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INTRODUCCION

A manera de encuadre general, seran sefialados inicialmente 1los
aspectos de mayor interés para el tema estudiado, consignéndose
posteriormente los objetivos que se han tratado, tanto generales

como especificos. Esta introduccién comprende los siguientes items:

1) Macroambiente asociado (estuario del Plata-Bahia Samborombén).

2) Microambiente, alimentacién, reproduccién y rol de las especies
estudiadas dentro del ecosistems.

3) Clasificacién y uso de plaguicidas.

4) Contaminacidén en estuarios.

S5) Contaminacién real y potencial en el estuario del Plata.

6) Efectos sobre organismos acuéticos.

7) Objetivos generales y especificos.
1) MACROAMBIENTE ASOCIADO

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 regiodn
superior es un ambiente de agua dulce que recibe el aporte de 1los
rios Parana y Uruguay, siendo la descarga promedio del estuario a lo
largo del affo 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 dinamica
de depésito de los sedimentos acarreados, como sobre las variaciones
de salinidad (Urien, 1972; Rossi, 1982). Todo el sector del estuario
influenciado por la accidén 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
Samborombén, que se extiende desde Punta Piedras (35°26°S y 37°7°W)
hasta Punta Rasa (36°18°S y 56°48°W); ambos accidentes estan
separados en linea recta por 53,5 millas néuticas (100 km
aproximadamente), con un radio perpendicular hasta el fondo de 1la
Bahia de 21,5 millas (40 km aproximadamente) (Rossi, 1882). La Bahia
constituye un ambiente netamente estuarino, con una salinidad
variable entre 10 y 25 %., dependiendo de la época del afio, estado
de la marea y vientos dominantes (Urien, 1872). Ademas de admitir
aguas del estuario del Plata, la Bahia recibe el aporte de varios
cuerpos de agua dulce, destacdndose en orden de importancia por su
caudal, los rios Salado, Samborombdén, y los canales artificiales 9,

15, 2 y 1 (OEA, 1870).

Varios son los factores causantes de la baja dinédmica hidrica
en la Bahia Samborombén, potenciando asi el depdésito de sedimentos
finos en la region costera: la pendiente muy suave del fondo,
origina una regién de aguas someras con condiciones estables,
estabilidad que ademds es favorecida por la baja amplitud de mareas
(no mayores de 1 metro) y la proteccidén que brinda la Punta Rasa
contra la accidon de corrientes y olas (Urien, 1972; Tricart, 1973).
Por otra parte, las corrientes de marea durante la bajamar generan
una circulacién del agua dentro de la Bahia en sentido antihorario
(Urien, 1972), que al encontrarse con el agua marina favorece aun
mads la floculacién de sedimentos gune se da en toda la zona de
desembocadura del estuario. Estos factores se consideran como 1los
reponsables de las asi llamadas "llanuras fangosas" sobre la costa
de la Bahia, 1las que constituyen el sustrato apto para el

asentamiento de un cangrejal. Este material sedimentario esta



formado principalmente por arcillas, con predominio de

montmorillonita (Urien, 1972; Rossi, 18982).

Tricart (1873) diferencia dos tipos de ambientes en el sector
costero de 1la Bahia: a) los cangrejales bajos, ubicados en 1los
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 més alta que el nivel de pleamar, pero inundable
principalmente durante las sudestadas. Este dltimo ambiente
sublitoral, estd caracterizado a su vez por dos formas: surcos
paralelos a 1la 1linea de costa, que drenan el agua qQque pasa por
encima del microacantilado, y cubetas de deflacién sublitorales, que
no comunican con los canales de marea y que van secéndose por
evaporacidéon entre dos inundaciones consecutivas. Por otra parte,
también se advierte sobre la costa, hacia la parte continental, 1la
presencia de arena vy conchillas, 1las que constituyen extensos
cordones. Estos sedimentos tienen esencialmente un origen relictual,
va que han sido acumulados durante la transgresién marina del

Holoceno (Urien, 1972; Tricart, 1973).

El clima de la zona puede coniderarse como templado-himedo, con
valores promedio de temperatura de 18, 11-12, 17 y 25 °C para otoifio,
invierno, primavera Yy verano respectivamente (Rossi, 1982). La
temperatura media anual es de 14,5 °C, siendo la humedad relativa
media anual de 85 % (década 1941-50, Tricart, 1873). El1 promedio
anual de precipitaciones varia entre 550 y 1.000 mm, con picos en
Marzo y Julio-Agosto. Los vientos predominantes durante el aifio
soplan desde el N, NE y E, verificdndose con mayor frecuencia los

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

La flora de la regién costera de la Bahia estda dominada por
especies vegetales haléfitas. Sobre la costa, formando
espartillares, se encuentra &partinae alterniflora. En  bafiados y
dreas anegadas predominan Spartina densiflora, Ristichlie spicate
(conocida como pasto salado) y Sxlicoe cambrigticz  (Rossi, 1982;
Botto e Irigoyen, 1979). En las Areas menos inundables se encuentra
el tala (ie7¢ ia) asociado ademas a suelos ricos en

conchilla.

La peculiar asociacion 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, 1864).

Existe una gran riqueza icticola en la Bahia, destacandose 1la
presencia de pejerrey ({Wiintestes argentinensis), lisa (Mugil licsa),
corvina negra (Fugonias chromis), corvina rubia (Micropagonias
opercularis), pescadilla real (Macradon ancylodon), pescadilla de
red (Cynascion striatus) y 1enéuado (Faralichthys brasiliensis)
(Menni, 1983). Algunas de estas especies, como 1la 1lisa, viven
permanentemente en aguas de la Bahia; en cambio, otras como 1la
corvina negra y el pejerrey, la habitan sélo temporariamente (Rossi,
1982, Menni, 1983). Existen registros de desove de corvina, lisa vy
pejerrey, entre otras especies, que indicarian el importante papel
de la Bahia Samborombdén como zona de desove y cria de peces (Lasta y
Cassia, 1989). Por otra parte, varias de las especies que conviven
en Samborombén, estan descriptas como carcinéfagas, entre ellas la

pescadilla, la corvina rubia y el lenguado (Olivier et al., 1968), y
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se conoce la importancia de los cangrejos en estudio especialmente
en la dieta de la corvina negra (pescadores de San Clemente del
Tuyd, comunicacién personal). Los estadios larvales y juveniles de

todas las especies mencionadas, son esencialmente planctéfagdos.

Entre 1la fauna de la zona qQue presenta alguna vinculacién con
los cangrejales, cabe destacar a las aves acuaticas (cisne de cuello
negro, ganso blanco, flamenco), becasinas, cachirlas y varias
especies de gaviotas (Rossi, 18982), siendo algunas de estas especies
carcinéfagas. Entre los mamiferos, se encuentran nutrias,

carpinchos, vizcacha y gato montés (Rossi, 1882).

Las dos especies de cangrejos que caracterizan a la comunidad
del cangrejal se encuentran representadas por: (/ca wruguavensis
Nobili 1901 (Ocypodidae) y Chasmagnathus  granulata  Dana 1851
(Grapsidae) (Boschi, 1964). Sus caracteristicas e interrelaciones

relevantes, se detallan a continuacion

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

ESTUDIADAS DENTRO DEL ECOSISTEMA

Microambiente:

Boschi (1964) describe una zonacioén en la distribucién de ambas
especies de brachyura, ubicando a €. ¢granulata mas cerca de la linea
de costa, es decir en zonas sujetas a 1la accién de mareas
(mesolitoral), y a ii. *nNs1s en una zona mas distante de 1la
linea de costa, en el nivel supralitoral. Botto e Iridoyen (1879)
sefialan a ¢ s#tx tanto en el nivel medio como supralitoral, e
incluso en el infralitoral durante la primavera y el verano. Rossi

(1982) advierte que la zonacién entre las dos especies es aparente,
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en el sentido que en ciertas zonas de la costa, las cuevas de (/.

alternan con las de granulata, siendo ambas
cubiertas por la pleamar. Ademéas, C. granulata puede encontrarse en
zonas anegadizas mas altas y distantes de la costa, sin que se
presente la otra especie; estas zonas corresponderian a los
cangrejales altos descriptos por Tricart (1873), inundables por
sudestada. Cervino (1887) no sélo han observado gran
variabilidad en 1la distribucién de las cuevas de ambas especies,
sino que también han constatado una correlacién positiva entre 1la
humedad del suelo y la densidad de cuevas. El andlisis de numerosos
nuestreos demostré ademéas una influencia de la granulometria del
sustrato, ya que si bien . wruguavensis practica sus cuevas tanto
en terreno limo-arenosoc como limo-arcilloso, €. graenulata habita
s6lo en este dltimo, y representa la especie que mas se adentra
hacia el ambiente acuatico. Cyrtograpsus angulatus es una tercera
especie de cangrejo que se considera asociada al cangrejal, si bien
no es caracteristica de tal comunidad dada su ubicacién permanente

en el infralitoral, bajo completa sumersidén (Boschi, 1864).

Las cuevas, seguin la especie, tienen caracteristicas propias.
La cueva de (‘. es analoga a la descripta para otras
especies del género (‘w (Crane, 1975; Dembowski, 1926, Thurman,
1984), de disposicién vertical con un ensachamiento en el fondo, =
modo de camara para gl animal, y alcanzan una profundidad de 30 a 40
cm aproximadamente. gramilata construye en cambio una cueva que
profundiza en diagonal desde la boca relativamente ancha y en
general es de menor profundidad que la de la otra especie. En muchas
zonas, las cuevas de . granuwiata se encuentran coexistiendo con
espartilares (Spartine spp.) y otras plantas haléfitas como

ambi s (Botto e Irigoyen, 1979). La actividad cavadora
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de este cangrejo se manifiesta en el hecho de que es capaz de
remover S veces al afio la capa de sedimento que abarca su cueva,
favoreciendo 1la recirculacién de nutrientes hacia el ambiente

acuatico (Roccatagliatta y Schiavinni, 1987).

La densidad de ejemplares de ambas especies es variable, de

acuerdo a 1los factores mencionados anteriormente. Densidades de

2 se han registrado para C. granulata (Botto

e Irigoyen, 1879), mientras que hasta 120 ejemplares / m2 se han

hasta 105 ejemplares / m

reportado para /. uranuavensis (Cervino &¢ al., 1887). No se cuenta
con estimaciones de numero en términos absolutos, pero la
experiencia acumulada hasta el momento indica gque C. granulata es la
especie mas abundante en el cangrejal, dada la mayor superficie
total de su distribucidn, 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 regién costera de la Bahia Samborombén; C. granulata se
encuentra presente ademas, en alta densidad, en los tramos finales
de desembocadura de los afluentes locales de la Bahia, mientras que

la otra especie ocupa una regidén de costa proporcionalmente menor.

Alimentacion:

Se considera a (. granulata como una especie omnivora-

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

restos de “partinag oppr., detrito, microflagelados, foraminiferos,
diatomeas, ostracodos, cianoficeas, restos de insectos vy de
crustaceos decapodos, ademds de encontrarse en su contenido

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

un comportamiento <carrofiero, habiéndose observado que también se
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alimenta de peces y cangrejos en descomposicién (Botto e Irigoyen,
1879).
No se han publicado datos sobre el contenido estomacal de /.
21515, sin embargo, por el habito alimenticio generalizado de
las especies del género l/c&, puede considerarse como consumidor de
detrito y algas. El1 animal se lleva a la boca pedacitos de
sedimento, que remueve con sus piezas bucales, seleccionando el
material més fino, que traga, y retornando el resto al sustrato
original. En 1la ingesta pueden encontrarse, ademas de pequeias

particulas de sedimento, algas (principalmente diatomeas), nematodes

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

La composicidén e importancia del detrito en los sistemas de
marjales, merece un parrafo aparte. El detrito se forma a partir de
restos vegetales (plantas haléfitas como Spartina spp.) 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
(1962) ha estimado el flujo energético en un ecosistema de marjal
similar al cangrejal bonaerense, sefialando que del total de 1la
produccidén primaria neta de &psrtina, el 95,4 % ingresa a la cadena
detritivora. Luego de sufrir la degradacién bacteriana, constituye
el 58,6 % del alimento disponible para los siguientes niveles,
representando las algas unicelulares el resto. De este nuevo total,
el 88,5 % es lavado y arrastrado hacia el estuario especialmente por
la accidén de mareas, lo que favorece el aumento de la concentracioén
de nutrientes en la fase acuatica. El1 11,5 % restante es consumido
por cangrejos del género U«&, 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 Samborombén, cuyas caracteristicas

ambientales y biolégicas son comparables a las descriptas por Teal.
Reproduccion y ciclo de vida:

Los cangrejos adultos y juveniles de ambas especies en estudio
habitan en la franja costera a lo largo de todo el afio. La época
reproductiva se verifica en los meses de primavera-verano. Para
granalc se han detectado hembras ovigeras entre 1los meses de
Septiembre y Enero (Botto e Irigoyen, 1978), y segun observaciones
propias, entre Octubre y Marzo. {/. uruguayensis parece tener una
época reproductiva menos extensa, limitandose entre Diciembre vy
Enero, a juzgar por los porcentajes de ovigeras encontrados. Durante
la época reproductiva, los adultos se aparean en el ambiente
costero. La fecundacidén es interna, pudiendo la hembra almacenar 1los
espermatozoides hasta el momento de 1la fertilizacidén. Una vez
producida, el desove es retenido en los pledpodos de la hembra hasta

la eclosidn larval (ver anexo 2 para una descripcién méds detallada).

Las hembras que quedan ovigeras, migran el ambiente netamente
acuatico, ya avanzado el periodo de incubacién del desove, para
permitir la eclosién de las larvas. Cabe serfialar qQue un patrén
similar de migracién ha sido notado en otras especies de cangrejos

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

1882).

En wiiai « el primer estadio larval (zoea I) presenta una
mayor supervivencia a salinidades altas (no menores de 30 X,) vy
temperaturas relativamente bajas (no mayores de 20 °C) (Boschi et
1., 1967; anexo 3). Por lo tanto, es muy probable que las hembras

ovigeras migren hacia aguas de temperatura y salinidad adecuadas, de
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modo de encontrarse con las condiciones propicias para la eclosién y
supervivencia de las larvas, tal como ocurre en otras especies de
cangrejos (Cargo, 1858; Wolcott y Wolcott, 1882) y decapodos en
general (Sandifer, 1973; Kennedy y Barber, 1881). En el caso de /.

menos estudiado, es probable que la eclosién de 1las
larvas se produzca en la costa, cerca de la cueva donde vive la
hembra y en sincronismo con el ciclo lunar, de modo que las larvas
sean arrastradas por las bajamares de mayor amplitud hacia =zonas
adecuadas para su supervivencia, tal como ocurre en otras especies

del género {ica (Christy, 1978; O°'Connor y Epifanio, 1985).

La cantidad de huevos maduros desovados y larvas eclosionadas
esta en el orden de 30.000 por hembra (Botto e Irigoyen, 1979). Al
completarse el desarrollo larval, que comprende 4 zoeas Yy una
megalopa en  (¢greanuwlata (Boschi et «1., 1967), y posiblemente S
zoeas y una megalopa en /. wruguayensis (a juzgar por lo que ocurre
en otras especies del género; Crane, 1875, Vega Perez, 1980), se
produce el retorno de la megalopa (Ultimo estadio larval) hacia el
ambiente costero, donde muda al estadio de cangrejo I (primer
estadio juvenil), de acuerdo al patrén descripto para los decapodos
semiterrestre (Sastry, 1983 a, 1983 b). Se produce de esta manera el

reclutamiento de 1los Jjuveniles.

Luego, por sucesivas mudas, los ejemplares juveniles crecen Yy
alcanzan la madurez sexual. Dado que el desarrollo larval comprende
de 15 a 20 dias (Boschi et «l., 1967, para . granulata), la muda de
la megalopa a juvenil se verificaria durante la época reproductiva,
pudiéndose encontrar en el ambiente costero distintos estadios
juveniles a 1lo largo del afioc (Botto e Irigoyen, 1973), debido a

sucesivas mudas.
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Rol en el ecosistemsa:

Segin se menciondé anteriormente, existen en la Bahia
Samborombdn numerosas especies de peces cuyos adultos son
carcinéfagos, predando tanto 1los cangrejos adultos como los

juveniles que viven en la costa. Por poseer habitos méds acuaticos,

se expone mas a la predacidn que Y. urugusyvensis. Por
otra parte, las larvas de ambas especies probablemente juegen un rol
de importancia en la dieta de los alevinos planct6fagos que habitan
la Bahia, considerando 1los siguientes factores: 1) 1la numerosa
poblacién de cangrejos, 2) la gran cantidad de larvas que eclosiona
por cada hembra ovigera, y 3) 1la coincidencia de 1las épocas
reproductivas de los cangrejos y de los peces; se nota al respecto
una superposicién total con la corvina y pejerrey, y parcial en el
caso de la 1lisa, de acuerdo a las muestras de ictioplancton

analizadas por Lasta y Cassia (13889).

Si bien estas relaciones tr6ficas no estan cuantificadas,
resulta de interés destacar otro hecho. Al contribuir
sustancialmente 1las plantas haléfitas de la costa, en forma de
detrito, a la alimentacidén de ambas especies de cangrejos y al
servir éstos de presa a los peces de 1la Bahia, 1los crustaceos
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 pesquerias de interés comercial.

Una eventual contaminacién por xenobiéticos que perjudique
estas especies de cangrejos, no séloc causara dafio a su
supervivencia, sino que también sera afectada la de 1los peces

vinculados troficamente con ellos, en términos de reduccidén del
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alimento disponible y de biomagnificacién de 1los contaminates
acunulables por los cangrejos. La bicacumulacién y biomagnificacion
de contaminates, incluidos los plaguicidas, a través de cadenas
tréficas marinas y de estuario, ha sido descripta en numerosos casos
(Woodwell ¢ &i., 19687; Robinson et al., 1967; Risebrough et &l.,

1967; Barker, 1984).
3) CLASIFICACION Y USO DE PLAGUICIDAS

Dentro del espectro de los contaminantes ambientales derivados
de la actividad humana, 1los 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, 1880). Los
principales contaminates ambientales incluyen, en 1la actualidad,
algunas sustancias que se encuentran en la naturaleza, como
mercurio, arsénico, etc., y productos obtenidos por el hombre , como
ser: plaguicidas, metales pesados, petrdéleo y sus derivados,
deshechos industriales, materiales radioactivos y agua

sobrecalentada (Andrén, 19786).

Los plaguicidas, entendidos como conjunto de sustancias
quimicas, comprenden 1los siguientes grupos principales (Duffus,
1983; Mc Ewen y Stephenson, 1878, CASAFE, 1981, Margaleff, 1980,

Guilliom &t al., 1985).

Insecticidas. A su vez representados por (entre paréntesis el

nombre comin castellanizado del principio activo de algunos de 1los

mas conocidos):

a) Clorados (DDT y derivados, lindano, heptacloro, aldrin,
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dieldrin, endrin, metoxiclor, endosulfan, toxafeno, mirex,

clordano).

b) Organofosforados (paratién - etil y metil malation,
diazinén, fenitrotidn, azimfos-metil, monocrotofos, demeton,
mercaptotion, tfosfamidon, dimetoato, fentién, temefos, etiodn,

gution, delnav).
¢) Carbamatos (carbaril, tiodicarb, aldicarb, carbofuran,
sevin).

d) Piretroides (permetrina, cipermetrina, decametrina)

- Herbicidas. Incluyen:

a) Fenoles sustituidos (DNOC, dinoseb, pentaclorofenol o PCP).

b) Derivados del acido fenoxiacético (2,4 D; 2,4,5 T; 2,4 DB,
MCPA, MCPB, silvex, diclorprop, mecoprop).

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

trifluralina, picloram, glifosato).

- Fungicidas. Clasificables en:

a) Inorganicos (Sulfato de cobre-hidréxido de calcio, sales de
mercurio, azufre).
b) Organicos (organomercuriales, ditiocarbamatos, captan,

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

Qtros grupos (Nematicidas, Rodenticidas, Acaricidss,

Molusquicidas).

Los nombres de plaguicidas de la lista anterior serviran como

referencia para posteriores citas.

En 1lo referente a su toxicidad relativa y modo de accidén, se

comentaran extensamente mas adelante, en particular en relacién a
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los dos plaguicidas en estudio, el paratién (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, 1878).

Las tendencias mundiales en el uso de plaguicidas muestran en
lineas generales wun incremento cada vez mayor. Por ejemplo, las
estadisticas de aplicacién en EEUU durante 1los afios 1964-1982
indican un 1incremento en el wuso conjunto de herbicidas e
insecticidas (de 200 millones de libras en 1964 a unos 550 millones
en 1982). No obstante, si es que se considera sélo 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 disminucién es coherente
con las restricciones al uso de ciertos insecticidas clorados
(especialmente DDT) impuestas por la Agencia de Proteccidén del
Ambiente (EPA) a fines de la década del 60 (Turk et «1., 1981).
Estos insecticidas clorados, hecho de sumo interés que se destaca
especialmente, fueron reemplazados en su mayoria por insectidas
fosforados (como el paratidén) que por ser mas téxicos se utilizan en

menor cantidad.

