/. Las Tasas de Filtracion e Ingestion de alimento en el crustaceo
D. magna pueden ser consideradas como un buen indice en la evaluacion del efecto de
la contaminacién por plaguicidas a corto plazo. De los dos plaguicidas estudiados, el
acaricida Tetradifon produjo una mayor inhibicion en el comportamiento filtrador de
D. magna.
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Conclusiones

8. El acaricida Tetradifén y el herbicida Propanil provocaron en el
crustaceo D. magna un descenso general de los niveles de glucégeno, lipidos y
proteinas tisulares, que fue proporcional a la concentracion de plaguicida ensayada y
mas acusado por exposicion al acaricida Tetradifon.

9. Los plaguicidas Tetradifén y Propanil produjeron una disminucién
en las reservas energéticas de los dafnidos, lo que se tradujo en una gran reduccion en el
contenido caldrico, que fue mas evidente con el acaricida Tetradifon.

10. El peso en D. magna sufrié reducciones significativas cuando los
organismos se vieron expuestos a ambos plaguicidas. Sin embargo, el herbicida
Propanil afectd sobre todo a los dafnidos con edades inferiores a las 48 horas.

11. El disolvente utilizado en el presente estudio (acetona) no influyd
en los parametros evaluados en D. magna.
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ANEXO ESTADISTICA

8.1. ESTUDIO DE LA TOXICIDAD CRONICA DE LOS
PLAGUICIDAS TETRADIFON Y PROPANIL EN D, magna.

8.1.1. Acaricida Tetradifén

Tabla 1. Analisis de la varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos para el tamafio de
la camada (CDA) en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CDA 5 501.2707 100.2541 23.0125
Error 24 104.5560 4.3565 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control

14.52 0.44

20.48 0.22 *
22.32 0.18 *
25.16 0.10 * * *
25.88 C+A * * *
26.24  Control * * *

Figura 1. Resultados del test de Duncan para los valores del tamafio de la camada en
D. magna expuesta a Tetradifon.

Tabla 2. Analisis de la varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos para el nimero de
camadas (NCDA\) en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
NCDA 5 0.8227 0.1645 2.8368
Error 24 1.3920 0.0580 (p< 0.05)

Media Grupo 0.44 0.18 0.10 0.22 C+A Control

4.54 0.44

4.62 0.18

4.68 0.10

474 0.22

4.94 C+A *

5.00 Control * *

Figura 2. Resultados del test de Duncan para el nimero medio de camadas en D. magna
expuesta a Tetradifon.
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Tabla 3. Anélisis de la varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos para el tiempo a la
primera puesta (T1PTA) en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
TIPTA 5 0.8227 0.1645 2.8368
Error 24 1.3920 0.0580 (p< 0.001)

Media Grupo C+A Control 0.10 0.18 0.22 0.44

7.60 C+A
7.82 Control

8.06 0.10 *

8.68 0.18 * * *
8.80 0.22 * * *
9.00 0.44 * * *

Figura 3. Resultados del test de Duncan para los valores del tiempo a la primera puesta en
D. magna expuesta a Tetradifon.

Tabla 4. Analisis de la varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos para el niamero de
neonatos por hembra (NH) en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
NH 5 14854.2697 2970.8539 25.2310
Error 24 2825.9040 117.7460 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control

65.94 0.44

97.28 0.22 *
102.06 0.18 *
118.20 0.10 * * *
127.80 C+A * * *
131.66  Control * * *

Figura 4. Resultados del test de Duncan para el nimero de neonatos por hembra en
D. magna expuesta a Tetradifon.

Tabla 5. Andlisis de la varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos para la longevidad
(LV) en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
LV 5 0.1440 0.0288 2.4000
Error 24 0.2880 0.0120 (p> 0.05)
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Tabla 6. Analisis de la varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos para la longitud (L)
en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
L 5 0.0314 0.0063 72.5000
Error 24 0.0021 0.0001 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.18 0.22 0.10 C+A Control

0.384 0.44

0.446 0.18 *

0.446 0.22 *

0.464 0.10 * * *

0.476 C+A * * *

0.482  Control * * * *

Figura 5. Resultados del test de Duncan para la longitud en D.magna expuesta a
Tetradifon.

Tabla 7. Anélisis de la varianza (ANOVA) para los resultados obtenidos en la tasa
intrinseca de crecimiento natural (r) en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M F
r 5 0.0153 0.0031 39.9043
Error 24 0.0018 0.0001 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 C+A Control 0.10

0.270 0.44

0.286 0.22 *

0.298 0.18 * *

0.324 C+A * * *
0.326  Control * * *
0.330 0.10 * * *

Figura 6. Resultados del test de Duncan para los valores de la tasa intrinseca de
crecimiento natural (r) en D. magna expuesta a Tetradifon.
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8.1.2. Herbicida Propanil

Tabla 8. Analisis de la varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos para el tamafio de
la camada (CDA) en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

CDA 4 1840.6585 460.1646 76.6035
Error 20 120.1419 6.0071 (p< 0.001)

Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

2.924 0.55

10.020 0.21 *

20.010 0.10 * *

22.400 0.07 * *

26.240 Control * * * *

Figura 7. Resultados del test de Duncan para los valores del tamafio de la camada en
D. magna expuesta Propanil.

Tabla 9. Andlisis de la varianza (ANOVA) para los valores de numero de camadas
(NCDA) obtenidas al exponer a D. magna a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
NCDA 4 27.8624 6.9656 12.4832
Error 20 11.1600 0.5580 (p< 0.001)
Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

1.76 0.55

3.60 0.21 *

3.88 0.10 *

4.00 0.07 *

5.00 Control * * * *

Figura 8. Resultados del test de Duncan para los valores de nimero de camadas producida
por D. magna expuesta a Propanil.

Tabla 10. Analisis de la varianza (ANOVA) para los valores obtenidos en el tiempo a la
primera puesta (T1PTA) en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
TIPTA 4 40.9824 10.2456 8.6695
Error 20 23.6360 1.1818 (p< 0.001)
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Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control
7.90 0.55

10.00 0.21 *

10.06 0.10 *

10.14 0.07 *

11.94 Control * * * *

Figura 9. Resultados del test de Duncan para el tiempo a la primera puesta en D. magna
expuesta a Propanil.

