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RESUMEN

La agricultura es una actividad estratégica de la sociedad que ocasiona impactos 
negativos sobre el ambiente, algunos relacionados con el uso excesivo de productos 
de síntesis para el control de plagas o la fertilización química. El fungicida fosfito 
de sodio presenta datos de baja toxicidad bajo condiciones estándar de laboratorio 
y organismos tipo ensayo. Sin embargo, no se han realizado ensayos ecotoxicoló-
gicos que permitan ayudar en la evaluación del riesgo ambiental de esta sustancia. 
El presente trabajo estudia el efecto de la exposición de larga duración (60 días) del 
fungicida fosfito de sodio sobre la comunidad planctónica, a través de ensayos con 
microcosmos. Para la determinación de las concentraciones a utilizar en los micro-
cosmos se realizó un ensayo preliminar uniespecífico crónico de exposición con 
Daphnia magna en laboratorio. Después de evaluar los resultados de dicho experi-
mento, se decidió que las concentraciones de exposición en los microcosmos fueran 
5 y 10 mg/L. Los resultados de los microcosmos indican que no han tenido lugar 
efectos negativos, asociado al tratamiento en términos estructurales (abundancia y 
composición taxonómica) de la comunidad zooplanctónica. Además, la comunidad de 
productores primarios, fitoplancton y perifiton, tampoco mostró respuesta negativa, 
en términos de cambios en abundancia, a dicha exposición. Los resultados indican 
que la utilización de fosfito a estas concentraciones no representa un riesgo para la 
comunidad zooplanctónica bajo estudio. Sin embargo, la falta de información sobre 
los efectos en la estructura del componente fitoplanctónico debe hacer primar el 
principio de precaución en el uso de esta sustancia.

Key words: ecotoxicology, microcosms, zooplankton, agrochemical

ABSTRACT

Agriculture is a strategic activity for the society, capable of causing impacts on the 
environment. Most of the impacts are related to the overuse of synthetic products for 
pest control and/or chemical fertilization. Sodium phosphite used as a fungicide presents 
low toxicity under standard laboratory conditions and type test organisms. However, 
no ecotoxicological tests have been performed to assist in the environmental risk 
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assessment of this substance within a holistic framework. The present study shows the 
effect of the long-term exposure (60 days) of the fungicide sodium phosphite on the 
planktonic community, through outdoor microcosm tests. To determine the convenient 
concentrations to be used in the microcosms, a preliminary monospecific test was car-
ried out with Daphnia magna in the laboratory. Considering its results, the levels of 
exposure to the microcosms were 5 and 10 mg/L. The results have shown no effect on 
the zooplankton community structure (taxonomic composition or abundance) associated 
with treatments. In addition, the community of primary producers, phytoplankton and 
periphyton, also showed negative response (abundance) under the exposure conditions. 
Present results indicate that the use of sodium phosphite at these concentrations does 
not represent a risk for the zooplankton community, however the lack of information 
about the effects on the phytoplankton structure should make the precautionary principle 
prevail in the use of this substance.

INTRODUCCIÓN

La agricultura es una actividad indispensable 
para el bienestar humano, puesto que proporciona 
productos básicos para el sustento alimentario y 
determina parte de la estructura económica dentro 
de los sistemas sociales (OECD 1997, Millennium 
Assessment 2005). 

Durante un largo periodo de tiempo no se catalogó 
como una actividad capaz de ocasionar impactos o 
efectos negativos sobre el ambiente, aunque en la 
actualidad se conoce que es susceptible de ocasionar 
graves daños en el entorno, los cuales pueden superar 
en magnitud a los provocados por diversos ámbitos 
industriales (LIFE03 2006). 

Recientemente se ha presentado a la agricultura 
como un gran motor de transgresión de los llamados 
límites planetarios, indicándose que principalmente 
repercute sobre la integridad de la biosfera (pérdida 
de biodiversidad) y sobre los ciclos biogeoquímicos 
(principalmente de N y P; Campbell et al. 2017), así 
como sobre la introducción de entes novedosos (orga-
nismos modificados y sustancias tóxicas exógenas). 

Una de las estrategias para aumentar la pro-
ducción es la utilización continua de fertilizantes 
químicos y diversos tipos de plaguicidas destinados 
a prevenir, destruir o controlar plagas (Becerra y 
Bravo 2010). Estos productos son responsables de 
la denominada contaminación difusa (Turner et al. 
2001, LIFE03 2006).

Los ecosistemas acuáticos aparecen como el 
destino final de la mayoría de estos contaminantes de 
origen antrópico (Amiard-Triquet 2015a, Del Arco 
2015), que producen problemas de impacto ecológico 
relacionados con el descenso de la calidad de las 
aguas, generando alteraciones en las características 
y procesos ecológicos de los mismos (Parra et al. 
2005, Guerrero et al. 2006). 

Debido a la necesidad de evaluación del riesgo 
ambiental del uso de estas sustancias, en los últimos 
años se han incrementado notablemente los estudios 
sobre los efectos de la contaminación procedente de 
la agricultura en ecosistemas acuáticos (Nowell et al. 
2014, Bendis y Relyea 2016, Barmentlo et al. 2018, 
Chará-Serna y Richardson 2018). 

La evaluación puede llevarse a cabo a través de 
la información proporcionada por la determinación 
de parámetros físicos, químicos y biológicos, uso 
y detección de bioindicadores de contaminación y 
por la realización de bioensayos en laboratorio y en 
mesocosmos (Amiard-Triquet 2015b). Estos últimos 
proporcionan información de mayor utilidad a la hora 
de realizar la evaluación del riesgo ambiental de un 
determinado contaminante en comunidades acuáticas 
(Parra et al. 2005).

