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Resumen: En diversos estudios de la calidad de aguas superficiales cercanas a plantaciones de pifia de la
Region Huetar Atlantica de Costa Rica, se han encontrado residuos de numerosos plaguicidas usados en
estos cultivos. Para muchas de estas sustancias se desconoce el efecto sobre los organismos acuaticos,
pues entre mas sensibles sean estos, mayor sera el impacto para la comunidad que los habita. Las hidras
han sido usadas en bioensayos de toxicidad debido a su sensibilidad a contaminantes, sirviendo como
herramienta para determinar efectos de los plaguicidas sobre ecosistemas acuéaticos. En este estudio se
compard la respuesta de la Hydra attenuata e Hydra viridis a dos de los plaguicidas mas comunmente
usados en el cultivo de pifia y detectados en muestras de agua: el herbicida diuron y el insecticida
etoprofos. Para esto se realizaron bioensayos de toxicidad con cada una de estas sustancias y
posteriormente, con una mezcla de estas, con el fin de determinar cuél de las dos especies resultaba mas
sensible a estas sustancias, para luego usarla como parte de la bateria de organismos de prueba del
Laboratorio de Estudios Ecotoxicoldgicos (ECOTOX). La H. attenuata fue la especie mas sensible a
ambos plaguicidas, con LCss de 16,84 mg/L y 103,01 mg/L; y ECses de 4,24 mg/L y 23,74 mg/L para
diuron y etoprofos, respectivamente. Mientras tanto la H. viridis tuvo LCses de 36,94 mg/L y 103,01
mg/L, con ECses de 13,64 mg/L y 53,12 mg/L, también para diuron y etoprofos, respectivamente. La
exposicion a la mezcla de plaguicidas solo causé mortalidad a la H. viridis y tuvo efecto sinérgico en
ambas especies. Estos resultados sugieren que la H. attenuata es la especie méas apropiada para la
evaluacion de efectos de plaguicidas, pero se deben realizar méas estudios sobre las interacciones de los

contaminantes en mezclas, porque estas pueden modificar su toxicidad para diferentes especies.

Palabras clave: hidra, diuron, etoprofos, toxicidad, pifia.

1. INTRODUCCION

En la década de los ochenta, Costa Rica inici6 la exportacion de pifia. Debido a la gran demanda de este

producto, la produccién avanz6 rapidamente (Obando, 2017). Segun un estudio realizado por el
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Laboratorio PRIAS del Centro Nacional de Alta Tecnologia en el afio 2018, un total de 65 670 hectéareas
de tierras costarricenses estan destinadas al cultivo de pifia, lo cual equivale a una cobertura del 1,29 %

del territorio nacional (Vargas et al., 2020).

Diferentes estudios realizados en sitios asociados con la produccion de pifia en Costa Rica, han
evidenciado la contaminacién de cuerpos de agua superficial con residuos de plaguicidas utilizados en
dicha actividad (Echeverria-Saenz et al., 2012; Fournier et al., 2019). En algunos casos, las
concentraciones de algunas sustancias superan limites relacionados con la proteccion de fauna acuatica y

se ha estimado que representan un riesgo para esos ecosistemas.

En el presente se observa un escenario, cuya busqueda de la eliminacion de plagas en los cultivos ha
provocado el uso de sustancias como fungicidas, herbicidas, insecticidas, nematicidas y otros
agroquimicos, lo cual ha desencadenado el desplazamiento de esas sustancias hacia los cuerpos de agua.
Los tdéxicos con los que son constituidos los plaguicidas inducen a un desbalance a nivel biolégico y
guimico de los ecosistemas (Castro et al., 2015). Por consiguiente, muchas especies que no perjudican el
cultivo de la pifia sufren los efectos de los plaguicidas aplicados, muchos de estos altamente persistentes,

gue se mantienen en los ecosistemas por varias décadas (Tribunal Latinoamericano del Agua, 2013).

Segun Ramirez (2017) las principales sustancias responsables de causar ecotoxicidad de invertebrados
acuaticos, aplicadas en mayor cantidad anualmente en cultivos de pifia en el Caribe y zona norte de Costa
Rica, regiones donde se realiza la mayor actividad pifiera del pais, son ametrina, bromacil, diuron,
glifosato, benfuracarb, carbaril, diazinon y etoprofos (ver Anexo A). Segun Argiello et al. (2015) el
diuron es utilizado como control pre y postemergente temprano selectivo de malezas de zonas de cultivo.
De acuerdo con Caseley (s.f.) esta sustancia se adhiere a los coloides presentes en el suelo, donde soporta
la lixiviacion, por lo tanto, es usada en cultivos con raices extensas y profundas, tal como las de la pifia.
Mientras que Gémez (2017) indica que el etoprofos es un insecticida organofosforado altamente tdxico
que tiene la caracteristica de permanecer detenido en la superficie, de modo que ejerce accién por
contacto en la region de la raiz de la planta controlando los organismos. Ademas, esta sustancia ingresa a

los tejidos radiculares para controlar los insectos que ya se encuentran establecidos en ella.

Montiel (2015) menciona que tanto diuron como etoprofos son aplicados a las plantaciones de pifia por
medio de Spray Boom. Segln Rios et al. (2019) este método consiste en un tractor en movimiento que
lleva un sistema de inyeccion, constituido por un tanque donde se almacena el plaguicida y una bomba
hidraulica que dirige la sustancia a microaspersores que permiten que cada una de las plantas sea rociada
con un volumen especifico. De manera que, Castro et al. (2015) indican que en el contexto ambiental la
busqueda de la eliminacion de plagas en los cultivos de pifia ha provocado la utilizacién de sustancias que
se desplazan hacia los cuerpos de agua, de forma directa debido a las precipitaciones mediante
escorrentia; y también por lixiviacion. Por lo tanto, se evidencia la importancia de la evaluacion
toxicoldgica con bioindicadores para estimar el riesgo que representan estos contaminantes y poder actuar

frente a la problematica ambiental.



Segun Escobar-Chavez et al. (2019) los efectos que los plaguicidas ocasionan en las aguas superficiales y
en los organismos que viven en esos ecosistemas pueden variar si las sustancias se presentan de manera
individual o en una mezcla. Por lo tanto, dado que en las muestras de agua analizadas cercanas a
plantaciones regularmente aparecen mezclas de plaguicidas, con herbicidas e insecticidas dentro de los
mas comunes, es de gran relevancia realizar andlisis que incluyan la mezcla entre estos dos tipos de
sustancias, ya que esto permitiria evaluar si hay interacciones de tipo antagonicas, aditivas o sinérgicas

entre ellas.

Las hidras son organismos bioindicadores de niveles de toxicidad de agua. Los bioensayos determinan
efectos letales y subletales de los organismos ante la presencia de contaminantes. Estos son apreciables en
las hidras por medio de cambios en el estado de sus tentaculos y/o mortalidad de los organismos (Barrera
et al., 2019). Entre las ventajas de las hidras se puede mencionar su alta tasa de crecimiento poblacional,
lo cual posibilita la obtencién de abundantes organismos en corto tiempo. Generalmente se reproducen
asexualmente por gemacion, proceso que se lleva a cabo debido al crecimiento continuo de células
epiteliales e intersticiales en su columna. Lo anterior genera organismos muy semejantes genéticamente
gue conduce a resultados experimentales con coeficientes de variacion muy reducidos. También, se
reproducen sexualmente en condiciones de estrés ambiental, tal como cambios drasticos en la temperatura
del agua. Otra ventaja corresponde a la facilidad tanto de ser cultivadas en laboratorios como de percibir

cambios en su morfologia provocados por la accién de toxicos (Quinn et al., 2012).

La Hydra attenuata es un organismo de uso estandar a nivel internacional en estudios ecotoxicoldgicos
para medir el efecto letal y subletal en la evaluacion de calidad del agua; mientras que la Hydra viridis es
una especie presente naturalmente en ecosistemas de Costa Rica y que segun Hamada et al. (2020)

también es utilizada en ensayos de toxicidad y posee una relacion mutualista con microalgas.

