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EFECTOS LETALES Y SUBLETALES DEL CLOROTALONIL SOBRE Daphnia pulex

LETHAL AND SUBLETHAL EFFECTS OF CHLOROTHALONIL ON Daphnia pulex

Elizabeth Gémez', Jaime A. Palacio® y Néstor Jaime Aguirre?

Resurmnen

Neonatos de Daphnia pulex de una cepa producida a partir de hembras capturadas en el embalse La Fe (El Retiro,
Antioquia), fueron sometidos a tratamientos con concentraciones agudas (90.0, 108.0, 129.0, 155.0 y 186.0 pg/1), durante
48 horas, y crénicas de Clorotalonil (0.93, 1.87, 3.73,7.50 v 15.00 ug/), durante trece dfas con el objeto de establecer los
efectos letales y subletales.

Para las pruebas subletales se adoptd un sisteme estdtico con renovaci6n cada 48 horas y diez réplicas individuales. El pH,
la temperatura del agua, el oxfgeno disuelto, la dureza, la conductividad y 1a elcalinidad variaron en rangos estrechos y se
mantuvieron en niveles aceptables para los ensayos agudos y cronicos. Para las 48 horas de exposicién se calenléuna CL
de 136.8 pp/l ¥ un intervalo de confianza de 95% entre 127.22 y 148.09 ug/l. Para las pruebas cronicas, la mortalidad no
excedid en ningin tratamiento el 20%. Exceptuando un ejemplar, 1a totalidad de los neonatos tratados se reprodujeron més
deuna vez, En el rango de concentraciones empleadas en el estudio, no se encontrd efecto significativo del Clorotalonil
sobre la edad de ia primera reproduccién de 2. pulex.

Sdlo en dos niveles de exposicidn se redujo el nimero promedio de camadas por hembra con relacion al control. No
obstante, fue evidente que la natalidad se redujo paralelamente con el incremento de la conceniracidn de Clorotalonil.
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Abstract

Newborn of Daphnia pulex from & colony produced by females captured from the reservoir La Fe (El Retiro, Antioguia),
were exposed to acute (90.0, 108.0, 125.0, 155.0 and 186.0 pg/l) during a pericd of 48 hour, and to chronic concentrations
of Chlorotaloril (0,93, 1.87, 375, 7.50 and 15.00 pg/l), during 13 days, in order to establish lethal and sublethal effects.
The experimental desing for the acute treatment applied a static system with ten individuals per replica. For the chronic
treatment, the experimental desing used a static system with water renovation, every 48 hours and ten replicas. Water
conditions, such as pH, dissolved oxygen, temperature, hardness, conductivity and alcalinity, showed small variation and
remained appropiate for the acute and chronic evaluations.

The LC_ after the acute treatment was 136.8 pg/l. with a confidence interval of 95% (range 127.22 to 148.09 pg/). For
the chronic treatment mortality rate was less than 209 and animals reached reproductive stage. Chlorothalonil has no
dejeterious effects on age cf the first reproduction, but a reduction of number of epgs per hatching was observed in two
exposition levels. Nevertheless, it was evident that natality was reduced with an increase in Chorethalenil concentrations.

Key words: Daphnia pulex, sublethal concentrations, Chlorothalonil, survival, reproduction.

INTRODUCCION
El Clorotalonil (C,CI,N,) es un fungicida de am- vos de drboles frutales, en floricultivos, en plan-
plio espectro que se usa intensivamente en culti- taciones de banano y para la proteccidn de la
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madera. La produccidn comercial de Clorotalo-
nil se inicié¢ en Colombia en 1969, como resul-
tado de la cloracién del isoftalonitrito a través
del tratamiento de tetracloro-isoftalolil-amida
con el oxicloruro de fésforo. Entre 1980 y 1982
se importaron 49.2 toneladas de Clorotalonil
(WHO, 1996).

