
�� �������������������� �������������������	�
������������������	���������������	�� �����	���������	�����	��������������	�����������������	�����	�����������������	���������������	���	�� �������������������	�� ���������������������	�����	�
����������	�������������	
���������������������	� �!���������������	�"�#�$�%�	�&�	���#�'�"�(��� ���	�&�	�)�������	�*�+�+�,�'�	�+�#�#�-�	�'�.�(�/�&�/�"�/�0

�� ���������������� ���������������	������������������������1��������������������������������������

�)���������	�����	�2�����������3��

�� �4�������� ���	�1���� �� ������	����5��	�����6���������� �4�������� ���	�1���� �� ������	����5��	�����6��������
������ ������ �������	�� ���	�����	����� �����5���� ���������������� ������ �������	�� ���	�����	����� �����5���� ����������

������ �7���������	�6����	���� ���������������� �����	�� ���������8���� ��������� �7���������	�6����	���� ���������������� �����	�� ���������8���� ���
���� �	�� ���1���� ������ ������ �	�� ���1���� ������ ��

�
��������1�	�����������������������	�
������������

�"�%�#�.

�����������������	�
 ����������������
 ��������������������������������������������������������������������������������������� ���������������������� ��������������� ��������	����
����������������� ��������������� ���������������������� �����������������������������������������������������������	������������� ���	�� �	���������������������� ���������� �����
�������
 ����������������������������������������������������� ����������������������������������
 ���������������������������	����������

�!�"�������������	�
 ��������������������������������"���������������������������������������������������"������ ������������������������#���� ��������	������������������������������������
���$���������������� �����������������������������������������������������������	������������� �%���� ���"���	������ ������ �	�������� ���������
 �������������� ���#�� ���"��
�������������������������������������������������&�����' �������������������"���������	�������

���������	�����6��	�� �9�� ��

�
��������1�	�����������������������	�
���������������	�*�"�%�#�.�-���	���4�����������	�1������������	����5��	�����6���������	�������������������	�����	����
����������5���������������	�������7���������	�6����	�������������������������	�����������8��������	�����	�����1���������������	�����������������	�����	�����������������	��������������
���	�� �������������������	�� ���������������������	�����	�
����������	������������
�4�����6�����:�:�4�������4�������������������:�"�%���,�%�%���#�"�#�#�%�:�����������;���$�,�"�%�;�
��������1��������������������
���������	�����6��	���4�������1���

�
��������1�	�����������������������	�
���������������	�<���4�����������	�1������������	����5��	�����6���������	�������������������	�����	�����	����������5��������������
�������7���������	�6����	�������������������������	�����������8��������	�����	�����1�������������<���	�����������������	�����	�����������������	���������������	���	�� ������������������
�� ���������������������	�����	�
����������	�������������	�"�%�#�.��
�4�����6�����:�:�4�������4�������������������:�"�%���,�%�%���#�"�#�#�%�:�����������;���$�,�"�%�;�
��������1��������������������



 

 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES 

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales 

Departamento de Química Biológica 

 

 

Chilina gibbosa como especie centinela de la contaminación acuática por 

insecticidas utilizados en Argentina 

 

 

Tesis presentada para optar al Título de 

 Magíster de la Universidad de Buenos Aires en el área de Ciencias Ambientales 

 

Lic. Beverly Boburg Castroconde 

 

Directora de tesis: Dra. Gisela Kristoff 

Buenos Aires,  noviembre 2017 



1 

RESUMEN 

 

Los organismos centinelas son aquellos en los que cambios sobre algunas 

características conocidas pueden ser medidas para evaluar el grado de 

contaminación ambiental y sus implicancias para la salud humana. La 

elección  de estos organismos se realiza en función de su sensibilidad a 

determinadas sustancias, rol ecológico, potencial de exposición y 

distribución geográfica o abundancia, entre otros. Muchos autores 

coinciden al reconocer la importancia de estos organismos y su utilidad 

para detectar cambios en el ambiente que pueden servir como alertas 

tempranas. Chilina gibbosa es un gasterópodo bentónico, endémico de las 

provincias de Buenos Aires, Río Negro, Neuquén, Chubut y Santa Cruz  

(Argentina) y Chile que habita en cuerpos de agua dulce limpios, fríos y 

oxigenados. El organofosforado metilazinfos y el carbamato carbaril fueron 

los insecticidas encontrados con mayor frecuencia en la región del Alto 

Valle de Río Negro y Neuquén, en la Patagonia argentina. Ambos pesticidas 

tienen el mismo mecanismo de acción, inhiben específicamente a la 

acetilcolinesterasa, provocando la acumulación del acetilcolina en el 

espacio sináptico alterando el funcionamiento normal del impulso nervioso. 

También pueden unirse a las carboxilesterasas siendo un blanco de 

inhibición alternativo y de esta manera actúan protegiendo a las 

colinesterasas de su inhibición y a los organismos de sufrir efectos 

neurotóxicos. Tanto las colinesterasas como las carboxilesterasas son los 

biomarcadores de elección para evaluar la exposición a organofosforados y 

carbamatos pero pueden utilizarse otros como por ejemplo parámetros 

comportamentales y reproductivos. Trabajos previos de nuestro laboratorio 

demostraron que la exposición aguda a distintas concentraciones de 

metilazinfos producía severos signos de neurotoxicidad como la falta de 

adherencia a las superficies, exposición anormal de la región céfalo-pedal 

fuera de la concha y disminución de la movilidad. Además el metilazinfos a 

concentraciones ambientales inhibía la actividad de colinesterasas y 
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causaba disminución de la actividad de carboxilesterasas sólo a altas 

concentraciones. El objetivo general de este trabajo consistió en 

profundizar el conocimiento sobre parámetros bioquímicos, de 

comportamiento y reproductivos en C. gibbosa para poder ser utilizado en 

ensayos ecotoxicológicos y ser propuesto o no como especie centinela. En 

este trabajo de tesis se establecieron las condiciones apropiadas para 

realizar ensayos sub-crónicos con esta especie, se aportaron datos sobre 

distintos parámetros reproductivos, se logró la reproducción y la 

supervivencia de las crías bajo condiciones de laboratorio y se llevaron a 

cabo exposiciones por 14 días a la misma concentración molar de 

metilazinfos y de carbaril (0,063 nM) en organismos adultos. Los resultados 

mostraron que las condiciones para realizar ensayos sub-crónicos deben 

incluir aireación, alimentación y recambio periódico del agua. Por otro lado, 

se pudieron describir algunos parámetros reproductivos en condiciones de 

laboratorio: tamaño y forma de las puestas, cantidad de huevos por 

puesta, tiempo que requieren para eclosionar y período de oviposición. 

Estos datos aportan información  de utilidad para poder evaluar en el 

futuro efectos de distintos tóxicos sobre parámetros reproductivos. Este 

trabajo es el primer reporte para esta especie de efectos sub-crónicos de 

pesticidas y de efectos de exposición a carbaril. Se observaron diferencias 

entre las respuestas a metilazinfos y a carbaril. La exposición a metilazinfos 

produjo en el 100 % de los individuos la salida anormal de la cabeza-pie 

fuera de la concha y en el 90 % la falta de adherencia y una inhibición de 

colinesterasas del 89 % a los 7 días. La inhibición de carboxilesterasas se 

observó recién a los 14 días y correspondió a un 39 % con p-nitrofenil 

acetato y a un 30 % con p-nitrofenil butirato. Con respecto al carbaril, no 

se observaron signos de neurotoxicidad ni inhibición de colinesterass y 

carboxilesterasas determinadas con p-nitrofenil acetato durante los 14 días. 

Por el contrario, la actividad con p-nitrofenil butirato se inhibió a los 7 días 

en un 59 % la cual se mantuvo disminuida a los 14 días (62 %). En 

organismos de C. gibbosa expuestos a metilazinfos la alta inhibición de 

colinesterasas y la menor inhibición de carboxilesterasas se relacionan con 
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la neurotoxicidad observada. Por el contrario, a pesar de tener el mismo 

mecanismo de acción, ante la exposición al carbaril las carboxilesterasas 

resultaron más sensibles y la falta de inhibición de colinesterasas se 

relacionaría con la falta de neurotoxicidad observada. C. gibbosa resulta un 

organismo muy sensible a la contaminación acuática por insecticidas 

anticolinesterásicos mostrando efectos tóxicos a concentraciones 

ambientales. Según los criterios considerados en esta tesis para el término 

centinela, C. gibbosa podría utilizarse en nuestro país como una especie 

centinela debido a su alta sensibilidad a los pesticidas utilizados, su rol 

ecológico, la fácil detección de los signos neurotóxicos y su distribución. 
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I.- INTRODUCCIÓN   

I.1- ESPECIES CENTINELA 

I.1.1- Definición e importancia  

Existen diversos criterios de selecci·n y definiciones para el t®rmino ñespecie 

centinelaò, en la actualidad varios autores han dedicado amplias evaluaciones al uso 

del término y han propuesto conceptos cada vez más específicos y delimitados 

(Sedeño-Díaz y López-López, 2012; Roméo y Giambérini, 2013; Contador et al., 

2014). Sin embargo existen discrepancias y aún no parece existir un consenso sobre 

el tema. A efectos del presente estudio hemos tomado un concepto más amplio 

partiendo de los primeros usos del término.  

Seg¼n OôBrien et al. (1993) se llama centinelas a los organismos en los que 

cambios sobre características conocidas de los mismos pueden ser medidos para 

evaluar el grado de contaminación ambiental y sus implicancias para la salud 

humana. Grove (2009), complementó este concepto en base a Lower y Kendall 

(1990) y agregó que el uso de estos organismos se realiza en función de su 

sensibilidad a determinadas sustancias, posición en la comunidad biótica, potencial 

de exposición y distribución geográfica o abundancia.  

Varios grupos han sido estudiados en todo el mundo para su uso como 

especies centinelas de la contaminación, entre ellos vertebrados como  mamíferos 

(Bossart, 2006; Basu et al., 2007; Moore, 2008; Basu et al., 2009), aves (Grove, 

2009; Mallory et al., 2010; Smits y Fernie, 2013), peces (Orlando et al., 2004; 

Sedeño-Díaz y López-López, 2012) y anfibios (Hayes et al., 2002; Maselli et al., 

2010) e invertebrados como poliquetos (Cañete et al., 2000), insectos (Jardine et al., 

2005; Boyce et al., 2007), moluscos (Conn et al., 2013; Milinkovitch et al., 2015) y 

crustáceos (Sturm y Hansen, 1999; Varó et al., 2002), entre otros.  Muchos autores 

coinciden al reconocer la importancia de estos organismos y su aplicación para 

detectar cambios en el ambiente que pueden servir como primera alerta permitiendo 

tomar acciones en las primeras etapas de la contaminación y así evitar mayores 
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daños a los ecosistemas y a la salud humana (Beeby, 2001; Gerhardt, 2002; Tabor y 

Aguirre, 2004; Sardi Sulvarán, 2008; Grove et al., 2009; Berthet, 2012).  

 

I.1.2- Gasterópodos como especies centinelas 

Los moluscos, particularmente los bivalvos, son frecuentemente empleados 

como especies centinelas, debido a su amplia distribución, su poca movilidad, su 

forma de alimentación que los hace susceptibles a la bioaculumación de 

contaminantes (Rittschof y McClellan-Green, 2005) y a su baja habilidad para 

eliminar tóxicos a través de los órganos excretores (Legierse et al., 1998). Se les 

considera ideales para evaluar la contaminación ambiental. Los moluscos son 

organismos ecológicamente muy importantes. Los gasterópodos constituyen el 85 % 

de los moluscos y cumplen distintos roles en varios ecosistemas contribuyendo de 

forma significativa a la biomasa (Oehlmann et al., 2007). 

Si bien los gasterópodos son utilizados en menor medida que otros moluscos, 

existen varios antecedentes del uso de caracoles como centinelas y en diferentes 

estudios de contaminación (Gomot de Vaufleury y Pihan, 2000; Beeby, 2002; 

Verrengia Guerrero et al., 2002; Ansaldo et al., 2006; Regoli et al., 2006; Gagnaire 

et al., 2008; Fu et al., 2011; Druart et al., 2011; Kristoff et al., 2012; Cacciatore et 

al., 2013; Bianco et al., 2014).  

 

 I.2- Chilina gibbosa 

I.2.1- Descripción de la especie  

 Chilina gibbosa es un gasterópodo de agua dulce perteneciente a la 

familia Chilinidae Dall 1870 (Gastropoda: Hygrophila). La familia incluye un solo 

género, Chilina Gray 1828, con alrededor de 32 especies, de las cuales 21 se 

encuentran en Argentina y 14 de éstas se consideran endémicas (Gutiérrez Gregoric 

et al., 2010 a y b, 2014), entre ellas C. gibbosa. En términos generales el 39,6 % de 

las especies de gasterópodos de agua dulce de Argentina son endémicos y 10,9 % 
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de este endemismo le corresponde a Chilinidae (Rumi et al., 2004; Rumi et al., 

2006). La familia chilinidae es exclusiva de América del Sur, extendiéndose desde el 

Trópico de Capricornio hasta el Cabo de Hornos e Islas Malvinas (Castellanos y 

Gaillard, 1981). Su distribución geográfica se considera restringida y la continua 

amenaza a sus hábitats por la presencia de especies invasoras, el cambio climático y 

la contaminación, han llevado a catalogar a la familia como vulnerable (Valdovinos, 

2006). 