En las bases de datos internacionales sobre sustancias plaguicidas, existen vacios de informacion
referente a los efectos ecotoxicolégicos que muchas de estas sustancias tienen sobre las hidras.
Considerando el escenario de contaminacion que ocurre en ecosistemas acuaticos afectados por
contaminacion agricola y en particular, por el cultivo de pifia, el objetivo de este trabajo fue determinar la
toxicidad de dos plaguicidas utilizados en ese cultivo, individualmente y en mezcla, sobre dos especies de
hidras. Por esta razon, se desea conocer la sensibilidad de la H. attenuata a dos plaguicidas individuales,
de mucho uso en pifia y alta residualidad en aguas, asi como a la mezcla de estos. Complementariamente,
existe la necesidad de conocer més sobre la sensibilidad a plaguicidas de la Hydra viridis, para

compararla con el organismo modelo que es la H. attenuata.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1.1 Fase 1: Seleccién de plaguicidas

Para la seleccion de los dos plaguicidas se tomaron en consideracion las ocho sustancias principalmente
responsables de causar ecotoxicidad de invertebrados acuaticos, aplicadas en mayor cantidad anualmente
en cultivos de pifia en el pais. Se utiliz6 la matriz adjunta en los Anexos B y C que puntud distintos
aspectos ambientales importantes para seleccionar un herbicida y un insecticida. Las sustancias elegidas
fueron: diuron y etoprofos.

2.1.2 Fase 2: Ensayos de toxicidad

Las pruebas se basaron en el protocolo “Bioensayo Agudo con Hydra attenuata”, establecido por la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE) (Trottier et al., 1997). A cada
especie de hidra se le realizaron tres tratamientos: uno con el herbicida diuron, otro con el insecticida
etoprofos y el tercero con una mezcla de estos dos plaguicidas. Las soluciones madre de plaguicidas para
las pruebas se prepararon en el Laboratorio de Analisis de Residuos de Plaguicidas (LAREP) a partir de

soluciones patrén, disueltas en acetona.

Para cada tratamiento se realizaron tres repeticiones y en cada repeticion se utilizaron cinco diluciones de
la sustancia de prueba, un control negativo, un control positivo y un blanco de acetona, con tres réplicas
cada uno. Como control negativo y agua de dilucion se utilizé6 medio de hidras (ver Anexo D); como
control positivo se us6 para la H. attenuata 0,06 pg/L Cr*®y para la H. viridis 1,30 pg/L Cr*¢; y el blanco
de acetona varid en cada ensayo de acuerdo con la concentracion de acetona que contenia cada solucién

madre de plaguicidas (ver Anexos Ey F).

Las hidras utilizadas no se alimentaron durante las 24 horas previas al inicio del ensayo. El dia del ensayo
se apartaron del cultivo, se enjuagaron y se colocaron en un recipiente con medio limpio. Luego, se
colocaron 4 mL de cada una de las cinco diluciones de cada sustancia ensayada y de los controles en

placas Petri de 35 mm de didametro y se pasaron a cada placa 15 hidras para prelavado.

Seguidamente, utilizando una placa multicelda de doce pozos, se colocaron en cada pozo (por triplicado)
4 mL de cada una de las cinco diluciones de cada tratamiento y de los controles. En cada pozo se
introdujeron tres hidras prelavadas en la concentracion respectiva, iniciando por el control negativo,
seguida del blanco, las diluciones de prueba (de la mas baja a la mas alta) y el control positivo.

Posteriormente, se cubri6 cada multicelda con papel parafilm® y se colocd su tapa (Figura 1).



Figura 1. Montaje de bioensayo agudo con hidras.

Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente. Pasadas 24 h y 48 h se registrd el estado
morfoldgico de las hidras expuestas segun la Figura 2. Se consideré valida la prueba cuando al menos el
90 % de los organismos en el control negativo sobrevivieron y presentaron morfologia normal. Ademas,
se corrobor6 que el control positivo afectara aproximadamente a un 50 % de los organismos expuestos.
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Figura 2. Estados morfolégicos de la Hydra attenuata e Hydra viridis.

Para evaluar la toxicidad aguda de los plaguicidas sobre las hidras se examinaron los cambios en la
longitud y forma de su cuerpo. La concentracion de efecto medio (ECso) y la concentracién letal media
(LCso); se estimaron por medio de una regresion de la respuesta observada sobre la concentracion de
exposicion, utilizando el modelo Probit. Los calculos fueron hechos en R (R Core Team) con el paquete
Ecotox (Hlina et al., 2021).

Las interacciones de toxicidad se analizaron segun Delorenzo y Serrano (2003), calculando
primeramente la suma de actividad bioldgica (S) para el valor de ECso y LCso; y los limites inferiores
(LCL) vy limites superiores (UCL) de ambos valores. La férmula corresponde a: S = (An/Ai)+(Bn/Bi),
donde An es el valor del compuesto A en mezcla, A; es el valor del compuesto A individualmente, B es
el valor del compuesto B en mezcla y B; es el valor del compuesto B individualmente. Luego, se
utilizaron los valores de S para calcular los indices aditivos: Si S < 1, el indice aditivo = (1/S) — 1; y si S >



1, el indice aditivo = S(-1) +1. Por (ltimo, se clasificaron las interacciones segun tres posibilidades:

antagonica, si el indice aditivo es menor a cero; aditiva, si es igual a cero; o sinérgica, si es mayor a cero.

3. RESULTADOS

En todos los ensayos la totalidad de los organismos del control negativo a las 48 horas estaban en estado
normal. Ademas, los controles positivos se mantuvieron dentro de los rangos aceptables para la
validacidon del ensayo. Asi mismo, en todos los casos, las tres réplicas de cada ensayo arrojaron resultados
muy similares, lo cual sustenta la reproducibilidad de los resultados. Los hallazgos de los bioensayos se
muestran de forma resumida en los Cuadros 1y 2, sin embargo, los resultados completos se encuentran en
los Anexos E y F. Referente al efecto causado por los plaguicidas, la H. attenuata resulté ser la especie
mas sensible tanto para diuron como etoprofos, la cual mostr¢ efecto subletal desde la concentracion mas
baja de ambas sustancias. En contraste, la H. viridis mostré mayor tolerancia ante la exposicién a los
plaguicidas de forma individual, pero fue la mas sensible ante la mezcla, ya que se observo letalidad en la
concentracién mayor de la mezcla.

Cuadro 1. Resultados obtenidos a las 48 horas en los ensayos de toxicidad de la Hydra attenuata con los

plaguicidas diuron, etoprofos y la mezcla (diuron-etoprofos). Se muestran concentraciones promedio. D =
diuron, E = etoprofos.

Diuron Etoprofos Mezcla (diuron-etoprofos)
Concentracié No Efecto Efecto Concentracié No Efecto Efecto Concentracié No Efecto Efecto
oncenfracion efecto subletal letal oncentracion efecto  subletal letal oncentracion efecto  subletal letal
Control (-) Control (-) Control (-)
100,00 % medio X 100,00 % medio X 100,00 % medio X
de hidra de hidra de hidra
Control solvente Control solvente Control solvente
1,15 mg/mL X X 1,06 mg/mL X X D: 1,15 mg/mL X X
(32,00 % acetona) (0,80 % acetona) E: 1,06 mg/mL
Control (+) X X Control (+) X x Control (+) X X
0,06 pg/L Cr*® 0,06 pg/L Cr*® 0,06 pg/L Cr*®
3,11 mg/L X X 9,11 mg/L X X D: 0,53 mg/L E: 3.22 mg/L X X
6,23 mg/L X X X 18,21 mg/L X X D: 1,05 mg/L E: 6,44 mg/L X X
12,45 mg/L X X 36,42 mg/L. X X D: 2,11 mg/L E: 12,88 mg/L X X
24,91 mg/L X X 72,84 mg/LL X D: 421 mg/L E: 25,75 mg/L X X
49,82 mg/L X 145,68 mg/L X D: 8,42 mg/L E: 51,51 mg/L X




Cuadro 2. Resultados obtenidos a las 48 horas en los ensayos de toxicidad de la Hydra viridis con los
plaguicidas diuron, etoprofos y la mezcla (diuron-etoprofos). Se muestran concentraciones promedio. D =
diuron, E = etoprofos.