El fosfito de sodio actúa como fungicida selectivo 
y sistémico, beneficia al cuidado y control de cultivos 
y es categoría toxicológica III, de bajo impacto am-
biental, poco peligrosa para el hombre, los animales 
y el ambiente (Velandia et al. 2012), presentando así 
una toxicidad muy baja para organismos no diana 
(Swiecki y Bernhardt 2013). 

En el cuadro I se puede ver un resumen de los 
estudios publicados sobre fosfito sódico en organis-
mos acuáticos. 

A pesar de su baja toxicidad, las sales del ácido 
fosforoso (hidrogenofosfonatos y fosfonatos = fos-
fitos) sufren una oxidación a iones fosfato, bien de 
carácter biológica (oxidación microbiana) o no bioló-
gica (Lovatt y Mikkelsen 2006, EFSA 2013). Por lo 
que el fosfito de sodio podría tener más repercusión 
por el enriquecimiento del medio acuático que por 
su efecto tóxico. 

Una excesiva entrada de fósforo en los eco-
sistemas acuáticos tendría el potencial de causar 
eutrofización (Kim et al. 2013), que puede impactar 
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y desestabilizar significativamente los mismos me-
diante la pérdida de hábitat, diversidad de especies y 
cambios en la estructura de la comunidad (Vitousek 
et al. 1997, Carpenter et al. 1998, LIFE03 2006, 
Jessen et al. 2015). 

El crecimiento del fitoplancton, perifiton y plantas 
acuáticas (hidrófitas) se ve favorecido debido a una 
mayor abundancia de nutrientes, comenzando por el 
aumento de la biomasa y seguido de cambios en las 
especies dominantes y disminución de la diversidad 
(Mazzeo et al. 2002).

Por todo ello la hipótesis de este trabajo es que la 
contaminación de sistemas acuáticos con fosfito de 
sodio procedente de la agricultura podría ocasionar 
cambios en la estructura de la comunidad planctónica. 

Se diseñó un experimento de larga duración (60 
días) utilizando microcosmos con una comunidad 
planctónica que iba a ser expuesta a distintas con-
centraciones de fosfito de sodio. Para determinar las 
concentraciones se diseñó previamente un experi-
mento crónico de toxicidad uniespecífico. En dicho 
experimento se expuso a Daphnia magna, cladócero 

utilizado en ensayos toxicológicos, durante 21 días 
para detectar efectos subletales bajo condiciones de 
alimentación óptimas y subóptimas. 

Con el experimento de microcosmos se pretende 
determinar el efecto de la exposición del fungicida 
fosfito de sodio i) sobre la comunidad zooplanctónica 
mediante el análisis de la composición taxonómica y 
la abundancia de organismos durante el periodo de 
exposición experimental y ii) sobre la producción 
primaria mediante el análisis de la concentración de 
clorofila y el crecimiento de perifiton.

MATERIAL Y MÉTODOS

Cultivo de Daphnia magna
El cultivo de laboratorio de D. magna fue una 

población monoclonal criada a partir de neonatos de 
segunda generación. Los individuos se mantuvieron 
en un acuario de 15 litros a una temperatura de 20 oC, 
un fotoperiodo luz:oscuridad  de 12:12 horas, con 
agua mineral (descrita más adelante) y una alimen-

CUADRO I. RESUMEN DE ESTUDIOS PUBLICADOS SOBRE FOSFITO DE SODIO Y SEMEJANTES.

Artículo Organismo Producto Concentración
referente 

Diseño
experimental

Observaciones en
estudio

(EFSA
2013)

D. magna Disodium Phosphate EC50 (61,26mg/L) Ensayo de toxicidad 
aguda 48h(static)

Mortalidad, EC50

(EFSA
2013)

D. magna Disodium Phosphate EC50 (22,87mg/L) Ensayo de toxicidad 
crónica 21d
(semi-static)

Reproducción, NOEC

(EFSA
2013)

D. magna MILDICUT® (25 g 
cyazofamid/L; 250 g
disodium phosphonate /L)

EC50 (21mg/L) Ensayo de toxicidad 
aguda 48h(static)

Mortalidad, EC50

(Li et al.
2015)

D. magna Tris(1,3-dichloro-2-
propyl) phosphate
(TDCIPP)

Máxima concentra-
ción reportada (377 
ng/L)

Ensayo de
toxicidad crónica
21d(semi-static)

Crecimiento,
reproducción y
transcripción de genes

(Giraudo et al.
2017)

D. magna Tris (2-butoxyethyl)
phosphate (TBOEP)

Concentración
relevante en
sistemas(10 µl/L)

Ensayo de toxicidad 
crónica 21d(semi-
static and during 3 
generations)

Supervivencia,
reproducción y
crecimiento

(Douville et al.
2016)

D. magna Tris (2-butoxyethyl)
phosphate (TBOEP)

LC50 (320mg/L) Ensayo de toxicidad 
aguda 48h(static)

Mortalidad y efectos
subletales

(Douville et al.
2016)

D. magna Tris (2-ethylhexyl)
Phosphate (TEHP)

LC50 (200mg/L) Ensayo de toxicidad 
aguda 48h(static)

Mortalidad y efectos
subletales

(Douville et al.
2016)

D. magna Bis (2-ethylhexyl)
phosphate (BEHP)

LC50 (180mg/L) Ensayo de toxicidad 
aguda 48h(static)

Mortalidad y efectos
subletales

EC50 = concentración de efecto para el 50% de la población, NOEC = concentración de no efecto observado, LC50 = concentración 
letal mediana
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tación basada en una mezcla de algas Scenedesmus 
obliquus (Turpin) Kützing 1833 (Laboratorio de 
Ingeniería Química, Universidad de Jaén) y Crypto-
monas pyrenoidifera Geitler 1922 (Instituto del Agua, 
Universidad de Granada) en una relación de al menos 
1.5x106 células de algas/individuo.