Tabla 11. Analisis de la varianza (ANOVA) para el nimero de neonatos por hembra (NH)
en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

NH 4 41435.5544 10358.8886 88.7811
Error 20 2333.5800 116.6790 (p< 0.001)

Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

14.36 0.55

38.44 0.21 *

80.14 0.10 * *

87.06 0.07 * *

131.66 Control * * * *

Figura 10. Resultados del test de Duncan para los valores del numero de neonatos por
hembra para D. magna expuesta a Propanil.

Tabla 12. Andlisis de la varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos para la longevidad
(LV) en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

TIPTA 4 246.3504 61.5876 6.9688
Error 20 176.7520 8.8376 (p< 0.05)

Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

13.00 0.55

20.26 0.21 *

21.00 0.10 *

21.00 0.07 *

21.00 Control *

Figura 11. Resultados del test de Duncan para los valores de longevidad para D. magna
expuesta a Propanil.

173




ANEXO ESTADISTICA

Tabla 13. Analisis de la varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos para la longitud
(L) en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

L 4 0.0133 0.0033 14.0678
Error 20 0.0047 0.0002 (p< 0.001)

Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

0.422 0.55

0.478 0.21 *

0.478 0.10 *

0.482 0.07 *

0.480 Control *

Figura 12. Resultados del test de Duncan para los valores de longitud para D. magna
expuesta a Propanil.

Tabla 14. Analisis de la varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos para la tasa
intrinseca de crecimiento natural (r) en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

r 4 0.0979 0.0245 15.0160
Error 20 0.0326 0.0016 (p< 0.001)

Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

0.138 0.55

0.230 0.21 *

0.268 0.10 *

0.274 0.07 *

0.326 Control * * *

Figura 13. Resultados del test de Duncan para la tasa intrinseca de crecimiento natural (r)
para D. magna expuesta a Propanil.
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8.2. EFECTO DE LOS PLAGUICIDAS TETRADIFON Y
PROPANIL SOBRE EL COMPORTAMIENTO FILTRADOR
DE D. magna.

8.2.1. Acaricida Tetradifon

Tabla 15. Andlisis de la varianza (ANOVA) para la tasa de filtracién (TF) en D. magna
expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
TF 5 642908.9472 128581.7894 55.1000
Error 18 42004.9641  2333.6091 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.18 0.22 0.10 Control C+A

115.7 0.44

167.5 0.18

193.1 0.22 *

211.1 0.10 *

512.6 Control * * * *
514.3 C+A * * * *

Figura 14. Resultados del test de Duncan para la tasa de filtracion en D. magna expuesta a
Tetradifon.

Tabla 16. Analisis de la varianza (ANOVA) para la tasa de ingestion (TI) en D. magna
expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
TI 5 13694.9141  2738.9828  19.2552
Error 18 2560.4344 1422464 (p< 0.001)

Media Grupo 0.18 0.44 0.10 0.22 C+A Control

47.0 0.18

50.4 0.44

62.5 0.10

69.7 0.22 * *

102.3 C+A * * * *
108.4 Control * * * *

Figura 15. Resultados del test de Duncan para la tasa de ingestion en D. magna expuesta a
Tetradifon.
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8.2.2. Herbicida Propanil

Tabla 17. Andlisis de la varianza (ANOVA) para la tasa de filtracién (TF) en D. magna
expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

TF 4 93410.6101 23352.6525 13.3601
Error 20 34958.7110 1747.9356 (p< 0.001)

Media Grupo 0.21 0.55 0.10 0.07 Control

170.0 0.21

179.9 0.55

199.9 0.10

285.7 0.07 * * *

322.7 Control * * *

Figura 16. Resultados del test de Duncan para la tasa de filtracion en D. magna expuesta a
Propanil.

Tabla 18. Analisis de la varianza (ANOVA) para la tasa de ingestion (TI) en D. magna
expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

Tl 4 17928.8864 4482.2216 30.4325
Error 20 2945.6760 147.2838 (p< 0.001)

Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

58.8 0.55

73.3 0.21

78.3 0.10 *

108.5 0.07 * * *

133.0 Control * * * *

Figura 17. Resultados del test de Duncan para la tasa de ingestion en D. magna expuesta a
Propanil.
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8.3. EFECTO DE LOS PLAGUICIDAS TETRADIFON Y
PROPANIL EN LA FISIOLOGIA DE D. magna.

8.3.1. ACARICIDA TETRADIFON

8.3.1.1. Efecto sobre el metabolismo energético (expresado por
individuo)

8.3.1.1.1. Niveles tisulares de glucégeno.

Tabla 19. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de glucégeno (CG) a las 24
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CG 5 0.0223 0.0045 4.2897
Error 24 0.0250 0.0010 (p> 0.05)

Tabla 20. Anélisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de glucdgeno (CG) a las 48
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CG 5 0.0914 0.0183 10.2153
Error 24 0.0430 0.0018 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 Control C+A

0.238 0.44

0.254 0.22

0.346 0.18 * *
0.354 0.10 * *
0.370 Control * *
0.374 C+A * *

Figura 18. Resultados del test de Duncan para el contenido de glucégeno en D. magna
expuesta durante 48 horas a Tetradifon.

Tabla 21. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de glucégeno (CG) a las 72
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CG 5 0.2077 0.0415 8.6260
Error 24 0.1156 0.0048 (p< 0.001)
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Media Grupo 0.44 0.22 0.10 0.18 C+A Control
0.238 0.44

0.314 0.22

0.362 0.10 *

0.410 0.18 * *

0.468 C+A * * *

0.470  Control * * *

Figura 19. Resultados del test de Duncan para el contenido de glucégeno en D. magna

expuesta durante 72 horas a Tetradifon.

Tabla 22. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de glucégeno (CG) a las 96

horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F

CG 5 0.2649 0.0530 31.3237
Error 24 0.0406 0.0017 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 Control C+A

0.294 0.44

0.344 0.22

0.404 0.18 * *

0.506 0.10 * * *

0.530 Control * * *

0.534 C+A * * *

Figura 20. Resultados del test de Duncan para el contenido de glucégeno en D. magna

expuesta durante 96 horas a Tetradifon.