Diuron Etoprofos Mezcla (diuron-etoprofos)
Conc No Efecto  Efecto Cone No Efecto  Efecto Concentracid No Efecto  Efecto
onceniracion efecto  subletal letal oncentracion efecto  subletal letal oncentracion efecto  subletal letal
Control (-) Control (-) Control (-)
100,00 % medio X 100,00 % medio X 100,00 % medio X
de hidra de hidra de hidra
Control solvente Control solvente Control solvente
1,15 mg/mL X 1,06 mg/mL X D: 1,15 mg/mL X
(32,00 % acetona) (0,80 % acetona) E: 1,06 mg/mL
Control (+) X X Control (+) x X Control (+) X X
1,30 pg/L Cr¢ 1,30 pg/L Cr*® 1,30 pg/L Cr'6
6,25 mg/L X 9,11 mg/L X D: 1,15 mg/L E: 3,22 mg/L X
12,50 mg/L X X 18,21 mg/L. X D: 2,31 mg/L E: 6,44 mg/L X X
25,00 mg/L X 36,42 mg/L X X D: 4,62 mg/L E: 12,88 mg/L X X
50,01 mg/L X X 72,84 mg/L X X D: 9,24 mg/L E: 25,75 mg/L X
100,01 mg/L X 145,68 mg/L X D: 18,47 mg/L  E: 51,51 mg/L X X

Los parametros fisicoquimicos de los controles y concentraciones de plaguicidas, en las tres réplicas de

cada sustancia, arrojaron valores muy similares, lo cual muestra que las hidras estuvieron bajo

condiciones semejantes durante los ensayos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Promedio de parametros fisicoquimicos de los controles y concentraciones de plaguicidas
utilizados en los ensayos. D = diuron, E = etoprofos.

Hydra attenuata Hydra viridis
Plaguicida . .
. Conductividad Temperatura Oxigeno o Conductividad ~ Temperatura Oxigeno
Concentracion pH by o disuelto Concentracion pH Yy oC disuelto
(n8/em) (°C) (mg/L) (pS/em) (°C) (mg/L)
Control (-) Control (-)
100,00 % medio 72 285 24 74 100,00 % medio 6,9 214 24 7.1
hidra hidra
Control solvente Control solvente
1,15 mg/mL 7.1 243 24 7.5 1,15 mg/mL 6.8 202 24 7.3
(32.00 % acetona) (32.00 % acetona)
Diuron Control (+) Control (+)
0,06 ug/L, Cr* 7.0 250 24 7.3 130 g/l Cr ¥ 6.8 202 24 7,0
3.11 mg/L 6.9 258 24 7.4 6.25 mg/L 6.8 225 24 7.0
12,45 mg/L 6.8 246 24 73 25,00 mg/L 6,7 214 24 7,0
49,82 mg/L 6.8 246 24 72 100.01 mg/L 6.7 204 24 6.9
Control (-) Control (-)
100,00 % medio 8.1 293 22 7.8 100,00 % medio 7.0 218 22 7,6
hidra hidra
Control solvente Control solvente
1.06 mg/mL 7.8 212 22 7.6 1.06 mg/mL 6.8 176 22 1.5
(0,80 % acetona) (0,80 % acetona)
Etoprofos  Control (+) Control (+)
0,06 ug/L Cr* 7.6 244 2 7.6 1,30 pg/L Cr*¢ 6.6 190 2 74
9.11 mg/L 74 259 22 7.7 9.11 mg/T 6.5 215 22 7.5
36,42 mg/L 7.1 238 22 7.5 36,42 mg/L 6.4 197 22 7.4
145.68 mg/L 7.1 216 22 7.5 145.68 mg/L 6.4 179 22 73




Hydra attenuata Hydra viridis

Plaguicida

., Conductividad ~ Temperatura O?dg no . Conductividad Temperatura O?dgellc
Concentracién pH (nS/em) “C) disuelto Concentracidén pH (nS/em) ¢C) disuelto
g (mg/L) ! (mg/L)
Control (-) Control (-)
100,00 % medio 7.6 278 24 7.5 100,00 % medio 7,0 232 24 73
hidra hidra
Control solvente Control solvente
D: 1.15 mg/mL 7.6 241 24 73 D: 1,15 mg/mL 6,7 213 24 7.2
E: 1,06 mg/mL E: 1,06 mg/mL
Mezcla
; Control (+) Control (+)
(diuron - 0,06 ug/L Cr* 73 254 24 72 1,30 pg/L. Cr8 6,7 205 24 7.1
ctoprofos)
D: 0,53 mg/L D: 1,15 mg/L
E:3.22 mglL 7.1 258 24 73 E:3.22 mglL 6,7 231 24 7.3
D: 2,11 mg/L D: 4,62 mg/L
E:12,88 mg/L 6.8 250 2 7.0 E:12,88 mg/L 6.4 220 z 7.2
D: 842 mg/L D: 18,47 mg/L
E: 51,51 mg/l. 6.6 239 24 6.9 E: 51,51 mg/L 6,6 218 24 7,0

Las primeras manifestaciones de afectacién a las hidras en los tratamientos con diuron y etoprofos a las
48 horas se evidenciaron con los estados abastonado y acortado, lo cual indica un efecto subletal de estas
sustancias. La H. attenuata mostré estos cambios morfolégicos en el 33 % de los organismos expuestos a
diuron a partir de la concentracion méas baja (3,11 mg/L) (Figura 3). En la siguiente concentracion (6,23
mg/L), la afectacion fue del 74 % de individuos y para las concentraciones superiores (12,45; 24,91 y
49,82 mg/L) la afectacion alcanzé 100 % de la poblacion. Por su parte, la H. viridis presentd sus primeras
afectaciones ante el diuron a la concentracion 12,50 mg/L con una respuesta del 41 % de los individuos y
al igual que la H. attenuata, en las siguientes concentraciones (25,00; 50,01 y 100,01 mg/L), la afectacion
fue del 100 % de individuos expuestos.

100
g 75
2 50
5
o
25
0
3,11 6,23 12,45 24,91 49,82
6,25 12,50 25,00 50,01 100,01

Concentracion promedio (mg/L)

H. attenuata H. viridis

Figura 3. Efecto subletal en la Hydra attenuata e Hydra viridis ante la exposicion a diuron durante 48
horas. En el eje horizontal, las concentraciones promedio superiores corresponden a las utilizadas con la
H. attenuata y las inferiores con la H. viridis.
Para la sustancia etoprofos la H. attenuata mostré cambios morfolégicos a partir de la concentracion 9,11
mg/L, afectando el 15 % de los individuos expuestos. En las concentraciones siguientes correspondientes
a 18,21; 36,42; 72,84 y 145,68 mg/L de esta sustancia, la afectacion fue de 26; 81; 100 y 100 % de
individuos respectivamente. Por su parte la H. viridis present6 sus primeras afectaciones ante el etoprofos
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a la concentracion de 36,42 mg/L, con una respuesta de 22 % de los individuos expuestos, mientras que
en las concentraciones de 72,84 y 145,68 mg/L, la afectacion fue de 74 y 100 % respectivamente (Figura
4).

Para la H. attenuata, en la concentracién mas alta de diuron (49,82 mg/L) y de etoprofos (145,68 mg/L)
se registraron 24 y 22 individuos desintegrados respectivamente (efecto letal mas importante), mientras
que para la H. viridis en la concentracion mas alta de diuron (100,01 mg/L) y de etoprofos (145,68 mg/L)
se registraron 20 y 3. En el tratamiento mezcla diuron-etoprofos no se obtuvieron individuos
desintegrados de ninguna de las dos especies de ensayo (ver Anexos E y F). Estos resultados muestran
que conforme aumento la concentracién de los plaguicidas diuron y etoprofos, incrementd la afectacion
de individuos expuestos y que ambas especies de hidras resultaron ser mas sensibles al herbicida diuron
que al insecticida etoprofos.

100
75

50

25

Respuesta (%)

9,11 18,21 36,42 72,84 145,68

Concentracion promedio (mg/L)

H. attenuata H. viridis

Figura 4. Efecto subletal en la Hydra attenuata e Hydra viridis ante la exposicién a etoprofos durante 48
horas.