En 1981 se aplicaron en EEUU 5 millones de libras de paratién,
y en el rubro herbicidas se utilizaron 60 millones de libras de 2,4
D (Guilliom ¢/ 1., 1985). Ridgway et xJ. (1878) 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 aplicacidn de herbicidas en Gran Bretafia muestran un
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patrdon similar al descripto para EEUU, con un aumento significativo

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

En nuestro pais, si bien la informacién disponible esta algo
dispersa e incompleta, es suficiente para ubicar claramente al
paratién y al 2,4 D entre los plaguicidas de mayor aplicacién en su
rubro. La mayoria de los plaguicidas se importa, pero el 2,4 D se
sintetiza ademas en el Pais. Las estadisticas sobre importacién de
paration (Secretaria de Agricultura de la Nacién, informes internos
consultables) indican que ocupd el primer lugar, en kg de producto
activo, durante los afios 1983, 1986 y 1987, y el segundo lugar en
1984. Las estadisticas de consumo aparente (venta mayorista sin
IVA), recopiladas por la Céamara de Sanidad Agropecuaria y
Fertilizantes de la Republica Argentina (CASAFE), se resumen en 1la

tabla 1, para el periodo 1884-1989.

Tabla 1. Estadisticas sobre consumo aparente de plaguicidas,

incluyendo paratién y 2,4 D. N.R.: informacién no recopilada por
CASAFE.
ANO

INDICE 1984 1885 1986 1987 1988 1989

%4 de venta
de herbicidas 57,35 63,15 54,79 61,99 68,44 66, 50

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

% de venta de
fosforados (sobre 43,81 31,46 34,83 38,48 N.R. N.R.

insecticidas)
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Tabla 1 (cont.)

ARNO
INDICE 1984 1985 1886 1987 1988 1989
PARATION (etil)
Uso (toneladas de
producto activo) 600 466 644 513 N.R. 699
“"Ranking” entre
insecticidas 1° 1° 1° 1° N.R. 1°
2.4 D (éster)
Uso (toneladas de
producto activo) 1400 1142 1008 903 N.R. 8978
"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 1los insecticidas, vy
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. El1 paratién 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 1los
primeros lugares dentro del rubro herbicidas, siendo superado

eventualmente s6lo por la atrazina y la trifluralina.

Tanto el paratién como el 2,4 D son plaguicidas de amplio
espectro de accién. El paratién es utilizado para combatir, entre
otras plagas, pulgones, orugas, trips, isocas, chinches, 4caros,
hormigas y roedores; siendo dispersado sobre la mayoria de 1los

cultivos de cereales, hortalizas, algodén, alfalfa, soja y citricos.
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El 2,4 D se utiliza para combatir numerosas malezas que compiten con
los cereales, cafila 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 aplicacién recomendada para el paratién es de 300-
400 g de principio activo por hectarea, mientras que para el 2,4 D
es de 320 g/ha. El1 paratidn se aplica sobre cereales en el Invierno
y Primavera, y sobre los frutales citricos en Primavera (20-25 disas
después de la floracién), desde Febrero a fines de Marzo, y durante
el Otofio hasta fines de Junio. Existen dous épocusde aplicacién del
2,4 D sobre el cnltive de cereales, la primera durante el macollaje
(Agosto para el trigo) a fin de evitar la competencia de las malezas
con las plantulas de cereal; y la segunda en precosecha (Primavera-
Verano para el trigo) para facilitar la cosecha posterior. En 1la
campafia 1883-84, el 65 % de las hectareas sembradas con maiz (un
total de 3.340.000) fueron tratadas con herbicidas, al igual que el
74 7% de las hectareas sembradas con soja (2.600.000) (MAA, 1985 a,

1985 b; Cat. de Terapeutica Vegetal, UBA, folletos internos).
4) CONTAMINACION EN ESTUARIOS

Aproximadamente el 50 7% del producto de 1las pesquerias
mundia;es proviene de zonas costeras particularmente fértiles
(Halstead, 1972), aportando los productos del mar la mitad de 1los
requerimientos proteicos a la mitad de la poblacién mundial (Andrén,
1976). En los paises en desarrollo, el problema de 1la contaminacién
acudtica se agudiza cada vez mas por la creciente expansion
industrial, urbana y agricola, y por 1la falta de informaciédn

adecuada de los darios que sufren los recursos explotables afectados;



faltan ademéds los medios tecndlogicos y 1legales para prevenir
eficientemente los efectos perjudiciales de la contaminacién, de

modo de volverla compatible con el desarrollo.

La utilizacidon de plaguicidas puede describirse como el uso de
sustancias orgéanicas sintetizadas en laboratorio, a fin de controlar
determinados grupos de organismos que afecten o compitan con 1los
cultivos agricolas, disminuyendo su produccioén. Dichos organismos se
consideran plagas, y son el blanco ("target organisms”) para la
accion de los plaguicidas competentes. En el caso de los herbicidas,
son las malezas perjudiciales a la agricultura las que se desea
controlar, Yy en el caso de los insecticidas, los insectos dafiinos

para los cultivos.

El problema de la contaminacidén por plaguicidas, surje cuando
éstos pasan desde la zona de aplicacidén hacia otros ambientes, donde
pueden afectar a otros organismos distintos de 1los 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 ademids llegar a éstos
iltimos por accidn edlica, luego de ser aplicados como ‘“spray” en

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

al., 1984).

El impacto de los plaguicidas sobre el medio acuédtico comenzd a
estudiarse atentamente a partir de fines de 1la década del °60
(Nimmo, 1979). Su comportamiento dentro del ambiente acuatico es

altamente cambiante, dependiendo de condiciones como la temperatura,
salinidad, pH, tenor de oxigeno disuelto, presencia de

microorganismos degradadores, caracteristicas hidrolégicas,
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mareales, dinamica general del cuerpo de agua, sustrato del fondo,
régimen de precipitaciones. El conjunto de estas variables determina
modificaciones quimicas en los plaguicidas (Levin e¢ «l., 1984; Menn
y Miskus, 1984), influenciando a su vez a los organismos acuaticos
en cuanto a su distribucién, tolerancia y mecanismos fisiolédgicos
actuantes. Por 1lo tanto, la interaccién organismos-contaminantes
resulta altamente compleja, teniendo en cuenta ademas la gran
diversidad de especies susceptibles y el gran espectro de sustancias
téxicas que ingresan. Cabe sefialar que algunas de estas sustancias,
toxicas cuando superan una cierta concentracidén, son en cambio
necesarias a concentraciones mas bajas para el normal funcionamiento
de 1la biota, como en 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 sefialada en
numerosas ocasiones. Guilliom e¢ al. (1985) realizaron un extenso
trabajo de monitoreo ambiental en 180 estaciones repartidas por todo
el territorio de EEUU, durante el quinquenio 1975-1980. Los mas
altos porcentajes de deteccidén en muestras de agua correspondieron a
los plaguicidas mas solubles, como el lindano, diazinén y atrazina.
En las muestras de sedimentos se encontraron en mayor proporcién los
compuestos méas hidrofébicos y de alta persistencia, como el DDT vy
sus derivados (DDE y DDD), dieldrin y clordano. Se encontrd paratiodn
y 2,4 D tanto en agua como en sedimentos, si bien en menor
proporcién que los plaguicidas mencionados anteriormente. Ha sido
notado, ademas, que la descarga de plaguicidas al ambiente acuatico
no es constante en el tiempo, en tanto varia con el tipo de cultivo,
la regidén, las estacidén del affio y las condiciones climéticas.
Numerosos otros trabajos sefialan presencia de plaguicidas en

ambientes acuaticos (McEwen y Stephenson, 1979; Ruivo, 1872; IRPTC,
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1985a, 1885b), inclusive costeros y estuariales, donde se verifica

en mayor cuantia la descarga de contaminantes (Halstead, 1872).

Si bien la vida media en agua, tanto de paratidén como de 2,4 D,
es baja (menos de dos semanas, Mc Ewen y Stephenson, 1979), existen
datos sobre 1la presencia de ambos plaguicidas en concentraciones
relevantes y persistentes. En efecto, el paration puede alcanzar
concentraciones de 1 a 7 ug/l en cuerpos de agua expuestos a la
contaminacioén durante el periodo de aplicacién (IRPTC, 1982). Se han
reportado concentraciones de 2,4 D, en diversos cuerpos de agua de
la USSR pasibles de contaminacién por agroquimicos, de 1 a 12 ug/l,
con picos de hasta 1.500 ug/l en cuerpos de aguas estancadas (IRPTC,
1884).

En modelos de ecosistemas acuéticos simulados en el
laboratorio, se ha estudiado la cinética y persistencia de
plaguicidas bajo distintas condiciones (Sanborn, 1974; Haith, 1985;
Frank, 1872; Saxena y Shanmugavel, 1985; Miyamoto et al., 1879). El
malatién, un fosforado de persistencia limitada (al igual que el
paratién) se acumula en el agua hasta 45 veces méas que la dosis de

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

y Shanmugavel, 1985). Una tendencia similar 1la presenta el
fenitrotidn (otro fosforado) bajo 1las mismas condiciones de
aplicacién (Miyamoto « -, 1879).

Interesa destacar, por otra parte, que los sedimentos de fondo
en lagos, rios y costas, actuan como un importante reservorio de
plaguicidas, dado el proceso de adsorcién a las particulas
sedimentarias que por su naturaleza hidrofébica poseen la mayoria de
los plaguicidas (Mc Ewen y Stephenson, 1979; Levin et &1., 1884;

Menn and Miskus, 18964; Hunt, 1967). El paratién puede ser reconocido
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en sedimentos luego de un periodo de hasta 16 afios, s1 bien no tiene
tendencia a aumentar su concentracién al repetir anualmente las
aplicaciones (IRPTC, 1882). Con respecto al 2,4 D, se ha determinado
(IRPTC, 1984; Frank, 1872) que posee una persistencia, en los

sedimentos, de hasta 3 meses o mas.

5) CONTAMINACION REAL Y POTENCIAL EN EL ESTUARIO DEL PLATA

En Argentina, también ha sido demostrada 1la presencia de
plaguicidas y otros contaminantes en el ambiente marino y sus
organismos. Incluso en aguas del Sector Antartico se ha reportado 1la
presencia tanto de mercurio (Roses et &l., 1878) como de
organoclorados (Garcia Fernandez et al., 1978), habiéndose
encontrado ademas estos Ultimos en grasa de pinguinos (Donnewald et

al., 1978).

Se han reportado varios casos de presencia de contaminantes en
ambientes costeros o estuariales de nuestro Pais. Segin Pucci et &1.
(1980) existe en aguas de Bahia Blanca, una relevante contaminacién
por metales pesados (cobre, cadmio y zinc). Marcovecchio et al.
(1986 a) serfialan niveles elevados de mercurio en los sedimentos de
Bahia Blanca, cuya concentracidén depende del tipo de sustrato,
materia orgénica asociada, y otros factores fisicos, quimicos vy
biolégicos. También fueron encontradas elevadas concentraciones de
mercurio (por encima de las normas internacionales para consumo) en
tejidos del elasmobranguio Mus zIlus schmitii, que habita en aguas

del area geografica mencionada (Marcovecchio ¢t «i., 1886 b).

En 1la albifera de Mar Chiquita, donde existe un conspicuo
cangrejal, se hicieron determinaciones de metales pesados (mercurio

v plomo), en organismos de distintos niveles tréficos, encontrandose
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una biocacumulacion importante en /. uruguayensis, C. granuclata y C.
angl-ctus entre otras especies; los niveles de mercurio mostraron
una marcada correlacién con el nivel tr6fico de 1los organismos,
indicando la existencia de un proceso de biomagnificacidén. En el
caso del plomo, sus niveles fueron mayores en las estructuras
calcificadas de los organismos analizados, como ser el caparazén de

iiranrslades respecto de los niveles en misculo. Los valores

encontrados para todos los organismos excedian las normas

internacionales para consumo humano (Marcovecchio &t al., 1986 c¢).

En el estuario del Plata existen registros establecidos por el
grupo de Expertos 1973/1975 de las Naciones Unidas, inherentes a 1la
presencia de plaguicidas y otros contaminantes (Kuhnemann, 1877).
Entre 1los plaguicidas encontrados, se sefilala la presencia de
clorados, fosforados y herbicidas. La Bahia Samborombdn se encuentra
en el sector externo del estuario, pudiendo recibir la influencia de
los afluentes principales que desembocan en el estuario (rios Parana
vy Uruguay), o bien aportes locales de rios y canales que desembocan

directamente en la Bahia Samborombén.

En cuanto a 1los afluentes principales, en el Paranad se ha
registrado tanto la presencia de insecticidas clorados como
fosforados, y si bien los primeros se detectaron con mayor
frecuencia, la concentracién de fosforados fué superior (Lenardon et
al., 1987). Este dato esta de acuerdo con el hecho, mencionado con
anterioridad, de la menor persistencia en agua de los fosforados con
respecto a los clorados, pero también indica la existencia de picos
elevados de concentracion de fosforados, causados por el lavado de
los campos tratados. En el caso del paratién, los picos de

concentracién en agua se dan hacia fines Agosto y Septiembre, en
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coincidencia con el mayor caudal del Paranad en los meses de Invierno
y Primavera. Un patrén mas estable de variacién se observa en los
plaguicidas adsorbidos por los sedimentos en suspensién. Durante el
afio 1982, se detectd paratidén en sedimentos a concentraciones
sostenidas, entre 1.200 y 2.000 ng/g (1,2 a 2 partes por millén),
desde fines de Agosto hasta fines de Octubre, elevandose hacia un
pico de 20.370 ng/g en Febrero de 1983. Teniendo en cuenta las
concentraciones establecidas de plaguicidas, el caudal vy el
transporte de sedimentos del rio a lo largo del afio, el transporte
anual de los plaguicidas estudiados fué de 290 toneladas para el afio
1982 (62 % disuelto vy 38 % adsorbido a sedimentos) y de 310
toneladas para 1983 (28 7% disuelto y 72 %Z absorbido) (Lenardon et

&AL,

, 1887).

Con respecto a los aportes locales de rios y canales que
desembocan en la Bahia Samborombén, el Salado es el mas extenso de
todos ellos, y el que recibe mayor cantidad de tributarios. Nace en
la 2zona de Junin, y cruza en sentido NO-SE toda 1la Provincia de
Buenos Aires hasta desembocar en Samborombén; su Area de drenaje se
encuentra en una de las zonas de explotacién agricola mds intensiva
del Pais (mas del 50 % de la superficie sembrada; OEA, 1970) vy
sometida en consecuencia a una considerable aplicacioén de
plaguicidas. Entre 1los tramos finales de 1los rios Salado y
Samborombdén, se encuentra una zona algo mas pobre en agricultura
(10-25 % del area 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
Maipi y el 9 con sus tributarios, desde las Flores y Azul (OEA,

1370). E1 caudal del Salado varia a lo largo del aiflo, presentando
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picos en los meses de Invierno y un méximo en el mes de Noviembre.
Los demdas cursos de agua mencionados muestran un patron similar; 1los
valores absolutos varian de acuerdo al afio y 1la zona donde se
realice la medicidén (de acuerdo a aforos tomados por la Direcciodn de

Hidréaulica de la Provincia de Buenos Aires; material consultable).

En un trabajo de reciente publicacidén, consistente en un
extenso monitoreo realizado sobre todo el estuario del Plata por el
Servicio de Hidrografia Naval de Argentina en colaboracidén con su
equivalente Uruguayo, se ha estudiado la presencia de numerosos
contaminantes, entre ellos plaguicidas organoclorados. Dentro de 1la
Bahia Samborombén, en las cercanias de la desembocadura del rio
Salado, se ha detectado 1la presencia de aldrin vy DDT en
concentraciones mayores que los niveles permisibles o valores guia
para la cuenca del Plata (Comisién Administradora del Rio del Plata,
1990). Tales concentraciones fueron registradas durante la época de
mayor descarga de los rios Parana y Uruguay, de modo que el aporte
de estos afluentes podria ser de importancia. Sin embargo, el hecho
de que sé6lo se hayan registrado a tales concentraciones cerca de la
desembocadura del Salado, indica que es mas probable gque el aporte
principal se realize en forma local por este UWltimo cursoc de agua.
Con respecto a los metales pesados, las muestras de sedimento
correspondientes a la Bahia Samborombén presentaron valores
inferiores de concentracidén con respecto al resto del estuario,
posiblemente por fendémenos de lixiviacidén o diferencias 1litologicas

(Comisiéon Administradora del Rio de la Plata, 1980).

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 aplicacidén muy intensa de paratién y 2,4 D sobre numerosos
cultivos. Paralelamente se han notado picos de concentracién (al
menos de paratidén) en cursos de agua expuestos.

Un mayor caudal del estuario vy sus afluentes (Parana
principalmente), asi como de los otros rios que llegan a Samborombén
(Salado, por ejemplo).

- E1 comienzo de la época reproductiva de los crustaceos en estudio,
en especial de (. (¢ranulata, 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 la composicién basicamente sedimentaria
del cangrejal, donde los cangrejos tienen su microambiente peculiar
e 1incluso ingieren el sedimento como parte importante de su dieta,
dadas sus caractereristicas detritivoras. La captacidn de
plaguicidas y otros contaminantes desde el sedimento, ha sido
reportada para otras especies de cangrejos (Bryan, 1879; Nimmo et

al., 1971; Odum &t al., 1969).

6) EFECTOS SOBRE ORGANISMOS ACUATICOS

Algunos ejemplos son ilustrativos de la toxicidad letal de 1los
plaguicidas en el ambiente acuatico: Nimmo (1979) cita trabajos
realizados en EEUU, que determinaron que el 7,8 ¥ de 1los peces
muertos por causa “no natural” durante nueve afios consecutivos
(1963-1872) en las aguas nacionales, se debié a operaciones
agronémicas, de los cudles el 64,9 ¥ muri6é debido a plaguicidas;
cabe sefialar, ademés, que el 37 % de los peces muertos ocurrié en

aguas estuarinas. En la zona de Quebec, la aplicacién por "spray" de
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DDT al comienzo de la década del "50, caus6 una mortalidad de
juveniles de salmén en el area, del 50 al 98 % (Trites, 1872). La
aplicacién aérea de malatién en los pantanos de Texas en 1971,
provocd una mortalidad del 14 al 80 ¥ en camarones de interés

comercial (Bookhout y Monroe, 1877).

También han sido registrados y estudiados numerosos efectos
subletales de plaguicidas sobre organismos acuaticos, tanto en el
ambiente natural como en laboratorio. Dichos efectos han sido
evaluados a distintos niveles, contemplando los siguientes aspectos

(APHA ¢t 1., 1976; FAO, 1981; EIFAC, 1883):

- Bioquimico (interferencia con enzimas y otras sustancias
necesarias para el metabolismo)

- Histolodégico (patologias en diversos tejidos y 6rganos)

- Fisiolégico (tasa respiratoria y cardiaca, osmoregulacién)

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

- Reproductivo (sobre todos 1los eventos relacionados a la

reproducciédn, incluyendo 1la supervivencia de 1los estadios méas

sensibles del c¢iclo de vida). Se considera oportuno consignar a

continuacién algunos ejemplos de los efectos que 1los plaguicidas

pueden ocasionar al proceso reproductivo de organimos acuaticos,

tema vinculado con el problema estudiado.

Se ha observado un descenso en la fecundidad de crustéaceos por
accion de plaguicidas. El1 DDT reduce en Artemia sp. el namero de
huevos fecundados, posiblemente por debilitamiento soméatico de 1las
hembras (Grosch, 1967). El mismo plaguicida se acumula en el saco
vitelino de salmdén y trucha, intoxicando a las larvas cuando éstas

consumen el 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) disminucién en la eclosidén de Chann
UL y mayor tiempo de desarrollo embrionario con exposicién a
DDVP (un plaguicida organofosforado); c¢) fragilidad en la céscara de
huevos de faisanes por accién del DDT, por probable accién sobre 1la
anhidrasa carbdénica de 1la gléandula del oviducto que forma 1la
cascara. Por otra parte, el mismo autor ha observado una disminucién
en la eclosién de larvas de ostras y almejas por accién de los
plaguicidas 1lindano vy gutién (Davis, 1961). La freza de (epomis
macrochiris presenta una mayor sensibilidad al malatién, respecto a
los adultos (Eaton, 1970). Parker (1982) presenta una revisién de
efectos crénicos de plaguicidas sobre peces. En 1lo referente a
reproduccidén, cita los siguientes: inhibicién del desove, descenso
en el porcentaje de ovocitos maduros (con fenitrotién, 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 disminucién de la tasa de alimentacién.