Tabla 23. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de glucégeno (CG) a las

120 horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F

CG 5 0.7595 0.1519 18.5822
Error 24 0.1962 0.0082 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control

0.242 0.44

0.282 0.22

0.320 0.18

0.384 0.10 *

0.624 C+A * * * *

0.640 Control * * * *

Figura 21. Resultados del test de Duncan para
expuesta durante 120 horas a Tetradifon.
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8.3.1.1.2. Niveles tisulares de lipidos.

Tabla 24. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en lipidos (CL) a las 24
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CL 5 113.04 22.6080 3.6725
Error 24 147.7446 6.1560 (p< 0.05)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 Control C+A

3.128 0.44

3.630 0.22
4.940 0.18
5.496 0.10
8.068 Control * *
8.068 C+A * *

Figura 22. Resultados del test de Duncan para el contenido en lipidos en D. magna
expuesta durante 24 horas a Tetradifon.

Tabla 25. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en lipidos (CL) a las 48
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
cL 5 70.5445 14.1089 15.8181
Error 24 21.4067 0.8919 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 Control C+A

3.882 0.44

5.126 0.22 *

6.574 0.18 * *

6.782 0.10 * *

8.076  Control * * * *
8.180 C+A * * * *

Figura 23. Resultados del test de Duncan para el contenido en lipidos en D. magna
expuesta durante 48 horas a Tetradifon.

Tabla 26. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en lipidos (CL) a las 72
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
cL 5 88.1035 17.6207 8.1533
Error 24 51.8681 2.1612 (p< 0.001)
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Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control
7.820 0.44

8.746 0.22

9474 0.18

11.028 0.10 * *

11.418 C+A * *

12.874  Control * * *

Figura 24. Resultados del test de Duncan para el contenido en lipidos en D. magna

expuesta durante 72 horas a Tetradifon.

Tabla 27. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en lipidos (CL) a las 96

horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CL 5 144.1287 28.8257 47973
Error 24 144.2108 6.0088 (p< 0.05)
Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control
7.946 0.44
9.208 0.22
10.624 0.18
10.878 0.10
13.406 C+A * *
14.218 Control * * *

Figura 25. Resultados del test de Duncan para el contenido en lipidos en D. magna

expuesta durante 96 horas a Tetradifon.

Tabla 28. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en lipidos (CL) a las 120

horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F

CL 5 1548.6328 309.7266 54.4988
Error 24 136.3963 5.6832 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 Control C+A

1.870 0.44

3.036 0.22

4.812 0.18

15.142 0.10 * * *

18.364  Control * * * *

18.500 C+A * * * *

Figura 26. Resultados del test de Duncan para el contenido en lipidos en D. magna

expuesta durante 120 horas a Tetradifon.
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8.3.1.1.3. Niveles tisulares de proteinas.

Tabla 29. Anélisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de proteinas (CP) a las 24
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CP 5 17.2361 3.4472 6.5407
Error 24 12.6491 0.5270 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 Control C+A

5.7980 0.44

5.9840 0.22

6.6540 0.18

6.6820 0.10

7.4000 Control * *

7.9820 C+A * * * *

Figura 27. Resultados del test de Duncan para el contenido de proteinas en D. magna
expuesta durante 24h a Tetradifon.

Tabla 30. Anélisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de proteinas (CP) a las 48
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CP 5 67.4466 13.4893 4.2991
Error 24 75.3054 3.1377 (p< 0.05)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 Control C+A

8.882 0.44

9.046 0.22

11.482 0.18 * *
11.904 0.10 * *
12.424  Control * *
12.454 C+A * *

Figura 28. Resultados del test de Duncan para el contenido de proteinas en D. magna
expuesta durante 48h a Tetradifon.

Tabla 31. Anélisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de proteinas (CP) a las 72
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CP 5 55.3155 11.0631 6.5407
Error 24 26.4943 1.1039 (p< 0.001)
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Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 Control C+A

10.968 0.44
11.404 0.22

13.064 0.18 * *
13.450 0.10 * *
14.428 Control * *
14.466 C+A * *

Figura 29. Resultados del test de Duncan para el contenido de proteinas en D. magna
expuesta durante 72 horas a Tetradifon.

Tabla 32. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de proteinas (CP) a las 96
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
cp 5 196.8393 39.3679 26.3580
Error 24 35.8460 1.4936 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 Control C+A

9.086 0.44
10.048 0.22

10.398 0.18

11.458 0.10 *

14,912  Control * * * &
15.966 C+A * * * *

Figura 30. Resultados del test de Duncan para el contenido de proteinas en D. magna
expuesta durante 96 horas a Tetradifon.

Tabla 33. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de proteinas (CP) a las 120
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
cP 5 150.4508 30.0902 13.5353
Error 24 53.3540 2.2231 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control

13.084 0.44
14.488 0.22

15.476 0.18 *

16.566 0.10 * *

19.082 C+A * * * *
19.124  Control * * * *

Figura 31. Resultados del test de Duncan para el contenido de proteinas en D. magna
expuesta durante 120 horas a Tetradifon.
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8.3.1.1.4. Contenido calorico.

Tabla 34. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido calorico (CC) a las 24 horas
en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
e 5 289.1789 57.8358 9.9957
Error 24 138.8663 5.7861 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 Control C+A

5.808 0.44

7.042 0.22
7.964 0.18
8.994 0.10
13.182 Control & * * *
14.190 C+A * * * o

Figura 32. Resultados del test de Duncan para el contenido calorico en D. magna expuesta
durante 24 horas a Tetradifon.

Tabla 35. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido calérico (CC) a las 48 horas
en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
cc 5 175.4917 35.0983 16.6469
Error 24 50.6016 2.1084 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control

9.282 0.44
10.064 0.22

11.996 0.18 * *
13.442 0.10 * *
15.374 C+A * * * *
15.582 Control * * * *

Figura 33. Resultados del test de Duncan para el contenido caldrico en D. magna expuesta
durante 48 horas a Tetradifon.

