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INTRODUCCION

A manera de encuadre general. serán señalados inicialmente los

aspectos de mayor interés para el tema estudiado, consignándose

posteriormente los objetivos que se han tratado, tanto generales

comoespecificos. Esta introducción comprende los siguientes items:

1 Hacroambiente asociado (estuario del Plata-Bahia Samborombón).V

2) Hicroambiente, alimentación. reproducción y rol de las especies
estudiadas dentro del ecosistema.

3) Clasificación y uso de plaguicidas.
4) Contaminación en estuarios.

5) Contaminación real y potencial en el estuario del Plata.

8) Efectos sobre organismos acuáticos.

7) Objetivos generales y especificos.

1 HACROAHBIENTE ASOCIADOV

El cuerpo de agua conocido como Rio de la Plata es un estuario

de 270 km de largo y de 32 a 230 km de ancho, cubriendo una

superficie de 35.000 km2; se extiende entre los 34° y 36°10' de

latitud sur, y entre los 55° y 58°10' de longitud oeste. La región

superior es un ambiente de agua dulce que recibe el aporte de los

rios Paraná y Uruguay, siendo la descarga promedio del estuario a lo

largo del año de 25.000 m3 por segundo (Urien, 1972). La

desembocadura del estuario se abre al mar, donde se verifica una

influencia mareal considerable, que incide tanto sobre la dinámica

de depósito de los sedimentos acarreados, comosobre las variaciones

de salinidad (Urien, 1972; Rossi, 1982). Todo el sector del estuario

influenciado por la acción de mareas se considera como el sector

externo (Cousseau, 1985; Rossi 1982).
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Dentro de ese sector, se encuentra comprendida la Bahia

Samborombón.que se extiende desde Punta Piedras (35°26'S y 57°7'H)

hasta Punta Rasa (38°18'S y 56°48'W); ambos accidentes están

separados en linea recta por 53,5 millas náuticas (100 km

aproximadamente), con un radio perpendicular hasta el fondo de la

Bahia de 21.5 millas (40 km aproximadamente) (Rossi, 1982). La Bahia

constituye un ambiente netamente estuarino, con una salinidad

variable entre 10 y 25 %., dependiendo de la época del año. estado

de la marea y vientos dominantes (Urien, 1972). Además de admitir

aguas del estuario del Plata, 1a Bahia recibe el aporte de varios

cuerpos de agua dulce, destacándose en orden de importancia por su

caudal, los rios Salado, Samborombón,y los canales artificiales 9,

15, 2 y 1 (OEA, 1970).

Varios son los factores causantes de la baja dinámica hídrica

en la Bahia Samborombón,potenciando asi el depósito de sedimentos

finos en la región costera: la pendiente muy suave del fondo,

origina una región de aguas someras con condiciones estables,

estabilidad que además es favorecida por la baja amplitud de mareas

(no mayores de 1 metro) y la protección que brinda la Punta Rasa

contra la acción de corrientes y olas (Urien, 1972; Tricart, 1973).

Por otra parte, las corrientes de marea durante 1a bajamar generan

una circulación del agua dentro de la Bahia en sentido antihorario

(Urien, 1972), que al encontrarse con el agua marina favorece aun

más la floculación de sedimentos que se da en toda la zona de

desembocadura del estuario. Estos factores se consideran como los

reponsables de las asi llamadas "llanuras fangosas" sobre la costa

de la Bahía, las que constituyen el sustrato apto para el

asentamiento de un cangrejal. Este material sedimentario está



formado principalmente por arcillas, con predominio de

montmorillonita (Urien. 1972; Rossi, 1982).

Tricart (1973) diferencia dos tipos de ambientes en el sector

costero de la Bahía: a) los cangrejales bajos, ubicados en los

canales de marea, que pese a la escasa amplitud de mareas poseen un

gran desarrollo debido a la pendiente casi nula del terreno, y b)

los cangrejales altos, que se ubican en una franja de 1-2 km de

ancho, normalmente mas alta que el nivel de pleamar, pero inundable

principalmente durante las sudestadas. Este último ambiente

sublitoral, está caracterizado a su vez por dos formas: surcos

paralelos a la línea de costa, que drenan el agua que pasa por

encima del microacantilado, y cubetas de deflación sublitorales, que

no comunican con los canales de marea y que van secándose por

evaporación entre dos inundaciones consecutivas. Por otra parte.

también se advierte sobre la costa, hacia 1a parte continental, 1a

presencia de arena y conchillas, las que constituyen extensos

cordones. Estos sedimentos tienen esencialmente un origen relictual,

ya que han sido acumulados durante la transgresión marina del

Holoceno (Urien, 1972; Tricart, 1973).

El clima de la zona puede coniderarse como templado-húmedo, con

valores promedio de temperatura de 18, 11-12, 17 y 25 °C para otoño,

invierno, primavera y verano respectivamente (Rossi, 1982). La

temperatura media anual es de 14,5 °C, siendo la humedad relativa

media anual de 85 Z (década 1941-50, Tricart, 1973). El promedio

anual de precipitaciones varia entre 550 y 1.000 mm,con picos en

Marzo y Julio-Agosto. Los vientos predominantes durante el año

soplan desde el N, NEy E, verificándose con mayor frecuencia los

vientos del H durante el invierno; las velocidades son entre 12 y 15
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nudos durante todo el año (Rossi, 1982; Tricart, 1973).

La flora de la región costera de la Bahia está dominada por

especies vegetales halófitas. Sobre la costa, formando

espartillares, se encuentra Spdrtxna alterniflmra. En bañados y

áreas anegadas predominanSpartina fiwnsiflnra, Distiühljs spicat¿

(conocida como pasto salado) y Salina ambigua (Rossi, 1982;

Botto e Irigoyen, 1979). En las áreas menos inundables se encuentra

el tala (“NIF He) asociado además a suelos ricos en

conchilla.

La peculiar asociación de las comunidades animales y vegetales

de la zona, interaccionando en el medio fisico descripto, conforman

un ambiente de marjal (Rossi, 1982), que dada la preeminencia de las

especies de cangrejos que lo habitan, se conoce con el nombre de

cangrejal (Boschi, 1984).

Existe una gran riqueza icticola en la Bahia, destacándose la

presencia de pejerrey (quntestes argentinensiS), lisa (Nugii lira),
corvina negra (Pugonias Chromis), corvina rubia (Nicropagonias

opercularis), pescadilla real (Nacrudonancylodon), pescadilla de
red (Cynuscion striatus) y lenguado (Paralichthys brasiliensis)

(Henni, 1983). Algunas de estas especies, como la lisa. viven

permanentemente en aguas de la Bahia; en cambio, otras como la

corvina negra y el pejerrey, la habitan sólo temporariamente (Rossi,

1982. Henni, 1983). Existen registros de desove de corvina, lisa y

pejerrey, entre otras especies, que indicarian el importante papel

de la Bahia Samborombóncomo zona de desove y cria de peces (Lasta y

Cassia, 1989). Por otra parte, varias de las especies que conviven

en Samborombón,están descriptas comocarcinófagas, entre ellas la

pescadilla, la corvina rubia y el lenguado (Olivier et a1., 1968), y

14



se conoce la importancia de los cangrejos en estudio especialmente

en la dieta de la corvina negra (pescadores de San Clemente del

Tuyú, comunicación personal). Los estadios larvales y juveniles de

todas las especies mencionadas, son esencialmente planctófagos.

Entre 1a fauna de la zona que presenta alguna vinculación con

los cangrejales, cabe destacar a las aves acuáticas (cisne de cuello

negro, ganso blanco, flamenco), becasinas, cachirlas y varias

especies de gaviotas (Rossi, 1982), siendo algunas de estas especies

carcinófagas. Entre los mamíferos, se encuentran nutrias,

carpinchos, vízcacha y gato montés (Rossi, 1982).

Las dos especies de cangrejos que caracterizan a la comunidad

del cangrejal se encuentran representadas por: Uca uruguayensis

Nobili 1901 (Ocypodidae) y ('..‘fh=.u':¿ma.g:n¿tChusgr'anulata Dana 1851

(Grapsidae) (Boschi, 1964). Sus caracteristicas e interrelaciones
relevantes, se detallan a continuación

2) HICROAHBIENTE, ALIMENTACION, REPRODUCCION Y ROL DE LAS ESPECIES

ESTUDIADAS DENTRO DEL ECOSISTEHA

Hicroanbiente:

Boschi (1964) describe una zonación en la distribución de ambas

especies de brachyura, ubicando a C. granulata más cerca de la linea

de costa, es decir en zonas sujetas a 1a acción de mareas

(mesolitoral), y a U. ensis en una zona más distante de la

linea de costa, en el nivel supralitoral. Botto e Irigoyen (1979)

señalan a W ¿(A tanto en el nivel medio como supralitoral, e

incluso en el infralitoral durante la primavera y el verano. Rossi

(1982) advierte que 1a zonación entre las dos especies es aparente,
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en el sentido que en ciertas zonas de la costa, las cuevas de U.

alternan con las de Jranulata, siendo ambas

cubiertas por la pleamar. Además, C, granulata puede encontrarse en

zonas anegadizas más altas y distantes de la costa, sin que se

presente la otra especie; estas zonas corresponderian a los

cangrejales altos descriptos por Tricart (1973), inundables por

sudestada. Cervino (1987) no sólo han observado gran

variabilidad en la distribución de las cuevas de ambas especies,

sino que también han constatado una correlación positiva entre la

humedaddel suelo y la densidad de cuevas. El análisis de numerosos

muestreos demostró además una influencia de la granulometria del

sustrato. ya que si bien U1 uruguayensis practica sus cuevas tanto

en terreno 1imo-arenoso comolimo-arcilloso, C. granulata habita

sólo en este último, y representa la especie que más se adentra

hacia el ambiente acuático. Cyrtogransus angulaÍUS es una tercera

especie de cangrejo que se considera asociada al cangrejal, si bien

no es característica de tal comunidaddada su ubicación permanente

en el infralitoral, bajo completa sumersión (Boschi, 1984).

Las cuevas, según la especie. tienen caracteristicas propias.

La cueva de U: es análoga a la descripta para otras

especies del género Uva (Crane, 1975; Dembowski, 1926, Thurman,

1984), de disposición vertical con un ensaohamiento en el fondo, a

modode cámara para el animal, y alcanzan una profundidad de 30 a 40
cm aproximadamente. Granulata construye en cambio una cueva que

profundiza en diagonal desde 1a boca relativamente ancha y en

general es de menor profundidad que la de la otra especie. En muchas

zonas, las cuevas de Cr grnnulata se encuentran coexistiendo con

espartilares (fipüríïnm spp.) y otras plantas halófitas como

Rmh¿uun(Botto e Irigoyen, 1979). La actividad cavadora



de este cangrejo se manifiesta en el hecho de que es capaz de

remover 5 veces a1 año la capa de sedimento que abarca su cueva,

favoreciendo la recirculación de nutrientes hacia el ambiente

acuático (Roccatagliatta y Schiavinni, 1987).

La densidad de ejemplares de ambas especies es variable, de

acuerdo a los factores mencionados anteriormente. Densidades de

2 se han registrado para C. granuïata (Botto

e Irigoyen, 1979), mientras que hasta 120 ejemplares / In2 se han

hasta 105 ejemplares / m

reportado para U. uruuuayensis (Cervino et a1., 1887). No se cuenta

con estimaciones de número en términos absolutos. pero la

experiencia acumulada hasta el momentoindica que C. granulata es la

especie más abundante en el cangrejal, dada la mayor superficie

total de su distribución, lo que especialmente se visualiza durante

la bajamar en los canales de marea que conforman los cangrejales

bajos, de gran superficie y extendidos practicamente a lo largo de

toda la región costera de la Bahía Samborombón; C. Jranulata se

encuentra presente además, en alta densidad, en los tramos finales

de desembocadura de los afluentes locales de la Bahia, mientras que

la otra especie ocupa una región de costa proporcionalmente menor.

Alimentación:

Se considera a C. granulata como una especie omnívora­

detritivora, encontrándose en su dieta, en orden de importancia,

restos de finartina app., detrito, microflagelados. foraminiferos,
diatomeas, ostrácodos, cianoficeas, restos de insectos y de

crustáceos decápodos, además de encontrarse en su contenido

estomacal arena y fango. Además, ha sido descripto para esta especie

un comportamiento carroñero, habiéndose observado que también se
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alimenta de peces y cangrejos en descomposición (Botto e Irigoyen,

1979).

No se han publicado datos sobre el contenido estomacal de U:

ansia, sin embargo, por el hábito alimenticio generalizado de

las especies del género Uta, puede considerarse como consumidor de

detrito y algas. El animal se lleva a la boca pedacitos de

sedimento, que remueve con sus piezas bucales, seleccionando el

material más fino, que traga, y retornando el resto al sustrato

original. En la ingesta pueden encontrarse, además de pequeñas

particulas de sedimento, algas (principalmente diatomeas), nematodes

y detrito (Teal, 1962; Crane, 1975).

La composición e importancia del detrito en los sistemas de

marjales, merece un párrafo aparte. El detrito se forma a partir de

restos vegetales (plantas halófitas comoSpartina SDP.) que se

mezclan con el sedimento y son descompuestos por bacterias, hongos,

nematodes, y otros descomponedores, que pasan a formar parte del

mismo detrito (Boschi, 1988; Teal, 1962; Margaleff, 1980). Teal

(1982) ha estimado el flujo energético en un ecosistema de marjal

similar al cangrejal bonaerense, señalando que del total de la

producción primaria neta de finartina, el 95,4 Z ingresa a 1a cadena

detritivora. Luegode sufrir la degradación bacteriana, constituye

el 59,8 Z del alimento disponible para los siguientes niveles,

representando las algas unicelulares el resto. De este nuevo total,

el 88.5 Z es lavado y arrastrado hacia el estuario especialmente por

la acción de mareas, lo que favorece el aumento de la concentración

de nutrientes en la fase acuática. El 11,5 2 restante es consumido

por cangrejos del género Uta, que se alimentan de detrito y algas, y

por nematodes. Estos datos proporcionan una idea del importante rol

que tendria el detrito para el sostenimiento de las numerosas
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poblaciones de cangrejos de Samborombón, cuyas caracteristicas

ambientales y biológicas son comparables a las descriptas por Teal.

Reproducción y ciclo de vida:

Los cangrejos adultos y juveniles de ambas especies en estudio

habitan en 1a franja costera a lo largo de todo el año. La época

reproductiva se verifica en los meses de primavera-verano. Para

GVHHUÍd se han detectado hembras ovigeras entre los meses de

Septiembre y Enero (Botto e Irigoyen, 1979), y según observaciones

propias, entre Octubre y Marzo. U. uruguayensis parece tener una

época reproductiva menos extensa, limitándose entre Diciembre y

Enero, a juzgar por los porcentajes de ovigeras encontrados. Durante

la época reproductiva, los adultos se aparean en el ambiente

costero. La fecundación es interna, pudiendo la hembra almacenar los

espermatozoides hasta el momentode la fertilización. Una vez

producida. el desove es retenido en los pleópodos de la hembra hasta

la eclosión larval (ver anexo 2 para una descripción más detallada).

Las hembras que quedan ovigeras. migran el ambiente netamente

acuático, ya avanzado el periodo de incubación del desove, para

permitir la eclosión de las larvas. Cabe señalar que un patrón

similar de migración ha sido notado en otras especies de cangrejos

estuarinos intertidales (Sastry, 1983a, 1983b; Holcott y Holcott,

1982).

En 'HÏJÏI el primer estadío larval (zoea I) presenta una

mayor supervivencia a salinidades altas (no menores de 30 Z.) y

temperaturas relativamente bajas (no mayores de 20 ’C) (Boschi e!

ali, 1987; anexo 3). Por lo tanto, es muyprobable que las hembras

ovigeras migren hacia aguas de temperatura y salinidad adecuadas, de
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modode encontrarse con las condiciones propicias para la eclosión y

supervivencia de las larvas, tal comoocurre en otras especies de

cangrejos (Cargo, 1958; Holcott y Wolcott, 1982) y decápodos en

general (Sandifer, 1973; Kennedy y Barber, 1981). En el caso de U.

menos estudiado. es probable que la eclosión de las

larvas se produzca en la costa, cerca de la cueva donde vive la

hembra y en sincronismo con el ciclo lunar, de modoque las larvas

sean arrastradas por las bajamares de mayor amplitud hacia zonas

adecuadas para su supervivencia, tal comoocurre en otras especies

del género Und (Christy, 1978; O'Connor y Epifanio, 1985).

La cantidad de huevos maduros desovados y larvas eclosionadas

está en el orden de 30.000 por hembra (Botto e Irigoyen, 1979). A1

completarse el desarrollo larval, que comprende 4 zoeas y una

megalopa en C granulata (Boschi e! als, 1967), y posiblemente 5

zoeas y una megalopa en U. urugneyensis (a juzgar por lo que ocurre

en otras especies del género; Crane, 1975, Vega Perez, 1980), se

produce el retorno de la megalopa (último estadio larval) hacia el

ambiente costero, donde muda al estadio de cangrejo I (primer

estadio juvenil), de acuerdo al patrón descripto para los decapodos

semiterrestre (Sastry, 1983 a, 1983 b). Se produce de esta manera el

reclutamiento de los juveniles.

Luego, por sucesivas mudas, los ejemplares juveniles crecen y

alcanzan la madurez sexual. Dado que el desarrollo larval comprende

de 15 a 20 días (Boschi et 61-, 1967, para C. granulata), la muda de

la megalopaa juvenil se verificaría durante la época reproductiva,

pudiéndose encontrar en el ambiente costero distintos estadios

juveniles a lo largo del año (Botto e Irigoyen, 1979), debido a

sucesivas mudas.
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R01 en el ecosistema:

Según se mencionó anteriormente, existen en la Bahia

Samborombón numerosas especies de peces cuyos adultos son

carcinófagos, predando tanto los cangrejos adultos como los

juveniles que viven en la costa. Por poseer hábitos más acuáticos,

se expone más a la predación que U. uruguayensis. Por

otra parte, las larvas de ambas especies probablemente juegen un rol

de importancia en la dieta de los alevinos planctófagos que habitan

la Bahia, considerando los siguientes factores: 1) la numerosa

población de cangrejos. 2) la gran cantidad de larvas que eclosiona

por cada hembra ovigera, y 3) la coincidencia de las épocas

reproductivas de los cangrejos y de los peces; se nota al respecto

una superposición total con la corvina y pejerrey, y parcial en el

caso de la lisa, de acuerdo a las muestras de ictioplancton

analizadas por Lasta y Cassia (1989).

Si bien estas relaciones tróficas no están cuantificadas.
resulta de interés destacar otro hecho. Al contribuir

sustancialmente las plantas halófitas de la costa, en forma de

detrito, a la alimentación de ambas especies de cangrejos y al

servir éstos de presa a los peces de 1a Bahia, los crustáceos

estudiados se convierten en vectores de transferencia neta de

materia y energia desde el ambiente terrestre hacia el ambiente

acuatico. Representan por lo tanto un subsidio energético para la

cria y mantenimiento de numerosas pesquerías de interés comercial.

Una eventual contaminación por xenobióticos que perjudique

estas especies de cangrejos, no sólo causará daño a su

supervivencia, sino que también será afectada la de los peces
vinculados troficamente con ellos, en términos de reducción del

21



alimento disponible y de biomagnificación de los contaminates

acumulables por los cangrejos. La bioacumulación y biomagnificación

de contaminates, incluidos los plaguicidas, a través de cadenas

tróficas marinas y de estuario, ha sido descripta en numerosos casos

(Hoodwell Et a1., 1967; Robinson et alx, 1967; Risebrough et all,

1987; Barker, 1984).

3) CLASIFICACION Y USO DE PLAGUICIDAS

Dentro del espectro de los contaminantes ambientales derivados

de 1a actividad humana, los plaguicidas ocupan un lugar

preponderante en cuanto al peligro que representan para los

organismos en general, considerando su naturaleza letal, acorde con

el fin para el que fueron preparados (Margaleff, 1980). Los

principales contaminates ambientales incluyen, en 1a actualidad,

algunas sustancias que se encuentran en la naturaleza. como

mercurio, arsénico, etc., y productos obtenidos por el hombre , como

ser: plaguicidas, metales pesados, petróleo y sus derivados,
deshechos industriales, materiales radioactivos y agua

sobrecalentada (Andrén, 1976).

Los plaguicidas, entendidos como conjunto de sustancias

químicas, comprenden los siguientes grupos principales (Duffus,

1983; Mc Ewen y Stephenson, 1979, CASAFE, 1981, Hargaleff, 1980,

Guilliom Gt all, 1985).

Insecticidas. A su vez representados por (entre paréntesis el

nombre comúncastellanizado del principio activo de algunos de los

más conocidos):

a) Clorados (DDTy derivados, lindano, heptacloro, aldrin,

22



dieldrín, endrin, metoxiclor, endosulfan, toxafeno, mirex.
clordano).

b) Organofosforados (paratíón - etil y metil malatión,

diazínón, fenitrotíón, azimfos-metil, monocrotofos, demeton,

mercaptotión, fosfamidon. dimetoato, fentión, temefos, etión,

gutión, delnav).

c) Carbamatos (carbaril, tíodicarb, aldicarb, carbofuran,
sevin).

d) Piretroides (permetrina, cipermetrina, decametrína)

— Incluyen:
a) Fenoles sustituidos (DNOC.dinoseb. pentaclorofenol o PCP).

b) Derivados del ácido fenoxiacético (2,4 D; 2,4,5 T; 2,4 DB,

HCPA,HCPB,silvex, diclorprop, mecoprop).

c) Otros (dalapon, paraquat, diquat, atrazina, simazina,

trifluralina, picloram, glifosato).

- Enngicidas. Clasificables en:

a) Inorgánicos (Sulfato de cobre-hidróxido de calcio. sales de

mercurio, azufre).

b) Orgánicos (organomercuriales, ditiocarbamatos, captan,

tiram, karatano, hexaclorobenzeno, maneb, zineb, propineb).

QLLQa grupos (Nematicidas, Rodenticidas, Acaricidas,

Molusquicidas).

Los nombres de plaguicidas de la lista anterior servirán como

referencia para posteriores citas.

En lo referente a su toxicidad relativa y modode acción, se

comentarán extensamente más adelante, en particular en relación a
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los dos plaguicidas en estudio, el paratión (un insecticida

organofosforado), y el 2,4 D (un herbicida). Por el momento

destacararemos aqui que, dentro de los insecticidas, los fosforados

poseen una toxicidad igual o mayor que los clorados, siendo en

cambio menos persistentes en el ambiente y en los organismos
(Duffus, 1983; Mc Ewen y Stephenson, 1979).

Las tendencias mundiales en el uso de plaguicidas muestran en

lineas generales un incremento cada vez mayor. Por ejemplo, las

estadisticas de aplicación en EEUUdurante los años 1964-1982

indican un incremento en el uso conjunto de herbicidas e

insecticidas (de 200 millones de libras en 1984 a unos 550 millones

en 1982). No obstante, si es que se considera sólo los insecticidas.
se mantuvo un nivel relativamente constante en cuanto a cantidad

aplicada, alrededor de 100 millones de libras, advirtiéndose incluso
una tendencia levemente descendente. Tal disminución es coherente

con las restricciones a1 uso de ciertos insecticidas clorados

(especialmente DDT) impuestas por la Agencia de Protección del

Ambiente (EPA) a fines de la década del '60 (Turk et all, 1981).

