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John R. Vallentyne, in memoriam

Dolors Planas
Université du Québec a Montréal

Dr Jack Vallentyne died at his home in Hamilton (Ontario, Canada) on Saturday, June 16th 2007. After
cremation, his ashes were scattered at Lake Superior (Laurentian Great Lakes, Canada) which he loved
so much. He is survived by his wife Ann, children, Peter, Stephen, Jane, Anne-Marie, and Geoffrey,
and five grandchildren.

John Reubec Vallentyne was born in Toronto on July 31, 1926. He completed his undergrad studies
in Biology and Chemistry at Queen’s University (Kingston, Ontario; 1945-49) and his Ph.D. in paleo-
limnology at Yale’s University (USA; 1949-52) under the supervision of George Evelyn Hutchinson.
Thereafter, he held several positions: Lecturer (1952-1955) and then Assistant Professor in Biology
at Queen’s University (1955-58); Fellow of the Carnegie Institution of Washington Geophysical La-
boratory (Washington DC; 1956-57); Associated Professor and Full Professor of zoology at Cornell
University (New York State; 1958-66); Guggenheim Fellowship for Biogeochemical studies at the Pa-
llanza Institute (Italy; 1964-65). In 1966, he joined W. E. Johnson and participated in the development
of the Freshwater Institute of Winnipeg (Manitoba, Canada) and in the creation of the Experimental
Lakes Area (ELA), first as a Scientific Leader of the Eutrophication Section (1966-72) and second as
a Senior Scientist (1972-75). Afterwards, he moved to Ottawa (Ontario), and became Senior Scientific
Adpvisor, of Ocean and Aquatic Sciences, and Science Advisor to the Fisheries Research Board of Ca-
nada (1975-1977). After the Fisheries Research Board of Canada was dismantled, he served as a senior
scientist at the Department of Fisheries & Oceans in the Canadian Center for Inland Waters (CCIW) in
Burlington (Ontario) until his retirement (1977-92). From 1986-1991, he was the Canadian Co-Chair
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in the International Joint Commission Great Lakes Science Advisory Board. After retirement, he was
nominated Scientist Emeritus in the Department of Fisheries and Oceans in CCIW until his death.

In his intensive and extensive professional life Jake had a renowned career in the environmental conser-
vation, restoration, management of aquatic resources, and a visionary. As a scientist at the Freshwater
Institute of Winnipeg he contributed to the rapid upsurge of the institution by attracting talented scien-
tists from around the world in the late 1960’s and early 1970’s. I met Jack Vallentyne in the early 1970’s,
during a recruiting tour to Europe, where he expent some months with Dr Ramon Margalef at the “Ins-
tituto de Investigaciones Pesqueras” (Barcelona, Spain). In the 1970’s, he was well known globally for
his anti-eutrophication and phosphorus abatement campaigns. His book The Algal Bow: Lakes and Man
(1974) which was translated to several languages, became a bestseller and contributed to the wake-up
on the causes and consequences of lake deterioration. He educated and informed not only the public but
also had some influence on policymakers. Thus, he contributed to the revision of the Great Lakes Water
Quality Agreement (GLWQA) by developing and implementing the “ecosystem approach” to research
and environmental conservation. He promoted this approach to education by initiating a seminar series,
Science Citizen Committee. In the early 1980’s he started the Johnny Biosphere Project and, after his
retirement, concentrated his efforts on educating school children through his alter ego “Johnny Bios-
phere” (his Web site is frequently visited, http://www.johnnybiosphere.ca/index.html). In recognition
of his contributions to world science, the Aquatic Ecosystem Health & Management Society (AEHMS)
established a “J.R.Vallentyne Lecture Series” in 1997 at its biennial conferences which are delivered
by distinguished scientists. He has won awards from the most prestigious in science such as the “A.C.
Redfield Lifetime Achievement Award” from the American Society of Limnology and Oceanography,
the “Rachel Carson Award” from the Society for Environmental Toxicology and Chemistry. He also
held The Hamilton Environmentalists of the Year Awards each year since 1979. He has been President
of several Scientific Societies and on editorial board’s member of several Journals too. Before his death,
he was busy preparing a special presentation for the SIL-2007 Congress in Montreal and working, with
David Schindler a co-author, on a book on eutrophication.

