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Biomonitoreo del impacto de plaguicidas usados en cultivos
extensivossobre anuros adultos de la regid pampeana

RESUMEN

Los efectos directos e indirectos e exposicidn a plaguicidas usados en
cultivos extensivos fueron evaluados en tres especies de anuros ddeptosigctylus
latrans, Leptodactylus latinasusy Boana pulchella de la regibn pampeana de
Argentina. Los efectos indirectos fueron determinados caracteritarmtigponibilidad
y el consumo de alimentos, mientras que la determinacion de biomarcadores, condicién
corporal e indices somaticos sirvid para evaluar efectos directos. Los parametros
analizadogueron comparados entre sitios con alta intensificaciorc@gry un sitio de
referencia localizado en un argaograficaprotegida; antes y después de la aplicacion
de plaguicidas; y entre individuos con y sin presencia de plaguicidagsedrganas
Los resultados mostraron que mdgl 40% deos ejemplares afiaados presentaron
residuos de plaguicidas en sugjanos.La presencia de plaguicidas losérganosde
los anfibios adultosse corelacion6 con un menor consumo de alimento, menor
condicidon corporal y alteraciones en biomarcadores en dos de las pexsess
evaluadas. Este estudio demuestra que los aadidBsestan expuestos y acumulan
plaguicidas en sudrganosgenerando efectos negativos directos e indirectos que podria

afectara saludde las especies expuestas en particular, y la de la bigeneral

Palabras Claves: anurodudtos agroecosistemas, plaguicidageetosdirectos, &ctos

indirectos



Biomonitoring the impacts of pesticides used in extensive

crops on adult anurans of the PampaRegion

ABSTRACT

Direct and indireceffects of pesticides used in extensive crops were evaluated
in three adult anuran speciégptodactylus latrans, Leptodactylus latinasuslBoana
pulchellg from the Pampean region of Argentina. Indirect effects were evaluated based
on food availabilityand consumption, whereas biomarkers, body condition and somatic
indices were determined to evaluate direct effects. Determined parameters were
compared within an agricultural intensification gradient and with a reference site
located in a protected ardaefore and after the application of pesticides; and between
individuals with and without the presence of pesticides in their tissues. More than 40%
of the frogs evaluated presented pesticide residues in their tissues. Pesticide presence in
frogs was relat to lower food consumption, lower body condition and biomarkers
alterations in two of the three evaluated species. This study shows that anurans living in
are exposed and accumulate pesticides in their tissues leading to direct and indirect

negative effets that may impair their health.

Keywords: adult anurans, agroecosystems, pesticides, direct effects, indirect effects
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1. INTRODUCCION GENERAL



Pérdida de biodiversidad y declinacion de los anfibios

En la actualidada pérdida de biodiversidad se encuentra aproximadamente mil
veces porencima del nivel base estimado a partir de los registros fosiles (Barnosky et
al., 2011 Williams et al., 2015) Segun la lista roja de especiesnenazadas
confeccionada por laJnion Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(UICN), los anfibios representan el grupo de vertebrados mas amenazadesl
mundialcon 32% de las especies en peligro de extincion y 43% en situacion de declive
(Stuart et al., 2004)Asimismo, se establecid que la tasa actual de extincién de los
anfibios es 200 veces mas alta que la tasa historica (Roelants et al., 2007). Un estudio
reciente realizado en Norte América encontr6 que las poblaciones de anfibios
disminuyen en promedio casi un 4% anual, lo cual significa que en 19 afios las
poblaciones de esa region del planeta se habran reducido en (G &0feet al., 2016)
Respecto a las posibles causas de la desaparicion de los anfibios, se han encontrado
evidencias sobre la interaccion de algunos factores tales como la pérdida o modificacion
del héabitat, asociados con adr componentes como las enfermedades, el cambio
climatico y la contaminacién ambiental (Blaustedn Kiesecker, 2002; Collins&
Storfer, 2003; Stuart et al., 2004; Sodhi, 2008; Hayes et al., 284i@ismo, Grant et
al., (2016) identificaron cuatro caugasncipalesque se relacionan cda declinaion
de las poblacionege anfibios, siendo las amenazas mas frecuentes la pérdida de habitat
y la sequiay las mas peligrosas, las enfermedades y la contaminacion por plaguicidas;
dos factores que varian locaime y llevan a declinacionegoblacionales a nivel
regionaly la consecuente pérdida de diversidad bioldgica