C. gibbosa es una especie bentónica, comúnmente asociada a macrófitas, que 

se alimenta aparentemente de perifiton (Aufwuchs) y diatomeas (Bosnia et al., 

1990). Un ejemplar adulto puede llegar a medir alrededor de 2 cm de largo (Fig. 1). 

En cuanto a los hábitos reproductivos se cree que son organismos semélparos con 

un ciclo de vida anual y un período de mayor reproducción en verano (Pérez y 

Batres, 2010) evacuando sus huevos desde la primavera hasta principios del otoño 

(Castellanos y Gaillard, 1981). Además se consideran hermafroditas, como es 

característico de su género (Gutiérrez Gregoric, 2010 a y b).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ejemplar adulto de Chilina gibbosa. 
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De acuerdo a la literatura, existen evidencias de que se distribuyen en el río 

Maule, en la Región del Maule, Chile (Valdovinos, 2006) y en las provincias de 

Buenos Aires, Neuquén, Río Negro, Chubut y Santa Cruz en Argentina (Fig. 2) (Rumi 

et al., 2008).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Distribución de Chilina gibbosa en Argentina. La estrella indica las provincias en las cuales 

se encuntran estos organismos: Buenos Aires, Neuquén, Chubut, Río Negro, Chubut y Santa Cruz. 
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Diversos autores han prestado interés en esta especie, ya sea por su rol en la 

cadena trófica donde sirve de alimento para una variedad de aves y peces, algunos 

incluso de interés comercial, como la trucha marrón (Salmo trutta), la trucha arco 

iris (Oncorhynchus mykiss) y el Pejerrey patagónico (Patagonina hatcheri) (Ferriz, 

1988; Bosnia, 1990; Ferriz y Aramburu, 1994; Pérez y Batres, 2010); por su papel 

como vector de parásitos potencialmente dañinos para el ser humano (Flores y 

Semenas, 2008; Flores et al., 2015) y por su presencia en excavaciones 

arqueológicas que demuestran su uso por antiguas poblaciones (Pérez y Batres, 

2010). Sin embargo hasta el día de la fecha existe muy poca información sobre esta 

especie y no se habían estudiado efectos de contaminantes en esta especie hasta los 

estudios de nuestro grupo de investigación (Bianco et al., 2013; Bianco, 2014; Cossi 

et al., 2015). 

 

I.3- CONTAMINACIÓN DE ECOSISTEMAS ACUÁTICOS Y USO DE 

PESTICIDAS EN ARGENTINA 

Se entiende por contaminación acuática antropogénica a la adición, por acción 

humana, de sustancias que alteran parámetros físicos, la composición química o 

microbiológica del agua produciendo alteraciones indeseables, como daño a los 

organismos que en ella habitan o bien a los seres humanos que la utilizan (Lloyd, 

1992; Barba Ho, 2002). La actividad antropogénica es una constante amenaza para 

la estabilidad de los ecosistemas y en este sentido los ecosistemas acuáticos son 

receptores de toda clase de desechos generados por el hombre (Barba Ho, 2002) lo 

que resulta en la contaminación de los mismos.  

La contaminación puede ser de diferentes tipos según si nos referimos a su 

origen o fuente: localizadas o no localizadas (Ongley, 1996); o a la naturaleza del 

contaminante: físicos, químicos, térmicos; o si partimos de la actividad que la 

produce: agrícola, industrial o doméstica. Si bien son todas distintas formas de 

agrupar la gran diversidad de contaminantes que existe, no son excluyentes entre sí.  
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Toda actividad humana que involucra el uso de agua devuelve la misma al 

ambiente en un estado alterado respecto del original, en la mayoría de los casos esa 

alteración se traduce en contaminación.  

Según Schwarzenbach et al. (2010) los contaminantes químicos del agua 

pueden dividirse en dos grandes categorías, un número relativamente pequeño de 

macrocontaminantes, que se encuentran en el medio ambiente a razón de 

miligramos por litro, tales como el nitrógeno; y microcontaminantes (contaminantes 

emergentes) que se encuentran en aguas naturales a concentraciones en el orden 

de nanogramos o microgramos por litro. Muchos de estos últimos son capaces de 

producir efectos tóxicos a muy bajas concentraciones y sus efectos suelen ser no 

agudos, sino sutiles y crónicos. Los pesticidas serían un ejemplo de esto.  

 

I.3.1- Pesticidas 

Los pesticidas, son compuestos principalmente químicos utilizados en la 

agricultura convencional para el control de plagas y enfermedades que afectan a los 

cultivos, conforman un aspecto central de las prácticas agrícolas, tanto en países 

desarrollados como en desarrollo. Además tienen un uso doméstico para destruir o 

mitigar plagas que afectan a las plantas, animales y al hombre y un uso industrial.  

Se clasifican según su blanco de acción en: herbicidas (hierbas), insecticidas 

(insectos), fungicidas (hongos y mohos), rodenticidas (roedores) y molusquicidas 

(moluscos), entre otros. La estructura química de los pesticidas es muy diversa, 

siendo los grupos más importantes los siguientes (Biziuk et al., 1996):  

Á Carbamatos: eficaces herbicidas, insecticidas y fungicidas, son altamente 

biodegradables. El carbaril y la carbenzima son los más empleados. 

Á Cloroacetanilidas: pre-herbicidas para controlar la proliferación de la maleza. El 

metaloclor fue uno de los primeros pesticidas que se detectó en las aguas 

subterráneas y superficiales. 
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Á Clorofenoxiácidos: herbicidas para uso agrícola, en las actividades forestales y de 

control de la maleza, tienden a absorberse en el suelo. Los ejemplos más 

comunes de este tipo de compuestos son la bentazona y triclopyr. 

Á Organoclorados: insecticidas agrícolas, altamente persistentes en el 

medioambiente, son hidrófobicos, tienen muy baja solubilidad y son conocidos 

por su alta toxicidad. Los compuestos de este tipo que se encuentran más 

frecuentemente en el agua son el 1,1,1-tricloro-2,2-bis(4-clorofenil) etano (DDT), 

la dieldrina, el lindano y el metoxicloro. 

Á Organofosforados: insecticidas que actúan como neurotóxicos. 

Á Piretroides: insecticidas, son hidrofóbicos y pueden ser persistentes en el 

medioambiente. Por ejemplo, la cipermetrina. 

Á Triazinas: herbicidas selectivos. Algunos ejemplos de triazinas son la cianazina, la 

atrazina, y la simazina, estos dos últimos son persistentes y solubles en agua. 

Se considera que únicamente el 10 % de los plaguicidas aplicados es 

absorbido por el organismo blanco, por lo tanto, un alto porcentaje de los mismos es 

depositado en componentes abióticos (suelo, agua y sedimentos), y en organismos 

no blanco, afectando la salud humana y al ambiente (del Pilar Díaz et al., 2015).   

Los pesticidas llegan a cuerpos de agua por escurrimiento, infiltración y 

erosión de los suelos, en lugares donde se han aplicado. También pueden 

movilizarse por transporte tanto atmosférico como por escurrimiento durante lluvias 

o riego agrícola y, de esta manera, transportarse hacia cuerpos de agua tanto 

superficiales como subterráneos hasta contaminar el agua y los sedimentos (Ongley, 

1996; Schwarzenbach et al., 2006). 

Los pesticidas presentan un elevado peligro para la salud de las personas, la 

flora, la fauna y el medio ambiente. Actualmente se conocen alrededor de 16 

millones de pesticidas diferentes y cada año se sintetizan, aproximadamente, 

250.000 nuevos compuestos (Patiño et al., 2014).  
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I.3.1.1- Pesticidas seleccionados: Organofosforados (metilazinfos) y 

Carbamatos (carbaril) 

 Los insecticidas organofosforados (OPs) y los carbamatos, como se mencionó 

anteriormente, se encuentran listados entre los grupos de pesticidas más 

importantes utilizados en la agricultura para el control de plagas (Biziuk et al., 1996). 

Al ser poco selectivos, debido a que su blanco de acción primario no es exclusivo de 

los insectos, terminan en muchas ocasiones afectando organismos que no son su 

blanco de acción. Actúan inhibiendo específicamente a la acetilcolinesterasa a nivel 

de las sinapsis. Se unen a la enzima en el mismo sitio al que se une el 

neurotrasmisor acetilcolina impidiendo su degradación. Al estar esta enzima inhibida 

se acumula la acetilcolina en el espacio sináptico alterando el funcionamiento normal 

del impulso nervioso. La acumulación de acetilcolina se produce en las uniones 

colinérgicas neuroefectoras (efectos muscarínicos), en las uniones mioneurales del 

esqueleto y los ganglios autónomos (efectos nicotínicos) y en el sistema nervioso 

central (efectos centrales).  

 

I.3.1.1.1- Organofosforados (metilazinfos)  

Los OPs son ésteres del ácido fosfórico (unión de un ácido y un alcohol) y una 

variedad de alcoholes. Generalmente son liposolubles con una baja persistencia en el 

ambiente y acumulación en los organismos. 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Estructura básica de un organofosforado  
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La Fig. 3 muestra la estructura general de los OPs, donde R es un CH3- o CH3 

ï CH2
ï, mientras que X es un radical fácilmente hidrolizable. Todos presentan un 

átomo de fósforo y una unión P=O o P=S. (Chambers et al., 2001). 

Los OPs pueden ingresar a los organismos por vía cutánea, respiratoria ó 

digestiva. Los que presentan una unión P=S requieren un proceso de activación 

metabólica formando el oxón P=O derivado, que puede unirse fuertemente a la 

enzima (Galloway y Handy, 2003). Dentro del organismo la oxidación al oxón 

derivado se lleva a cabo por el sistema de monooxigenasas de función mixta (MFO) 

microsomales que contienen al citocromo P450, una flavoproteína y NADPH o 

nicotinamida adenina dinucleótido NADH como cofactores (Timbrell, 2000).  

Algunas propiedades generales a destacar son: 

Á La mayoría son liposolubles, lo que favorece su penetración en el organismo;  

Á Poseen baja presión de vapor, excepto unos pocos, lo que los hace poco 

volátiles;  

Á Sus principal forma de biodegradación en el ambiente es la hidrólisis, 

principalmente bajo condiciones alcalinas, lo cual es importante en el proceso de 

destrucción del plaguicida;  

Á Tiene relativamente baja persistencia en el ambiente;  

Á No son especie-específicos por lo que tienen alta toxicidad aguda para especies 

que no son su blanco de acción (Fulton y Key, 2001); y  

Á Los OPs inhiben a la acetilcolinesterasa de forma irreversible. 

El metilazinfos (MAZ) (O,O-dimetil-S-[4-oxo-1,2,3-benzo-triacin-3-(4H)-il-

metil]-ditiofosfato, número CAS 86-50-0), OP seleccionado para esta  tesis, es un 

pesticida utilizado como acaricida-insecticida.  

El MAZ (Fig. 4) presenta la unión P=S, como tal, es un pobre inhibidor de la 

acetilcolinesterasa y es metabolizado in vivo a través de una oxidación desulfurativa 

al metilazinfos-oxón derivado. El metilazinfos-oxón es el que tiene una alta afinidad 

por la acetilcolinesterasa. 
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Figura 4. Estructura química del metilazinfos 

 

El MAZ tiene una masa molecular relativa de 317,32 g mol-1, densidad de 

1,518 g ml-1, punto de fusión de 73 ºC, presión de vapor de 7,5 x 10-9 mm Hg (25 

ºC). Su solubilidad en agua es de 28 mg L-1 a 20ÁC, 250 g L-1 en dicloroetano, 

acetona, acetonitrilo, acetato de etilo y dimetilsulfóxido, de 1,2 g L-1 en n heptano y 

de 170 g L-1 en xileno a  20°C. El log KOW es de 2,75. 

La acción del MAZ sobre los organismos ocurre por contacto e ingestión. Este 

pesticida alcanza los cursos de agua por drenaje asociado a lluvias, percolación en 

suelos y deriva aérea (US EPA, 2001; Gormley et al., 2005; Loewy et al., 2006). Es 

considerado de alta toxicidad y elevada residualidad, siendo altamente tóxico para 

abejas, muy tóxico para aves y extremadamente tóxico para peces (Res. SAGyP 

10/1991).   

La biodegradación y volatilización son las rutas primarias de eliminación en el 

suelo. Además, puede ser removido por hidrólisis y fotólisis, sobre todo en suelos 

con alto contenido de humedad. En los cuerpos de agua la degradación microbiana y 

fotolítica son uno de los principales mecanismos de remoción. La hidrólisis resulta 

relevante en aguas alcalinas, con pH mayor a 11 y los productos que se forman 

incluyen al ácido antranílico y benzamida entre otros (Cacciatore, 2013). Este 

insecticida muestra una baja a moderada tendencia a adsorberse en los sedimentos 

y en los sólidos en suspensión. En el suelo su persistencia es baja en condiciones 

ambientales (aproximadamente de 5 a 18 días). En el agua tiene una vida media de 

26 días a 30°C y pH 7 (US EPA, 2001).  
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I.3.1.1.2- Carbamatos (carbaril) 

Los carbamatos son ésteres de ácidos carbámicos. En cuanto a su uso como 

pesticidas, según su estructura química pueden actuar como insecticidas, herbicidas 

o fungicidas.  