En los ecesistemas acudticos, el Clorotalonil es
removido de la fase soluble mediante la adsorcién
de sélidos en suspensién. La degradacién de este
fungicida por hidrdlisis conduce principalmente a
la produccién de 4-hidroxi-2, 3, 6 triclore-isofta-
lonitrito v 3-cyano-2, 4, 5, 6-tetracloro-benzami-
da, con una vida media de 49 dias (Szalkowski y
Stallard, 1977, citados por WHO, 1996). De acuer-
do con esta ultima fuente, en condiciones fotoliti-
cas en ambientes acuaticos, el Clorotalonil se
degrada lentamente a 4-hidroxi metabolitos, con
una vida media de 63 dias.

En peces, el Cloroialonil es metabolizado a tra-
vés de la conjugacién con glutatién para dar
productos de excrecidn mds polares en presen-
cia de la enzima glutatién-transferasa. A pesar
de que el Clorotalonil no se considera una sus-
tancia bicacumulable, es muy téxico para ma-
croinvertebrados acuéticos y peces. La toxicidad
del Clorotalonil sobre invertebrados acudticos
y peces ha sido investigada por Davis y White
(1985), Mayer (1987), Ernst et al. (1991) v
Gallager et al. (1992).

No se conocen estudios sobre los efectos croni-
cos del Clorotalonil sobre las especies del género
Daphnia. Los microcrusticeos del género Daph-
-nig se emplean rutinariamente como Organismos
estandares para estudios ecotoxicoldgicos. Las
dafnias son formas muy representativas de las
comunidades zooplanctdnicas de los ecosistemas
limnéticos con caracteristicas 1énticas. Daphnia
pulex posee hébitos y estructuras filtradoras y pre-
senta distribucién cosmopolita.

En Colombia, Giraldo y Palacio (1999) estable-

cieron los efectos sobletales del insecticida clor-
pirifos sobre esta especie. No se dispone adn de
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informacién sobre los efectos ecotoxicologicos de
la exposicidén aguda o crénica de D. pulex al fun-
gicida Clorotalonil. Mediante el presente estudio
se busca establecer la concentracion letal media y
los efectos del Clorotalonil sobre la supervivencia
y reproduccidn del claddcere D. pulex.

MATERIALES Y METODOS

Para esta investigacién se empled Clorotalonil con
un grado de pureza de 98%. Este fungicida es
conocido comercialmente como bravo, daconil
2787 vy clortocaffaro.

E! Clorotalonil es un sdlido cristaline e incoloro,
con un punto de fusién de 250 °C y una presién de
vapor de 5.72 x 1077 mm de Hg a 25 °C. E! Clorota-
lonil posee baja solubilidad (0.6 a 1.2 mg/l a 25 °C),
un coeficiente de particién octanol-agua de 2.882,
s¢ hidroliza lentamente en agua a pH 9 y es esta-
ble a un pH inferior a 7 (WHO, Op. cit.). Para
el estudio se emple6 una cepa de D. pulex pro-
cedente del embalse La Fe y aclimatada a con-
diciones de laberatorio (EPA, 1989, 1994a,
1994b, 1994c). Para el cultivo y los ensayos se
empled agua moderadamente dura, preparada
a partir de agua destilada (APHA, AWWA ¥
WPCF, 1995). Las caracteristicas fisicoquimi-
cas del agua de aclimatacidn y las condiciones
ambientales del laboratorio durante el periodo
de cultivo fueron las descritas previamente por
Giraldo ¥ Palacio (1999).

Para los cultivos en masa se utilizaron recipien-
tes de tres litros ¥ un médximo de veinte neonatos
por litro. Los recipientes de cultivo se sifonearon
desde el fondo tres veces por semana, reponien-
do el agua descartada. Después de dos semanas,
se renovod el cultivo con veinte neonatos de
aproximadamente veinticuatre horas de edad y
se descartaron los adultos.

En los cultivos individuales, fuente directa de
neonatos para las pruebas de toxicidad crénica,
se emplearcn recipientes de 30 ml y un necnato
por recipiente. Luego se descartaron los neona-
tos de las dos primeras camadas y se selecciona-
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ron los de las siguientes camadas procedentes
dnicamente de adultos con una produecién su-
perior a ocho neonatos pot camada.