Estudios basados en experimentos de laboratorio y mesagaswsiraron que
la contaminacién por plaguicidas puede afectar los estadios emlwo®iyatarvales
(Mann et al., 2009Piha, 2006) Porejemplo, a través de la disrupcién endocrina en el
caso atrazina (Hayes et al., 2088pdeur et al., 2013) el incremento de la mortalidad
de juveniles en ambientes conteniendo glifosato (Relyea, 2005). Ademas, se evidencio a
través de estudios de campo realizados principalmente en los Estados Unidos y Canada,
gue los plaguicidas pueden alterar varios aspattda fisiologia y del comportamiento
de los anfibios adultos. Las principales alteraciones encontradas incluyen:
anamalidades gonadales (Hayes et al., 2003; McDaniel et al., 2008; McCoy et al.,
2008, Papoulias et al., 2013), supresion del sistema wldgioo y disminucion de la
resistencia a parasitos y patdogenos (Rohr et al.,, 2008; Marcogliese et al., 2009,)

alteracion del metabolismo de los retinoides (Berubé et al., 2005; Boily et al., 2009),
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alteracion de la eleccion del sitio de oviposicion (Vang$Buck, 2007) y por altimo,
reduccion de la edad media de la poblacion y disminucion del peso y tamafio de los
adultos (Berubé et al., 2005; Spear et al., 20R8jticularmente parArgentina, se ha
encontradoque ciertos plaguicidas tales corfes carbanatos y los organofosforados
pueden inducir una disminucion da actividad enzimatica en & colinesterasa
(Lajmanovich et al.,, 20Q4Lajmanovich et al., 205y mas recientementse ha
reportado ladisminucion de la condicién corporal y alteracionesireaticas (Brodeur
et al., 2011

A pesar del uso extenso de los agroquimicos en la agricultura moderna y de su
posible rol en el declive das poblaciones deanfibios, se conoce relativamente poco
respecto a la toxicidad y el efecto de [@aguicidassobre este grupo de animales.
Efectivamente, la cantidad de estudios de toxicidad realizados en anfibios a nivel
internacional ha sido histéricamente inferior a los realizados en otros organismos
acuaticos (Mann et al., 2009). Asimismo, tanto en Argentoraocen el resto del
mundo, la mayoria de la informacion disponible respecto al impacto de los
agroquimicos sobrkas poblaciones danfibios se origina principalmente a través de
bioensayos de toxicidadanto agudos como cronicog, especialmenteempleand
estadios larvales (Hayes et al., 2010). Sin embargo, no se logrard comprender el impacto
de losplaguicidassobre las poblaciones de anfibios hasta que no se conozca su efecto
en los estadios adultos responsables de la reproduccionlg oheorporaciénde
juveniles a la poblacién (Hayes et al.,, 2010). Considerando la importancia de la
agricultura en la economia argentina, las amplias extensiones rurales y sabiendo que el
principal periodo de aplicacién de plaguicidas en la regidn pampeana generalmente
coincide con el periodo reproductivo de los anfibios (Lorenzatti et al., 2004, Peltzer et
al., 2007), resulta claro que el andlisis de la situacidén de las especies locales de anfibios

es fundamental para cualquier estrategia de preservacion de la biddidkisiogica

Intensificacidén agricola y evolucion del area sembrada en la region pampeana

En el dltimo siglo, la expansion e intensificacién de la agricultura han sido el
motor principal del desmontede grandes extensiones de bosques y arbustadss
tierras para uso agricola se han convertido en uno de los biomas mas importantes en
términos de su extension, ocupando mas del 40% de la superficie t€Fektyeet al.,
2005) Con el inicio de IRevolucidnVerde las practicas agricolas se volviercada

vez masdependientes de las tecnologias moder@Gamo ejemplo podemos mencionar
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qgueel control de los cultivose viene realizando mediante la introduccion de diversas
modificaciones genéticaal igual queel uso defertilizantestanto organicos como
inorganicos. Por otra parte, el control ddagasasociadas a los mismd@malezas,
insectos y patégeno®mpleadiferentes tipos delaguicidasquimicosy biolégicos
(Tilman, 1999; Bindraban et al., 2009 stas practicas generalmente asociadas a una
simplificacion y perturbacion de los ambientes agricolas conlleve aantaminacion
ambiental a través, por ejemplo, de la eutrofizacion o contaminacion por plaguicidas de
los sistemas acuaticos o la emision de gases de efecto inver(@dgpenter et al.,
1998;Foley et al., 2005Tilman et al., 2002)