Tabla 36. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido calérico (CC) a las 72 horas
en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
e 5 120.8214 24.1643 11.1795
Error 24 51.8758 2.1615 (p< 0.001)
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Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control

13.850 0.44
14.980 0.22

17.096 0.18 * *
17.738 0.10 * *
18.862 C+A * *
19.478 Control * * *

Figura 34. Resultados del test de Duncan para el contenido caldrico en D. magna expuesta
durante 72 horas a Tetradifon.

Tabla 37. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido calérico (CC) a las 96 horas
en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
cc 5 402.7316 80.5463 15.0685
Error 24 128.2884 5.3453 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control

12.964 0.44
14.556 0.22

15.168 0.18
15.366 0.10
21.900 C+A * * * *
22.316 Control * * * *

Figura 35. Resultados del test de Duncan para el contenido calorico en D. magna expuesta
durante 96 horas a Tetradifon.

Tabla 38. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido calérico (CC) a las 120
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
cC 5 1916.8972 383.3794 65.9685
Error 24 139.4773 5.8116 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 Control C+A

9.638 0.44
10.966 0.22

13.868 0.18 *

24.266 0.10 * * *

28.310 Control * * * *
28.532 C+A * * * *

Figura 36. Resultados del test de Duncan para el contenido caldrico en D. magna expuesta
durante 120 horas a Tetradifon.
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8.3.1.1.5. Peso seco.

Tabla 39. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el peso seco (PS) a las 24 horas en
D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
PS 5 44.4000 8.8800 0.7699
Error 24 276.8000 11.5333 (p> 0.05)

Tabla 40. Analisis de la varianza (ANOVA) para el peso seco (PS) a las 48 horas en
D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
PS 5 823.0667 164.6133 14.2728
Error 24 276.8000 11.5333 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.10 0.18 C+A Control

21.200 0.44
21.600 0.22
23.200 0.10
23.200 0.18
32.000 C+A * * * *
34.400 Control * * bl &

Figura 37. Resultados del test de Duncan para el peso seco en D. magna expuesta durante
48 horas a Tetradifon.

Tabla 41. Anélisis de la varianza (ANOVA) para el peso seco (PS) a las 72 horas en
D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.cC. C.M. F
PS 5 717.8667 143.5733 6.2787
Error 24 548.8000 22.8667 (p< 0.01)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control

28.800 0.44
31.600 0.22

36.800 0.18 *

40.000 0.10 * *
41.200 C+A * *
41.600 Control * *

Figura 38. Resultados del test de Duncan para el peso seco en D. magna expuesta durante
72 horas a Tetradifon.
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Tabla 42. Analisis de la varianza (ANOVA) para el peso seco (PS) a las 96 horas en

D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
PS 5 2069.8667 413.9733 7.3226
Error 24 1356.8000 56.5333 (p< 0.001)
Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control

36.000 0.44

47.200 0.22 *

50.400 0.18 *

54.400 0.10 *

59.200 C+A * *

60.800 Control * *

Figura 39. Resultados del test de Duncan para el peso seco en D. magna expuesta durante

96 horas a Tetradifon.

Tabla 43. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el peso seco (PS) a las 120 horas en

D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
PS 5 797.7667 159.5533 2.5638
Error 24 1493.6000 62.2333 (p< 0.01)
Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control

73.600 0.44

82.400 0.22

83.200 0.18

84.800 0.10 *

87.200 C+A *

90.200 Control *

Figura 40. Resultados del test de Duncan para el peso seco en D. magna expuesta durante

120 horas a Tetradifon.
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8.3.1.2. Efecto sobre el metabolismo energético (expresado por
peso).

8.3.1.2.1. Niveles tisulares de glucdégeno.

Tabla 44. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de glucégeno (CG) a las 24
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CG 5 39.6800 7.9360 3.3541
Error 24 56.7857 2.3661 (p> 0.05)

Tabla 45. Anélisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de glucdgeno (CG) a las 48
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CG 5 94.6106 18.9221 12.9161
Error 24 35.1602 1.4650 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 Control C+A

6.922 0.44

7.378 0.22

9.380 0.18 * *

10.360 0.10 * *

11.212  Control * * *
11.524 C+A * * *

Figura 41. Resultados del test de Duncan para el contenido de glucégeno en D. magna
expuesta durante 48 horas a Tetradifon.

Tabla 46. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de glucégeno (CG) a las 72
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CG 5 157.8247 31.5649 10.9189
Error 24 69.3807 2.8909 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.10 0.18 Control C+A

5.702 0.44
7.550 0.22

8.696 0.10 *

9.820 0.18 *

11.360 Control * * *

12.568 C+A * * * *

Figura 42. Resultados del test de Duncan para el contenido de glucégeno en D. magna
expuesta durante 72 horas a Tetradifon.
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Tabla 47. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de glucégeno (CG) a las 96
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CG 5 79.3129 15.8626 27.7998
Error 24 13.6944 0.5706 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 Control C+A

4.810 0.44

5.182 0.22

7.018 0.18 * *

8.276 0.10 * * *
8.754  Control * * *
8.780 C+A * * *

Figura 43. Resultados del test de Duncan para el contenido de glucdgeno en D. magna
expuesta durante 96 horas a Tetradifon.

Tabla 48. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de glucégeno (CG) a las
120 horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CG 5 02.7248 18.5450 18.4195
Error 24 24.1635 1.0068 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control

2.702 0.44

3.132 0.22

3.540 0.18

4.270 0.10 *

6.912 C+A * * * *
7.092  Control * * bl &

Figura 44. Resultados del test de Duncan para el contenido de glucégeno en D. magna
expuesta durante 120 horas a Tetradifon.
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8.3.1.2.2. Niveles tisulares de lipidos.

Tabla 49. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en lipidos (CL) a las 24
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CcL 5 127577.4269 25515.4854  8.9974
Error 24 68061.1865  2835.8828  (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control

112.298 0.44

203.400 0.22 *
224,598 0.18 *
249.808 0.10 *
277.866 C+A *
320.854 Control * * *

Figura 45. Resultados del test de Duncan para el contenido en lipidos en D. magna
expuesta durante 24 horas a Tetradifon.