Por otra parte, segun se sabe, los plaguicidas pueden
perjudicar a los ecosistemas, considerados como unidades ecolégicas
de estudio. Se han descripto fendémenos como: disminucién de 1la
diversidad especifica, alteracion del proceso de sucesidéon del
ecosistema, alteracidon de la relacidon predador-presa (afectando por
ejemplo las reacciones de escape de la presa), alteraciéon de la
estructura poblacional de distintas especies (por sensibilidad
diferencial de los diversos estadios del ciclo de vida), seleccidn
de genotipos méas resistentes y serios desequilibrios de 1las redes

tré6ficas (Margaleff, 1980; Levin et al., 18984).
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En el caso particular de los herbicidas sobre ecosistemas
acudticos, se han descripto no sélo efectos perjudiciales directos,
como ser reduccién del oxigeno disuelto en agua y aumento del tenor
de diéxido de carbono (debido a la inhibicién de 1la fotosintesis
sobre fitoplancton y macrofitas y al aumento del metabolismo
aerobico bacteriano) sino también indirectos, por ejemplo desbalance
02—C02 debido al aumento de materia organica en suspensién por
muerte y descomposicion de productores, lo que ademas deja sin el
sustrato adecuado a las especies animales (insectos, caracoles vy
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 seflalado en las secciones precedentes, se ha
considerado de sumo interés determinar, con un criterio preventivo,
las concentraciones de 1los plaguicidas examinados que producen
efectos letales y subletales sobre distintos estadios del ciclo de
vida de los crustaceos /. wruguayensis y . granutlats; poniendo
especial énfasis en el anédlisis del eventual perjuicio sobre los
eventos relacionados con factores reproductivos. El objetivo general
ha sido, por un lado, el de contar con resultados fehacientes vy
Utiles para la preservacidén 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 Samborombén) y, por otra
parte, evaluar la naturaleza del dafio causado, como aporte util para
profundizar el conocimiento de la toxicidad de plaguicidas sobre un
grupo animal relativamente poco considerado en la literatura

pertinente, como es el de los crustéaceos.
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Como marco de referencia general, se tuvieron en cuenta las
recomendaciones de 1los organismos internacionales competentes en
cuanto a estudios integrales de toxicidad de agentes contaminantes
para las especies silvestres (FAO, 1981; APHA et &1., 1876). Fueron

delimitados dos niveles de estudio:

1) Determinacion de las concentraciones letales. Estas se realizaron
con ejemplares mantenidos tanto en condiciones de exposicidén aguda
(96 hs) como en condiciones de exposicién crénica (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 subita, 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 ecotoxicolégico, si bien con las
limitaciones propias que imponen las condiciones de laboratorio (en
la extrapolacién hacia condiciones naturales). Por otra parte, este

nivel de analisis permite:

* Estimar el rango de concentraciones, en funcién de 1las cuales

pueden estudiarse diversos efectos de naturaleza subletal.

X Contribuir en el establecimiento de concentraciones de seguridad,
que no deben superarse en el ambiente acuatico para garantizar 1la

supervivencia de los especies que lo habitan.

2) Determinacion de las concentraciones y efectos subletales. Al

desarrollar este aspecto, se realizan aportes para:

* Establecer concentraciones de seguridad que garanticen la

supervivencia de 1las especies en estudio. Por debajo de las
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concentraciones letales, se determinara con mayor precisién y
profundidad el riesgo potencial de concentraciones gue pueden
perjudicar seriamente la supervivencia de la especie al efectar

procesos como el reproductivo.

* Aumentar el 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 1la tabla 2 se consignan esquematicamente los dos niveles de
andlisis que han sido definidos, en relacién a8 1los distintos
estadios del ciclo de vida de las dos especies de crustaceos

estudiadas.

Tabla 2. Esquema del Plan de trabajo. Todos los efectos 1letales vy

subletales fueron estimados para cada uno de los plaguicidas.

NIVEL: LETAL SUBLETAL

ESTADI Efectos sobre:
* Conc. letales agudas * Metabolismo (consumo de 02—
ADULTO exposicién aguda y crdnica)

* Conc. letales crénicas
* Maduracion gonadal durante
época reproductiva.

* Incubacidén del desove
por hembras ovigeras
JUVENIL ¥ Conc. letales agudas

¥ Conc. letales crénicas

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

¥ Eclosién larval
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Especificaciones:
Adultos

Nivel letal: ©Se determiné, bajo exposicién aguda y crénica, la
concentracion letal 50 (CL50: concentracidén en la que muere el 50 %
de los organismos mantenidos en condiciones de ensayo experimental),
para los adultos de ambas especies con cada plaguicida. En

se conceptudé ademas al sexo como factor de analisis,
dado el marcado dimorfismo sexual de esta especie. En €. ¢granulatx
se realizaron ensayos adicionales para evaluar la eventual
diferencia en la resistencia de ejemplares provenientes de distintas

zonas del cangrejal.

Nivel subletal: Se utilizaron sbélo adultos de . granuvlisis, que se
manifestd como la especie mas apta para el trabajo experimental; sus
caracteristicas reproductivas facilitaron el estudio, dado que . dicha
especie pudo ser facilmente mantenida en laboratorio, lograndose
desde el apareamiento hasta la eclosidén larval. La otra especie no
mostrd una respuesta similar a lo largo de 1los ensayos previos

realizados (anexoc 2).

El estudio sobre consumo de oxigeno se abordd con la idea de
estimar tanto el desbalance causado por ambos plaguicidas a un
indicador global del metabolismo, c¢omo para relacionar el
desequilibrio energético producido con el resultado de las

investigaciones sobre reproduccién.

En relacién al aspecto reproductivo, se estimaron las
concentrariones que afectan al potencial reproductivo,
principalmente en términos del perjuicio ocasionado al desarrollo

gonadal, la incubacioén Jde los huevos desovados y la eclosioén larval,
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determinandose ademas la naturaleza del daifio causado.

Juveniles

Se utilizd sdlo a la especie (. e ‘aia, por las razones ya
mencionadas. Para los juveniles de esta especie, se estimaron las
CL50 aguda y cronica de cada plaguicida. Dado el excelente modelo
experimental que representan los juveniles de crustaceos para el
estudioc del proceso de muda y sus factores modificantes, la
evaluacién de los efectos subletales de los plaguicidas estudiados
sobre este proceso, se ha considerado como un tema de 1interés a

encarase en una etapa ullerior, dada su especial problematica.

Larvas

Nivel 1letal: la concentracién letal (CL50) de cada plaguicida para
el primer estadio del desarrollo larval (zoea I), se determindé en
forma aguda solamente, dada la corta duracién de ese estadio
(Boschi, 1967). Se estudié ademas la posibilidad de realizar una
exposicién a plaguicidas sobre todo el desarrollo larval, segin se

comenta en el anexo 3.

Nivel subletal: Se analizaron larvas eclosionadas de huevos
fertilizados que habian sufrido un tratamiento previo con cada
plaguicida; se evaluaron tanto los efectos sobre la magnitud de 1la
eclosidon, como los eventuales efectos teratogénicos que pudiesen
sufrir las larvas durante el desarrollo embrionario. Estos
resultados complementan los obtenidos para los adultos en el item
reproductivo, ayudando a 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 cuales se han desarrollado los
distintos experimentos, asi como los materiales, reactivos y equipo
utilizados en la realizacion de todos los ensayos. La eleccidén de
materiales vy condiciones ha seguido los lineamientos recomendados
por 1las entidades internacionales competentes (APHA ¢i& «i., 1976;
Ward vy Parrish, 1982), en relacién al trabajo con plaguicidas. Los
detalles o las eventuales alteraciones de este patrdén general, seran

especificados mas adelante para cada ensayo en particular.

Sala

Se trabajd en dependencias del Bioterio Central de la Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales, UBA. La sala utilizada (11,25 mz)
fué provista con una mesa de fondo negro, en la que se ubicaron las
peceras vy recipientes para los experimentos. En otro sector de la
sala se ubicaron mesadas aptas para realizar el trabajo de
preparacion de diluciones, agua salina, montaje de instrumental,

etc. Se dispuso de una pileta con toma de agua corriente, para 1los

bioensayos y para la limpieza del material.

Tanto el fotoperiodo como 1la temperatura ambiente fueron
controlados durante las etapas experimentales. Para mantener el
fotoperiodo, se instaldé un “"timer” que regulase en forma
preestablecida el encendido y apagado de la iluminacién general de
la sala, consistente en cuatro tubos fluorescentes (40 W de potencia

cada uno). Se reprodujo la duracién del fotoperiodo natural de 1la
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época del afio en que se realizé cada ensayo. Para mantener la
temperatura estable, las mismas condiciones adiabaticas de la sala
(tapizada por dentroc de material térmicamente aislante) fueron
suficientes para mantener la temperatura deseada durante los meses
de otofio e invierno. Para las experiencias desarrolladas durante el
verano, se recurriéo a una sala préxima, de caracteristicas
similares, provista con un egquipo termostatizado de aire

acondicionado.

Materiales

Para 1la realizacién de los bioensayos, se contdé con peceras y
recipientes de vidrio de distintos tamafios. 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 16 de estas unidades, valiéndose de
una matriz de madera con guias de aluminio disefiada por el Lic.
Rubén Dezi (Fisiologia Animal Comparada, F.C.E. y N.) que facilité
enormemente el armado de las mencionadas peceras. Para fijar vy
sellar los vidrios entre si, se utilizé caucho siliconado (marca

comercial Silastic).

Ademas fueron adquiridos: 18 frascos de vidrio de 2 1 de
capacidad y fondo plano de 14 cm de didmetro y 24 frascos de wvidrio
de 1 1 de capacidad y fondo plano de 12 cm de diametro, ambos se
utilizaron para los adultos de la especie /. ‘2nsis y para los
Jjuveniles de ¢ Para los bioensayos con larvas de esta
iltima especie, se adquirieron 74 frascos de 200 ml, con fondo plano
y boca de 6 y 7 cm de diametro respectivamente. Se eligieron frascos

de forma cénica, para favorecer una mejor visualizacién de las

larvas.
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También se wutilizaron otros materiales de laboratorio, como
probetas, pipetas, erlenmeyers, balones, bidones, reactivos quimicos

y otros que se especificaran oportunamente.
Agua de diluciédn

Definida (APHA w1, 1876) como el agua contenida en todos
los recipientes o peceras donde se distribuyen los ejemplares para
el bioensayo, y que recibe distintas cantidades de tdéxico, segun la

concentracidén final que se desee obtener.

Adultos y Juveniles. Tanto para los adultos como para los
juveniles, se utilizé agua corriente declorinizada, a 1la que se
agregaron sales para obtener agua de mar artificial, <con una
salinidad de 12 partes por mil (g/1). E1 agua corriente (dureza: 80
mg/l como equivalentes de CaCOg5, datos de Obras Sanitarias de la
Nacidén) 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 dilucidén (pH, temperatura) se especifican més adelante

para cada ensayo en particular.

La salinidad elegida (12 %.) corresponde a los valores
promedios medidos para la zonha de muestreo. Las sales utilizadas en
los ensayos con adultos y juveniles fueron de origen nacional,
comercializadas para acuarismo (marca comercial "Océano”). Su

composicionn se ajusta a lo especificado en la tabla 3.

-Larvas. Se probaron diversas calidades de agua para asegurar la
supervivencia de las larvas de (. granulatae, eligiéndose finalmente
agua destilada en destilador automatico con el agregado de sales

importadas para agua de mar sintética (Marca comercial "Marine Mix",
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Tabla 3. Composicidén de la mezcla de sales utilizada en los ensayos
con adultos y juveniles. Se refieren las cantidades relativas a 100

1l de agua de mar artificial (salinidad: 35 %.).

NaCl 2765 g KB 10.2 g
MgS04.7 H,0 706 g Na,COq4 3.5 g
MgCl,.6 H,0 518 g H3303 2.6 g
CaCl,.2 H,0 154 ¢ SrCl,.6 Ho0 2.5 g
KC1 69.7 g KF 0.4 g
NaHCO4 14.3 g KI 0.01 g
HW, Alemania Federal), a 30 %a« de salinidad. Tales condiciones

fueron determinadas c¢omo las mas adecuadas para la supervivencia

larval (anexo 3).

En todos los bioensayos realizados, la salinidad fué chequeada
cada vez que se prepard el agua de dilucién, mediante el método
hidrométrico (APHA «i &i., 1876), utilizandose un densimetro de
gravedad especifica de precision + 0.001. E1 pH fué medido con papel
indicador Merck, de precisidén + 0,5 y la temperatura con termémetro

de mercurio de precisién + 0,5 °C.

Plaguicidas

Se obtuvieron en calidad de donacién:

* Etil-paratién (0,0-dietil-O-p-nitrofenilfosforotioato), provisto
por Comparniia Quimica S.A.
X 2,4 D-éster isobutilico (éster 1isobutilico del 4&cido 2,4

diclorofenoxiacético), provisto por Sintesis Quimica S.A.

Ambos productos fueron donados en grado técnico, con una pureza
declarada del 88 7%; con estas muestras se preparararon ademas
soluciones estandar para cromatografia gas-liquido, confirmandose su

alto grado de pureza (anexo 1).
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El agregado de los plaguicidas al agua de dilucién no se
realizé directamente, debido a que ambos plaguicidas son muy poco
solubles en agua, y a que se hubiese necesitado medir cantidades a
veces extremadamente pequefias para lograr la concentracién deseada
en el recipiente o pecera. Se trabajé por lo tanto con soluciones
"stock”, mezclando previamente al plaguicida con wun emulsionante
(también llamado solvente o "carrier"”) y con agua destilada. De este
modo se consiguidé una buena emulsién previa del plaguicida, y unsa
dilucién adecuada de la que se pudieron tomar alicuotas facilmente
medibles para mezcelar con el agua de dilucidén. Las concentruaciones
nominales asi obtenidas fueron también medidas a partir de un
proceso de extraccidén y andlisis por cromatografia gas-liquido, que

se detalla aparte (anexo 1).

Como emulsionante, se utilizé 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 wuna mejor emulsién de ambos plaguicidas vy
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

al., 1976; Ward 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 paratién;
1,235 g/ml para 2,4 D; a 15 °C). Se wutilizaron micropipetas
automaticas de rango variable (marca “Socorex”) para volumenes

menores a 1 ml, y pipetas de vidrio para volimenes mayores. Luego de

colocado el plaguicida en un erlenmeyer o matraz limpio y seco, se
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agregé el emulsionante en proporcién 1:1 (v/v), y luego el agua
destilada hasta lograr la dilucién deseada, agitando fuertemente a

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

como maximo 2 hg untey Jde ser utilizadas.
Ci.oov agente detoxificante, se uso hipoclorito de sodio en altas
concentraciones, tanto para el agua contaminada de las peceras,

luego de terminado cada ensayo, como para el material de vidrio en
contacto con los plaguicidas. Se dejo actuar al oxidante durante 3
dias como minimo, procediéndose luego a lavar el material de vidrio
(incluyendo peceras y recipientes) con detergente neutro y agua
caliente, repetidas veces. Como elementos de seguridad personales
durante la tarea de manipuleo de los plaguicidas, se utilizaron
guantes de goma, guardapolvo y barbijo, renovando permanentemente el
aire de lu sala con ventilador. Estas precauciones se extremaron en
el caxso del paratidén, contandose ademas con las drogas que el
operador debe inyectarse ante una intoxicacidén accidental con tal
plaguicida, estas son, sulfato de atropina al 0,1 ¥ vy el antidoto

especifico (Contratisdn).
Conduccion de los bioensayos

Se han seguido los lineamientos recomendados para el desarrollo
de biocensayos toxicolégicos (APHA «¢ 1., 1976; Ward y Parrish,
1982). En todos los casos, el tipo de ensayo realizado fué estatico
con renovacién (“"renewal test”), lo que implicé renovar todas las
concentraciones y controles con una determinada frecuencia, que
vario seguin las caracteristicas de cada ensayo. Como pautas

generales y comunes para todos los ensayos cabe mencionar:
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* 8¢ fijaron rutinas estandar respecto del horario de recambio de
las soluciones, asi como de los horarios de medicién de las

variables involucradas en cada experimento.

* El1 volumen de agua colocado en las peceras o recipientes, fué
calculado de tal manera que cubriese apenas 1la altura de 1los
ejemplares en ensayo, para el caso de los adultos y juveniles, pero
sin impedir su acceso al aire. De esta manera se permitid que los
ejemplares pudiesen realizar respiracion aérea o acuatica; cabe
sefialar que estos cangrejos intertidales verifican diariamente ambos
tipos de respiracién en su ambiente natural. Durante los ensayos con
hembras ovigeras y larvas se mantuvieron completamente sumergidos a
los ejemplares, imitando también la situacién natural y guiandose

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

X Se utilizaron dos tipos de controles: ejemplares mantenidos en a)
agua de dilucidén utilizada para todos los tratamientos, y b) en
solvente, es decir en agua de dilucién mads el agregado del
enulsionante utilizado, en cantidad tal de reproducir la maxima
concentracién de emulsionante presente en los grupos tratados con
plaguicida. En algunos ensayos (segin se especifica oportunamente)
se utilizaron dos o mas controles de solvente, correspondientes a

las mayores concentraciones de plaguicida.

* Los bioensayos de toxicidad letal aguda comprendieron 96 hs de
duracién, y los de letalidad crénica 4 semanas. Para establecer las
series de concentraciones a utilizarse en los ensayos agudos, se
realizaron previamente ensayos piloto exploratorios ("range finding
test”), de modo de conseguir efectos letales a las 24 hs, y contar
también con por lo menos alguna concentracién sin efectos letales a

las 96 hs. Los rangos de concentraciones para los ensayos subletales
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y de letalidad crénica, se establecieron en base a los valores de
CL50 de 1los ensayos letales agudos, segin se especifica mas

adelante.
Ejemplares utilizados

Con respecto a las caracteristicas y manejo de los ejemplares

adultos y juveniles utilizados, cabe puntualizar que:

X El criterio de clasificacidon de ejemplares en adultos y Jjuveniles

fué el siguiente:

1) Adultos. Los sexos se distinguen claramente a simple vista, por
poseer los machos quelipedos notoriamente mas grandes (o uno sdélo de
ellos hipertrofiado, en el caso de (. wruguayensis) y pleon
sensiblemente m&s angosto, con respecto a las hembras adultas que
poseen quelipedos méas reducidos y un pleon cuyo ancho cubre la
distancia existente entre las articulaciones de las patas de ambos

laterales.

2) Juvepniles. Se distinguen de los adultos por su menor tamafio y por
no poseer dimorfismo sexual respecto de los caracteres mencionados

(quelipedos reducidos vy pleon de ancho intermedio entre machos vy

hembras adultos).

Datos previos sobre la talla de madurez sexual en (. grantlats
(Zagarese y Goémez, 1982) refieren, para los machos, un valor de
largo de caparazén de 9,4 mm y de largo del primer pledpodo de 4,1
mm; Yy para las hembras un valor de 12,6 mm de largo de caparazon y
de 7 a 9 mm de ancho de abdomen. Los adultos utilizados para todos
los experimentos, y elegidos segun el criterio arriba mencionado,

han presentado valores morfémetricos siempre superiores a 1los
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referidos, ubicandose, por otra parte, dentro del rango de peso de
cangrejos adultos de la misma especie utilizados por otros autores
(Brunner y Maldonado, 1988), mientras que los ejemplares Jjuveniles
utilizados, estuvieron por debajo de tales valores morfométricos. Un
hecho similar cabe destacar para !{/. wnsis, 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 seguin
Drach y Tchernigovtzeff (1967), identificable macroscopicamente por
la dureza relativamente mayor del caparazon y la coloracidén oscura,

en relacidén 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 anomalias.

% E1 traslado al laboratorio se efectudé en cajones plasticos (de los
utilizados para comercializar pescado) conteniendo agua de la zona y

con acceso a respiracion aérea.

* En el laboratorio, se los mantuvo en aclimatacién durante dos
semanas, previamente a los experimentos (con excepcion de 1las
hembras ovigeras y larvas, que se utilizaron inmediatamente después
de su traslado y eclosion, respectivamente). Para esto, se habilité
una zona del Bioterio Central donde se colocaron peceras de vidrio
(B0 X 70 ¢m de base, y 40 cm de altura), con agua salina artificial,

a la misma salinidad a utilizarse posteriormente en los bioensayos.

Durante este periodo de aclimatacion, los ejemplares fueron

alimentados dos veces por semana con alimento balanceado para conejo



(con alto porcentaje en fibras vegetales y que demostré tener una
buena aceptacién) suplementado con carne vacuna y visceras de pollo.
Estsa etapa de aclimatacion permitié ademéds descartar a los
ejemplares afectados por un eventual estrés causado por el muestreo
y viaje. La mortalidad en esta etapa de cautiverio no superdé el 10

%, estabilizandose hacia su término.

¥ Los ejemplares fueron elegidos al azar para los distintos
tratamientos de cada ensayo. Se estimaron las medidas morfométricas
y/0 peso total, utilizando a los cangrejos de los grupos control.
Estas mediciones se efectuaron al finalizar el experimento, para
reducir a un minimo el manipuleo previo de 1los ejemplares. Como
medida morfométrica representativa, se tomé el ancho del caparazén,
por detras de la tercera espina cefalotoraxica, con calibre de

precisién + 0,05 mm; midiéndose el peso con balanza de precisidén +

0,01 ¢g.

¥ Durante 1los ensayos agudos no se alimentaron los ejemplares,
segin lo recomienda APHA &< =x1. (1976). Por el contrario, durante
los ensayos «crénicos si se suministré alimentacion (alimento

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

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

¥ E1 manejo de hembras ovigeras y larvas se especifica en la seccidn

correspondiente.