En las pruebas de toxicidad aguda se utilizaron
cinco niveles de exposicién (90.0, 108.0, 129.0,
155.0 y 186.0 pg/l) y dos controles, uno con ace-
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tona y otro dnicamente con agua de dilucién, en
un sistemna estitico sin renovacion. En cada nivel
de exposicién se emplearon cinco réplicas con
diez neonatos. En la tabla 1 se sintetizan las con-
diciones experimentales durante la exposicién
aguda de D. pulex a Clorotalonil.

Tabla 1. Condiciones experimentales para las pruebas de toxicidad aguda

Tipo de prueba Estitica y sin renovacién
Duracién de la prueba 48 horas

Temperatura 22x1°C

Calidad de luz [luminacién del laboratorio
Fotoperiodo 16 horas luz, 8 horas de oscuridad
Tamafio de Ias cAmaras de prueba 150 ml, 120 ml

Volumen de la solucion de prueba 100 ml por eéplica

‘Edad de los gjemplares prueba 24 a 48 horas de edad

Ejemplares por camara 10

Ejemplares por concentracidn 50

Alithentacion Hasta dos horas anies de la pnieba
Aireacién Sinaireacidn

Apgna de dilucién Moderadamente dura
Concentraciones de prueba Cinco y dos controles

Factor de dilucidn 12

Efecto observado Muerte

Criterio de aceptabilidad 90% de supervivencia en los controles
Expresitn de resultados CL., - 48 horas y limites de confianza

Antes de iniciar y al finalizar la prueba de toxici-
dad aguda se controlaron el pH, la temperatura,
la dureza y el oxigeno disuelto. Luego de 48 ho-
ras de exposicion se determiné el nimere de neo-
natos muertos en cada nivel de exposicién y en
los controles. '

En las pruebas de toxicidad cronicas se utilizd un
sistema estitico con renovacion de las soluciones
cada 48 horas. A partir de los resuitados de los
ensayos agudos, se fijaron cuatro niveles de ex-
posicién (0.93, 1.87, 3.75, 7.50 y 15.00 pg/l) y un
control con agua de dilucidn.

Para cada nivel de exposicién se emplearon diez
neonatos de veinticuatro horas de edad, distri-
buidas individualmente en cdmaras con 25 ml de

solucién. La exposicién a Clorotalonil se prolon-
g6 durante trece dias. Al final de éste se determi-
né el nimero de adultos sobrevivientes y el
promedio de neonatos producidos por hembra.
Las condiciones generales para el estudio de los
efectos crénicos con D. pulex se presentan en Gi-
raldo y Palacio (1999).

Para el cilculo de la concentracién ietal media
(CLy) se aplicé el modele Probit (Finney, 1978).
Esta es una técnica paramétrica que se basa en
una distribucién normal de los porcentajes de
mortalidad. Ademds de la estimacién de la CL,,
el andlisis Probit permite estimar los intervalos
de confianza. La descripcién detallada de este
procedimiento se encuentra en Henao (1992),
Mejia (1995) y Palacio (1996).
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Los resultados de supervivencia se analizaron me-
diante la prueba exacta de Fisher. Para establecer
si los resultados de reproduccidn se distribuian
normalmente, se aplicé un test de chi-cuadrado a
los resultados estandarizados. La homogeneidad
de varianza de la produccidn de neonatos se eva-
lué por medio de la prueba de Bartlett. Se aplico
ademas una ANOVA de una via y se usd la prue-
ba de Dunnet para determinar las posibles dife-
rencias entre los tratamientos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las variables control pH (7.71, -7.97), tempera-
tura (22 + 0.5 °C), oxigeno disuelto (6.5-6.9 mg/),
dureza (92-99 mg/l de CaCO,), conductividad
eléctrica (220-240 mS/cm?) y alcalinidad (68-
76 mg/l) fluctuaron sélo ligeramente y se¢ man-
tuvieron en niveles considerados normales en
los ensayos agudos y crénicos.