 

 

 

Figura 5. Estructura general de los carbamatos 

 

En la Fig. 5, X puede ser O o S. En el caso de los insecticidas X corresponde a 

O. R3 es un radical orgánico o un metal. R1 y R2  por lo general, son radicales 

orgánicos pero pueden ser átomos de hidrógeno. Si R2 es un hidrógeno y R1 es un 

metilo actúa como insecticida. Si R2 es un hidrógeno y R1 es aromático actúa como 

herbicida. Si R1 es benzinidazol actúa como fungicidas. Los carbamatos 

generalmente son liposolubles.  

 Los carbamatos ingresan al organismo por vía cutánea, respiratoria o 

digestiva. No se acumulan en el organismo y su biotransformación ocurre a través 

de tres mecanismos básicos: hidrólisis, oxidación y conjugación. Su eliminación 

ocurre principalmente por la orina, las heces y el aire expirado.  

Algunas propiedades generales a destacar son:  

Á Son liposolubles, lo que favorece su penetración en el organismo;  

Á Poseen baja presión de vapor, lo que los hace poco volátiles;  

Á Sus principales formas de biodegradación en el ambiente son la hidrólisis y la 

oxidación, además los presentes en aguas superficiales pueden ser degradados 

por la radiación solar;  

Á Tienen relativamente baja persistencia en el ambiente; y 

Á Son muy solubles en metanos y acetona, moderadamente solubles en benceno y 

tolueno, y poco solubles en agua 
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Su blanco de acción primario, al igual que los OPs, es la inhibición de la 

actividad de la enzima acetilcolinesterasa. A diferencia de los OPs, los insecticidas 

carbamatos, no requieren de un proceso de activación metabólica, pudiendo unirse a 

la enzima directamente. La unión a la enzima da lugar a la formación de una enzima 

carbamilada que es mucho menos estable que la fosforada generada por la unión de 

los OPs. Esto hace que la inhibición producida por los carbamatos sea reversible 

(Sogorb y Vilanova, 2002). 

El carbaril (1-natfil metil carbamato, número CAS 63-25-2), carbamato 

utilizado en esta tesis, es un pesticida utilizado para el control de insectos plaga en 

cultivos, corrales y en los domicilios (US EPA, 2003; Escolástico León y Cabildo 

Miranda, 2003).  

 

 

 

 

 

Figura 6. Estructura química del carbaril (C12H11NO2) 

 

El carbaril (Fig. 6) tiene una masa molecular relativa de 201,22 g mol-1, 

densidad de 1,2 g ml-1, punto de fusión 142 °C y presión de vapor de 0,07 mm Hg 

(20°C). Su coeficiente de reparto octanol/agua como log Kow es 2,34 (Ficha 

Internacional de Seguridad Química, 1994). Su solubilidad en agua es 120 mg L-1 a 

20°C, es moderadamente soluble en disolventes orgánicos polares como la N,N-

dimetilformalmida (DMF), el dimetilsulfóxido (DMSO) y la acetona. En otros 

disolventes carece de solubilidad como es el caso del hexano y del benceno 

(Castellanos y Galvis, 2015). Es un polvo cristalino ligeramente coloreado (rosa o 

verde pálido) e inodoro. Presenta una vida media a pH 7 de 12 días (Guía de 

Productos Fitosanitarios, 2009).  
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Distintos estudios realizados en laboratorios demostraron que el carbaril es 

prácticamente no tóxico por exposición aguda para aves, moderadamente tóxico 

para los mamíferos y los peces y altamente tóxico para abejas e invertebrados 

acuáticos (US EPA, 2003). Se ha determinado que la dosis letal 50 oral aguda (DL50) 

es de 108-840 mg Kg-1 para ratas, ratones, conejos, cobayos, perros, gatos y ciervos 

(Jorsaraei et al., 2014). Es altamente tóxico para invertebrados marinos y otras 

especies acuáticas (Castellanos y Galvis, 2015). Para el ser humano se ha 

considerado un químico capaz de producir cáncer, debiendo evitarse por completo 

su presencia en aguas destinadas al consumo (Estado de California - EPA, 2010). 

La degradación de carbaril se ve afectada por factores extrínsecos como la 

temperatura, pH, anoxia y alto contenido de materia orgánica (Hanazato y Yasuno, 

1989; Lartigues y Garrigues, 1995). En aguas y suelos cuyo pH es básico, la 

degradación de carbaril es rápida: de 1,8 días a pH 8 (Aly y El-Dib, 1971) comparada 

con la degradación a pH neutro o ácido (10,5 días a pH 7-7,4) según Howard 

(1991). La degradación de carbaril es llevada a cabo en el medio ambiente, de 

manera   abiótica por hidrólisis o fotodegradación, y por factores bióticos como el 

metabolismo de animales, plantas y microorganismos, donde ocurre hidrólisis e 

hidroxilación del anillo (Castellanos y Galvis, 2015).  

 

I.3.1.2- Uso de metilazinfos y carbaril en Argentina 

Tanto los OPs como los carbamatos son ampliamente utilizados en la 

agricultura y en la actividad frutihortícola en Argentina. En el año 2007, el MAZ y el 

carbaril fueron considerados unos de los principios activos más utilizados en la 

Región del Alto Valle de Río Negro y Neuquén ubicada en la Patagonia Norte 

(Argentina), un área de más de 35.000 hectáreas de uso agrícola intensivo, según 

un trabajo multicéntrico elaborado por investigadores de la Facultad de Ingeniería de 

la Universidad Nacional de Comahue y por datos aportados de un consultor privado 

de la Cámara de Distribuidores de Agroquímicos del Alto Valle (Anguiano y Pechén 

de DôAngelo, 2007) (Fig. 7). 
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Figura 7. Principios activos de los plaguicidas más utilizados en el Alto Valle en las provincias de 

Río Negro y Neuquén. 

 

Según Lascano et al. en el año 2009 MAZ fue considerado el principal OP 

aplicado en el Alto Valle de Río Negro y Neuquén, tanto en la frecuencia de 

aplicación (cada 15 días en el período productivo) como en la cantidad empleada 

(0,7 Kg por hectárea), alcanzando un total de 600 toneladas pulverizadas sobre 

200.000 ha por año. En el agua de la región del Alto Valle, Loewy et al. (1999) 

detectaron una concentración máxima de 79,30 µg Lī1 de MAZ.  

Boland et al. (2007) reportaron un monitoreo de residuos de agroquímicos 

realizado durante el ciclo productivo 2004-2005 en los ríos Limay, Neuquén y Río 

Negro situados en la región del Alto Valle, con el propósito de determinar su 

presencia en diversos componentes del ecosistema fluvial y evaluar principalmente la 

calidad de la fuente de agua para el abastecimiento humano y el riego. Como 

resultado hallaron que los plaguicidas de uso agrícola fueron detectados en forma 

esporádica, en concentraciones que no se consideran un riesgo para la salud 

humana ni para el desarrollo de la vida acuática. Sin embargo, fueron encontradas 

trazas de aquellos compuestos más utilizados en el control fitosanitario en la región 

y asociados a la época de aplicación de los mismos, las que incluían al MAZ y al 
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carbaril. En el año 2011, Loewy et al. reportaron los residuos de pesticidas 

encontrados en el agua y drenajes superficiales en la región del Alto Valle (Tabla 1), 

encontrándose concentraciones máximas de 22,8 µg L-1 de MAZ y de 45,7 µg L-1 de 

carbaril durante el período de aplicación. 

 

Tabla 1. Residuos de pesticidas encontrados en agua y drenajes superficiales en la región del Alto 

Valle de Río Negro y Neuquén 

  
Compuesto 

  Metilazinfos Clorpirifos Carbaril 

Frecuencia de detección (%) 
Control  22 22 33 

Período de aplicación 76 73 41 

Concentración máxima (µg L-1) 
Control  0,25 0,16 1,47 

Período de aplicación 22,8 1,16 45,7 

Concentración promedio (µg L-1) 
Control  0,46 ± 0,055 0,023 ± 0,071 0,40 ± 0,44 

Período de aplicación 1,14 ± 3,70 0,054 ± 0,178 1,96 ± 5,94 

Adaptado de Loewy et al., 2011 

 

Según Tosi et al. (2009) los residuos de MAZ y carbaril encontrados en 

aguas superficiales de esta región son potencialmente capaces de afectar la 

supervivencia de algunas especies en el Río Negro y en los drenajes adyacentes.  

La concentración de MAZ recomendada para la protección de la vida 

acuática, por la Subsecretaría de Recursos Hídricos de la Nación, Argentina, en el 

año 2003, es de Ò 0,02 µg Lī1. Hoy en día su uso se encuentra prohibido o 

restringido debido a su alta toxicidad aguda en organismos que no son el blanco 

de acción. En Argentina se prohibió su uso y comercialización a partir del 31 de 

marzo del año en curso (Res. SENASA 149/16) y está siendo desplazado por 

insecticidas menos tóxicos como los neonicotinoides. Sin embargo, a pesar de su 

prohibición tiene una etapa de retirada por lo cual se sigue todavía utilizando. En 

Argentina, a pesar de su uso restringido de los últimos años, se detectó también 

en las Provincia de Buenos Aires (Río Luján) y de Entre Ríos (Acosta, 2014; 

Castañé et al., 2015). 
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El MAZ fue muy utilizado en varias partes del mundo y han sido reportadas 

concentraciones en el agua más altas que las determinadas en nuestro país: 420 

µg L-1 (Klosterhaus et al., 2003), 625 µg L-1 (Cárdenas y Reyes, 2014), 3000 

µg Lī1 (Shayeghi et al., 2001). 

En la comunidad europea la prohibición de MAZ fue durante el 2009 y 

además se reglamentó la disminución de la tolerancia de importación de 0,5 a 0,05 

ppm y limitó su uso en la fruta fresca a 2-3 aplicaciones (Cichón y Garrido, 2012). 

En Argentina, el carbaril está oficialmente aceptado (Res. SENASA 256/03) 

para cultivos de algodón, cereales, forestales, frutales, hortalizas, praderas y tabaco. 

Principalmente se  lo usa en cultivos de manzana, frutos cítricos, ciruela, durazno, 

vid, papa, pepino, pera, zapallo y zanahoria entre otros (Res. SAGyP 507/2008). Es 

muy utilizado en la producción frutihortícola en la región del Alto Valle de Río Negro 

y Neuquén. En esta región se usa como raleador de frutas y en el control de plagas 

en cultivos bajos (hortlizas) y frutales (pepita y carozo). Se lo usa principalmente 

para combatir al gusano del brote del duraznero, bicho del cesto (Oiketicus 

platenses), gusano de la pera y la manzana, psílido del peral (Psylla pyricola), 

cochinilla blanca del duraznero (Pseudaulacaspis pentágona) y piojo de San José 

(Quadraspidiotus permiciosus) (Boland et al., 2007). La concentración recomendada 

en nuestro país para la protección de la vida acuática corresponde a Ò 0,05 µg Lī1. 

 

I.3.1.3- Antecedentes del efecto de MAZ y carbaril sobre la biota  

Los efectos de MAZ y carbaril sobre distintos organismos han sido 

ampliamente estudiados en en vertebrados e invertebrados. Dentro de los 

vertebrados se evaluaron los efectos de uno o ambos pesticidas en peces (O. mikiss, 

Carassius auratus), anfibios (Bufo arenarum) (Beauvais et al., 2001; Ferrari et al., 

2004 a y b, 2007 a y b, 2009, 2011; Lascano et al., 2009, 2011 a y b) y ratas 

(Jorsaraei et al., 2014). En invertebrados existen reportes en el camarón 

Litopenaeus stylirostris (Galindo-Reyes et al., 2006), el anfípodo Hyalella curvispina 

(Anguiano et al., 2008, 2012), el crustáceo Armadillidium vulgare (Salvio et al., 

2014), el zooplancton (Hanazato y Yasuno, 1989; Hanazato, 1991), microalgas como 
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Ankistrodesmus falcatus (Martínez-Tabche et al., 1996), dermápteros como Forficula 

auricularia (Malagnoux et al., 2014), el pulgón Acyrthosiphon pisum (McGregor y 

Mackauer, 1989), en el oligoqueto Lumbriculus variegatus (Kristoff et al., 2006, 

2010) y en los moluscos Biomphalaria glabrata (Kristoff et al., 2006, 2010, 2012), 

Planorbarius corneus (Cacciatore et al., 2013; Rivadeneira et al., 2013; Otero y 

Kristoff, 2016), Biomphalaria straminea (Bianco et al., 2014) y Milax gagates (Salvio 

et al., 2014). La mayoría de estos estudios evalúan efectos sobre la actividad de 

enzimas colinérgicas o enzimas involucradas en mecanismos de estrés oxidativo. 

Algunos de estos estudios fueron realizados con especies de la región del Alto Valle 

que no son el blanco de acción de estos insecticidas.    

