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Resumen

Se analizé en laboratorio la sensibilidad del alga comdn, Spirogyra spp., como bioindicador de la
presencia de los insecticidas: Flecha (Diazinon), Ninja (Lambda Cyhalotrina) y Tracer (Spinosad),
después de acondicionar unidades experimentales con cultivos algales se procedio a adicionar dosis
en tres niveles de concentracion (alta-media-baja) y verificar los cambios en las caracteristicas fisicas
de las algas de manera especial el comportamiento de la clorofila presente en los cloroplastos
estructurales del organismo en contraste con cultivos utilizados como testigos en ensayos extendidos
durante 72 horas, se observaron los cambios fisicos y se analizé cambios en el color, forma, tamafio
y consistencia algal. Como resultados en Spirogyra spp., se observo cambios en la morfologia, forma
y tamafio de la especie posteriores al adicionamiento de los insecticidas, asi como modificaciones en
el color evidenciandose la degradacion fisica y quimica de la pigmentacion verde caracteristica de la
clorofila en diferentes niveles, los insecticidas Ninja y Tracer son los que mas afectan las estructuras
funcionales de la clorofila presente en las algas verificandose por la desaparicion de picos
representativos del espectro de las muestras contaminadas al comparar con el de la muestra utilizada
como blanco. Se concluye que, Spirogyra spp., puede ser utilizada como bioindicador de la presencia
de las sustancias ensayadas ya que su sensibilidad aumenta progresivamente en funcion de la
concentracion de insecticidas y tiempo de exposicion a los mismos. Se recomienda realizar ensayos
del alga como bioindicador en reservorios en campo para verificar el trabajo en laboratorio.
Palabras clave: Spirogyra spp; Flecha-Diazindn; Ninja-Lambda Cyhalotrina; Tracer-Spinosad,

Degradacion de Clorofila; Bioindicador.

Abstract

The sensitivity of the common algae, Spirogyra spp., as a bioindicator of the presence of insecticides:
Flecha (Diazinon), Ninja (Lambda Cyhalotrina) and Tracer (Spinosad) was analyzed in the
laboratory. After conditioning experimental units with algal cultures, we proceeded to add doses at
three concentration levels (high-medium-low) and verify the changes in the physical characteristics
of the algae, especially the behavior of the chlorophyll present in the structural chloroplasts of the
organism in contrast to cultures used as controls in extended tests for 72 hours, physical changes were

observed and changes in color, shape, size and algal consistency were analyzed. As results in
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Spirogyra spp., changes were observed in the morphology, shape and size of the species after the
addition of insecticides, as well as changes in color, evidencing the physical and chemical degradation
of the characteristic green pigmentation of chlorophyll at different levels. , the Ninja and Tracer
insecticides are the ones that most affect the functional structures of the chlorophyll present in the
algae, verified by the disappearance of representative peaks of the spectrum of the contaminated
samples when compared with that of the sample used as blank. It is concluded that Spirogyra spp.,
can be used as a bioindicator of the presence of the substances tested, since its sensitivity increases
progressively depending on the concentration of insecticides and the time of exposure to them. It is
recommended to carry out trials of the algae as a bioindicator in reservoirs in the field to verify the
work in the laboratory.

Keywords: Spirogyra spp; Flecha-Diazindn; Ninja-Lambda Cyhalotrina; Tracer-Spinosad;
Chlorophyll Degradation; Bioindicator.

Resumo

A sensibilidade das algas comuns, Spirogyra spp., como bioindicador da presenca de inseticidas:
Flecha (Diazinon), Ninja (Lambda Cyhalotrina) e Tracer (Spinosad) foi analisada em laboratorio.
procedeu-se a adicionar doses em trés niveis de concentracdo (alto-médio-baixo) e verificar as
mudancas nas caracteristicas fisicas das algas, principalmente o comportamento da clorofila presente
nos cloroplastos estruturais do organismo em contraste com culturas usadas como controle em durante
72 horas, foram observadas alteracdes fisicas e analisadas as alteracdes de cor, forma, tamanho e
consisténcia das algas. Como resultados em Spirogyra spp., foram observadas alteracdes na
morfologia, forma e tamanho das espécies apds a adicdo de inseticidas, bem como alteracfes na
coloracdo, evidenciando a degradacdo fisica e quimica da pigmentacdo verde caracteristica da
clorofila em diferentes niveis. , os inseticidas Ninja e Tracer sdo 0s que mais afetam as estruturas
funcionais da clorofila presente nas algas, verificado pelo desaparecimento de picos representativos
do espectro das amostras contaminadas quando comparado com o da amostra utilizada como branco.
Conclui-se que Spirogyra spp., pode ser utilizado como bioindicador da presenca das substancias
testadas, pois sua sensibilidade aumenta progressivamente dependendo da concentracdo dos
inseticidas e do tempo de exposicdo a eles. Recomenda-se a realizacdo de ensaios da alga como

bioindicador em reservatorios em campo para verificar o trabalho em laboratério.
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Palavras chave: Spirogyra spp; Flecha-Diazindn; Ninja-Lambda Cyhalotrina; Tracer-Spinosad,;

Degradacéo de Clorofila; Bioindicador.