En la tabla 2 se presenta la mortalidad de D. pu-
lex a 48 horas de exposicién. Es evidente un in-
cremento de la tasa de mortalidad con el aumento
del nivel de exposicién al Clorotalonil. Adicio-
nalmente, la exposicion de D. pulex a acetona no
evidencié un efecto negativo. A partir de la apli-
cacidn del método Probit se obtuvo una concen-
tracién letal media (CL.,) de 136.78 pg/l de
Clorotatonil (1.C 95%, 127.22-148.09 pg/l) en D.
pulex para 48 horas de exposicién (tabla 3).

La CLg, (9.7 pg/l} de Clorotalonil reportada por
Ernst et al. (1991) para D. magna (CL.;) en unas
condiciones de dureza superiores (250 mg/l de

Tabla 2. Mortalidad de D. pulex expuesta al Clorotalonil durante
43 horas

Concentracion Niimera Mortalidad
(g de ejemplares | Nilmero Porcentajes
Control de agua 50 0 0
Caontrol de acetona 50 o 1)
90.0 50 Y 0
108.0 50 13 26
129.6 50 15 30
155.5 50 40 30
186.6 50 43 86
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Tabia 3. C1._ e intervalos de confianza para 48 horas de
exposicidn de D. Pulex a Clorctalonil

Punto final | Concentracion Intervale
(ug/l) de conlianza (95%)
Limite | Limite
inferior | superior
CcL,, 136.8 127.22 148.05

CaCQ,) y el mismo periodo de exposicion, indi-
ca menor sensibilidad de D. pulex a esta sustan-
cia. Dada la gran importancia de la dureza del
agua de dilucién sobre €l efecto de las sustancias
xenobidticas, estos resultados deben ser compa-
rados con precaucion. No obstante, la menor du-
reza del agua (90-92.0 mg/l) y la mayor CL,, en
la prueba con D. pulex podria evidenciar mayor
tolerancia de esta especie que la presentada por
D. magna.

En ensayos de flujo continue con la trucha On-
corhynchiis mykiss a temperaturas significativa-
mente més bajas (14 a 16 °C) y a un porcentaje
de pureza comparable al del presente estudio,
Davies y White (1985) encontraron una CL, de
18.8-19.0 pg/l de Clorotalonil para un periodo
de exposicién de 48 horas. A pesar de las dife-
rencias de las temperaturas, de estos resultados
se infiere una sensibilidad notablemente mas alta
de 0. mykiss. L.os valores reportados por estos
mismos autores para tres especies del género
Galaxias muestran también valores de CL,, para
48 horas notablemente inferiores a los encontra-
dos para D. pulex e incluso a los registrados para
D. magna.

De acuerdo con los pocos resultados disponibles,
el Clorotalonil es altamente tdxico para inverte-
brados y peces. Adicionalmente, los datos sinte-
tizados por WHO (1996) indican que los peces
pedrian ser mas sensibles que los invertebrados a
la presencia de este fungicida en los ambientes
acuaticos.

Como se infiere de la tabla 4, la méxima mortali-
dad de D. pulex en los cinco niveles de exposi-
cién crénica no excedié en ningin caso el 20%,
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Tabla 4. Supervivencia y algunas caracteristicas reproductivas de D, pulex a Clorotalonil

Concen- | Ejemplares | Supervivencia Hembras Edad promedic Némero Total Total
tracién de adultos enreproduccién| delaprimera | de camadas | de neonatos | de neonatos
{pg/ camada en dias por camada
No %
Control 10 10 100 10 6.9 31 170 548
0.093 10 8 80 10 7.8 32 142 4.43
1.87 10 10 100 10 7.6 29 126 4.34
3.7% 10 9 20 1G 1.6 25 . 127 5.08
1.50 10 90 9 7.5 23 125 543
15.0 10 10 100 10 1.5 34 118 347

y esta variable no present6 tendencia clara aso-
ciada al incremento de las concentraciones de
Clorotalonil. Con la prueba exacta de Fisher no
se encontraron diferencias significativas en la
supervivencia entre los diferentes niveles de ex-
posicion y el control.