We will remember Jack Vallentyne with his Terrestrial Globe on his shoulders, asking to the uninitia-
ted the question “Have you been good to your ecosystem today?” In keeping with Jack’s life-long work
of promoting environmental awareness, donations may be sent to Greenpeace or other environmental
organizations.



Limnetica, 27 (1): 1-10 (2008)

© Asociacién Ibérica de Limnologia, Madrid. Spain. ISSN: 0213-8409 AlL @F

Evaluacion de la toxicidad de mezclas binarias de cobre, cinc y
arsénico sobre Daphnia obtusa (Kurz, 1874) (Cladocera, Crustacea)

Hernén Gaete * y Claudia Chdvez

Departamento de Biologia y Ciencias Ambientales, Centro de Investigacion y Gestién de Recursos Naturales
CIGREN, Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso. Av. Gran Bretafia 1111, Playa Ancha, Valparaiso,
Chile

* Corresponding author: hernan.gaete @uv.cl

Recibido: 10/4/07 Aceptado: 30/7/07

ABSTRACT

Evaluation of the toxicity of binary mixtures of copper, zinc, and arsenic on Daphnia obtusa (Kurz, 1874) (Cladocera,
Crustacea)

The protection of aquatic ecosystems is based on environmental norms that consider the maximum concentration allowed for
individual chemical substances. Nevertheless, in reality there are complex mixtures in which multiple interactions among the
constituents occur (i.e. additive, synergic and antagonistic). Among the chemical agents that are present in high concentra-
tions in the aquatic ecosystems affected by mining activity are copper, zinc, and arsenic. The aim of this investigation was
to determine what type of interactions occur between these elements and therefore, cute toxicity tests between binary mix-
tures of Zn:As, Zn:Cu and Cu:As on Daphnia obtusa were performed. The type of interaction was determined through the
concentration-addition and synergistic ratio models. The results show that zinc exerts an antagonistic interaction on arsenic,
while arsenic has a synergistic effect on zinc. As for the interaction Zn: Cu, when the concentration of zinc in the mixtu-
re was increased, an antagonistic effect on copper was observed. In general, the different binary mixtures turned out to be
antagonistic. The concentration-addition model appears to be a good tool to predict the toxicity of metal mixtures.

Key words: Concentration-addition model, synergistic ratio model, interactions, toxicity, Dahpnia obtusa, bioassay.

RESUMEN

Evaluacion de la toxicidad de mezclas binarias de cobre, cinc y arsénico sobre Daphnia obtusa (Kurz, 1874) (Cladocera,
Crustacea)

La proteccion de los ecosistemas acudticos se basa en normas ambientales que considera las concentraciones mdximas
permisibles de las sustancias quimicas individualmente. Sin embargo, en la realidad existen mezclas complejas en las que se
producen muiltiples interacciones entre los constituyentes (i.e. aditiva, sinérgica, antagonica). Entre los metales presentes en
altas concentraciones en los ecosistemas loticos afectados por la actividad minera pueden mencionarse el cobre, el zinc y el
arsénico. En esta investigacion se propuso determinar qué tipo de interacciones se dan entre estos elementos, para lo cual
se realizaron pruebas de toxicidad aguda con mezclas binarias de Zn:As, Zn:Cu'y Cu:As sobre el cladécero Daphnia obtusa.
El tipo de interaccion se determino a través de los modelos concentracion-adicion y proporcion de sinergia. Los resultados
muestran que el cinc ejerce una interaccion antagonica sobre el arsénico, en tanto que el arsénico ejerce un efecto sinérgico
sobre el cinc. En cuanto a la interaccion Zn:Cu al incrementar la concentracion del cinc en la mezcla se observo un efecto
antagonico sobre el cobre. En general las diferentes mezclas binarias resultaron ser antagonicas. El modelo de concentracion-
adicion resulta ser una buena herramienta para predecir la toxicidad de mezclas de metales.