Las algas anteriormente mencionadas se mantu-
vieron de forma rutinaria en medio de cultivo 3N-
BBM+V (receta de CCAP, Escocia, basada en Bold´s 
basal medium BBM) con pH corregido a 8.3-8.5 con 
hidróxido de sodio (NaOH) antes de esterilización 
mediante autoclave.

Ensayos de toxicidad crónica con D. magna
Para la realización de los dos ensayos de toxici-

dad crónica se ha seguido el protocolo de la prueba 
de reproducción para D. magna (OECD 2012). Se 
utilizó fosfito de sodio dibásico pentahidratado de 
la marca ®Sigma-Aldrich para la preparación de 
una solución madre a una concentración final de 
250 mg/L de fosfito de sodio. 

Para llevar a cabo los ensayos crónicos uniespecí-
ficos se prepararon tres concentraciones subletales: 5 
mg/L (bajo, B), 10 mg/L (medio, M), 25 mg/L (alto, 
A) con base en la LC50 publicada por varios autores 
(Cuadro I). Además de estas tres concentraciones de 
tóxico, también se expuso en el ensayo testigo (T), 
libre de concentración de fungicida. 

En cada experimento se prepararon cuatro réplicas 
para cada concentración o tratamiento en las que 
se expuso a los organismos de forma individual en 
frascos de vidrio de 60 mL de capacidad, con 50 mL 
de medio (agua mineral suplementada con vitaminas 
según tipo de experiencia, ver más adelante), con las 
siguientes características: pH = 8.28, temperatura = 
20 o C, dureza = 219.96 mg/L CaCO3 y conductividad 
eléctrica = 0.48 mS/cm).  Se utilizaron 16 neonatos 
(< 24 h) procedentes de una línea monoclonal.

Se planificaron dos experiencias, en una de ellas 
los organismos eran mantenidos a unas condiciones de 
cultivo subóptimas (con concentración de algas menor 
a 1.5 x 106 células por dafnia/día y sin añadir vitami-
nas al medio). Esta experiencia simuló una situación 
probablemente más parecida a la que tiene lugar en 
el medio natural donde la disponibilidad de recursos 
es variable (disponibilidad, calidad, competencia). 

En la segunda experiencia se mantuvieron condi-
ciones óptimas con alimentación ad libitum y dispo-
nibilidad mayor de vitaminas siguiendo el ejemplo de 
la experiencia de Díaz-Báez et al. (2004). Se añadió 
así a cada uno de los frascos, 5 μL de tiamina, 1 μL 
de vitamina B12, 0.5 μL de biotina y 1 μL de selenito 
de sodio (Elendt y Bias 1990), una vez por semana.

A partir del día 7 se fueron retirando los neonatos 
que iban emergiendo empleando pipetas Pasteur. 
Estos neonatos fueron aislados en función de su 
tratamiento de origen y mantenidos en condiciones 
óptimas, para así poder estudiar los efectos del pro-
ducto tóxico en su supervivencia.

Finalizados 21 días de experiencia se realizó el 
recuento total de la reproducción en cada uno de los 
vasos experimentales, además se analizó el tamaño 
final de estos, para así poder evaluar la existencia o 
no de diferencias en crecimiento. 

Para la estimación de la longitud, se midió el 
caparazón, desde la región anterior del rostro hasta 
el final de la espina apical. Los individuos fueron 
dispuestos en la lupa (Leica MZ12) que presenta 
una cámara Leica EC3 acoplada. Una vez tomada la 
imagen y almacenada en el ordenador se midieron 
todos los sujetos experimentales con el programa de 
análisis de imagen “Imagen J”.

Establecimiento de microcosmos
En total 12 microcosmos (recipientes de  po-

lipropileno, con forma de cono truncado, con una 
capacidad total de 50 L y con las siguientes dimen-
siones: radio de la base grande = 22.25 cm, radio 
de la base pequeña = 16.35 cm y altura = 42.40 cm) 
se llenaron con 40 L de agua de grifo y se situaron 
al aire libre en las inmediaciones del humedal ex-
perimental de la Universidad de Jaén (Humexpuja) 
(Jaén, Andalucía, España; 37o 47.2626919298628´ N, 
3o 46.71190649271011´ W, clima mediterráneo). 

Cada uno de ellos se cubrió con una malla me-
tálica para evitar la entrada de hojarasca y otros 
organismos. Para la completa eliminación del cloro 
se llenaron 48 horas antes de añadir los organismos 
planctónicos que formarían la comunidad. 

Con la finalidad de permitir la estabilización de 
los microcosmos, el inicio del experimento se pro-
dujo cinco semanas después de la inoculación de la 
comunidad planctónica. 

La captura de organismos zooplanctónicos del 
Humexpuja se realizó en diferentes puntos de mismo 
con una red de plancton de 43 μm de luz de malla, en 
total se hicieron 35 lances. Tras cada lance se procedió 
a lavar la red de plancton con un spray a presión, que 
contenía agua del Humexpuja, utilizando la mínima 
cantidad posible para lograr la concentración de dichos 
organismos. El agua de cada uno de los lavados se 
recogió en un mismo recipiente y a continuación se 
procedió a la mezcla moderada de forma manual hasta 
la completa homogeneización de misma. 

Posteriormente se distribuyeron 400 mL de forma 
equitativa a cada uno de los microcosmos. Además, 
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también de forma homogénea, se añadieron 1.3 L de 
agua del Humexpuja a cada uno de ellos para asegurar 
el crecimiento de la comunidad fitoplanctónica.  

Experimento de exposición en microcosmos
Las concentraciones seleccionadas después de 

analizados los resultados de la experiencia con D. 
magna fueron: 5 mg/L (B) y 10 mg/L (M), además 
de un tratamiento testigo (T). El criterio de selección 
se basó en la respuesta de los neonatos en el ensayo 2 
bajo condiciones subóptimas que representan un 
escenario más realista de un medio donde la dis-
ponibilidad de recursos es limitada y sujeta a inte-
racciones con otras especies, así como a cambios 
ambientales.