ENSAYOS REALIZADOS

A los fines de la descripcidén metodoldégica, y de la enumeraciodn
de los resultados, se seguira el orden y cdédigo que se indica méas

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

A.1) AGUDOS

A.1.1) EN ADULTOS (0 granilata y U
A.1.2) EN JUVENILES granulata
A.1.3) EN LARVAS gramilata (zoea 1)

A.2) CRONICOS
A.2.1) EN ADULTOS Grarmidata y . Grigouayensis

A.2.2) EN JUVENILES el ata

B) ENSAYOS DE TOXICIDAD SUBLETAL
B.1) EN EL CONSUMO DE OXIGENO & wrnilata
B.1.1) AGUDOS

B.1.2) CRONICOS

B.2) EN EL DESARRCLLO GONADAL idem
B.3) EN LA INCUBACION DE HUEVOS idem
B.4) EN LA ECLOSION LARVAL idem

A) ENSAYOS DE TOXICIDAD LETAL

A.1.1) ENSAYOS DE TOXICIDAD LETAL AGUDA EN ADULTOS

Objetivos:

* Estimar la CL50 para los adultos de uruguayensis  sometidos
durante 96 hs a cada uno de los plaguicidas, comparando entre sexos
los valores obtenidos. Al respecto, se considerd oportuno elegir a
esta especie como modelo, debido a su marcado dimorfismo sexual

(Crane, 1875).

% Estimar la CLS50 para los adultos de ¢ (reoniiats sometidos durante
96 hs a cada uno de los plaguicidas. En esta especie se compararon

ademas los valores de CLS0 entre lotes provenientes de distintas
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zonas del cangrejal.

Huestreo: los ejemplares adultos (machos y hembras) de
fueron recolectados en la playa del Faro San Antonio
(extremo sur de la Bahia Samborombén) en el mes de Septiembre de
1986. Los ejemplares adultos machos de (. granulata se muestrearon
tanto en la zona mencionada, como en la desembocadura del Rio

Salado, unos 100 km mas al norte.

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

tabla 4.

Tabla 4. Peso promedio (g) y ancho de caparazén promedio (mm) de los
ejemplares adultos utilizados en los ensayos de toxicidad letal

aguda. D.S.: desviacion estandar. n: tamaiio de la muestra medida.

ESPECIE / PESO PROMEDIO ANCHO DE CAPARAZON

LOCALIDAD-SEXO + D.S. PROMEDIO + D.S.

T A= S ATE S
Faro S. Antonio-machos 17.71 + 2.52 29.97 + 1.38 19
Rio Salado-machos 19.11 + 3.78 30.65 + 1.97 19
Faro S. Antonio-machos 0.76 + 0.33 10.23 + 1.53 20

Faro S. Antonio-hembras 0.45 + 0.16 10.31 + 1.04 20

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

de residuos de 1los plaguicidas estudiados, en los ejemplares
muestreados para los bioensayos, se selecionaron al azar S
ejemplares de la especie de mayor tamario, GFranlala,

procediéndose a realizar una diseccidén de sus hepatopédncreas vy

posterior analisis segun se detalla en el anexo 1.



Condiciones experimentales:

- AMBIENTALES

Salinidad: 12 + 1 %,

pH: 7 + 0,5

Temperatura ambiente: 21 + 1 °C

Temperatura del agua: 20 + 1 °C

Fotoperiodo: 10 hs luz 14 hs oscuridad. Lamparas incandescentes.

- TECNICAS
Recambio de agua: cada 24 hs para paratién; cada 48 hs para 2,4 D.

Yolimen de agua/recipiente: 3 1 para .. "wla, 150 ml para .
Réplicas: una por sexo para {/. wruguavensts, dos para (. Grefnilala-
paratién y una para viranilaiéa-2,4 D, por cada lote de distinta
localidad.

N° de elemplares [/ concentracion / réplica: 10 excepto en (/.
arii-2,4 D (8 en tratados, 10 en controles) y (. granulata-

2,4 D (9)

Concentraciones vy controles: tabla §.

Mediciones: se registré el nuimero de ejemplares muertos a las 24,
48, 72 y 96 hs de haber comenzado cada ensayo, retirandolos 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 1luego una
completa laxitud en los quelipedos y una falta absoluta de respuesta

al ser estimulados los o0jos mecanicamente.
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Tabla 5. Series de concentraciones y nimero 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
Paration 10 g/1 0,25-0,5-1-2-4-8 mg/1 8,40 nl/1 320
2,4 D 100 g/1 1000-1580-2510-

3980-6310-10000 mg/1 8,10 ml/1 144

Paratiodn 0,01 g/1 4-8-16-32-64-128-256 pg/1 0,60 nl/l 180

2,4 D 10 g/1 12.5-25-50-100-200-400 mg/1 0,32 ml/1 136

Analisis de datos: 1los valores de CL50 con sus respectivos
intervalos de confianza al 95 % se estimaron mediante el método
iterativo de los "probit” (Finney, 1971), a través de un programa en
lenguaje BASIC desarrollado especialmente, adaptado de otro programa
previo suministrado por el Lic. Ronan Cinto en el curso "Métodos
estadi:lios en Valoracién Biolégica” (F.C.E.y N./UBA-Instituto
Nacional de Farmacologia y Bromatologia, 1985). Entre otras
modificaciones, se incorpordé la correccidén de Abbot (Finney, 1971)
para mortalidad en controles. Cuando el método probit no fué capaz
de estimar la CL50 luego de 100 iteraciones sucesivas, se utilizé el
método grafico de Lichfield y Wilcoxon (Granmo y Lasstuvold, 1976),
que fué algoritmizado y estructurado como via de analisis

alternativa dentro del programa mencionado anteriormente.

La comparacién entre pares de CL50, se evalud mediante el
cociente CL50 mayor / CLSO menor, existiendo diferencias
estadisticamente significativas cuando tal estadistico fué mayor que

el correspondiente valor critico dado por APHA ¢ =wl. (19876).



A.1.2) ENSAYOS DE TOXICIDAD LETAL AGUDA EN JUVENILES

Objetivo: estimar la CL50 para los Jjuveniles de crratnidla

sometidos durante 968 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 caparazén promedio fué de 10,94 +

1,27 mm (n=18).

Condiciones experimentales:

Temperatura ambiente: 22 + 1 °C
Temperatura del agua: 21 + 1 °C
Fotoperiodo: 12 hs 1luz 12 hs oscuridad. Tubos fluorescentes.

~ TECNICAS

Recambio de agua: cada 24 hs para ambos plaguicidas.
Yolimen de agua/recipiente: 150 ml

Réplicas: dos para cada plaguicida

N° de ejemplares / concentracion / réplica: 8
Concentraciones y controles: tabla 6.

Mediciones: idem A.1.1)

Analisis de datos: idem A.1.1)
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Tabla 6. Series de concentraciones y numero total de ejemplares

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

CONC. SL. CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES N
PLAGUICIDA STOCK DE PLAGUICIDA CONTROL SOLVENTE
Paratién 0,05 g/1 0,05-0,1-0,2-0,4-0,8- 1,3 nl/l 144
1,6 mg/1
2,4 D 100 g/1 200-400-800-1600-3200- 5,2 ml/1 144
5400 mg/1

A.1.3) ENSAYOS DE TOXICIDAD LETAL AGUDA EN LARVAS

Objetivo: estimar la CL50 parua el primer estadio larval (zoea I) de

sl !l sometido durante 96 hs a cada plaguicida.

Huestreo: las larvas se obtuvieron a partir de hembras ovigeras

nuestreadas 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 %, de salinidad (sales "Océano"), 20 °C vy
aireacidén continua hasta la eclosidén de las larvas. Para 1los
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 concentracién de larvas en la muestra
inicial, se realizdé una primera dilucién en erlenmeyer de 500 ml,
con el agua de dilucién & usarse en los bioensayos (ver seccidn
correspondiente) y 1llevando gradualmente (durante 1 o 2 hs) la
temperatura hacia 15 °C, a fin de aclimatar las larvas a las

condiciones de ensayo.



Condiciones experimentales:

- AMBIENTALES

Salinidad: 30 + 1 %o

pH: 7 + 0,5

Temperatura ambiente: 25 + 1 °C

Temperatura del agua: 15 + 1 °C.

Fotoperiodo: 10 hs 1luz 14 hs oscuridad. Tubos fluorescentes.

Estas condiciones, asi como las referidas al recambio de agua y
alimentacién, fueron establecidas mediante 1los ensayos previos
descriptos en el anexo 3. La temperatura fué mantenida mediante un
bafio de agua refrigerado con un enfriador a serpentina marca "Cole
Palmer” (gentileza Instituto Antartico Argentino), al cual se le
acoplé un termostato con un rango de corte (encendido-apagado) de
1°C. En ese bafio, de 150 1 de sgua, 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 bafio; las bocas sobresalientes de

los frascos fueron cubiertas con un vidrio.

- TECNICAS

Recambio de agua: cada 24 hs para ambos plaguicidas. El recambio se
efectué trasladando a las larvas, con pipeta de 25 ml, a un nuevo
frasco con agua nueva de iguales caracteristicas.

Alimentacidn: luego del recambio de agua, se suministré a cada

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

Ar&emnsa criadas a 30 %, de salinidad.
Yoliimen de agua/recipiente: 100 ml
Réplicas: tres para cada plaguicida

N° de ejemplares / concentracién / réplica: 10 + 1
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Concentraciones y controles: tabla 7.

Tabla 7. Series de <concentraciones y numero total de larvas

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

CONC. SL. CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES N

PLAGUICIDA STOCK DE PLAGUICIDA CONTROL SOLVENTE

Paratién 0,001 g/1 6,1-0,3-0,8-2,7-8,1- 0,02 nl1/1 250
25 ng/l

2,4 D 1 g/l 0,056-0,167-0,5-1,5~ 0,4-1,2-3,6 248
4,5-13,5 mg/1 10,8 nl/l

Mediciones: idem A.1.1). Se considerd como criterio de mortalidad la
ausencia total de movimientos cuando se examiné a los ejemplares

dentro de la pipeta de vidrio al realizar el recambio.

Analisis de datos: idem A.1.1). Se considerd para el célculo de 1los
valores de CLS50 con 2,4 D, s6lo a las concentraciones cuyo control
de solvente no hubiese superado un 10 % de mortalidad, para cada dia

de mediciodn.
A.2.1) ENSAYOS DE TOXICIDAD LETAL CRONICA EN ADULTOS
Objetivos:

* Estimar 1la CL50 para los adultos de ambas especies sometidos

durante 4 semanas a cada uno de los plaguicidas.

* Evaluar sobre ambas especies, 1la influencia del tiempo de

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

Huestreo: Los ejemplares adultos (machos y hembras) de L.

y Wit fueron muestreados en la playa del Faro

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

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

ejemplares adultos utilizados en los ensayos de toxicidad 1letal

crénica. D.S.: desviacién esténdar. n: tamafio de la muestra medida.

ESPECIE / PESO PROMEDIO ANCHO DE CAPARAZON

SEXO + D.S. PROMEDIO + D.S.

machos 15.21 + 2.12 28.45 + 1.68 16

hembras 8.81 + 1.61 24.83 + 1.90 16

machos 0.72 + 0.19 11.38 + 1.01 20
+ 1

hembras 0.46 + 0.14 11.09 .15 20

Condiciones experimentales:

- AMBIENTALES

Salinidad: 12 + 1 Z.

pH: 7 + 0,5

Temperatura ambiente: 24 + 2 °C

Temperatura del agua: 23 + 1 °C

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

- TECNICAS
Recambio de agua: cada 3/4 dias para ambos plaguicidas.
Alimentacién: alimento balanceado para conejo suplementado con

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

Yolidmen de agua/recipiente: 3 1 para ¢ . amtiata; 150 ml  para e
Réplicas: dos por cada sexo para !/. y para machos de .
granalats,. Una en hembras de esta Gltima especie.



N° de ejemplares / concentracién / réplica: 10 excepto en
-machos (8).

Concentraciones y controles: tabla 9.

Tabla 9. Series de concentraciones y nimero total de ejemplares

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

ESPECIE / CONC. SL. CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES N
PLAGUICIDA STOCK DE PLAGUICIDA CONTROL SOLVENTE
Paratién 0,01 g/1 1-10-100 ng/1 0,078 nl/l 150
2,4 D 10 g/1 5-50-500 mg/1 0,0405-0,40498 ml/1 150
o wraisieces i s

Paratién 0,01 g/1 0,1-1-10 png/1 00,0078 nl/l 180
2,4 D 10 g/1 0,3-3-30 mg/1 0,0243 ml/1 180

Las concentraciones mas elevadas de cada serie fueron
determinadas a partir de los resultados de toxicidad 1letal aguda
obtenidos con anterioridad; representando, en promedio, 1/5 del
valor de la respectiva CL30 para 86 hs (entre 4,3 y 6,7 veces

menos).

Mediciones: se registrd el nimero de ejemplares muertos cada 24 hs,
retirandolos del recipiente respectivo. Se utilizd el mismo criterio

de mortalidad que en A.1.1).

Anélisis de datos: idem A.1.1) para el calculo y comparacién de
CL50. A fin de comparar valores medios de supervivencia se utilizé
el test de Duncan (Bliss, 1967) para comparaciones muiltiples,
estimandose previamente la varianza residual mediante un modelo de

ANOVA de medidas repetidas (Winer, 1871). Para ambos analisis se
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trabajo con la transformacién angular (arco seno de la raiz cuadrada
de 1la proporcion de sobrevivientes). Se tomaron al sexo y a los
tratamientos (concentraciones y controles) como factores para el

ANOVA, y al tiempo de exposicidén como factor con medidas repetidas.
A_2.2) ENSAYOS DE TOXICIDAD LETAL CRONICA EN JUVENILES
Objetivos:

* Estimar la CL50 para los Jjuveniles de ¢ ranulats sometidos

durante 4 semanas a cada plaguicida.

* Evaluar sobre estos Jjuveniles, la influencia del tiempo de

exposicién sobre la toxicidad letal de cada plaguicida.

Muestreo: los Jjuveniles de (. itrainiiwix fueron muestreados en la

playa del Faro San Antonio, en Septiembre de 1988.

Animales utilizados: €l peso promedio fué de 0,54 + 0,22 g, y el

ancho de caparazén promedio de 10,58 + 1,05 mm (n=20).

Condiciones experimentales:

=
~
I+
o
‘m

Temperatura ambiente: 21 + 1 °C
Temperatura del agua: 20 £+ 1 °C
Fotoperiodo: 12 hs 1luz 12 hs oscuridad. Tubos fluorescentes.

- TECNICAS
Recambio de agua: cada 3/4 dias para ambos plaguicidas.
Alimentacidén: alimento balanceado para conejo suplementado con

higado de pollo, durante la noche previa al recambio de agua.
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Yolumen de agua/recipiente: 500 ml. En este ensayo se mantuvo a los

ejemplares bajo sumersion, a fin de facilitar las eventuales mudas a

lo largo del periodo de exposicién.

Réplicas: dos por cada plaguicida

N° de ejemplares / concentracidén / réplica: 10

Concentraciones y controles: tabla 10.

Tabla 10. Series de concentraciones y numero total de ejemplares

Juveniles utilizados (N) en los ensayos de toxicidad letal crénica.

CONC. SL. CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES N

PLAGUICIDA STOCK DE PLAGUICIDA CONTROL SOLVENTE
Paration 0,01 g/1 0,1-1-10 ng/1 0,0079 nl/1 100
2,4 D 10 g/1 0,5-5-50 mg/1 0,0405 ml/1 100

Mediciones: idem A.2.1)

Analisis 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 metabdlica global, en términos de
la tasa de consumo de oxigeno, de ejemplares adultos de la especie
luego de una exposicidon 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 wutilizados: se utilizaron udnicamente machos adultos cuyo
peso medio tué de 15,1 g (rango 10,4 - 20,5 g), en el caso de los
cangrejos tratados con paratién y de 14,4 ¢ (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 consumo de oxigeno fué determinado

(tabla 11).

Condiciones experimentales (de exposicidén previa):

— AMBIENTALES
Salinidad: 12 + 1 %,

pH: 7 + 0,5

Temperatura ambiente: 21 + 1 °C

Temperatura del agua: 20 + 1 °C

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

- TECNICAS

Recambio de agua: cada 24 hs para paratién; cada 48 hs para 2,4 D.
Réplicas: una por cada plaguicida

Concentraciones y controles: tabla 11.

Tabla 11. Series de concentraciones y ntumero total (N) de ejemplares
adultos utilizados en los ensayos de consumo de oxigeno bajo

exposicion aguda.

CONC. SL. CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES N

PLAGUICIDA STOCK DE PLAGUICIDA CONTROL SOLVENTE

Paratidn 1 g/l 0,125-0,25-0,5 mg/1 0,40 nl/1 65

2,4 D 100 g/1 750-1500-3000 mg/1 2,43 ml/1 67
La concentracioén mas alta de cada serie corresponde

practicamente a la CLS50 para 96 ls calculuda previamente mediante el



correspondiente, de modo de evaluar los efectos subletales
hasta el limite mismo de la letalidad. Este disefio obligdé a exponer

mayor cantidad de ejemplares cuanto mayor fuese el efecto letal

esperado, de modo de contar al término de las 96 hs de exposicién,
con un nimero similar de sobrevivientes en todas las
concentraciones, a fin de realizar las mediciones de consumo de

oxigeno. Por otra parte, si bien se aumento el nuimero de ejemplares
en las concentraciones mas altas, la carga (ndmero de
ejemplares/volumen de solucidén) se mantuvo constante. La tabla 12

especitica lo antedicho.

Tabla 12. Nimero de ejemplares vy volumenes de solucidn
correspondientes (agua de dilucidén + plaguicida), para los ensayos
de consumo de oxigeno bajo exposicidon aguda; Ctrl: controles de agua

y solvente (sv.).

CONCENTRACION VOL. DE SOLUCION
PLAGUICIDA (mg/1l) N° DE EJEMPLARES (litros)

Paratién Ctrl. agua 10 3
Ctrl. sv. 10 3
0,125 10 3

0,25 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 exposicion a cada plaguicida, se
efectuaron las determinaciones de consumo de oxigeno, en el horario
de 9:30 a 16:30 hs, de forma tal de efectuar la mitad de 1las

mediciones a la mafiana y la otra mitad a la tarde. Se siguid esta
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metodologia a fin de controlar los efectos de un posible ciclo
diario en la tasa de consumo de oxigeno (Démeusy, 1857; Vernbergd,

1858; Denhel, 18960).

La determinacidén de la tasa estandar de consumo de oxigeno se
realizé en respirdémetros a presién constante, cuyo principio de
funcionamiento se detalla en trabajos previos (Dezi e¢ «i., 1987).
El aparato utilizado consistié de 11 respirdmetros (200 cm3 de
capacidad cada wuno), que permitié medir hasta 10 ejemplares
simultaneamente, mas un control sin animal. La lectura de este
control permitidé corrregir, en mas o en menos, el efecto de los
eventuales cambios de presion y temperatura del ambiente sobre el
volumen gaseoso que consumian los ejemplares. Los 11 respirdmetros
en conjunto fueron sumergidos en un bafio de 150 1 de agua a 19 + 0,5
°C. Como absorbente del diéxido de carbono exhalado por 1los

cangrejos en ensayo se utilizé KOH al 10 %.

Cada medicidn se realizé por espacio de 50 70 min.,
registrando cada 5 minutos el volumen de oxigeno consumido, en forma
acumulada. Con estos datos, se ajustd una regresién lineal del
consumo acumulado en el tiempo respectivo. La pendiente de 1la
regresion representd un estimador de la tasa de consumo de oxigeno
por minuto. Una vez realizadas las mediciones del modo indicado, se
procedidé a pesar a los ejemplares en balanza de precisidén (+ 0,1 g),
a fin de relativizar las tasas de consumo al peso de cada animal. De
esta forma dichas tasas quedaban expresadas como ul de oxigeno
consumido por minuto y por gramo. Posteriormente se realizé una
primera correccién de estos datos, al referir el volumen de oxigeno
consumido a las condiciones estandar de presidn y temperatura (760

mn de Hg v 0 °C, respectivamente).
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A causa de que la tasa calculada varia con el peso corporal vy
con la temperatura ambiente (Eckert e¢ al., 1890; Bertalanffy, 1957;
Vernberg, 1958), se procedié a realizar una segunda correccidén de
los valores registrados, a partir de un modelo que 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

modelo utilizado fué el siguiente:

Y = 0’12 X‘O.Sl 2123

donde

Y: volumen (nl ) de oxigeno, a 0 °C y 760 mm Hg por minuto y por
gramo.

X: peso humedo (g)

Z: temperatura (°C)

a partir del cual se dedujo la siguiente férmula de correcciodn:

Yy ' (Xy / x”)—O.Sl (Zy / Zn)1.23

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

estandar, considerandose XN =158, vy Zy = 25 °C.

Analisis de datos: los datos de consumo de oxigeno de los ejemplares
expuestos fueron analizados mediante ANOVA de un factor
(concentracion) para cada plaguicida, realizandose un test de Duncan
(Bliss, 1967) para comparar los valores medios de consumo de oxigeno

entre las distintas concentraciones y controles.