Palabras clave: Modelo de Concentracion-adicion, modelo de proporcion de Sinergia, interacciones, toxicidad, Dahpnia
obtusa, bioensayo.
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INTRODUCCION

Los ecosistemas acudticos reciben una gran di-
versidad y cantidad de compuestos quimicos pro-
venientes de multiples actividades humanas (i.e.
agricola, industrial, minera) (Khangarot & Rat-
hora, 2003, Banks et al., 2005). Para proteger
los organismos que habitan estos ecosistemas, se
han establecido normas y/o regulaciones ambien-
tales basadas en concentraciones totales y disuel-
tas méximas de los elementos quimicos en for-
ma individual sin considerar el papel que jue-
gan los factores ambientales. Asi, esta aproxima-
cién no garantiza la proteccidon de los organis-
mos acudticos debido a que la toxicidad de los
agentes quimicos es afectada por factores fisicos
y quimicos como pH, dureza, materia organica
(De Schamphelaere & Janssen, 2004). Otro fac-
tor que puede afectar la toxicidad individual de
un contaminante es la presencia de otros conta-
minantes, debido a las interacciones que ocurren
en mezcla (sinérgica, antagénica, aditiva) (Faust
etal., 2003, Ren et al., 2004). En los ultimos aflos
ha habido un creciente interés por el estudio de
las interacciones entre los agentes quimicos, que
permita predecir su impacto sobre los organismos
que habitan los ecosistemas acuaticos (Gramatica
et al., 2001, Barata et al., 2006).

Los metales pesados se destacan por su to-
xicidad sobre los organismos en los ecosistemas
acuaticos (Hellawell, 1992), su efecto se relacio-
na con una alteracién de la homeostasis de ca-
tiones como Ca*?, Mg*?, afectando el transporte
a nivel de membrana celular (Pane et al., 2003).
También afectan los mecanismos de respiracién
disminuyendo la tasa de respiracion, ademas, co-
mo en el caso del cobre, este aumenta la fragili-
dad de la membrana lisosomal liberando enzimas
hidroliticas (Khangarot & Rathore, 2003). Esto
ha conducido a establecer normas de calidad ba-
sadas en concentraciones en forma individual de
los agentes quimicos en medios acudticos.

Para predecir la toxicidad de agentes quimi-
cos se han desarrollado modelos como el Mo-
delo del Ligando Bidtico, sin embargo esta he-
rramienta predictiva no considera la interaccién
entre los agentes quimicos en mezcla (Niyogi
& Wood, 2004). Esto hace necesario contar con

herramientas predictivas de la interaccién
entre agentes quimicos, para ello se ha
propuesto el modelo de concentracidon-adicion
como una solucion al problema de predecir la
toxicidad de mezclas de metales. (Backhaus et
al.,2004,Ren et al., 2004).

Para evaluar la toxicidad de mezclas de ele-
mentos quimicos en aguas superficiales, normal-
mente se utilizan organismos acuéticos tales co-
mo Daphnia magna y Daphnia pulex (Gaete &
Paredes, 1996, Barata et al., 2006). Estos organis-
mos se utilizan por su alta tasa de reproduccion,
facil manipulacién y sensibilidad a los contami-
nantes (Silva et al., 2003) La Daphnia obtusa, es
una especies de cladéceros presentes en los eco-
sistemas acudticos en Chile y esté siendo utiliza-
da como organismos de prueba para bioensayos
de toxicidad (Alvarez, 2004, Villalobos, 2006).

Los ecosistemas acudticos afectados por
aguas de escorrentia de explotacion mineras, en
general presentan altos niveles de contaminacién
por cobre, cinc y arsénico, lo que representa
un riesgo para las comunidades de organismos
acudticos que habitan dichos ecosistemas (Gaete
et al., 2007). Esto plantea la necesidad de con-
tar con informacién ecotoxicoldgica que permita
conocer el tipo de interaccién que ocurre entre
estos metales, para una mejor prediccién de sus
efectos sobre los organismos acuéticos que habi-
tan estos ecosistemas. Por ello, en esta investi-
gacién se propuso determinar el tipo de interac-
cion entre estos agentes quimicos, para lo cual se
realizaron pruebas de toxicidad aguda con mez-
clas binarias de Zn:As, Zn:Cu y Cu:As sobre el
cladécero Daphnia obtusa.