Tabla 50. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en lipidos (CL) a las 48
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CL 5 59601.4165 11920.2833 15.8506
Error 24 18048.9686 752.0404 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 Control C+A

112.866 0.44

148.986 0.22 *

191.122 0.18 * *

197.142 0.10 * *

234.766 Control * * * *
237.774  C+A * * * *

Figura 46. Resultados del test de Duncan para el contenido en lipidos en D. magna
expuesta durante 48 horas a Tetradifon.

Tabla 51. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en lipidos (CL) a las 72
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CL 5 50899.0812 10179.8162 8.1423
Error 24 30005.8505 1250.2438 (p< 0.001)
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Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control

188.024 0.44
210.214 0.22
227.732 0.18

265.106 0.10 * *
274.450 C+A * *
309.482 Control * * *

Figura 47. Resultados del test de Duncan para el contenido en lipidos en D. magna
expuesta durante 72 horas a Tetradifon.

Tabla 52. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en lipidos (CL) a las 96
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CL 5 39006.1407 7801.2281 4.7965
Error 24 39034.7948 1626.4498 (p< 0.005)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control

130.634 0.44

151.436 0.22

174.738 0.18

178.896 0.10

220.502 C+A * *

233.812 Control * * *

Figura 48. Resultados del test de Duncan para el contenido en lipidos en D. magna
expuesta durante 96 horas a Tetradifon.

Tabla 53. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en lipidos (CL) a las 120
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CL 5 189952.2293 37990.4459  54.5077
Error 24 16727.3624 696.9734 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 Control C+A

20.700 0.44
33.638 0.22
53.308 0.18

167.680 0.10 * * *
203.394 Control * * * *
204.946 C+A * * * *

Figura 49. Resultados del test de Duncan para el contenido en lipidos en D. magna
expuesta durante 120 horas a Tetradifon.
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8.3.1.2.3. Niveles tisulares de proteinas.

Tabla 54. Anélisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de proteinas (CP) a las 24
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
cp 5 49221.9503  9844.3901 10.7940
Error 24 21888.5244  912.0219 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 Control C+A

262.354 044
271.996 0.22
290.280 0.18
296.396 0.10
362.846 Control * * * *
362.846 C+A * * * *

Figura 50. Resultados del test de Duncan para el contenido de proteinas en D. magna
expuesta durante 24 horas a Tetradifon.

Tabla 55. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de proteinas (CP) a las 48
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CP 5 65055.4235 13011.0847 4.8503
Error 24 64380.6649 2682.5277 (p< 0.05)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control

258.148 044
262.836 0.22

333.858 0.18 * *
346.112 0.10 * *
361.990 C+A * *
377.906 Control * *

Figura 51. Resultados del test de Duncan para el contenido de proteinas en D. magna
expuesta durante 48 horas a Tetradifon.

Tabla 56. Anélisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de proteinas (CP) a las 72
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
cp 5 30547.4907  6109.4981 8.5870
Error 24 17075.5112  711.4796 (p< 0.001)
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Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 Control C+A

266.812 0.44
274.146 0.22

314.054 0.18 * *
323.280 0.10 * *
347.004 Control * *
347.750 C+A * *

Figura 52. Resultados del test de Duncan para el contenido de proteinas en D. magna
expuesta durante 72 horas a Tetradifon.

Tabla 57. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de proteinas (CP) a las 96
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CP 5 62366.2680 12473.2536 38.5995
Error 24 7755.4951 323.1456 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 Control C+A

149.414 0.44
165.264 0.22
171.048 0.18

188.442 0.10 X
261.790 Control = * * *
262.596 C+A * * * *

Figura 53. Resultados del test de Duncan para el contenido de proteinas en D. magna
expuesta durante 96 horas a Tetradifon.

Tabla 58. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de proteinas (CP) a las 120
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
CP 5 17951.0006 3590.2001 13.6805
Error 24 6298.3830 262.4326 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control

144.918 0.44
160.488 0.22

180.676 0.18 *

183.468 0.10 * *

211.328 C+A * * * *
211.803 Control * * * *

Figura 54. Resultados del test de Duncan para el contenido de proteinas en D. magna
expuesta durante 120 horas a Tetradifon.
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8.3.1.2.4. Contenido calorico.

Tabla 59. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido calorico (CC) a las 24 horas

en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
cC 5 42.3180 8.4636 8.1031
Error 24 25.0677 1.0445 (p< 0.001)
Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control
2.642 0.44
3.202 0.22
3.622 0.18
4.086 0.10
5.424 C+A * * * *
5990 Control * * * *

Figura 55. Resultados del test de Duncan para el contenido calorico en D. magna expuesta

durante 24 horas a Tetradifon.

Tabla 60. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido calérico (CC) a las 48 horas

en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
cC 5 14.6203 2.9241 16.6876
Error 24 4.2054 0.1752 (p< 0.001)
Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control
2.696 0.44
2.926 0.22
3.486 0.18 * *
3.802 0.10 * *
4.470 C+A * * * *
4526  Control * * * *

Figura 56. Resultados del test de Duncan para el contenido calorico en D. magna expuesta

durante 48 horas a Tetradifon.

Tabla 61. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido calérico (CC) a las 72 horas

en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L.
CC 5
Error 24

S.C. C.M. F
10.5886 21177 13.6468
3.7243 0.1552 (p< 0.001)
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Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control

3.330 0.44

3.340 0.22

3.852 0.18

4.264 0.10 * *

4.536 C+A * * *

4930 Control * * * &

Figura 57. Resultados del test de Duncan para el contenido caldrico en D. magna expuesta
durante 72 horas a Tetradifon.

Tabla 62. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido calérico (CC) a las 96 horas
en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
cc 5 9.7186 1.9437 11.6486
Error 24 4.0047 0.1669 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 C+A Control

2.132 0.44

2.486 0.22

2.602 0.18

2.822 0.10 *

3.602 C+A * * * *
3.672 Control * * * *

Figura 58. Resultados del test de Duncan para el contenido caldrico en D. magna expuesta
durante 96 horas a Tetradifon.

Tabla 63. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido calérico (CC) a las 120
horas en D. magna expuesta a Tetradifon.