Cada uno de los tratamientos contó con cuatro 
réplicas. La adjudicación de los diferentes tratamien-
tos a los microcosmos se realizó de forma aleatoria. 
Los tratamientos con fosfito de sodio se añadieron 
el primer día del experimento que tuvo una duración 
total de ocho semanas con muestreos semanales de 
todos los indicadores que se detallan a continuación.

Las variables físicas y químicas de los microcos-
mos fueron medidas semanalmente in situ utilizando 
una sonda multiparamétrica de campo YSI-556MPS. 
Las variables determinadas fueron: temperatura (º C), 
conductividad (mS/cm3), total de sólidos disueltos 
(TSD g/L), oxígeno disuelto (mg/L) y pH. 

La comunidad zooplanctónica se analizó en cada 
uno de los microcosmos mediante la toma de una 
muestra de agua de 2 L que se filtró (41 μm tamaño 
de malla) y fijó con formaldehido (4 %), mientras 
que el agua filtrada se devolvió a su respectivo mi-
crocosmo. A continuación, se procedió a contabilizar 
e identificar los grupos de zooplancton con una lupa 
de laboratorio Leica 2000.

La comunidad fitoplanctónica se evaluó mediante 
fluorescencia, este es un dato directo de emisión de 
clorofila, por lo que cambios en sus valores son de 
gran utilidad para detectar procesos de estrés ambien-
tal (González et al. 2008, Ceacero et al. 2012). Los 
valores de fluorescencia en partes por billón (ppb) 
se obtuvieron utilizando el fluorímetro de mano 
Aquaflor de Turner Designs.

Para estimar el crecimiento del perifiton durante el 
periodo experimental se introdujeron tres portaobje-
tos de cristal, como soporte artificial, en cada uno de 
los microcosmos. Una vez finalizado el experimento 
se procedió a retirar los portaobjetos de cada uno de 
los microcosmos, con cuidado de no eliminar parte 
de la muestra. Con la finalidad de determinar el peso 
seco del perifiton crecido durante el periodo expe-
rimental, los portaobjetos se introdujeron en estufa 

a una temperatura de 50 º C durante 24 h para así 
garantizar su secado. 

Una vez transcurrido ese tiempo, las muestras se 
dejaron enfriar en un desecador que contenía gel de 
sílice y cuando alcanzaron la temperatura ambiente 
se procedió a determinar el peso del perifiton. Para 
ello, con ayuda de unas pinzas de laboratorio, se cal-
cula el peso de las cápsulas de pesaje (previamente 
fueron secadas y enfriadas de igual manera que los 
portaobjetos). A continuación se procede al raspado 
del respectivo porta con ayuda de otro porta limpio 
sobre la cápsula, y se pesa la cápsula y el perifiton. 
De tal manera que el peso del perifiton se obtiene 
restando al peso de la cápsula con perifiton del peso 
de la cápsula vacía.

Análisis estadísticos
En el experimento crónico con D. magna los 

resultados de supervivencia, tamaño y reproducción 
fueron analizados estadísticamente con el programa 
SPSS, realizando comparación de valores medios 
mediante un análisis de la varianza de un factor y un 
análisis de Tukey al final del periodo experimental. 

En el experimento con microcosmos, los datos 
de parámetros físicos y químicos, zooplancton, 
fitoplancton y perifiton fueron analizados estadísti-
camente con el programa SPSS. Mediante la prueba 
H de Kruskal-Wallis se analizó la posible existencia 
de diferencias significativas entre tratamientos en la 
semana ocho. 

Se utilizó un análisis de la varianza de medidas 
repetidas y la prueba post hoc de Tukey para analizar 
si existían diferencias significativas entre tratamien-
tos a lo largo de todo el periodo experimental. 

Tanto para los análisis del ensayo crónico como de 
microcosmos se comprobó si los datos cumplían con 
la normalidad mediante las pruebas de normalidad 
Kolmogorov-Smimov y Shapiro-Wilk. En caso de 
ser necesario, los datos fueron transformados (con 
el logaritmo o la raíz cuadrada dependiendo del tipo 
de dato). 

Además, en la evaluación de la comunidad zoo-
planctónica en el experimento de microcosmos, se 
utilizó el programa CANOCO (5.0) para realizar un 
análisis de la respuesta principal (PRC, por sus siglas 
en inglés) de la comunidad. Este permite observar de 
manera conjunta la respuesta de todos los taxones 
que componen la comunidad en un único diagrama. 

Dicho diagrama presenta las semanas de muestreo 
en el eje x y la respuesta principal de la comunidad en 
el eje y, mostrando las desviaciones con el tiempo 
de los tratamientos frente a los testigos (Moser et 
al. 2007, Zafar et al. 2012,  Del Arco Ochoa 2015). 
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Un segundo gráfico (1-D plot), complementario del 
anterior, representa el peso del taxón, el cual indica 
el grado de afinidad de los diferentes taxones con la 
respuesta general mostrada por la PRC. 

En función del valor del peso de los taxones, los 
cambios que sufran pueden estar directamente, indi-
rectamente o no correlacionados con la tendencia de 
la respuesta principal. Si el peso del taxón presenta 
valores positivos esto indica correlaciones positivas 
con la respuesta principal de la comunidad, si el valor 
es negativo la correlación es negativa y si el valor es 
cercano a cero significa que no hay respuesta o que 
es muy diferente a la respuesta principal (Van den 
Brink y Ter Braak 1999, Zafar et al. 2012). 

Además, el programa permite evaluar la signi-
ficancia estadística de los efectos del tratamiento 
en la composición de especies de los microcosmos 
mediante el método de permutación Monte Carlo, 
el cual muestra el cociente F y el valor p para la sig-
nificancia del primer eje canónico del PRC (Moser 
et al. 2007, Zafar et al. 2012). Para el tratamiento 
de datos, estos fueron transformados mediante 
ln (2x +1) (Zafar et al. 2012).