B.1.2) ENSAYOS CRONICOS

Objetivo: determinar la respuesta metabdélica global, en términos de
la tasa de consumo de oxigeno, de adultos de la especie (.

gramclaa, bajo una exposicidén crénica (30 dias) a cada plaguicida.
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Muestreo: los ejemplares fueron muestreados en la playa del Faro San

Antonio, en Octubre de 1988.

Animules utilizados: se utilizaron udnicamente 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 paratién y de 15,2 g (n=56, 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 crénica, siendo por lo tanto las
condiciones de exposicidon previas las mismas que para el ensayo
mencionado (ver A.2.1). No se determindé el consumo de los ejemplares
expuestos a las concentraciones mads altas de cada plaguicida (100
ng/l de paration y 500 mg/l de 2,4 D), debido a 1la elevada

mortalidad a los 15 dias de haber comenzado el ensayo.
Mediciones:

Se realizaron dos tandas de mediciones: una correspondiente al
dia 15 de exposicién, y otra correspondiente al dia 30; cada una
efectuada sobre una réplica independiente (comprendiendo cada

réplica toda la serie de concentraciones y controles).

La primera tanda se realizé alrededor del dia 15, empezando al
dia 13 de exposicién y finalizando al dia 16, empleando un diseiio
segin el cual se media igual cantidad de ejemplares de cada
concentracion en cada uno de los dias de medicién y en el mismo
horario. A los 30 dias se realizdé la segunda tanda de mediciones.

Andlogamente al caso de la primera, los registros se efectuaron del
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dia 29 al 31. Los aparatos y las férmulas de correccién utilizados
fueron 1los mismos que los empleados con anterioridad para la
determinacién de tasa metabdlica bajo condiciones de exposicion

aguda. La temperatura de medicién fué de 24 + 1 °C.

Anédlisis de datos: los datos de consumo fueron analizados empleando
un modelo de ANOVA diserio factorial con desigual numero de réplicas
(Winner, 1971), en donde los factores fueron tiempo de exposicién vy
concentracién. Se efectudé un test de Duncan (Bliss, 1867) para
comparar los valores medios de consumo de oxigeno entre las

distintas concentraciones y controles.
B.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 granclata,

bajo una exposicién crénica (2 meses), durante época reproductiva.

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

Antonio, en Septiembre de 19883.

Animales utilizados: se tomé una muestra al azar de las mismas
peceras “stock” de donde se extrajeron, también al azar, los
ejemplares utilizados para el experimento de consumo de oxigeno bajo
exposicion aguda (ver B.1.2), cuyos respectivos valores de peso

(promedios y rangos) resultan entonces representativos para este

ensayo.

Condiciones experimentales (de exposicion previa):
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;
:

+ 2 °C
Temperatura del agua: 21 + 1 °C
Fotoperiodo: 12 hs 1luz 12 hs oscuridad. Tubos fluorescentes.

Fecha de Iniciacidn: 21/9/1989. Fecha de Finalizacién: 20/11/1989.
Recambio de agua: cada 3/4 dias para ambos plaguicidas.
Alimentacidn: alimento balanceado para conejo suplementado con
higado de pollo, durante la noche previa al recambio de agua.
Yolimen de agua/recipiente: 3 1

Réplicas: una por cada plaguicida

N° de ejemplares / concentracidén / réplica: 10 machos y 10 hembras.

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

apareamiento.

Concentraciones vy controles: tabla 13

Tabla 13 Series de concentraciones y nimero total de ejemplares

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

CONC. SL. CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES N

PLAGUICIDA STOCK DE PLAGUICIDA CONTROL SOLVENTE
Paratién 1 g/l 0,1-1-10 ng/1 0,0078 pnl/1 100
100 g/1 0,5-5-50 mg/1 0,0405 ml/1 100

2,4 D

Mediciones: diariamente se revisé cada concentracion retirando 1los
muertos. Antes de proceder al recambio de agua, se revisaron las

hembras a fin de reconocer la aparicién de eventuales ovigeras.

Preparacion histoloégica:

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

las génadas (ovarios y testiculos) de todos los sobrevientes. La
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diseccidn se realizé separando el dorso y 1los laterales del
caparazon (cefalotérax), de 1la =zona ventral, en animales
anestesiados con éter. Las génadas quedaban de este modo expuestas,
siendo disecadas rapidamente con la ayuda de pinzas de punta fina, y
teniendo cuidado de no dafiar el hepatopancreas, que acompafia en su
mayor parte la distribucién de la génada y posee enzimas altamente

liticas cuya liberacioéon podria dafiar a la génada.

Los tejidos en estudio fueron inmediatamente disecados y
fijados en 1liquido de Bouin (solucién saturada de 4&acido picrico,
formol y 4&acido acético en proporcidén 70:25:5) durante 4 hs a
temperatura ambiente; siguieron tres baros en alcohol 96° de 12
horas cada uno; un bafio en alcohol 100° de 1 hora; y tres bafios en
acetato de butilo de 12 hs cada uno. Para la inclusién se realizaron
dos bafnos de parafina (54 °C) de 24 hs cada uno; 1los cortes se
realizaron con un grosor de 5 um, coloredndose posteriormente con
hematoxilina eosina. Esta técnica fué seleccionada en base al

resultado de ensayos previos.
Mediciones sobre preparados histolégicos:

Para cada tratamiento, se realizdé un taco con el conjunto de
las gonadas muestreadas. Se realizaron posteriormente § cortes para
cada taco. De estos, se seleccionaron 3 al azar, a fin de

determinar:

a) Proporcion relativa de los elementos celulares de interés,
incluyendo la presencia de elementos anormales. Para esto se utilizé
un ocular integrador Zeiss (10x) con placa de 100 puntos, y objetivo
de 12x. Cada uno de los preparados fué recorrido sistematicamente,

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

b) Area de ovocitos. Para estimarla se utilizé un ocular
micrométrico Carl Zeiss (8x) con escala de 100 divisiones, vy
objetivo 12x. Se ~calibrd mediante una placa Leitz Wetziar, con
divisiones de 1/100 mm. Se recorridé sistematicamente cada preparado,
determindndose el diametro mayor (M) y el menor (m) de los ovocitos.
El é&rea de cada elemento se calculd como en Christiansen &t 1.
(1985):

Area = M/4. M
Analisis de datos:

Se utilizé un test de ji cuadrado (Sokal y Rohlf, 1978) para
analizar 1la homogeneidad en la proporcidén de 1los diversos tipos
celulares entre 1los distintos tratamientos. Cuando este anélisis
demostré heterogeneidad, se realizaron contrastes miltiples segin el

método de Goodman (Marascuilo y McSweeny, 1877).

Para el analisis de los datos de area de ovocitos, dada la
significativa ausencia de homocedascia, se wutilizé el test de
Kruskal Wallis, <con sus correspondientes contrastes miltiples
(Marascuilo y McSweeny, 1877), tomando al tratamiento

(concentraciones y controles) como factor.
B.3) ENSAYOS DE TOXICIDAD SUBLETAL EN LA INCUBACION DEL DESOVE

Objetivo: determinar las minimas concentraciones de cada plauguicida
que resultan perjudiciales para la incubucidén del desove por las

hewbr:s 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 realizd un muestreo en la misma zona, en Marzo de 1989.

Animales utilizados: se seleccionaron, primeramente en el muestreo
de campo y luego con mayor detalle en laboratorio, aquellas ovigeras
cuya masa de huevos presentaba una coloracién violeta intenso,
correspondiente a un estadio inmaduro de desarrollo (Botto e
Irigoyen, 1979). El valor promedio de ancho del caparazén, con su

respecliva desviacion estandar, fué de 25,53 + 1,54 mm (n=108).
Condiciones experimentales:

- AMBIENTALES

Salinidad: 30 + 1 %

pH: 7 + 0,5

Temperatura ambiente: 22 + 2 °C

Temperatura del agua: 21 + 1 °C

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

- TECNICAS (establecidas segun anexo 2)

Recambio de agua: cada 3 dias para ambos plaguicidas.

Volumen de agua/recipiente: 5 1 - con aireacidn continua.
Réplicas: una por cada plaguicida.

N° de ejemplares / councentracion / réplica: 10.

Alimepntacion: no se alimenté a las hembras durante el ensayo.

Concentraciones y controles: tabla 14.

A partir de los resultados obtenidos en este experimento, se
diseiio otro para evaluar el efecto de cada plaguicida en
concentraciones intermedias dentro de cada rango original que figura

en 1la tabla 14. Las coundiciones experimentales para este segundo
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Tabla 14. Series de concentraciones y numero total de hembras
ovigeras utilizadas (N) en los ensayos sobre incubacién del desove

(primer experimento).

CONC. SL. CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES N

PLAGUICIDA STOCK DE PLAGUICIDA CONTROL SOLVENTE

Paratiodn 1 g/l 1-10-100 ng/1 0,079 nl/l 50
2,4 D 100 g/1 5-50-500 mg/1 0,405 ml/1 50
ensayo fueron las mismas que para el primero. Las nuevas

concentraciones ensayadas, c¢on sus respectivos controles de

solvente, tfiguran en tabla 195.

Tabla 15. Series de concentraciones y numero total de hembras
ovigeras wutilizadas (N) en los ensayos sobre incubacién del desove

(segundo experimento).

CONC SL. CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES N

PLAGUICIDA STOCK DE PLAGUICIDA CONTROL SOLVENTE
Paration 0,1 g/1 30 pg/l 0,0237 nl1/1 20
50 g/1 15 mg/1 0,0122 ml/1 20

2,4 D

Mediciones: diariamente se determindé la condicién de cada hembra,
registrandose el numero de hembras con eclosién y el nudmero
correspondiente con pérdida de la masa de huevos. Tanto unas como
otras fueron extraidas del recipiente correspondiente, asi como las

hembras que eventualmente murieron durante el ensayo.

Analisis de datos: a fin de detectar posibles diferencias entre 1los
tiempos de incubacién de <cada tratamiento (concentraciones y
controles), se realizdé un ANOVA de 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 proporciéon de hembras ovigeras
con eclosién de su desove. Se estimé ademas la concentracion
efectiva 50 (CE50) en relacién a la pérdida del desove, utilizando
el método de los "probit” (Finney, 1971) a través del programa en

BASIC mencionado en A.1.1).
B.4) ENSAYOS DE TOXICIDAD SUBLETAL EN LA ECLOSION LARVAL

Objetivo: determinar los efectos de cada plaguicida sobre 1la
eclosion larval, en términos de reducciodn del contingente
eclosionado y de eventuales anomalias que presentasen las larvas
eclosionadsas, luego de una exposicidén previa de 1los huevos

fecundados durante todo el periodo de incubacién.

Muestreo, ejemplares utilizados y condiciones experimentales: las
mismas que en B.3). De todas las eclosiones ocurridas en el ensayo

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

Las muestras fueron tomadas a la mafiana siguiente a 1la
eclosién, que acontecid siempre en horas nocturnas. A fin de poder
realizar una estimacion precisa del nimero de larvas eclosionado por
hembra, en el segundo experimento (ver B.3) se aislé a cada hembra
en recipientes de 1 1 de capacidad, manteniendo las mismas
condiciones de carga que en el primer experimento (500 ml/hembra,
con aireacion constante). Todas las muestras fueron de 10 ml,
tomadas con pipeta de vidrio de 25 ml, fijdndolas inmediatamente con
formol al 5 % Luego de tomar cada muestra, la hembra ovigera fué
removida, se determino el ancho de su caparazén, y se recambié la

solucién correspondiente.

Por otra parte, para distribuir a las larvas de manera homogénea

antes de retirar la muestra correspondiente, se tuvo cuidado de
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agitar el medio liquido 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
ovigeras “stock”, estimandose el correspondiente coeficiente de

variacion (Sokal, 18968).
Mediciones:

a) Conteo y proporcidn de anomaliss: el total de 1larvas de cada
muestra fué contado, bajo lupa binocular (aumento: 25 x) , a fin de
estimar el nimero de larvas eclosionado por hembra, asi como para
reconocer Yy cuantificar eventuales anomalias morfolégicas que
pudieron aparecer durante la exposicién de los embriones a cada
plaguicida en estudio. Para la cuantificacién de la proporciéon de
anomalias, se examinaron hasta 50 larvas de <cada muestra. La
presencia o ausencia de las anomalias 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, determinandose para cada una el largo del
cefaloperéion mas pleon, desde la base de la espina rostral hasta la
segmentacion con el telson. Se utilizé para esto lupa binocular con
ocular micrométrico Wild (10x) con escala de 120 divisiones. Se

calibré con placa Leitz Wetziar de 1/100 mm por division.
Analisis de datos:

Se efectud un analisis de covarianza (ANCOVA) para discriminar
el efecto de las concentraciones intermedias, y sus controles

respectivos (segundo experimento), sobre el nuimero de larvas
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eclosionadas, tomando al ancho del caparazén de las hembras como
covariable, dada la influencia del tamafio de las ovigeras (medible
en términos de peso o de alguna variable morfométrica como el ancho
de caparazén) sobre la magnitud del desove (Hines, 1982; Jewett &t

al. 1985; Somerton y Mclntosh, 1985). Se aplicd el test de Student

’

para comparar las medias entre hembras tratadas y controles, cuando

la covarianza no fué estadisticamente significativa.

Se aplicd un ANOVA de dos factores para analizar el efecto
sobre la proporcién de larvas anormales, tomando como factores a 1la
concentracion y al tipo de anormalidad y utilizando la
transformacidén angular para la variable mencionada. Se utilizdé el
test de Duncan (Bliss, 1967) para la comparacién miltiple de medias,
tanto para los efectos principales como para la interaccién, cuando

existieron diferencias significativas en tales fuentes de variacién.

A causa de que los resultados obtenidos del largo de las larvas
no cumplieron con el supuesto de homoscedascia, se aplicé el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis, realizando contrastes miltiples
cuando el resultado global fué significativo (Marascuilo y

McSweeny, 1877).
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RESULTADOS

A.1.1) EFECTOS LETALES AGUDOS EN ADULTOS

Residuos de plaguicidas: el analisis por cromatografia gas-liquido
no mostré presencia de los plaguicidas en estudio en las muestras de
tejido analizadas (limites de deteccién: 1 ug/l para paratidén, 50
ng/l para 2,4 D). Los cromatogramas correspondientes se encuentran

en el anexo 1.

Comparacion de pesos: el test de Student no arrojé diferencias
significativas (p>0,05) para el peso medio de . granulata, al
comparar entre los lotes de ambas localidades, lo cual indica 1la
homogeneidad del material bioldgico wutilizado 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, segun lo senalado anteriormente.
Parametros de toxicidad letal:

Se observaron sintomas preletales de distinto tipo, por efecto
de cada plaguicida. En el caso del paratién, se observaron
movimientos espasmddicos, especialmente cuando los cangrejos fueron
levemente estimulados con una varilla de vidrio. Con 2,4 D a altas
concentraciones, se observaron movimientos mas lentos que los

normales, y pérdida de respuesta al estimulo mecénico.

La fig. 1 muestra los valores de CL50, con sus respectivos
intervalos de confianza al 85 %, para todos los ensayos realizados,
discriminando por sexo para !/ sfimixs, y por localidad para .

[y il d s .
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U. uruguayensis - Paration

Comparacion de CL50 entre sexos
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Figura 1. CL5U0 agudas e intervalos de confianza al 95 % para los

adultos de ambas especies.

concentraciones utilizado.

hembras. FSA: Faro San Antonio.

valores superiores al rango de
hs de exposicidén. M: machos. H:

Rio Salado.




La mortalidad en los controles de agua de dilucion fué
practicamente cero en todos los casos, al finalizar las 96 hs de
exposicidon. En los controles de solvente, la mortalidad fué también
cero, con la dnica excepcion del ensayo (. ¢rantlata-2,4 D (ambas
localidades), donde alcanzd el 22,2 % a las 96 hs de exposicion.
Debe tenerse en cuenta que la concentracidén de solvente en este
ensayo fué particularmente elevada (8,1 ml/l), pues corresponde a la
presente en la maxima concentracioén de 2,4 D (10.000 mg/l), en la

cual la mortalidad fué del 100 % a las 96 hs de exposicidn.

Tabla 16. Parametros de toxicidad letal aguda para los adultos de
ambas especies (datos agrupados). Pend. vy RZ: pendiente y

coeficiente de correlacion del ajuste por probits.

ESPECIE/PLAGUICIDA HS.EXPOS. CLSO INT .CONF .85% PEND. RZ

Paration 24 3,14 2,79-3,53 6,74 0,99
(ng/1) 48 1,08  0,95-1,26 4,51 0,84
72 0,73 0,64-0,84 4,94 0,96
86 0,56 0,50-0,64 6,07 0,89
2,4 D 24 »10
(8/1) 48 >10 s
72 6,73 5,07-9,69 3,57 0,76
96 3,37 2,38-4,25 4,21 0,75
Paratién 2 162 133-205 4,71 0,97
(ng/l) 43 103 85-124 5,57 0,98
2 71 59- 84 6,91 0,99
2]} 51 42- 62 5,58 0,98
2,4 D 24 >400
(mg/1) 48 >400 e s
72 213 163-298 3,32 0,97

96 130 101-169 3,81 0,57

No se encontraron diferencias significativas en los valores de

CLS50, ni entre localidades para . ¢ranuwlaia, ni entre sexos para
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CLS0 (ug/1)

arnguavensis,  a ningun tiempo de  exposicién. Se recalcularon

entonces los valores de CL50 agrupando los datos de los factores

mencionados. La tabla 16 resume los resultados correspondientes.

En ambas especies, la concentracién méas alta de 2,4 D utilizada
en cada serie produjo menos del 50 % de mortalidad a las 24 y 48 hs,
por lo que se expresa el correspondiente valor de CL50 como mayor
que aquella concentracién. La concentracidon mds alta de 2,4 D
aplicada sobre . granwiata fué de una magnitud particularmente

elevada, segin se seriala méas arriba.

La tendencia asintdética en las curvas de toxicidad (CL50 versus
tiempo de exposicion) puede apreciarse graficamente en la fig. 2,
para el paratiodon, con superposicién de intervalos de confianza luego

de las 48 hs, para ambas especies. En consecuencia, la CL50 a 96 hs

250 ADULTOS 4.0 - ADULTOS
3 U.uruguayensis ] C.granulata
200; —Paration— 5 q —Paration—
5 S ]
150-: g‘ ]
g =20 3
3 o 3]
] v ]
100 1 o :
] 1.0 3
50 3 ]
O 5 T T T 1 00 : T T T o]
0 24 48 72 96 0 24 48 72
TIEMPO DE EXPOSICION (hs) TIEMPO DE EXPOSICION (hs)

Figura 2. Curvas de toxicidad letal aguda del paratidén para los
adultos de ambas especies. Barras verticales: intervalos de

confianza al 85 %
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de este plaguicida, puede considerarse como el umbral de letalidad
incipiente (APHA «{ i., 1976; Sprague, 1969). En el caso del 2,4 D
no es visualizable la tendencia asintética dado que sb6lo se

obtuvieron valores de CLS50 para 72 y 96 hs.
A.1.2) EFECTOS LETALES AGUDOS EN JUVENILES

Parametros de toxicidad letal: la tabla 17 resume los valores de

CL50 con sus respectivos intervalos de confianza al 95 %

Tabla 17. Parametros de toxicidud leltal aguda para los juveniles de
Pend. y R pendiente y coeficiente de correlacién del

ajuste por probits.

PLAGUICIDA HS.EXPOS. CLS0 INT.CONF .85% PEND. RZ

Paratioén 24 1,55 1,19-2,81 3,87 0,86

(mg/1) 48 0,76 0,60-0,98 3,88 0,92
72 0,47 06,37-0,358 4,07 0,81
96 0,36 0,29-0,45 4,45 0,84

2,4 D 24 >6,4 I

( g/ l ) 4 8 > 8 s 4 O [ —
72 5,55 1,41-21,8 2,64 0,71
96 2)89 2’41_5,5

6 3,11 0,60

Al ipuul que para el ensayo con adultos, es evidente 1la
tendencia asintética de la curva de toxicidad para el paratidn (fig.
3), existiendo solapamiento de los intervalos de confianza luego de
las 48 hs, lo que indica la existencia de un umbral de letalidad
incipiente. No puede visualizarse una tendencia asintotica para el

2,4 D, por las mismas razones referidas en A.1.1).
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Figura 3. Curva de toxicidad letal aguda del paratién para 1los

juveniles de . (reanilatas,  Barras verticales: intervalos de

confianza al 895 %
A.1.3) EFECTOS LETALES AGUDOS EN LARVAS

Parametros de toxicidad letal: la tabla 18 resume los valores de

CL50 con sus respectivos intervalos de confianza al 95 %

Tabla 18. Pardmetros de toxicidad letal aguda para las larvas (zoea
I) de ¢. granuwlads, Pend. y RZ: pendiente y coeficiente de

correlaciéon del ajuste por probits.

PLAGUICIDA HS .EXPOS. CL50 INT.CONF .95% PEND . RZ
Paration 24 14,91 11,30-18,30 5,78 0,82
(ng/l) 48 7,08 4,88-9,40 3,14 0,76
72 1,79 1,20-2,44 2,47 0,81
96 0,36 0,33-0,85 2,15 0,84
(mg/1) 48 1,06 0,70-1,67 1,42 0,82
72 0,43 0,30-0, 956 3,15 0,94
96 0,30 0,20-0,39 5,30 0,98
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Si bien no pudo estimarse analiticamente el valor de CLS50 para
24 hs en el caso del 2,4 D, el 50 % de mortalidad se produjo entre

las dos concentraciones mas elevadas de la serie (4,5 y 13,5 mg/l).