 

I.4- BIOMARCADORES 

Según Silbergeld y Davis (1994) los biomarcadores son señales inducidas por 

un xenobiótico que reflejan una exposición, una respuesta celular precoz o una 

susceptibilidad inherente o adquirida al mismo. Publicaciones más recientes sugieren 

que un biomarcador o marcador biológico se puede definir como la presencia de un 

xenobiótico o sus metabolitos en un fluido biológico y/o las alteraciones inducidas 

por el mismo sobre los componentes celulares o bioquímicos o sobre procesos, 

estructuras o funciones en un organismo vivo, que son cuantificables en un sistema 

biológico o muestra (Van der Oost et al., 2003; Gil Hernández, 2000).  

Los biomarcadores pueden ser de efecto, de exposición o de susceptibilidad 

(van der Oost et al., 2003). Los biomarcadores de exposición comprenden la 

detección de un contaminante o de sus metabolitos en algún tejido biológico como 

sangre, orina, heces, pelos, etc. Además, los productos de la interacción entre el 

agente contaminante con alguna biomolécula blanco también están incluidos en esta 

clase (Verrengia Guerrero y Lombardi, 2009; Lombardi et al., 2010). Los 

biomarcadores de efecto se definen como alteraciones bioquímicas, fisiológicas, 

conductuales, histológicas o de otra naturaleza que son medibles, las cuales 

conforme a su magnitud, pueden reconocerse como efectos negativos sobre la salud 

ya sean establecidos o potenciales. El tercer tipo de biomarcador, el de 
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susceptibilidad, indica que un determinado organismo es particularmente sensible al 

efecto de un contaminante, estos marcadores pueden ser heredados o adquiridos 

(van der Oost et al., 2003).  

En toxicología ambiental, los más utilizados son los biomarcadores de 

exposición y de efecto (Chambers et al., 2002).  

La inhibición de ChEs por acción de OPs o carbamatos se considera un 

biomarcador de alta especificidad (Thompson y Cosson, 1984). Un biomarcador es 

específico cuando está relacionado con la exposición a uno o a unos pocos 

contaminantes químicamente relacionados. 

Ante los amplios problemas de contaminación que enfrenta el mundo en la 

actualidad ha sido necesario desarrollar estrategias para detectar tempranamente los 

efectos nocivos de la contaminación en el ambiente, con el objetivo de abordarlos 

antes de que alcancen proporciones irreversibles. La toxicología se focalizó, en los 

últimos años, en el desarrollo de pruebas toxicológicas rápidas que permitan 

detectar efectos subletales bioquímicos, fisiológicos o a nivel de organismo, cuando 

ha existido una exposición a contaminantes (Black et al., 1997). De esta manera los 

biomarcadores juegan un papel importante porque pueden usarse como una 

herramienta de sondeo para detectar cuando un organismo ha sido expuesto a 

contaminantes ambientales, y también para cuantificar respuestas toxicológicas 

específicas en organismos expuestos (Huggett et al., 1992). Mediante el estudio de 

biomarcadores se puede conocer la biodisponibilidad de los contaminantes, estudiar 

el riesgo para las especies y pueden ser utilizados como indicadores de la calidad del 

agua (Shugart et al., 1992; Hill, 1994).  

Los biomarcadores se pueden estudiar en los diferentes niveles de 

organización, desde el nivel subcelular hasta el nivel de organismo y del ecosistema. 

Primero ocurren los efectos a nivel molecular, seguidos por respuestas a nivel celular 

(bioquímico), tejido/órgano y luego de cuerpo completo. Se reconoce que las 

respuestas que ocurren a nivel individual, poblacional y ecosistémico poseen 

relevancia ecológica y tienden a ser menos reversibles y más dañinas que los efectos 

a niveles inferiores. Por lo tanto es importante la identificación y comprensión de 
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efectos tóxicos a nivel sub-organísmico (cambios moleculares, bioquímicos o 

fisiológicos) y el desarrollo de biomarcadores a este nivel para ser incorporados en 

programas de monitoreo rutinarios (Forbes y Forbes, 1994; Shugart y Theodorakis, 

1996) pero además el estudio de efectos a niveles superiores que pueden predecir 

modificaciones del ecosistema. 

 

I.4.1- B-esterasas y su uso como biomarcadores de contaminación por 

pesticidas 

Las colinesterasas (ChEs) y las carboxilesterasas (CEs) corresponden a 

esterasas que toxicológicamente se encuentran en el grupo de las enzimas B-

esterasas. Este grupo abarca enzimas que pueden ser inhibidas por los OPs. Estas 

enzimas presentan en su sitio activo un residuo serina al que el insecticida se une 

covalentemente provocando la inhibición enzimática. La inhibición producida por los 

insecticidas OPs resulta irreversible y la actividad enzimática solo se recupera por 

síntesis de novo de nueva enzima. La inhibición producida por los carbamatos 

revierte rápidamente una vez que termina la exposición.  

Las ChEs son definidas por su capacidad para hidrolizar ésteres de colina 

(acetilcolina, butirilcolina, propionilcolina, etc.) y ser inhibidas por el alcaloide 

fisostigmina, también llamado eserina (Massoulié et al., 1993).  

Las CEs hidrolizan carboxilésteres y tienen muy baja especificidad de sustrato. 

Son una familia de múltiples isoenzimas que difieren en la afinidad a los distintos 

sustratos, según el órgano o el tejido analizado (Otero y Kristoff, 2016). Son 

esenciales en la hidrólisis y detoxificación de numerosos fármacos y pesticidas. 

Participan en la protección frente a la exposición a pesticidas por dos mecanismos 

diferentes: 1) la hidrólisis de carboxilésteres presentes en pesticidas piretroides, 

carbamatos y en algunos OPs que contienen carboxilésteres como el malatión y 2) 

siendo un blanco alternativo de inhibición de los OPs y carbamatos y de esta manera 

competir con las ChEs por la unión al pesticida. Las ChEs tienen una función esencial 

en el sistema nervioso y la inhibición de su actividad produce neurotoxicidad y 

distintos efectos tóxicos que pueden culminar en la muerte del organismo. A través 
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de los mecanismos mencionados, las CEs participan en la disminución de la 

neurotoxicidad causada por los insecticidas anticolinesterásicos (Caballero de Castro 

et al., 1991; Jokanovic, 2001, Ferrari et al., 2007a). 

El uso conjunto de estas dos enzimas como biomarcadoras fue recomendado 

por varios autores (Wheelock et al., 2005; Sánchez-Hernandez y Wheelock, 2009; 

Cossi et al, 2015) combinando una mayor especificidad (ChEs) con una mayor 

sensibilidad (CEs). En la mayoría de los organismos invertebrados estudiados las CEs 

resultan más sensibles a la inhibición por insecticidas anticolinesterásicos. La 

correlación entre inhibición de ChEs y signos de neurotoxicidad todavía no es clara. 

Algunos autores encontraron inhibiciones de ChEs acompañadas de signos de 

neurotoxicidad, como por ejemplo, en el oligoqueto de agua L. variegatus en el que 

se observa disminución de la movilidad, contracción, curvamiento de la cola o del 

organismo completo por exposición aguda al MAZ (Kristoff et al., 2006). Por el 

contrario, otros autores observaron altas inhibiciones de estas enzimas sin ningún 

signo tóxico visible por ejemplo en B. glabrata y P. corneus expuestos a MAZ 

(Kristoff et al., 2006; Cacciatore et al., 2013; Otero y Kristoff, 2016). En general se 

observa que aquellos organismos en los cuales la inhibición de ChEs ocurre a 

menores concentraciones que la inhibición de CEs, o sea que la sensibilidad de ChEs 

es mayor que la de CEs, tienen efectos de neurotoxicidad visibles. 

La unión irreversible de los insecticidas OPs a las ChEs y a las CEs trae como 

consecuencia una lenta recuperación de las actividades enzimáticas luego de que los 

organismos dejan de estar expuestos (Ferrari et al., 2004a; Kristoff et al, 2006, 

2012; Cossi et al., 2015). Como la determinación química en el ambiente de la 

mayoría de los OPs es muy difícil porque su persistencia es relativamente baja, la 

lenta recuperación de la actividad hace de estas enzimas una manera adecuada de 

detectar la presencia de estos tóxicos aunque el pesticida ya no se encuentre en el 

agua (Sánchez-Hernández y Wheelock, 2009).  

Con respecto a los carbamatos, la actividad de B-esterasas se recupera 

rápidamente una vez que el organismo deja de estar expuesto como se reportó, por 

ejemplo, en B. glabrata y L. variegatus expuestos a carbaril (Kristoff et al., 2010). 
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I.4.2- Otros biomarcadores: efectos subletales de los pesticidas sobre el 

comportamiento y la reproducción 

En la naturaleza los pesticidas pueden producir distintos efectos subletales 

además de afectar su blanco primario de acción. En la actualidad muchos autores 

han volcado su interés en estudiar una amplia gama de biomarcadores en los 

organismos expuestos lo cual brinda mejores herramientas para detectar la 

contaminación y aumenta el conocimiento del modo de acción de los contaminantes.  

Varios autores reportaron que los pesticidas pueden producir alteraciones en 

el comportamiento, (Kristoff et al., 2006, 2010, 2012; Anguiano et al., 2012; Bianco, 

2013, 2014; Cossi et al., 2015), efectos negativos en la reproducción (Triphati et al., 

2010; Rivadeneira et al., 2013) y a nivel inmunológico (Jorsaraei et al., 2014), entre 

otros. Desneux et al. (2007) publicaron una revisión de diferentes estudios, sobre 

distintos efectos subletales producidos en artrópodos benéficos por exposición a 

pesticidas. Dentro de estos efectos subletales se encontraron efectos en 

comportamientos tales como: orientación, motricidad, hábitos alimenticios, hábitos 

reproductivos y en la capacidad de aprendizaje. Los biomarcadores 

comportamentales tienen la ventaja de poder observarse a simple vista permitiendo 

la detección fácil y rápida. El estudio de biomarcadores comportamentales resulta 

útil tanto en organismos blanco como no blanco.  

Según Haynes (1988), en general existen tres motivos principales para 

estudiar los efectos sobre el comportamiento de sustancias neurotóxicas en los 

insectos blanco:  

1. Una observación detallada de signos de neurotoxicidad en los insectos 

afectados podría ayudar a comprender mejor los modos de acción de 

insecticidas nuevos y convencionales;  

2. Todos los insecticidas interfieren con los patrones comportamentales 

considerados normales en organismos blanco, por lo que una mejor 

comprensión de estos efectos puede contribuir a optimizar el uso de los 

mismos para el manejo de poblaciones de organismos indeseables;  
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3. El potencial de evolución conductual, refiriéndose a la selección natural a 

favor de aquellos organismos que responden al material tóxico mediante una 

reducción de su contacto con el mismo, evitándolo y además adquiriendo 

resistencia produciéndose una generación con resistencia al pesticida, siendo 

un punto de alta relevancia para su estudio.  

En relación a los pesticidas neurotóxicos seleccionados para el presente 

estudio, MAZ y carbaril, existen algunos antecedentes sobre efectos sobre el 

comportamiento que éstos pueden generar. Beauvais et al. (2001) encontraron que 

la exposición de la trucha arcoíris (O. mykiss) a carbaril reduce la actividad de ChEs 

cerebrales que se correlacionó con una reducción de la motricidad en el nado. En el 

año 2011, Jordaan et al., observaron que juveniles de la lombriz de tierra Eisenia 

andrei  expuestos a MAZ presentaban inhibición de ChEs y una reducción de su 

capacidad de alimentarse y de reproducirse. Por otro lado, Kristoff et al. (2006; 

2010) mostraron que la exposición a MAZ y a carbaril producía en L. variegatus alta 

inhibición de ChEs y severos efectos de neurotoxicidad que afectaban el movimiento. 

Otro de los efectos subletales más estudiados son aquellos que afectan a la 

reproducción de las especies. Las alteraciones en la reproducción tienen una alta 

relevancia ecológica ya que la supervivencia de las especies está determinada por el 

éxito reproductivo de sus individuos. La presencia de contaminantes en el ambiente 

puede causar alteraciones en la capacidad de reproducción y producir 

malformaciones en la descendencia y/o disminución del número de individuos de 

una población (van der Oost et al., 2003). 

Con respecto a efectos tóxicos del MAZ y del carbaril sobre la reproducción, 

existen también algunos antecedentes de estudios realizados en invertebrados 

acuáticos. Por ejemplo, Agrelo y Kristoff (2012) y Kristoff et al. (2011) reportaron 

que el MAZ producía una disminución de la capacidad reproductiva en adultos de P. 

corneus y B. glabrata expuestos. Los autores hallaron que los efectos negativos en la 

reproducción dependían de la concentración del insecticida y del tiempo de 

exposición. Por otro lado, Agrelo y Kristoff (2012) observaron que la exposición de 

ejemplares adultos de P. corneus a concentraciones ambientales de MAZ producía 

efectos adversos en la descendencia como alteraciones en el crecimiento, en el 
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tiempo para alcanzar la madurez sexual y la supervivencia. Al igual que MAZ, el  

carbaril también puede producir efectos sobre la reproducción. En un estudio 

realizado sobre los efectos de dosis subletales de carbaril (2, 5 y 8 mg L-1) en 

gasterópodos de la especie Lymnaea acuminata, se encontró que la fecundidad 

podía verse muy reducida y hasta detenida (Tripathi y Singh, 2004). 