En cuanto los parametros de toxicidad evaluados, en el ensayo con diuron, la ECsy de la H. viridis fue
3,22 veces mayor respecto a la otra especie de hidra y la LCso fue 2,19 veces. Asimismo, en el ensayo con
etoprofos la ECso de la H. viridis fue 2,24 veces mayor respecto a la H. attenuata, mientras que la LCso de
las dos especies mostro el mismo resultado. Lo anterior muestra una menor tolerancia de la Hydra

attenuata ante la exposicion a los plaguicidas (Cuadro 4).



Cuadro 4. Promedio de parametros de toxicidad de la Hydra attenuata e Hydra viridis en los bioensayos
con diuron y etoprofos.

Hydra attenuata Hydra viridis
Plaguicida
ECso(mg/L)  LCso(mg/L) ECso (Ma/L) LCso(mg/L)
Diuron 4,24 16,84 13,64 36,96
Etoprofos 23,74 103,01 53,12 103,01

En el bioensayo de la interaccion entre diuron y etoprofos segun ECso para la H. attenuata el resultado del
indice aditivo fue de 0,19; 1,72 y 4,13 para UCL, ECso y LCL respectivamente, por lo tanto, al ser valores
mayores a cero indica una toxicidad sinérgica (ver Anexo G). En el caso de la interaccion segin LCso, en
el ensayo con la mezcla de ambos plaguicidas no hubo mortalidad, por lo consiguiente, no fue posible

determinar el LCso de la mezcla ni su interaccion.

Respecto a la interaccion de los plaguicidas con la H. viridis, segin ECs el resultado del indice aditivo
fue de 0,93; 0,96 y 0,99 para UCL, ECs, y LCL respectivamente, al ser valores mayores a cero
corresponde a una toxicidad sinérgica. Asimismo, en la interaccion segln LCso, el indice aditivo fue de

0,36; 0,37 y 0,38; lo cual expresa una toxicidad sinérgica (ver Anexo H).

4. DISCUSION

Al ser la hidra un organismo diploblastico, sus células se ubican de manera muy préxima al entorno, por
consiguiente, responde rapidamente a los cambios que ocurren en el medio, de tal forma que los toxicos
presentes contribuyen a alteraciones en su morfologia y capacidad de regeneracion de fracciones de su
cuerpo (Murugadas et al., 2016). En los ensayos realizados tanto la H. attenuata como la H. viridis fueron
méas sensibles al herbicida diuron que al insecticida etoprofos. Segun Demetrio (2012), las
concentraciones necesarias de herbicida para afectar la via metabdlica de las plantas generan toxicidad
también para los cnidarios. Ademas, Barrera et al. (2019) mencionan que las hidras presentan alta
sensibilidad a los herbicidas ya que al realizar un estudio con el herbicida glifosato y los insecticidas

clorpirifos y cipermetrina, la H. attenuata mostré mayor sensibilidad al glifosato.

El diuron acta de manera sistémica en las plantas, ya que es absorbido en mayor medida por las raices,
inhabilitando el transporte de electrones dentro del fotosistema Il (IRET-UNA, 2020). A pesar de que no
se registran en la literatura datos sobre la exposicion de hidras a diuron, Dal (2020) menciona que al
exponer la H. viridis a 400 ug/L de atrazina (cuyo modo de accidn es similar al del diuron) por 35 dias, se
detect6 una disminucién de células del alga Chlorella presentes en las células de la hidra. Lo anterior
resulta realmente negativo para esta especie de hidra, debido a que la relacion de simbiosis con el alga le

favorece la obtencion de carbohidratos para su supervivencia.

Howe et al. (2017) también, mencionan que al exponer a diuron al cnidario Exaiptasia pallida (anémona

de mar que vive en simbiosis con el alga Symbiodinium spp.) por un periodo de doce dias, a
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concentraciones de 10 pg/L y 200 pg/L, presentd un fuerte blanqueamiento; una ECso de 100 pg/L y 132
pg/L; y la inhibicion del 50 % de la reproduccién asexual. Asimismo, Mansano et al. (2018) citan

hallazgos de otros cnidarios sensibles al diuron, tales como Acropora tumida y Aiptasia sp.

Las especies de hidras estudiadas en este articulo, tanto la H. attenuata como la H. viridis, mostraron
menor sensibilidad ante el insecticida etoprofos. Segun Demetrio (2012), los insecticidas
organofosforados acttan afectando el sistema nervioso por inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa.
Klimovich y Bosch (2018) mencionan que el sistema nervioso de la hidra es muy sencillo y carece de
celulas migratorias mesodérmicas especializadas. Asimismo, Demetrio (2012) indica que solo un 3 % del
total de sus células corresponden a neuronas, por lo tanto, sufren un menor efecto ante este tipo de
sustancias. “La baja sensibilidad de Hydra attenuata respecto a estos insecticidas podria deberse a que
son organismos mas sencillos con un sistema neuronal difuso y no centralizado, con la mayoria de las

neuronas sin una polaridad definida” (p. 61).

El modo de accidn de etoprofos es de contacto y actla como inhibidor de la enzima colinesterasa (IRET-
UNA, 2020). Los estudios de toxicidad con etoprofos son realmente escasos y no se registra en la
literatura resultados sobre la exposicion de los cnidarios a este plaguicida; sin embargo, se indica un
andlisis con un insecticida organofosforado que posee su mismo modo de accidn, el cual corresponde a
clorpirifos. Olguin (2021) menciona que al exponer al cnidario Aurelia coerulea a 0,04 pg/L de
clorpirifos por un periodo de nueve semanas, la tasa de reproduccion por medio de brotacién no se vio
afectada, ademas, no hubo cambios en los perfiles de metabolitos, por lo tanto, este organismo resulto ser

resistente al plaguicida.

La H. viridis fue la hidra que se vio menos afectada al estar expuesta a diuron y etoprofos. Segun Hamada
et al. (2018) y Ye (2017) la simbiosis de la H. viridis con el alga Chlorella sp. le proporciona una menor
sensibilidad ante varios contaminantes. El alga se alberga en las células epiteliales de la regién gastrica de
la hidra. Como beneficio el alga obtiene nitrégeno derivado del metabolismo de la hidra, mientras esta
Ultima obtiene carbohidratos del alga. Se reporta adicidén de la actividad antioxidante en cnidarios que
tienen relacion simbiética con el alga, esto por medio de la presencia del gen encargado de codificar la
enzima glutatién S-transferasa. Ademas, Guinou (2010) menciona que en épocas de extrema debilidad,

las algas proveen a la hidra de alimento enddgeno, lo cual representa una ventaja competitiva.

Este trabajo es de gran importancia para la comunidad cientifica porque ha generado informacion que se
desconocia sobre la sensibilidad de las hidras (como organismo de ensayo) a plaguicidas. La H. attenuata
resulto ser la especie mas sensible ante los plaguicidas de forma individual, mientras que la H. viridis fue
la més sensible ante la mezcla. Este dato es sumamente relevante ya que en la ejecucion de bioensayos de
laboratorio permitiria otorgarle diferentes usos a cada especie de hidra, segin la composicion de la
muestra de agua a estudiar. Por ejemplo, la H. attenuata podria ser una excelente herramienta para
evaluar efectos de plaguicidas ante sustancias individuales; mientras que la H. viridis seria mucho méas

atil en la evaluacion de muestras de agua que contengan mezclas de plaguicidas. Por esta razén, los
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resultados obtenidos son un primer indicio para la realizacién de méas investigaciones con otras sustancias
individuales y mezclas, que permitan verificar si efectivamente es conveniente darle el uso mencionado a

cada especie de hidra.

Los valores de los pardmetros de toxicidad (ECso y LCso) obtenidos indican la afectacion a nivel subletal
y letal, respectivamente, en hidras, por permanecer expuestas a diuron y etoprofos. Estos datos son un
gran aporte para la comunidad cientifica debido a que existen estudios muy escasos realizados con hidras
como organismos bioindicadores. Ademas, proporciona informacién de gran importancia al ECOTOX,
que le permitira optimizar su base de datos de bioindicadores y la realizacion de futuros ensayos que
contribuyan al estudio de la sensibilidad de hidras ante otros contaminantes. Por lo consiguiente, el
trabajo realizado sustenta efectos de lo que la contaminacion por plaguicidas en ecosistemas acuaticos
podria generar, representando una amenaza a la calidad de vida de gran cantidad de especies.