RESULTADOS

Experimento crónico con D. magna
El cuadro II resume los resultados obtenidos 

en supervivencia, reproducción y tamaño final de 
los adultos en los dos ensayos, bajo condiciones 

subóptimas y óptimas. Bajo condiciones subóptimas 
(ensayo 1) no se consiguió obtener neonatos en los 
tratamientos M y A. 

En cuanto al C y B mostraron valores muy bajos 
de reproducción, sin diferencias significativas en 
número de neonatos (F(3,6) = 0.451;  p = 0.527). En 
cuanto al tamaño hay diferencias significativas entre 
tratamiento (F(3,10) = 8.429; p = 0.004). Siendo el C 
el que mayor tamaño medio mantiene al final del 
experimento. 

Bajo condiciones óptimas (ensayo 2), no hay 
diferencias significativas en número de neonatos 
totales producidos (F(3,12) = 2.120; p = 0.151), ni en 
el tamaño final alcanzado (F(3,12) = 2.182; p = 0.143).

Experimento de microcosmos
Teniendo en cuenta los valores promedio de los 

parámetros físicos y químicos y sus respectivas 
desviaciones estándar, podemos observar que a lo 
largo de todo el periodo experimental dichos pará-
metros presentan una evolución similar, existiendo 
diferencias significativas a lo largo del tiempo (oxí-
geno: F = 33.13; p < 0.0001; temperatura: F = 19.79; 
p < 0.0001; conductividad: F = 27.33; p < 0.0001; 
pH: F = 33,131; p < 0,000; TSD: F = 27.84; 
p < 0,0001), pero no entre tratamientos, a excepción 
del pH en la semana 6, donde el C mostró valores 
más bajos que B y M (oxígeno: F(2,9) = 0.797; p = 
0.480; temperatura: F(2,9) = 1.94; p = 0.199; conduc-
tividad: F(2,9) = 1.23; p = 0.336; pH: F(2,9) = 8; p = 
0.010; TSD: F(2,9) = 1.22; p = 0.339), (Cuadro III 

CUADRO II.	 PORCENTAJE EN SUPERVIVENCIA DE ADULTOS Y NEONATOS JUNTO A VALORES PRO-
MEDIO DE INDICADORES DE REPRODUCCIÓN Y TAMAÑO FINAL DEL ADULTO EN LOS 
DIFERENTES TRATAMIENTOS

Ensayo 1 Condiciones subóptimas de alimentación

Parámetro/ tratam. Superv.
(%)

Neonatos Tamaño
camada

Núm. de
camadas

Tiempo
1ªpuesta (días)

Longitud
(mm)

Testigo 100 4.3±3.9 4.3±3.6 1.0±0.8 13.5±0.6 2.6±0.2
Bajo 100 2.5±3.0 5.0±1.4 0.5±0.6 13.5±0.7 2.3±0.3
Medio 75 - - - - 0.3±0.1
Alto 75 - - - - 0.3±0.1

Ensayo 2 Condiciones óptimas de alimentación

Testigo 100 103.8±32.1 25.9±11.3 4.0±0.8 11.0±2.2 4.5±0.2
Bajo 100 89.5±17.7 19.9±8.3 4.5±0.5 9.5±0.6 4.1±0.2
Medio 100 64.7±14.8 17.5±9.1 4.5±0.6 10.0±0.8 4.4±0.2
Alto 100 63.3±24.4 18.7±9.3 3.8±0.5 1.0±0.0 4.0±0.5

Testigo, sin tóxico (0 mg/L); concentración baja 5 mg/L (Bajo); concentración media (10 mg/L Medio); concentra-
ción alta (25 mg/L Alto).
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a, b y c). Por tanto, las condiciones experimentales, 
aparte de la exposición al tóxico, son similares en 
todos los tratamientos, salvo en la semana 6 res-
pecto al pH. 

En lo referente a la temperatura de los microcos-
mos, podemos ver que a lo largo de todo el periodo 
experimental este parámetro muestra un incremento, 
a excepción de las semanas 5 y 7, lo que concuerda 
con las variaciones de la temperatura ambiental 
registradas en la estación meteorológica de Jaén de 
la red de estaciones agroclimáticas de la Junta de 
Andalucía (2016).

Tras evaluar e identificar los grupos taxonómicos 
de las muestras de zooplancton, estos fueron clasi-
ficados en los siguientes ocho niveles taxonómicos 
prácticos (TPL, por sus siglas en inglés): nauplios, 
Metacyclops minutus, Daphnia sp., Alona sp., os-
trácodos, Lecane luna, Lecane sp. y Hexarthra sp. 

En la figura 1 se puede observar la evolución 
semanal de la abundancia total de organismos zoo-

planctónicos en cada uno de los tratamientos a lo 
largo del experimento. 
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Fig. 1.	 Evolución semanal de la abundancia total de organismos 
zooplanctónicos en cada uno de los tratamientos a lo 
largo del experimento. Testigo, sin tóxico (0 mg/L), con-
centración baja (5 mg/L, Bajo), concentración media (10 
mg/L, Medio). Las barras de error indican la desviación 
estándar

CUADRO III.	VALORES PROMEDIO DE LOS PARÁMETROS FÍSICOS Y QUÍMICOS CON SUS RESPECTIVAS DESVIACIONES 
ESTÁNDAR EN LOS TRES TRATAMIENTOS A LO LARGO DEL PERIODO EXPERIMENTAL: A) SEMANAS 
0, 1 Y 2; B) SEMANAS 3, 4 Y 5; C) SEMANAS 6, 7 Y 8. 