MATERIALES Y METODOS

Los ensayos de toxicidad fueron realizados con
el cladécero Dahpnia obtusa (neonatos de menos
de 24 horas), cultivados en el Laboratorio de Bio-
logia de la Facultad de Ciencias de la Universidad
de Valparaiso. Los dafnidos fueron mantenidos
en medio de prueba de acuerdo a la norma chile-
na INN (1999), con pH 7.8 + 0.2, dureza 120 +
25 mg/1 (como CaCOs3), OD mayor a 80 % de sa-
turacién, temperatura 20 + 2 °C, fotoperiodo 16 h
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Tabla 1. Concentraciones de los elementos quimicos proba-
dos en los bioensayos de toxicidad con D. obtusa. Concentra-
tions of the chemical elements tested in the toxicity bioassays
with D. obtusa.

Elementos

Quimicos Concentraciones crecientes (ug/L)*
Arsénico 1-3-6-12-24 - control
Cobre 3-9-18-36—72 - control
Cinc 30 — 60 — 120 — 240 — 480 — control

Iuz/8 h oscuridad y alimentados con un concen-
trado de pescado (6.3 g), alfalfa (0.5 g) levadura
(2.6 g) y microalgas (Pseudokirchrneriella sub-
capitata) una concentracién de 100 000 cel/mL,
tres veces por semana con 3 mL de alimento por
litro de cultivo de Daphnia obtusa, una cantidad
mayor obstruye el sistema filtrador del clad6cero
(Silva et al., 2003). Se realizaron pruebas de toxi-
cidad aguda, de acuerdo a la norma INN(1999),
se determiné la concentracién letal que provoca
la mortalidad en el cincuenta porciento de los in-
dividuos a las veinticuatro horas de exposicién
(CLsp-24h) y el criterio de aceptabilidad fue la
sobrevivencia en los controles mayor a 90 %.

En los experimentos se consideraron tres me-
tales pesados presentes en cuerpos de agua afec-
tados por la actividad minera. Las soluciones sto-
ck fueron preparadas a partir de los siguientes
reactivos de grado analitico Merck(© 99 % de
pureza: CuSOy, 5SH,0, ZnCl, y As,0s. El pri-
mer experimento consistié6 en determinar la to-
xicidad aguda de cada metal en forma individual.
Las pruebas consistieron en cinco concentracio-
nes para cada metal mds un control (Tabla 1).
En cada tratamiento se emplearon 20 in-
dividuos por concentracién divididos en cuatro
réplicas. Los valores de CLsy-24h en cada una
de las pruebas fueron calculados a través del
andlisis Probit (Finney, 1971).

El segundo experimento consistié en determi-
nar el tipo de interaccién de acuerdo a Otitoloju
(2002 y 2003) para ello se determind la toxici-
dad aguda de las mezclas binarias de las sales de
los metales pesados Zn:As; Zn:Cu y Cu:As, en
las siguientes proporciones predeterminadas 4:1,
3:2, 1:1, 2:3, y 1:4, utilizando 5 concentraciones
crecientes para cada proporcién de las mezclas
indicadas en la Tabla 2. El tipo de interaccién

se determiné de acuerdo al modelo propor-
cion-sinergia (Hewlett & Plackett, 1969) y con-
centracidn-adicion (Anderson & Weber, 1975).
Segin este modelo la proporcién de sinergia
(PS) se determina mediante,

pS = CLsy del elemento quimico actuando individualmente (1)
CLs( de la mezcla
donde PS = 1 indica aditividad, mientras que

PS > 1 indica sinergia y PS < 1 antagonismo.

Concentracion-Adicion (CA)

Este modelo asume que cuando dos téxicos
actian de modo similar siendo mezclados en
cualquier proporcidn, ellos se sumaran para dar
la respuesta observada (Otitoloju, 2002). El va-
lor de CLs, estimada se obtiene sumando los va-
lores de CLsy de los metales obtenido experi-
mentalmente de forma individual segin su con-
tribucién en la mezcla de acuerdo a las propor-
ciones probadas. Luego estos valores de CLs
estimados son divididos por los valores obteni-

Tabla 2. Concentraciones crecientes para mezclas binarias
probadas en bioensayos de toxicidad con D. obtusas. Increa-
sing concentrations for the tested binary mixtures in toxicity
bioassays with D. obtusa.