Exceptuando unc de los ejemplares expuestos a
7.50 pg/l, la totalidad de los neonatos tratados con
Clorotalonil y los del control alcanzaron la madu-
rez sexual y sc reprodujeron més de una vez du-
rante los trece dias de exposicién al fungicida.

Tampoco se registraron diferencias apreciables
entre los tratamientos en la edad promedio de los
adultos al producir la primera camada (tabla 4).
No obstante, inicamente para el control el valor
promedio de esta variable fue ligeramente infe-
rior a siete. Estos resultados indican que para las
concentraciones empleadas en el estudio y para
el periodo de exposicién el Clorotalonil no con-
duce a aumento significativo en la edad repro-
ductiva.

Unicamente en las concentraciones intermedias
(3.75 y 7.50 pg/l) se observé cierta diferencia en
el niimero total de camadas con relacién al con-
trol. En la concentracién de 7.50 pg/l, una hembra
no alcanzé la edad reproductiva y este hecho afecté
negativamente el niimero total de camadas. Para
los restantes niveles de exposicion, no se detectd
efecto sobre el nimero de camadas, e incluso en
la concentracién médxima 15.0 pg/l se registrd
mayor nimero de camadas que en el control.

Es indiscutible que la produccién de neonatos se
redujo significativamente en todos los tratamien-
tos con Clorotalonil con respecto al control. No
obstante, para las tres concentraciones interme-
dias (1.87, 3.75 y 7.50 pg/l), no se registré nin-
gun efecto de la exposicién creciente. A pesar
del menor nidmero de camadas en las concentra-
ciones de 3.75 y 7.50 pg/l, el total de neonatos
por camada fue mayor que en los restantes nive-
les de exposicién y alcanzé un valor cercano al
del control. Es evidente que para 15 pg/l, el total
de neonatos y el promedio por camada se afecta-
ron en forma significativa por la exposicidn al
Clorotalonil (tabla 5).

Como criteric para definir la duracién del perio-
do de exposicidn se asumid la presencia de al
menos tres camadas por hembra en el control, Es
indiscutible que el nimero de camadas y el total
de neonatos por nivel de exposicién, asi como el
niimero de neonatos por camada, podrian afec-
tarse considerablemente por la duracién del pe-
riodo de exposicién. Sin embargo, mis que los
resultados absolutos, es conveniente establecer la
importancia del periodo de exposicién sobre las
tendencias y el comportamiento de estas varia-
bles con respecto al control y frente a las concen-
traciones crecientes.

La aplicacidn de las pruebas de chi-cuadrado y
Bartlett a los resultados de la tabla 5 demostrd
que los datos presentaron una distribucién nor-
mal y homogénea. Por su parte, con la aplicacién
de la prueba Dunnett se establecié que en ningu-
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Tabla 5. Neonatos producidos por hembra de D. pulex luego de trece dias de exposicién a Clorotalonii

Réplica Control Concentracidn {ugfl)

093 1.87 3.75 7.50 150
1 16 21 18 15 0 18
2 19 12 24 8 15 10
3 17 I3 11 10 18 5
4 16 17 19 17 2 . 13
5 15 19 13 7 12 22
6 I8 17 13 12 19 4
7 15 19 6 16 8 i3
] 17 17 6 13 11 14
9 18 3 3 10 21 7
10 19 2 8 19 19 12
Total 170 142 126 127 123 118
Media 17 14.2 12.6 12.7 12.5 11.8
Desv. estdndar 1.56 39 6.07 4.0 7.4 5.6
Varianza 244 15.7 36.93 16.01 55.5 31.5

na de las concentraciones de Clorotalonil se su-
perd el valor critico tedrico de Dunnett (tabla 6).

Tabla 6. Valores “d"” de Dunnett

Concentracion (pgl) Valor d 0.93
0.93 1.033
1.87 1.623
3.75 1.586
7.50 1.660
15.00 1.918
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