Estos insecticidas clorados, hecho de sumo interés que se destaca

especialmente, fueron reemplazados en su mayoria por insectidas

fosforados (comoel paratión) que por ser más tóxicos se utilizan en

menor cantidad.

En 1981 se aplicaron en EEUU5 millones de libras de paratión.

y en el rubro herbicidas se utilizaron 80 millones de libras de 2,4

D (Guilliom 0' alr, 1985). Ridgway et a]. (1978) reportan un aumento

de 40 veces en el uso de plaguicidas en EEUU,desde la década del

'50, debido especialmente al mayor uso de herbicidas. Las

estadisticas de aplicación de herbicidas en Gran Bretaña muestran un
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patrón similar al descripto para EEUU,con un aumento significativo

a partir de la década del '50 (Margaleff, 1980).

En nuestro pais, si bien la información disponible está algo

dispersa e incompleta, es suficiente para ubicar claramente al

paratión y al 2,4 D entre los plaguicidas de mayor aplicación en su

rubro. La mayoría de los plaguicidas se importa, pero el 2,4 D se

sintetiza ademásen el Pais. Las estadisticas sobre importación de

paratión (Secretaria de Agricultura de la Nación, informes internos

consultables) indican que ocupó el primer lugar, en kg de producto

activo, durante los años 1983, 1988 y 1987, y el segundo lugar en

1984. Las estadisticas de consumoaparente (venta mayorista sin

IVA), recopiladas por la Cámara de Sanidad Agropecuaria y

Fertilizantes de la República Argentina (CASAFE),se reSumen en la

tabla 1, para el período 1984-1989.

Tabla 1. Estadisticas sobre consumo aparente de plaguicidas,

incluyendo paratión y 2,4 D. N.R.: información no recopilada por

CASAFE.

AÑO
INDICE 1984 1985 1986 1987 1988 1989

Z de venta
de herbicidas 57,35 83,15 54,79 81,99 68,44 66,50

Z de venta
de insecticidas 29,06 23,03 30,75 24,51 19,15 21,70

X de venta de
fosforados (sobre 43,81 31,46 34,93 38,48 N.R. N.R.
insecticidas)
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Tabla 1 (cont.)

AÑO

INDICE 1984 1985 1986 1987 1988 1989

EABAIIQHLiLill

Uso (toneladas de
producto activo) 600 486 644 513 N.R. 699

"Ranking" entre
insecticidas 1° 1° 1° 1° N.R. 1°

¿ADM
Uso (toneladas de
producto activo) 1400 1142 1008 903 N.R. 978

"Ranking" entre
herbicidas 1° 2° 3° 3° N.R. 2°

En términos generales, los herbicidas son los que poseen mayor

volumen de venta, ocupando el segundo lugar los insecticidas. y

siguiendo luego otros grupos (funguicidas, acaricidas, etc.) que no

se expresan en la tabla. Dentro del rubro insecticidas, los

organofosforados ocuparon siempre el primer lugar, seguidos en menor

porcentaje por los piretroides, clorados, carbamatos y otros grupos

que no se especifican en la tabla. El paratión fué el primero entre

todos los tipos de insecticidas en cantidad vendida, durante todo el

periodo relevado, mientras que el éster del 2,4 D ocupo siempre los

primeros lugares dentro del rubro herbicidas, siendo superado

eventualmentesólo por la atrazina y la trifluralina.

Tanto el paratión comoel 2,4 D son plaguicidas de amplio

espectro de acción. E1 paratión es utilizado para combatir. entre

otras plagas, pulgones, orugas, trips, isocas, chinches, ácaros,

hormigas y roedores; siendo dispersado sobre la mayoria de los

cultivos de cereales, hortalizas, algodón, alfalfa, soja y cítricos.
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El 2,4 D se utiliza para combatir numerosas malezas que compiten con

los cereales, caña de azucar, papa y gramineas forrajeras. entre

otros cultivos (CASAFE, 1981; Atanor, folletos internos; MAA

Ministerio de Asuntos Agrarios, Prov. de Buenos Aires—, 1985a,

1985b).

La dosis de aplicación recomendada para cl paratión es de 300­

400 g de principio activo por hectárea, mientras que para el 2.4 D

es de 320 g/ha. El paratión se aplica sobre cereales en el Invierno

y Primavera, y sobre los frutales cítricos en Primavera (20-25 días

después de la floración), desde Febrero a fines de Marzo. y durante

el Otoño hasta fines de Junio. Existen dos épocasde aplicación del

2.4 D sobre el cultivo de cereales, 1a primera durante el macollaje

(Agosto para el trigo) a fin de evitar la competencia de las malezas

con las plántulas de cereal; y la segunda en precosecha (Primavera­

Verano para el trigo) para facilitar la cosecha posterior. En la

campaña 1983-84, el 65 Z de las hectáreas sembradas con maíz (un

total de 3.340.000) fueron tratadas con herbicidas, al igual que el

74 Z de las hectáreas sembradas con soja (2.600.000) (HAA, 1985 a.

1985 b; Cat. de Terapeútica Vegetal, UBA,folletos internos).

4) CONTAMINACION EN ESTUARIOS

Aproximadamente el 50 Z del producto de las pesquerias

mundiales proviene de zonas costeras particularmente fértiles

(Halstead. 1972). aportando los productos del mar la mitad de los

requerimientos proteicos a la mitad de la población mundial (Andrén,

1976). En los países en desarrollo. el problema de 1a contaminación

acuática se agudiza cada vez más por la creciente expansión

industrial, urbana y agricola, y por la falta de información

adecuada de los daños que sufren los recursos explotables afectados;
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faltan además los medios tecnologicos y legales para prevenir

eficientemente los efectos perjudiciales de la contaminación, de

modode volverla compatible con el desarrollo.

La utilización de plaguicidas puede describirse comoel uso de

sustancias orgánicas sintetizadas en laboratorio. a fin de controlar

determinados grupos de organismos que afecten o compitan con los

cultivos agricolas, disminuyendo su producción. Dichos organismos se

consideran plagas, y son el blanco ("target organisms") para la

acción de los plaguicidas competentes. En el caso de los herbicidas,

son las malezas perjudiciales a la agricultura las que se desea

controlar, y en el caso de los insecticidas, los insectos dañinos

para los cultivos.

El problema de la contaminación por plaguicidas, surje cuando

éstos pasan desde la zona de aplicación hacia otros ambientes, donde

pueden afectar a otros organismos distintos de los considerados

plagas. Debido al lavado y escurrimiento superficial de los campos

tratados. los plaguicidas pasan a rios y canales que terminan

drenando en un estuario o costa, pudiendo además llegar a éstos

últimos por acción eólica, luego de ser aplicados como "spray" en

grandes cantidades desde el aire (Nesbitt y Watson, 1980; Levin el

a1., 1984).

El impacto de los plaguicidas sobre el medio acuático comenzó a

estudiarse atentamente a partir de fines de 1a década del '60

(Nimmo, 1979). Su comportamiento dentro del ambiente acuático es

altamente cambiante, dependiendo de condiciones como la temperatura,

salinidad, pH, tenor de oxigeno disuelto, presencia de

microorganismos degradadores, características hidrológicas,
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mareales, dinámica general del cuerpo de agua, sustrato del fondo,

régimen de precipitaciones. El conjunto de estas variables determina

modificaciones químicas en los plaguicidas (Levin et a1., 1984; Henn

y Miskus, 1984), influenciando a su vez a los organismos acuáticos

en cuanto a su distribución, tolerancia y mecanismos fisiológicos

actuantes. Por lo tanto, la interacción organismos-contaminantes

resulta altamente compleja, teniendo en cuenta además la gran

diversidad de especies susceptibles y el gran espectro de sustancias

tóxicas que ingresan. Cabe señalar que algunas de estas sustancias,

tóxicas cuando superan una cierta concentración. son en cambio

necesarias a concentraciones más bajas para el normal funcionamiento

de la biota, comoen el caso de los nitratos, fosfatos y metales

como hierro, zinc, cobre y molibdeno (Perkins, 1976).

La presencia de plaguicidas en el ambiente ha sido señalada en

numerosas ocasiones. Guilliom et a1. (1985) realizaron un extenso

trabajo de monitoreo ambiental en 180 estaciones repartidas por todo

el territorio de EEUU,durante el quinquenio 1975-1980. Los más

altos porcentajes de detección en muestras de agua correspondieron a

los plaguicidas más solubles, comoel lindano, diazinón y atrazina.

En las muestras de sedimentos se encontraron en mayor proporción los

compuestos más hidrofóbicos y de alta persistencia, como el DDT y

sus derivados (DDEy DDD),dieldrin y clordano. Se encontró paratión

y 2,4 D tanto en agua como en sedimentos, si bien en menor

proporción que los plaguicidas mencionados anteriormente. Ha sido

notado, además, que 1a descarga de plaguicidas al ambiente acuático

no es constante en el tiempo, en tanto varia con el tipo de cultivo,

la región, las estación del año y las condiciones climáticas.

Numerosos otros trabajos señalan presencia de plaguicidas en

ambientes acuáticos (McEweny Stephenson, 1979; Ruivo, 1972; IRPTC,
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1985a, 1985b), inclusive costeros y estuariales, donde se verifica

en mayor cuantía la descarga de contaminantes (Halstead, 1972).

Si bien la vida media en agua, tanto de paratión como de 2,4 D,

es baja (menos de dos semanas, Mc Ewen y Stephenson, 1979), existen

datos sobre la presencia de ambosplaguicidas en concentraciones

relevantes y persistentes. En efecto, el paratión puede alcanzar

concentraciones de 1 a 7 ug/l en cuerpos de agua expuestos a la

contaminación durante el periodo de aplicación (IRPTC, 1982). Se han

reportado concentraciones de 2,4 D, en diversos cuerpos de agua de

la USSRpasibles de contaminación por agroquimicos, de 1 a 12 ug/l,

con picos de hasta 1.500 ug/l en cuerpos de aguas estancadas (IRPTC,

1984).

En modelos de ecosistemas acuáticos simulados en el

laboratorio, se ha estudiado la cinética y persistencia de
plaguicidas bajo distintas condiciones (Sanborn, 1974; Haith, 1985;

Frank, 1972; Saxena y Shanmugavel, 1985; Miyamoto et al», 1979). El

malatión, un fosforado de persistencia limitada (al igual que el

paratión) se acumula en el agua hasta 45 veces más que la dosis de

aplicación, cuando esta se repite con una frecuencia semanal (Saxena

y Shanmugavel, 1985). Una tendencia similar la presenta el

fenitrotión (otro fosforado) bajo las mismas condiciones de

aplicación (Miyamoto ü ., 1979).

Interesa destacar, por otra parte, que los sedimentos de fondo

en lagos, rios y costas, actúan comoun importante reservorio de

plaguicidas, dado el proceso de adsorción a las particulas

sedimentarias que por su naturaleza hidrofóbica poseen la mayoria de

los plaguicidas (Mc Ewen y Stephenson, 1979; Levin et a1., 1984;

Mennand Miskus, 1984; Hunt, 1987). El paratión puede ser reconocido
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en sedimentos luego de un periodo de hasta 16 años, si bien no tiene

tendencia a aumentar su concentración al repetir anualmente las

aplicaciones (IRPTC, 1982). Con respecto al 2,4 D, se ha determinado

(IRPTC, 1984; Frank, 1972) que posee una persistencia, en los

sedimentos, de hasta 3 meses o más.

5) CONTAMINACION REAL Y POTENCIAL EN EL ESTUARIO DEL PLATA

En Argentina, también ha sido demostrada la presencia de

plaguicidas y otros contaminantes en el ambiente marino y sus

organismos. Incluso en aguas del Sector Antártico se ha reportado la

presencia tanto de mercurio (Roses et a1., 1978) como de

organoclorados (García Fernández et a1,, 1978), habiéndose

encontrado además estos últimos en grasa de pinguinos (Donnewald et

a1., 1978).

Se han reportado varios casos de presencia de contaminantes en

ambientes costeros o estuariales de nuestro País. SegúnPuccí et al.

(1980) existe en aguas de Bahía Blanca, una relevante contaminación

por metales pesados (cobre, cadmio y zinc). Marcovecchio et al.

(1986 a) señalan niveles elevados de mercurio en los sedimentos de

Bahia Blanca, cuya concentración depende del tipo de sustrato,

materia orgánica asociada, y otros factores físicos, quimicos y

biológicos. También fueron encontradas elevadas concentraciones de

mercurio (por encima de las normas internacionales para consumo) en

tejidos del elasmobranquio HHHfilme hühmitti, que habita en aguas

del área geográfica mencionada (Marcovecchio et a1., 1986 b).

En 1a albúfera de Mar Chiquita, donde existe un conspicuo

cangrejal, se hicieron determinaciones de metales pesados (mercurio

y plomo), en organismos de distintos niveles tróficos, encontrándose
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una bioacumulación importante en U, uruguayerlsi._ï-, CJ. granulata y C).

anüuïñtu5 entre otras especies; los niveles de mercurio mostraron

una marcada correlación con el nivel trófico de los organismos,

indicando la existencia de un proceso de biomagnificación. En el

caso del plomo, sus niveles fueron mayores en las estructuras

calcificadas de los organismos analizados, comoser el caparazón de

Hrúnulfltm respecto de los niveles en músculo. Los valores

encontrados para todos los organismos excedían las normas

internacionales para consumo humano(Marcovecchio et a1., 1986 c).

En el estuario del Plata existen registros establecidos por el

grupo de Expertos 1973/1975 de las Naciones Unidas, inherentes a la

presencia de plaguicidas y otros contaminantes (Kuhnemann, 1977).

Entre los plaguicidas encontrados, se señala la presencia de

clorados, fosforados y herbicidas. La Bahia Samborombónse encuentra

en el sector externo del estuario, pudiendo recibir 1a influencia de

los afluentes principales que desembocanen el estuario (rios Paraná

y Uruguay), o bien aportes locales de rios y canales que desembocan

directamente en la Bahia Samborombón.

En cuanto a los afluentes principales, en el Paraná se ha

registrado tanto la presencia de insecticidas clorados como

fosforados, y si bien los primeros se detectaron con mayor

frecuencia, 1a concentración de fosforados fué superior (Lenardon et

61., 1987). Este dato está de acuerdo con el hecho, mencionado con

anterioridad, de la menorpersistencia en agua de los fosforados con

respecto a los clorados, pero también indica la existencia de picos

elevados de concentración de fosforados, causados por el lavado de

los campos tratados. En el caso del paratión, los picos de

concentración en agua se dan hacia fines Agosto y Septiembre, en
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coincidencia con el mayor caudal del Paraná en los meses de Invierno

y Primavera. Un patrón más estable de variación se observa en los

plaguicidas adsorbidos por los sedimentos en suspensión. Durante el

año 1982, se detectó paratión en sedimentos a concentraciones

sostenidas, entre 1.200 y 2.000 ng/g (1,2 a 2 partes por millón),

desde fines de Agosto hasta fines de Octubre. elevándose hacia un

pico de 20.370 ng/g en Febrero de 1983. Teniendo en cuenta las

concentraciones establecidas de plaguicidas, el caudal y el

transporte de sedimentos del rio a lo largo del año, el transporte

anual de los plaguicidas estudiados fué de 290 toneladas para el año

1982 (62 Z disuelto y 38 Z adsorbido a sedimentos) y de 310

toneladas para 1983 (28 Z disuelto y 72 Z absorbido) (Lenardon et

¿(1. , 1987).

Con respecto a los aportes locales de rios y canales que

desembocan en la Bahia Samborombón, el Salado es el más extenso de

todos ellos, y el que recibe mayor cantidad de tributarios. Nace en

la zona de Junin, y cruza en sentido N0-SE toda la Provincia de

Buenos Aires hasta desembocar en Samborombón; su área de drenaje se

encuentra en una de las zonas de explotación agricola más intensiva

del Pais (mas del 50 Z de la superficie sembrada; OEA, 1970) y

sometida en consecuencia a una considerable aplicación de

plaguicidas. Entre los tramos finales de los rios Salado y

Samborombón. se encuentra una zona algo más pobre en agricultura

(10-25 Z del área sembrada). Por otra parte. algunos de los canales

artificiales que desembocan también en la Bahia recorren zonas

cultivadas; por ejemplo el canal 1 que viene de Tandil, el 2 de

Maipú y el 9 con sus tributarios. desde las Flores y Azul (OEA.

1970). El caudal del Salado varia a lo largo del año, presentando
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picos en los meses de Invierno y un máximo en el mes de Noviembre.

Los demás cursos de agua mencionados muestran un patrón similar; los

valores absolutos varian de acuerdo al año y la zona donde se

realice la medición (de acuerdo a aforos tomados por 1a Dirección de

Hidráulica de la Provincia de BuenosAires; material oonsultable).

En un trabajo de reciente publicación, consistente en un

extenso monitoreo realizado sobre todo el estuario del Plata por el

Servicio de Hidrografía Naval de Argentina en colaboración con su

equivalente Uruguayo, se ha estudiado la presencia de numerosos

contaminantes. entre ellos plaguicidas organoclorados. Dentro de la

Bahia Samborombón, en las cercanias de la desembocadura del rio

Salado. se ha detectado la presencia de aldrin y DDT en

concentraciones mayores que los niveles permisibles o valores guia

para la cuenca del Plata (Comisión Administradora del Rio del Plata,

1990). Tales concentraciones fueron registradas durante la época de

mayor descarga de los rios Paraná y Uruguay, de modoque el aporte

de estos afluentes podria ser de importancia. Sin embargo, el hecho

de que sólo se hayan registrado a tales concentraciones cerca de la

desembocadura del Salado, indica que es más probable que el aporte

principal se realize en forma local por este último curso de agua.

Con respecto a los metales pesados, las muestras de sedimento

correspondientes a la Bahia Samborombón presentaron valores

inferiores de concentración con respecto al resto del estuario,

posiblemente por fenómenosde lixiviación o diferencias litológicas

(Comisión Administradora del Rio de la Plata, 1990).

De lo mencionado hasta el momento. interesan destacar dos

relaciones relevantes al tema en estudio:
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1) Hacia fines de Invierno y primavera, se da conjuntamente:

Una aplicación muy intensa de paratión y 2,4 D sobre numerosos

cultivos. Paralelamente se han notado picos de concentración (al

menos de paratión) en cursos de agua expuestos.

Un mayor caudal del estuario y sus afluentes (Paraná

principalmente), asi comode los otros rios que llegan a Samborombón

(Salado, por ejemplo).

—El comienzo de la época reproductiva de los crustáceos en estudio,

en especial de U. Urmnulata, que comienza a reproducirse en

Septiembre-Octubre.

2) La marcada tendencia de los plaguicidas en general (y entre ellos

los dos estudiados) a adsorberse y aumentar su persistencia en

sedimentos, y por otro lado 1a composición basicamente sedimentaria

del cangrejal, donde los cangrejos tienen su microambiente peculiar

e incluso ingieren el sedimento comoparte importante de su dieta,

dadas sus caractereristicas detritivoras. La captación de
plaguicidas y otros contaminantes desde el sedimento, ha sido

reportada para otras especies de cangrejos (Bryan, 1979; Nimmo et

61., 1971; Odumel a1., 1969).

6) EFECTOS SOBRE ORGANISMOS ACUATICOS

Algunosejemplos son ilustrativos de la toxicidad letal de los

plaguicidas en el ambiente acuático: Nimmo (1979) cita trabajos

realizados en EEUU, que determinaron que el 7,8 Z de los peces

muertos por causa "no natural" durante nueve años consecutivos

(1963-1972) en las aguas nacionales, se debió a operaciones

agronómicas, de los cuáles el 64,9 Z murió debido a plaguicidas;

cabe señalar, además, que el 37 Z de los peces muertos ocurrió en

aguas estuarinas. En la zona de Quebec, la aplicación por "spray" de
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DDT al comienzo de la década del '50, causó una mortalidad de

juveniles de salmón en el área, del 50 al 98 Z (Trites, 1972). La

aplicación aérea de malatión en los pantanos de Texas en 1971,

provocó una mortalidad del 14 al 80 z en camarones de interés

comercial (Bookhout y Monroe, 1977).

También han sido registrados y estudiados numerosos efectos

subletales de plaguicidas sobre organismos acuáticos. tanto en el
ambiente natural como en laboratorio. Dichos efectos han sido

evaluados a distintos niveles, contemplandolos siguientes aspectos

(APHAPt aï., 1976; FAO. 1981; EIFAC, 1983):

- Bioquímico (interferencia con enzimas y otras sustancias

necesarias para el metabolismo)

- Histológico (patologías en diversos tejidos y órganos)

Fisiológico (tasa respiratoria y cardíaca, osmoregulación)

—de Crecimiento (relacionado con la productividad de la especie)

- Reproductivo (sobre todos los eventos relacionados a la

reproducción, incluyendo la supervivencia de los estadios más

sensibles del ciclo de vida). Se considera oportuno consignar a

continuación algunos ejemplos de los efectos que los plaguicidas

pueden ocasionar al proceso reproductivo de organimos acuáticos,

tema vinculado con el problema estudiado.

Se ha observado un descenso en la fecundidad de crustáceos por

acción de plaguicidas. El DDTreduce en Hrtemía sp. el número de

huevos fecundados. posiblemente por debilitamiento somático de las

hembras (Grosch, 1967). El mismo plaguicida se acumula en el saco

vitelino de salmón y trucha, intoxicando a las larvas cuando éstas

consumenel vitelo (Allison, 1963). Davis (1972) cita: a) cambios en
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el comportamiento de apareamiento del pez dorado sometido a

distintos plaguicidas; b) disminución en la eclosión de Channd

Nu y mayor tiempo de desarrollo embrionario con exposición a

DDVP(un plaguicida organofosforado); c) fragilidad en la cáscara de

huevos de faisanes por acción del DDT,por probable acción sobre la

anhidrasa carbónica de la glándula del oviducto que forma la

cáscara. Por otra parte, el mismoautor ha observado una disminución

en la eclosión de larvas de ostras y almejas por acción de los

plaguicidas lindano y gutión (Davis, 1961). La freza de Lepomis

macruchirufi presenta una mayor sensibilidad al malatión, respecto a

los adultos (Eaton, 1970). Parker (1982) presenta una revisión de

efectos crónicos de plaguicidas sobre peces. En lo referente a

reproducción, cita los siguientes: inhibición del desove, descenso

en el porcentaje de ovocitos maduros (con fenitrotión, un fosforado)

y atresias foliculares. También cita efectos de herbicidas

(incluyendo el éster butilico del 2,4 D). que retardan el desarrollo

de alevinos, producen cambios comportamentales. pérdida de

equilibrio y disminución de la tasa de alimentación.