Proporcién
Zn:As Concentraciones probadas (ug/L)
4:1 5-10-30-60- 120 - control
3:2 5-10-30-60- 120 — control
1:1 5-10-20-40 - 80 — control
2:3 3-6-18-36- 72— control
1:4 2-4-8-16-32 - control
Proporcién
Zn:Cu Concentraciones probadas (ug/L)
4:1 5-10-30-60- 120 - control
3:2 5-10-30-60 - 120 — control
1:1 5-10-20-40 - 80 — control
2:3 5-10-20-40 - 80 — control
1:4 5-8-16-32 - 64 — control
Proporcion
Cu:As Concentraciones probadas (ug/L)
4:1 4 -8 —-16-32 - 64 — control
3:2 4—-8-16-32-64 - control
1:1 3-6-12-24-48 — control
2:3 3-6-12-24-48 — control
1:4 2-4-8-16-32 - control
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Tabla 3. Valores medios de CLs;-24h para los elemen-
tos quimicos evaluados individualmente con D. obtusa, entre
paréntesis min-max. Average CLsy-24h values for the indivi-
dually assessed chemical elements with D. obtusa, between bra-
ckets min-max.

Elementos

Quimicos CL50-24h (95 % LC) (ug/L)*
Cobre 15.8 (7.2-28.2)

Cinc 98.0 (61.9-137.9)
Arsénico 6.1 (2.7-18.6)

dos experimentalmente de la mezcla binaria, pa-
ra asi determinar la clase de accién conjunta de
acuerdo con la siguiente ecuacion,

CA CL5, estimada

(2)

B CLs, experimental de la mezcla

donde CA = 1 indica que el efecto es aditivo,
CA > 1 que hay sinergia y que CA < 1 que hay
antagonismo.

RESULTADOS

En la Tabla 3 se indican los valores de CLsy-24h
para los metales en forma individual, el metal

mds téxico fue arsénico, seguido de co-
bre y luego el cinc. El arsénico resultd ser 16
veces mds toxico que el cinc y cerca de 3 veces
mds téxico que el cobre.

La toxicidad de la mezcla Zn:As aumenta
al incrementarse la proporcién de arsénico
con respecto al cinc (Tabla 4) excepto en la
mezcla en la proporcién 4:1 que resulté menos
téxica que el cinc individualmente. Por otro
lado al comparar las CL5p-24h de las mezclas
con la toxicidad del arsénico actuando de
forma individual, todas las proporciones de esta
mezcla fueron menos toxicas (Tabla 4).

En relacion al tipo de interaccion de la mezcla
Zn:As, segiin el modelo de proporcién-sinergia,
para el caso del cinc todos los cocientes fueron
superiores a uno, clasificindose la interaccién co-
mo sinérgica, excepto en la proporcién 4:1 cu-
yo valor de PS fue 0.9, clasificAindose como an-
tagoénica (Tabla 4). Los valores de cociente con
respecto al arsénico, en todas las mezclas fue-
ron menores a uno, indicando antagonismo para
el arsénico mezclado con cinc (Tabla 4).

Segun el modelo concentracién-adicion para
la mezcla Zn:As, en ella las proporciones 3:2,
1:1 y 4:1 la toxicidad experimental fue similar
a la toxicidad estimada (Tabla 5), en las otras

Tabla 4. Valores medios de CLsy-24h para metales individuales y en mezclas binarias probadas en D. obtusa. Average CLsy-24h
values of metals tested individually and in binary mixtures on D. obtusa.

Mezcla CL50- 24h (95 % LC) (ug/L) PS1 PS2
7Zn-As Zn As
4:1 104.7 (65.9-495,2) 0.93 0.05
32 60.7 (29,0-180,6) 1.61 0.10
1:1 46.1 (19,8-455,5) 2.09 0.13
fji 22.0 (11.6-36.7) 4.44 0.27