G.L. S.C. C.M. F
cc 5 20.7730 4.1546 37.9514
Error 24 2.6273 0.1095 (p< 0.001)

Media Grupo 0.44 0.22 0.18 0.10 Control C+A

1.126 0.44

1.324 0.22

1.536 0.18

2.334 0.10 * * *

3.136 Control * * * *
3.176 C+A * * * *

Figura 59. Resultados del test de Duncan para el contenido caldrico en D. magna expuesta
durante 120 horas a Tetradifon.
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8.3.2. HERBICIDA PROPANIL

8.3.2.1. Efecto sobre el metabolismo energético (expresado por
individuo).

8.3.2.1.1. Niveles tisulares de glucdégeno.

Tabla 64. Anélisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en glucdgeno (CG) a las 24
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
CG 4 0.0244 0.0061 1.1870
Error 20 0.1029 0.0051 (p> 0.05)

Tabla 65. Anélisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en glucdgeno (CG) a las 48
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
CG 4 0.0155 0.0039 0.7649
Error 20 0.1016 0.0051 (p> 0.05)

Tabla 66. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en glucégeno (CG) a las 72
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
CG 4 0.0198 0.0050 0.6707
Error 20 0.1476 0.0074 (p> 0.05)

Tabla 67. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en glucégeno (CG) a las 96
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

CG 4 0.0955 0.0239 3.9026
Error 20 0.1224 0.0061 (p< 0.05)

Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

0.444 0.55

0.472 0.21

0.544 0.10

0.572 0.07 *

0.610 Control * *

Figura 60. Resultados del test de Duncan para el contenido en glucdgeno (CG) en
D. magna expuesta durante 96 horas a Propanil.
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Tabla 68. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en glucégeno (CG) a las
120 horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

CG 4 0.1202 0.0301 4.2107
Error 20 0.1428 0.0071 (p< 0.05)

Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

0.524 0.55

0.582 0.21

0.598 0.10

0.670 0.07 *

0.722 Control * * *

Figura 61. Resultados del test de Duncan para el contenido en glucégeno (CG) en
D. magna expuesta durante 120 horas a Propanil.
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8.3.2.1.2. Niveles tisulares de lipidos.

Tabla 69. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en lipidos (CL) a las 24
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

CL 4 46.3404 11.5851 7.5174
Error 20 30.8221 1.5411 (p< 0.001)

Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

4,132 0.55

4.374 0.21

6.560 0.10 * *

6.860 0.07 * *

7.468 Control * *

Figura 62. Resultados del test de Duncan para el contenido en lipidos en D. magna
expuesta durante 24 horas a Propanil.

Tabla 70. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en lipidos a las 48 horas en
D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

CL 4 21.8827 54707 6.0638
Error 20 18.0436 0.9022 (p< 0.005)

Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

5.406 0.55

7.044 0.21 *

7.284 0.10 *

7.466 0.07 *

8.256 Control *

Figura 63. Resultados del test de Duncan para el contenido en lipidos en D. magna
expuesta durante 48 horas a Propanil.

Tabla 71. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en lipidos a las 72 horas en
D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
CL 4 86.4205 21.6051 15.1773
Error 20 28.4703 1.4235 (p< 0.001)
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Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control
5.038 0.55

6.888 0.21 *

7.334 0.10 *

7.842 0.07 *

10.776 Control * * * *

Figura 64. Resultados del test de Duncan para el contenido en lipidos en D. magna
expuesta durante 72 horas a Propanil.

Tabla 72. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en lipidos a las 96 horas en
D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

CL 4 87.6145 21.9036 22.9755
Error 20 19.0669 0.9533 (p< 0.001)

Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

9.464 0.55

11.248 0.21 *

11.706 0.10 *

12.164 0.07 *

15.228 Control * * * *

Figura 65. Resultados del test de Duncan para el contenido en lipidos en D. magna
expuesta durante 96 horas a Propanil.

Tabla 73. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en lipidos a las 120 horas en
D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

CL 4 107.3539 26.8385 18.3317
Error 20 29.2809 1.4640 (p< 0.001)

Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

13.364 0.55

14.062 0.21

15.106 0.10 *

16.152 0.07 * *

19.282 Control * * * *

Figura 66. Resultados del test de Duncan para el contenido en lipidos en D. magna
expuesta durante 120 horas a Propanil.
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8.3.2.1.3. Niveles tisulares de proteinas.

Tabla 74. Anélisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en proteinas (CP) a las 24
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

CP 4 36.3896 9.0974 13.9065
Error 20 13.0837 0.6542 (p< 0.001)

Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

1.688 0.55

2.076 0.21

3.120 0.10 *

3.542 0.07 * *

5.110 Control * * * *

Figura 67. Resultados del test de Duncan para el contenido en proteinas en D. magna
expuesta durante 24 horas a Propanil.

Tabla 75. Anélisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en proteinas (CP) a las 48
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

CP 4 113.8417 28.4604 14.8645
Error 20 38.2933 1.9147 (p< 0.001)

Media Grupo 0.21 0.55 0.10 0.07 Control

5.692 0.21

6.476 0.55

8.642 0.10 * *

9.192 0.07 * *

11.726 Control * * * *

Figura 68. Resultados del test de Duncan para el contenido en proteinas en D. magna
expuesta durante 48 horas a Propanil.

Tabla 76. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en proteinas (CP) a las 72
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
CP 4 67.0579 16.7645 18.0266
Error 20 18.5997 0.9300 (p< 0.001)
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Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control
12.686 0.55

13.742 0.21

14.104 0.10 *

15.626 0.07 * * *

17.388 Control * * * *

Figura 69. Resultados del test de Duncan para el contenido en proteinas en D. magna
expuesta durante 72 horas a Propanil.

Tabla 77. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en proteinas (CP) a las 96
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
CP 4 107.5914 26.8979 7.4752
Error 20 71.9654 3.5983 (p< 0.001)
Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control
15.732 0.55
18.172 0.21
18.902 0.10 *
20.430 0.07 *
21.846 Control * * *

Figura 70. Resultados del test de Duncan para el contenido en proteinas en D. magna
expuesta durante 96 horas a Propanil.