Por otra parte, según se sabe, los plaguicidas pueden

perjudicar a los ecosistemas, considerados comounidades ecológicas

de estudio. Se han descripto fenómenos como: disminución de la

diversidad especifica, alteración del proceso de sucesión del

ecosistema, alteración de la relación predador-presa (afectando por

ejemplo las reacciones de escape de la presa), alteración de la

estructura poblacional de distintas especies (por sensibilidad
diferencial de los diversos estadios del ciclo de vida), selección

de genotipos mas resistentes y serios desequilibrios de las redes

tróficas (Margaleff, 1980; Levin el a1., 1984).
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En el caso particular de los herbicidas sobre ecosistemas

acuáticos, se han descripto no sólo efectos perjudiciales directos.

comoser reducción del oxigeno disuelto en agua y aumento del tenor

de dióxido de carbono (debido a la inhibición de la fotosíntesis

sobre fitoplancton y macrofitas y al aumento del metabolismo

aeróbico bacteriano) sino también indirectos, por ejemplo desbalance

02-C02 debido al aumento de materia orgánica en suspensión por
muerte y descomposición de productores, lo que además deja sin el

sustrato adecuado a las especies animales (insectos, caracoles y

peces) que habitan o se reproducen utilizando las macrofitas

(Brooker y Edwards, 1975; Newbold, 1977).

7) OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

* OBJETIVOS GENERALES

De acuerdo a lo señalado en las secciones precedentes, se ha

considerado de sumointerés determinar. con un criterio preventivo,

las concentraciones de los plaguicidas examinados que producen

efectos letales y subletales sobre distintos estadios del ciclo de
vida de los crustáceos U. Leruguayensis y C. gr‘anulata; poniendo

especial énfasis en el análisis del eventual perjuicio sobre los
eventos relacionados con factores reproductivos. El objetivo general

ha sido, por un lado, el de contar con resultados fehacientes y

útiles para la preservación de las especies de cangrejos estudiadas

y de otras relacionadas (como las variadas especies de peces de

interés comercial que viven en la zona de Samborombón)y, por otra

parte, evaluar la naturaleza del daño causado, comoaporte útil para

profundizar el conocimiento de la toxicidad de plaguicidas sobre un

grupo animal relativamente poco considerado en la literatura

pertinente. comoes el de los crustáceos.
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Como marco de referencia general, se tuvieron en cuenta las

recomendaciones de los organismos internacionales competentes en

cuanto a estudios integrales de toxicidad de agentes contaminantes

para las especies silvestres (FAO, 1981; APHAet a1., 1976). Fueron

delimitados dos niveles de estudio:

1) Determinación de las concentraciones letales. Estas se realizaron

con ejemplares mantenidos tanto en condiciones de exposición aguda

(96 hs) comoen condiciones de exposición crónica (4 semanas), de

modo de reproducir en condiciones controladas de laboratorio dos

posibles situaciones que pueden darse en el ambiente; esto es, o una

descarga súbita, concentrada y no sostenida de plaguicidas, o bien

una descarga basal o residual de plaguicidas, mantenida a lo largo

del tiempo. Este esquema de trabajo otorga a los resultados

obtenidos un sustancial significado ecotoxicológico, si bien con las

limitaciones propias que imponenlas condiciones de laboratorio (en

la extrapolación hacia condiciones naturales). Por otra parte, este
nivel de análisis permite:

* Estimar el rango de concentraciones, en función de las cuáles

puedenestudiarse diversos efectos de naturaleza subletal.

* Contribuir en el establecimiento de concentraciones de seguridad,

que no deben superarse en el ambiente acuático para garantizar la

supervivencia de los especies que lo habitan.

2) Determinación de las concentraciones y efectos subletales. Al

desarrollar este aspecto. se realizan aportes para:

* Establecer concentraciones de seguridad que garanticen la

supervivencia de las especies en estudio. Por debajo de las
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concentraciones letales, se determinará con mayor precisión y

profundidad el riesgo potencial de concentraciones que pueden

perjudicar seriamente la supervivencia de la especie al efectar

procesos comoel reproductivo.

* Aumentarel conocimiento inherente al tipo de efectos subletales

que causan los plaguicidas en estudio, sobre un grupo de organismos

que ha sido relativamente poco estudiado al respecto.

* OBJETIVOS ESPECIFICOS

En la tabla 2 se consignan esquemáticamente los dos niveles de

análisis que han sido definidos, en relación a los distintos

estadios del ciclo de vida de las dos especies de crustáceos
estudiadas.

Tabla 2. Esquemadel Plan de trabajo. Todos los efectos letales y

subletales fueron estimados para cada uno de los plaguicidas.

MIKEL; LEIAL SLLBLEIAL
ESTADIO Efectos sobre:

* Conc. letales agudas * Metabolismo (consumo de 0 ­
ADULTO exposición aguda y crónica)

* Conc. letales crónicas
* Maduración gonadal durante

época reproductiva.
* Incubación del desove

por hembras ovigeras
JUVENIL * Conc. letales agudas

* Conc. letales crónicas

LARVAL * Conc. letales agudas * Desarrollo embrionario
sobre zoea I (efectos teratogénicos)

* Eclosión larval
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Especificaciones:

Adultos

filial LeLalz Se determinó, bajo exposición aguda y crónica, la

concentración letal 50 (CLSÜ: concentración en la que muere el 50 Z

de los organismos mantenidos en condiciones de ensayo experimental),

para los adultos de ambas especies con cada plaguicida. En

se conceptuó además al sexo como factor de análisis,

dado el marcado dimorfismo sexual de esta especie. En C. granulatd

se realizaron ensayos adicionales para evaluar la eventual

diferencia en la resistencia de ejemplares provenientes de distintas

zonas del cangrejal.

Nivel subletnl: Se utilizaron sólo adultos de C. granuldta, que se

manifestó como la especie más apta para el trabajo experimental; sus

caracteristicas reproductivas facilitaron el estudio, dado que dicha
especie pudo ser facilmente mantenida en laboratorio. lográndose

desde el apareamiento hasta la eclosión larval. La otra especie no

mostró una respuesta similar a lo largo de los ensayos previos

realizados (anexo 2).

El estudio sobre consumo de oxigeno se abordó con la idea de

estimar tanto el desbalance causado por ambos plaguicidas a un

indicador global del metabolismo, como para relacionar el

desequilibrio energético producido con el resultado de las

investigaciones sobre reproducción.

En relación al aspecto reproductivo, se estimaron las

concentraciones que afectan al potencial reproductivo,

principalmente en términos del perjuicio ocasionado al desarrollo

gonadal, la incubación du los huevos desovados y la eclosión larval,
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Jetermínandose además la naturaleza del daño causado.

Juveniles

Se utilizó sólo a la especie FJ Ul¿ 'dífl, por las razones ya

mencionadas. Para los juveniles de esta especie, se estimaron las

CLSO aguda y crónica de cada plaguicida. Dado el excelente modelo

experimental que representan los juveniles de crustáceos para el

estudio del proceso de muda y sus factores modificantes, la

evaluación de los efectos subletales de los plaguicidas estudiados

sobre este prooeso, se ha considerado como un tema de interés a

encarase en una etapa ulLeriur, dada su especial problemática.

Larvas

fliMfil letaL: la concentración letal (CLSO)de cada plaguicida para

el primer estadío del desarrollo larval (zoea I), se determinó en

forma aguda solamente, dada la corta duración de ese estadío

(Boschi, 1987). Se estudió además la posibilidad de realizar una

exposición a plaguicidas sobre todo el desarrollo larval, según se
comenta en el anexo 3.

nivel suhlgtgl: Se analizaron larvas eclosionadas de huevos

fertilizados que habían sufrido un tratamiento previo con cada

plaguicida; se evaluaron tanto los efectos sobre la magnitud de la

eclosión, como los eventuales efectos teratogénicos que pudiesen

sufrir las larvas durante el desarrollo embrionario. Estos

resultados complementan los obtenidos para los adultos en el ítem

reproductivo, ayudandoa establecer las concentraciones y efectos

perjudiciales de ambos plaguicidas para la supervivencia de la

especie en estudio.
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METODOLOGIA

CONDICIONES GENERALES DE EXPERIMENTACION

Se considera oportuno describir en primer término las

condiciones de laboratorio bajo las cuáles se han desarrollado los

distintos experimentos, asi comolos materiales, reactivos y equipo

utilizados en 1a realización de todos los ensayos. La elección de

materiales y condiciones ha seguido los lineamientos recomendados

por las entidades internacionales competentes (APHAei al., 1978;

Ward y Parrish. 1882), en relación al trabajo con plaguicidas. Los

detalles o las eventuales alteraciones de este patrón general, serán

especificados más adelante para cada ensayo en particular.

Sala

Se trabajó en dependencias del Bioterio Central de la Facultad

de Ciencias Exactas y Naturales, UBA.La sala utilizada (11,25 m2)

fué provista con una mesa de fondo negro, en la que se ubicaron las

peceras y recipientes para los experimentos. En otro sector de la

sala se ubicaron mesadas aptas para realizar el trabajo de

preparación de diluciones, agua salina. montaje de instrumental,

etc. Se dispuso de una pileta con toma de agua corriente, para los

bioensayos y para la limpieza del material.

Tanto el fotoperiodo como la temperatura ambiente fueron

controlados durante las etapas experimentales. Para mantener el

fotoperiodo, se instaló un “timer” que regulase en forma

preestablecida el encendido y apagado de la iluminación general de

la sala, consistente en cuatro tubos fluorescentes (40 H de potencia

cada uno). Se reprodujo la duración del fotoperiodo natural de la
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época del año en que se realizó cada ensayo. Para mantener la

temperatura estable, las mismascondiciones adiabáticas de la sala

(tapizada por dentro de material térmicamente aislante) fueron

suficientes para mantener la temperatura deseada durante los meses

de otoño e invierno. Para las experiencias desarrolladas durante el

verano, se recurrió a una sala próxima, de características

similares, provista Icon un equipo termostatizado de aire
acondicionado.

Materiales

Para la realización de los bioensayos. se contó con peceras y

recipientes de vidrio de distintos tamaños. Las peceras fueron

construidas a la medida deseada de 40 X 30 cm de base, y 20 cm de

alto, y se utilizaron para los ensayos con los adultos de la especie

Se construyeron 18 de estas unidades, valiéndose de

una matriz de madera con guías de aluminio diseñada por el Lic.

Rubén Dezi (Fisiología Animal Comparada, F.C.E. y N.) que facilitó

enormemente el armado de las mencionadas peceras. Para fijar y

sellar los vidrios entre sí, se utilizó caucho siliconado (marca
comercial Silastic).

Además fueron adquiridos: 16 frascos de vidrio de 2 1 de

capacidad y fondo plano de 14 cm de diámetro y 24 frascos de vidrio

de 1 l de capacidad y fondo plano de 12 cm de diámetro, ambos se

utilizaron para los adultos de la especie Um 'anis y para los

juveniles de W Para los bioensayos con larvas de esta

última especie, se adquirieron 74 frascos de 200 m1, con fondo plano

y boca de B y 7 cm de diámetro respectivamente. Se eligieron frascos

de forma cónica. para favorecer una mejor visualización de las

larvas.
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También se utilizaron otros materiales de laboratorio, como

probetas, pipetas, erlenmeyers, balones, bidones, reactivos quimicos

y otros que se especificaran oportunamente.

Agua de dilución

Definida (APHA u] . 1976) como el agua contenida en todos

los recipientes o peceras donde se distribuyen los ejemplares para

el bioensayo, y que recibe distintas cantidades de tóxico, según 1a

concentración final que se desee obtener.

Adultos 1 Juveniles. Tanto para los adultos como para los

juveniles, se utilizó agua corriente declorinizada, a 1a que se

agregaron sales para obtener agua de mar artificial, con una

salinidad de 12 partes por mil (g/l). El agua corriente (dureza: 80

mg/l como equivalentes de CaCO3,datos de Obras Sanitarias de la
Nación) se mantuvo estacionada en bidones por lo menos 48 hs antes

de comenzar cada ensayo, a fin de declorinizarla. Otros datos sobre

el agua de dilución (pH, temperatura) se especifican más adelante

para cada ensayo en particular.

La salinidad elegida (12 Z.) corresponde a los valores

promedios medidos para la zona de muestreo. Las sales utilizadas en

los ensayos con adultos y juveniles fueron de origen nacional,

comercializadas para acuarismo (marca comercial "Océano"). Su

composición se ajusta a lo especificado en la tabla 3.

—Larlns. Se probaron diversas calidades de agua para asegurar la

supervivencia de las larvas de Uwgranulafa. eligiéndose finalmente

agua destilada en destilador automático con el agregado de sales

importadas para agua de mar sintética (Marca comercial “Marine Hix“.
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Tabla 3. Composición de la mezcla de sales utilizada en los ensayos

con adultos y juveniles. Se refieren las cantidades relativas a 100

l de agua de mar artificial (salinidad: 35 2.).

NaCl 2765 g KB 10.2 g
HgSO4.7 H20 706 g Na C03 3.5 g
HgC12.8 H20 518 g H3 03 2.6 g
CaC12.2 “20 154 g SrC12.6 H20 2.5 g
KCl 68.7 g KF 0.4 g
NaHCO3 14.3 g KI 0.01 g

HH, Alemania Federal), a 30 Z. de salinidad. Tales condiciones

fueron determinadas como las más adecuadas para la supervivencia

larval (anexo 3).

En todos los bioensayos realizados, la salinidad fué chequeada

cada vez que se preparó el agua de dilución. mediante el método

hidrométrico (APHAet al», 1976), utilizándose un densimetro de

gravedad específica de precisión 1 0.001. El pH fué medido con papel

indicador Merck, de precisión i 0,5 y la temperatura con termómetro

de mercurio de precisión i 0,5 °C.

Plaguicidas

Se obtuvieron en calidad de donación:

* Etil-paratión (0,0—dietil-O-p-nitrofenilfosforotioato), provisto
por Compañia Quimica S.A.

* 2,4 D-éster isobutílico (éster isobutílico del ácido 2,4

díclorofenóxiacétíco), provisto por Sintesis QuímicaS.A.

Ambosproductos fueron donados en grado técnico, con una pureza

declarada del 99 Z; con estas muestras se preparararon además

soluciones estándar para cromatografía gas-líquido, confirmándose su

alto grado de pureza (anexo 1).
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El agregado de los plaguicidas al agua de dilución no se

realizó directamente, debido a que ambos plaguicidas son muy poco

solubles en agua, y a que se hubiese necesitado medir cantidades a

veces extremadamente pequeñas para lograr la concentración deseada

en el recipiente o pecera. Se trabajó por lo tanto con soluciones

“stock”, mezclando previamente al plaguicida con un emulsionante

(también llamado solvente o "carrier”) y con agua destilada. De este

modo se consiguió una buena emulsión previa del plaguicida, y una

dilución adecuada de la que se pudieron tomar alícuotas fácilmente

medibles para mezclar con el agua de dilución. Las concentraciones

nominales asi obtenidas fueron también medidas a partir de un

proceso de extracción y análisis por cromatografía gas-liquido, que

se detalla aparte (anexo 1).

Comoemulsionante, se utilizó pentaetilen-nonilfenolato, donado

por Oleosol S.A, que se usa habitualmente para las formulaciones de

plaguicidas de venta libre. Ensayos previos demostraron que este

emulsionante favorece una mejor emulsión de ambos plaguicidas y

posee una toxicidad relativa menor para las especies en estudio, que

la acetona y el etanol. emulsionantes o solventes tradicionalmente

recomendados para los trabajos experimentales con plaguicidas (APHA

51., 1976; Hard y Parrish, 1982). Dado que ambos plaguicidas en

grado técnico son liquidos, para preparar las soluciones stock se

midieron volumenes adecuados a fin de contar con la masa deseada,

teniendo en cuenta la densidad respectiva (1,265 g/ml para paratión;

1,235 g/ml para 2,4 D; a 15 °C). Se utilizaron micropipetas

automáticas de rango variable (marca "Socorex") para volumenes

menores a 1 m1, y pipetas de vidrio para volúmenes mayores. Luego de

colocado el plaguicida en un erlenmeyer o matraz limpio y seco, se



agregó e] emulsionante en proporción 1:1 (v/v), y luego el agua

destilada hasta lograr la dilución deseada, agitando fuertemente a

fin de lograr una buena emulsión. Las soluciones stock se prepararon

como máximo 2 hs unLuu dt 5er utilizadas.

Chaoagente detoxificante, se usó hipoclorito de sodio en altas

concentraciones, tanto para el agua contaminada de las peceras,

luego de terminado cada ensayo, comopara el material de vidrio en

contacto con los plaguicidas. Se dejó actuar al oxidante durante 3

días comominimo, procediéndose luego a lavar el material de vidrio

(incluyendo peceras y recipientes) con detergente neutro y agua

caliente. repetidas veces. Comoelementos de seguridad personales

durante la tarea de manipuleode los plaguicidas, se utilizaron

guantes de goma, guardapolvo y barbijo, renovando permanentemente el

aire de la sala con ventilador. Estas precauciones se extremaron en

el cano del paratión, contándose además con las drogas que el

operador debe inyectarse ante una intoxicación accidental con tal

plaguicida, estas son, sulfato de atropina al 0,1 Z y el antídoto

especifico (Contratión).

Conducción de los bíoensayos

Se han seguido los lineamientos recomendados para el desarrollo

de bioensayos toxicológicos (APHAH5 mIr, 1976; Hard y Parrish,

1982). En todos los casos. el tipo de ensayo realizado fué estático

con renovación ("renewal test”), lo que implicó renovar todas las

concentraciones y controles con una determinada frecuencia. que

varió según las caracteristicas de cada ensayo. Como pautas

generales y comunes para todos los ensayos cabe mencionar:
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* e fijaron rutinas estándar respecto del horario de recambio deU)

las soluciones, asi como de los horarios de medición de las

variables involucradas en cada experimento.

* El volumen de agua colocado en las peceras o recipientes, fué

calculado de tal manera que cubriese apenas la altura de los

ejemplares en ensayo, para el caso de los adultos y juveniles, pero

sin impedir su acceso al aire. De esta manera se permitió que los

ejemplares pudiesen realizar respiración aérea o acuática; cabe

señalar que estos cangrejos intertidales verifican diariamente ambos

tipos de respiración en su ambiente natural. Durante los ensayos con

hembras ovigeras y larvas se mantuvieron completamente sumergidos a

los ejemplares, imitando también la situación natural y guiándose

por los resultados de ensayos previos (anexos 2 y 3)

* Se utilizaron dos tipos de controles: ejemplares mantenidos en a)

agua de dilución utilizada para todos los tratamientos, y b) en

solvente, es decir en agua de dilución más el agregado del

emulsionante utilizado, en cantidad tal de reproducir la máxima

concentración de emulsionante presente en los grupos tratados con

plaguicida. En algunos ensayos (según se especifica oportunamente)

se utilizaron dos o más controles de solvente, correspondientes a

las mayores concentraciones de plaguicida.

* Los bioensayos de toxicidad letal aguda comprendieron 98 hs de

duración, y los de letalidad crónica 4 semanas. Para establecer las

series de concentraciones a utilizarse en los ensayos agudos, se

realizaron previamente ensayos piloto exploratorios ("range finding
test"), de modode conseguir efectos letales a las 24 hs, y contar

también con por lo menos alguna concentración sin efectos letales a

las 98 hs. Los rangos de concentraciones para los ensayos subletales
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y de letalidad crónica, se establecieron en base a los valores de

CL50 de los ensayos letales agudos, según se especifica más
adelante.

Ejemplares utilizados

Con respecto a las caracteristicas y manejo de los ejemplares

adultos y juveniles utilizados, cabe puntualizar que:

* El criterio de clasificación de ejemplares en adultos y juveniles

fué el siguiente:

1) Adultos. Los sexos se distinguen claramente a simple vista, por

poseer los machos quelipedos notoriamente más grandes (o uno sólo de

ellos hipertrofiado, en el caso de Um uruguayensis) y pleon

sensiblemente más angosto, con respecto a las hembras adultas que

poseen quelipedos más reducidos y un pleon cuyo ancho cubre la

distancia existente entre las articulaciones de las patas de ambos
laterales.

2) ingeniles. Se distinguen de los adultos por su menor tamaño y por

no poseer dimorfismo sexual respecto de los caracteres mencionados

(quelípedos reducidos y pleon de ancho intermedio entre machos y

hembras adultos).

Datos previos sobre la talla de madurez sexual en U« grmnuists

(Zagarese y Gómez, 1982) refieren, para los machos, un valor de

largo de caparazón de 9,4 mmy de largo del primer pleópodo de 4,1

mm; y para las hembras un valor de 12,6 mmde largo de caparazón y

de 7 a 9 mmde ancho de abdomen. Los adultos utilizados para todos

los experimentos, y elegidos según el criterio arriba mencionado,

han presentado valores morfómetricos siempre superiores a los
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referidos, ubicándose, por otra parte, dentro del rango de peso de

cangrejos adultos de la mismaespecie utilizados por otros autores

(Brunner y Maldonado, 1988), mientras que los ejemplares juveniles

utilizados, estuvieron por debajo de tales valores morfométricos. Un

hecho similar cabe destacar para HH rusia, de acuerdo a otros

trabajos efectuados en esa especie (Lucchi et. al, 1983).

* Tanto los adultos como los juveniles utilizados para los

bioensayos, se encontraban en el estadio de intermuda, o C4 según

Drach y Tchernigovtzeff (1987), identificable macroscopicamente por

la dureza relativamente mayor del caparazón y la coloración oscura,

en relación a los estadios de pre y postmuda.

* En el ambiente natural, se los muestreo en forma aleatoria,

descartando luego aquellos ejemplares que presentasen pérdida de
miembros u otras anomalías.

* El traslado al laboratorio se efectuó en cajones plásticos (de los

utilizados para comercializar pescado) conteniendo agua de la zona y

con acceso a respiración aérea.

* En el laboratorio, se los mantuvo en aclimatación durante dos

semanas, previamente a los experimentos (con excepción de las

hembras ovígeras y larvas, que se utilizaron inmediatamente después

de su traslado y eclosión, respectivamente). Para esto, se habilitó

una zona del Bioterio Central donde se colocaron peceras de vidrio

(80 X 70 cm de base, y 40 cmde altura). con agua salina artificial,

a la mismasalinidad a utilizarse posteriormente en los bioensayos.

Durante este periodo de aclimatación, los ejemplares fueron

alimentados dos veces por semana con alimento balanceado para conejo



(con alto porcentaje en fibras vegetales y que demostró tener una

buena aceptación) suplementado con carne vacuna y vísceras de pollo.

Esta etapa de aclimatación permitió además descartar a los

ejemplares afectados por un eventual estrés causado por el muestreo

y viaje. La mortalidad en esta etapa de cautiverio no superó el 10

X, estabilizándose hacia su término.

* Los ejemplares fueron elegidos al azar para los distintos

tratamientos de cada ensayo. Se estímaron las medidas morfométricas

y/o peso total, utilizando a los cangrejos de los grupos control.

Estas mediciones se efectuaron a1 finalizar el experimento, para

reducir a un minimo el manipuleo previo de los ejemplares. Como

medida morfométrica representativa, se tomó el ancho del caparazón,

por detrás de la tercera espina cefalotoráxica, con calibre de

precisión i 0,05 mm;midiéndose el peso con balanza de precisión 1

0,01 g.

* Durante los ensayos agudos no se alimentaron los ejemplares.

según lo recomienda APHAHi al. (1976). Por el contrario, durante

los ensayos crónicos si se suministró alimentación (alimento

balanceado para conejo), durante la noche anterior al cambio de agua

de las peceras y recipientes, que se efectuó dos veces por semana.

* El manejo de hembras ovígeras y larvas se específica en la sección

correspondiente.

ENSAYOS REALIZADOS

A los fines de la descripción metodológica, y de la enumeración

de los resultados, se seguira el orden y código que se indica más

abajo, señalándose también la especie analizada en cada caso.
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A) ENSAYOS DE TOXICIDAD LETAL ESPECIE ESTUDIADA

A.1) AGUDOS

A.1.1) EN ADULTOS U granulnta y U.