‘ 07.7 (3.8-13.7) 7.11 0.44
Zn-Cu Zn Cu
4:1 93.8(56.0-308.1) 1.04 0.16
32 69.1(40.7-129.5) 1.41 0.22
1:1 56.4 (34.8-123.8) 1.83 029
2:3 44.7 (29.3-75.6) 2.19 0.35
1:4 32.0 (22.4-45.6) 3.05 0.19
Cu-As Cu As
4:1 22.5(15.1-30.9) 0.70 0.27
3:2 21.6 (14.8-29.0) 0.72 0.28
1:1 18.1 (10.2-33.3) 0.87 0.33
2:3 22.8(14.5-30.2) 0.69 0.26
1:4 11.6(6.5-20.2) 1.36 0.52
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Tabla 5. Valores de CLsy-24 h experimentales y CL5y-24 h estimadas de las mezclas binarias. *Diferencia significativa (p <0.05),
entre la toxicidad experimental y estimada, mediante la prueba de T. Values of experimental CLs-24h and estimated CLsy-24h of the
binary mixtures. *Significant difference (p < 0.05) between experimental and estimated toxicity with a T test.

Mezcla de metales CL50-24h estimada (LC 95 %) (ug/L) CL50-24h experimental (LC 95 %) (ug/L) CA
7Zn-As
4:1 79.6 (50.0-114.0) 104.7 (65.9-495.2) 0.76*
32 61.21 (38.2-90.2) 60.7 (29.0-180.6) 1.01
1:1 52.0 (31.3-88.1) 46.1 (18.8-455.5) 1.13*
2:3 42.8 (26.4-66.3) 22.0 (11.6-36.7) 1.94*
1:4 24.4 (15.9-47.0) 7.7 (3.9-13.7) 3.15"
7Zn-Cu
4:1 81.5 (50.9-116.0) 93.8 (56.0-308.1) 0.86*
3:2 65.1 (40.0-94.0) 69.1 (40.7-129.5) 0.94*
1:1 56.9 (34.5-83.0) 56.4 (34.8-123.8) 1.00
23 48.6 (29.0-72.1) 44.7 (29.3-75.6) 1.08
1:4 322 (18.1-50.1) 32.0 (22.4-45.6) 1.00
As-Cu
4:1 13.8 (6.3-26.2) 22.5(15.1-30.9) 0.62*
32 11.9 (5.4-24.3) 21.67 (14.8-29.0) 0.55*
1:1 10.9 (4.98-33.2) 18.1 (10.2-33.3) 0.60"
23 10.0 (4.53-22.4) 22.8 (14.5-30.2) 0.44*
1:4 08.0 (3.6-20.5) 11.6 (6.5-20.2) 0.69

mezclas la toxicidad experimental fue mayor
que la estimada. En cuanto a los cocientes
concentracion adicién (CA) sélo la proporcién
4:1 presenta interaccién del tipo antagénica
con un cociente menor a uno, mientras que
las otras proporciones mostraron sinergismo,
presentando cocientes con valores mayores a
uno. La mezcla en la proporcion 1:4 de Zn:As,
presentd el cociente mds alto de sinergismo de
3.15 (Tabla 5). Se observ6 una gran similitud
entre la toxicidad estimada segtin el modelo con-
centracion-adicion y la toxicidad experimental.

La Tabla 4 indica que la mezcla Zn:Cu, la to-
xicidad se incrementa al aumentar la proporcién
del cobre en ella. Todas las proporciones de la
mezcla fueron mas toxicas con respecto a la toxi-
cidad del cinc en forma individual, la proporcién
4:1 fue la que present6 menor toxicidad siendo si-
milar a la toxicidad del cinc individualmente. Al
comparar la toxicidad de esta mezcla con la toxi-
cidad del cobre actuando individualmente, todas
las mezclas en las distintas proporciones fueron
menos tdxicas. Con relacién al tipo de interac-
cion segtn el modelo proporcidn-sinergia, el co-
ciente, para el caso del cinc fue mayor a uno, cla-
sificandose la interaccidon como sinérgica, siendo

la mezcla en la proporcion 1:4 la més alta con un
cociente de 3.05. Respecto a los cocientes del co-
bre, todos fueron menores a uno, clasificindose
como antagoénica la mezcla para este metal (Ta-
bla 4). La toxicidad estimada segiin el modelo
concentracion-adicion y la toxicidad experimen-
tal fueron similares (Tabla 5). En cuanto a los co-
cientes de concentracidon-adicion para la mezcla
Zn:Cu, se observa que las proporciones 4:1 y 3:2
la interaccién es antagénica (Tabla 5), en tanto
que las proporciones 1:1 y 1:4, se clasifican co-
mo aditivas. Sé6lo la proporcién 2:3 resultd ser
sinérgica con un cociente de 1.08 , pero no sig-
nificativamente (Tabla 5).