Los parámetros reproductivos frecuentemente analizados en bioensayos 

toxicológicos con gasterópodos son el número de puestas (masas gelatinosas que 

contienen los huevos), el número de huevos por puesta, el número de huevos 

embrionados por puesta, el tiempo que tardan en eclosionar, el número de 

individuos que eclosionan por puesta y la supervivencia de las crías (Rivadeneira et 

al., 2013).  

Para realizar estudios sobre los efectos de un pesticida en la reproducción es 

necesario contar primero con un amplio conocimiento de la forma de reproducción y 

de supervivencia de esa especie tanto en el ambiente como en condiciones 

controladas de laboratorio.  

Hasta el momento existen pocos estudios sobre los parámetros reproductivos 

de C. gibbosa y ninguno sobre su cría en el laboratorio. 

 

I.4.3- Antecedentes de biomarcadores estudiados en Chilina gibbosa: 

estudios de exposición aguda, sub-cronica y crónica 

Se denominan ensayos de exposición aguda, generalmente a aquellos que 

duran hasta las 96 horas. Los ensayos de exposición crónica tienen un tiempo de 

exposición mayor al 10 % del tiempo de vida de esa especie y los ensayos sub-

crónicos presentan una duración entre los dos anteriores (Rivadeneira et al., 2013). 

Los bioensayos de exposición sub-crónica y crónica representan mejor las 

exposiciones ambientales en las cuales los organismos se encuentran naturalmente 

expuestos a bajas concentraciones de contaminantes por varios días. Además en 

estos ensayos se pueden evaluar efectos a plazos mayores como efectos en la 

reproducción y en la descendencia. Por otro lado, al aumentar el tiempo de 
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exposición algunos biomarcadores que no se ven modificados por exposiciones 

agudas resultan buenos indicadores a largo o mediano plazo (Rivadeneira et al., 

2013). 

En C. gibbosa existen antecedentes de estudios de exposición aguda con MAZ 

sin embargo no existen antecedentes de estudios de exposición crónica o sub-

crónica. Con respecto al carbaril, no se realizaron hasta el momento ningún estudio 

en esta especie. 

 

I.4.3.1- Estudios de exposición aguda 

En estudios previos en el laboratorio, se caracterizaron las actividades de 

ChEs y CEs de C. gibbosa y se expusieron ejemplares adultos a distintas 

concentraciones de MAZ por 48 horas (Bianco et al., 2013). Se observó que la 

actividad de ChEs es muy sensible a la exposición encontrándose una CI50 

(concentración de MAZ que causa el 50 % de la inhibición) de 0,02 µg L-1 que 

corresponde a la concentración propuesta para la protección de la vida acuática (Fig. 

8).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Figura extraída de Bianco (2014). Porcentaje de actividad de colinesterasas (ChE) respecto 

al control utilizando AcSCh como sustrato, luego de 48 horas de exposición a diferentes 

concentraciones de metilazinfos (MAZ), en organismos de Chilina gibbosa. Cada valor se expresa 

como promedio ± DS de 6 sobrenadantes. Diferentes letras indican diferencias significativas (p  

0,05).  
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Por el contrario, la actividad de CEs determinada con dos sustratos: p-

nitrofenil butirato (p-NFB) y p-nitrofenil acetato (p-NFA) se inhibió a concentraciones 

mucho más altas (Fig. 9) con una CI50 cercana a 1 mg L-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Figura extraída de Bianco, 2014. Porcentaje de actividad de carboxilesterasas (CES) 

respecto al control luego de 48 horas de exposición a diferentes concentraciones de metilazinfos 

(MAZ) en Chilina gibbosa. A. p-nitrofenil acetato como sustrato. B. p-nitrofenil butirato como sustrato. 

Cada valor se expresa como promedio ± DS. de 6 sobrenadantes. Diferentes letras indican diferencias 

significativas (p  0,05). 
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Por otro lado, se observaron severos signos de neurotoxicidad 

correlacionados con la alta inhibición de ChEs. Se describió que la región céfalo-

pedal de los organismos expuestos quedaba anormalmente fuera de la concha, sin 

movimiento y que carecían de la capacidad de adherirse a las paredes de los 

recipientes, luego de haber sido expuestos al pesticida por 48 horas. Por otro lado, 

al evaluar la recuperación de la actividad de ChEs y de signos de neurotoxicidad 

luego de la exposición a 20 µg L-1 de MAZ no se observó recuperación de la 

actividad de ChEs luego de 21 días en agua aunque los signos de neurotoxicidad se 

recuperaron en algunos organismos (Cossi et al., 2015).  
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I.5- OBJETIVOS E HIPÓTESIS 

I.5.1- Objetivo General 

 

El objetivo general de este trabajo es: 

 

Profundizar el conocimiento sobre parámetros bioquímicos, de 

comportamiento y reproductivos en el gasterópodo nativo de agua dulce, 

Chilina gibbosa para poder ser utilizado en ensayos ecotoxicológicos y ser 

propuesto o no como especie centinela. 

 

I.5.2- Objetivos específicos e hipótesis 

 

1. Establecer las condiciones para realizar los bioensayos sub-crónicos en 

C. gibbosa.  

Las condiciones para realizar ensayos sub-crónicos no son las mismas 

que para ensayos agudos.  

2. Estudiar el efecto de una exposición sub-crónica a una concentración 

ambiental del insecticida MAZ sobre la supervivencia y los signos de 

neurotoxicidad. 

 Luego de una exposición sub-crónica a MAZ se producen severos 

efectos neurotóxicos y mueren. 

3. Estudiar el efecto de una exposición sub-crónica a una concentración 

ambiental de MAZ sobre la actividad de ChEs y CEs.  

Luego una exposición sub-crónica la inhibición de ChEs aumenta 

respecto a la exposición aguda y las CEs se inhiben a diferencia de lo 

ocurrido en el ensayo agudo. 
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4. Estudiar el efecto de una exposición aguda y sub-crónica a una 

concentración ambiental del carbaril sobre la supervivencia y los signos 

de neurotoxicidad.  

La exposición a carbaril produce signos de neurotoxicidad desde las 48 

horas de exposición, y esto se acentúa hasta producir la muerte de los 

organismos.  

5. Estudiar el efecto de una exposición aguda y sub-crónica a una 

concentración ambiental del carbaril sobre la actividad de ChEs y CEs.  

Las ChEs resultan más sensibles que las CEs a la inhibición por carbaril, 

las inhibiciones aumentan con el tiempo de exposición. 

6. Comparar las respuestas a ambos pesticidas por exposición sub-crónica 

a la misma concentración molar. 

Ambos pesticidas producen similares efectos tóxicos. 

7. Establecer las condiciones de mantenimiento del cultivo para lograr la 

reproducción en el laboratorio y analizar algunos parámetros 

reproductivos. 

La reproducción en el laboratorio es posible utilizando condiciones del 

agua semejantes a las de su ambiente natural. 
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II.- MATERIALES Y MÉTODOS 

II.1- Materiales 

II.1.1- Reactivos 

Los siguientes reactivos: 5,5ô -ditio-bis (2-ácido nitrobenzoico) (DTNB), ioduro 

de acetiltiocolina (AsCh), p-NFB, p-NFA, sero albúmina bovina, metilazinfos 

PESTANAL (97,2 % pureza) y el carbaril (99,0 % pureza) fueron obtenidos de 

Sigma-Aldrich. Todos los otros reactivos usados fueron de grado analítico.  

 

II.1.2- Equipo  

Para realizar los homogenatos se utilizó un Potter Elvehjen con émbolo de 

teflón y una microcentrífuga refrigerada para eppendorf de Sigma para obtener los 

sobrenadantes.  

Las determinaciones espectrofotométricas se hicieron con un 

espectrofotómetro UV-160A de doble haz.  

Para observar las puestas se utilizó una lupa binocular (Nikon, Modal XN). Las 

fotos fueron sacadas con una cámara digital Cannon (Powershot Sx510 Hs 12,1mp 

30x con Zoom Óptico), anexada a la lupa.  

 

II.1.3- Organismos   

Los organismos de la especie C. gibbosa fueron recolectados en noviembre 

del 2014 y febrero, octubre y noviembre del 2015.  

Se recolectaron manualmente, a una profundidad de entre 5 y 70 cm, en un 

banco vegetado del río Chimehuin (39Á54ô57, 15ôô S; 71Á06ô23ôô O) (Fig. 10), aguas 

arriba de la localidad de Junín de los Andes, provincia de Neuquén, Argentina. El río 

Chimehuin se origina a 20 Km aguas arriba del sitio de recolección, en un lago 

glaciar llamado Lago Huechulafquen que pertenece al Parque Nacional Lanín. El área 
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de recolección puede considerarse libre de contaminación por agroquímicos debido a 

que no hay actividad agrícola río arriba (Bianco et al., 2013; Ley Federal 22351, 

Argentina).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Mapa de la región patagónica donde se encuentran el río Chimehuín, lugar donde se recolectaron 
manualmente los individuos de C. gibbosa. La estrella indica aproximadamente el sitio de recolección, cuyas 
coordenadas son офϲ рпΩ ртΣ мрΩΩ {Τ тмϲ лсΩ ноΩΩ h 
. 

Luego, los organismos fueron transportados a FCEN, UBA donde se 

aclimataran en tanques de vidrio aireados de diferentes capacidades según la 

cantidad de individuos (aproximadamente 25 organismos por cada 5 litros de agua). 

Se utilizó agua de red declorada pasivamente al menos por 48 horas. Los tanques 

permanecieron dentro de una cámara fría (cámara del Departamento de 

Biodiversidad y Biología Experimental, FCEN, UBA) donde el agua se mantuvo a una 
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temperatura de 12 ± 2°C, con un fotoperíodo de 12:12 horas (luz:oscuridad). El 

tiempo mínimo de aclimatación fue de 20 días, durante los cuales se cambió el agua 

3 veces por semana. Se los alimentó con alimento especial para peces (TetraFin, 

Goldfish Flakes, Marca Tetra) finamente triturado, después de cada cambio de agua, 

con la intención de generar una asociación positiva con la manipulación y así reducir 

el estrés durante los bioensayos. El alimento utilizado es fabricado en Alemania por 

Tetra GmbH, y su composición es la siguiente: proteína cruda: 42,0 %, grasa cruda: 

11,0 %, fibra cruda: 2 %, humedad: 6,5 %, Fósforo: 1,1 %, Vitamina C: 256 mg Kg-

1, Omega-3: 8000 mg Kg-1, Niacina: 600 mg Kg-1, Colina 1700 mg Kg-1, Vitamina A: 

15000 IU Kg-1, Vitamina D3: 1300 IU Kg-1, Vitamina E: 120 IU Kg-1, Vitamina B12: 85 

mg Kg-1 y Biotina: 1 mg Kg-1.  

Para todos los bioensayos se seleccionaron adultos de tamaño (1,6 ± 0,4 cm) 

y peso similar (0,27 ± 0,08 g).  

 

II.2- Métodos  

II.2.1- Bioensayos  

Todos los bioensayos fueron llevados a cabo a una temperatura del agua de 

12 ± 2°C y un fotoperíodo de 12:12 horas (luz:oscuridad) en la misma cámara fría 

donde se aclimataron. Se utilizó agua de red declorada pasivamente durante 72 

horas. Los análisis químicos del agua declorada determinados por AySA dieron como 

resultado: alcalinidad = 44 mg de CaCO3 L
-1; pH = 8 ± 2; conductividad = 246 ȉS 

cm-1; turbiedad NTU = 1,6; Amonio =   0,05 mg L-1; Cloruros = 43 mg L-1; 

Oxígeno consumido = 1,1 mg L-1; Oxígeno disuelto = 8,8 mg L-1; Cloro libre = 

negativo;  Cloro total = negativo; Aluminio =  0,05 mg L-1; Calcio  =  15  mg L-1.  

Las soluciones ñmadreò se prepararon solubilizando los insecticidas en 

acetona debido a que ambos son insolubles en agua. Las concentraciones de MAZ y 

de carbaril utilizadas en los bioensayos se obtuvieron diluyendo las soluciones 

ñmadreò con agua declorada. Durante los bioensayos todas las soluciones fueron 

renovadas cada 4 días (bioensayos con MAZ) y todos los días (bioensayos con 
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carbaril) siguiendo estudios previos de estabilidad de los insecticidas en el agua 

realizados con anterioridad en recipientes de vidrio y plástico en el laboratorio 

(Cacciatore, 2009; 2013) determinando las concentraciones de MAZ y de carbaril por 

HPLC en fase reversa (Bianco et al., 2013; Cacciatore, 2013 y datos no publicados). 

La concentración molar de MAZ y de carbaril utilizada en los bioensayos fue 0,063 

nM. Esta concentración molar corresponde a 20 µg L-1 de MAZ y a 13 µg L-1 de 

carbaril. Ambas concentraciones corresponden a concentraciones ambientales 

reportadas en aguas dulces de nuestro país en la región del Alto Valle (Loewy et al,. 

1999; 2011). 