Tabla 78. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en proteinas (CP) a las 120
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

CP 4 146.3245 36.5811 10.7171
Error 20 68.2666 3.4133 (p< 0.001)

Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

18.952 0.55

19.336 0.21

19.978 0.10

22.022 0.07 * *

25.510 Control * * * *

Figura 71. Resultados del test de Duncan para el contenido en proteinas en D. magna
expuesta durante 120 horas a Propanil.
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8.3.2.1.4. Contenido calorico.

Tabla 79. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido calorico (CC) a las 24 horas
en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
e 4 127.9395 31.9849 8.5196
Error 20 75.0858 3.7543 (p< 0.001)
Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control
5.090 0.55
5.588 0.21
7.692 0.10
8.394 0.07 * *
11.422 Control * * * *

Figura 72. Resultados del test de Duncan para el contenido caldrico en D. magna expuesta
durante 24 horas a Propanil.

Tabla 80. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido calorico (CC) a las 48 horas
en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

CcC 4 74.3889 18.5972 16.3846
Error 20 22.7008 1.1350 (p< 0.001)

Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

9.138 0.55

11.174 0.21 *

12.048 0.10 *

12.316 0.07 *

14.460 Control * * * *

Figura 73. Resultados del test de Duncan para el contenido cal6rico en D. magna expuesta
durante 48 horas a Propanil.

Tabla 81. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido calérico (CC) a las 72 horas
en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
CcC 4 168.7036 42.1759 23.0033
Error 20 36.6695 1.8335 (p< 0.001)
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Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control
12.250 0.55

14.558 0.21 *

15.210 0.10 *

16.260 0.07 *

20.170 Control * * * *

Figura 74. Resultados del test de Duncan para el contenido calorico en D. magna expuesta
durante 72 horas a Propanil.

Tabla 82. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido calérico (CC) a las 96 horas
en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

cC 4 207.3150 51.8287 27.8717
Error 20 37.1909 1.8595 (p< 0.001)

Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

18.018 0.55

21.482 0.21 *

23.214 0.10 *

23.502 0.07 * *

26.846 Control * * * *

Figura 75. Resultados del test de Duncan para el contenido caldrico en D. magna expuesta
durante 96 horas a Propanil.

Tabla 83. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido calérico (CC) a las 120
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

cC 4 212.3757 53.0939 34.4543
Error 20 30.8199 1.5410 (p< 0.001)

Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

23.758 0.55

25.466 0.21 *

26.676 0.10 *

27.268 0.07 * *

32.432 Control * * * *

Figura 76. Resultados del test de Duncan para el contenido caldrico en D. magna expuesta
durante 120 horas a Propanil.
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Tabla 84. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el peso seco (PS) a las 24 horas en

D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

PS 4 280.9600 70.2400 6.0972
Error 20 230.4000 11.5200 (p< 0.005)

Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

11.600 0.55

15.200 0.21

15.600 0.10

16.400 0.07

22.000 Control * * * *

Figura 77. Resultados del test de Duncan para el peso seco en D. magna expuesta durante
24 horas a Propanil.

Tabla 85. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el peso seco (PS) a las 48 horas en

D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
PS 4 619.2000 154.8000 4.8015
Error 20 644.8000 32.2400 (p< 0.05)
Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control
22.400 0.55
23.600 0.21
28.000 0.10
29.600 0.07
36.400 Control * * *

Figura 78. Resultados del test de Duncan para el peso seco en D. magna expuesta durante
48 horas a Propanil.

Tabla 86. Analisis de la varianza (ANOVA) para el peso seco (PS) a las 72 horas en

D. magna expuesta a Propanil.

PS
Error

G.L.
4
20

S.C.
792.6400
600.000
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Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

24.400 0.55
28.000 0.21

36.400 0.10 2 2
36.800 0.07 o £
38.800 Control &3 X

Figura 79. Resultados del test de Duncan para el peso seco en D. magna expuesta durante
72 horas a Propanil.

Tabla 87. Analisis de la varianza (ANOVA) para el peso seco (PS) a las 96 horas en
D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
PS 4 198.4000 49.6000 1.0065
Error 20 985.6000 49.2800 (p> 0.05)

Tabla 88. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el peso seco (PS) a las 120 horas en
D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.cC. C.M. F
PS 4 298.2400 74.5600 2.6477
Error 20 563.2000 28.1600 (p> 0.05)
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8.3.2.2. Efecto sobre el metabolismo energético (expresado por
peso).

8.3.2.2.1. Niveles de glucdégeno.

Tabla 89. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en glucégeno (CG) a las 24
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
CG 4 194.1719 48.5430 2.3256
Error 20 417.4749 20.8737 (p> 0.05)

Tabla 90. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en glucégeno (CG) a las 48
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
CG 4 106.2233 26.5558 47321
Error 20 112.2359 5.6118 (p< 0.05)
Media Grupo Control 0.07 0.10 0.21 0.55

13.624 Control
16.694 0.07

17.358 0.10 *
18.498 0.21 *
19.748 0.55 *

Figura 80. Resultados del test de Duncan para el contenido en glucégeno en D. magna
expuesta durante 48 horas a Propanil.

Tabla 91. Anélisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en glucégeno (CG) a las 72
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

CG 4 150.6668 37.6667 4.8465
Error 20 155.4385 7.7719 (p< 0.05)

Media Grupo 0.07 0.10 Control 0.21 0.55

13.120 0.07

14.260 0.10

14.416 Control

17.664 0.21 *

19.698 0.55 * * *

Figura 81. Resultados del test de Duncan para el contenido en glucégeno en D. magna
expuesta durante 72 horas a Propanil.
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Tabla 92. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en glucégeno (CG) a las 96
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
CG 4 37.9077 9.4769 2.9386
Error 20 64.5006 3.2250 (p> 0.05)

Tabla 93. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en glucogeno (CG) a las
120 horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
CG 4 10.1408 2.5352 1.4608
Error 20 (p> 0.05)
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8.3.2.2.2. Niveles tisulares de lipidos.