Si bien en el caso del paratién no llega a haber superposicion
de intervalos de confianza, para ambos plaguicidas se advierte una

tendencia asintética en las curvas de toxicidad (fig. 4),

20 1 ZOEA | 2.0 7 C Zl’ggﬁlclt
] C.granulata 3 =-granuiata
] —Paration— ] —2,4 D-
15 3 1.5
o & i
3 ] g
V1O: =10 ]
o ] (@] .
3 3 3
53 0.5 7
; ;
. 1
0 T 1 L 1 O-O ] T L Ll
0 24 48 72 96 0 24 48 72
TIEMPO DE EXPOSICION (hs) TIEMPO DE EXPOSICION (hs)

Figura 4. Curvas de toxicidad letal aguda del paratién y 2,4 D para

las larvas (zoea 1) de {'. @granuiata,. Barras verticales: intervalos

de confianza al 95 %
A.2.1) EFECTOS LETALES CRONICOS EN ADULTOS
Evaluacion de la proporcion de sobrevivientes:

En los ensayos con adultos de . granuwiata, una de las réplicas
debié ser descartada, a causa de la alta mortalidad registrada hacia
el dia 15 de exposicidn; cabe sefialar que esa réplica fué wutilizada
para las mediciones de consumo de oxigeno (ver B.1) y el sistema de

marcaje de cada ejemplar utilizado luego de las mediciones provocod
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la alta mortalidad referida.

EXPOSICION CRONICA
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EXPOSICION CRONICA
C. granulata - Adultos
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Las figuras 5 y 6 resumen la informacién sobre la evolucidn 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 exposicién, para cada

especie y plaguicida.

La tabla 19 detalla los resultados de 1las comparaciones de
medias de supervivencia (transformacién arco seno de la raiz
cuadrada de la proporcion de sobrevivientes), en funcién de 1los

factores considerados.

Tabla 19. Comparaciones multiples entre medias de supervivencia
correspondientes a los distintos niveles de los factores
considerados en los experimentos sobre toxicidad letal crénica en
adultos. Las barras horizontales indican ausencia de diferencias
significativas al 95 % C.a.: control de agua. C.s./Cs: control de
solvente, correspondiente a la concentracién mas alta de plaguicida

a menos que se especifique entre paréntesis.

FACTORES

PLAGUICIDA ESPECIE CONCENTRACION SEMANA DE EXPOS.

Paratién fourtetseconsis 1 0,1 C.a. C.s. 10 1 2 3 4
(ng/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

(mgs/yy  TTTTITESSoSoosooooooos STmmssmossoes

Cs(50) C.a 5 50 Cs(500) 500 1 2 3 4
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Comparando entre concentraciones, la mas elevada de cada serie
causé una mortalidad significativamente mayor (p<0,01) respecto de
los respectivos controles y/o concentraciones menores. Solamente en
el ensayo .i»x-2,4 D no se encontraron diferencias
significativas (p>0,05) entre concentraciones. En todos los casos,
la segunda concentracion méas elevada utilizada (que representa en
promedio una fraccion de 1/55 de la correspondiente CL50 para 86
hs), no demostro tener un efecto perjudicial sobre la supervivencia

luego de cusatro semanas de exposicién.

Con respecto al tiempo de exposiciodn, el paration redujo
significativamente (p<0,01) la supervivencia, al menos comparando
entre la primera y Ultima semana de exposicién, en ambas especies.
El 2,4 D, por su parte, sdlo provocéd un incremento significativo de
la mortalidad con el transcurso del tiempo, en los adultos de

por otra parte ese incremento se didé de manera mas
gradual o escalonada, en comparacidn con la misma especie expuesta

al paration (tabla 19).

En cuanto al factor sexo, s6lo se adviertieron diferencias
significativas (p<0,01) con el 2,4 D en ¢. ¢revitlats, cuyos machos
expuestos al herbicida presentaron mayor supervivencia que las

hembras.

Parametros de toxicidad letal: la tabla 20 resume los valores de

CL50 con sus respectivos intervalos de confianza al 95 %

Los valores de CL50 para el 2,4 D no pudieron ser estimados a
causa de 1la baja mortalidad registrada a las 4 semanas en ambas
especies (menos del 0 %, ver figs. 5 y 6); se tomé por lo tanto a

la concentracion méas alta de cada serie como un valor minimo de
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Tabla 20. Parametros de toxicidad letal crénica para los adultos de
ambas especies, al término de las 4 semanas de exposicién. Pend. vy

R2: pendiente y coeficiente de correlacidén del ajuste por probits.

-
PLAGUICIDA ESPECIE CLS0 INT .CONF .95% PEND. R“
Paration 4,34 0,09-18,61 0,72 0,94
(ng/l)

3,60 1,78- 6,48 1,65 0,89
2,4 D > 50
(mg/1)

> 30
referencia. Si bien en el caso de (. grerilata, la concentracién de

500 mg/l superd el 50 % de mortalidad a las 4 semanas, no fué
considerada a los fines de estimar el valor de CL50, dado que
también ocurrié un importante porcentaje de mortalidad (65 %) en el

control de solvente respectivo.

A.2.2) EFECTOS LETALES CRONICOS EN JUVENILES

Evaluaciéon de la proporcion de sobrevivientes: la figura 7 resume
la informacién sobre la evolucidon del porcentaje de sobrevivientes
en los ensayos realizados con los Juveniles de C. ¢granulata. Se
aprecian los valores correspondientes a los controles y
concentraciones & lo largo del tiempo de exposicién, para cadsa

plaguicida.

La tabla 21 detalla los resultados de 1las comparaciones de
medias de supervivencia (transformacién angular). Comparando entre
concentraciones, la concentracién mas elevada de cada plaguicida
causé una mortalidad significativamente mayor (p<0,01) qgque 1los

respectivos controles y/0o concentraciones menores.
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EXPOSICION CRONICA
C. granulata - Juveniles
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Figura 7. Porcentajes de supervivencia de los Jjuveniles de
granslata  en los experimentos de toxicidad letal crénica con cada

plaguicida en funcién de las semanas (SEM.) de exposicién.

Tabla 21. Comparaciones miltiples entre medias de supervivencia
correspondientes a los distintos niveles de los factores
considerados en los expe:imentos sobre toxicidad letal crénica en
Jjuveniles de . aranwilata,. Las barras horizontales indican ausencia
de diferencias significativas al 95 % C.a.: control de agua. C.s.:

control de solvente.

FACTORES

PLAGUICIDA CONCENTRACION SEMANA DE EXPOS.

Paratidn 1 0,1 €. a: C.su 10 1 2 3 4
Rg/l) @0 seemesssssssee esLsGeewRweS
2,4 D C. 8. 5 8,5 G & 50  § 2 3 4
(mg/1l)y @ SEssesSSIEeenReYE . eesssomwasoess
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En relacién al tiempo de exposicién, el paration redujo
significativamente (p<0,01) la supervivencia, al menos comparando
entre la primera y ultima semana de exposicién, mientras que el 2,4
D no mostré un incremento significativo de la mortalidad a lo 1largo

de las 4 semanas de exposiciédn.

Parametros de toxicidad letal: la tabla 22 resume los valores de

CL50 con sus respectivos intervalos de confianza al 895 %

Tabla 22. Parametros de toxicidad letal crénica para los Jjuveniles
de ¢'. wrvainilata, al termino de las 4 semanas de exposicidén. Pend. vy

R2: pendiente y coeficiente de correlacidén del ajuste por probits.

PLAGUICIDA CLS50 INT.CONF.95% PEND. R2
Paratién (ng/l) 10,00 3,05 - 32,82 4,08 0,99
2,4 D (mg/l) 30,36 12,45 - 122,05 1,17 0,78

B.1) EFECTOS SUBLETALES EN EL CONSUMO DE OXIGENO

B.1.1) EFECTOS AGUDOS

La tabla 23 resume los resultados obtenidos en 1los ensayos
agudos sobre €. Greriiista, Las figuras 8 y 9 permiten visualizar

graficamente estos resultados, para cada plaguicida.

El analisis de 1los datos mediante ANOVA (tabla 24) arrojé
diferencias altamente significativas (p < 0,01) en el caso de 1los
ejemplares expuestos al paratién. La comparacién entre medias de
consumo mediante el test de Duncan para este plaguicida (tabla 24),
mostrd un consumo medio significativamente mayor (p<0,05) que en los
ejemplares expuestos a la concentracién mas 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 oxigeno promedio (nl Oz/min/g) a las 896 hs de
exposicién, para los adultos de . granuiata tratados con cada
plaguicida. Ctrl. agua: control de agua de dilucién. Ctrl. sv.:
control de solvente. N: numero de animales medidos. E.S.: error
estandar.
PLAGUICIDA CONCENTRACION (mg/1) N CONS. PROM. E..'S
Paratidn Ctrl. agua 10 8,523 0,086
Ctrl. sv. 10 0,464 0,018
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 g 0,576 0,029
1500 12 0,588 0,025
3000 6 0,569 0,065
o O,/ g / min Exposicion aguda
0.76
0.7
0.66
0.6
0.66
06
0.46 ) m
0.4
CTRL.AGUA  CTRL.SV. 0,126 0,26 0.6
CONCENTRACION DE PARATION (mg/l)
Figura 8. Histogramas para el consumo de oxigeno promedio de los
adultos de . granuwiats tratados con paratién, a las 968 ‘hs de

exposicidn.

Barras verticales:

393

error estandar.




o

;W Qy/ g/ min Exposicion aguda
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0.66

0.6
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CTRL.AGUA  CTRL.SV. 760 1600 3000

CONCENTRACION DE 2,4 D (mg/l)

Figura 9. Histogramas para el consumo de oxigeno promedio de 1los
adultos de . greanwiadisa  tratados con 2,4 D, a las 96 hs de

exposicion. Barras verticales: error estandar.

Tabla 24. Resultados del ANOVA y test de comparaciones miltiples de
Duncan, para los ensayos agudos con paratién sobre consumo de
oxigeno. Las barras horizontales indican ausencia de diferencias

significativas al 95 %

FUENTE DE SUHMA DE GRADOS DE CUADRADO

VARIACION CUADRADOS LIBERTAD MEDIO F P
Concentracion 0,4634 4 0,1158 1582 0.0001
Error 00,6667 45 0,0148

Test de Duncan

Ctrl. agua Ctrl. sv-. 0,125 0,25 0,5 (mg/l)
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expuestos al restou de lus 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 ANOVA para los ensayos agudos con 2,4 D

sobre consumo de oxigeno.

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE CUADRADO

VARIACION CUADRADOS LIBERTAD MEDIO F p
Concentracion 00,0311 4 00,0078 0,67 0.6140
Error 0,4862 42 0,0116

B.1.2) EFECTOS CRONICOS

Tabla 26. Consumo di: oxigeno promedio (nl 02/min/g) a los 15 y 30
dias de exposicioén, para los adultos de ¢ granalata  tratados con
cada plaguicida. Ctrl. agua: control de agua de dilucidén. Ctrl. sv.:
control de solvente. N: nimero de animales medidos. E.S.: error

estandar.

PLAGUICIDA DIA CONCENTRACION N CONS. PROM. E.S.
Paratioén 15 Ctrl. agua 8 0,7295 0,0570
Ctrl sv. 8 00,7079 0,0248
1 ng/l 8 0,7102 0,0544
10 pg/1 8 0,8445 0,0691
30 Ctrl. agua 8 0,6539 00,0378
Ctrl sv. 6 0,6889 0,0516
1 pg/l 6 0,7920 0,0394
10 pg/1l 5 0,8558 0,1291
2,4 D 15 Ctrl. agua 8 0,7152 0,0454
Ctrl. sv. 8 00,6948 0,0439
5 mg/l 8 0,7485 0,0554
50 mg/1 8 0,8796 00,0360
30 Ctrl. agua 8 0,7208 0,0844
Ctrl. sv. 4 0,6539 00,0654
5 mg/l 7 0,8193 0,0449
5 0,5874 0,0393

50 mg/1
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La tabla 26 resume los resultados obtenidos en 1los ensayos
cronicos sobre snidlaisx, para cada plaguicida. En el caso del
ensayo con paratiéon, se notaron diferencias significativas (p<0,095)
en el consumo medio de oxigeno entre las distintas concentraciones
(tabla 27), mientras que no existieron diferencias significativas
(p>0,05) entre los distintos tiempos de exposicion (15 y 30 dias) ni
en la interaccién de ambos factores. El1 test de Duncan evidencio que
el consumo de oxigeno fue significativamente més alto (p<0,05) a 1la

concentracion de 10 pg/l, con respecto a ambos controles.

Tabla 27. Resultados del ANOVA y test de comparaciones miltiples de
Duncan, para los ensayos crénicos con paration sobre consumo de
oxigeno. Las barras horizontales indican ausencia de diferencias

significativas al 9% 7%

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE CUADRADO

VARIACION CUADRADOS LIBERTAD MEDIO F P
Concentracién  0,2231 3 10,0744 3,06 0,0368
Tiempo de Expos. 00,0020 1 0,0020 0,08 0,7815
Interaccion 00,0449 3 0,0150 0,61 0,6117
Error 1,1094 49 0,0243

Test de Duncan
Ctrl. agua Ctrl. sv. 1 10 (pg/l)

En el ensayo con 2,4 D, el ANOVA indicé 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 exposicién. E1 test de Duncan indicdé un
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consumo medio significativamente mayor (p<0,05) a la concentracién
mas baja (5 mg/l) con respecto a los demas tratamientos, en tanto
que el consumo de los cangrejos expuestos a la mayor concentracion
(50 mg/1) descendié significativamente con respecto a la
concentracién préxima menor, ubicédndose en los niveles del control

de solvente (ver fig. 11).

Tabla 28. Resultados del ANOVA y test de comparaciones multiples de
Duncan, para los ensayos cronicos con 2,4 D sobre consumo de
oxigeno. l.as barras horizontales indican ausencia de diferencias

significativas al 95 7%

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE CUADRADO

VARIACION CUADRADOS LIBERTAD MEDIO F P
Concentracién 0,129 3 0,043 2,52 0,0890
Tiempo de Expos. 0,0026 1 0,0026 0,12 00,7342
Interaccién 0,0072 3 0,0024 0,11 0,9539
Error 1,1084 48 0,0215

Ctrl. agua Ctrl. sv. 50 S (mg/1)

En las figuras 10 y 11 se representan las tasas promedio de
consumo de oxigeno de los ejemplares expuestos al paratién y al 2,4
D, respectivamente, con su correspondiente error estandar. Tales
promedios consideran los datos para 15 y 30 dias conjuntamente, dada
la ausencia de diferencias significativas entre tiempos de

exposicion, para ambos plaguicidas, segun se sefialé més arriba.
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MO,/ g/ min Exposicion cronica

0.9
0.86
0.8
0.76

0.7

0.66

CTRL.AGUA CTRL.SV. 1 10
CONCENTRACION DE PARATION (ug/I)

Figura 10. Histogramas para el consumo de oxigeno de los adultos de

pgranuii«tfa tratados con paratidén bajo exposicidén crdnica (datos

promediados de 15 y 30 dias). Barras verticales: error estandar.

ea‘f' 0,/ g / min Exposicion cronica

o08r

0.76

T

0.7

T

0.66

,,,,,

O- 6 .
CTRL.AGUA CTRL.SV 6 60

CONCENTRACION DE 2,4 D (mg/l)

Figura 11. Histogramas para el consumo de oxigeno de los adultos de
granuwlata tratados con 2,4 D bajo exposicidén croédnica (datos

promediados de 15 y 30 dias). Barras verticales: error estandar.
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B.2) EFECTOS SUBLETALES EN EL DESARROLLO GONADAL

* Aparicion de ovigeras: no se detectdé la aparicién de hembras
ovigeras en ninguno de los tratamientos, durante los 60 dias que

durdé la exposiciodn.

Interesa mencionar, sin embargo, que en el experimento para
evaluar la toxicidad letal crdénica para ambas especies (seccidn
A.2.1), de 30 dias de duracién, se observdé la aparicidén de una sola
hembra ovigera de anleata, en el control de agua del 2,4 D.
Cuando al término de la exposicidén, se pasaron los sobrevivientes a
medio 1libre de contaminante, pudo observarse la aparicién de dos
ovigeras mas de ¢'. inrenwiatia, una de ellas en el 1lote utilizado
previamente como control de solvente del paratidén, y la otra en el
grupo pretratado con 5 mg/l de 2,4 D. Estos resultados sugeririan
una accion perjudicial de estos plaguicidas sobre el proceso de
desove que puede implicar, entre otros factores, 1la fecundacidn
inmediatamente luego del apareamiento o bien 1la utilizacidn de
espermatéforos gque la hembra mantiene almacenados, segin se detalla

en el anexo 2.
X Proporcion de tipos celulares:

En la serie masculina, se observé una total homogeneidad entre
los preparados correspondientes a animales tratados y controles,

predominando la presencia de espermatocitos y espermatidas.

En cuanto a 1los ovocitos, se diferencié y cuantificdé 1la
proporcidn de los siguientes tipos celulares (para referencias sobre

los estadios de la vitelogénesis, ver anexo 4):
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1) Ovocitos basé6filos. Caracterizados por su color violaceo, al
tenirse con hematoxilina. Corresponden a 1los ovocitos que se
encuentran en previtelogénesis estricta y en vitelogenesis primaria

o endégdena.

2) Ovocitos acidofilos. Caracterizados por el color anaranjado al
tefiirse con eosina. Corresponden a los ovocitos que se encuentran en

vitelogénesis secundaria o exdgena.

3) Ovocitos atrésicos. Son aquellos ovocitos que sufren un proceso
de reabsorcidén, mediado normalmente por la accién de 1las células
foliculares (o tecales) que invaden el interior del ovocito, dentro
de un ciclo reproductivo normal (Adiyodi y Subramoniam, 1983). Se
han encontrado sé6lo ovocitos atrésicos acidéfilos, es decir en

avanzado estado de maduracioén.

4) Ovocitos <con contorno anormal. Anomalia consistente en la
formacidén de un contorno festoneado del ovocito. Se ha visto sdélo en

los acidéfilos.

La tabla 29 detalla 1los resultados obtenidos sobre la

proporcién de 1los diferentes tipos ovocitarios.

En la tabla 30 figuran los resultados del test de ji cuadrado y

contrastes miltiples de Goodman.
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Tabla 29. Porcentaje de los diferentes tipos ovocitarios en hembras
de expuestas a cada plaguicida. Np: ndmero de puntos
del ocular integrador incluidos en cada tipo celular. Se agrupan,

para cada tratamiento, los datos de 3 cortes.

TIPO TRATAMIENTO Paration 2.4 D
OVOCITARIO Ctrl. agua Ctrl. sv 10 pg/1 Ctrl. sv 50 mg/1
1) Basofilo
% 14,3 15,0 9,4 16,8 16,5
Np 264 443 306 446 641
2y Acidéfil
% 85,7 85,0 90,6 83,2 83,5
Np 1581 2501 2949 2206 3241
2.a) Normal
% 88,5 88,6 74,4 80,2 77,3
Np 1389 2217 2193 1770 2504
2.b) Atrésico
% 10,7 11,4 9,0 19,8 22,7
Np 169 284 265 436 737
2.c) Contorno anormal
% 0,8 0,0 16,6 0,0 0,0
Np 13 0 491 0 0
Nimero de

hembras: 5 5 6 6 6

Como hecho remarcable, cabe citar el efecto significativamente
alto del paratiéon sobre la proporcion de ovocitos acidéfilos con
contorno anormal, difiriendo de los controles. Si bien el test de
comparaciones miltiples efectuado también arrojo diferencias
significativas entre ambos controles, numericamente la diferencia en
las respectivas proporciones es minima respecto de 1la que se
encontré con el paration (ver tabla 28). E1 2,4 D, por su parte,
produjo un aumento significativo de 1la proporcidén 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 muiltiples

de Goodman para la frecuencia de tipos ovocitarios en hembras de

Granalst.

indican ausencia de diferencias significativas al 95 %

PARATION

expuestas a cada plaguicida. Las barras

X2 global = 746,18 (p < 0,01)
Test de Goodman
- Proporcidn aciddofilos/basdofilos

Ctrl. agua Ctrl. sv. 10 pg/1l

- Proporcién cont.anormal/acid.normales

Ctrl. agua Ctrl. sv. 10 pg/1

X% global = 151,03 (p < 0,01)
Test de Goodman

- Proporcidn acidéfilos/baséfilos

Ctrl. agua Ctrl. sv. 50 mg/1

horizontales

102



* Area de ovocitos: La tabla 31 contiene los resultados obtenidos.