Introduccién

En paises con intensa actividad agricola, los productores hacen uso de agroquimicos en sus cultivos;
entre estos los plaguicidas que se utilizan para prevenir, destruir, mitigar o repeler plagas. (Stabile,
2018, p.1)

A pesar de que existen normativas que regulan y controlan dichos quimicos, son utilizados por los
agricultores sin un criterio técnico; Bravo (2020, p.1) sefiala que existe un exceso de aplicaciones en
los cultivos.

Estudios sefialan que, el abuso de agroquimicos para mantener o conservar los cultivos degradan de
forma directa el ambiente y pérdida de biodiversidad (Zabala et al., 2020: p.1). Segtn Avilay Granda
(2018: p. 41) los pesticidas son bioacumulados y, a largo plazo producen enfermedades cancerigenas
debido al aumento de su concentracion.

El bio monitoreo y los bioensayos son técnicas que estudian los efectos de sustancias en organismo
vivos o aislados. Por ello, para controlar la contaminacion acuética los bioindicadores han sido
ensayados con éxito, entre los mas efectivos se encuentran el uso de crustdceos como: mejillones,
ostiones, almejas entre otros; ademas de las especies algales (Silva, 2017, p.3).

Las algas son organismos (micro o0 macroscopicos) acuaticos, capaces manifestar la calidad del agua
debido a su sensibilidad o los cambios de su habitat, por esto, se convierten son referente del estado
ecologico de los sistemas acuaticos (Lujan, 2000, p.1).

Bojorge y Cantoral (2016: p.1) mencionan que las algas tienen alta sensibilidad-respuesta a la
eutrofizacién de aguas, por la incorporacion de sustancias derivadas de actividades antropogénicas
(agricultura, industria y desechos solidos)

Spirogyra spp, presenta la capacidad de captar compuestos quimicos presentes en los plaguicidas,
Silva (2017, p.88) determinOd que es un potente bioindicador de la presencia de plaguicidas
organofosforados.

Especies algales unicelulares como Chlorella vulgaris y Scenedesmus subspicatus, a los cuales se les
adicion0 diversos plaguicidas (Riva et al., 1998: p.11); mostraron que, el plaguicida menos toxico es

el Metamidofos para Scenedesmus y para Chlorella.
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Silva (2017, p.4), experimento con (Curacron, Malathion, Acefato) a diferentes concentraciones; los
cultivos de Spirogyra spp., y determiné la tolerancia esta directamente relacionada al tiempo de
exposicion y las concentraciones, observandose cambios de color, cohesion y aglutinamiento

El uso de bioindicadores es una alternativa econdémica para evaluar bioacumulacion de plaguicidas
en organismos, de igual manera manifiesta de manera temprana la presencia de plaguicidas en el agua

al suponer que las alteraciones fisicas en Spirogyra spp., sean de facil observacion.

Materiales y métodos

Recoleccién algal

Parra la recoleccion y conservacion de algas se aplicd la técnica propuesta utilizada por Silva en 2017
a su vez propuesto por Guevara, del Herbario de la Universidad de Panama (Silva, 2017, p.26),

recoleccion a mano en recipientes adecuados.

Identificacion algal

Para identificar morfoldgicamente las muestras, se utilizd 10g la especie algal en un recipiente de
vidrio con tapa, se consideré la Guia de campo para la identificacion de algas, Agricultura y
Agroalimentacién de Canadéa (Silva, 2017, p.26), (Serediak y Huynh, 2006: pp.12-15), utilizado un
microscopio AmScope con aumento de 40 x.

Disefio del experimento

Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar-DCA bifactorial (insecticidas-dosis) combinadas con el
alga en 30 unidades experimentales resultantes mas los testigos experimentales o blancos y sus
respectivas repeticiones, cada una con 10 litros de agua potable y 30 gramos de alga, se adicion0

suplementos nutricionales para garantizar la adaptacion al medio experimental.

Figura 1: Combinaciones experimentales ensayadas

Combinaciones experimentales

Fb1 Nb1 Ths
Fb2 Nb, Th,
Fbs Nbs Th3
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Fm; Nm; Tmy
Fm; Nm; m:
Fms Nms Tms
Fa: Naz Tax
Faz Na Taz
Fas Nas Tas

Insecticidas: F= Flecha; N= Ninja; T=Tracer
Dosis: Flecha/Ninja b=baja; m=media, a=alta; Tracer b=baja;
m=media, a=alta

Repeticiones: 1, 2, 3

Ensayos de sensibilidad a insecticidas

Después del periodo de adaptacion y crecimiento de las algas se procedié a los ensayos de sensibilidad
de Spirogyra afiadiendo los insecticidas en tres dosis (alta-media-baja) en funcion de las
recomendaciones de las casas fabricantes y controlando condiciones ambientales y cambios fisicos

durante 72 horas.