En la Republica Argentina, el area sembrada se duplicé de 14 a 33 millones de
hectareas en los iittos 40 afios, mientras que la produccion de trigo, maiz, girasol, soja
y sorgo aumento sustancialmente de 21 a 115 millones de toneladas (SIIA,E2017).
cambio de la actividad agricola vivido por la Argentina nodlusismopara todos los
cultivos, sinoque se concentré en faoductividad de lssoja, ya que fue el primer
cultivo genéticamente modificado (GM) tolerante al glifosatmducidoen Argentina.

Se aprobd&su usoen 1996 y desde ese momento el area sembrada con cultivos GM ha
crecido en formaastenida. Segun un informe del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA), a fines des 90, la siembra de soja alcanzaba los 9 millones de
hectareas, con una produccion de22@illones de toneladas. Al 2012 el area sembrada

se habia duplicadyg la produccién alcanzaba los,39millones de toneladas (INTA

2015. Este aumento en la produccién de granos de soja se desiio rsouna mayor

area sembrada sino, también, a mas altos rendimientos por hectarea, logrados mediante
el uso deplaguicidasy fertilizantes (Satorre, 2005; INTA 2015Hoy en dia, la
Argentina, es el tercer productor mundial de este tipo de cultivo, después de Estados

Unidos y Brasiiwww.argenbio.orgINTA 2015).

La actividad agricola efla provincia de Buenos Aires al igual que el resto del
pais viene experimentando un crecimiento importante. La introduccion de tecnologia de
punta, junto con un contexto internacional favorable marcado por un fuerte aumento de
los precios (especialmentee da soja), favorecieron la expansion de la actividad
agropecuaria que generdé un aumento del area sembrada de 41,3% entre 2003 y 2012.
Concretamente, la superficie destinada al sector agricola en la proden®@aenos
Aires paso de 9,1 millones de hect@sale superficie sembraddurante la campana
2003/04 a 12,9 millones durante el ciclo 2012/13. EI 80% de la superficie cultivada se

destina a la implantacién de cuatro cultivos: trigo, maiz, soja y girskoisterio de
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Economia, 2013 No obstante, y tatomo sucede a nivel nacional, la estructura agraria

se encuentra cada vez mas concentrada en torno a la actividadrgjeta Si bien se

trata de un fendmeno de larga data, tendié a intensificarse durante la Ultima década
(Ministerio de Economia, 2@). Concretamente, la superficie destinada a este cultivo
paso de 3,2 millones de hectareas en 2003 a 6,7 millones en 2012, lo que equivale a un
crecimiento de 110%. El area destinada a la soja, representa mas del 50% de la
superficie cultivable de la prowia. El avance decultivo de soja tuvo como
contrapartida la reduccion del area destinada a otros cultivos histéricamente mas
tradicionales como el trigo y el girasol. Asi, y pese a la expansion de la frontera agricola
provincial, la superficie sembradaon trigo se contrajo 60,7% entre 2003 y 2012
mientras que la de girasol registré uhisminuciondel 28,6%. Actualmente, el trigo y

el girasol concentran el 9,6% y el 5,4% de la superficie cultivable de la prodmcia

Buenos AiresrespectivamenteVini sterio de Economia, 2013

Evolucion de la superficie sembrada (hectéreas)

Campaiia 2003/04 Campaiia 2012/13
‘ B Tigo
B Trigo B Soja 1.245.804
3.165.997 6.734.155
734 9,6%
34,6% 52,1%
Resto B Resto
1.018.718 2.654.636
11,1% 20,5%
B Soja ® Girasol ¥ Girasol
3.205.523 970.143 692.881
35,0% 10,6% A%
B Maiz B Maiz