A.1.2) EN JUVENILES “¡anulata

A.1.3) EN LARVAS granulata (zoea I)

A.2) CRONICOS

A.2.1) EN ADULTOS granujaïa y U. nrugnqyunsls

A.2.2) EN JUVENILES urauulata

B) ENSAYOS DE TOXICIDAD SUBLETAL

B.1) EN EL CONSUMODE OXIGENO C unuiata

8.1.1) AGUDOS

8.1.2) CRONICOS

8.2) EN EL DESARROLLO GONADAL idem

8.3) EN LA INCUBACION DE HUEVOS idem

8.4) EN LA ECLOSION LARVAL idem

A) ENSAYOS DE TOXICIDAD LETAL

A.1.1) ENSAYOS DE TOXICIDAD LETAL AGUDA EN ADULTOS

Objetivos:

* Estimar la CLSÜpara los adultos de uruguayenbïb sometidos

durante 98 hs a cada uno de los plaguicidas, comparando entre sexos

los valores obtenidos. Al respecto, se consideró oportuno elegir a

esta especie como modelo, debido a su marcado dimorfísmo sexual

(Crane. 1975).

* Estimar la CLSÜpara los adultos de P qranulfila sometidos durante

96 hs a cada uno de los plaguicidas. En esta especie se compararon

ademas los valores de CLSOentre lotes provenientes de distintas

53



zonas del cangrejal.

Muestreo: los ejemplares adultos (machos y hembras) de

fueron recolectados en la playa del Faro San Antonio

(extremo sur de la Bahia Samborombón) en el mes de Septiembre de

1988. Los ejemplares adultos machos de W. grdhulmta se muestrearon

tanto en la zona mencionada, como en la desembocadura del Rio

Salado, unos 100 km más al norte.

Animales utilizados: los pesos y anchos del caparazón se resumen en

tabla 4.

Tabla 4. Peso promedio (g) y ancho de caparazón promedio (mm) de los

ejemplares adultos utilizados en los ensayos de toxicidad letal

aguda. D.S.: desviación estándar. n: tamaño de la muestra medida.

ESPECIE / PESE ÉROHEDIO ANCEB BE CAPARAZON
LOCALIDAD-SEXO i D.S. PROMEDIO 1 D.S.

g;;““¡msfi .mw “nm__m_u_mmlm

Faro S. Antonio-machos 17.71 1 2.52 29.97 i 1.38 19

Rio Salado-machos 19 11 i 3.78 30.85 1 1.97 19

Faro S. Antonio-machos 0.76 i 0.33 10.23 i 1.53 20

Faro S. Antonio-hembras 0.45 i 0.18 10.31 i 1.04 20

Análisis de residuos: Con el fin de reconocer la eventual presencia

de residuos de los plaguicidas estudiados, en los ejemplares

muestreados para los bioensayos. se selecionaron al azar 5

ejemplares de la especie de mayor tamaño, granulakfi,

procediéndose a realizar una disección de sus hepatopáncreas y

posterior análisis según se detalla en el anexo 1.



Condiciones experimentales:

- AMBIEHIALEÁ

Salinidad: 12 i 1 Z.

ou: 7 i 0,5

lamparatura ambiente: 21 i 1 °C

Iemneratura del agua: 20 i 1 °C

Egtggerigdo: 10 hs luz 14 hs oscuridad. Lámparas incandescentes.

- TECNICAS

Eggfimhigde agua: cada 24 hs para paratión; cada 48 hs para 2,4 D.

Enlúmen de aguaLIeeiuiente: 3 l para “a 'ïía. 150 m1 para “­

W: una por sexo para U. iff'HfiLiayÉ-H'száISS,dos para (Í. grarn:1.a¿s—

paratión y una para urann1a¿a—2,4D, por cada lote de distinta

localidad.

n: de ejemplares L concentracion L réplica: 10 excepto en U«

fue; -2,4 D (8 en tratados. 10 en controles) y C. granulata­

2,4 D (9)

Concentraciones 1 controles: tabla 5.

Mediciones: se registró el número de ejemplares muertos a las 24,

48, 72 y 96 hs de haber comenzado cada ensayo, retirándolos del

recipiente respectivo. El criterio para establecer la muerte de un
ejemplar fué la ausencia total de movimiento al ser estimulado

suavemente con una varilla de vidrio, comprobandose luego una

completa laxitud en los quelípedos y una falta absoluta de respuesta
al ser estimulados los ojos mecanicamente.
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Tabla 5. Series de concentraciones y número total de ejemplares

adultos utilizados (N) en los ensayos de toxicidad letal aguda.

ESPECIE / CONC. SL. CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES N
PLAGUICIDA STOCK DE PLAGUICIDA CONTROL SOLVENTE

Paratión lO g/l O,25—O,5-l-2-4-8 mg/l 8,40 pl/l 320

2,4 D lOO g/l 1000-1580-2510­
3980-8310-10000 mg/l 8,10 ml/l 144

Paratión 0,01 g/l 4-8-18-32-84-128-256 pg/l 0,80 ul/l 180

2,4 D lO g/l 12.5-25—50—100-200-4OOmg/l 0,32 ml/l 136

Análisis de datos: los valores de CLSÜ con sus respectivos

intervalos de confianza al 95 Z se estimaron mediante el método

iterativo de los "probít" (Finney, 1971), a través de un programa en

lenguaje BASICdesarrollado especialmente. adaptado de otro programa

previo suministrado por el Lic. RománCinto en el curso "Métodos

estadízLÉüos en Valoración Biológica" (F.C.E.y N./UBA-Instituto

Nacional de Farmacología y Bromatología, 1985). Entre otras

modificaciones, se incorporó la corrección de Abbot (Finney, 1971)

para mortalidad en controles. Cuando el método probit no fué capaz

de estimar la CLSOluego de 100 iteraciones sucesivas, se utilizó el

método gráfico de Líchfield y Wilcoxon (Granmo y Lasstuvold, 1978).

que fue algoritmízado y estructurado como vía de análisis

alternativa dentro del programa mencionadoanLeriormente.

La comparación eque pares de CL50, se evaluó mediante el

cociente CL50 mayor / CLSÜ menor, existiendo diferencias

estadísticamente significativas cuando tal estadístico fué mayorque

el correspondiente valor crítico dado por APHASi 31‘ (1978).



A.1.2) ENSAYOS DE TOXlClDAD LETAL AGUDA EN JUVENILES

Objetivo: estimar la CL50 para los juveniles de ürmuüldá

sometidos durante 98 hs a cada uno de los plaguicidas utilizados.

Muestreo: los cangrejos se recolectaron en la playa del Faro San

Antonio, en Marzo de 1989.

Animales utilizados: el ancho del caparazón promedio fué de 10,94 i

1,27 mm(n=18).

Condiciones experimentales:

Qu: 7 1 0,5

TeerLaLuna ambienLe: 22 i 1 °C

IsmaennLuLa del agua: 21 1 1 °C

EQLngnigdg: 12 hs luz 12 hs oscuridad. Tubos fluorescentes.

- IEQfllQAfi

Recambio de agua: cada 24 hs para ambos plaguicidas.

Xolúmen de agnnLLegigienLe: 150 m1

Rágligns: dos para cada plaguicida

fl: de eiemalanes L concenLLagián L réplica: 9

CongenLLngiones 1 conLLoles: tabla 8.

Mediciones: idem A 1.1)

Análisis de datos: idem A.1.1)
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Tabla 6. Series de concentraciones y número total de ejemplares

juveniles utilizados (N) en los ensayos de toxicidad letal aguda.

CONC. SL. CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES N
PLAGUICIDA STOCK DE PLAGUICIDA CONTROL SOLVENTE

Paratión 0,05 g/l 0,05-Ü,1-O,2—O,4-O,8- 1,3 pl/l 144
1,8 mg/l

2.4 D 100 g/l 200-400-800-1600-3200- 5,2 ml/l 144
8400 mg/l

A.1.3) ENSAYOS DE TOXICIDAD LETAL AGUDA EN LARVAS

Objetivo: estimar la CLbOpara el primer estadío larval (zoea l) de

'fiwHiwíwsometido durante 96 hs a cada plaguicida.

Muestreo: las larvas se obtuvieron a partir de hembras ovigeras

muestreadas en la playa del Faro San Antonio, en Marzo de 1988.

Animales utilizados: una vez en el laboratorio, se mantuvieron a las

hembras ovigeras a 30 Z. de salinidad (sales "Océano"), 20 °C y

aireación continua hasta la eclosión de las larvas. Para los

bioensayos, se seleccionaron larvas recién eclosionadas, de un

"pool" de tres hembras, tomando aquellas con marcado fototaxismo

positivo, indice de actividad normal. En todo momento, las larvas se

manipulearon con pipeta de vidrio de 25 ml, provista de una

propipeta. Dada la gran concentración de larvas en la muestra

inicial, se realizó una primera dilución en erlenmeyer de 500 ml,

con el agua de dilución a usarse en los bioensayos (ver sección

correspondiente) y llevando gradualmente (durante 1 o 2 hs) la

temperatura hacia 15 °C, a fin de aolimatar las larvas a las

condiciones de ensayo.



Condiciones experimentales:

EH:710,5

Iemgaratura ambiente: 25 1 1 °C

Iamaaratura del agua: 15 i 1 °C.

Egtggfinigdg: 10 hs luz 14 hs oscuridad. Tubos fluorescentes.

Estas condiciones. asi como las referidas al recambio de agua y

alimentación. fueron establecidas mediante los ensayos previos

descriptos en el anexo 3. La temperatura fué mantenida mediante un

baño de agua refrigerado con un enfríador a serpentina marca “Cole

Palmer“ (gentileza Instituto Antártico Argentino), al cual se le

acopló un termostato con un rango de corte (encendido-apagado) de

1°C. En ese baño, de 150 l de agua. se ubicaron sobre un andamiaje

especial todos los frascos con larvas, cuidando de que el nivel de

agua salina dentro de los frascos quedase a la altura o ligeramente

por debajo del nivel de agua del baño; las bocas sobresalientes de

los frascos fueron cubiertas con un vidrio.

- TECNICAS

Regamhig de agua: cada 24 hs para ambos plaguicidas. El recambio se

efectuó trasladando a las larvas, con pipeta de 25 m1, a un nuevo

frasco con agua nueva de iguales caracteristicas.

Alimentngian: luego del recambio de agua, se suministró a cada

frasco de larvas, una gota con 20-30 larvas recién eclosionadas de

Hrfiwmxa criadas a 30 Z. de salinidad.

Molúmende aguairegigiante: 100 m1

Bfigligasz tres para cada plaguicida

fl: da aismglanas L concentracion L náaligar 10 i 1
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Concentraciones 1 controles: tabla 7.

Tabla 7. Series de concentraciones y número total de larvas

utilizadas (N) en los ensayos de toxicidad letal aguda.

CONC. SL. CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES N
PLAGUICIDA STOCK DE PLAGUICIDA CONTROL SOLVENTE

Paratión 0,001 g/l 0,1-0,3—0,9-2,7—8,1— 0,02 ul/l 250
25 ng/l

2,4 D 1 g/l 0,058-0,187-0,5-1,5- 0.4-1,2-3,8 248
4,5"13,5 mg/l 10.9 ul/l

Mediciones: idem A.1.1). Se consideró comocriterio de mortalidad la

ausencia total de movimientos cuando se examinó a los ejemplares

dentro de la pipeta de vidrio al realizar el recambio.

Análisis de datos: idem A 1 1). Se consideró para el cálculo de los

valores de CLSÜcon 2,4 D, sólo a las concentraciones cuyo control

de solvente no hubiese superado un 10 Z de mortalidad, para cada dia
de medición.

A.2.1) ENSAYOS DE TOXICIDAD LETAL CRONICA EN ADULTOS

Objetivos:

* Estimar la CL50para los adultos de ambas especies sometidos

durante 4 semanas a cada uno de los plaguicidas.

* Evaluar sobre ambas especies, la influencia del tiempo de

exposición y del sexo, sobre la toxicidad letal de cada plaguicida.

Muestreo: Los ejemplares adultos (machos y hembras) de U.

y U 'finujmïu fueron muestreados en la playa del Faro

San Antonio, en Octubre de 1988.
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Animales utilizados: pesos y anchos de caparazón en tabla 8.

Tabla 8. Peso promedio (g) y ancho de caparazón promedio (mm) de los

ejemplares adultos utilizados en los ensayos de toxicidad letal
crónica. D.S.: desviación estándar. n: tamaño de 1a muestra medida.

ESPECIE / PESO PROMEDIO ANCHO DE CAPARAZON
SEXO 1 D.S. PROMEDIOi D.S.

machos 15 21 i 2.12 28.45 i 1.68 16

hembras 8.81 i 1.81 24.83 i 1.90 16

machos 0.72 t 0.19 11.38 i 1.01 20

hembras 0.46 1 0.14 11.09 i 1.15 20

Condiciones experimentales:

- AMBIEHIALES

Salinidad: 12 i 1 to

gfl: 7 i 0.5WW:24JLZ°C
MMM: 2311°C
Enggezigdg: 12 hs luz 12 hs oscuridad. Tubos fluorescentes.

- TECNICAS

Regamhigde agua: cada 3/4 días para ambos plaguicidas.

AlimgnLagifin: alimento balanceado para conejo suplementado con

hígado de pollo, durante 1a noche previa al recambio de agua.

lglúmen de aguBLLenigienLe: 3 1 para Pa annia%a¡ 150 m1 para U;

Bápligas: dos por cada sexo para U. y para machos de C.

granuidÍA. Una en hembras de esta última especie.



u: de ejemplares L concentraeián L replica: 10 excepto en

-machos (8).

Qencentracinnea 1 controles: tabla 9.

Tabla 9. Series de concentraciones y número total de ejemplares

adultos utilizados (N) en los ensayos de toxicidad letal crónica.

ESPECIE / CONC. SL. CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES N
PLAGUICIDA STOCK DE PLAGUICIDA CONTROL SOLVENTE

Paratión 0,01 g/l 1-10-100 ug/l 0,079 nl/l 150

2,4 D 10 g/l 5-50-500 mg/l 0,0405-0,4049 ml/l 150

U. ur “¿sueq-v- I.‘:--Ï-¡5

Paratión 0,01 g/l 0,1-1-10 ug/l 0,0079 pl/l 180

2,4 D 10 g/l 0,3-3-30 mg/l 0,0243 ml/l 180

Las concentraciones más elevadas de cada serie fueron

determinadas a partir de los resultados de toxicidad letal aguda

obtenidos con anterioridad; representando, en promedio, 1/5 del

valor de la respectiva CL50para 96 hs (entre 4,3 y 8,7 veces

menos).

Mediciones: se registró el número de ejemplares muertos cada 24 hs,

retirándolos del recipiente respectivo. Se utilizó el mismocriterio
de mortalidad que en A.1.1).

Análisis de datos: idem A 1.1) para el cálculo y comparación de

CL50. A fin de comparar valores medios de supervivencia se utilizó

el test de Duncan (Bliss, 1987) para comparaciones múltiples,

estimándose previamente la varianza residual mediante un modelo de

ANOVAde medidas repetidas (Hiner, 1971). Para ambos análisis se
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trabajó con la transformación angular (arco seno de la raiz cuadrada

de la proporción de sobrevivientes). Se tomaron al sexo y a los

tratamientos (concentraciones y controles) comofactores para el

ANOVA,y al tiempo de exposición como factor con medidas repetidas.

A.2.2) ENSAYOS DE TOXICIDAD LETAL CRONICA EN JUVENILES

Objetivos:

* Estimar la CLSOpara los juveniles de H granulaïa sometidos

durante 4 semanas a cada plaguicida.

* Evaluar sobre estos juveniles, la influencia del tiempo de

exposición sobre la toxicidad letal de cada plaguicida.

Muestreo: los juveniles de U. arduníuïn fueron muestreados en la

playa del Faro San Antonio, en Septiembre de 1989.

Animales utilizados: el peso promedio fué de 0,54 i 0,22 g. y el
ancho de caparazón promedio de 10,58 1 1,05 mm(n=20).

Condiciones experimentales:

Mmm: 21t1°C
WMWIIÏÜi1°C
Egtgpgzigdg: 12 hs luz 12 hs oscuridad. Tubos fluorescentes.

- TECNICAS

Recambiode agua: cada 3/4 días para ambos plaguicidas.

Alimgntngigu: alimento balanceado para conejo suplementado con

higado de pollo, durante la noche previa al recambio de agua.
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iglúmen de aguaLzeginienLe: 500 m1. En este ensayo se mantuvo a los

ejemplares bajo sumersión, a fin de facilitar las eventuales mudasa

lo largo del periodo de exposición.

Replicas: dos por cada plaguicida
MdeeiemelanesmeaniánLnáennaz 10
Cnnnenimianes1 Mies: tabla 10.

Tabla 10. Series de concentraciones y número total de ejemplares

juveniles utilizados (N) en los ensayos de toxicidad letal crónica.

CONC. SL. CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES N
PLAGUICIDA STOCK DE PLAGUICIDA CONTROL SOLVENTE

Paratión 0,01 g/l 0,1-1-10 ng/l 0,0079 ul/l 100

2,4 D 10 g/l 0,5-5-50 mg/l 0,0405 ml/l 100

Mediciones: idem A.2.1)

Análisis de datos: idem A 2.1).

B) ENSAYOS DE TOXICIDAD SUBLETAL

B.1) ENSAYOS DE TOXICIDAD SUBLETAL EN EL CONSUMO DE OXIGENO

B . 1 . 1) ENSAYOS AGUDOS

Objetivo: determinar la respuesta metabólica global, en términos de

la tasa de consumode oxigeno, de ejemplares adultos de la especie

luego de una exposición aguda (96 hs) a cada

plaguicida.

Muestreo: los ejemplares fueron muestreados en la playa del Faro San

Antonio, en Septiembre de 1989.
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Animales utilizados: se utilizaron únicamente machos adultos cuyo

peso medio fué de 15,1 g (rango 10,4 - 20,5 g), en el caso de los

cangrejos tratados con paratión y de 14,4 g (rango 10,8 - 22,9 g) en

el caso de los tratados con 2,4 D. Estos datos corresponden a la

totalidad de los cangrejos cuyo consumode oxigeno fué determinado

(tabla 11).

Condiciones experimentales (de exposición previa):

Salinidad: 12 i 1 %.

Qu: 7 i 0,5

Iemneratnna ambiente: 21 i 1 °C

Iemeeratnra del agua: 20 i 1 °C

Egtgpenigdgz 10 hs luz 14 hs oscuridad. Tubos fluorescentes.

- TECNICAS

Reeamhig de agua: cada 24 hs para paratión; cada 48 hs para 2,4 D.

Báelieas: una por cada plaguicída

Concentraciones 1 eentreles: tabla 11.

Tabla 11. Series de concentraciones y número total (N) de ejemplares

adultos utilizados en los ensayos de consumo de oxigeno bajo

exposición aguda.

CONC. SL. CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES N
PLAGUICIDA STOCK DE PLAGUICIDA CONTROL SOLVENTE

Paratión 1 g/l 0,125-0,25-0,5 mg/l 0,40 ul/l 65

2,4 D 100 g/l 750-1500-3000 mg/l 2,43 ml/l 87

La concentración más alta de cada serie corresponde

practicamente a la CLÜUpara 96 hs calculada previamente mediante el



correspondiente, de modode evaluar los efectos subletales

hasta el límite mismode la letalidad. Este diseño obligó a exponer

mayor cantidad de ejemplares cuanto mayor fuese el efecto letal

esperado, de modode contar al término de las 96 hs de exposición,

con un número similar de sobrevivientes en todas las

concentraciones, a fin de realizar las mediciones de consumo de

oxigeno. Por otra parte, si bien se aumentó el número de ejemplares

en las concentraciones más altas. la carga (número de

ejemplares/volumen de solucion) Se mantuvo constante. La tabla 12

especifiua lo antedicho.

Tabla 12. Número de ejemplares y volúmenes de solución

correspondientes (agua de dilución + plaguicida), para los ensayos

de consumode oxigeno bajo exposición aguda; Ctrl: controles de agua

y solvente (sv.).

CONCENTRACION VOL. DE SOLUCION
PLAGUICIDA (mg/l) N° DE EJEMPLARES (litros)

Paratión Ctrl. agua 10 3
Ctrl. sv. 10 3

0,125 10 3
0,2 15 4.5
0.5 20 6

2,4 D Ctrl. agua 10 3
Ctrl. solv. 12 3,6

750 10 3
1500 15 4,5
3000 20 6

Mediciones e Instrumental:

Al cabo de las 96 hs de exposición a cada plaguicida, se

efectuaron las determinaciones de consumode oxígeno, en el horario

de 9:30 a 16:30 hs, de forma tal de efectuar la mitad de las

mediciones a la mañana y la otra mitad a la tarde. Se siguió esta

88



metodologia a fin de controlar los efectos de un posible ciclo

diario en 1a tasa de consumo de oxigeno (Démeusy, 1957; Vernberg,

1959; Denhel, 1960).

La determinación de la tasa estándar de consumo de oxígeno se

realizó en respirómetros a presión constante, cuyo principio de

funcionamiento se detalla en trabajos previos (Dezi et a1.. 1987).

El aparato utilizado consistió de 11 respirómetros (200 cm3 de

capacidad cada uno), que permitió medir hasta 10 ejemplares

simultáneamente, más un control sin animal. La lectura de este

control permitió corrregir, en más o en menos, el efecto de los

eventuales cambios de presión y temperatura del ambiente sobre el

volumen gaseoso que consumían los ejemplares. Los 11 respirómetros

en conjunto fueron sumergidos en un baño de 150 1 de agua a 19 i 0,5

°C. Como absorbente del dióxido de carbono exhalado por los

cangrejos en ensayo se utilizó KOHal 10 Z.

Cada medición se realizó por espacio de 50 70 min.,

registrando cada 5 minutos el volumen de oxigeno consumido, en forma

acumulada. Con estos datos, se ajustó una regresión lineal del

consumo acumulado en el tiempo respectivo. La pendiente de la

regresión representó un estimador de la tasa de consumode oxigeno

por minuto. Una vez realizadas las mediciones del modo indicado, se

procedió a pesar a los ejemplares en balanza de precisión (1 0,1 g),

a fin de relativizar las tasas de consumoal peso de cada animal. De

esta forma dichas tasas quedaban expresadas como ul de oxigeno

consumido por minuto y por gramo. Posteriormente se realizó una

primera corrección de estos datos. al referir el volumende oxigeno

consumido a las condiciones estándar de presión y temperatura (760

mmde Hg y Ü °C. respectivamente).
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A causa de que la tasa calculada varia con el peso corporal y

con la temperatura ambiente (Eckert e! a1., 1990; Bertalanffy, 1957;

Vernberg. 1959), se procedió a realizar una segunda corrección de

los valores registrados, a partir de un modeloque relaciona la tasa

de consumo por unidad de peso con la temperatura y el peso, ajustado

en base a mediciones efectuadas previamente (Dezi et al” 1987). El

modeloutilizado fué el siguiente:

Y z 0’12 x-0.51 Z1.23

donde

Y: volumen (ul ) de oxigeno, a Ü °C y 760 mmHg por minuto y por

gramo.