Figura 2: Dosis experimentales ensayadas

Nombre Principio Dosis media Dosis baja Dosis alta
activo ml/I ml/| ml/I

Flecha Diazinon 10 5 20

Ninja Lambda 10 5 20
cyhalotrina

Tracer spinosad 1 0.5 2

Registro de manifestaciones de sensibilidad
Durante el periodo experimental, se observé detalladamente todo cambio fisico como: color, forma,
consistencia de la masa algal, para evidenciar cualquier reaccion de sensibilidad a los insecticidas

utilizados en Spirogyra. Para evidenciar los cambios en la pigmentacion de las algas se definié una
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escala de colores para comparar con el comportamiento de las unidades experimentales usadas como

testigos, de igual manera se levant6 un registro fotografico de las manifestaciones fisicas observadas.

Fuente: Silva, 2017

BLANCO

Figura 3: Escala de color

Degradacion de clorofila

Por medio de cromatografia de gases (CG) con detector NPD se analizé las muestras de algas tanto
de las unidades experimentales utilizadas como testigos y las expuestas a la accién de los insecticidas
para la determinacion de sus espectros. Se analiz6 la clorofila, inicialmente en muestras sin

contaminar y posteriormente muestras contaminadas con los insecticidas.

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico fue necesario transformar datos cualitativos determinados en una escala de
color a una escala numérica de acuerdo a lo realizado por Silva (2017, p.), los datos se trasladaron al
programa estadistico SPSS version 25.0 para la obtencion de tablas y gréficos estadisticos, analisis

de varianza y prueba de Tukey.

Resultados y Discusion

Resultados muestreo

Se recolectd muestras de Spirogyra spp. de un reservorio de agua de riego de una zona produccion
agricola seleccionando especimenes con forma consistente e intensa coloracion verde, se trato de un

muestreo no probabilistico.
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Figura 4: Recoleccion de muestras

Resultados de identificacion de especie
Gracias a la amplificacion del microscopio se fotografio el alga y se identifico morfolégicamente por

contrastacion de imagenes de la guia de campo y consulta con expertos microbiélogos.

Figura 5: Identificacion morfoldgica de especie

Imagen guia de campo Imagen muestra (40X)

Spirogyra spp

De acuerdo a las imé&genes amplificadas se evidencio la coincidencia con lo manifestado por (Guillén,
2013, p.24). Spirogyra es un alga de color verde que se caracteriza por poseer cloroplastos en forma
de cinta enrollada en espiral, de ahi su nombre, pegados a la pared de las células cilindricas y alargadas
que los contienen, los tallos crecen en longitud sin ramificaciones. Tiene entre 10-100 um de ancho

y puede medir varios centimetros de longitud.
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Unidades experimentales
Las unidades experimentales de colocaron en laboratorio de acuerdo a la Figura 3 incluyendo tres

unidades testigos o blancos (Bf-Bn-Bt) donde no se afiadi6 insecticidas.

Figura 6: Conformacion unidades experimentales

Unidad experimental Conformacion de unidades
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Resultados ensayos de sensibilidad
Los ensayos de exposicidn a los insecticidas se aplicaron simultdneamente con una duracién maxima

de 72 horas, la Tablas 3, 4 y 5 muestran los principales resultados de la observacion y los cambios

detectados como manifestacion de sensibilidad a las sustancias expuestas.

Figura 7: Cambios fisicos registrados-exposicion insecticida Flecha

Flecha (24 horas de exposicion)

Testigo-sin insecticida

sy

Dosis baja Dosis media Dosis alta
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Insecticida Flecha (48 horas de exposicion)

Dosis baja Dosis media Dosis alta

Insecticida Flecha (72 horas de exposicion)

Dosis baja Dosis media Dosis alta

r

En la Tabla 3, se evidencia enturbiamiento del agua la degradacion del color verde original del alga
al comparar con la muestra testigo, las coloraciones varian hasta llegar a tonalidades verde oscuras

hasta coloraciones de cafés en relacion directa con los tiempos de exposicion y la concentracion.