La interaccion entre diuron y etoprofos, tanto para la H. attenuata como la H. viridis, resulté en una
toxicidad sinérgica. Una mezcla es aditiva si la toxicidad corresponde a la suma de los efectos de cada
sustancia, mientras que el sinergismo ocurre cuando la toxicidad es mas elevada que la aditiva y el
antagonismo sucede cuando es inferior a la aditiva. Ademas, los efectos de las mezclas son producto de
alteraciones de la actividad biolégica que una sustancia provoca a la otra, estas pueden ser cambios en la
eliminacion, en las tasas de absorcion o en el metabolismo (Aronzon, 2013). Los efectos de los
contaminantes pueden variar entre organismos y niveles de organizacion bioldgica (Andrade, 2021).
Adicionalmente, realizar estudios con las sustancias por separado subestima el efecto que ocasionan los
toxicos en panoramas reales, cuyos ecosistemas acuaticos pueden estar contaminados por diversas
sustancias, las cuales afectan de manera distinta a los organismos presentes. En este trabajo se evidencid
que la mezcla de diuron y etoprofos es sinérgica, de forma que ocasioné a nivel subletal una afectacion
mayor en las hidras estudiadas en comparacion con el efecto de las sustancias de manera individual. Por
lo consiguiente, se rescata la gran utilidad de estos cnidarios como bioindicadores en el monitoreo de la
calidad de agua y, de igual modo, la importancia de realizar mas estudios con hidras, utilizando diferentes

mezclas de sustancias para comprender la afectacion de los toxicos en los seres vivos.

5. CONCLUSIONES

La H. attenuata y la H. viridis resultaron ser méas sensibles al herbicida diuron, debido al modo de accién
de los herbicidas, que representan mayor toxicidad para estos organismos. Mientras que la sensibilidad de
ambas especies al insecticida etoprofos fue menor, debido a que los insecticidas organofosforados estan
disefiados para afectar el sistema nervioso de los organismos y al tener las hidras un sistema nervioso

relativamente simple, sufren un menor efecto ante este tipo de sustancias.

La simbiosis de la H. viridis con el alga Chlorella sp. la hace més resistente ante diversas sustancias
individuales del medio, debido a que el alga le proporciona adicion de la accién antioxidante y

carbohidratos como alimento, ventaja que no posee la H. attenuata.
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La interaccion entre diuron y etoprofos, tanto para la H. attenuata como para la H. viridis, resultd en una
toxicidad sinérgica, de modo que, la mezcla ocasiona a nivel subletal una afectacion mayor en las hidras

en comparacion con el efecto de las sustancias de manera individual.

La H. attenuata result ser la especie mas sensible tanto para diuron como etoprofos, mientras que la H.
viridis fue la més sensible ante la mezcla de los dos plaguicidas. La H. attenuata al verse mas afectada
por dos de las tres sustancias es la hidra que mostré mayor sensibilidad, por lo que se recomienda
mantenerla dentro de los organismos de la bateria de pruebas de ECOTOX para la ejecucion de
bioensayos de toxicidad. Sin embargo, se recomienda realizar mas investigaciones para verificar si es mas
conveniente otorgarle diferentes usos a cada especie de hidra, de manera que la H. attenuata se utilice en

ensayos toxicoldgicos con sustancias individuales y la H. viridis con mezclas de sustancias.
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7. ANEXOS

Anexo A . Plaguicidas utilizados en el cultivo de pifia del Caribe y zona norte de Costa Rica.

Cantidad aplicada en cultivos de  Ecotoxicidad en invertebrados

Plaguicidas pifia por afio (kg ia/ha/afo) acuaticos
Ametrina 2a3 Relevante
Bromacil 2a3 Medianamente relevante

Diuron 2a3 Relevante
Glifosato 0al Relevante

Benfuracarb 7a8 Altamente relevante
Carbaril 3a4 Altamente relevante
Diazinon 4a5 Altamente relevante
Etoprofos 8al0 Relevante

Fuente: Elaboracion propia (2020) con datos de Ramirez (2017) y Lewis et al. (2016).
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Anexo B. Determinacion del herbicida con mayor puntaje para ser utilizado en los bioensayos. La fuente de cada dato se indica con una letra como se especifica

seguidamente: (A) Lewis et al., 2016; (B) Pesticide Action Network, 2020; (C) Ramirez, 2017; (D) IRET, 2020.

Ametrina Bromacil Diuron Glifosato
. Rangos de
Indicadores o
clasificacion N ) S ) S ) N i
Dato Clasificacién Puntaje Fuente Dato Clasificacion Puntaje Fuente Dato Clasificacion Puntaje Fuente Dato Clasificacion Puntaje Fuente
< 50 = Ligeramente
relevante
Cantidad 30 - 150 = Relevante
. 150 - 400 = Altamente Altamente Extremadamente Extremadamente
IrI]portad_a por Altamente relevante 198,7 relevante 4 c 198,7 relevante 4 c 418,6 relevante 5 C 13719 relevante 5 C
afio (ton ia) > 400 =
Extremadamente
relevante
0 -1 = Ligeramente
relevante
Cantidad 2—|3 = I\/Itedianamente
aplicada en relevante ) . . )
. 3-4 = Relevante Medianamente Medianamente Medianamente Ligeramente
Cl.JJtIVOS de~ 4-5 = Altamente 2a3 relevante 2 c 2a3 relevante 2 c 223 relevante 2 c 0al relevante 1 C
pina por ano relevante
(kg ia’ha/afio) >5=
Extremadamente
relevante
<=50=
Medianamente
Solubilidad geolevggtt)e_ Relevante
en agua N S Altamente Medianamente Extremadamente
(20°C) (mg/ ig?aﬁgr?tz ;elevante 200 Relevante 3 A 815 relevante 4 A 35,6 relevante 2 A 10500 relevante 5 A
L >1000 =
Extremadamente
relevante
. <27=
goef'c'e”te Medianamente
e reparto relevante . . .
_ Medianamente Medianamente Medianamente
octanol-agua 2,7-30= 2,63 relevante 2 A 1,88 relevante 2 A 2,87 Relevante 3 A -3,2 relevante 2 A
(enpH 7, R%'%Vﬁ“;el
20°C) (LogP > 3,0 = Altamente
) (LogP) relevante
<50=
Medianamente
Volatilidad ge:)evaﬂt)eo _ 0365 Medianamente 2 A 0041 Medianamente 2 A 0,001 Medianamente 2 A 00131 Medianamente 2 A
20°C (mPa) Fielgvan{e - ' relevante ! relevante 15 relevante ' relevante

> 10,0 = Altamente
relevante
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< 30 = Ligeramente

relevante
Persistencia 30 - 100 = Relevante
100 - 365 = Altamente Ligeramente
en'suelo Altamente relevante 37 Relevante 3 60 Relevante 3 A 146,6 relevante 4 15 relevante 1
(dlas) > 365 =
Extremadamente
relevante
< 1= Ligeramente
relevante
1-14=
Persistencia Medianamente Medianamente Medianamente
en agua (dias)  relevante 28 Relevante 3 30 Relevante 3 B 8,8 relevante 2 9,9 relevante 2
14 - 30 = Relevante
> 30 = Altamente
relevante
Ecotoxicidad ~ >100=
en Medianamente
: relevante .
|nve,rt_ebrados 0,1-100= 28 Relevante 3 119 Medianamente 2 A 57 Relevante 3 40 Relevante 3
acuaticos relevante
Relevante
(Agudos48h <01 = Altamente
LCso (mg/L)) relevante
Sumatoria 22 22 23 21
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Anexo C. Determinacion del insecticida con mayor puntaje para ser utilizado en los bioensayos. La fuente de cada dato se indica con una letra como se especifica
seguidamente: (A) Lewis et al., 2016; (B) Pesticide Action Network, 2020; (C) Ramirez, 2017; (D) IRET, 2020.