Tabla 31. Resultado de las mediciones de area de ovocitos en hembras
de ¢ « expuestas a cada plaguicida. Los valores se expresan

en umz. E.S.: error estandar

PLAGUICIDA TIPO OVOCITARIO TRATAMIENTO PROMEDIO E.S. N
Paratioén Baséfilo Ctrl. agua 2153,53 69,74 113
Ctrl. sv. 2147,94 54,81 132
10 pg/1l 2570,44 895,39 100
Acidéfilo Ctrl. agua 28886, 15 1039,45 177
Ctrl. sv. 14599,01 330,03 168
10 pg/1 29305,61 759,47 192
2,4 D Baséfilo Ctrl. agua 2153,53 69,75 113
Ctrl. sv. 2162,28 68,19 109
50 mg/1 2019,19 137,90 121
Acidofilo Ctrl. agua 28886, 15 1039,45 177
Ctrl. sv. 13646,67 323,75 138
50 mg/1 12011, 28 726,51 179

El resultado del analisis estadistico respectivo figura en
tabla 32. En el caso del paratién, se advierten diferencias
significativas para ambos tipos de ovocitos. VLos contrastes
efectuados revelan un incremento significativo del 4&rea de los
ovocitos basé6filos por efecto del plaguicida, que se diferencia de
ambos controles. Para los ovocitos aciddfilos también se advierte un
efecto de incremento significativo del paratidon, en comparacidén con
su respectivo control de solvente, aunque no se diferencia del
control de agua. Dado que a su vez el solvente produce una
disminucion significativa del area ovocitaria respecto del control
de  agua, se advierten sfectos contrapuestos del insecticida y del
solvente utilizado. El efecto combinado de ambos puede visualizarse
en la concentracién de 10 ng/l, teniendo en cuenta gue esa

concentracién del insecticida, ademds de contener el principio
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Tabla 32. Resultado de los tests de Kruskal-Wallis, y contrastes
miltiples respectivos, para el area de los ovocitos de hembras de ..
Jrramnidiat.s expuestas a cada plaguicida. Las barras horizontales

indican ausencia de diferencias significativas al 95 %

Resultado global

PLAGUICIDA TIPO OVOCITARIO SIGNIFICACION (p)

Paratiodn Basé6filo 00,0010
Acidétilo 0,0000

2,4 D Basé6filo 1,0000
Acidéfilo 0, 0000

Contrastes miultiples
- Paration - Ovocitos basofilos

Ctrl. sv. Ctrl. agua 10 pg/l

- Paratién - Ovocitos acidéfilos

Ctrl. sv. Ctrl. agusa 10 npg/1l

- 2,4 D - Ovocitos acidoéfilos

50 mg/1 Ctrl. sv. Ctrl. agua

activo, contiene la misma concentracién de solvente presente en el

control respectivo.

En el caso del otro plaguicida, s0lo se advierten diferencias
significativas para el caso de los ovocitos acidéfilos. Tanto el
control de solvente <como el tratamiento con 50 mg/l de 2,4 D
producen unadisminucién significativa del area ovocitaria respecto
del control de agua. Por otra parte ambos tratamientos (tratados con
2,4 D y control de solvente) difieren entre si, adviertiéndose un

efecto neto del herbicida en la reduccién del area. En el caso del
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solvente, se repite el mismo resultado obtenido en el experimento
con paration (respecto del control de agua), confirmandose su efecto

de reduccidén ovocitaria.

Las figs. 12 y 13 ilustran los efectos observados y
cuantificados para cada plaguicida (paration Yy 2,4 D
respectivamente). Para el caso del paratién, adviértase el contorno
festoneado en los ovocitos acidéfilos, y su mayor tamafio en relacién
al control de solvente; en el caso del 2,4 D, puede visualizarse 1la
presencia de ovocitos con atresia de tipo reaccional, indicada por
la proliferacion e invasidon de las células tecales adyacentes, asi
como un tamafio menor de los ovocitos acidéfilos en relacién al
control (compérese la relacidén de areas entre acidéfilos y baséfilos
para el control y el tratado). Todas las fotografias fueron tomadas

con el mismo aumento.

Como referencia para una descripcién mas detallada de 1la

histologia del ovario en la especie estudiada, véase el anexo 4.
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Tratada con 10 pg/l de paratiodn

Figura 12. Vista al microscopio éptico del ovario de hembras de
Gieiiiads tratadas con paratiodon, y del correspondiente control

solvente. Aumento en ambos casos: 70x
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B.4) EFECTOS SUBLETALES EN LA INCUBACION DEL DESOVE

La tabla 33 resume los resultados obtenidos con paratién.

Tabla 33. Resultados de la exposicién al paratién de hembras

ovigeras de { reoniiaic, durante el periodo de incubacidén de 1los

huevos.

CONCEN%EACION‘"QNBEWWH % CON TIEMPO PEBET % CON % CON HUEVOS
(ng/l) MUERTAS ECLOSION INCUB.+ E.S. PERDIDA ANORMALES

é;;&imégua . _”éawwm“mmléjgé 120 lammm_mh . .

1 0 80 15,78 + 1,589 10 0

10 0 90 16,22 + 1,32 10 0

Ctrl.sv(30) 0 100 14,30 + 1,33 0 0

30 0 50 12,00 + 0,55 50 0]

Ctrl.sv(100) 20 70 17,86 + 1,71 30 0]

100 100 0 100 0]

Todos los porcentajes indicados en la tabla se refieren a
hembras ovigeras, considerandose con eclosién a aquellas cuya masa
de huevos, parcial o totalmente, presentara eclosiones al término
del periodo de incubacidén, estimandose el tiempo promedio respectivo
para cada concentracién y control. El porcentaje con pérdida se
refiere a aquellas hembras cuyo desove se desprendié totalmente de
los pledépodos donde estaba siendo incubado, o bien al desove de las
hembras muertas durante el experimento. La mortandad de las hembras
ovigeras acontecié en general durante 1la primera semana de

experimentacidén, siendo del 100 % en la concentracién mas alta.

Los resultados correspondientes al 2,4 D figuran en tabla 34.

108



Tabla 34. Resultados de la exposicién al 2,4 D de hembras ovigeras

de siitiaia, durante el periodo de incubacién de los huevos.
CONCENTRACION % DE % Caﬁ“mmw“';;ggbo PROMT“- % CON ) %lééN HUEVOS
(mg/1) MUERTAS ECLOSION INCUB.+ E.S. PERDIDA ANORMALES

et s . - - . m14’87 tm;TIgmmm“mWEEMWW_,NM_WWBWW““m
5 0 60 13,33 + 0,56 40 10
Ctrl.sv(15) 0 60 12,33 + 0,61 40 0

15 0 20 12,00 + 2,00 80 20
Ctrl.sv(50) 0 80 14,56 + 0,69 10 0

50 0 0 100 20
Ctrl.sv(500) 0 30 12,00 + 0,00 70 0

500 100 0 e 100 50

Debido a la accidén de este plaguicida, se notaron ovigeras con
huevos anormales; la anormalidad se visualizdé como un cambio de
color de toda 1la masa de huevos hacia un tono naranja intenso,
similar al que adquieren luego de 1la formolizacién. Normalmente
terminaron por ser expulsados por las hembras, produciéndose por lo
tanto una pérdida total del desove. En la concentracién mas alta de
2,4 D, el 50 % de las hembras muertas poseia un desove anormal. A
esta concentracidén, al igual que lo ocurrido en la concentracién mas

elevada de paratidén, murio el 100 % de las hembras.

Los tiempos de incubacién de las distintas concentraciones vy
controles no difieren significativamente entre si (p>0,058), tanto

para paratién como para 2,4 D (tabla 35).

La fig. 14 muestra graficamente los porcentajes de hembras con
eclosion, con sus respectivos intervalos de confianza al 95 %, para

las distintas <concentraciones y controles de paration. Las
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Tabla 35. Resultados del ANOVA para tiempos de incubacién en las

hembras ovigeras de dradiaice expuestas respectivamente a cada
plaguicida.

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE CUABQXHB

VARIACION CUADRADOGS LIBERTAD MEDIO F o
RATION e o e e e e e e

Tiempo incub. 124,7708 5 24,9542 1,54 0,1987
Error 698, 2905 43 16,2383

2,4 D

Tiempo incub. 44,2361 6 7,3727 1,51 00,2106

Error 141,7639 29 4,8884

comparaciones del porcentaje entre todos los tratamientos, de
acuerdo al test exacto de Fisher, indican 1la existencia de
diferencias significativas (p<0,05) entre 30 ng/l y el control de
solvente respectivo, y entre 100 npg/l y el resto de las
concentraciones y controles (fig. 14). En las concentraciones mas
bajas (1 y 10 nug/l) no se constatan variaciones en el numero de
hembras con eclosion, 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 concentracién sobre el porcentaje de hembras con eclosidn. El
test de Fisher correspondiente (fig. 193) arroja diferencias
significativas (p<0,05) entre las concentraciones mas altas (50 vy
500 mg/l) y la concentracidén y controles de solvente més bajos. La
concentracion de solvente mas alta (correspondiente a 500 mg/l),
ejerce a su vez un efecto importante sobre la eclosiédn,

diferenciandose del control de solvente de 50 mg/l y del control de

agua.
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Figura 14. Porcentaje de hembras ovigeras de - granuliata con

eclosioén, en cada concentacién y en el control de paratidén, y test

de Fisher correspondiente. Barras verticales: intervalos de
confianza al 85 ¥% . Lineas horizontales: indican ausencia de

diferencias significativas (p>0,05).
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al 95 % . Lineas horizontales: indican ausencia de diferencisas

significativas (p<0,05; test de Fisher).
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Respecto de la variable "pérdida de huevos”, en la tabla 36 se
expresan los resultados de la estimacidon de la CES50 correspondiente,

para cada plaguicida.

Tabla 36. Valores de CES0 para la pérdida del desove en hembras

ovigeras de expuestas a cada plaguicida.

PLAGUICIDA CES50 INT.CONF.95% PEND. RZ
Paratién (ng/l) 33,85 17,894 - 63,86 10,80 0,00
2,4 D (mg/l) 7,41 1,99 - 13,16 1,17 0,98

Para el caso de paratidon, el valor de CES50 esta alrededor del
valor 30 ng/l, en concordancia con lo registrado experimentalmente
para dicha concentracioéon (50 % de pérdidas, ver tabla 33). En el
caso del 2,4 D, la CE50 estimada 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 % de las hembras, lo
que implicé también la consecuente pérdida de huevos, esta
concentracién no se tuvo en cuenta para el calculo de la CE3S0 debido
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 s6lo es efecto del 2,4 D, no teniendo
incidencia el solvente, ni ain en la concentracién mas alta. El
calculo de la CE50 respectiva arroja una valor de 600 mg/l, pero sin
poder estimarse el respectivo intervalo de confianza, dado que
recién en la ultima concentracién (500 mg/l) se alcanza el 50 % de

efecto.
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B.5) EFECTOS SUBLETALES EN LA ECLOSION LARVAL

* Efectos sobre el nimero de larvas eclosionadas

La tabla 37 muestra los resultados del método de validacioén
utilizado para la toma de muestras de larvas eclosionadas.
Calculando la variabilidad en términos del coeficiente de variacién
(Ccv desviacién estéandar / media) x*x 100), ésta resultéd

aproximadamente de un 20 % (23,44 % en promedio).

Tabla 37. Validacién del método de extraccidén de larvas (zoea I de

gramalxta),  Cuerpo de la tabla: Nimero de larvas en 10 ml de
muestra. Volumen total: 1 1. CV % coeficiente de variaciodn
porcentual.
MUESTRA ECLOSION N-° 1 2 3

1 196 58 235

2 176 76 201

3 281 83 201

4q 162 70 260

5 84 95 239
Promedio: 179,80 75,80 227,20
Desv. est.: 70,73 14,89 25,73

Cv % 39,34 19,64 11,33

El analisis de covarianza efectuado para comparar el nuimero de
larvas eclosionadas, entre hembras ovigeras tratadas y controles,
mostré que ninduna de las regresiones en funcién de la covariable
considerada (ancho de caparazon) fué significativa (p>0,05). El test
de Student realizado posteriormente (dada la ausencia de efectos
estadisticamente significativos de la covariable mencionada), arrojé
diferencias significativas (p<0,05) en el caso de paratién, vy
ausencia de diferencias (p>U,04%) en el caso de 2,4 D. Este 1dltimo

resultado debe ser tomado con precaucidén, ya que s6lo 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 nuimero de larvas eclosionadas.
En la tabla 38 pueden verse los datos del numero de larvas
eclosionadas por hembra para cada plaguicida, datos sobre los cuiles

se realizaron los analisis.

Tabla 38. Numero de larvas eclosionadas por hembra, para cads
plaguicida. Los datos estan referidos al nimero de larvas en 10 ml
de muestra (NL). Volimen total en todos los casos: 1 1. Control sv.:
control de solvente. AC: ancho del caparazén (mm) de la hembra

con eclosidn.

HEMBRA PARATION 2,4 D

N° Control sv. 30 pg/l Control sv. 15 mg/1
AC NL AC NL AC NL AC NL

1 26,15 85 25,90 29 23,85 32 26,70 112

2 26,25 74 25,90 32 27,10 156 22,45 25

3 25,85 127 22,00 22 27,80 102

4 25,90 55 27,40 a0 24,00 66

) 27,00 75 24,30 66

6 26,85 135 27,25 143

7 24,75 88 25,60 143

8 25,70 148 25,35 164

9 27,45 184 26,50 173

PROMEDIO: 107,89 43,25 116,11 68, 50

DESV.EST.: 42,50 31,45 51,07 61,52

* Efectos en la morfologia de larvas eclosionadas

Las anomalias detectadas en las larvas eclosionadas fueron:
- Hidropesia
- Ojos atrofiados
- Pleon atrofiado

- Espina dorsal atrofiada

La figs. 16 y 17 ilustran las distintas patologias observadas.
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eclosionadas de

Ojo normal (A: 90x)

huevos tratados con cada plaguicida.

17. Detalle de las anomalias morfoldgicas en ojos vy

observadas en larvas de &. granulata eclosionadas de

cada plaguicida.
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Figura 17 (cont.)

Espina normal (A: 80x) Espina atrofiada (A:112,5x)

La hidropesia se visualizé como un aumento del volumen tisular
normal, especialmente en la regidén cefalotoraxica de la larva. Los
ojos atrofiados y carentes de la estructuracién normal, presentaron
ademas una total o parcial despigmentacién. La atrofia en el pleon
se caracterizé por su aspecto raquitico, y por una formaciédn
reducida del telson. La atrofia de la espina dorsal consistidé en una

notoria reduccioén de su largo y pérdida del contorno normal.

La foto de la fig. 16 corresponde a una larva pretratada con 30
ng/l de paratidén, una vista completa de un ejemplar control puede
verse en la fig. 18. En la fig. 17, los ojos anormales corresponden
a una concentracién de paratién de 30 pg/l; la espina anormal a una
concentracién de 2,4 D de 15 mg/l; y ambas estructuras normales al

control de solvente correspondiente a 100 pg/l de paratidn.

Las figs. 18 y 19 muestran la presencia de estas anomalias en
larvas pretratadas con paratién y 2,4 D respectivamente, en

comparacion con los respectivos controles de solvente.
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Control de solvente (de 15

2,4 D (15 mg/l)

Figura 19. Anomalias

granuwlats  eclosionadas

mg/1l de 2,4 D)

morfoldgicas

de huevos

observadas en larvas de (.

tratados con 2,4 D

respectivo control de solvente durante el desarrollo

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 patologias antes
mencionadas, asi como el efecto que produce el control con la
concentracidén mas alta de solvente utilizada (correspondiente a 500
mg/l de 2,4 D, 33 veces mas concentrado que el correspondiente a 15
mg/1l del herbicida). Este fué cualitativamente similar al observado
con los dos plaguicidas, habiéndose registrado sin embargo en este
caso, segun se especifica mas 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 paratién vy 2,4 D
respectivamente, los porcentajes con que se presentan cada una de

las anomalias morfoldégicas notadas.
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Los resultados del ANOVA y contrastes miltiples para efectos

principales, para el paratién, figuran en la tabla 39.

Tabla 39. Resultados del ANOVA y contrastes de Duncan para efectos
principales (paratién), sobre 1la proporcién de 1larvas de

con anomalias morfolégicas (transformacidén arcoseno de la
raiz cuadrada). Contrastes: niveles de cada factor ordenados seguin
orden creciente de medias; las lineas horizontales indican ausencia

de diferencias significativas al 95 %

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE CUADRADO

VARIACION CUADRADOS LIBERTAD MEDIO F P
E;ncentracion 3,161%““““““””’5 0,6323 22,89 6:6665
Anomalia 0,2337 3 0,0773 2,82 0,0415
Interaccion 0,5174 15 0,0345 1,25 0,2442
Residual 3,6459 132 0,0276

Contrastes para concentracidén (concentraciones en ng/l)
Agua Ctrl.sv(100) Ctrl.sv(30) 1 30 10

-——t e - ——— -

Contrastes para anomalias

Pleon at. Espina at. Ojos at. Hidrop.

El resultado global demuestra que existen diferencias
significativas (p<0,01) en la proporcidon de larvas eclosionadas
entre las distintas concentraciones. Los contrastes correspondientes
separan a los controles (de agua y de solvente) de las tres
concentraziones en las gue ocurrieron eclosiones. Los contrastes

demuestran que 10 pg/l produjo un eftfecto significativamente mayor
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que 1 pg/l, provocando la concentracion méds alta (30 ug/l) un efecto
intermedio, aunque sin diferenciarse significativamente de ninguna

de las otras dos concentraciones.

Se notaron también diferencias significativas entre las varias
anomalias (p<0,05). Existe una tendencia hacia la separacién de las
anomalias en dos grupos, reflejada en 1los valores promedio
(alrededor de 0,9 para pleon y espina atrofiados, aproximadamente
0,16 para hidropesia y ojos ulroflfiados, datos transformados). Tal
tendencia no aparere claramente discriminada en los contrastes
miltiples de Duncan (tabla 38), en cambio si se constata en los
realizados por el método de Schefée y por el método de 1la menor
diferencia significativa (p<0,05), quedando definidos dos grupos, el
primero conformado por hidropesia y ojos atrofiados, qQue 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 ANOVA y contrastes
miltiples de efectos principales, para el 2,4 D. Se evidencian
diferencias significativas (p<0,01) tanto entre concentraciones como
entre anomalias. Lous contrastes para concentraciones muestran una
progresiva incidencia en funcién de 1la concentracién aplicada,
diferenciandose 15 mg/l de su control de solvente y de la
concentracién mas baja (5 mg/l). Por su parte 1los controles de
solvente ensayados también aumentan la frecuencia de aparicidén de
anomalias en funcidon de la concentracién, 1llegando el control de
solvente de 500 mg/l a niveles similares a los detectados para 15

mg/l del herbicida.
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Tabla 40. Resultados del ANOVA y contrastes de Duncan para efectos
principales (2,4 D), sobre la proporcion de larvas de - rariidat
con anomalias morfolégicas (transformacidén arcoseno de la raiz
cuadrada). Contrastes: niveles de cada factor ordenados segun orden
creciente de medias; las lineas horizontales indican ausencia de

diferencias significativas al 95 %

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE CUADRADO

VARIACION CUADRADOS LIBERTAD MEDIO F P
Comcentracién 20,6997 5 4,139 36,75  0,0000
Anomalia 4,5715 3 1,5238 13,53 0, 0000
Interaccidn 3,9797 15 0,2653 2,36 0,0066
Residual 10,3641 92 0,1127

Contrastes para concentracién (concentraciones en mg/l)
Agua S Ctrl.sv(15) Ctrl.sv(50) 15 Ctrl.sv(500)

Contrastes para anomalias

Ojos at. Hidrop. Pleon at. Espina at.

Los contrastes para anomalias distinguen claramente a la
anomalia de ojos atrofiados del resto, al tener una incidencisa

significativamente menor (p<0,05).

La interaccién entre factores mostré ser estadisticamente
significativa (p<0,01). El resultado de los contrastes

correspondientes figura en la tabla 41,
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Tabla 41.

Resultado de 1los contrastes

de interaccidn entre

concentraciones de 2,4 D y anomalias (método de Duncan) para las

larvas de

s

grariilata« eclosionadas de huevos expuestos. Los niveles

del factor concentracidon estian ordenados segin orden creciente de

medias; las

significativas al 95 %

ANOMALIA

0JOS ATROF.

HIDROPESIA

PLEON ATROF.

ESPINA
ATROF .

Pueden

atrofiados,

lineas horizontales indican

o

ausencia de diferencias

CONCENTRACIONES (mg/1) Y CONTROLES

Agusa 5 Ctrl.sv(50)

.sv(13)

Ctrl.sv(500) 15

Agua S Ctrl.sv(15)

Agua 5 Ctrl.sv(15)

Ctrl.

Ctrl.

.sv(50)

sv(50)

sv(50)

distinguirse dos patrones de accién,

la concentracién mas alta (15

y otro para las restantes anomalias.

mg/1l)

15 Ctrl.sv(500)

15 Ctrl.sv(500)

15 Ctrl.sv(500)

uno para los oJjos

En el primer caso,

produce un efecto

significativamente mayor que todos los demés tratamientos. Para las

tres anomalias restantes,

la concentracién mads alta también ejerce

un efecto relevante (difiere significativamente de la concentracién

mas baja,

solvente),

del control de agua, y de

Su

respectivo control de

pero no se diferencia del efecto de el/los control/es de

solvente mas elevados (correspondientes a 500 y 50 mg/1l).
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De las comparaciones mencionadas, surje a su vez el hecho de
que, para las cuatro anomalias, el efecto producido es dependiente
de la concentracion de 2,4 D aplicada; mientras que se advierte un
efecto del solvente, dependiente de su concentracioén, para la
hidropesia, pleodn y espina atrofiados. Estos resultados corroboran

los obtenidos mediante 1los contrastes para efectos principales

(tabla 40).