X: peso húmedo (g)

Z: temperatura (°C)

a partir del cual se dedujo la siguiente fórmula de corrección:

YN Yn (xN / xn)‘°-51 (zN / zn)1-23

donde n se refiere a las condiciones medidas y N a las condiciones

estándar, considerándose XN = 15 g, y ZN = 25 °C.

Análisis de datos: los datos de consumode oxigeno de los ejemplares

expuestos fueron analizados mediante ANOVA de un factor

(concentración) para cada plaguicida, realizándose un test de Duncan

(Bliss, 1987) para comparar los valores medios de consumo de oxigeno

entre las distintas concentraciones y controles.

8.1.2) ENSAYOSCRONICOS

Objetivo: determinar 1a respuesta metabólica global, en términos de

la tasa de consumo de oxigeno, de adultos de la especie Ü.

urdnulá a, bajo una exposición crónica (30 dias) a cada plaguicida.
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Muestreo: los ejemplares fueron muestreados en la playa del Faro San

Antonio, en Octubre de 1888.

Animales utilizados: se utilizaron únicamente machos adultos cuyo

peso medio fué de 15,4 g (n=57, rango: 10,0 —24,7 g), en el caso de

los cangrejos tratados con paratión y de 15,2 g (n=58, rango: 10,3 ­

26,6 g) en el caso de los tratados con 2,4 D. Estos datos

corresponden a la totalidad de los cangrejos cuyo consumo fué
determinado.

Condiciones experimentales: los ejemplares medidos se tomaron de los

experimentos de toxicidad letal crónica, siendo por lo tanto las

condiciones de exposición previas las mismas que para el ensayo

mencionado (ver A.2.1). No se determinó el consumo de los ejemplares

expuestos a las concentraciones más altas de cada plaguicida (100

ug/l de paratión y 500 mg/l de 2,4 D), debido a la elevada

mortalidad a los 15 dias de haber comenzado el ensayo.

Mediciones:

Se realizaron dos tandas de mediciones: una correspondiente al

día 15 de exposición, y otra correspondiente al día 30; cada una

efectuada sobre una réplica independiente (comprendiendo cada

réplica toda la serie de concentraciones y controles).

La primera tanda se realizó alrededor del día 15, empezando al

día 13 de exposición y finalizando al día 18, empleando un diseño

según el cual se media igual cantidad de ejemplares de cada

concentracion en cada uno de los dias de medición y en el mismo

horario. A los 30 dias se realizó la segunda tanda de mediciones.

Análogamenteal caso de la primera, los registros se efectuaron del
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dia 28 al 31. Los aparatos y las fórmulas de corrección utilizados

Fueron los mismos que los empleados con anterioridad para la

determinación de tasa metabólica bajo condiciones de exposición

aguda. La temperatura de medición fué de 24 i 1 °C.

Análisis de datos: los datos de consumofueron analizados empleando

un modelo de ANOVAdiseño factorial con desigual número de réplicas

(Winner, 1971). en donde los factores fueron tiempo de exposición y

concentración. Se efectuó un test de Duncan (Bliss, 1967) para

comparar los valores medios de consumo de oxígeno entre las

distintas concentraciones y controles.

8.2) ENSAYOS DE TOXICIDAD SUBLETAL EN EL DESARROLLO GONADAL

Objetivos: evaluar el efecto producido por cada plaguicida sobre el

apareamiento y el tejido gonadal de los adultos de qranulata,

bajo una exposición crónica (2 meses), durante época reproductiva.

Muestreo: los ejemplares fueron muestreados en 1a playa del Faro San

Antonio, en Septiembre de 1989.

Animales utilizados: se tomó una muestra al azar de las mismas

peceras "stock" de donde se extrajeron, también al azar, los

ejemplares utilizados para el experimento de consumode oxigeno bajo

exposición aguda (ver 8.1.2), cuyos respectivos valores de peso

(promedios y rangos) resultan entonces representativos para este

ensayo.

Condiciones experimentales (de exposición previa):
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Temperatura ambiente: 22 L 2 °C

Ismaeratura del agua: 21 t 1 °C

Egtggenigdg: 12 hs luz 12 hs oscuridad. Tubos fluorescentes.

Egnhada lniciagián: 21/9/1989. Ecchi de Einalizacián: 20/11/1989.

Reganhig de agua: cada 3/4 dias para ambos plaguicidas.

Alimentacion: alimento balanceado para conejo suplementado con

higado de pollo, durante la noche previa al recambio de agua.

Malúmen de aRHBLIegigieute: 3 l

Replicas: una por cada plaguicida

fl: de ejemplares L gguggntnngián L nágliga: 10 machos y 10 hembras.

Se colocaron juntos en cada pecera a fin de poder estudiar el

aparcamiento.

Concentraciones 1 controles: tabla 13

Tabla 13 Series de concentraciones y número total de ejemplares

adultos utilizados (N) en los ensayos sobre desarrollo gonadal.

CONC. SL. CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES N
PLAGUICIDA STOCK DE PLAGUICIDA CONTROL SOLVENTE

Paratión 1 g/l 0,1-1-10 ug/l 0,0079 pl/l 100

100 g/l 0,5-5-50 mg/l 0,0405 ml/l 1002,4 D

Mediciones: diariamente se revisó cada concentración retirando los

muertos. Antes de proceder a1 recambio de agua, se revisaron las

hembras a fin de reconocer la aparición de eventuales ovigeras.

Preparación histológica:

A los 60 dias de comenzado el experimento, se procedió a fijar

las gónadas (ovarios y testículos) de todos los sobrevientes. La
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disección se realizó separando el dorso y los laterales del

caparazón (cefalotórax), de la zona ventral, en animales

anestesiados con éter. Las gónadas quedaban de este modo expuestas,

siendo disecadas rapidamente con la ayuda de pinzas de punta fina, y

teniendo cuidado de no dañar el hepatopáncreas, que acompaña en su

mayor parte la distribución de la gónada y posee enzimas altamente

liticas cuya liberación podria dañar a la gónada.

Los tejidos en estudio fueron inmediatamente disecados y

fijados en líquido de Bouin (solución saturada de ácido picrico.

formol y ácido acético en proporción 70:25:5) durante 4 hs a

temperatura ambiente; siguieron tres baños en alcohol 96° de 12
horas cada uno; un baño en alcohol 100° de 1 hora; y tres baños en

acetato de butilo de 12 hs cada uno. Para la inclusión se realizaron

dos baños de parafina (54 °C) de 24 hs cada uno; los cortes se

realizaron con un grosor de 5 um, coloreándose posteriormente con

hematoxilina eosina. Esta técnica fué seleccionada en base al

resultado de ensayos previos.

Mediciones sobre preparados histológicos:

Para cada tratamiento, se realizó un taco con el conjunto de

las gonadas muestreadas. Se realizaron posteriormente 5 cortes para

cada taco. De estos, se seleccionaron 3 a1 azar, a fin de

determinar:

a) Proporción relativa de los elementos celulares de interés,

incluyendo la presencia de elementos anormales. Para esto se utilizó

un ocular integrador Zeiss (10x) con placa de 100 puntos, y objetivo

de 12x. Cada uno de los preparados fué recorrido sistematicamente,

determinándose la cantidad de puntos incluidos en cada tipo celular
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considerado.

b) Area de ovocitos. Para estimarla se utilizó un ocular

micrométríco Carl Zeiss (8x) con escala de 100 divisiones, y

objetivo 12x. Se calibró mediante una placa Leitz Hetziar, con

divisiones de 1/100 mm.Se recorrió sistematicamente cada preparado,

determinándose el diametro mayor (H) y el menor (m) de los ovocitos.

El area de cada elemento se calculó comoen Christiansen el al.

(1985):

Area = 7T/4. M

Análisis de datos:

Se utilizó un test de ji cuadrado (Sokal y Rohlf, 1979) para

analizar la homogeneidaden 1a proporción de los diversos tipos
celulares entre los distintos tratamientos. Cuando este análisis

demostró heterogeneidad, se realizaron contrastes múltiples según el

método de Goodman (Harascuilo y HcSweeny, 1977).

Para el análisis de los datos de área de ovocitos, dada 1a

significativa ausencia de homocedascia,se utilizó el test de

Kruskal Wallis, con sus correspondientes contrastes múltiples

(Harascuilo y HcSweeny, 1977), tomando al tratamiento

(concentraciones y controles) comofactor.

B.3) ENSAYOS DE TOXICIDAD SUBLETAL EN LA INCUBACION DEL DESOVE

Objetivo: determinar las minimas concentraciones de cada pluguinida

que resultan perjudiciales para la incubación del desove por las

humbrnj ovigeras de
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Muestreo: las hembras ovigeras fueron muestreadas en la playa del

Faro San Antonio, en Octubre de 1988. Para un segundo experimento,

se realizó un muestrEU en la misma zona, en Marzo de 1989.

Animales utilizados: se seleccionaron, primeramente en el muestreo

de campoy luego con mayor detalle en laboratorio, aquellas ovigeras

cuya masa de huevos presentaba una coloración violeta intenso,

correspondiente a un estadio inmaduro de desarrollo (Botto e

Irigoyen, 1979). El valor promedio de ancho del caparazón, con su

respectiva desviación estándar. fué de 25,53 i 1,54 mm(n=108).

Condiciones experimentales:

EH: 7 i 0,5

Temperatura ambiente: 22 L 2 °C

Ianaeratura del agua: 21 i 1 °C

EQLQQELÁQQQI12 hs luz 12 hs oscuridad. Tubos fluorescentes.

- IEQMLQAE(establecidas según anexo 2)

Bacambic da agua: cada 3 días para ambos plaguicidas.

lglúman da agMELLfiQiQiflnte: 5 1 —con aireacíón continua.

Replicas: una por cada plaguicida.

fl: de aiemularas A cunasntracian L náalica: 10.

Alimentagign: no se alimento a las hembras durante el ensayo.

Concentraciones 1 centrales: tabla 14.

A partir de los resultados obtenidos en este experimento, se

diseñó otro para evaluar el efecto de cada plaguicida en

concentraciones intermedias dentro de cada rango original que figura

en la tabla 14. Las condiciones experimentales para este segundo
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Tabla 14. Series de concentraciones y número total de hembras

ovígeras utilizadas (N) en los ensayos sobre incubación del desove

(primer experimento).

CONC. SL. CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES N
PLAGUICIDA STOCK DE PLAGUICIDA CONTROL SOLVENTE

Paratión 1 g/l 1-10-100 ng/l 0,079 ul/l 50

2,4 D 100 g/l 5-50-500 mg/l 0,405 ml/l 50

ensayo fueron las mismas que para el primero. Las nuevas

concentraciones ensayadas, con sus respectivos controles de

solvente, figuran en tabla 15.

Tabla 15. Series de concentraciones y número total de hembras

ovigeras utilizadas (N) en los ensayos sobre incubación del desove

(segundo experimento).

CONC SL. CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES N
PLAGUICIDA STOCK DE PLAGUICIDA CONTROL SOLVENTE

Paration 0,1 g/l 30 pg/l 0.0237 nl/l 20

50 g/l 15 mg/l 0,0122 ml/l 202.4 D

Mediciones: diariamente se determinó la condición de cada hembra,

registrándose el número de hembras con eclosión y el número

correspondiente con pérdida de la masa de huevos. Tanto unas como

otras fueron extraídas del recipiente correspondiente, asi como las

hembras que eventualmente murieron durante el ensayo.

Análisis de datos: a fin de detectar posibles diferencias entre los

tiempos de incubación de cada tratamiento (concentraciones y

controles), se realizó un ANOVAde un factor para cada plaguicida.

El test de Fisher (Sokal, 1969) fué utilizado para analizar el
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efecto de los plaguicidas sobre la proporción de hembras ovigeras

con eclosión de su desove. Se estimó además la concentración

efectiva 50 (CESÜ)en relación a la pérdida del desove, utilizando

el método de los “probit” (Finney, 1971) a través del programa en

BASICmencionado en A.1.1).

8.4) ENSAYOS DE TOXICIDAD SUBLETAL EN LA ECLOSION LARVAL

Objetivo: determinar los efectos de cada plaguicida sobre la

eclosión larval, en términos de reducción del contingente

eclosionado y de eventuales anomalías que presentasen las larvas

eclosionadas, luego de una exposición previa de los huevos

fecundados durante todo el periodo de incubación.

Muestreo, ejemplares utilizados y condiciones experimentales: las

mismas que en 5.3). De todas las eclosiones ocurridas en el ensayo

anterior, se tomaron muestras de larvas para su conteo y análisis.

Las muestras fueron tomadas a la mañana siguiente a la

eclosión, que aconteció siempre en horas nocturnas. A fin de poder

realizar una estimación precisa del númerode larvas eclosionado por

hembra, en el segundo experimento (ver 8.3) se aisló a cada hembra

en recipientes de 1 l de capacidad, manteniendo las mismas

condiciones de carga que en el primer experimento (500 ml/hembra,

con aireación constante). Todas las muestras fueron de 10 ml,

tomadas con pipeta de vidrio de 25 m1, fijándolas inmediatamente con

formol al 5 Z Luego de tomar cada muestra, la hembra ovigera fué

removida, se determinó el ancho de su caparazón, y se recambio la

solución correspondiente.

Por otra parte, para distribuir a las larvas de manera homogénea

antes de retirar la muestra correspondiente, se tuvo cuidado de



agitar el medio líquido con varilla de vidrio. Para validar este

método, previamente se tomaron de igual forma 5 muestras sucesivas

de cada una de tres eclosiones independientes, sobre hembras

ovígeras "stock", estimándose el correspondiente coeficiente de

variación (Sokal, 1989).

Mediciones:

a) CQflLfiQ 1 QLQQQLQÁQHde anomalías: el total de larvas de cada

muestra fué contado, bajo lupa binocular (aumento: 25 x) , a fin de

estimar el número de larvas eclosionado por hembra, asi como para

reconocer y cuantificar eventuales anomalías morfológicas que

pudieron aparecer durante 1a exposición de los embriones a cada

plaguicida en estudio. Para la cuantificación de la proporción de

anomalías, se examinaron hasta 50 larvas de cada muestra. La

presencia o ausencia de las anomalías fué registrada para cada una
de las larvas.

b) Largo de las larvas: se analizaron muestras provenientes de cada

uno de los tratamientos, cada muestra consistente de 20 a 30 larvas

tomadas al azar, determinándose para cada una el largo del

cefaloperéion mas pleon, desde la base de la espina rostral hasta 1a

segmentación con el telson. Se utilizó para esto lupa binocular con

ocular micrométrico Wild (10x) con escala de 120 divisiones. Se

calibró con placa Leitz Hetziar de 1/100 mmpor división.

Análisis de datos:

Se efectuó un análisis de covarianza (ANCOVA)para discriminar

el efecto de las concentraciones intermedias, y sus controles

respectivos (segundo experimento), sobre el número de larvas
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eclosionadas, tomando al ancho del caparazón de las hembras como

covariable, dada la influencia de] tamañode las ovigeras (medible

en términos de peso o de alguna variable morfométrica como el ancho

de caparazón) sobre la magnitud del desove (Hines, 1982; Jewett Hi

m1., 1985; Somerton y Mclntosh, 1985). Se aplicó el test de Student

para comparar las medias entre hembras tratadas y controles, cuando

1a covaríanza no fué estadísticamente significativa.

Se aplicó un ANOVAde dos factores para analizar el efecto

sobre 1a proporción de larvas anormales, tomando como factores a la

concentración y al tipo de anormalidad y utilizando la

transformación angular para la variable mencionada. Se utilizó el

test de Duncan (Bliss, 1967) para 1a comparación múltiple de medias,

tanto para los efectos principales comopara la interacción, cuando

existieron diferencias significativas en tales fuentes de variación.

A causa de que los resultados obtenidos del largo de las larvas

no cumplieron con el supuesto de homoscedascia, se aplicó el test no

paramétrico de Kruskal-Hallis, realizando contrastes múltiples

cuando el resultado global fué significativo (Marascuilo y

HcSHeeny, 1977).
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RESULTADOS

A.1.1) EFECTOS LETALES AGUDOS EN ADULTOS

Residuos de plaguicidas: el análisis por cromatografía gas-líquido

no mostró presencia de los plaguicidas en estudio en las muestras de

tejido analizadas (límites de detección: 1 pg/l para paratión, 50

pg/l para 2,4 D). Los cromatogramas correspondientes se encuentran

en el anexo 1.

Comparación de pesos: el test de Student no arrojó diferencias

significativas (p>0,05) para el peso medio de C. granulata, al

comparar entre los lotes de ambas localidades, lo cual indica la

homogeneidad del material biológico utilizado en ambos casos.

Comparando en cambio los distintos sexos de se

advierten diferencias significativas (p<0,05) en el peso promedio,
resultado esperado a causa del marcado dimorfismo sexual de esta

especie, según lo señalado anteriormente.

Parámetros de toxicidad letal:

Se observaron síntomas preletales de distinto tipo, por efecto

de cada plaguicida. En el caso del paratión, se observaron

movimientos espasmódicos, especialmente cuando los cangrejos fueron

levemente estimulados con una varilla de vidrio. Con 2.4 D a altas

concentraciones, se observaron movimientos más lentos que los

normales, y pérdida de respuesta a1 estimulo mecánico.

La fig. 1 muestra los valores de CL50. con sus respectivos

intervalos de confianza al 95 Z, para todos los ensayos realizados,

discriminando por sexo para H7 BHbJH,y por localidad para C.

GI"1É\Il-Ï.€I<7\\' 1:".
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La mortalidad en los controles de agua de dilución fué

prácticamente cero en todos los casos, al finalizar las 96 hs de

exposición. En los controles de solvente, la mortalidad fué también

cero, con la única excepción del ensayo C- fiFaHUÍHÍa-2,4 D (ambas

localidades), donde alcanzó el 22,2 Z a las 96 hs de exposición.

Debe tenerse en cuenta que la conCentración de solvente en este

ensayo fué particularmente elevada (8,1 ml/l), pues corresponde a la

presente en la maxima concentración de 2,4 D (10.000 mg/l), en la

cual la mortalidad fue del 100 Z a las 96 hs de exposición.

Tabla 16. Parámetros de toxicidad letal aguda para los adultos de

ambas especies (datos agrupados). Pend. y R2: pendiente y

coeficiente de correlación del ajuste por probits.

ESPECIE/PLAGUICIDA HS.EXPOS. CL50 INT.CONF.95% PEND. R2

Paratión 24 3,14 2,79-3,53 6,74 0,99
(mg/l) 48 1,09 0,95-1,26 4,51 0,84

72 0,73 0,64-0,84 4,94 0,96
96 0,56 0,50-0,64 6,07 0,89

2,4 D 2 >10
( 1 ) 4 8 1 0 _._..-._..._ _._._._-......

72 6,73 5,07-9,69 3,57 0,76
96 3,37 2,38-4,25 4,21 0,75

Paratión 2 162 133-205 4,71 0,97
(ng/1) 48 103 85-124 5,57 0,98

2 71 59- 84 6,91 0,99
96 51 42- 62 5,58 0,98

2,4 D 24 >400
(mg/l) 48 >400 -WW“ "" m-Wm —"-"

72 213 163-298 3,32 0,97
96 130 101-169 3,81 0,57

Nose encontraron diferencias significativas en los valores de

CL50, ni entre localidades para Ü. wrüuulafa, ni entre sexos para
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T:

uf |*\V#üfiïfi, a ningún tiempo de exposición. Se recalcularon

entonces los valores de CLSÜagrupando los datos de los factores

mencionados. La tabla 18 resume los resultados correspondientes.

En ambas especies, la concentración más alta de 2,4 D utilizada

en cada serie produjo menos del 50 Z de mortalidad a las 24 y 48 hs,

por lo que se expresa el correspondiente valor de CL5Ü como mayor

que aquella concentración. La concentración más alta de 2,4 D

aplicada sobre Kwurfinuïdtfi fué de una magnitud particularmente

elevada, según se señala más arriba.

La tendencia asintótica en las curvas de toxicidad (CL50versus

tiempo de exposición) puede apreciarse graficamente en la fig. 2,

para el paratión, con superposición de intervalos de confianza luego

de las 48 hs, para ambas especies. En consecuencia, la CL5Üa 98 hs

25o ADULTOS _ 40 j ADULTOS
U.uruguozensns 5 C.gronulato

200 -Porot¡on— g -Porot¡on—
3.0 j

e i. s
15150 E E
3 V2.0 zo ­
o n Z
3100 5 5

1.0 5

50 E

O l l u l I l ¡
'Ï 24 48 72 24 4a 72 —9¡6

TIEMPO DE EXPOSICION (hs) TIEMPO DE EXPOSICION (hs)

Figura 2. Curvas de toxicidad letal aguda del paratión para los

adultos de ambas especies. Barras verticales: intervalos de
confianza al 95 %
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de este plaguicida, puede considerarse como el umbral

incipiente (APHAw¿ 61., 1976; Sprague, 1969).

no es visualizable la tendencia asintótica

obtuvieron valores de CL5Üpara 72 y 96 hs.

A.1.2) EFECTOS LETALES AGUDOSEN JUVENILES

Parámetros toxicidad letal:

dado

la tabla 17 resume los

CL50con sus respectivos intervalos de confianza al 95 Z

Tabla 17. Parámetros de toxicidad luLul aguda para

Pend. y R1

ajuste por probits.

PLAGUICIDA

Paratión
(mg/l)

Al igual

tendencia asintótica dc

HS.EXPOS.

24
48
72
98

que para

de

que

letalidad
En el caso del 2.4 D

sólo se

valores de

los juveniles de

pendiente y coeficiente de correlación del

CL5Ü INT.CONF.95% PEND. R2

1,55 1,19-2,81 3,87 0,96
0,76 0,60-0,98 3,88 0,92
0,47 0.37-Ü.59 4,07 0,81
0,38 0,29-0,45 4,45 0.84

> 8 , 4 _ .___

> 8 , 4 .. ........_..._ .......-...-_._.

5,55 1.41-21,8 2,64 0,71
2,89 2,41-5,58 3,11 0,60

ensayo con adultos, es evidente la

la curva de toxicidad para el paratión (fig.

3), existiendo solapamiento de los intervalos de confianza luego de
las 48 h"

incipiente.
2,4 D, por las mismas
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lo que indica 1a existencia de un umbral

razones referidas en A.1.1).

de letalidad

Nopuede visualizarse una tendencia asintótica para el
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Figura 3. Curva de toxicidad letal aguda del paratión para los

juveniles de ü, urnnuisüü. Barras verticales: intervalos de
confianza al 95 %

A.1.3) EFECTOS LETALES AGUDOS EN LARVAS

Parámetros de toxicidad letal: la tabla 18 resume los valores de

CL50con sus respectivos intervalos de confianza al 95 2

Tabla 18. Parámetros de toxicidad letal aguda para las larvas (zoea

I) de qrfinulmñfi, Pend, y R2: coeficiente dependiente y

correlación del ajuste por probits.