Benfuracarb Carbaril Diazinon Etoprofos
Indicadores Raf‘gos c_ie P
clasificacion
Dato Clasificacién Puntaje Fuente Dato Clasificacion Puntaje Fuente Dato Clasificacion Puntaje Fuente Dato Clasificacion Puntaje Fuente
< 50 = Ligeramente
relevante
i 30 - 150 = Relevante
Cantidad 150 - 400 = Extremadament Altament
importadf’:l POr  Altamente relevante 59,3 Relevante 3 C 71 Relevante 3 C 718,6 X r;r:;iairgen ¢ 5 C 217,2 reIZ\T:nntee 4 C
afio (ton ia) > 400 =
Extremadamente
relevante
0 -1 = Ligeramente
relevante
Cantidad 2-3 = Medianamente
aplicada en rele‘ia”te
cultivos de 3—4: Relevante 728 Extremadament 5 c 3a4 Relevante 3 c 4a5 Altamente 4 c 8a10 Extremadamente 5 c
. - 4-5 = Altamente e relevante relevante relevante
pinapor ano relevante
(kg ia/ha/afio) 5=
Extremadamente
relevante
<=50=
Medianamente
Solubilided VA
- = Relevante . .
?goiga(mg | 500-1000= ga Medmamene A gp  Meduemene A 60 Relevante 3 A 1300 ~ FXTemedmene g A
Altamente relevante
L) >1000 =
Extremadamente
relevante
<2,7=
Coeficiente Medianamente
de reparto relevante )
octanol-agua 2,7 — 3,0 = Relevante 422 Altamente 4 A 236 Medianamente 2 A 3,69 Altamente 4 A 2.99 Relevante 3 A
> 3,0 = Altamente relevante relevante relevante
(enpH7, relevante

20°C) (LogP)
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<50=
Medianamente

. relevante
Volatilidad 50-10,0 = 0,00

20°C (mPa) Relevante 42
> 10,0 = Altamente
relevante

Medianamente
relevante

0,0416

Medianamente
relevante

11,97

Altamente
relevante

78

Altamente
relevante

< 30 = Ligeramente
relevante
. . 30 - 100 = Relevante

Persistencia 100 - 365 =
en suelo Altamente relevante 0,5
(dias) > 365 =

Extremadamente

relevante

Ligeramente
relevante

16

Ligeramente
relevante

9,1

Ligeramente
relevante

13,6

Ligeramente
relevante

<1 = Ligeramente

relevante

1-14=

Medianamente

relevante -
14 - 30 = Relevante

> 30 = Altamente

relevante

Persistencia
en agua (dias)

Ligeramente
relevante

31

Medianamente
relevante

43

Medianamente
relevante

20

Relevante

> 100 =
Medianamente
en relevante
invertebrados  0,1-100=
acuaticos Relevante
(Agudos 48 h < 0,1 = Altamente
LCso (Mg/L)) relevante

Ecotoxicidad

0,01

Altamente
relevante

0,0064

Altamente
relevante

0,001

Altamente
relevante

0,2

Relevante

Sumatoria

22
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27

28
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Anexo D. Composicion del medio de cultivo para hidras, utilizado como control negativo y agua de

dilucién.

Reactivos

En 20,00 litros

Cloruro de calcio (CaCL; « 2H,0)

Acido N-tris [hidroximetil] metil 1-2- aminoetanosulfonico (TES)
Acido etilendiamintetraacético (EDTA)

Hidroxido de sodio (NaOH 1N)

Agua Milli-Q

2,94 ¢
2,209
0,08¢g

Agregar por gotas hasta
alcanzar pH 7,00

Hasta aforar en botellén
de 20,00 L

Fuente: Adaptado de Trottier et al. (1997).
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Anexo E. Cambios morfoldgicos ocurridos a la Hydra attenuata en ensayos de toxicidad aguda con dos plaguicidas y la mezcla de estos. N = hidra normal; B =
hidra con tentaculos abastonados; S = hidra con tentaculos acortados; T = hidra en estado de tulipan; D = hidra desintegrada.

Diuron Etoprofos Mezcla (diuron - etoprofos)
Ensayo
Concentracion 24 h 48 h Concentracion 24 h 48 h Concentracion 24 h 48 h
Control (-) Control (-) Control (-)
100,00 % medio hidra N N 100,00 % medio hidra N N 100,00 % medio hidra N N
Control solvente Control solvente Control solvente
1,15 mg/mL 5N, 4S 7N, 1B, 1S 1,06 mg/mL 7N, 2B 7N, 2B Diuron: 1,15 mg/mL 7N, 2B 5N, 4B
(32,00 % acetona) (0,80 % acetona) Etoprofos: 1,06 mg/mL
Control (+) Control (+) Control (+)
0,06 pg/L Cr * 9N 2N, 2B, 5S 0,06 pg/L Cr * 6N,3B 2N, 5B, 2S 0,06 pg/L Cr * 8N, 1B 9B
Diuron: 0,53 mg/L
. 3,13 mg/L 8N, 1S 4N, 3B, 2S 9,09 mg/L 9N 8N, 1B Etoprofos: 3,22 mg/L 7N, 2B 5N, 4B
2N, 3B, 2S, Diuron: 1,05 mg/L
6,25 mg/L 4N, 4B, 1S 1T, 1D 18,18 mg/L 9N 7N, 2B Etoprofos: 6,44 mg/L 5N, 4B 4N, 5B
1N, 3B, 4S, Diuron: 2,11 mg/L
12,50 mg/L 1T 1B, 7S, 1T 36,37 mg/L 9N 1N, 8B Etoprofos: 12,88 mg/L 5N, 4B 4N, 5B
Diuron: 4,21 mg/L
25,00 mg/L 1S, 5T, 3D 1S, 1T, 7D 72,73 mg/L 9B 4B, 5S Etoprofos: 25,75 mg/L 1N, 8B 1N, 7B, 1S
6S, 1T, Diuron: 8,42 mg/L
50,00 mg/L 7T, 2D 2T,7D 145,46 mg/L 2D 2T, 7D Etoprofos: 51,51 mg/L 8B, 1S 1B, 8S
Control (-) Control (-) Control (-)
100,00 % medio hidra N N 100,00 % medio hidra N N 100,00 % medio hidra N N
Control solvente Control solvente Control solvente
2 1,15 mg/mL 6N, 2B, 1S 7N, 1B, 1S 1,06 mg/mL 7N, 2B 3N, 6B Diuron: 1,15 mg/mL 4N, 5B 5N, 4B
(32,00 % acetona) (0,80 % acetona) Etoprofos: 1,06 mg/mL
Control (+) Control (+) Control (+)
N 2N, 7 7N, 2B 4N, 5B 7N, 2B 2N, 5B, 2
0,06 pg/L Cr 6 o 1S 0,06 pg/L Cr 6 ' N 0,06 pg/L Cr 6 ' 98,25
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Diuron: 0,53 mg/L

3,13 mg/L 9N 7N, 1B, 1T 9,11 mg/L 9N 8N, 1B Etoprofos: 3,22 mg/L 8N, 1B 6N, 3B
Diuron:1,05 mg/L

6,25 mg/L 4N, 5B 3N, 4B, 2S 18,23 mg/L 9N 7N, 2B Etoprofos: 6,44 mg/L 5N, 4B 3N, 5B, 1S
Diuron: 2,11 mg/L

12,50 mg/L 3B, 6S 9s 36,46 mg/L 9N 2N, 7B Etoprofos: 12,88 mg/L 4N, 5B 3N, 6B
Diuron: 4,21 mg/L

25,00 mg/L 1S,7T,1D 1S, 2T, 6D 72,92 mg/L 9B 6B, 3S Etoprofos: 25,75 mg/L 2N, 7B 1N, 7B, 1S
Diuron: 8,42 mg/L

50,00 mg/L 1S, 5T, 3D 1T, 8D 145,84 mg/L 8S, 1D 3T, 6D Etoprofos: 51,51 mg/L 7B, 2S 5B, 4S

Control (-) Control (-) Control (-)

100,00 % medio hidra N N 100,00 % medio hidra N N 100,00 % medio hidra N N

Control solvente Control solvente 5N. 1B Control solvente

1,15 mg/mL 4N, 5B 7N, 2B 1,06 mg/mL éS ' 3N, 6B Diuron: 1,15 mg/mL 5N, 4B 6N, 3B

(32,00 % acetona) (0,80 % acetona) Etoprofos: 1,06 mg/mL

Control (+) Control (+) Control (+)

0,06 pg/L Cr *6 9N 4N, 4B, 1S 0,06 pg/L Cr *6 7N, 2B 3B, 6S 0,06 pg/L Cr *6 6N, 3B 5B, 4S
Diuron: 0,53 mg/L