795.530 1.606.583
8,7% 12,4%

Figura 1. Superficie cultivada en la provincia de Buenos Aires. Fuente: Panorama
productivo de la provincia de Bnos Ares, Ministerio de Economia, 2013

Plaguicidas utilizados en cultivos extars de la region pampeanagyidencias de
contaminacion ambiental

Segun laCamarade Sanidad Agropecuaria y Fertilizanf€ASAFE), en 2012
se utilizaron 186 millones de kg de plaguicidas en Argentiralos cualesl 75%
fueronherbicidas, cuyo principio activo mas usddeel glifosato (CASAFE, 2012El
glifosato es un herbicida ampliamente utilizado en el mundo en la produccion de
cultivos de soja, maiz y algodén que han sido genéticammattdicados(GM) para ser
tolerantes a este herbicida (Bonny, 2008). dxdensa siembra deultivos GM ha

producido un amplio incremento del uso de glifosato en la Argentin26 de252
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millones dekilogramoslitros entre198 y 2011 CASAFE, 2012. Durante lacampafa
2010/2011 junto al uso incremental de glifosateg incrementaron el uso de otros
herbicidascomo metsulfuron, 24 D, acetoclor, atrazina, y clorimuron (RETAA, 2013).
Asimismo, los fungicidas carbendazim y tebuconazfleron losmas utilizados en la
zona nucleo papeanaCon respecto a los insecticidas, se usaron principalmente
clorpirifos y cipermetrina, ademas de otros insecticidas piretroides y reguladores de
crecimiento como el metoxifenocid@ETAA, 2013. Mientrasquees muy discutido el

uso intensivo de glif@edo en cultivos GM, es menos mencionado que estos cultivos
reciben, ademas aplicaciones de insecticidas, fungicidas y otros herbicidas distintos al
glifosato.Por otra parte, es bien conocido @ses agroquimicos pueden ser aplicados
individual o mas codmmentede manera combinadan forma de mezclague pueden

ser binariaso temarias (Rennella& Quirés, 2000; Perez Leiva y Anastasio, 2003;
Bindraban et al., 2009). EnTaabla 1, semuestrarios productos mas utilizaddsirante

la campafia201011 a nivel pais para los cuatro cultivos principales.

Tabla 1. Plaguicidas mas utilizados a nivel pais para los principales
cultivos. FuenteRETAA 201011

HERBICIDAS Soja Trigo Maiz | Girasol
Glifosato (48%) X X X X
Glifosato concentrado (>62% X X X X
2,4-D X X X X
Dicamba X X X X
Metsulfuron X X
Clorimuron X

Imazetapir X

Acetoclor X X
Atrazina X
Flurocloridona X
HerbicidaOrganoclorados X X
INSECTICIDAS

Cipermetrina X X X X
Clorpirifos X X X X
Piretroides X X X X
Reguladores del crecimientg X X X
Imidacloprid X

FUNGICIDAS
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Tabla 1. Continuacion

Carbendazim X X X
Tebuconazole X
Strobilurinas+Triazoles X X X X

Es ampliamente conocido que Igdaguicidas pueden constituir una fuente de
contaminaciongrave en las zonas donde se emplean durante tiempos mas o menos
prolongadosNo son estaticos, por lo que su movilidad puede darse datntavés del
aire como de] suelo y aguaEl escurrimientosuperficial, el drenaje hacia las aguas
subterraneas y la deriva duraeteproceso depulverizacion son las principalegasde
contaminacion difusa por las cuales los agroquimicos llegass auerpos de agsa
naturales o artificialed.os agroquimicogue alcanzan los suelos pueden ser escurridos
hacia los cuerpos de agua superficial luego de irrigaciones o lluvias (Schéfer et al.,
2011) o permanecezn el lugarpor mucho mas tiempo (Castro Jimenez, 2002). El
resultado del transporte y de la distribucde losplaguicidases la presencia de niveles
detectables de agroquimicos en las aguas superficiales que, al encontrarse disponibles,
pueden interactuar con los componentes bidticos y abibticos del ecosistema (Suarez et
al., 2013). En Argentinaen distintos sitios de la regidbn pampeana, se detectd la
presencia de residuos de plaguicidas en aguas superficiales y subtaatagealsque
en sedimentos, suelosenagua de lluviaReruzzoet al., 2008, Aparicio et al., 2013;
Bonansea et al., 2013; De Geirao et al., 2014; Lupi et al., 201&aprile et al., 2016;

Hunt et al., 2016; Ronco et al.,, 2016; Etchegoyen et al., 2017; Pérez et al., 2017;
Primost et al., 2017; Castro Berman et al., 2018, Alonso et 48; Milesi Delaye et
al., 2018).