Con relacion a la mezcla Cu:As la proporcion
mas téxica fue 1:4, en tanto que la menos toxica
fue la mezcla en la proporcién 2:3 (Tabla 4).
Las proporciones 4:1, 3:2, 1:1 y 2:3 fueron
menos téxicas que el cobre actuando indivi-
dualmente, clasificindose como interaccion de
tipo antagdnica (tabla 4). Similares resultados se
encontraron en relacion al arsénico, siendo todas
las proporciones clasificadas como interaccidon
de tipo antagénica (Tabla 4).

La Tabla 5 indica que para la mezcla Cu:As, la
toxicidad experimental fue menor que la toxici-
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dad estimada significativamente, segtin el modelo
concentracion adicién. En cuanto a los cocientes
obtenidos mediante el modelo de concentracion-
adicion, estos fluctuaron entre 0.44 y 0.69 siendo
la proporcién 2:3 la de menor toxicidad y la mas
téxica la proporcion 1:4, clasificindose todas las
interacciones como de tipo antagénica (Tabla 5).

DISCUSION

Las especies quimicas del arsénico pueden co-
rresponder a AsV y As'!, siendo esta dltima la
mas toxica para los organismos acuaticos. La to-
xicidad aguda (CLsy-24h) del As™ sobre Daph-
nia pulex y Daphnia magna fluctda entre 1.0 y
5.2 ug/L, (Jureswicz & Buikema, 1980), en este
estudio la toxicidad del arsénico fue levemente
mayor con una CL50-24h de 6.1 ug/L. En cuan-
to a la toxicidad aguda del cobre (15.8 ug/), es-
tuvo dentro de los rangos descritos para inverte-
brados de agua dulce, la cual fluctia entre 5.4 y
53 ug/L (Mount & Norberg, 1984; Moore, 1991;
Silva et al., 2003; Barata et al., 2006). La toxi-
cidad del zinc fue similar a lo descrito por Zou
& Bu (1994) quienes sefialan que la CLsy-24h
fluctda entre 81.3 y 327.3 ug/L, en el presente
estudio el valor medio de la CLsp-24h del zinc
como ZnCl,, fue 98 pg/L.

En la mezcla de Zn:As, el modelo de propor-
cién-sinergia para la proporcién 4:1 mostré una
interaccion del tipo antagdnico, lo cual se atribu-
ye a la alta proporcién de Zn, aunque este metal
es 16 veces menos toxico que el arsénico, el cual
se encontrd conformando el 20 % de la mezcla.
En las proporciones 3:2; 1:1; 2:3 y 1:4, la toxi-
cidad fue mas alta debido al aumento del arséni-
co en la mezcla. Al analizar el modelo propor-
cién-sinergia respecto al zinc, las mezclas fueron
sinérgicas, en particular la mezcla en la propor-
cion 1:4, esto debido a la alta cantidad de arséni-
co en la mezcla. En cuanto al modelo propor-
cion-sinergia respecto al arsénico, estas fueron
antagonicas, siendo la mezcla 4:1 la mezcla mas
antagonica. Esta interaccién depende de la con-
centraciéon de los metales en mezcla lo que es
similar a los descrito por Fargasova (2001) en
mezclas de Zn:Cd sobre estados larvales de Chi-

romonus plumosus. Una posible explicacién de
este antagonismo podria estar relacionado con
la competencia entre estos agentes quimicos
por los sitios de acciéon en la interfase
bioldgica (Bryan & Gibbs, 1983).

Al aplicar el modelo concentracidon-adicion a
la mezcla Zn:As, la proporcién 4:1 fue clasifi-
cada como antagénica, en tanto las otras pro-
porciones como sinérgicas, coincidiendo con el
modelo de proporcién-sinergia. Enserink et al.,
(1991), quien trabajando con mezclas equitoxicas
de zinc y arsénico en presencia de otros metales
con Daphnia magna, las clasificé estas interac-
ciones como aditivas.