Vale aclarar, por otra parte, que no se cuenta con los datos
del porcentaje de anomalias para las concentraciones de 50 y 500
mg/l de 2,4 D, dado gque -en tales concentraciones no se produjo
ninguna eclosién, segun se consigna en la seccién B.3). La misma
aclaracién es valida para la concentracién mas alta de paratién

aplicada (100 ng/l).
*x Efectos sobre el tamaifio de larvas eclosionadas
La tabla 42 resume los resultados obtenidos

Tabla 42. Largo del caparazén de larvas de {'. ¢granulata eclosionadas

de huevos expuestos a cada plaguicida. Se expresan las medidas del

largo del pereion mas plcon, en mm. E.S.: error estéandar.
PLAGUICIDA CONCENTRACION PROMEDIO E.S. N
Paration Ctrl. agua 0,6915 00,0049 20
(ng/l) Ctrl. sv(30) 0,6945 00,0053 20
1 0,6625 0,0093 20
10 0,6725 0,0113 20
30 0,7267 0,0061 30
2,4 D Ctrl. agua 0,64385 0,0049 20
(mg/1) Ctrl. sv(15) 0,6405 0,0104 20
5 0,6495 0,0100 20
15 0,8700 0,0178 30
Ctrl. sv(50) 00,7185 0,0181 20

Ctrl. sv(hu0) 0,7460 0,0178 20
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Los resultados del analisis estadistico 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 %

PARATION
Comparacion global entre concentraciones: significativa (p:2,0.10-7)
Contrastes miltiples (coucentraciones en ng/l)

1 10 ctrl. agua Ctrl. sv(30) 30

2.4 D

Comparacidén global entre concentraciones: significativa (p=1,5.10—5)

Contrastes miltiples (concentraciones en mg/l)
Ctrl.sv(15) 5 15 Ctrl.agua Ctrl.sv(50) Ctrl.sv(500)

Cabe serialar un relativo incremento en el tamarfo larval por
efecto de la concentracidn mas alta de paratidén 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 1la
concentracién mas alta de solvente, también sobre el incremento de
tamano (ver tabla 42), aunque sdlo resulta ser significativa con
respecto a las concentraciones més bajas, tanto de solvente como de

herbicida.
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INTEGRACION DE RESULTADOS Y DISCUSION

* TOXICIDAD LETAL AGUDA.

Las CL50, estimadas para los estadios del «ciclo de vida
considerados, Jjunto c¢on sus respectivos intervalos de confianza,
proveen el perfil de respuesta letal ante una exposicién de duracion

relativamente corta.

De ambos plaguicidas estudiados, el paratién demostré poseer
una toxicidad letal significativamente mayor en todos los casos. La
tabla 44 cuantifica estas diferencias de toxicidad, comparando 1la

CL50 a 96 hs para cada estadio estudiado del ciclo de vida.

Tabla 44. Comparacidn de CL50 a 86 hs de exposicidén entre ambos

plaguicidas, para cada estadio del ciclo de vida.

ESPECIE/ESTADIO COCIENTE CLS0 (2,4D/PARATION) SIGNIFICACION
LEF LI L e
- 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 paratidn demostré poseer un umbral de
toxicidad 1letal incipiente a las 96 hs de exposicién (es decir una
estabilizacién de la mortalidad al término de dicho periodo de
tiempo), mientras que el 2,4 D sdélo lo mostrd en el caso de la =zoea

I de ¢. i-inslate (ver figs. 2, 3 y 4 de la seccién resultados).
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Estos resultados brindan un primer indicio de que, ademas de
ejercer su efecto letal a concentraciones mucho menores, el paratién
actia sobre los organismos en estudio con mayor rapidez que el 2,4
D, hecho relacionado con su naturaleza neurotéxica. Esta diferencia
encontrada entre ambos plaguicidas en su efecto letal, sera

comentada mas adelante en relacién a los efectos subletales

investigados.

En 1la tabla 45 se comparan los valores de CLS50 a 96 hs entre
los adultos de ambas especies. Tanto respecto al paratién como al
2,4 D, los adultos de {/. wruguayensis presentaron una sensibilidad
significativamente mayor que los de . granulata., Esta diferencia
esta en relacion directa con la diferencia en masa corporal entre
ambas especies (i/. es alrededor de 30 veces menor que

la restante especie, Rodriguez y Dezi, 1887).

Tabla 45. Comparaciéon de CL50 a 96 hs de exposicidén entre 1los

adultos de y & granuwlata, para cada plaguicida.

COCIENTE CL3O

PLAGUICIDA (0 gren il 578, Qriiiuilyens s ) SIGNIFICACION
Paration 10,98 p < 0,01

2,4 D 25,92 p < 0,01

Cuando se comparan los valores de CL50 entre 1los distintos
estadios del ciclo de vida de la especie (. granulatsa, se constata
una sensibilidad significativamente mayor del estadio mas temprano
(zoea 1) respecto de los juveniles y adultos. Por otra parte, los
juveniles resultaron significativamente mas sensibles al paration
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. Comparacion de CL50 a 96 hs de exposicidén entre los
distintos estadios del ciclo de vida de (. wranulats, para cada

plaguicida.

PLAGUI1CIDA COMPARACION COCIENTE DE CLSO SIGNIFICACION

Paratidn Adultos/zoea 1 982 p < 0,01
Juveniles/zoea 1 632 p < 0,01
Adultos/juveniles 1,56 p < 0,01

2,4 D Adultos/zcea 1 11.233 p < 0O,ul
Juveniles/zoea I 9.610 p < 0,01
Adultos/juveniles 0,81 p > 0,05

En la tabla 47 se consignan resultados obtenidos con paratién vy
2,4 D sobre otras especies de crustdceos y peces. Asimismo, para los
crustédceos, se incluyen datos obtenidos con otros plaguicidas
(eventualmente bifenilos policlorados) sobre diferentes estadios del
ciclo de vida de distintas especies. La tabla 48 contiene los
valores de DL50 (dosis letal 50) de 1los dos plaguicidas para
mamiferos.

De 1la comparaciéon efectuada con 1los resultados obtenidos,

interesa destacar:

Los adultos de ambas especies estudiadas, en especial de (.
resultaron relativamente méas resistentes a cada

plaguicida ensayado que los adultos de otras especies de crustaceos.
Esta elevada resistencia, convierte a estos organismos adultos en

buenos indicadores de contaminacidén (Margaleff, 1983), hecho gque se

vé también favorecido por su abundancia, amplia distribucion, vy
facil muestreo. Estas caracteristicas convierten a estos
indicadores, en especies aptas para evaluar en su ambiente
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Tabla 47. Toxicidad letal aguda de plaguicidas para otras especies
de crustacens y peces (datos bibliograficos). HS.EX.: horas de

exposicion. NE: no especificado.

ESPECIE ESTADIO PLAGUICIDA HS.EX. CLS50 REFERENCIA
3,3-10
adulto paratién 48 neg/l Portmann, 1972
TR ]
LY N adulto paratiodn 96 2 ng/l Eisler, 1969
adulto paratidn 96 T pg/l Eisler, 1968
Flead
Vil adulto paration 96 3 ng/l Eisler, 1969
Lecpoiai: Brooker vy
IE adulto 2,4 D 48 3,2 mg/l Edwards, 1975
PG ¢ i McEwen y Ste-
Lacieatr: adulto 2,4 D NE 1800 mg/1 phenson, 1979
Lox i Lombardo al
antar. tooies zoea I paratién 96 33 ng/1 1982
ity zoea I malation NE 0,U08-0,11 mg/l Bookhout y
zoea VII malation NE < 0,02 mg/l Monroe, 1977
zoea 1 sevin 96 10 pg/1l Buchanan ¢!
2° Juvenil sevin 48 57 ng/l 1970
9° Jjuvenil sevin 48-96 300-220 ng/1
adulto sevin g6 180 npg/1
E Lsene zoea I Na-PCP 86 0,08 mg/1 van Dijk «t 1.
2 leizine adulto Na-PCP g6 10,39 mg/1 1977
zoea I Na-PCP 96 0,20 mg/1 idem
adulto Na-PCP 96 4,72 mg/1
zoea I Na-PCP 36 0,11 mg/1 idem
adulto Na-PCP 96 1,79 mg/1l
zoea I aroclor 1254 96 5-10 pg/l Vernberg i «l.
Lev e adulto aroclor 1254 a6 > 100 pg/1 1977
zoea 1 metoxiclor g6 0,42 pg/l Armstrong et
1° juvenil metoxiclor 96 5,10 pg/l1 wi., 1976
adulto metoxiclor g6 130 pg/1



tabla 47 (cont.)

ESPECIE ESTADIO PLAGUICIDA HS.EX. CLSO0 REFERENCIA
BECES
Frime podie £ adulto paratién g6 2,05 mg/1 (1)
LIP3 g " " " 1,30 mg/1 (2)
ves fan g
e adulto paratidn 48 2,0 mg/l (1)
adulto paratidén 48 0,047 mg/1 (1)
" " 96 0,095 mg/1 (2)
adulto 2,4 D 43 0,96 mg/l (1)
adulto paratioén 96 2,7 mg/l (2)
adulto 2,4 D 48 1,3 mg/1 (1)
Loaein s
recdic e adulto paratiodn 96 0,055 mg/1 (2)
Le-pocant
Copribie 4 J s adulto paration g6 0,42 mg/1 (2)
Meocrogite
s Lo tide adulto paratioén g6 0,19 mg/1 (2)
e Brooker y
iaresi i adulto 2,4 D (sal) 48 105 mg/l Edwards, 1975
(1): McEwen y Stephenson, 19789
(2): Pickering «¥¢ o, 1962

natural, tanto efectos letales (en su distribucién, abundancia,
diversidad, reclutamiento) como subletales (tasa de crecimiento,
diversas variables reproductivas) (Wenner, 1988). En la
planificacién de un monitoreo ambiental que incluya la evaluacion de
tales efectos, en términos de tipos de dafioc que podrian ocurrir, de
la sensibilidad relativa entre especies y estadios y su relacidén con
las concentraciones de contaminantes, los resultados condensados en

esta Tesis representan un rengloéon de relevante interés.
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Tabla 48. Valores de DL50 (dosis letal 50) aguda, de paration y 2,4

D, para mamiferos (rata blanca a menos que se indique lo contrario).

PLAGUICIDA VIA DE ADMIN. DL50(mg/kg) REFERENCIA

Paration oral 13 Pickering «¢ «i., 1962
oral (hembras) 3-6 IRPTC, 1982
oral (machos) 15-30 idem
intraperitoneal 4 idem
dermal 6-10 idem

2,4 D oral (mamiferos
en general) 375-805 Brooker y Edwards, 1975
oral 580 IRPTC, 1984
oral 500-1200 CASAFE, 1981

Relacionando nuestros resultados con los obtenidos en peces, los

mas sensibles al paratién poseen valores de CL50 préximos a los
estimados para los adultos de wEdigtayensis,  mientras gque  los
peces mas resistentes al insecticida se asemejan, en cuanto a sus
valores de CL50, a los adultos de crwnttiata, Cabe aclarar que lsa
gran mayoria de los peces citados en la tabla 47 son de pequeiio
tamafio, 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 comparacién con los
reportes disponibles sobre peces (ver tabla) indica una mayor

resistencia para los cangrejos adultos de ambas especies.

Comparando con los datos de toxicidad letal en mumiferos, se
observa que los cangreios adultos de ambas especies estudiadas,
demuestran mayor sensibhilidad al paration. Cabe seflalar ademas, que
en relacion a la toxicidad letal «del 2,4 D,
resultaria mas sensible, mientras que Aargele mas resistente
que los mamiferos. Estos resultados refuerzan lo mencionado en el

parrafo precedente, en especial para ¢ IEIRCRNIRY RE R = I
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Se ha visto, por otra parte, gue los adultos de son
capaces de acumular paratién en el hepatoupducreas (ainexo 1). Este
hecho, sumadc a lu resistencia relativamente elevada que presentan a
los plagnicidas  examinados, convierte a estos organismos en
potenciales agentes de transferencia de residuos de plaguicida hacia
los siguientes eslabunes de la cadena tréfica asociada, como ser 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 analizados dependid del estadio del ciclo de vida. Las
diferencias mas grandes se encuentran entre los adultos y los
estadios larvales, mucho mas sensibles; esta caracteristica se ha
visto accenbtuuda en las especies estudiadas (ver tabla 46), indicando
que, saunygne los adultos puedan sobrevivir a concentraciones que
resulten letales para otros organismos de su comunidad, la

supervivencia de la especie se veria seriamente amenazada.

- Con respecto a los juveniles, los primeros estadios presentan una
sensibilidad a los plaguicidas utilizados, similar a la de los
estadios larvales, mientras que los estadios mas tardios se asemejan
a los adultos por su resistencia. Este dWltimo patrén de respuesta
siguieron los juveniles avanzados de gGrandtlatea, cuyos valores de

CLS0 estuvieron relativamente proximos a los de los adultos.

* TOXICIDAD LETAL CRONICA

Al igual gue en los ensayos agudos, el paratién demostré una
toxicidad 1letal significativamente mayor que el 2,4 D, para todos
los casos estudiados. La tabla 49 compara estos resultados, a partir

de los valores de CLS50 estimados al término de las cuatro semanas de
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Tabla 49. Comparacion de CL50 a 4 semanas de exposicién, entre

paration v 2,4 D, para adultos y Jjuveniles.

ESPECIE/ESTADIO COCIENTE CLS50 (2,4D/PARATION) SIGNIFICACION
- Adultos > 8.333 p < 0,01
- Adultos > 11.521 p < 0,01
- Juveniles 3.036 p < 0,01

exposicién.

La comparacidon del porcentaje de supervivencia a lo 1largo de
las 4 semanas de exposicion, indicd una accidén mas rapida y marcada
del paration de una semana a la otra, lo que permitiria establecer
que la toxicidad del paratién es dependiente en mayor medida que la
del 2,4 D del tiempo de exposicién, bajo un tratamiento crénico.
Esta comparacién resulta valida a partir del hecho de que las
concentracion mas elevada wutilizada en los -ensayos cronicos
representa, para ambos plaguicidas, la misma fraccién o proporcioén
de la correspondiente CL50 a 96 hs de exposicidn (detalles técnicos

en la seccion metodologia).

Por otra parte, el umbral de 1letalidad incipiente que
alcanzaba el paratidn a las 96 hs de exposicién, es, sin embargo,
relativo, existiendo cuando la exposicidén es aguda, y desapareciendo
cuando es croénica. Este hecho es indicativo de wuna ausencia de
aclimatacién al paratidn, fendmeno que ha sido observado también en
otras especies, tanto con este plaguicida (Banas y Sprague, 1986),
como con otros insecticidas fosforados (Palawski et aif., 1983). Se

supone que este resultado puede deberse a la 1lenta reversioéon o
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compensacion del efecto anticolinesteréasico que causan los

fosforados (0 Brien, 1968, Palawski ¢¢ «il., 1983).
La inica diferencia significativa encontrada entre los
distintos sexos (hembras de ¢ anulaéa mas resistentes al 2,4 D

que los machos de su especie) no parece indicar wuna tendencia
definida, teniendo en cuenta ademéas que en los ensayos agudos no se
observé ninguna diferencia inherente al efecto de cada plaguicida
sobre el sexo de Los resultados con otros
contaminantes sobre crustédceos 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

privigs tratados con mercurio bajo condiciones de estrés térmico y
salino (Vernberg vy Vernberg, 1972); anfipodos contaminados con
cresol (Emery, 1970);: cangrejos de 1la especie

tratados c¢on 1-naftol (Stewart ¢ =i., 1967); y peces expuestos a
lindano (Molero vy Pisand, 1986). Por el contrario, no se han
observado diferencias entre sexos en: cangrejos de (/.

tratados con bifenilos policlorados (Vernberg et «l., 1877);
isépodos bentdnicos expuestos a cresol (Emery, 1970); cangrejos de
las €SPpecles Fiomu i fic il (i E y {.¢ s omagister expuestos a

1-naftol vy sevin respectivamente, asi como camarones de la especie

R D rnana o expuestos tanto a sevin como a 1-naftol
(Stewart , 1967). Estos ultimos autores mencionan ademés una
mayor resistencia de los machos de (lemogr apie Caliroariiteie i

tratados con sevin.

La sensibilidad relativa al paration entre los adultos de ambas
especies estudiadas, y entre los adultos y Juveniles de .

“wtnilet, 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 so6lo se obtuvieron valores umbrales (ver secciodn
resultados), menores que el valor letal. Si bien para los Jjuveniles
de girsiatidesd pudo estimarse la CL50 crénica de 2,4 D, la
comparacion con los adultos de la misma especie resulta incierta, ya
que si bien el valor umbral de los adultos cae dentro del intervalo
de confianza de 1los Jjuveniles, el valor real de CL50 puede

encontrarse fuera de dicho intervalo.

Tabla 50. Comparacién de CL50 de paratién a 4 semanas de exposicién,

entre los adultos de (! Huais Y granulaia; y entre los
adultos y juveniles de ¢ granulata,
PLAGUICIDA COMPARACION COCIENTE DE CLS5O SIGNIFICACION
Paration adultos . grandiats /

adultos /. wrugilayens s 1,21 p > 0,05

adultos/juveniles
(88 s eantlodb ) 0,43 p > 0,05

Se advierte que, al contrario de lo que ocurria en los ensayos
agudos, no existen diferencias significativas en la respuesta letal
que produce el paration, ni entre adultos de ambas especies, ni

I3

entre adultos y juveniles de (. granais

* COMPARACION ENTRE TOXICIDAD AGUDA Y CRONICA

- Similitudes

La similitud encontrada entre ambos tipos de ensayo, consiste
en la mayor toxicidad del paratidon respecto del 2,4 D, que oscila
desde 830 veces (zoea [ de ¢ anilsic en los ensayos agudos) hasta
mas de 10.000 veces (adultos de #ilata en los ensayos

cronicos).
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- Diferencias

La tabla 51 expresa los resultados de las comparaciones entre
los valores de CL5S50 a 986 hs y a 4 semanas. En todos los ensayos con
paratiéon, la CL50 crénica resulté ser significativamente (p < 0,01)
menor que la aguda, demostrando que cuando la exposicidn es croénica,
una concentracién de plaguicida significativamente menor que la
letal aguda produce el mismo efecto (la muerte del 50 % de los

ejemplares estudiados).

En el caso del 2,4 D, s6lo pudo ser establecida una diferencia

significativa entre la toxicidad letal aguda y crénica, para el caso

de 1los juveniles de {4, para los cuales se estimaron los
correspondientes valores de CL50. Para 1los adultos de ambas
especies, no se observdé una mortalidad croénica significativa, hecho

relacionado con una respuesta mas lenta del herbicida en funcidén de

las semanas de exposicion, segin se comenta mas arriba

Tabla 51. Comparaciones entre los valores de CL50 a 96 hs y a 4

semanas.
CL50(S86hs) /
PLAGUICIDA ESPECIE ESTADIO CL50(4 Sem) SIGNIFICACION
Paratisn wm;;;itawmmmmemmizg ..... - Otalmw
juvenil 36 b < 0,01
adulto 14 b < 0,01
2,40 adulto < 87
juvenil a5 b < 0,01

adulto < 4,3

Por otra parte, otra diferencia importante entre la exposicion

aguda y c¢rénica, es que en la primera existe wuna clara y
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significativa diferencia en la resistencia entre los adultos de
ambas especies, y entre estadios del ciclo de vida de .  grancilata,
diferencia que '"se pierde" o desaparece cuando la exposicidon se
torna cronica. Segin se menciond anteriormente, este hecho es sélo
verificable para el paratién (tabla 50) y puede también constatarse

en la tabla 51, en la que el cociente CL50(96hs)/CL50(4sem) resulta

menor en los ejemplares de menor tamano (juveniles de (. graniidale y
adultos de & uaineicensis); esto se debe a que los ejemplares méas
grandes (adultos de ¢ grandata), resultan mas resistentes bajo

exposicioéon aguda, y en cambio poseen una resistencia similar a los
pequerios frente a una exposicién cronica. A fin de visualizar mas
claramente este hecho, en las figs. 22 y 23 se grafican, para
paratiéon y 2,4 D respectivamente, los valores de CL50 a 96 hs y 4

semanas, en funcidn de cada estadio y especie.

103 PARATION
10i%3
S 10
S 3 ‘.,.___—-
o y ENSAYO
o SR O CRONICO
O :
10 7'3
1 A-Uu A-Cgq J-C L—C
10 g ‘ - 9

ESPECIE ~ ESTADIO

Figura 22. Valores de CL50 agudos (96 hs) y crénicos (4 semanas) de
paratidén, para cada especie y estadio del ciclo de vida. A: adultos.

J:juveniles. L:larvas (zoea I). Uu: Lettruguavensis . Ce: . orai
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