A)

Semana 0 1 2

Tratamiento/ 
parámetro

T B M T B M T B M

Tem. (o C) 13.24±0.13 13.25±0.16 13.21±0.15 14.56±0.35 14.33±0.20 14.69±0.94 14.98±0.12 14.76±0.17 14.99±0.35
OD (mg/L) 8.83±0.32 8.76±0.31 8.77±0.21 8.42±0.53 8.10±0.36 8.82±0.32 7.62±0.47 7.26±0.61 7.68±0.31
pH 8.31±0.02 8.35±0.03 8.31±0.02 8.43±0.06 8.41±0.03 8.43±0.09 8.43±0.13 8.38±0.11 8.46±0.15
Cond. (mS/cm3) 0.65±0.06 0.61±0.03 0.67±0.10 0.62±0.06 0.58±0.04 0.65±0.10 0.64±0.07 0.60±0.05 0.67±0.10
TSD (g/L) 0.42±0.04 0.39±0.02 0.43±0.07 0.40±0.04 0.38±0.03 0.43±0.07 0.41±0.04 0.39±0.03 0.44±0.07

B)

Semana 3 4 5

Tem. (o C) 16.19±0.33 16.27±0.16 16.97±0.66 16.87±0.24 16.79±0.19 16.84±0.09 12.07±0.10 12.30±0.23 12.62±0.19
OD (mg/L) 7.03±0.22 7.34±0.17 7.43±0.49 7.13±0.42 7.60±0.47 6.93±0.71 7.71±0.85 8.79±0.42 7.94±1.54
pH 8.48±0.05 8.49±0.04 8.52±0.01 8.43±0.06 8.51±0.04 8.50±0.05 8.38±0.07 8.63±0.09 8.83±0.07
Cond. (mS/cm3) 0.65±0.08 0.61±0.06 0.68±0.11 0.70±0.08 0.65±0.06 0.72±0.11 0.66±0.11 0.55±0.07 0.66±0.13
TSD (g/L) 0.42±0.05 0.40±0.04 0.44±0.07 0.46±0.05 0.42±0.04 0.47±0.07 0.43±0.07 0.35±0.04 0.43±0.09

C)

Semana 6 7 8

Tem. (o C) 20.31±0.29 20.77±0.43 21.68±0.68 20.31±0.29 20.77±0.43 21.68±0.68 20.31±0.29 20.77±0.43 21.68±0.68
OD (mg/L) 6.66±0.82 6.74±0.57 6.76±0.66 6.66±0.82 6.74±0.57 6.76±0.66 6.66±0.82 6.74±0.57 6.76±0.66
pH 8.49±0.08 8.61±0.08 8.63±0.07 8.49±0.08 8.61±0.08 8.63±0.07 8.49±0.08 8.61±0.08 8.63±0.07
Cond. (mS/cm3) 0.69±0.11 0.57±0.07 0.70±0.14 0.69±0.11 0.57±0.07 0.70±0.14 0.69±0.11 0.57±0.07 0.70±0.14
TSD (g/L) 0.45±0.07 0.37±0.05 0.45±0.09 0.45±0.07 0.37±0.05 0.45±0.09 0.45±0.07 0.37±0.05 0.45±0.09

Testigo, sin tóxico (0 mg/L, T), concentración baja (5 mg/L, B), concentración media (10 mg/L, M). Tem. = temperatura, OD = 
oxígeno disuelto, Cond. = conductividad, TSD = total de sólidos disueltos
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Con la finalidad de determinar si existían diferen-
cias significativas respecto a los valores de abundan-
cia total de zooplancton entre los tres tratamientos 
(C, B y M) se llevó a cabo la prueba Kruskal-Wallis. 

El análisis estadístico de los resultados reveló que 
no existen diferencias significativas entre tratamien-
tos a lo largo del periodo experimental a excepción 
de la semana 1 (X2 = 7.423; g.l. = 2; p = 0.024). 

Inicialmente, las comunidades zooplanctónicas 
son poco diversas y están formadas casi en su totali-
dad por nauplios. Con el paso del tiempo empiezan 
a aparecer otros organismos zooplanctónicos, cuya 
abundancia también aumenta. De forma que, en las 
últimas semanas del experimento se observa un incre-
mento de la riqueza de organismos zooplanctónicos 
que forman las comunidades de los microcosmos y 
una mayor similitud en la abundancia de cada uno 
de los TPL. 

Sin embargo, cabe destacar que el grupo zooplanc-
tónico más abundante durante todo el experimento 
han sido los nauplios. En el caso de B y M ambas 
comunidades presentan siete TPL, mientras que la de 
C posee ocho TPL, siendo así el único tratamiento en 
el cual se observa el rotífero Hexarthra sp. 

El segundo TPL con el mayor rango de abun-
dancia tanto en B como en M son los ostrácodos, a 
diferencia del C en donde lo es el cladócero Alona 
sp. seguido a continuación por los ostrácodos. 

A partir de los datos biológicos recogidos la última 
semana del experimento, se construyeron las curvas 
de rango-abundancia de cada uno de los tratamientos 
(Fig. 2). 

Teniendo en cuenta la pendiente de las curvas de 
rango-abundancia de los tres tratamientos (C, B y M) 

se puede deducir que son muy similares. Además, no 
hay diferencias significativas en el índice de diver-
sidad de las comunidades al final del experimento 
(Fig. 3; F(2,9) = 0.042; p = 0.960). 

Dado que en ningún caso la comunidad zoo-
planctónica presenta un valor del índice de Shannon-
Wiener máximo (H´max), en ninguno de los trata-
mientos la comunidad presentó una distribución de 
abundancias equitativa.

El diagrama PRC (Fig. 4) muestra la respuesta 
integrada de la estructura de la comunidad zoo-
planctónica debido a los tratamientos a lo largo del 
experimento. Se observa que tras la aplicación del 
fosfito de sodio dibásico pentahidratado hasta apro-
ximadamente la segunda semana, la respuesta de las 
comunidades zooplanctónicas a los tratamientos B y 
M presenta unas pequeñas desviaciones respecto a 
C, siendo mayor la de B. 