Impactos dela contaminacion sobre los organismos no blanco: efectos directos vs
efectos indirectos

Es dificil predecir el impacto que los agroquimicos pueden tener sobre la
biodiversidad simplemente midiendo las concentraciones del producto en el ambiente o
por mediode ensayos de exposicion realizados con una especie en el laboratorio. Varios
factores ambientales influyen en la biodisponibilidad de los plaguicidas y asinregu
capacidad de producir algun efeciocivo sobre los organismos fidanco. Entre estos
factores pueden mencionarkses fluctuaciones en la temperatura, las interacciones con
otras moléculas quimicas en el ambiente, el tipo de suelo y sedimento, las

precipitaciones, el pH y la salinidad, entre otros. Aun mas complejo m®Eema
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cuando exsten mezclas de contaminantes en el ambiente (De March, 1987; Letcher et
al., 2010).

Dado el caréacter integrado de los procesos de acumulacion de reservas
energeéticas, crecimiento y reproduccion existen varias maneras a través de las cuales
estos pueden sealterados por la presencia de contaminantes, estas sean directas
(alteracionde procesos bioquimicos y/o fisiolégicos) o indirectas (disponibilidad de
alimento o habitat). En todos los organismos, la energia asimilada a través de la
alimentacion es utiiada con dos finalidadesgel mantenimiento y la produccion
(Congdon et al., 1982; McNab, 2002). EI mantenimiento representa los gastos
energéticos esenciales para la vida e incluyen: energia minima para el funcionamiento
del organismo, forrajeo y desplazamientos obligatorios ygénerecesaria para la
digestidon, absorcion y transformacién de los alimentos. Por su parigo delos
gastos energéticos de produccEmincluye la formacion de tejidos, ya sea para el
crecimiento, la acumulacién de reservas energéticas o paradduegivn (Congdon et
al, 1982).Ante un factor de estrés ambientalcetcimiento y la reproduccion pueden
ser detenidos temporalmente sin poner en riesgupavivenciade la especie. Los
organismos normalmente dan prioridad a los gastos de mantettiraie momentos de
recursos energéticos limitados (McNab, 2002). Tales redistribuciones de los recursos
energéticos desde las funciones de produccion (crecimiento y reproduccion) hacia el
mantenimientode las funciones basicdsan sido descriptas ediferentes tipos de
organismoe x puest os a contaminantes ambiental es
de |l a exposici-n a contaminanteso (Brodeut
elevacion del metabolismibasalobservado en estos casos se debe generalraelat
activacion de procesos fisioldgicos asociados a la excrecion de los xenobiéticos y la
reparacion dedafio generad(Koehn& Bayne, 1989).

Los plaguicidas, al igual que cualquier otro contaminante ambiental pueden
tener efectos tanto directos comdinectos sobre los organismos no blaricus efectos
indirectos consisten en restricciones que sufre un organismo en relacion al impacto que
genera el contaminante sobre su entorno, por ejemplo una reduccion en la
disponibilidad dealimento odel habitat.En contraposicion, los efectos directos de los
contaminantessobre los organismoson aquellos que la sustancia quimica ejerce

directamente sobre los procesos fisiologicos o bioquimkigs2).
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EFECTOS INDIRECTOS EFECTOS DIRECTOS
Alteracion del habitat
Escasez de alimento

3/ N

Menor condicién corvoral — Aumento de la mortalidad
s =3 Menor éxito reproductivo