3,09 mg/L 9N 7N, 2B 9,11 mg/L 9N 7N, 2B Etoprofos: 3,22 mg/L 6N, 3B 5N, 4B
Diuron:1,05 mg/L

6,18 mg/L 5N, 4B 2N, 2B, 55 18,22 mg/L 9N 6N, 3B Etoprofos: 6,44 mg/L 5N, 4B 4N, 5B
Diuron: 2,11 mg/L

12,36 mg/L 3N, 4B, 2S 2B, 5S, 2T 36,44 mg/L 9N 2N, 7B Etoprofos: 12,88 mg/L 5N, 4B 2N, 7B
Diuron: 4,21 mg/L

24,73 mg/L 1B, 1S, 7T 1S, 8T 72,88 mg/L 9B 5B, 4S Etoprofos: 25,75 mg/L 2N, 7B 1N, 8B

49,46 mg/L 3T, 6D 9D 145,75 mg/L 2T, 7D 9D Diuron: 8,42 mg/L 7B, 25 4B, 55

Etoprofos: 51,51 mg/L
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Anexo F. Cambios morfol6gicos ocurridos a la Hydra viridis en ensayos de toxicidad aguda con dos plaguicidas y la mezcla de estos. N = hidra normal; B = hidra
con tentaculos abastonados; S = hidra con tentaculos acortados; T = hidra en estado de tulipan; D = hidra desintegrada.

Diuron Etoprofos Mezcla (diuron - etoprofos)
Ensayo
Concentracion 24 h 48 h Concentracion 24 h 48 h Concentracion 24 h 48 h
Control (-) Control (-) Control (-)
100,00 % medio hidra N N 100,00 % medio hidra N N 100,00 % medio hidra N N
Control solvente Control solvente Control solvente
1,15 mg/mL 9N 9N 1,06 mg/mL 9N 9N Diuron: 1,15 mg/mL 9N 9N
(32,00 % acetona) (0,80 % acetona) Etoprofos: 1,06 mg/mL
Control (+) Control (+) Control (+)
1,30 pg/L Cr * IN, 1B, 7S 9S 1,30 pg/L Cr *6 3N, 5B, 1S 8s, 1D 130 g/l Cr 3N,4B,2S  4S,4T,1D
Diuron: 1,15 mg/L
1 6,25 mg/L 9N 9N 9,09 mg/L 9N 9N Etoprofos: 3,22 mg/L 9N 9N
Diuron: 2,31 mg/L
12,50 mg/L 5N, 2B, 2S 6N, 3B 18,18 mg/L 9N 9N Etoprofos: 6,44 mg/L 7N, 2B 7N, 2B
Diuron: 4,62 mg/L
25,00 mg/L 1N, 8S 1B, 8S 36,37 mg/L 9N 7N, 2B Etoprofos: 12,88 mg/L 6N, 3B 2N, 5B
Diuron: 9,24 mg/L
50,00 mg/L 7S, 2T 1S, 8T 72,73 mg/L 5N, 4B 3N, 6B Etoprofos: 25,75 mg/L 9B 2B, 7S
Diuron: 18,47 mg/L
100,00 mg/L 2S, 7T 6T, 3D 145,46 mg/L 1B, 8S 6T, 3D Etoprofos: 51,51 mg/L 4B, 58 9T
Control (-) Control (-) Control (-)
100,00 % medio hidra N N 100,00 % medio hidra N N 100,00 % medio hidra N N
Control solvente Control solvente Control solvente
2 1,15 mg/mL 9N 9N 1,06 mg/mL 9N 9N Diuron: 1,15 mg/mL 9N 9N
(32,00 % acetona) (0,80 % acetona) Etoprofos: 1,06 mg/mL
Control (+) 5N, 4B 95 Control (+) IN,7B,1S  5S,2T, 2D Control (+) 6B, 35 35,5T, 1D

1,30 pg/L Cr *6

1,30 pg/L Cr *6

1,30 pg/L Cr *6
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Diuron: 1,15 mg/L

6,25 mg/L 9N 9N 9,11 mg/L 9N 9N Etoprofos: 3,22 mg/L 9N 9N
Diuron: 2,31 mg/L

12,50 mg/L 3N, 6B 3N, 6B 18,23 mg/L 9N 9N Etoprofos: 6,44 mg/L 8N, 1B 8N, 1B
Diuron: 4,62 mg/L

25,00 mg/L 9S 1B, 8S 36,46 mg/L 9N 7N, 2B Etoprofos: 12,88 mg/L 5N, 4B 4N, 5B
Diuron: 9,24 mg/L

50,00 mg/L 9S 1S, 8T 72,92 mg/L 2N, 7B 2N, 3B, 4S Etoprofos: 25,75 mg/L 9B 8B, 1S
Diuron: 18,47 mg/L

1 L T, 1D 1T, 8D 145,84 L T 1S, 8T

00,00 mg/ 8T, , 8 5,84 mg/ 9S 9 Etoprofos: 51,51 mg/L 9S S, 8

Control (-) Control (-) Control (-)

100,00 % medio hidra N N 100,00 % medio hidra N N 100,00 % medio hidra N N

Control solvente Control solvente Control solvente

1,15 mg/mL 9N 9N 1,06 mg/mL 9N 9N Diuron: 1,15 mg/mL 9N 9N

(32,00 % acetona) (0,80 % acetona) Etoprofos: 1,06 mg/mL

Control (+) Control (+) Control (+)

1.30 g/l Cr *6 N, 8B 4S, 2T, 3D 1.30 g/l Cr 2B, 7S 2S,5T, 2D 1.30 g/l Cr 8B, 1S 58, 3T, 1D
Diuron: 1,15 mg/L

6,25 mg/L 9N 9N 9,11 mg/L 9N 9N Etoprofos: 3,22 mg/L 9N 9N
Diuron: 2,31 mg/L

12,50 mg/L 5N, 4B 7N, 1B, 1S 18,22 mg/L 9N 9N Etoprofos: 6,44 mg/L 7N, 2B 9N
Diuron: 4,62 mg/L

25,01 mg/L 2B, 7S 1B, 8S 36,44 mg/L 9N 7N, 2B Etoprofos: 12,88 mg/L 4N, 5B 3N, 6B
Diuron: 9,24 mg/L

50,02 mg/L 9S 1S, 8T 72,88 mg/L 4N, 5B 2N, 7B Etoprofos: 25,75 mg/L 8B, 1S 4B, 5S

100,04 mg/L 1T, 8D 9D 145,85 mg/L 1B, 85 oT Diuron: 18,47 mg/L 1B, 85 15, 8T

Etoprofos: 51,51 mg/L
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Anexo G. Toxicidad de la mezcla de diuron y etoprofos segin ECs, para la Hydra attenuata.

Plaguicida ECs0 LCL UCL
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Diuron 4,24 2,95 6,20
Etoprofos 23,74 16,71 33,91
Diuron mezcla 0,74 0,28 2,47
Etoprofos mezcla 4,55 1,69 15,10
S 0,37 0,19 0,84
indice aditivo 1,72 4,13 0,19
Rango del indice (0,19... 1,72... 4,13)
Interaccion Sinergismo
Anexo H. Toxicidad de la mezcla de diuron y etoprofos para la Hydra viridis.
Segln ECso Segln LCso
Plaguicida ECso LCL ucL LCso LCL ucL
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Diuron 13,64 10,48 17,76 36,94 33,19 41,11
Etoprofos 53,12 38,95 72,46 103,01 103,01 103,01
Diuron mezcla 4,06 3,01 5,48 13,45 12,66 14,30
Etoprofos mezcla 11,32 8,40 15,27 37,50 35,31 39,89
S 0,51 0,50 0,52 0,73 0,72 0,74
indice aditivo 0,96 0,99 0,93 0,37 0,38 0,36

Rango del indice

Interaccion

(0,93... 0,96... 0,99)

Sinergismo

(0,36... 0,37... 0,38)

Sinergismo
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Anexo |. Plan de monitoreo