Tabla 94. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en lipidos (CL) a las 24
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
cL 4 38539.5716  9634.8929 1.2242
Error 20 157401.9112  7870.0956  (p> 0.05)

Tabla 95. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en lipidos (CL) a las 48
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
CL 4 25126.1861 6281.5465 4.1052
Error 20 30602.8107 1530.1405 (p< 0.05)
Media Grupo Control 0.55 0.07 0.10 0.21

226.900 Control

229.020 0.55

252.352 0.07

260.264 0.10

314.488 0.21 * * * *

Figura 82. Resultados del test de Duncan para el contenido en lipidos en D. magna
expuesta durante 48 horas a Propanil.

Tabla 96. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en lipidos (CL) a las 72
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
CL 4 20908.9725  5337.2431 4.1251
Error 20 25343.6790 1267.1839 (p< 0.05)
Media Grupo 0.10 0.55 0.07 0.21 Control

201.444 0.10
206.442 0.55
213.118 0.07
245,940 0.21
277.728  Control * * *

Figura 83. Resultados del test de Duncan para el contenido en lipidos en D. magna
expuesta durante 72 horas a Propanil.
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Tabla 97. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en lipidos (CL) a las 96
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
CL 4 21981.1393 5495.2848 11.8560
Error 20 9270.0747 463.5037 (p< 0.001)
Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

219.132 0.55
246.710 0.21

252.314 0.10 o
286.900 0.07 w i i
302.156 Control &3 & &

Figura 84. Resultados del test de Duncan para el contenido en lipidos en D. magna
expuesta durante 96 horas a Propanil.

Tabla 98. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en lipidos (CL) a las 120
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
CL 4 8434.6059 2108.6515 8.5046
Error 20 4958.8234 247.9412 (p< 0.001)
Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

187.700 0.55
188.984 0.21
205.222 0.10
205.974 0.07
238.624  Control * * * *

Figura 85. Resultados del test de Duncan para el contenido en lipidos en D. magna
expuesta durante 120 horas a Propanil.
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8.3.2.2.3. Niveles tisulares de proteinas.

Tabla 99. Anélisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en proteinas (CP) a las 24
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
CP 4 28669.7069  7167.4267 3.0222
Error 20 47431.6349 2371.5817 (p< 0.05)
Media Grupo 0.55 0.21 0.10 0.07 Control

145.294 0.55

155.608 0.21

200.042 0.10

215.920 0.07 *

232.190 Control * *

Figura 86. Resultados del test de Duncan para el contenido en proteinas en D. magna
expuesta durante 24 horas a Propanil.

Tabla 100. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en proteinas (CP) a las 48
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
cp 4 18457.2662  4614.3166 1.8518
Error 20 498351227  2491.7561 (p> 0.05)

Tabla 101. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en proteinas (CP) a las 72
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
CP 4 44639.1553 11159.7888 10.0509
Error 20 22206.5535  1110.3277 (p< 0.001)
Media Grupo 0.10 0.07 Control 0.21 0.55

404.968 0.10

424.606 0.07

448.122 Control

490.830 0.21 * *

519.850 0.55 * * *

Figura 87. Resultados del test de Duncan para el contenido en proteinas en D. magna
expuesta durante 72 horas a Propanil.
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Tabla 102. Anélisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en proteinas (CP) a las 96
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
R 4 39531.9683 9882.9921 7.9692
Error 20 24802.9413 1240.1471 (p< 0.001)
Media Grupo 0.55 0.21 Control 0.10 0.07

364.132 0.55
398.536 0.21

433.456 Control &3
437.882 0.10 w
482.262 0.07 £ & &

Figura 88. Resultados del test de Duncan para el contenido en proteinas en D. magna
expuesta durante 96 horas a Propanil.

Tabla 103. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en proteinas (CP) a las 120
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
CP 4 11515.4647 2878.8662 11.4622
Error 20 5023.2343 251.1617 (p< 0.001)
Media Grupo 0.21 0.55 0.10 0.07 Control

259.870 0.21
266.192 0.55
280.662 0.10
303.878 0.07 * * *
315.708 Control * * *

Figura 89. Resultados del test de Duncan para el contenido en proteinas en D. magna
expuesta durante 120 horas a Propanil.
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8.3.2.2.4. Contenido calorico.

Tabla 104. Anélisis de la varianza (ANOVA) para el contenido caldrico (CC) a las 24
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
cC 4 7.8639 1.9660 1.7364
Error 20 22.6437 1.1322 (p> 0.05)

Tabla 105. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido calorico (CC) a las 48
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

cC 4 2.1767 0.5442 3.1299
Error 20 34774 0.1739 (p< 0.05)

Media Grupo 0.55 Control 0.07 0.10 0.21

3.924 0.55

3.970 Control

4.160 0.07

4.304 0.10

4.744 0.21 * * *

Figura 90. Resultados del test de Duncan para el contenido cal6rico en D. magna expuesta
durante 48 horas a Propanil.

Tabla 106. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido calorico (CC) a las 72
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F
cC 4 3.1533 0.7883 3.8517
Error 20 4.0934 0.2047 (p< 0.05)
Media Grupo 0.07 0.10 0.55 0.21 Control
4.420 0.07
4432 0.10
5.020 0.55
5.198 0.21 * *
5.198 Control * *

Figura 91. Resultados del test de Duncan para el contenido caldrico en D. magna expuesta
durante 72 horas a Propanil.
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Tabla 107. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido calorico (CC) a las 96
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

cC 4 5.4096 1.3524 15.1522
Error 20 1.7851 0.0893 (p< 0.001)

Media Grupo 0.55 0.21 0.10 Control 0.07

4,172 0.55

4,712 0.21 *

5.002 0.10 *

5.326 Control * *

5.476 0.07 * * *

Figura 92. Resultados del test de Duncan para el contenido caldrico en D. magna expuesta
durante 96 horas a Propanil.

Tabla 108. Anélisis de la varianza (ANOVA) para el contenido caldrico (CC) a las 120
horas en D. magna expuesta a Propanil.

G.L. S.C. C.M. F

CC 4 1.4495 0.3624 11.0157
Error 20 0.6579 0.0329 (p< 0.001)

Media Grupo 0.55 0.21 0.07 0.10 Control

3.340 0.55

3.376 0.21

3.620 0.07 * *

3.622 0.10 *

4.014 Control * * * *

Figura 93. Resultados del test de Duncan para el contenido cal6rico en D. magna expuesta
durante 120 horas a Propanil.
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