Desde la semana dos hasta la semana ocho dichas 
desviaciones adquieren mayor relevancia, y durante 
este periodo de tiempo la desviación de M es mayor 
que la de B, presentando ambos una tendencia similar. 

El único TPL cuyo peso presenta valor positivo 
es Hexarthra sp., por lo que sería el único cuya 
abundancia disminuirá tras el tratamiento con el 
fosfonato. Sin embargo, hay que tener en cuenta que 
como su valor se encuentra dentro del rango + 0.5 
y - 0.5 puede manifestar tanto una respuesta débil 
como una respuesta que no guarde relación con la 
mostrada en el diagrama. 
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Fig. 2.	 Curvas de rango-abundancia de las comunidades que se 
han establecido en cada uno de los tratamientos al final 
del periodo experimental. Testigo, sin tóxico (0 mg/L); 
concentración baja 5 mg/L (Bajo); concentración media 
(10 mg/L Medio)
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Fig. 3.	 Biodiversidad de las comunidades que se han establecido 
al final del experimento en los tres tratamientos. H’max 
= diversidad máxima si la distribución fuese equitativa 
en la comunidad. Testigo, sin tóxico (0 mg/L), concen-
tración baja (5 mg/L, Bajo), concentración media (10 
mg/L, Medio). Las barras de error indican la desviación 
estándar
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El resto de taxones presentaron valores negativos, 
correspondiendo a Daphnia sp. el valor de peso 
negativo más alto seguido de Alona sp., que serán 
los TPL que presenten los mayores incrementos en 
abundancia debido al tratamiento. 

De acuerdo con los resultados del método de per-
mutación Monte Carlo (F = 14; p = 0.07) no existen 
diferencias significativas entre tratamientos en lo 
que se refiere a la abundancia y a la estructura de la 
comunidad, aunque cabe destacar que dichos resul-
tados se encuentran en el límite de la significancia. 

Por tanto, aunque el agroquímico parece oca-
sionar variaciones en la comunidad zooplanctónica 
respecto al testigo (C), estas no son significativas.

Los cambios en la concentración de clorofila esti-
mada mediante las medidas de fluorescencia (Fig. 5) 
muestran tendencias diversas entre los tratamientos 
y los testigos. 

El análisis estadístico de los resultados puso de 
manifiesto la existencia de diferencias significativas 

en relación al tiempo (F(8) = 7.205; p < 0.001), pero 
no en relación al tratamiento (F(8,16) = 1.512; p = 
0.119). 

En las pruebas de los efectos intersujetos se rati-
fica la no existencia de diferencias significativas de 
los valores de fluorescencia debido a los tratamientos 
(F = 0.841; p = 0.463).

Con respecto al perifiton, la figura 6 presenta las 
medias del crecimiento en función del tratamiento. 
El análisis estadístico de los resultados puso de 
manifiesto la existencia de diferencias significativas 
respecto al crecimiento del perifiton entre tratamien-
tos (F = 5.068; p = 0.012). El análisis mediante la 
prueba post hoc de Tukey muestra que el testigo (T) 
no presenta diferencias significativas respecto a B (p 
= 0.654) y M (p = 0.085), pero sí existen diferencias 
significativas entre B y M (p = 0.011).
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Fig. 4.	 La respuesta general de la estructura de la comunidad 
zooplanctónica y los cambios de abundancia de los 
niveles taxonómicos prácticos (TPL, por sus siglas en 
inglés) debidos al tratamiento: Testigo, sin tóxico (0 
mg/L), concentración baja (5 mg/L, B), concentración 
media (10 mg/L, M) a lo largo del experimento están 
representados en el diagrama PRC (curvas de respuesta 
principal, por sus siglas en inglés). El peso de dichos TPL 
en la respuesta general de la comunidad está representado 
en el gráfico 1-D plot
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Fig. 5.	 Variación semanal de los valores de fluorescencia en cada 
uno de los tratamientos durante el periodo experimental. 
Testigo, sin tóxico (0 mg/L); concentración baja (5 mg/L, 
Bajo); concentración media (10 mg/L, Medio). Las barras 
de error indican la desviación estándar

Fig. 6.	 Valor de biomasa medio (mg) del perifiton en cada 
tratamiento al final del periodo experimental. Testigo, 
sin tóxico (0 mg/L); concentración baja (5 mg/L, Bajo); 
concentración media (10 mg/L, Medio). Las barras de 
error indican la desviación estándar, letras diferentes 
indican diferencias significativas entre grupos
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DISCUSIÓN

Los resultados obtenidos en el experimento unies-
pecífico han mostrado la repercusión de las condicio-
nes de experimentación y ambientales en la capacidad 
de respuesta de un individuo o una población frente 
a un tóxico. D. magna ha mostrado valores menores 
de reproducción y de tamaño individual cuando las 
condiciones no son óptimas y además hay una sus-
tancia tóxica en el sistema. 

En relación con las diferentes respuestas observa-
das en este ensayo crónico bajo condiciones subóp-
timas y óptimas, es interesante el estudio realizado 
por Rowe et al. (2009) que relaciona las tasas de 
reproducción y crecimiento con la energía disponible 
para los organismos. 

Un organismo que se encuentra en condiciones 
óptimas o favorables para su desarrollo, es dotado 
de suficiente energía procedente del medio para 
poder realizar todas sus funciones vitales.  Pero en 
el caso de que estas condiciones sean desfavora-
bles, los organismos van a invertir la energía que 
les aporte el medio en sobrevivir, dando prioridad 
a funciones básicas para evitar el efecto perjudicial 
de los tóxicos. Esto significa emplear más energía 
en procesos de desintoxicación y reducir la energía 
disponible para las funciones de mantenimiento 
y reproducción, disminuyendo así el consumo de 
oxígeno y la tasa metabólica (Smolders et al. 2003, 
Rowe et al. 2009). 