En la mezcla Zn:Cu, el cobre ejerce un efec-
to sinérgico sobre el zinc al aumentar su propor-
cién en la mezcla, en tanto que el zinc provoca
un efecto antagénico cuando estd en alto porcen-
taje en la mezcla. Esto es similar a lo observa-
do por Parrott & Sprague (1993), quienes encon-
traron una mayor alteracién de la estructura del
ADN vy proteinas en Pimephales promelas pro-
vocadas por el cobre y zinc individualmente que
cuando estos metales estaban en mezcla. Por otra
parte, Utgikar et al. (2004), describen una inter-
accion sinérgica entre el cinc y el cobre sobre Vi-
brio fischer que es atribuible al cobre. La inter-
accion antagdnica podria estar relacionada con la
electronegatividad de los metales en mezcla co-
mo también el didmetro de los iones que inter-
actdan con similares sitios activos en los organis-
mos (Fargasova, 2001). Sin embargo, Khangarot
et al. (1982), observaron un efecto sinérgico entre
estos metales en igual proporcién, que este estu-
dio, pero sobre el caracol de agua dulce Lymnaea
acuminata. Esta diferencia podria ser atribuible a
la diferencia de sensibilidad y caracteristicas fi-
sioldgicas entre los organismos.

En la mezcla Cu:As los valores de proporcién
sinergia de cobre en presencia de arsénico, fue-
ron menores a uno, lo que indica que existe un
antagonismo en la mezcla, excepto para la mez-
cla 1:4, en cuanto a lo indicado por el modelo de
proporcion sinergia para el arsénico en presen-
cia de cobre, todas las proporciones fueron me-
nores a uno, indicando una interaccién de tipo
antagénica. El modelo de concentracidn-adicion
indica que esta mezcla en todas sus proporciones
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se clasifica como de antagonismo. La toxicidad
del arsénico en los organismos acudticos depen-
de de la forma quimica en la que se encuentre, las
formas orgénicas del arsénico la mayoria de las
veces no son muy toxicas, mientras que sus deri-
vados inorgdnicos son més toxicos para los orga-
nismos acudticos (Sproal, 2002). Estudios reali-
zados por Genter & Lehman (2000), al comparar
la comunidad de diatomeas entre una zona locali-
zada aguas arriba de una actividad minera, donde
la concentracién de arsénico era de 6 pug/L, con la
zona aguas abajo de la mina, donde las concen-
traciones de cobre era de 97 ug/L, encontraron un
disminucién de la riqueza de diatomeas, atribui-
ble al efecto sinérgico del cobre con el arséni-
co. Esta diferencia con nuestro estudio podria ser
debido a las especies utilizadas correspondientes
a productores primarios que presentarian distinta
sensibilidad al efecto toxico de cobre y arsénico.

En este estudio la prediccidn de la toxicidad
de las mezclas mediante el modelo concentra-
cion-adicién fueron en general similares a las ob-
servadas en las diferentes proporciones. En tan-
to que para la mezcla Cu:As el modelo predi-
jo una mayor toxicidad lo cual es similar a lo
descrito por Faust et al. (2003) y Backhaus et
al (2004). El efecto antagénico del cinc sobre el
arsénico y el cobre cuando estd en altas concen-
traciones podria ser beneficioso para la protec-
cién de los organismos acuaticos, similar situa-
cién ocurre entre cobre y arsénico. En el traba-
jo de Barata et al., (2006) se encontré una in-
teraccién entre cobre y cadmio de tipo menos
que aditiva, lo cual es similar en el presente estu-
dio, especialmente en la interaccion As:Cu, estos
autores seflalan como posible explicacién, que
estos metales inducen la produccién metalotio-
neinas y como consecuencia es esperable que to-
xicidad combinada sea antagdnica.

Finalmente, el concepto de concentracién
adicion es facil de aplicar pero en algunos casos
podria sobreestimar la toxicidad de mezclas.
Sin embargo, desde la perspectiva regulatoria
esta sobreestimacion podria ser beneficiosa
para la proteccion de los organismos acuaticos.
Este modelo puede ser aplicable como herra-
mienta de cardcter predictivo para la proteccion
de los ecosistemas acudticos.
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