Se realizaron tres bioensayos de exposición sub-crónica (hasta 14 días) como 

se muestra en la Figura 12. Dos con MAZ y uno con carbaril.  

El primero (con MAZ) se realizó siguiendo la metodología de Bianco et al. 

(2013) descripta para ensayos de exposición aguda (48 horas), sin aireación y sin 

alimentación. Se utilizaron 6 recipientes de vidrio de 500 ml de capacidad con 400 

ml de solución en cada uno: 3 con acetona al 0,05 % en agua (control solvente) y 3 

con MAZ en una concentración de 0,063 nM. Se colocaron 5 o 6 individuos por 

recipiente de forma aleatoria. La exposición duró 14 días. En los días 7 y 14 de 

exposición se registró mortalidad y signos de neurotoxicidad y se realizaron los 

homogenatos según Kristoff et al. (2006) para las determinaciones bioquímicas.   

Los siguientes dos bioensayos de exposición sub-crónica (uno con MAZ y el 

otro con carbaril), se realizaron con características semejantes entre sí. Estas 

condiciones fueron puestas a punto durante la realización de esta tesis de maestría. 

Ambos se desarrollaron con aireación y alimentando a los organismos cada 4 días, 

después de cada recambio de solución, con alimento para peces. En ambos casos se 

utilizaron 12 recipientes y se colocaron 7 individuos en cada uno aleatoriamente.  

Para MAZ se usaron recipientes de entre 500 ml y 1000 ml de capacidad, con 

volúmenes de solución equivalentes; para carbaril los recipientes fueron de 1000 ml 

de capacidad con el mismo volumen de solución por recipiente. Para cada bioensayo 

se prepararon 6 recipientes con acetona al 0,05% (control solvente) y 6 con una 

concentración de 20 ȉg L-1 de MAZ o 13 ȉg L-1 de carbaril según el caso (Fig. 11). En 

ambos bioensayos se registraron los signos de neurotoxicidad y se realizaron los 



43 

homogenatos a los 7 y 14 días de exposición de un individuo por cada recipiente. 

Los homogenatos se hicieron por separado por lo que se elaboró en cada período 6 

de control y 6 tratados. En el bioensayo de carbaril también las observaciones y 

determinaciones bioquímicas se hicieron a las 48 hs de exposición ya que en este 

caso, a diferencia del MAZ, no se contaba previamente con ensayos de exposición 

aguda a carbaril. Para ello se extrajo un individuo de cada recipiente a las 48 horas 

de exposición (Fig. 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Esquema de los 3 bioensayos. Todos con la misma concentración molar (0,063 nM), 

mismas condiciones de temperadura (12 ± 2 °C), régimen luz:oscuridad (12:12) y duración (14 días). 

Con Metilazinfos se realizaron dos, uno (Bioensayo 1) sin aireación y sin alimentación y otro 

(Bioensayo 2) con aireación y alimentación. Un tercer bioensayo con Carbaril, en condiciones 

semejantes al Bioensayo 2, con aireación y alimentación, incluyó una toma de datos a las 48 horas 

para evaluar los efectos de la exposición aguda.  
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Figura 12. Bioensayos de metilazinfos (a) y carbaril (b).  

 

Para la decontaminación de todo el material en contacto con los pesticidas se 

utilizó un baño de NaOH al 10 % en el cual se sumergió el material por 48 horas, 

luego se lavó con agua de la canilla y con agua destilada. El descarte de las 

soluciones y de los restos de los organismos se realizó siguiendo todos los protocolos 

del Servicio de Higiene y Seguridad de la FCEN, UBA. Para nuestro grupo de trabajo 

(Ecotoxicología Acuática: Invertebrados Nativos, Dpto. de Química Biológica, FCEN, 

UBA) contamos con un plan de trabajo aprobado por dicho Servicio. 

 

II.2.2- Homogenatos         

Los organismos fueron colocados en hielo durante unos minutos con fines de 

sedación, previo a proceder con la remoción de su concha. Se los pesó y luego se 

realizó la homogeneización con buffer Tris/HCL 20 mM, pH 7,5 conteniendo 0,5 mM 

EDTA, en una relación 1g de tejido/10 ml de buffer, en un tubo de vidrio y con un 

Potter Elvehjen con émbolo de teflón. Los homogenatos fueron centrifugados en una 

centrífuga para eppendorf, a 11,000 x g durante 20 minutos. Luego se reservaron 

(b) (a) 
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los sobrenadantes a -18 °C para ser utilizados posteriormente en las 

determinaciones.  

 

II.2.3- Proteínas totales  

El contenido de proteínas fue determinado de acuerdo al método de Lowry et 

al. (1951), utilizando seroalbúmina bovina como estándar. Para la curva de 

calibración se utilizó un rango de proteínas entre 0 y 0,125 mg L-1. Para la 

determinación de las muestras se realizó una dilución 1/30 de los sobrenadantes con 

el buffer de homogenización. Las diluciones de la solución madre de seroalbúmina 

bovina utilizadas para la realización de la curva de calibración también se realizaron 

en el buffer de homogeneización. Todos los puntos de la curva y las muestras se 

determinaron por duplicado. La reacción consiste en el agregado de la solución 

alcalina (solución alcalina de carbonato de sodio, tartrato de sodio y potasio y sulfato 

de cobre) a las muestras y luego de la incubación por 10 minutos, el agregado del 

reactivo de Folin. La Absorbancia se lee a 660 nm luego de 30 minutos. 

 

II.2.4- Actividad de colinesterasas  

La actividad de ChEs fue medida en el sobrenadante, agregando directamente 

en la cubeta del espectrofotómetro 1,2 ml de DTNB (reactivo de coloración) 0,2 mM 

en buffer fosfato 100 mM, pH 8, 100 ȉl de AsCh como sustrato y 200 ȉl de cada 

sobrenadante según el método de Ellman et al. (1961). Se tuvo en cuenta la 

caracterización previa para esta especie realizada anteriormente en nuestro 

laboratorio (Bianco et al., 2013) para utilizar la concentración del sustrato que 

permita trabajar a condiciones de sustrato saturante. La absorbancia se monitoreó a 

412 nm durante 1 minuto, a intervalos de 10 segundos. Las lecturas se hicieron 

contra un blanco que contenía el buffer-cromógeno y el sustrato, corrigiendo de esta 

manera si hubiera hidrólisis espontánea del sustrato. La actividad específica de las 

enzimas se expres· como ȉmoles de sustrato hidrolizado por minuto por mg de 
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proteínas utilizando el coeficiente de extinción molar del producto coloreado (13,6 

mM-1cm-1). 

 

II.2.5- Actividad de carboxilesterasas 

La actividad de CEs fue medida en el sobrenadante, utilizando como sustrato 

p-NFA y p-NFB de acuerdo al método puesto a punto por Kristoff et al. (2010).  Se 

tuvo en cuenta la caracterización previa para esta especie (Bianco et al., 2013). Se 

agregaron directamente en la cubeta del espectrofotómetro 2,5 ml de buffer fosfato 

100 mM, pH 8,0 conteniendo 5% de acetona, 250 ȉL de p-NFA o de p-NFB en 

acetona con una concentración final de 1 mM y 150 ȉL de cada sobrenadante. Se 

monitoreó la absorbancia durante 1 minuto, a intervalos de 10 segundos a 400 nm. 

Las lecturas se hicieron contra un blanco que contenía el buffer y el sustrato 

corrigiendo de esta manera si hubiera hidrólisis espontánea del sustrato. La actividad 

específica se calculó utilizando el coeficiente de extinción molar (18,6 mM-1cm-1) del 

p-nitrofenol que es el producto coloreado de la reacción. La actividad específica se 

expres· como ȉmoles de sustrato hidrolizado por minuto por mg de prote²nas.  

 

II.2.6- Mortalidad y signos de neurotoxicidad 

Los criterios de mortalidad y signos de neurotoxicidad fueron los empleados 

por Kristoff et al. (2006) y Bianco et al. (2013).  

 

II.2.7- Análisis estadístico 

Todos los análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa GraphPad 

Prism versión 6.00 para Windows GraphPad Software, La Jolla California USA 

(www.graphpad.com). Se verificó si los datos eran paramétricos o no para definir la 

prueba a utilizar (Zar, 1999; Pulido Hernández, 2007; McDonald, 2014). Los 

supuestos de normalidad y homocedacea se verificaron mediante la prueba de 

Kolmogorov-Smirnof y una distribución F, respectivamente. El efecto sobre las 

http://www.graphpad.com/
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enzimas se analizó utilizando la prueba t de Student no pareada para los datos 

paramétricos y la prueba de Mann Whitney para los datos no paramétricos. La 

mortalidad y neurotoxicidad se analizaron con el Test Exacto de Fisher. El nivel de 

significancia utilizado fue de 0,05 en todos los casos.  
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III.- Resultados 

III.1- Ensayos sub-crónicos con pesticidas 

Se realizaron un total de tres bioensayos, dos con MAZ y uno con carbaril. 

Con MAZ se realizó uno sin aireación (Bioensayo 1) y otro con aireación artificial 

(Bioensayo 2). Un tercer bioensayo, replicando las condiciones del Bioensayo 2, se 

realizó reemplazando el pesticida MAZ por carbaril. 

 

III.1.1- Exposición sub-crónica a metilazinfos  

Los Bioensayos 1 y 2, consistieron en realizar una exposición sub-crónica a 

MAZ con condiciones semejantes de temperatura, iluminación, concentración del 

insecticida y tiempo de exposición.  El Bioensayo 1 se realizó siguiendo las pautas de 

la exposición aguda realizada por Bianco (2014), en cuanto a aireación, alimentación 

y recambio de soluciones. Al Bioensayo 2 se le agregó aireación artificial, recambio 

de las soluciones y alimentación. Para ambos, se observó la mortalidad, los signos 

de neurotoxicidad (falta de adherencia y exposición de la región céfalo-pedal) y se 

determinó la actividad de ChEs y CEs con p-NFA y p-NFB a los 7 y 14 días de 

exposici·n a 20 ȉg L-1 de MAZ. 

 

III.1.1.1- Mortalidad 

La Figura 13 muestra el porcentaje de mortalidad durante los Bioensayos 1 y 

2. Se puede observar que luego de 7 días de exposición a MAZ no hubo mortalidad 

en el ensayo con aireación artificial y que a los 14 días sólo murió un organismo, 

mientras que en los controles no se observó mortalidad. Por el contrario, en el 

bioensayo sin aireación se observó una alta mortalidad (44 % de mortalidad a los 7 

días y 87 % a los 14 días) en relación a la observada para los controles (7 % a los 7 

y 14 días de exposición).  
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Figura 13. Porcentajes de mortalidad durante bioensayos de exposición sub-crónica de Chilina 
gibbosa expuestos a 20 ˃g L-1 de metilazinfos. (a) BIOENSAYO 1: sin aireación y sin alimentación, (b) 

BIOENSAYO 2: con aireación y alimentación, a 7 y 14 días de tratamiento. La estadística se realizó 
con el Test Exacto de Fischer. La mortalidad en el BIOENSAYO 1 resultó estadísticamente significativa 
respecto al control. 

 

III.1.1.2- Signos de neurotoxicidad 

Los dos signos de neurotoxicidad observados fueron la región céfalo-pedal 

expuesta y la adherencia de los organismos a las paredes de los recipientes que los 

contenían. La adherencia para los individuos expuestos del Bioensayo 1 fue del 50 

%, a los 7 y 14 días, mientras que en el Bioensayo 2 presentaron una marcada 

disminución de esta capacidad siendo la falta de adherencia de un 90 % a los 7 días 

de exposición y del 100 % a los 14 días, como se puede apreciar en la Figura 14.  

 

 

 

 

 

(a) (b) 
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Figura 14. Porcentaje de organismos no adheridos a la pared de los recipientes, para bioensayos de 
exposición sub-crónica de Chilina gibbosa a 20˃g L-1 de metilazinfos, sin aireación (BIOENSAYO 1) y 

con aireación artificial (BIOENSAYO 2), a 7 y 14 días de exposición. La estadística se realizó con el 
Test Exacto de Fischer, resultando diferentes los resultados de los grupos tratados respecto a sus 
controles. 

 

En cuanto a la región céfalo-pedal expuesta, a los 7 días de exposición los 

individuos mostraron este signo en un 70 % en el Bioensayo 1 y en un 100 % en el 

Bioensayo 2. A los 14 días de exposición todos los organismoss, de ambos 

bioensayos, mostraron este signo de neurotoxicidad. En la Figura 15 se pueden 

observar un individuo del grupo control (Fig. 15c) y dos expuestos a MAZ (Fig. 15 a 

y b) que muestran la región céfalo pedal anormalmente expuesta.  

 

Figura 15. Exposición de la región céfalo-pedal de Chilina gibbosa.  Los organismoss a y b con la 

región céfalo-pedal (RCP) expuesta, luego de 14 días de exposición a 20 µg L-1 de metilazinfos. El 

individuo c pertenece al grupo control en el mismo periodo.  
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En la Tabla 2, a continuación, se puede ver una comparación de los 

resultados para ambos bioensayos a los 7 y 14 días de exposición. Se muestran los 

porcentajes de efecto sobre la mortalidad y los biomarcadores evaluados: exposición 

de la región céfalo-pedal y falta de adherencia. Se puede observar que en el 

Bioensayo 1 existe una mayor mortalidad que en Bioensayo 2 pero los signos de 

neurotoxicidad se observan en un mayor % de organismos que en el Bioensayo 1. 