Con este razonamiento podemos explicar los 
resultados del ensayo crónico en condiciones su-
bóptimas sobre D. magna desde un punto de vista 
bioenergético. Suponiendo que los individuos han 
estado empleando energía en procesos de desintoxi-
cación, desviándolos de compartimentos destinados 
a crecimiento y reproducción.

Por lo tanto, el efecto negativo del fosfito de 
sodio sobre los individuos de D. magna podría estar 
condicionado por el estado del medio en el que se 
encuentre. Esto puede tratarse de un factor más a 
tener en cuenta a la hora de realizar las evaluaciones 
de riesgo ambiental de determinadas sustancias. 

Los ecosistemas acuáticos naturales no siempre 
muestran las condiciones óptimas para todos los dis-
tintos organismos que habitan en ellos. Por lo que una 
cantidad de producto valorada en primera instancia y 
catalogada como no perjudicial, podría causar efectos 
negativos a determinadas especies y sus ciclos vitales, 
según las condiciones de las que se parta. 

Este punto crítico ha sido resaltado por estudios 
previos (Elendt 1990, Elendt y Bias 1990) en condi-
ciones de laboratorio y es lo que lleva a la necesidad 

de evaluaciones más complejas y ecológicamente 
más relevantes como son los estudios con micro-
cosmos.

Los resultados obtenidos en los experimentos de 
microcosmos muestran que concentraciones de 5 
mg/L (B) y 10 mg/L (M) de fosfito de sodio dibásico 
no presentan un impacto negativo sobre la comunidad 
zooplanctónica, ni de forma directa debido a la baja 
toxicidad del compuesto, ni de forma indirecta me-
diante el posible efecto sobre el alimento disponible, 
ya que no generó incremento de la producción prima-
ria del componente fitoplanctónico ni del componente 
asociado al perifiton. 

En el caso de organismos zooplanctónicos, es a 
partir de concentraciones superiores a 61.26 mg/L de 
fosfito de sodio dibásico cuando se observan efectos 
letales en D. magna (EFSA 2013). 

La ausencia de efectos tóxicos de los fosfitos sobre 
el fitoplancton ya había sido demostrada con anterio-
ridad. Concentraciones entre 7.9 y 158.17 mg/L de 
fosfito potásico monobásico no presentaron efectos 
tóxicos que causaran mortalidad de las células para 
la microalga Chlamydomonas reinhardtii (Loera-
Quezada et al. 2015).  En el caso de la cianobacteria 
Microcystis aeruginosa, se ha observado que el 
fosfito parece ser inerte y no tóxico hasta concentra-
ciones de 500 mg/L (Zhang et al. 2011). Por último, 
en concentraciones superiores a 61.26 mg/L de fosfito 
de sodio dibásico se observa la reducción de la tasa de 
crecimiento del alga Pseudokirchneriella subcapitata 
(EFSA 2013).

Las variaciones de fluorescencia (y por ende del 
fitoplancton) que se producen durante el periodo 
experimental se deben a cambios temporales de la 
comunidad planctónica dentro de los microcosmos, 
independientemente del tratamiento. 

A partir de la semana tres del experimento se 
produce una disminución del fitoplancton, que podría 
estar ligada a la aparición de individuos macrozoo-
planctónicos de mayor tamaño y capacidad filtradora 
como Daphnia sp. y Alona sp., capaces de disminuir 
la abundancia del fitoplancton (Vignatti et al. 2007). 

Al final del experimento se observa un incremento 
del fitoplancton, que podría deberse a la posibilidad 
de que los ostrácodos que aparecen en las últimas se-
manas del experimento, al ser organismos típicamen-
te detritívoros, den lugar al reciclado de nutrientes de 
los microcosmos y hacen que estos estén disponibles 
de nuevo (Torres et al. 2013). 

Esta respuesta estructural debería complementar-
se con aspectos funcionales que en la mayoría de los 
estudios quedan fuera de las evaluaciones ecotoxico-
lógicas (Slijkerman et al. 2004, Pestana et al. 2009). 
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Un cambio funcional nos habla de cambios 
en las tasas y patrones de procesos. Por ejemplo, 
obviar un indicador funcional tan relevante como 
la descomposición de hojarasca que regula el reci-
clado de nutrientes, comprometerá la evaluación y 
su uso con carácter predictivo (Gessner y Chauvet 
2002). 

Por tanto, un nuevo paso hacia evaluaciones más 
complejas para alcanzar un mayor realismo ecoló-
gico deberían considerar aspectos funcionales junto 
a estructurales.

CONCLUSIÓN

Al contrario de lo que en otros experimentos de 
microcosmos se ha encontrado, en los que la res-
puesta mostrada por la comunidad frente a la expo-
sición a tóxicos ha sido mayor que la registrada en 
experiencias de ensayos uniespecíficos (Amiard-
Triquet 2015b), los resultados de nuestro estudio 
no han puesto de manifiesto dicha respuesta.

En este caso no ha tenido lugar ni la desaparición 
de especies sensibles ni el incremento de la domi-
nancia de alguna de las más resistentes u oportunis-
tas como los ostrácodos (Johnston y Roberts 2009). 

Aunque no se hayan encontrado efectos negativos 
sobre la estructura de la comunidad zooplanctónica 
es necesario atender a la prudencia ya que el com-
ponente fitoplanctónico tan sólo ha sido evaluado 
mediante cambios en abundancia. 

Los cambios que han podido tener lugar a nivel ta-
xonómico no han sido evaluados, por lo que, aunque 
los resultados permitirían decir que el fosfito de sodio 
es una sustancia con bajo nivel de riesgo ambiental, 
estudios más profundos sobre cambios estructurales 
en la comunidad fitoplanctónica son necesarios.
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