1. Alcance

El presente plan de monitoreo para cuerpos de agua superficiales se realizo6 utilizando como orientacion el
Plan Nacional de Monitoreo de la Calidad de los Cuerpos de Agua Superficiales del MINAE, el cual esta
estructurado siguiendo las instrucciones del Reglamento para la Evaluacion y Clasificacion de la Calidad
de Cuerpos de Agua Superficiales. Este documento establece una guia para llevar a cabo el monitoreo de
aguas superficiales de zonas aledafias a cultivos de pifia. Se trabajara a nivel de cuencas hidrogréficas
situadas en la region Huetar Atlantica, para determinar los dafios presentes y proponer medidas de
mitigacion.
2. Objetivos

Objetivo general

Establecer un plan de monitoreo para la determinacién de contaminantes en aguas superficiales que
integre analisis de residuos de plaguicidas junto con pruebas de hidras, para la mitigacion de los efectos

derivados de la contaminacién en aguas superficiales.
Obijetivos Especificos

e Medir los parametros fisico-quimicos de las aguas establecidos en el Reglamento para la
Evaluacién y Clasificacion de la Calidad de Cuerpos de Agua Superficiales, Decreto N° 33903-
MINAE-S, para la determinacion de la calidad de los cuerpos de agua.

e Evaluar cambios en la morfologia de la Hydra attenuata, por medio de la realizacion de analisis
de toxicidad, para la medicién de impactos ocurridos en la biota acuatica por la presencia de
plaguicidas en las aguas superficiales.

e Determinar los impactos ambientales causados por procesos agricolas mediante la aplicacion de

la matriz de Leopold para la propuesta de medidas de mitigacion.

3. Metas

e Brindar una herramienta con los pasos a seguir para el monitoreo de zonas que presenten
vulnerabilidad ambiental tales como escorrentia, precipitacion y pendiente, que propicien el
desplazamiento de los toxicos utilizados en los cultivos a las aguas superficiales.

e Ejecutar las acciones planteadas segun el cronograma establecido.

e Evidenciar la importancia de la realizacion de constantes monitoreos en aguas superficiales en

zonas afectadas por la utilizacion de plaguicidas.
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4. Vulnerabilidad ambiental por el uso de plaguicidas en cultivos de pifia

Se presentan los mapas de cuencas, pendientes, precipitacion y escorrentia de la Regidn Huetar Atlantica

(Figuras 1, 2, 3 y 4). Ademas, producto de la unién de los anteriores se obtuvo un quinto mapa que

muestra los niveles de vulnerabilidad ambiental (Figura 5). Este Gltimo indica las zonas con mayor riesgo

de sufrir afectacion ante el uso de plaguicidas y las cuencas que las recorren, las cuales se tomaran en

cuenta en la red de monitoreo de aguas superficiales del presente plan.
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Figura 1. Mapa de cuencas en region Huetar Atlantica.
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Figura 2. Mapa de pendientes en region Huetar Atlantica.
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Figura 3. Mapa de precipitacion en region Huetar Atlantica.
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Figura 4. Mapa de escorrentia en region Huetar Atlantica.
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Figura 5. Mapa de vulnerabilidad en region Huetar Atlantica.
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5. Metodologia

Para establecer el plan de monitoreo, se indicara el procedimiento de analisis de calidad de aguas
superficiales integrado por ensayos de toxicidad con hidras, la determinacién de pardmetros fisico-

quimicos en aguas superficiales y la evaluacion de impacto ambiental.

Sitios de muestreo: son seleccionados de acuerdo con el nivel de vulnerabilidad al cual estan expuestas
las cuencas por su cercania a areas de cultivo de pifia. Se toman en cuenta los puntos donde se registra
mayor escorrentia, precipitacion y pendiente, que favorecen el desplazamiento de los plaguicidas a las

aguas superficiales.

Toma de muestras: se debe realizar segin lo establecido en el Reglamento para la Evaluacion y
Clasificacion de la Calidad de Cuerpos de Agua Superficiales, Decreto N° 33903-MINAE-S.

Frecuencia: el muestreo se repite para época seca, lluviosa y las dos de transicion.
5.1. Analisis con hidras

Se debe seguir el protocolo: Bioensayo Agudo con Hydra attenuata segin Trottier et al. (1997)
establecido por la OECD. Este comprende los pasos a seguir en los ensayos en laboratorio para estudiar
los cambios letales y subletales de las hidras ante muestras de agua. Estos analisis indican su sensibilidad
ante contaminantes y, por lo tanto, posibles efectos en la fauna acuética.

5.2. Analisis fisico-quimico

Los pardmetros por analizar segun el Reglamento para la Evaluacion y Clasificacion de la Calidad de
Cuerpos de Agua Superficiales, Decreto N° 33903-MINAE-S; corresponden a Porcentaje de oxigeno
disuelto, demanda bioquimica de oxigeno y nitrégeno amoniacal. Ademas, se incluiran los parametros de
temperatura, conductividad, pH y turbidez; y otros complementarios como concentraciones de nutrientes
en agua y sustrato. Una vez realizado el primer ciclo de muestreo el comité evaluador debe analizar si es

necesario, incorporar o excluir pardmetros fisico-quimicos o puntos de monitoreo en cada cuenca.
5.3. Evaluacién de impacto ambiental

Se debe aplicar la matriz de Leopold para realizar la evaluacién de impacto ambiental de la regién. La
matriz esta integrada en la parte superior por columnas que indican las acciones causantes de impactos y
en la seccion izquierda por filas con factores ambientales implicados en el cultivo de pifia (Cuadro 1). En
la parte central donde convergen los aspectos anteriores se encuentran cuadros con una linea diagonal
(Cuadro 2). Estos cuadros deben ser rellenados de la siguiente manera: en el espacio superior se coloca la
magnitud del impacto y en el espacio inferior se escribe la importancia. Se utiliza una escala de 1 a 10,
donde 10 representa la mayor magnitud o importancia y 1 la minima. Se deben sumar las calificaciones
de las filas y las columnas, por lo tanto, los impactos significativos corresponden a los puntajes mas altos.

Estos deben ser evaluados para proponer medidas de mitigacion (Bucheli, 2015).
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Cuadro 1. Factores ambientales y acciones causantes de efectos ambientales implicados en los cultivos.

Factores ambientales

Acciones causantes de efectos ambientales

Componente fisico Componente biolégico
Suelo Agua Aire Flora Fauna

Recursos Calidad. Calidad (gases Arboles. Aves. Control bioldgico. Ruidos y vibraciones.

minerales. Temperatura. y particulas). Arbustos. Animales Control de malezas. Vertederos.
Geomorfologia.  Precipitacion. Cultivos. terrestres. Modificacion del habitat. Adecuaciones sobre el paisaje.

Erosidn. Escorrentia. Plantas Animales Alteracién de la cubierta terrestre. Utilizacion de abonos.
Sedimentacién. Recarga. acuaticas. acuaticos. Control del rio y modificacién del Reciclado de residuos.

Microfauna. caudal. Fertilizacién.
Riego. Estabilizacion quimica del suelo.

Fuente: Elaboracién propia (2020) con datos de Bucheli (2015).
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Cuadro 2. Matriz de Leopold.
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5.4. Red de monitoreo

En el Cuadro 3 se presenta la propuesta de monitoreo que incluye las cuencas a analizar.

Cuadro 3. Red de monitoreo de las cuencas en las zonas de alta vulnerabilidad ambiental de la Region
Huetar Atlantica.

Coordenadas
Punto Cuenca

Latitud Longitud
1 Cafio Servulo 1154369 555336
2 Cafio Suerte 1167011 537924
3 Cafio Yok — Laguna Samay — Cafio la Palma 1178947 545924
4 Isla Brava 1184982 533374
5 Isla Calero 1195235 537389
6 Isla Canal Tortuguero 1152956 561242
7 Laguna Cahue 1180553 533038
8 Isla Bananito 1087592 604259
9 Rio Banano 1090978 593258
10 Rio Chirripo 1093949 563967
11 Rio Colorado 1188704 541320
12 Rio Madre de Dios 1119259 569200
13 Rio Pacuare 1118503 560345
14 Rio Palacio — Cafio Chiquero 1156239 533356
15 Rio Parismina 1127218 543729
16 Rio Penitencia — Cafio Moreno 1167888 532051
17 Rio Reventazén 1118690 549535
18 Rio Sierpe (Caribe) 1145733 549598
19 Rio Toro Amarillo 1123299 520620
20 Rio Tortuguero 1148166 537611
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