Estos resultados muestran que en el Bioensayo 1 el mayor porcentaje de los 

organismos mueren y los que sobreviven presentan menores signos de 

neurotoxicdad. En cambio en el Bioensayo 2 el efecto del tóxico es subletal 

mostrando severos efectos neurotóxicos. 

 

Tabla 2. Mortalidad y signos de neurotoxicidad. Porcentajes de efecto para los signos de 

neurotoxicidad (adherencia y Región Céfalo-pedal expuesta), y de mortalidad para Chilina gibbosa 

luego de una exposición sub-crónica a 20 ˃g L-1 de metilazinfos durante 7 y 14 d²as. La columna ñDSò 

indica si se observaron diferencias significativas entre el grupo control y el tratado (p<0,05).   

   BIOENSAYO 1 (Sin aireación) Bioensayo 2 (con aireación) 

Día Biomarcador Efecto Porcentaje p Porcentaje p 

7 

Adherencia Ausente 50% p > 0,05 90% p < 0,05 

Región Céfalo-pedal Expuesta 70% p < 0,05 100% p < 0,05 

Mortalidad Muertos 44% P < 0,05 0% p > 0,05 

14 

Adherencia Ausente 50% p > 0,05 100% p < 0,05 

Región Céfalo-pedal Expuesta 100% p < 0,05 97% p < 0,05 

Mortalidad Muertos 87% p < 0,05 3% p > 0,05 

 

II.1.1.3- Actividad de colinesterasas 

Los efectos de MAZ sobre la actividad enzimática de ChEs se pudieron 

observar únicamente para el Bioensayo 2 debido a la elevada mortalidad en el 

Bioensayo 1, con lo cual no se contó con suficientes individuos para realizar los 

análisis estadísticos. 

En el Bioensayo 2, a los siete días de exposición la actividad de ChEs en los 

organismos expuestos a  MAZ se inhibió en un 87 % con respecto al control (Fig. 

16a).  
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Figura 16. Actividad específica de colinesterasas [media ± d.e.] de Chilina gibbosa  a 7 (a) y 14 (b) 

días de exposición a metilazinfos (MAZ). Letras diferentes corresponden a diferencias significativas 

(p<0,05) entre el grupo tratado y el control de cada día. La estadística se realizó con la prueba de 

Mann Witney, al encontrar que eran no paramétricos para ambos casos. No fue posible realizar un 

ANOVA de dos factores por incumplimiento de los supuestos. 

 

La inhibición de ChEs se mantuvo en el tiempo observándose una inhibición 

del 89 % a los 14 días de exposición como puede observarse en la Fig. 16b.  

 

III.1.1.4- Actividad de carboxilesterasas 

Se pudieron determinar únicamente en el Bioensayo 2 debido a la alta 

mortalidad observada en el Bioensayo 1. Las CEs requirieron una exposición más 

prolongada para presentar efectos. Al  séptimo día de exposición no se observaron 

diferencias significativas respecto al control (p 0,05), sin embargo tras 14 días de 

exposición las actividades específicas de CEs con p-NFA y con p-NFB mostraron 

inhibición. Las Fig. 17 y 18 muestran las actividades de CEs con ambos sustratos del 

grupo control y tratado luego de 7 y 14 días de exposición. 

 

 

BIOENSAYO 2 CON MAZ 

(a) 

 

(b) 
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Figura 17. Actividad específica de carboxilesterasas [media ± d.e.], utilizando como sustrato p-

nitrofenil acetato, expresada en ȉmoles/min/mg de prote²nas, luego de 7 (a) y 14 (b) días de 

exposición de Chilina gibbosa a 20 µg L-1 de metilazinfos (MAZ). La estadística se realizó con la 

prueba de Mann Witney, al encontrar que eran no paramétricos para ambos casos.Letras distintas 

representan diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Actividad específica de carboxilesterasas [media ± d.e.], utilizando como sustrato p-

nitrofenil butirato, expresada en ȉmoles/min/mg de prote²nas, luego de 7 (a) y 14 (b) días de 

exposición de Chilina gibbosa a 20 µg L-1 de metilazinfos (MAZ). La estadística se realizó con la 

prueba de Mann Witney, al encontrar que eran no paramétricos para ambos casos.Letras distintas 

representan diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos. 

 

BIOENSAYO 2 CON MAZ 

(a) (b) 

(a) 

BIOENSAYO 2 CON MAZ 

(b) 
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III.1.1.5- Resumen de los efectos de metilazinfos sobre las enzimas ȁ-

esterasas 

La Tabla 3 muestra un resumen de las actividades específicas de los grupos 

tratados con MAZ y sus respectivos controles, para ambas enzima estudiadas en los 

dos períodos de tiempo (7 y 14 días) analizados durante el tratamiento. Para CEs se 

muestran los resultados para ambos sustratos empleados (p-NFA y p-NFB).   

Tabla 3. Actividad enzimática. Actividad específica de colinesterasas (ChEs) y carboxilesterasas con 

p-nitrofenil butirato (CEs p-NFB) y p-nitrofenil acetato (CEs p-NFA), expresada en ȉmoles min-1 mg de 

proteínas-1 , a 7 y 14 días de exposición de los organismos a metilazinfos (MAZ) 20 µg L-1 y sus 

respectivos controles, representada como la media ± la desviación estándar.   

 

  
ChEs CEs p-NFA CEs p-NFB 

7 días 

Control  0,038 ± 0,010 0,055 ± 0,009 0,117 ± 0,028 

MAZ 0,005 ± 0,001 0,059 ± 0,016 0,124 ± 0,036 

14 
días 

Control  0,033 ± 0,009 0,064 ± 0,017 0,138 ± 0,020 

MAZ  0,003 ± 0,001 0,039 ± 0,014 0,097 ± 0,018 

  

 

III.1.1.6- Resumen de efectos de una exposición sub-crónica a MAZ 

Los efectos de la exposición sub-crónica a MAZ sobre los parámetros 

observados se resumen en la Tabla 4. Estos correspondieron a inhibición de las ChEs 

y signos de neurotoxicidad a los 7 días de exposición a lo que se suma la inhibición 

de CEs para ambos sustratos utilizados (p-NFA y p-NFB) a los 14 días de exposición. 

 

 



55 

 

Tabla 4. Resumen de efectos de metilazinfos. Porcentajes de efectos sobre los biomarcadores 

observados, a 7 y 14 días de exposición de los organismos a metilazinfos. Los porcentajes se 

obtuvieron respecto al control.  

Día Biomarcador Efecto Porcentaje p 

7 

ChEs Inhibición 87% p < 0,05 

CEs p-NFA Activación 107% p > 0,05 

CEs p-NFB Activación 106% p > 0,05 

Adherencia Ausente 90% p < 0,05 

Región Cefalo-pedal Expuesta 100% p < 0,05 

Mortalidad Muertos 0% p > 0,05 

14 

ChEs Inhibición 89% p < 0,05 

CEs p-NFA Inhibición 40% p < 0,05 

CEs p-NFB Inhibición 30% p < 0,05 

Adherencia Ausente 100% p < 0,05 

Región Cefalo-pedal Expuesta 97% p < 0,05 

Mortalidad Muertos 3% p > 0,05 

 

 

III.1.2- Exposición aguda y sub-crónica a carbaril  

El bioensayo de exposición sub-crónica con carbamato carbaril tuvo una 

duración de 14 días. La concentración empleada fue 0,063 nM siendo la misma 

utilizada con MAZ. Se utilizaron las mismas concentraciones molares para comparar 

los efectos de ambos pesticidas.  

En este período se observó la mortalidad, los signos de neurotoxicidad y la 

actividad enzimática de ChEs y CEs luego de 2, 7 y 14 días de exposición. Los signos 

de neurotoxicidad observados fueron adherencia y exposición de la región céfalo-

pedal. En el caso del carbaril, se estudiaron también los efectos a las 48 horas de 

exposición ya que, a diferencia de MAZ, no se había evaluado anteriormente en 

nuestro laboratorio. 
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III.1.2.1- Mortalidad  

No se observó mortalidad durante los 14 días que duró el bioensayo.  

 

III.1.2.2- Signos de neurotoxicidad 

Los efectos observados (región céfalo-pedal expuesta o no expuesta, 

adherencia o no adherencia a las paredes del recipiente) no mostraron diferencias 

estadísticamente significativas respecto al grupo control durante todo el bioensayo.  

 

III.1.2.3- Actividad de colinesterasas 

La actividad de ChEs no mostró diferencias estadísticamente significativas 

entre el grupo tratado y el control. Se obtuvieron % de actividad del 76, 75 y 65 % 

a los 2, 7 y 14 días pero no resultaron diferentes estadísticamente respecto al 

control ya que los D.S. fueron muy elevados. 

 

III.1.2.4- Actividad de carboxilesterasas con p-nitrofenil acetato 

La actividad de CEs detterminadas con p-NFA no mostró diferencias 

estadísticamente significativas entre el grupo tratado y el control. A los 14 días de 

tratamiento se observó una actividad del 78 % pero no se observaron diferencias 

respecto al control ya que los D.S. fueron muy grandes. 

 

III.1.2.5- Actividad de carboxilesterasas con p-nitrofenil butirato 

A los 2 días de exposición la disminución de la actividad fue del 26 % sin 

embargo no resultó tener diferencias estadísticamente significativas respecto al 

grupo control. Al séptimo día de exposición las CEs determinadas con p-NFB fueron 

inhibidas en un 59 %, condición que se mantuvo hasta el día 14 cuando se observó 
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un 62 % de inhibición. La Figura 19 muestra la actividad específica de las CEs con p-

NFB y su respectivo control, a los días 7 (Fig. 19a) y 14 (Fig. 19b) de exposición de 

los organismos al pesticida. En ambos días presentaron diferencias significativas 

entre el control y el tratado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Actividad específica de carboxilesterasas [media ± d.e.], utilizando como sustrato p-

nitrofenil butirato (CEs p-NFB), expresada en ȉmoles min-1 mg de proteínas-1 , luego de 7 (a) y 14 (b) 

días de exposición de Chilina gibbosa a 0,063 nM de carbaril. La estadística se realizó con Prueba de t 

(7 días) y Mann Whitney (14 días). Letras diferentes representan diferencias significativas (p<0,05) 

entre el grupo tratado y control de cada día. No fue posible realizar un ANOVA de dos factores por 

incumplimiento de los supuestos. 

 

III.1.2.6- Resumen de los efectos de carbaril sobre las enzimas ȁ-

esterasas 

La tabla 5 muestra un resumen de las actividades específicas de los grupos 

tratados con carbaril y sus respectivos controles, para ambas enzima estudiadas en 

los tres períodos de tiempo (48 hs, 7 y 14 días) analizados durante el tratamiento. 

Para CEs se muestran los resultados para ambos sustratos empleados (p-NFA y p-

NFB).   

 

BIOENSAYO CON CARBARIL 

(a) (b) 
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Tabla 5. Actividad enzimática. Actividad específica de colinesterasas (ChEs) y carboxilesterasas con 

p-nitrofenil butirato (CEs p-NFB) y p-nitrofenil acetato (CEs p-NFA), expresada en ȉmoles min-1 mg de 

proteínas-1 , a 7 y 14 días de exposición de los organismos a carbaril (13 µg L-1) y sus respectivos 

controles, representada como la media ± la desviación estándar. 

  
ChEs CEs p-NFA CEs p-NFB 

48 hs 

Control 0,388 ± 0,119 0,261 ± 0,063 0,779 ± 0,218 

Carbaril 0,294 ± 0,124 0,229 ± 0,064 0,575 ± 0,225 

7 
días 

Control 0,431 ± 0,127 0,386 ± 0,110 0,682 ± 0,128 

Carbaril 0,325 ± 0,145 0,370 ± 0,091 0,279 ± 0,128 

14 
días 

Control 0,438 ± 0,195 0,762 ± 0,228 1,213 ± 0,381 

Carbaril 0,287 ± 0,138 0,592 ± 0,214 0,491 ± 0,129 

 

 

III.1.3- Efectos de metilazinfos vs efectos de carbaril 

La Tabla 6 muestra para cada biomarcador los porcentajes obtenidos respecto 

al grupo control. Ninguno de los dos pesticidas produjo mortalidad a lo largo del 

experimento (MAZ ensayo 2 y carbaril). A las 48 horas de exposición al carbamato 

no produjo efectos sobre ninguno de los parámetros estudiados, mientras que 

resultados de Bianco et al. (2013) muestran que la exposición a 0,01 µg L-1 MAZ 

produjo en el 100 % de los individuos la salida anormal de la región céfalo-pedal y 

falta de adherencia e inhibición de ChEs.  