PLAGUICIDA HS.EXPOS. CL50 INT.CONF.95% PEND. R2

Paration 24 14,91 11,30-18,30 5,78 0,82
(pg/l) 48 7,08 4,88-9,40 3,14 0,78

72 1,79 1,20-2,44 2,47 0,81
98 0,38 0,33-0,85 2,15 0,84

2,4 D 24 4,5_13,5 ................................................o W.Wm WWWW
(mg/l) 48 1,08 0,70-l,87 1,42 0,82

'2 0,43 0,30-0,58 3,15 0,94
98 0,30 0,20-0,39 5,30 0,98
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Si bien no pudo estimarse analiticamente el valor de CL50 para

24 hs en el caso del 2,4 D, el 50 Z de mortalidad se produjo entre

las dos concentraciones más elevadas de la serie (4,5 y 13,5 mg/l).

Si bien en el caso del paratión no llega a haber superposición

de intervalos de confianza, para ambosplaguicidas se advierte una

tendencia asintótica en las curvas de toxicidad (fig. 4),

20: ZOEA I zo: ZOEAI
3 C.gronu|ot0 : c-9-———'“1””th

É -Porotión— É _2'4 D­
155 1.5 5

i í 3 s
m - o» .

: E .
¿10: v1.0 -:
O : o ­

3 s 3 í

5€ 0.5 5

o: 1 0.o fi
0 96 9624 4a 72 2'4 4'8 7'2

TIEMPO DE EXPOSICION (hs) TIEMPO DE EXPOSICION (hs)

Figura 4. Curvas de toxicidad letal aguda del paratión y 2,4 D para

las larvas (zoea I) de ül grflmuiatfi. Barras verticales: intervalos
de confianza al 95 Z

A.2.1) EFECTOS LETALES CRONICOS EN ADULTOS

Evaluación de 1a proporción de sobrevivientes:

En los ensayos con adultos de Ü, gwenuïüte, una de las réplicas

debio ser descartada, a causa de la alta mortalidad registrada hacia
el dia 15 de exposición; cabe señalar que esa réplica fué utilizada

para las mediciones de consumode oxigeno (ver 8.1) y el sistema de

marcaje de cada ejemplar utilizado luego de las mediciones provocó
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1a alta mortalidad referida.
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Figura 5. Porcentajes de supervivencia de los adultos de H:

'- l l en los experimentos de toxicidad letal crónlca con ca a

Plaguicida en función de las semanas (SEM) de exposición
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Las figuras 5 y B resumen la información sobre la evolución del

porcentaje de sobrevivientes en todos los ensayos realizados. Se

aprecian los valores correspondientes a los controles y

concentraciones a lo largo del tiempo de exposición, para cada

especie y plaguicida.

La tabla 19 detalla los resultados de las comparaciones de

medias de supervivencia (transformación arco seno de la raiz

cuadrada de 1a proporción de sobrevivientes), en función de los

factores considerados.

Tabla 19. Comparaciones múltiples entre medias de supervivencia

correspondientes a los distintos niveles de los factores

considerados en los experimentos sobre toxicidad letal crónica en
adultos. Las barras horizontales indican ausencia de diferencias

significativas al 95 Z C.a.: control de agua. C.s./Cs: control de

solvente, correspondiente a la concentración más alta de plaguicida

a menosque se especifique entre paréntesis.

FACTORES
PLAGUICIDA ESPECIE CONCENTRACION SEMANA DE EXPOS.

Paratión H.uruuuaywnhis 1 0,1 C.a. C.s. 10 1 2 3 4
(ug/l) _"::::_____

C a C s 1 10 100 1 2 3 4

2,4 D C.s. 3 0,3 30 C.a. 1 2 3 4
(mg/1) ' ‘ ‘ ’ ' ' ‘ ‘ ‘ ‘ ' ‘ ’ ‘ ‘ ‘ ‘ ' ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ’ ’ ' ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ' “

05(50) C.a. 5 50 Cs(500) 500 1 2 3 4
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Comparandoentre concentraciones, la más elevada de cada serie

causó una mortalidad significativamente mayor (p<0,Ül) respecto de

los respectivos controles y/o concentraciones menores. Solamente en

el ensayo 'uis-2,4 D no se encontraron diferencias

significativas (p>0,05) entre concentraciones. En todos los casos,

la segunda concentración más elevada utilizada (que representa en

promedio una fracción de 1/55 de la correspondiente CLSÜ para 96

hs). no demostró tener un efecto perjudicial sobre la supervivencia

luego de cuatro semanas de exposición.

Con respecto al tiempo de exposición, el paratión redujo

significativamente (p<0,01) la supervivencia, a1 menos comparando

entre la primera y última semana de exposición, en ambas especies.

El 2,4 D, por su parte, sólo provocó un incremento significativo de

la mortalidad con el transcurso del tiempo, en los adultos de

por otra parte ese incremento se dió de manera más

gradual o escalonada, en comparación con la misma especie expuesta

al paratión (tabla 19).

En cuanto al factor sexo, sólo se adviertieron diferencias

significativas (p<Ú,Ül) con el 2,4 D en Cr grdnulatd, cuyos machos

expuestos al herbicida presentaron mayor supervivencia que las
hembras.

Parámetros de toxicidad letal: la tabla 20 resume los valores de

CL50con sus respectivos intervalos de confianza al 95 Z

Los valores de CL50 para el 2,4 D no pudieron ser estimados a

causa de la baja mortalidad registrada a las 4 semanas en ambas

especies (menos del 50 Z, ver figs. 5 y 8); se tomó por lo tanto a

la concentración más alta de cada serie como un valor minimo de
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Tabla 20. Parámetros de toxicidad letal crónica para los adultos de

ambas especies, al término de las 4 semanas de exposición. Pend. y

R2: pendiente y coeficiente de correlación del ajuste por probits.

q
PLAGUICIDA ESPECIE CLSÜ INT.CONF.95% PEND. R“

Paratión 4.34 0,09-18,61 0,72 0,94
(ng/1)

3,80 1,78- 8,48 1,65 0,89

2,4 D > 50
(mg/1)

> 30

referencia. Si bien en el caso de C. grauuldfd, la concentración de
n500 mg/l superó el 50 Z de mortalidad a las 4 semanas, no fue

considerada a los fines de estimar el valor de CLSÜ, dado que

también ocurrió un importante porcentaje de mortalidad (85 Z) en el

control de solvente respectivo.

A.2.2) EFECTOS LETALES CRONICOS EN JUVENILES

Evaluación de la proporción de sobrevivientes: la figura 7 resume

la información sobre la evolución del porcentaje de sobrevivientes

en los ensayos realizados con los juveniles de C. granulata. Se

aprecian los valores correspondientes a los controles y

concentraciones a lo largo del tiempo de exposición, para cada

plaguicida.

La tabla 21 detalla los resultados de las comparaciones de

medias de supervivencia (transformación angular). Comparando entre

concentraciones, la concentración más elevada de cada plaguicida

causó una mortalidad significativamente mayor (p<0,01) que los

respectivos controles y/o concentraciones menores.
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Figura 7. Porcentajes de supervivencia de los juveniles de i

grsnuiaéfl en los experimentos de toxicidad letal crónica con cada

plaguicida en función de las semanas (SEM.) de exposición.

Tabla 21. Comparaciones múltiples entre medias de supervivencia

correspondientes a los distintos niveles de los factores

considerados en los experimentos sobre toxicidad letal crónica en
juveniles de Ü» ürsnuïsfis. Las barras horizontales indican ausencia

de diferencias significativas al 95 Z C.a.: control de agua. C.s.:
control de solvente.

FACTORES
PLAGUICIDA CONCENTRACION SEMANA DE EXPOS.

Paratión 1 0,1 C.a. C.s. ‘10 1 2 3 4
(.ug/ 1) ’ - —- " ' - * - * ” —- - - - - - ——* - - - -­

2,4 D C s 5 0,5 C a 50 1 2 3 4
(mg/1) ’ ‘ ‘ ‘ “' ‘ “‘ ’ ”‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ““' ‘ ‘ ‘ ‘ “‘ "
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En relación a1 tiempo de exposición, el paratión redujo

significativamente (p<0,01) la supervivencia, al menos comparando

entre la primera y última semana de exposición, mientras que el 2,4

D no mostró un incremento significativo de la mortalidad a lo largo

de las 4 semanas de exposición.

Parámetros de toxicidad letal: la tabla 22 resume los valores de

CL50con sus respectivos intervalos de confianza a1 95 Z

Tabla 22. Parámetros de toxicidad letal crónica para los juveniles

de W, grwfifiídta, al termino de las 4 semanas de exposición. Pend. y

R2: pendiente y coeficiente de correlación del ajuste por probits.

PLAGUICIDA CL50 INT.CONF.95% PEND. R2

Paratión (ug/l) 10,00 3,05 - 32,82 4,08 0,99

2,4 D (mg/l) 30,38 12,45 —122,05 1,17 0,78

B.1) EFECTOS SUBLETALES EN EL CONSUMO DE OXIGENO

8.1.1) EFECTOS AGUDOS

La tabla 23 resume los resultados obtenidos en los ensayos

agudos sobre C. uranuïdia. Las figuras 8 y 9 permiten visualizar

graficamente estos resultados, para cada plaguicida.

El análisis de los datos mediante ANOVA(tabla 24) arrojó

diferencias altamente significativas (p < 0,01) en el caso de los

ejemplares expuestos a1 paratión. La comparación entre medias de

consumomediante el test de Duncanpara este plaguicida (tabla 24),

mostró un consumo medio significativamente mayor (p<0,05) que en los

ejemplares expuestos a la concentración más alta (0,5 mg/l), con

respecto a los consumos medios de los organismos control y los
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Tabla 23. Consumo de oxígeno promedio (ul Oz/mín/g) a las 98 hs de

exposición, para lo adultos de Ü” grfinuïata tratados con cada

plaguicida. Ctrl. agua: control de agua de dilución. Ctrl. sv.:
control de solvente. N: número de animales medidos. E.S. error

estándar.

PLAGUICIDA CONCENTRACION (mg/l) N CONS. FROM. E.S.

Paratión Ctrl. agua 10 0,523 0,058
Ctrl. sv. 10 0,484 0,019
0,125 10 0,478 0,039
0,25 10 0,520 0,033
0,5 10 0,730 0,037

2,4 D Ctrl. agua 10 0,528 0,035
Ctrl. sv. 10 0,547 0,034
750 9 0,578 0,029
1500 12 0,598 0,025
3000 8 0,589 0,085

O'BUIOz/ 9 / mm Exposncuon aguda

076­

07­

065*

06­

065­

06­

0.45— mQ4
CTRLAGUA CTRLSV. 0.126 0.26 0.6

CONCENTRACION DE PARATION (mg/l)

Figura 8. Histogramas para el consumo de oxígeno promedio de los

adultos de fi, grmnujmta tratados con paratión, a las 98 “hs de

exposición. Barras verticales:
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9. Histogramas para el consumo de oxígeno promedio de los

de fi: urmnuïmfifi tratados con 2,4 D, a las 96 hs de

Barras verticales: error estándar.

Tabla 24. Resultados del ANOVAy test de comparaciones múltiples de

Duncan, para los ensayos agudos con paratión sobre consumo de

oxigeno. Las barras horizontales indican ausencia de diferencias

significativas al 95 %

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE CUADRADO
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD MEDIO F p

Concentracion 0,4834 4 0,1158 7,82 0.0001

Error 0,8887 45 0,0148

ÏQSL de Duncan

Ctrl agua Ctrl sv. 0,125 0,25 0,5 (mg/1)
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expuestos al resto dc las concentraciones (0,125 y 0,25 mg/l). En el

caso de los tratados con 2,4 D, no hubo diferencias significativas

(p>0,05) entre el consumo medio de oxigeno de las distintas

concentraciones y controles (tabla 25).

Tabla 25. Resultados del ANOVApara los ensayos agudos con 2,4 D

sobre consumo de oxigeno.

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE CUADRADO
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD MEDIO F p

Concentración 0,0311 4 0,0078 0,67 0.6140

Error 0,4862 42 0,0116

B.1.2) EFECTOS CRONICOS

Tabla 26. Consumode oxigeno promedio (ul 02/min/g) a los 15 y 30

días de exposición, para los adultos de C HrdHHIata tratados con

cada plaguicida. Ctrl. agua: control de agua de dilución. Ctrl. sv.:

control de solvente. N: número de animales medidos. E S.: error

estándar.

PLAGUICIDA DIA CONCENTRACION N CONS. PROM. E.S.

Paratión 15 Ctrl. agua 8 0,7295 0,0570
Ctrl sv. 8 0,7079 0,0248
1 ng/l 8 0,7102 0,0544
10 pg/l 8 0,8445 0,0691

30 Ctrl. agua 8 0,6539 0,0378
Ctrl sv. 6 0,6889 0,0516
1 Pg/l 6 0,7920 0,0394
10 ng/l 5 0,8558 0,1291

2,4 D 15 Ctrl. agua 8 0,7152 0,0454
Ctrl. sv. 8 0,6949 0,0439
5 mg/l 8 0,7485 0,0554
50 mg/l 8 0,6796 0,0360

30 Ctrl. agua 8 0,7208 0,0844
Ctrl. sv. 4 0,6539 0,0654
5 mg/l 7 0,8193 0,0449

5 0,5874 0,039350 mg/l
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La tabla 26 resume los resultados obtenidos en los ensayos

crónicos sobre nuuimád, para cada plaguicida. En el caso del

ensayo con paratión, se notaron diferencias significativas (p<0,05)

en el consumomedio de oxigeno entre las distintas concentraciones

(tabla 27), mientras que no existieron diferencias significativas
(p>0,05) entre los distintos tiempos de exposición (15 y 30 dias) ni

en la interacción de ambos factores. El test de Duncan evidenció que

el consumode oxigeno fue significativamente más alto (p<0,05) a la

concentración de 10 pg/l, con respecto a ambos controles.

Tabla 27. Resultados del ANOVAy test de comparaciones múltiples de

Duncan, para los ensayos crónicos con paratión sobre consumo de

oxígeno. Las barras horizontales indican ausencia de diferencias

significativas al 95 Z

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE CUADRADO
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD MEDIO F p

Ooncentración 0,2231 "Mgwwm 0,0744 3,08 0,0900

Tiempo de Expos. 0,0020 1 0,0020 0,08 0,7815

Interacción 0,0449 3 0,0150 0,61 0,6117

Error 1,1094 49 0,0243

Ctrl. agua Ctrl. sv. 1 10 (pg/l)

En el ensayo con 2,4 D, el ANOVAindicó diferencias en el

consumo de oxigeno de los ejemplares expuestos a las distintas

concentraciones de 2,4 D, aunque con una significancia baja (p<0,10,

tabla 28), no existiendo diferencias significativas (p>0,05) entre

los distintos tiempos de exposición. El test de Duncan indicó un
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consumo medio significativamente mayor (p<0,05) a la concentración

más baja (5 mg/l) con respecto a los demás tratamientos, en tanto

que el consumo de los cangrejos expuestos a 1a mayor concentración

(50 mg/l) descendió significativamente con respecto a la

concentración próxima menor. ubicándose en los niveles del control

de solvente (ver fig. 11).

Tabla 28. Resultados del ANOVAy test de comparaciones múltiples de

Duncan, para los ensayos crónicos con 2,4 D sobre consumo de

oxigeno. Las barras horizontales indican ausencia de diferencias

significativas al 95 %

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE CUADRADO
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD MEDIO F p

¿oncentración “"0,1829 3 0,0543 2,52 0,0090

Tiempo de Expos. 0,0028 1 0,0026 0,12 0,7342

Interacción 0,0072 3 0,0024 0,11 0,9539

Error 1,1094 48 0,0215

O ("7' '1 ¡.1 ¡n 0Q C. DJ O H’ '1 ¡.4 U) < U‘ O U1 (mg/1)

En las figuras 10 y 11 se representan las tasas promedio de

consumode oxígeno de los ejemplares expuestos al paratión y al 2,4

D, respectivamente, con su correspondiente error estándar. Tales

promedios consideran los datos para 15 y 30 dias conjuntamente, dada

la ausencia de diferencias significativas entre tiempos de
exposición, para ambosplaguicidas, según se señaló más arriba.
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promediados de 15 y 30 dias). Barras verticales: error estándar.
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8.2) EFECTOS SUBLETALES EN EL DESARROLLO GONADAL

* Aparición de ovigeras: no se detectó la aparición de hembras

ovígeras en ninguno de los tratamientos, durante los 60 dias que

duró la exposición.

Interesa mencionar, sin embargo, que en el experimento para

evaluar la toxicidad letal crónica para ambas especies (sección

A.2.1), de 30 dias de duración, se observó la aparición de una sola

hembra ovígera de unnlmtu, en el control de agua del 2,4 D.

Cuando al término de la exposición, se pasaron los sobrevivientes a

medio libre de contaminante, pudo observarse la aparición de dos

ovígeras mas de W»filmuuïaia, una de ellas en el lote utilizado

previamente comocontrol de solvente del paratión, y la otra en el

grupo pretratado con 5 mg/l de 2,4 D. Estos resultados sugerirían

una acción perjudicial de estos plaguicidas sobre el proceso de

desove que puede implicar, entre otros factores, la fecundación

inmediatamente luego del apareamiento o bien la utilización de

espermatóforos que la hembra mantiene almacenados, según se detalla

en el anexo 2.

* Proporción de tipos celulares:

En la serie masculina, se observó una total homogeneidad entre

los preparados correspondientes a animales tratados y controles,

predominando la presencia de espermatocitos y espermátidas.

En cuanto a los ovocitos, se diferenció y cuantificó la

proporción de los siguientes tipos celulares (para referencias sobre

los estadios de la vitelogénesis, ver anexo 4):
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1) Ovocitos basófilos. Caracterizados por su color violáceo, al

teñirse con hematoxilina. Corresponden a los ovocitos que se

encuentran en previtelogénesis estricta y en vitelogenesis primaria

o endógena.

2) 0vocitos acidófilos. Caracterizados por el color anaranjado a1

teñírse con eosina. Corresponden a los ovocitos que se encuentran en

vitelogénesis secundaria o exógena.

3) 0vocitos atrésicos. Son aquellos ovocitos que sufren un proceso

de reabsorción, mediado normalmente por 1a acción de las células

foliculares (o teoales) que invaden el interior del ovocito, dentro

de un ciclo reproductivo normal (Adiyodi y Subramoniam, 1983). Se

han encontrado sólo ovocitos atrésicos acidófilos, es decir en
avanzado estado de maduración.

4) 0vocitos con contorno anormal. Anomalía consistente en 1a

formación de un contorno festoneado del ovocito. Se ha visto sólo en

los acidófilos.

La tabla 29 detalla los resultados obtenidos sobre la

proporción de los diferentes tipos ovocitarios.

En la tabla 30 figuran los resultados del test de ji cuadrado y
contrastes múltiples de Goodman.
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Tabla 29. Porcentaje de los diferentes tipos ovocitarios en hembras

de expuestas a cada plaguicida. Np: número de puntos

del ocular integrador incluidos en cada tipo celular. Se agrupan,

para cada tratamiento, los datos de 3 cortes.

TIPO TRATAMIENTO EnLnLián 2+4 D
OVOCITARIO Ctrl. agua Ctrl. sv 10 ug/l Ctrl. sv 50 mg/l

Hermana
Z 14,3 15,0 9,4 16,8 16,5

Np 264 443 306 446 641

2) Agidáfiilg
Z 85,7 85,0 90,6 83.2 83,5

Np 1581 2501 2949 2206 3241

2.a) Normal
Z 88,5 88,6 74,4 80,2 77,3

Np 1399 2217 2193 1770 2504

2.b) Atrésico
Z 10,7 11,4 9,0 19,8 22,7

Np 169 284 265 436 737

2.c) Contorno anormal
Z 0,8 0,0 16,6 0,0 0,0

Np 13 0 491 0 0

Número de
hembras: 5 5 6 6 6

Comohecho remarcable, cabe citar el efecto significativamente

alto del paratión sobre la proporción de ovocitos acidófilos con

contorno anormal, difiriendo de los controles. Si bien el test de

comparaciones múltiples efectuado también arrojó diferencias

significativas entre amboscontroles, numericamentela diferencia en

las respectivas proporciones es minima respecto de la que se

encontró con el paraLión (ver tabla 29). El 2,4 D, por su parte,

produjo un aumento significativo de la proporción de ovocitos

atrésicos respecto del control de agua, produciendo el control de

solvente un efecto intermedio, que no se diferencia del producido

por los otros dos tratamientos.
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Tabla 30. Resultados del test de ji cuadrado y contrastes múltiples

de Goodmanpara la frecuencia de tipos ovocitarios en hembras de

granulatt expuestas a cada plaguicida. Las barras horizontales

indican ausencia de diferencias significativas a1 95 Z

EABAILQN

x2 global : 748,18 (p < 0,01)

[QSL de Goodman

- Proporción acidófilos/basófilos

Ctrl. agua Ctrl. sv. 10 ug/l

—Proporción cont.anormal/acid.normales

Ctrl. agua Ctrl. sv. 10 pg/l

x2 global : 151,03 (p < 0,01)

lasLCLchodman

- Proporción acidófilos/basófilos

Ctrl. agua Ctrl. sv. 50 mg/l
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* Area de ovocitos: La tabla 31 contiene los resultados obtenidos.

Tabla 31. Resultado de las mediciones de área de ovocitos en hembras

de P u expuestas a cada plaguicida. Los valores se expresan

en umz. E.S.: error estándar

PLAGUICIDA TIPO OVOCITARIO TRATAMIENTO PROMEDIO E.S. N

Paratión Basófilo Ctrl. agua 2153,53 89,74 113
Ctrl. sv. 2147,94 54,81 132
10 pg/l 2570,44 95,39 100

Acidófilo Ctrl. agua 28888,15 1039,45 177
Ctrl. sv. 14599,01 330,03 188
10 pg/l 29305,81 759,47 192

2,4 D Basófilo Ctrl. agua 2153,53 69,75 113
Ctrl. sv. 2182,28 88,19 109
50 mg/l 2019,19 137,90 121

Acidófilo Ctrl. agua 28888,15 1039,45 177
Ctrl. sv. 13848,87 323,75 138
50 mg/l 12011,29 728,51 179

El resultado del análisis estadístico respectivo figura en
tabla 32. En el caso del paratión, se advierten diferencias

significativas para ambos tipos de ovocitos. Los contrastes

efectuados revelan un incremento significativo del área de los

ovocitos basófilos por efecto del plaguicida, que se diferencia de
amboscontroles. Para los ovocitos acidófilos también se advierte un

efecto de incremento significativo del paratión, en comparación con

su respectivo control de solvente, aunque no se diferencia del

control de agua. Dado que a su vez el solvente produce una

disminución significativa del área ovncitaria respecto del control
dc agua, se advierten efectos contrapuestos del insecticida y del

solvente utilizado. El efecto combinadode ambospuede visualizarse

en la concentración de 10 ug/l, teniendo en cuenta que esa

concentración del insecticida, además de contener el principio
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Tabla 32. Resultado de los tests de Kruskal-Hallis, y contrastes

múltiples respectivos, para el área de los ovocitos de hembras de Ü»

uranula¿d expuestas a cada plaguicida. Las barras horizontales

indican ausencia de diferencias significativas al 95 Z

BesultadogLQhal

PLAGUICIDA TIPO ÜVUCITARlo SIGNIFICACION (p)

Paratión Basófilo 0,0010
Acidófilo 0.0000

2,4 D Basófilo 1,0000
Acidófilo 0,0000

- Paratión —0vocitos basófilos

Ctrl. sv. Ctrl. agua lÜ pg/l

—Paratión —0vocitos acidófilos

Ctrl. sv. Ctrl. agua 10 ug/l

- 2,4 D - 0vocitos acidófilos

50 mg/l Ctrl. sv. Ctrl. agua

activo. contiene la mismaconcentración de solvente presente en el

control respectivo.