Figura 8: Cambios fisicos registrados-exposicion insecticida Ninja

Ninja (24 horas de exposicion)

Testigo-sin insecticida
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Dosis baja Dosis media Dosis alta

Insecticida Ninja (48 horas de exposicion)

Dosis baja Dosis media Dosis alta

Insecticida Ninja (72 horas de exposicion)

Dosis baja Dosis media Dosis alta

En la Tabla 4, se evidencia la degradacion continua del color verde original del alga al comparar con
la muestra testigo, las coloraciones varian hasta llegar a tonalidades verde amarillentas en relacién

directa con los tiempos de exposicion y la concentracion.
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Figura 9: Cambios fisicos registrados-exposicion insecticida Tracer

Insecticida Tracer (24 horas de exposicion)

Testigo-sin insecticida

Dosis baja

v

\

Dosis media

——r

Dosis alta

Insecticida Tracer (48 horas de exposicion)

Dosis baja

Dosis media

Insecticida Tracer (72 horas de exposicion)

Dosis baja

Dosis media

Dosis alta
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Enla Tabla 5, se evidencia la degradacion del color verde original del alga al comparar con la muestra

testigo, las coloraciones varian hasta llegar a tonalidades verde oscuras y café claro en relacion directa

con los tiempos de exposicion y la concentracion.

Resultados de degradacion de clorofila

Espectro de muestra sin insecticidas (testigo)
La Figura 4 muestra el espectro producido por el anlisis de una muestra utilizada como testigo donde

se evidencian los picos de los componentes presentes en la pigmentacion de Spirogyra.
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Figura 10: Espectro de muestra algal con sus pigmentaciones originales

Se observa los picos representativos de los grupos funcionales presentes en la estructura quimica de
la clorofila presente en algas representadas por regiones ciclicas (643 cm™), las cuales contienen
nitrégeno. Los ciclos presentan tanto enlaces simples y dobles C-C como C-N. Los atomos de N se
encuentran enlazados a atomos H. La clorofila adicionalmente contiene cadenas alifaticas con grupos

funcionales -CHz y -CHa-, enlaces C=C, grupos C=0 en esteres y grupos funcionales de éteres (-O-

).
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Espectro de muestra expuesta a insecticida Flecha (Diazindn)
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Figura 11: Espectro de muestra algal expuesta al insecticida Flecha

Se puede verificar que la estructura quimica base de la clorofila no ha sido modificada en gran medida,
por tanto, no hubo una degradacion importante. El diazinén pudo haber tomado dos rutas: una de ella
consiste en la bioacumulacion en organelos celulares distintos a los cloroplastos; y la otra consiste en

la reaccion o asimilacién completa del mismo dentro del citoplasma celular.

Espectro de muestra expuesta a insecticida Ninja (Lambda Cyhalotrina)
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Figura 12: Espectro de muestra algal expuesta al insecticida Ninja
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Como se puede observar en la imagen, los picos superiores a 1635 cm™ desaparecieron, asi como
algunos picos por debajo de los 1000 cm™ en comparacion a los picos correspondientes en el espectro
de la clorofila testigo. Significa que la cyhalotrina se introdujo en las células del organismo algal,

afectando la estructura molecular de la clorofila.

Espectro de muestra expuesta a insecticida Tracer (Spinosad)
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Figura 13: Espectro de muestra algal expuesta al insecticida Tracer

En la Figura 7 se puede observar que la estructura quimica base de la clorofila no ha sido modificada
significativamente, a excepcion del enlace N-H que esta ausente, indicando una posible interaccion o

reaccion entre el insecticida y la clorofila.

Conclusiones

Spirogyra spp., evidencioé alta sensibilidad durante los ensayos de exposicion a tres insecticidas en
diferentes concentraciones, los cambios fisicos especialmente en el color, apariencia y consistencia
se relacionan de manera directa al tiempo de exposicion ya que a las 72 horas del ensayo se aprecid
los mayores cambios, de igual manera, los niveles mas altos de concentracion degradan de manera
agresiva la pigmentacion verde de las algas. Los cambios de color mas representativos y facilmente
perceptibles son: de verde a verde amarillento, verde a café claro, verde a café oscuro y de verde a

café.
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El insecticida Flecha cuyo principio activo es el Diazinon afecta de manera especial a la consistencia
y apariencia al alga sin destruir en los tiempos experimentales las estructuras de la clorofila que de
acuerdo a los espectros obtenidos no manifiestan cambio en los grupos funcionales representativos.
Ninja cuyo principio activo es la Lambda Cyhalotrina destruye la estructura funcional de la clorofila
presente en los organelos celulares del alga evidenciandose en los espectros producidos en los
andlisis, picos de grupos funcionales pertenecientes a nimeros de onda entre (1635 y 1000) cm™
desaparecieron,

Tracer afecta parcialmente las estructuras funcionales de la clorofila presente en las algas, de acuerdo
al andlisis de los picos del espectro los grupos funcionales que desaparecieron fueron los de enlaces
N-H.

Se concluye que, Spirogyra spp., puede ser utilizada como bioindicador de la presencia de las
sustancias ensayadas ya que su sensibilidad aumenta progresivamente en funcion de la concentracion

de insecticidas y tiempo de exposicion a los mismos
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