Luego de 7 días de exposición con MAZ fue posible observar una marcada 

disminución de la actividad de ChEs (87%) no así para las CEs. Por otro lado, se 

observaron severos efectos de neurotoxicidad (falta de adherencia y exposición de la 

región céfalo-pedal); por lo contrario ni las ChEs, ni el comportamiento se vieron 

afectados por el carbaril, pero sí las CEs evaluadas con p-NFB que se mostraron 

inhibidas (59%).  
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En el día 14 todos los parámetros observados, a excepción de la mortalidad, 

presentaron efectos significativos ante la exposición a MAZ, sin embargo ante la 

exposición a carbaril el único efecto visible fue la inhibición de CEs con p-NFB. 

Tabla 6. Comparación de efectos de ambos pesticidas. Porcentajes de efecto en organismos 

expuestos a metilazinfos y a carbaril durante 48 horas y durante 7 y 14 días. Los porcentajes son 

respecto al control. Los datos de metilazinfos para 48 horas de exposición fueron obtenidos de Bianco 

et al. (2013), los asteriscos (*) indican la concentración utilizada de  metilazinfos: *0,02 µgL-1, ** 0,1 

µgL-1, *** 0,01 µgL-1 por Bianco et al. (2013). Los demás resultados corresponden a esta tesis.  

   
MAZ CARBARIL 

Día Biomarcador Efecto Porcentaje p Porcentaje p 

48 hs 

ChEs Inhibición 50%* p < 0,05 24% p > 0,05 

CEs p-NFA Inhibición -2%** p > 0,05 12% p > 0,05 

CEs p-NFB Inhibición -1%** p > 0,05 26% p > 0,05 

Adherencia Ausente 100%*** p < 0,05 5% p > 0,05 

Región Céfalo-pedal Expuesta 100%*** p < 0,05 12% p > 0,05 

Mortalidad Muertos 0%*** p > 0,05 0% p > 0,05 

7 

ChEs Inhibición 87%  p < 0,05 25% p > 0,05 

CEs p-NFA Inhibición -7% p > 0,05 4% p > 0,05 

CEs p-NFB Inhibición -6% p > 0,05 59% p < 0,05 

Adherencia Ausente 90% p < 0,05 0% p > 0,05 

Región Céfalo-pedal Expuesta 100% p < 0,05 0% p > 0,05 

Mortalidad Muertos 0% p > 0,05 0% p > 0,05 

14 

ChEs Inhibición 89% p < 0,05 35% p > 0,05 

CEs p-NFA Inhibición 40% p < 0,05 22% p > 0,05 

CEs p-NFB Inhibición 30% p < 0,05 62% p < 0,05 

Adherencia Ausente 100% p < 0,05 0% p > 0,05 

Región Céfalo-pedal Expuesta 97% p < 0,05 0% p > 0,05 

Mortalidad Muertos 3% p > 0,05 0% p > 0,05 

 



60 

En organismos de C. gibbosa expuestos a MAZ la alta inhibición de ChEs y la 

menor inhibción de CEs se relacionan con la neurotoxicidad observada. Las CEs no 

estarían ejerciendo su efecto protector. Por el contrario, a pesar de tener el mismo 

mecanismo de acción ante la exposición al carbaril las CEs resultaron más sensibles 

que las ChEs y la falta de inhibición de ChEs se relaciona con falta de neurotoxicidad 

visible. 

 

III.2- Experimento de mantenimiento y reproducción de los 

organismos 

 

Anteriormente en el laboratorio se había trabajado con C. gibbosa únicamente 

en ensayos agudos (48 hs), éstos individuos llegaban al laboratorio y se aclimataban 

durante 20 días previo a los ensayos, luego eran utilizados en su totalidad, por lo 

que no era necesario mantenerlos por períodos más prolongados. Los bioensayos 

sub-crónicos que pretendíamos realizar (21 días) obligaron al ajuste de las 

condiciones favorables para prolongar los períodos de mantenimiento. Se ajustaron 

las prácticas, logrando la supervivencia de los organismos en cautiverio por un 

período superior a los 16 meses; e inesperadamente esto llevó a una primera 

experiencia de reproducción en cautiverio de la especie.  Habiendo logrado la 

reproducción en cautiverio, se decidió realizar un ensayo de reproducción para 

recabar información que permitiera aumentar el conocimiento sobre la especie y el 

cultivo en laboratorio de la misma.  

 

III.2.1- Ajuste de las prácticas de mantenimiento 

Al hablar de mantenimiento nos referimos a los cuidados que permitieron 

mantener con vida a una población de más de 100 individuos en cautiverio por un 

período superior a 3 meses. Algunos individuos fueron utilizados para bioensayos, 
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sin embargo otros continúan a la fecha con vida y reproduciéndose, lo que 

representa un período superior a los 16 meses.  

El espacio y el tiempo que se dedica al mantenimiento, pueden ser una 

limitante cuando se quiere tener un gran número de éstos organismos en cautiverio. 

Los  bioensayos que realizamos regularmente en nuestro laboratorio requieren un 

gran número de individuos para producir datos estadísticamente procesables, en 

este sentido la cantidad de tanques y la cantidad de individuos que se puede tener 

en cada tanque es importante para la optimización del tiempo dedicado al 

mantenimiento así como del espacio que ocupan.  

Fue posible mantener una densidad máxima de 12 individuos L-1 durante 4 

meses, pasado este período se destinó algunos ejemplares para ensayos. Mientras 

mayor sea la densidad poblacional, mayor será el esfuerzo necesario para el 

mantenimiento, ya que la limpieza y los cambios de agua se deberán realizar con 

mayor frecuencia para evitar la acumulación de residuos orgánicos que pueden 

resultar letales debido a los productos de su descomposición. 

La frecuencia de alimentación, renovación de agua y limpieza fue 

determinante para lograr la supervivencia a largo plazo de los organismos. Para los 

tanques con mayor densidad (12 individuos L-1) se renovó el agua completamente 

cada 15 días, y se acompañó con una limpieza completa de los filtros. Cada 3 días se 

realizó una limpieza del fondo para retirar los desechos y renovar el 50 % del agua.  

Para los tanques con menor densidad (4 individuos L-1) se observó que renovar el 

agua completamente una vez por mes y realizar la limpieza del fondo 1 vez por 

semana fue suficiente. La frecuencia de alimentación fue de cada 3 o 4 días 

independiente de la densidad.  

 

III.2.2- Estudio de algunos parámetros de reproducción 

 

Se observó que las puestas de C. gibbosa son masas gelatinosas alargadas en 

cuyo interior se encuentran los huevos con forma ovalada. Las puestas se pueden 



62 

manipular sin que se rompan o pierdan su forma. Son resistentes a distintas 

acciones mecánicas, como por ejemplo, se pueden sostener con una pinza o las 

manos sin dañarlas, sin embargo si se aplica un poco de presión es posible partirlas. 

En la Figura 20 se observa una puesta dentro del agua, adherida de uno de sus 

extremos a la pared del tanque. Se distinguen claramente los huevos como puntitos 

blancos dentro de la masa gelatinosa. 

 

Figura 20. Puesta de Chilina gibbosa, dentro del tanque con ejemplares adultos. 
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Fue posible observar en los tanques los distintos sustratos elegidos por esta 

especie para depositar las puestas: piedras, paredes de los tanques y sobre la 

concha de otros individuos, como se puede observar en la Figura 21. Si bien muchas 

puestas estaban adheridas a estos sustratos, también se observaron puestas libres 

flotando en el agua.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Puestas de Chilina gibbosa  en diferentes sustratos. (a) Puesta sobre un ejemplar adulto 

de la misma especie; (b) puestas sobre una piedra; y (c) puesta adherida por un extremo a la pared 

del tanque.  

 

III.2.2.1- Bioensayo de reproducción 

A lo largo del tiempo se observó un incremento en la actividad reproductiva, 

posiblemente dada por las condiciones favorables de mantenimiento que se estaban 

logrando en el laboratorio, por lo que decidimos realizar un ensayo de reproducción. 

Inicialmente se pensó realizar el bioensayo en la cámara fría con temperaturas 

semejantes a las utilizadas para los estudios con MAZ y carbaril, sin embargo, 

notamos una diferencia en el tiempo de eclosión entre las puestas de los tanques 
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que estaban en la cámara fría (12 ± 2°C) y las  puestas depositadas en un tanque 

en un cuarto a temperatura ambiente (25 ± 3°C).  Las puestas a temperatura 

ambiente eclosionaban más rápidamente. En el año 2017 los tanques destinados a 

reproducción se mantuvieron en un cuarto con una temperatura estable a (24 ± 

2°C), logrando la supervivencia de los juveniles eclosionados en el laboratorio.   

 

En la Figura 22, se muestra el bioensayo de reproducción, se utilizaron 12 

frascos con 1 L de agua y 2 individuos en cada uno. El bioensayo tuvo una duración 

de 5 semanas y se realizó en condiciones estandarizadas de luz, con un fotoperíodo 

artificial de 12:12 (luz:oscuridad), con aireación, alimento y recambio del agua día 

por medio. El agua utilizada fue agua declorada pasivamente. 

 

 

Figura 22. Bioensayo de reproducción de Chilina gibbosa. 

 

Durante el bioensayo de reproducción se registró la temperatura al inicio, el 

día en el que se depositaba cada puesta y durante la limpieza de los tanques que se 

realizó día de por medio, las mismas oscilaron en un promedio de 25 ± 3 °C, en ese 

momento no se contaba con condiciones de temperatura controlada. 

Durante el bioensayo se observó diariamente si habían depositado puestas y 

en cada puesta se registró el tamaño y la forma, la cantidad de huevos por puesta y 

de ser posible los tiempos de eclosión por observación bajo la lupa binocular. Esto 

último no fue posible en todos los casos dado que un elevado número de las puestas 
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IV.- DISCUSIÓN 

 

La agricultura es sin duda la actividad humana que utiliza los mayores 

volúmenes de agua dulce para su desarrollo (Ongley, 1996). En Argentina en el año 

2000 el 75% de las aguas superficiales de uso eran destinadas a la agricultura. El 

uso de productos químicos en las actividades agrícolas ha supuesto un beneficio 

sustancial en la producción agraria, incrementándose el rendimiento de las cosechas 

a la vez que se ha elevado la calidad de los alimentos. No obstante, frente al 

beneficio que supone la destrucción sistemática de plagas que afectan a la salud de 

las plantas, animales y a la salud humana se debe tener presente la interacción de 

los distintos principios activos con las especies animales, vegetales  y con el propio 

hombre (Olea et al., 1996).  

Los insecticidas OPs y carbamatos han sido y son utilizados en nuestro país 

para la producción de frutas, hortalizas y para la producción agrícola. Tienen una 

alta toxicidad aguda produciendo severos efectos tóxicos en los seres humanos y en 

distintos organismos debido a que su blanco de acción primario (acetilcolinesterasa) 

se encuentra ampliamente distribuida en los organismos cumpliendo en todos ellos 

funciones vitales.  

Los efectos crónicos de pesticidas sobre organismos acuáticos fueron mucho 

menos estudiados que los efectos agudos. Los efectos de bajas concentraciones de 

pesticidas por períodos prolongados pueden causar mortalidad, neurotoxicidad, 

cambios de comportamiento, inmunotoxicidad, alterar la reproducción, teratogénesis 

y genotoxicidad. Estos efectos pueden conducir a la declinación de organismos de 

una especie. Los gasterópodos representan el 20 % de las extinciones reportadas de 

moluscos (Strong et al., 2008) siendo Chilinidae una familia considerada vulnerable 

(Valdovinos, 2006).  

        Este trabajo de tesis es el primer reporte sobre las condiciones óptimas de 

cultivo para C. gibbosa, de los efectos sub-crónicos de MAZ y de efectos agudos y 

sub-crónicos del carbaril. Por otro lado, es un pequeño aporte al conocimiento sobre 
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V.- CONCLUSIONES 

 

V Los resultados de esta tesis permitieron determinar que, para la especie C. 

gibbosa, las condiciones para realizar estudios de exposición sub-crónica a 

pesticidas son distintas a las de estudios de exposiciones agudas. En 

particular las exposiciones sub-crónicas requieren aireación y alimentación, 

que no son imprescindibles en exposiciones de 48 hs.   

V En ensayos sub-crónicos sin aireación ni alimento en esta especie se 

suman los efectos por exposición al pesticida con el estrés por falta de 

aireación y alimentación. 

V C. gibbosa puede estar expuesta durante varios días (14) a 

concentraciones de MAZ que producen severos signos de neurotoxicidad, 

sin que ello produzca mortalidad.  

V Una exposición sub-crónica a MAZ produce un aumento de la inhibición de 

ChEs respecto de la inhibición que se produce luego de 48 horas de 

exposición. La actividad de CEs requiere de una exposición superior a 7 

días para presentar efectos por el pesticida.  

V La exposición de C. gibbosa a concentraciones ambientales del insecticida 

carbamato carbaril durante 48 hs no produce signos neurotóxicos visibles 

ni mortalidad. Esto no cambia si la exposición se prolonga en el tiempo 

hasta 14 días.  

V La exposición de C. gibbosa a concentraciones ambientales del carbamato 

carbaril durante 48 horas no produce inhibición sobre las ChEs o CEs.  

V Las CEs de C. gibbosa se inhiben luego de 7 días de exposición a 

concentraciones ambientales del carbamato carbaril, mientras que las ChEs 

no se inhiben aún luego de 14 días de exposición.  
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