En el caso del otro plaguicida, sólo se advierten diferencias

significativas para el caso de los ovocitos acidófilos. Tanto el

control de solvente como el tratamiento con 50 mg/l de 2,4 D

producen unadisminuciónsignificativa del área ovocitaria respecto

del control de agua. Por otra parte ambostratamientos (tratados con

2.4 D y control de solvente) difieren entre si, adviertiéndose un

efecto neto del herbicida en 1a reducción del área. En el caso del
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solvente, se repite el mismoresultado obtenido en el experimento

con paratión (respecto del control de agua), confirmándose su efecto
de reducción ovocítaria.

Las figs. 12 y 13 ilustran los efectos observados y

cuantificados para cada plaguicida (paratión y 2,4 D

respectivamente). Para el caso del paratión, adviértase el contorno

festoneado en los ovocitos acidófilos, y su mayor tamaño en relación

a1 control de solvente; en el caso del 2,4 D, puede visualizarse la

presencia de ovocitos con atresia de tipo reaccional, indicada por

la proliferación e invasión de las células tecales adyacentes, así
como un tamaño menor de los ovocitos acidófilos en relación al

control (compárese la relación de áreas entre acidófilos y basófilos

para el control y el tratado). Todas las fotografias fueron tomadas
con el mismo aumento.

Como referencia para una descripción más detallada de 1a

histología del ovario en la especie estudiada, véase el anexo 4.
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Tratádá con lÜ ug/lee paratíón

Figura 12. Vista al microscopio óptico del ovario de hembras de C­

gFanu tratadas con paratión, y del correspondiente control de
solvente. Aumento en ambos casos: 70x
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Tratada con 50 mg/l de 2,4 D

Figura 13. Vista a1 microscopio óptico del ovario de hembras de Ü:

granulata tratadas con 2,4 D, y del correspondiente control de

solvente. Aumento en ambos casos: 70x
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8.4) EFECTOS SUBLETALES EN LA INCUBACION DEL DESOVE

La tabla 33 resume los resultados obtenidos con paratión.

Tabla 33. Resultados de la exposición al paratión de hembras

ovigeras de W UIMNH566H,durante el período de incubación de los

huevos.

CONCENlEÁCIOÑUÉQWBÉWWH X CON TIEMPO éÉóHÏ Z CON Z CON HUEVOS
(ng/1) HUERTAS ECLOSION INCUB.1 E.S. PERDIDA ANORMALES

8€;ïï agua o .UébmwmwmwïÁÍÉÉ i 1,20 lómúmflMh Ü __q

1 0 90 15,78 1 1,59 10 0

10 0 90 18,22 i 1,32 10 0

Ctrl.sv(30) 0 100 14,30 i 1,33 Ü Ü

30 O 50 12,00 i 0,55 50 0

Ctrl.sv(100) 20 70 17,88 1 1.71 30 0

100 100 Ü 100 0

Todos los porcentajes indicados en la tabla Se refieren a

hembras ovigeras, considerándose con eclosión a aquellas cuya masa

de huevos, parcial o totalmente, presentara eclosiones al término

del período de incubación, estimándose el tiempo promedio respectivo

para cada concentración y control. El porcentaje con pérdida se

refiere a aquellas hembras cuyo desove se desprendió totalmente de

los pleópodos donde estaba siendo incubado, o bien al desove de las

hembras muertas durante el experimento. La mortandad de las hembras

ovigeras aconteció en general durante la primera semana de

experimentación, siendo del 100 Z en la concentración más alta.

Los resultados correspondientes al 2,4 D figuran en tabla 34.
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Tabla 34. Resultados de la exposición al 2,4 D de hembras ovigeras

de iHHïd6d, durante el período de incubación de los huevos.

CONCENTRACION % DE z C0dwmmwwmllgdÉO PROM. z CON Z CON HUEVOS
(mg/l) HUERTAS ECLOSION INCUB.1 E.S. PERDIDA ANORHALES

Ctrl. agua 0 80 14,87 L 1.19 20 0

5 0 60 13,33 i 0,58 40 10

Ctrl.sv(15) 0 60 12,33 i 0,81 40 0

15 0 20 12,00 i 2,00 80 20

Ctrl.sv(50) 0 90 14,58 i 0,69 10 0

50 0 0 100 20

Ctr1.sv(500) 0 30 12,00 i 0,00 70 0

500 100 Ü —“““ 100 50

Debido a la acción de este plaguicida, se notaron ovigeras con

huevos anormales; la anormalidad se visualizó como un cambio de

color de toda la masa de huevos hacia un tono naranja intenso,

similar al que adquieren luego de la formolización. Normalmente

terminaron por ser expulsados por las hembras, produciéndose por lo

tanto una pérdida total del desove. En la concentración más alta de

2,4 D, el 50 Z de las hembras muertas poseía un desove anormal. A

esta concentración, al igual que lo ocurrido en la concentración más

elevada de paratión, murió el 100 Z de las hembras.

Los tiempos de incubación de las distintas concentraciones y

controles no difieren significativamente entre si (p>0,05), tanto

para paratión comopara 2.4 D (tabla 35).

La fig. 14 muestra graficamente los porcentajes de hembras con

eclosión, con sus respectivos intervalos de confianza al 95 Z, para

las distintas concentraciones y controles de paratión. Las
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Tabla 35. Resultados del ANOVApara tiempos de incubación en las

hembras ovigeras de dnuïm6u expuestas respectivamente a cada

plaguicida.

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE CUADRADO
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD MEDIO F p

PARATION “mmmmwmwmm_nm_mwnmnmm"“mmm_

Tiempo incub. 124,7708 5 24,9542 1,54 0,1987

Error 698,2905 43 18,2393

2,4 D

Tiempo incub. 44,2381 8 7,3727 1,51 0,2108

Error 141,7839 29 4,8884

comparaciones del porcentaje entre todos los tratamientos, de

acuerdo al test exacto de Fisher, indican la existencia de

diferencias significativas (p<Ü,05) entre 30 ug/l y el control de

solvente respectivo, y entre 100 ug/l y el resto de las

concentraciones y controles (fig. 14). En las concentraciones más

bajas (1 y 10 ng/l) no se constatan variaciones en el número de

hembras con eclosión, en relacion a las que se verifican en los

controles.

En el caso del 2,4 D se nota también un efecto dependiente de

la concentración sobre el porcentaje de hembras con eclosión. El

test de Fisher correspondiente (fig. 15) arroja diferencias

significativas (p<0,05) entre las concentraciones más altas (50 y

500 mg/l) y la concentración y controles de solvente más bajos. La

concentración de solvente más alta (correspondiente a 500 mg/l),

ejerce a su vez un efecto importante sobre la eclosión,

diferenciandose del control de solvente de 50 mg/l y del control de

agua.
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eclosión, en cada concentación y en el control de paratión, y test

de Fisher correspondiente. Barras verticales: intervalos de

confianza al 95 Z . Líneas horizontales: indican ausencia de

diferencias significativas (p>0,05).
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Fisher correspondiente. Barras verticales: intervalos de confianza
al 95 Z Lineas horizontales: indican ausencia de diferencias

significativas (p<Ü,US;test de Fisher).
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Respecto de la variable "pérdida de huevos”, en la tabla 36 se

expresan los resultados de la estimación de la CE50correspondiente,

para cada plaguicida.

Tabla 36. Valores de CE50 para la pérdida del desove en hembras

ovigeras de expuestas a cada plaguicida.

PLAGUICIDA CE50 INT.CONF.95% PEND. R2

Paratión (ug/1) 33,85 17,94 —83,88 10,80 0,00

2,4 D (mg/l) 7,41 1,99 - 13,16 1,17 0,98

Para el caso de paratión, el valor de CE50está alrededor del

valor 30 ug/l, en concordancia con lo registrado experimentalmente

para dicha concentración (50 Z de pérdidas, ver tabla 33). En el

caso del 2,4 D, la CE50estimada es un valor intermedio entre las

dos concentraciones menores ensayadas (5 y 15 mg/l). Si bien en 500

mg/l el efecto del 2,4 D fué letal para el 100 Z de las hembras, lo

que implicó también la consecuente pérdida de huevos, esta

concentración no se tuvo en cuenta para el cálculo de la CE50debido

a que el control de solvente respectivo también produjo una elevada

pérdida del desove (ver tabla 34).

Con respecto a la presencia de huevos anormales, anteriormente

mencionada, se nota que sólo es efecto del 2,4 D, no teniendo

incidencia el solvente, ni aún en la concentración más alta. E1

calculo de la CE50respectiva arroja una valor de 600 mg/l, pero sin

poder estimarse el respectivo intervalo de confianza, dado que

recién en la última concentración (500 mg/l) se alcanza el 50 Z de

efecto.
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B.5) EFECTOS SUBLETALES EN LA ECLOSION LARVAL

* Efectos sobre el númerode larvas eclosionadas

La tabla 37 muestra los resultados del método de validación

utilizado para la toma de muestras de larvas eclosionadas.

Calculando la variabilidad en términos del coeficiente de variación

(CV desviación estándar / media) * 100), ésta resultó

aproximadamente de un 20 Z (23,44 Z en promedio).

Tabla 37. Validación del método de extracción de larvas (zoea I de

grfinulüfid). Cuerpo de la tabla: Número de larvas en 10 ml de

muestra. Volumen total: 1 1. CV% coeficiente de variación

porcentual.

MUESTRA ECLOSION N° 1 2 3

1 198 55 235
2 178 78 201
3 281 83 201
4 182 70 280
5 84 95 239

Promedio: 179,80 75,80 227,20
Desv. est.: 70,73 14,89 25,73
CV Z 39,34 19,84 11,33

El análisis de covarianza efectuado para comparar el número de

larvas eclosionadas, entre hembrasovigeras tratadas y controles,

mostró que ninguna de las regresiones en función de la covariable

considerada (ancho de caparazón) fué significativa (p>0,05). El test

de Student realizado posteriormente (dada 1a ausencia de efectos

estadísticamente significativos de la covariable mencionada), arrojó

diferencias significativas (p<0,05) en el caso de paratión, y

ausencia de diferencias (p>U,Uh) en el caso de 2,4 D. Este último

resultado debe ser tomado con precaución, ya que sólo dos hembras
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llegaron a tener eclosiones en 15 mg/l de 2,4 D, existiendo gran

variabilidad entre ellas respecto del númerode larvas eclosionadas.

En la tabla 38 pueden verse los datos del número de larvas

eclosionadas por hembrapara cada plaguicida, datos sobre los cuáles
se realizaron los análisis.

Tabla 38. Número de larvas eclosionadas por hembra, para cada

plaguicida. Los datos están referidos al número de larvas en 10 ml

de muestra (NL). Volúmentotal en todos los casos: 1 l. Control sv.:

control de solvente. AC: ancho del caparazón (mm) de la hembra

con eclosión.

HEMBRA PARATION 2,4 D
N° Control sv. 30 pg/l Control sv. 15 mg/l

AC NL AC NL AC NL AC NL

1 28,15 85 25,80 29 23,85 32 28,70 112
2 28,25 74 25,90 32 27,10 156 22,45 25
3 25,85 127 22,00 22 27,80 102
4 25,80 55 27,40 90 24,00 88
5 27,00 75 24,30 68
8 28,85 135 27,25 143
7 24,75 88 25,80 143
8 25,70 148 25,35 184
9 27,45 184 28,50 173

PROMEDIO: 107,89 43,25 118,11 88,50

DESV.EST.: 42,50 31,45 51,07 81,52

* Efectos en la morfología de larvas eclosíonadas

Las anomalías detectadas en las larvas eclosionadas fueron:

—Hidropesía

- Ojos atrofíados
- Pleon atrofiado

—Espina dorsal atrofíada

La figs. 18 y 17 ilustran las distintas patologías observadas.
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H: hidropesia / OA: ojos atrofiados / PA: pléon y
atrofiados / EA: espina dorsal atrofiada. Aumento:40x

Figura 18. Anomalías morfológicas observadas en larvas

eclosionadas de huevos tratados con cada plaguicida.¡"'¿Ïï I“: |Ï,.'Ï ¿El

_' yf;Ïwvm -‘y ‘

Detalle de las anomalías morfológicas en ojos yFigura 17.
eclosionadas dedorsal, observadas en larvas de H» urüüulüiü

tratados con cada plaguicida.
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Figura 17 (cont.)

Espina normal (A: 90x) Espina atrofiada (A:112,5x)

La hidropesia se visualizó comoun aumento del volumen tisular

normal, especialmente en la región cefalotoráxica de la larva. Los

ojos atrofiados y carentes de la estructuración normal, presentaron

además una total o parcial despigmentación. La atrofia en el pleon

se caracterizó por su aspecto raquitico, y por una formación

reducida del telson. La atrofia de la espina dorsal consistió en una

notoria reducción de su largo y pérdida del contorno normal.

La foto de la fig. 16 corresponde a una larva pretratada con 30

pg/l de paratión, una vista completa de un ejemplar control puede

verse en la fig. 18. En la fig. 17, los ojos anormales corresponden

a una concentración de paratión de 30 pg/l; la espina anormal a una

concentración de 2,4 D de 15 mg/l; y ambas estructuras normales al

control de solvente correspondiente a 100 pg/l de paratión.

Las figs. 18 y 19 muestran 1a presencia de estas anomalías en

larvas pretratadas con paratión y 2,4 D respectivamente, en

comparación con los respectivos controles de solvente.



J.
Paratión (30 pg/l)

Figura 18. Anomalias morfológicas observadas en larvas de C:

grahulata eclosionadas de huevos tratados con paratión y con el

respectivo control de solvente durante el desarrollo embrionario.

Aumento en ambos casos: 11,25x.
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Control de solvente (de 15 mg/l de 2,4 D)

2,4 D (15 mg/l)

Figura 19. Anomalías morfológicas observadas en larvas de C­

granuiata eclosionadas de huevos tratados con 2,4 D y con el

respectivo control de solvente durante el desarrollo embrionario.
Aumento en ambos casos: 11,25x
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Figura 19 (cont.)

Control de solvente (de 500 mg/l de 2,4 D).

Para ambos plaguicidas, se advierten las patologías antes

mencionadas, asi como el efecto que produce el control con la

concentración más alta de solvente utilizada (correspondiente a 500

mg/l de 2,4 D, 33 veces más concentrado que el correspondiente a 15

mg/l del herbicida). Este fué cualitativamente similar al observado
con los dos plaguicidas, habiéndose registrado sin embargoen este

caso, según se especifica más adelante, una menor incidencia en la

atrofia de ojos (observese a este respecto la presencia de ojos

normales en una de las larvas de ese control).

Las figs. 20 y 21 muestran, para paratión y 2,4 D

respectivamente, los porcentajes con que se presentan cada una de

las anomalías morfológicas notadas.



F'me-ntaje de armalías miriam-sitas

PÑPHÏIÜH(¡:ormentrvacicanes en ¡Ag/l)

¡ae - mmm
¿A

* [/4 ' uJuS

' 53m1

— fi ¡"' mm

xxx

z
“%\

l4

vL'Á‘1‘;

\

3
1 ' amm; emma)

N: 44 lRG 153 460 183 57

Figura 20. Porcentajes de aparición de anomalías morfológicas en
1 a r v a s d e 4;"¡"‘¡EZRIr“,u fi ¿a 1.5:: eclosionadas de huevos tratados con paratíón

durante el desarrollo embrionario. N: númerode larvas analizadas.



Figura

flv: A“.

Qu.fl.

186

21.

ctr1.ag.

76 73 m.,.ú

I..M.IW/Jflfiflhá

f.¿.0¡y.¡,.a.A“rn/M7377.A

durante el desarrollo embrionario.

7

w.
¿”WM

¿1. y;,

. ¿“akun},«¡,1/,

f/¡“lII¡Ilz/I/L/¡Milk/“¡hifi¡1...“1/14/L11..HII...4;..“,IH

5

li :

1.¡If/¡{1:¡I l

.1I/...
UI:H¡:I/./rnfl/.el¡

.¡IhIÁIAI/¡rui

,,/,/4%,”.

.AAAA .

r.“4
,¡/%//, 9.qui/I/ann/¡uvxulnnuunM/¡luu/M///7¡u#nNu/quun”,.,

II.

Porcentajes de aparición de anomalías

¡,.
“uE/In/cl,u,uww/wu%.Áuu,/uflfl

Í\;1/;/l1/:II1/;..Ii::1I.l

I///1/11.lz.II!1..z.Jl//X,J.,1/,l.l..I//,1/,/V/.././,,

,Auulun/un/un

nu"uu/7/,Ifl/nuuuvuufldmx.M/.

//.,..,,H./,,..,/H

1/17“:

¡11/

l,IH.I/IIII/

¡,47.ÁÏZNNK/wáumnyx/U¡rá

.i/I¡i.1:IIl:¡u/.Í;1/...¡/,/.i/

I.I¡A1..iI.1.lI.I.IV.l.;..K.I

Porcentaj

2,4 IH’

E4

IGM?ntraciúne3€

de anamalias morfologí

n mgfl)

cas

9 o TL 0 S TL. O U vu D. Du S D. 9 U. nu 9 A 0 S al. Tu by 11 ÉD. O S O O U

morfológicas

2,4

númerode larvas analizadas.

en

D



Los resultados del ANOVAy contrastes múltiples para efectos

principales, para el paratión, figuran en la tabla 39.

Tabla 39. Resultados del ANOVAy contrastes de Duncan para efectos

principales (paratión), sobre la proporción de larvas de

con anomalías morfológicas (transformación arcoseno de 1a

raiz cuadrada). Qantrnates: niveles de cada factor ordenados según

orden creciente de medias; las líneas horizontales indican ausencia

de diferencias significativas al 95 Z

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE CUADRADO
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD MEDIO F p

¿oncentracion 3,1817 5 0,6323 22,89 0,0000

Anomalia 0,2337 3 0,0779 2,82 0,0415

Interaccion 0,5174 15 0,0345 1,25 0,2442

Residual 3.6459 132 0,0276

(¡entrantes gana concentracion (concentraciones en ug/l)

Agua Ctrl sv(100) Ctrl.sv(30) 1 30 10

_..4______—_

Contrastesaamaanalias
Pleon at. Espina at. Ojos at. Hidrop.

El resultado global demuestra que existen diferencias

significativas (p<0,01) en 1a proporción de larvas eclosionadas
entre las distintas concentraciones. Los contrastes correspondientes

separan a los controles (de agua y de solvente) de las tres

concentraciones en las que nnurríeron eolosiones. Los contrastes

demuestran que 10 pg/l produjo un efecto significativamente mayor
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que 1 pg/l, provocando la concentración más alta (30 ug/l) un efecto

intermedio, aunque sin diferenciarse significativamente de ninguna
de las otras dos concentraciones.

Se notaron tambiéndiferencias significativas entre las varias

anomalías (p<0,05). Existe una tendencia hacia la separación de las

anomalías en dos grupos, reflejada en los valores promedio

(alrededor de 0,9 para pleon y espina atrofiados, aproximadamente

0,16 para hidropesia y ojos atrofiados, datos transformados). Tal

tendencia no aparece claramente discriminada en los contrastes

múltiples de Duncan (tabla 39), en cambio si se constata en los

realizados por el método de Schefée y por el método de la menor

diferencia significativa (p<Ü,05), quedandodefinidos dos grupos, el

primero conformado por hidropesia y ojos atrofiados, que aparece con

mayor frecuencia que el segundo grupo en el que se agrupan

malformaciones en el pléon y la espina dorsal.

La tabla 40 resume los resultados del ANOVAy contrastes

múltiples de efectos principales, para el 2,4 D. Se evidencian

diferencias significativas (p<0,01) tanto entre concentraciones como

entre anomalías. Los contrastes para concentraciones muestran una

progresiva incidencia en función de la concentración aplicada,

diferenciandose 15 mg/l de su control de solvente y de la

concentración más baja (5 mg/l). Por su parte los controles de

solvente ensayados también aumentan la frecuencia de aparición de

anomalías en función de la concentración, llegando el control de

solvente de 500 mg/l a niveles similares a los detectados para 15

mg/l del herbicida.

124



Tabla 40. Resultados del ANOVAy contrastes de Duncan para efectos

principales (2,4 D), sobre la proporción de larvas de 5- Himuuldtu

con anomalías morfológicas (transformación arcoseno de la raiz

cuadrada). Contxnsies: niveles de cada factor ordenados según orden

creciente de medias; las lineas horizontales indican ausencia de

diferencias significativas al 95 Z

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE CUADRADO
VARIACION CUADRADOS LIBERTAD MEDIO F pcencéág';¿ción20,8997 m 4
Anomalia 4,5715 3 1,5238 13,53 0,0000

Interacción 3,9797 15 0,2653 2,36 0,0068

Residual 10,3841 92 0,1127

Mes cana (concentracionesenIng/1)
Agua 5 Ctrl.sv(15) Ctrl.sv(50) 15 Ctrl.sv(500)

Magnum
Ojos at. Hidrop. Pleon at. Espina at.

Los contrastes para anomalías distinguen claramente a la

anomalía de ojos atrofiados del resto, al tener una incidencia

significativamente menor (p<0,05).

La interacción entre factores mostró ser estadísticamente

significativa (p<0,01). El resultado de los contrastes
correspondientes figura en la tabla 41.
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Tabla 41.

concentraciones

larvas de P.

del

medias; las

Resultado de los

de

Urannïd3d eclosionadas de huevos expuestos.

líneas horizontales indican

significativas al 95 Z

ANOMALIA

OJOS ATROF.

HIDROPESIA

PLEON ATROF.

ESPINA
ATROF.

Pueden

atrofiados,
la

significativamente mayorque todos los demás tratamientos.
tres

un efecto relevante (difiere significativamente de la
más baja,

solvente),

concentración

anomalías restantes,

del

contrastes de

2,4 D y anomalías (método de Duncan)

factor concentración están ordenados según orden

ausencia

interacción entre

para las
Los niveles

creciente de

de diferencias

CONCENTRACIONES (mg/l) Y CONTROLES

.sv(15)Agua 5 Ctrl.sv(50)

Agua 5 Ctr1.sv(15)

Agua 5 Ctrl.sv(15)

Agua 5 Ctr1.sv(15)

Ctrl.

Ctrl.

.sv(50)

sv(50)

sv(50)

distinguirse dos patrones de acción,

más alta (15

control de agua, y de

y otro para las restantes anomalías.

mg/l)

SL]

produce

la concentración más alta también

respectivo

En el primer

Ctrl.sv(500) 15

15 Ctrl sv(500)

15 Ctrl.sv(500)

15 Ctrl.sv(500)

uno para los ojos

caso,

un efecto

Para las

ejerce
concentración

control de

pero no se diferencia del efecto de el/los control/es de

solvente más elevados (correspondientes a 500 y 50 mg/l).
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De las comparaciones mencionadas, surje a su vez el hecho de

que, para las cuatro anomalías, el efecto producido es dependiente

de la concentración de 2,4 D aplicada; mientras que se advierte un

efecto del solvente, dependiente de su concentración, para la

hidropesia, pleón y espina atrofiados. Estos resultados corroboran
los obtenidos mediante los contrastes para efectos principales

(tabla 40).

Vale aclarar, por otra parte, que no se cuenta con los datos

del porcentaje de anomalías para las concentraciones de 50 y 500

mg/l de 2,4 D, dado que-en tales concentraciones no se produjo

ninguna eclosión, según se consigna en la sección B.3). La misma

aclaración es válida para la concentración más alta de paratión

aplicada (100 ug/l).

* Efectos sobre el tamaño de larvas eclosionadas

La tabla 42 resume los resultados obtenidos

Tabla 42. Largo del caparazón de larvas de C- GFHHHÍataeclosionadas

de huevos expuestos a cada plaguicida. Se eXpresan las medidas del

largo del pereion más plcon, en mm.E.S.: error estándar.

PLAGUICIDA CONCENTRACION PROMEDIO E.S. N

Paratión Ctrl. agua 0,8915 0,0049 20
(pg/l) Ctrl. sv(30) 0,8945 0,0053 20

1 0,8825 0,0093 20
10 0,8725 0,0113 20
30 0,7287 0,0061 30

2,4 D Ctrl. agua 0,8495 0,0049 20
(mg/l) Ctrl. sv(15) 0,8405 0,0104 20

5 0,8495 0,0100 20
15 0,8700 0,0178 3D
Ctrl. sv(SÚ) 0,7105 0,0181 20
Ctrl. sv(hUU) 0,7480 0,0178 20
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Los resultados del análisis estadístico correspondiente figuran
en tabla 43.

Tabla 43. Resultado del test de Kruskal-Wallis para el largo de las

larvas de eclosionadas de huevos expuestos a cada

plaguicida. Las lineas horizontales indican ausencia de diferencias

significativas al 95 Z

EABAILQH

Comparaciónglobal entre concentraciones: significativa (p=2,0.10'7)

anttastes múltigles (concentracionesen flg/l)
1 10 ctrl. agua Ctrl. sv(30) 30

LAD.

Comparaciónglobal entre concentraciones: significativa (p=1,5.10'5)

Qanttastes múltigles (concentraciones en mg/l)

Ctrl.sv(15) 5 15 Ctrl.agua Ctrl.sv(50) Ctrl.sv(500)

Cabe señalar un relativo incremento en el tamaño larval por

efecto de la concentración más alta de paratión empleada. respecto

de las dos restantes, si bien no existen diferencias con el control

de solvente. En el experimento con 2,4 D se advierte un efecto de la

concentración más alta de solvente, también sobre el incremento de

tamaño (ver tabla 42), aunque sólo resulta ser significativa con

respecto a las concentraciones más bajas, tanto de solvente como de

herbicida.
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INTEGRACION DE RESULTADOS Y DISCUSION

* TOXICIDAD LETAL AGUDA.

Las CLSÜ, estimadas para los estadios del ciclo de vida

considerados, junto con sus respectivos intervalos de confianza,

proveen el perfil de respuesta letal ante una exposición de duración
relativamente corta.

De ambos plaguicidas estudiados, el paratión demostro pOSeer

una toxicidad letal significativamente mayor en todos los casos. La

tabla 44 cuantifica estas diferencias de toxicidad, comparando la

CLSÜa 98 hs para cada estadio estudiado del ciclo de vida.

Tabla 44. Comparación de CLSÜa 96 hs de exposición entre ambos

plaguicidas, para cada estadio del ciclo de vida.

ESPECIE/ESTADIO COCIENTE CLSO (2,4D/PARATION) SIGNIFICACION

ur'ug‘um

—Adultos 2.549 p < 0,01

- Adultos 6.018 p < 0,01

- Juveniles 8.028 p < 0,01

- Zoea I 833 p < 0,01

Por otra parte, el paratión demostró poseer un umbral de

toxicidad letal incipiente a las 96 hs de exposición (es decir una

estabilización de la mortalidad al término de dicho periodo de

tiempo), mientras que el 2,4 D sólo lo mostró en el caso de la zoea

I de L ur nuldïú (ver figs. 2, 3 y 4 de la sección resultados).

129



Estos resultados brindan un primer indicio de que, además de

ejercer su efecto letal a concentraciones muchomenores, el paratión

actúa sobre los organismos en estudio con mayor rapidez que el 2.4

D, hecho relacionado con su naturaleza neurotóxica. Esta diferencia

encontrada entre ambos plaguicidas en su efecto letal, sera
comentada más adelante en relación a los efectos subletales

investigados.

En la tabla 45 se comparan los valores de CL50 a 96 hs entre

los adultos de ambas especies. Tanto respecto al paratión como al

2,4 D, los adultos de Ha uruguayenfiis presentaron una sensibilidad

significativamente mayorque los de C. granulata. Esta diferencia

esta en relación directa con la diferencia en masa corporal entre

ambas especies (“y es alrededor de 30 veces menor que

la restante especie, Rodriguez y Dezi, 1987).

Tabla 45. Comparación de CL50 a 98 hs de exposición entre los

adultos de y C. granutaüu, para cada plaguicida.

COCIENTE CL50
PLAGU ICIDA (.27 ._,rral." \'i u 3..:.: -". urtqïua;\v'cs.-3n:s;:.1) SIGNIFICACION

Paratión 10.98 p < 0,01

2,4 D 25,92 p < 0,01

Cuando se comparan los valores de CL50 entre los distintos

estadios del ciclo de vida de la especie C. granulata, se constata

una sensibilidad significativamente mayordel estadio más temprano

(zoea I) respecto de los juveniles y adultos. Por otra parte, los

juveniles resultaron significativamente mássensibles al paratión
que los adultos, no difiriendo en su sensibilidad al 2,4 D. En la

tabla 46 se consigna el resultado de las comparaciones efectuadas.
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Tabla 46. Comparación de CLSÜa 98 hs de exposición entre los

distintos estadios del ciclo de vida de (x uranulmfm, para cada

plaguicida.

PLAGUlClDA COMPARACION COCIENTE DE CL50 SIGNIFICACION

Paratión Adultos/zoea 1 982 p < 0,01

Juveniles/zoea I 632 p < 0,01

Adultos/juveniles 1,56 p < 0,01

2.4 D Adultos/zoea 1 11.233 p < Ü,U1

Juveniles/zoea I 9.810 p < 0,01

Adultos/juveniles 0,81 p > 0,05

En la tabla 47 se consignan resultados obtenidos con paratión y

2,4 D sobre otras especies de crustáceos y peces. Asimismo, para los

crustáceos, se incluyen datos obtenidos con otros plaguicidas

(eventualmentebifenilos policlorados) sobre diferentes estadios del

ciclo de vida de distintas especies. La tabla 48 contiene los

valores de DL50 (dosis letal 50) de los dos plaguicidas para

mamíferos.

De la comparación efectuada con los resultados obtenidos,

interesa destacar:

Los adultos de ambas especies estudiadas, en especial de (l
resultaron relativamente más resistentes a cada

plaguicida ensayado que los adultos de otras especies de crustáceos.

Esta elevada resistencia, convierte a estos organismos adultos en

buenos indicadores de contaminación (Margaleff, 1983), hecho que se

vé también favorecido por su abundancia, amplia distribución, y

fácil muestreo. Estas caracteristicas convierten a estos

indicadores, en especies aptas para evaluar en su ambiente
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Tabla 47.

de

exposición.

ESPECIE

unan“

.i'lun Il

vu l ._‘:..-.¡

.‘w-rfxíu:
In;

Gamma/“w
Ich". cm 3.1":

l_v: t ¡Irïrïïfini4r.!;.hu

‘n'Í i ..:ur.­

fV'Ï-EÍ ¿i h‘l’ll' :I '

ulwqans

crustáceos y

Toxicidad

NE:

ESTADIO

adulto

adulto

adulto

adulto

adulto

adulto

zoea I

zoea I
zoea VII

zoea l
2° juvenil
9° juvenil
adulto

zoea I
adulto

zoea I
adulto

zoea I
adulto

zoea I
adulto

zoea I
1° juvenil
adulto

aroclor
aroclor

no especificado.

PLAGUICIDA HS.EX. CL50

paratión

paratión

paratión

paratión

paratión
malatión
malatión

sevin
sevin
sevin
sevin

Na-PCP
Na-PCP

Na-PCP
Na-PCP

Na-PCP
Na-PCP

1254
1254

metoxiclor
metoxiclor
metoxiclor
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peces (datos bibliográficos).

48

96

98

96

48

NE

letal aguda de plaguicidas para otras

3,3-10
ug/l

2 pg/l

7 pg/l

3 pg/l

3,2 mg/l

1800 mg/l

33 ng/l

0,08"0,11 mg/l
< 0,02 mg/l

10 ng/l
57 ng/l

HS.

especies
EX.: horas de

REFERENCIA

Portmann, 1972

Eisler, 1969

Eisler, 1889

Eisler, 1989

Brooker y
Edwards, 1975

Ste—
1979

McEwen y
phenson,

Lombardo al
1982

Bookhout y
Monroe, 1977

Buchanan e:
1970

300-220 pg/l
180 pg/l

0,08
10,39

mg/l
mg/l

0,20
4,72

mg/l
mg/l

mg/l
mg/l

0,11
1,79

5-10
> 100

ng/l
pg/l

0,42
5,10
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ng/l
pg/l
pg/l

van Dijk al al.
1977

idem

idem

Vernberg ei al.
1977

Armstrong et
a1., 1978



tabla 47 (cont.)
ESPECIE ESTADIO PLAGUICIDA HS.EX. CL50 REFERENCIA

EEQES

Fxmaphmlr adulto paratión 98 2,05 mg/l (1)
jfil’x’J/ñví.‘I '-.. " " " 1 , 30 mg/ 1 (2)

u-Z“ luln .1

Hhv adulto paratión 48 2,0 mg/l (1)

adulto paratión 48 0,047 mg/l (1)
” " 96 0,095 mg/l (2)

adulto 2,4 D 48 0,98 mg/l (1)

adulto paratión 96 2,7 mg/l (2)

adulto 2,4 D 48 1,3 mg/l (1)

Í. rr‘l'ï ¡.9

rwï-ruim adulto paratión 98 0,055 mg/l (2)

/_.e‘-¡ ¡e un r

ñrfihriïua adulto paratión 96 0,42 mg/l (2)

N c (¡Y ¡"‘23, .1 ¡1.- _«.v

salmuáfiv adulto paratión 98 0,19 mg/l (2)

Hash- Brooker y
ïïarÜMNrwhu adulto 2,4 D (sal) 48 105 mg/l Edwards, 1975

(1): HcEweny Stephenson, 1979
(2) Pickering H? ' , 1982

natural, tanto efectos letales (en su distribución, abundancia,

diversidad, reclutamiento) comosubletales (tasa de crecimiento.

diversas variables reproductivas) (Henner, 1988). En la

planificación de un monitoreo ambiental que incluya la evaluación de

tales efectos, en terminos de tipos de daño que podrian ocurrir, de

la sensibilidad relativa entre especies y estadios y su relación con
las concentraciones de contaminantes, los resultados condensados en

esta Tesis representan un renglón de relevante interés.
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Tabla 48. Valores de DL50(dosis letal 50) aguda, de paratión y 2,4

D, para mamíferos (rata blanca a menos que se indique lo contrario).

PLAGUICIDA VIA DE ADMIN. DL50(mg/kg) REFERENCIA

Paratión oral 13 Pickering uf mir, 1962

oral (hembras) 3-6 IRPTC, 1982
oral (machos) 15-30 idem
intraperitoneal 4 idem
dermal 8-10 idem

2,4 D oral (mamíferos
en general) 375-805 Brooker y Edwards, 1975
oral 590 IRPTC, 1984
oral 500-1200 CASAFE, 1981

Relacionando nuestros resultados con los obtenidos en peces. los

más sensibles al paratión poseen valores de CL50 próximos a los

estimados para los adultos de urnuumyeusrs, mientras que los

peces más resistentes al insecticida se asemejan, en cuanto a sus

valores de CL50, a los adultos de urmnulatd. Cabe aclarar que la

gran mayoria de los peces citados en la tabla 47 son de pequeño

tamaño, entre 0,1 y 15 g de peso, rango en el que se ubican ambas

especies de cangrejos. En cuanto al 2,4 D, la comparación con los

reportes disponibles sobre peces (ver tabla) indica una mayor

resistencia para los cangrejos adultos de ambasespecies.

Comparando con los datos de toxicidad letal eu mamíferos, se

observa que los cangrejos adultos de ambas especies estudiadas,

demuestran mayor sensibilidad al paratión. Cabe señalar además, que

en relacion a la toxicidad letal del 2,4 D,

resultaría más sensible, mientras que anulc más resistente

que los mamíferos. Estos resultados refuerzan lo mencionado en el

párrafo precedente, en especial para t utonHiwfd.



Se ha visto, por otra parte, que los adultos de son

capaces de acumular paratión en el hepatupánureas (anexo l). Este

hecho, sumadoa lu resistencia relativamente elevada que presentan a

los plaguicidas examinados, convierte a estos organismos en

potenciales agentes de transferencia de residuos de plaguicida hacia

los siguientes eslabones de 1a cadena trófica asociada, comoser las

distintas especies de peces de interés comercial que habitan en la

Bahia de Samborombon.

En todas las especies estudiadas. la toxicidad letal de los

plaguicidas analiaudos dependió del estadío del ciclo de vida. Las

diferencias mas grandes se encuentran entre los adultos y los

estadios larvales, muchomássensibles; esta caracteristica se ha

visto acenLuadaen las especies estudiadas (ver tabla 46), indicando

que, aunque los adultos puedan sobrevivir a concentraciones que

resulten letales para otros organismos de su comunidad, la

supervivencia de 1a especie se veria seriamente amenazada.

- Con respecto a los juveniles, los primeros estadios presentan una

sensibilidad a los plaguicidas utilizados, similar a 1a de los

estadios larvales, mientras que los estadios más tardios se asemejan

a los adultos por su resistencia. Este último patrón de respuesta

siguieron los juveniles avanzados de ufflñuIHÍü, cuyos valores de

CL50estuvieron relativamente próximos a los de los adultos.

* TOXICIDAD LETAL CRONICA

Al igual que en los ensayos agudos, el paratión demostró una

toxicidad letal significativamente mayorque el 2,4 D, para todos

los casos estudiados. La tabla 49 comparaestos resultados, a partir
de los valores de CL50estimados al término de las cuatro semanas de
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Tabla 49. Comparación de CL50 a 4 semanas de exposición, entre

paratión y 2,4 D, para adultos y juveniles.

ESPECIE/ESTADIO COCIENTE CLSÜ (2.4D/PARATION) SIGNIFICACION

- Adultos > 8.333 p < 0.01

- Adultos > 11.521 p < 0,01

- Juveniles 3.038 p < 0,01

exposición.

La comparación del porcentaje de supervivencia a 10 largo de

las 4 semanas de exposición, indicó una acción mas rápida y marcada

del paratión de una semanaa la otra. lo que permitiría establecer

que 1a toxicidad del paratión es dependiente en mayor medida que la

del 2,4 D del tiempo de exposición. bajo un tratamiento crónico.

Esta comparación resulta valida a partir del hecho de que las

concentración más elevada utilizada en los ensayos crónicos

representa, para ambosplaguicidas, la mismafracción o proporción

de la correspondiente CLSÜa 96 hs de exposición (detalles técnicos

en 1a sección metodologia).

Por otra parte. el umbral de letalidad incipiente que

alcanzaba el paratión a las 96 hs de exposición. es, sin embargo,

relativo, existiendo cuando la exposición es aguda, y desapareciendo

cuando es crónica. Este hecho es indicativo de una ausencia de

aclimatación al paratión, fenómeno que ha sido observado también en

otras especies, tanto con este plaguicida (Banas y Sprague. 1986),

como con otros insecticidas fosforados (Palawski ef a1., 1983). Se

supone que este resultado puede deberse a la lenta reversión o
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compensación del efecto anticolinesterásico que causan los

fosforados (O'Brien, 1966, Palawski wi dim, 1983).

La única diferencia significativa encontrada entre los

distintos sexos (hembras de í anuluïd mas resistentes al 2,4 D

que los machos de su especie) no parece indicar una tendencia

definida, teniendo en cuenta ademas que en los ensayos agudos no se

observó ninguna diferencia inherente al efecto de cada plaguicida
sobre el sexo de Los resultados con otros

contaminantes sobre crustáceos y peces, citados en bibliografia, no

documentan una tendencia clara a este respecto. Ha sido constatada

una mayor resistencia en hembras de: cangrejos de la especie

HHH' tratados con mercurio bajo condiciones de estrés térmico y

salino (Vernberg y Vernberg, 1972); anfipodos contaminados con

cresol (Emery, 1970): cangrejos de la especie

tratados con 1-naftol (Stewart Mi 31., 1987); y peces expuestos a

lindano (Molero y Pisano, 1986). Por el contrario, no se han

observado diferencias entre sexos en: cangrejos de Uv

tratados con bifenilos policlorados (Vernberg et all, 1977);

isópodos bentónicos expuestos a cresol (Emery, 1970); cangrejos de

las especies Hfimsqruwhunbre y La sr magistur expuestos a

l-naftol y sevin respectivamente, asi comocamarones de la especie

faiIKAMdnH expuestos tanto a sevin como a 1-naftol

(Stewart , 1967). Estos últimos autores mencionan además una

mayor resistencia de los machos de merurare: lalffüluíuhbib
tratados con sevin.

La sensibilidad relativa a] paratión entre los adultos de ambas

especies estudiadas, y entre los adultos y juveniles de (a
":Hh'íÍm -.’..,;, figuran en la tabla 50. No pueden hacerse las mismas
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comparaciones para el tratamiento con 2,4 D, dado que para los

adultos sólo se obtuvieron valores umbrales (ver sección

resultados), menoresque el valor letal. Si bien para los juveniles

de U*«NHÍM5 pudo estimarse la CLSÜ crónica de 2,4 D, la

comparación con los adultos de 1a mismaespecie resulta incierta, ya

que si bien el valor umbral de los adultos cae dentro del intervalo

de confianza de los juveniles, el valor real de CLSÜ puede

encontrarse fuera de dicho intervalo.

Tabla 50. Comparación de CLSÜde paratión a 4 semanas de exposición,

entre los adultos de H ¿“bie y gianulaia; y entre los

adultos y juveniles de ñ uranuïala.

PLAGUICIDA COMPARACION COCIENTE DE CL50 SIGNIFICACION

Paratión adultos . ;;'r‘.3m.e.i¿s¡¿'¿k/
adultos cil.¿HugeJayena-15 1,21 p > 0’05

adultos/juveniles
(¿.3 '_-'Iri.'I-'-Ï/:f-.'"r‘-K) 0,43 p > 0,05

Se advierte que, al contrario de lo que ocurría en los ensayos

agudos, no existen diferencias significativas en la respuesta letal

que produce el paratión, ni entre adultos de ambas especies, ni
lentre adultos y juveniles de U. granu¡¿

* COMPARACION ENTRE TOXICIDAD AGUDA Y CRONICA

- Sinilitudes

La similitud encontrada entre ambos tipos de ensayo, consiste

en la mayor toxicidad del paratión respecto del 2,4 D, que oscila

desde 830 veces (zoea I de H unulmim en los ensayos agudos) hasta

más de 10.000 veces (adultos de lulaia en los ensayos

crónicos).
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- Diferencias

La tabla 51 expresa los resultados de las comparaciones entre

los valores de CLSÜa 96 hs y a 4 semanas. En todos los ensayos con

paratión, la CL50crónica resultó ser significativamente (p < 0,01)

menor que la aguda, demostrando que cuando la exposición es crónica,

una concentración de plaguicida significativamente menor que la

letal aguda produce el mismo efecto (la muerte del 50 Z de los

ejemplares estudiados).

En el caso del 7,4 D, sólo pudo ser establecida una diferenciau

significativa entre la toxicidad letal aguda y crónica, para el caso

de los juveniles de sim, para los cuáles se estimaron los

correspondientes valores de CL50. Para los adultos de ambas

especies, no se observó una mortalidad crónica significativa, hecho

relacionado con una respuesta más lenta del herbicida en función de

las semanas de exposición, según se comenta más arriba

Tabla 51. Comparaciones entre los valores de CL50 a 96 hs y a 4

semanas.

CL50<96hs) /
PLAGUICIDA ESPECIE ESTADIO CL50(4 Sem) SIGNIFICACION

Paratión mmgágito 129 p < O’almw

Juvenil 35 p < 0’01

adulto 14 p < 0,01

2'4 D adulto < 57

Juvenil 95 p < 0’01

adulto < 4,3

Por otra parte, otra diferencia importante entre la exposición
aguda y crónica, es que en la primera existe una clara y
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significativa diferencia en la resistencia entre los adultos de
grsnuïaia,ambas especies, y entre estadios del ciclo de vida de fix

diferencia que “se pierde” o desaparece cuando la exposición se

torna crónica. Según se mencionó anteriormente, este hecho es sólo

verificable para el paratión (tabla 50) y puede también oonstatarse

en la tabla 51, en la que el cociente CL50(98hs)/CL50(4sem) resulta

menor en los ejemplares de menor tamaño (juveniles de Ü“ grauuïmáe y

adultos de U. Hruuumywnfiifi); esto se debe a que los ejemplares más

grandes (adultos de ü» urflnuïaffi), resultan más resistentes bajo

exposición aguda, y en cambio poseen una resistencia similar a los

pequeños frente a una exposición crónica. A fin de visualizar más

claramente este hecho, en las figs. 22 y 23 se grafican, para

paratión y 2,4 D respectivamente, los valores de CLSÜa 96 hs y 4

semanas, en función de cada estadio y especie.

10°; PARATION

102g

s 10‘:

¿5 : }_______.o - ENSAYO
3 13 CRONICO
o e

10 “g

1o" A’“? A4‘29 “.39 L-Pg
ESPECIE — ESTADIO

Figura 22. Valores de CLSÜagudos (98 hs) y crónicos (4 semanas) de

paratión, para cada especie y estadio del ciclo de vida. A3 adUItOS.

szuveniles- Lïlarvas (zoea I). Uu: Uwuwugumysnsiw_Cc: Higfsnur
x \ I. (2'51 1‘... 2:"? _
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10 ‘g

2,4 D
10 3';

É 10 2';
É E >30

2 ENSAYO

8 1o _ CRONICOd

1

‘ A-Uu A-Cg J-Cg L—Cg
1o -1 1 l a I

ESPECIE — ESTADIO

Figura 23. Valores de CLSÜagudos (98 hs) y crónicos (4 semanas) de

2,4 D, para cada especie y estadio del ciclo de vida. A! adUILOS­
chuveniles. L:larvas (zoea I). Uu: UxHPHwMfi;*FHAw.Cc: {#firuuuiflzu.

Tabla 52. Comparación entre la toxicidad letal aguda y crónica de

plaguicidas, en invertebrados y peces (datos bibliográficos). Los

valores de CL50 están expresados en pg/l a menos que se indique lo

contrario. d: dias.

ESPECIE PLAGUICIDA CL50 AGUDA CLSÜ CRONICA REFERENCIA

CBUSIECEOfl

lA 1 IÏ.\'."::­ Anderson y
tümmunfa metoxiclor 1,75 (7 d) 0,42 (28 d) Defoe, 1980

INSEQIQE AQUAIIQQE

rue Anderson y
endrin 0,34 (4 d) >0,034 (28 d) Defoe, 1980

endrin 0,28 (7 d) 0,07 (28 d) idem
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