Toxicidad aguda-cronica

-

Figura 2. Efectos de los plaguicidas sobre los anurcanebientes agricolas

Algunas sustancias ejercen un efecto indirecto a través de su impacto en la
cadena trofica (OrtiSantaliestra y EgeSerrano, 2013) (Fig. 3). Por ejemplo, la
aplicacion de herbicidas produce alteraciones severas en el habitat al eliminar la
vegetacion natral, que termina por modificar completamente las condiciones del
ecosistema (Sotherton 1982). Se eliminan plagt@sse utilizan comdabitat ocomo
fuente dealimento para los insectos, los cualesu vezson alimento para los anfibios
(Moreby 1997) De un modo similar, los insecticidas también generan efectos indirectos
para los anfibios ya que disminuyen la diversidad de invertebrados. En general, los
efectos indirectos de los plaguicidas, ya sea mediante la alteracion del habitat o la
reduccion dealimento disponible (artropodos terrestres, etc.) son mas importantes a
nivel ecoldgico que la toxicidad directa sobre los individuos (Relyea, 2005). Existen
evidencias de la reduccién de la biodiversidacsigecies denamiferos o aves como
consecuenciale la pérdida de recursos tréficos en medios tratados con plaguicidas
(Sotherton, 1998, Wilson et al., 1999

| HERBICIDAS | 3 l Habltat_y ahme%lto para los
mvertebrados

l Alimento animal para los
anuros

| INSECTICIDAS | 3 M.ueﬁe directa de
invertebrados

Figura 3. Efectos indirectos de los plaguicidas sobre los anfibios
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Por su parte, los efectos directos de los plaguicidas son el resultado de su accién
directa sobre la bioquimica ka fisiologia del organismo. Los efectos observados
dependeran principalmente de la concentraciébn de los plaguicidas en el ambiente
(relacion dosisrespuesta)del tiempo de exposicionde la biomagnificacion,de la
densidad poblacional ge la propia historia de la comunidagie en ultima instancia,
influyen en la presenciagnla magnitud de los efectos adversdservadogSchéfer,

2011). Si bien la mortalidad es el efecto directo mas extremo observado, los
agroquimicos pueden tener una variedad de efectos subletales en los distintos tejidos,
organos o sistemas del organismo. Estos efectos a nivel dergautismo pueden
derivar en efectos aivel de individuo como alteraciones en la morfologia, el
crecimiento, la reproduccién, el comportamiento y la susceptibilidad a infecciones
(Safe, 2004). Si el efecto es aun mas severo, se propagara a toda la poblacion generando
cambios en la estructureolpiacional o en las tasas de crecimiento y mortalidad.
Finalmente, si el contaminante persiste generando dafios mayores, una poblacion
particular pueden extinguirse liberando nicleoslégicosque podranser ocupados por

otras especies, por lo que se obaetm modificacionesignificativasen la estructura de

la comunidad y del ecosistema (Schéfer, 2011).

Sin embargo, estas complejidades puedepalizarsemediante un monitoreo
biol6gico que consiste emstudiar parametros de las poblaciones naturales de
organismos expuestos a niveles reales de agroquimicos alcanzados en un sitio
determinadoy durante un periodo de tiempo estableqgidma detectar y predecir el

impacto ecotoxicoldgico sobre los mismos (Van der Oost et al., 2003).

Biomonitoreo, bioindicadoreg biomarcadores

El monitoreo biolégico se focaliza en especies bioindicadoras o centinelas. Un
bioindicador o centinela es una especie 0 un conjunto de especies cuya abundancia o
salud reflejan las variaciones en el nivel de contaminacién del medio eseque
desarrollan (Paoletti, 1999; Conti y Cecchetti, 2001). Existen criterios para seleccionar
especis indicadoras tales conmel poseeruna historia de vida bien conocida, utilizar
con preferencia un tipo de ecosistema dentro del paisaje, ser faciimpnialua e
identificable, que sus poblaciones fluctien pocgesenciade estrés antropogenico,
gue sean sensibledas cambios antropogénicos en el ambiente, que sean sensibles a la
mayor cantidad de toxicos que puedan existir en el ambiente y quérgeatantes

para el funcionamiento del ecosistema (Suarez et al., 2013).
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Un componente esencial de los monitgrebiologicos es el uso de
biomarcadores. Un biomarcador es una respuesta biokégigaanaante la exposicion
aun xenobidtico a nivel indivighl que muestra una desviacion desde el estado normal.
Las mediciones bioquimicas, fisiologicas, histolégicas, morfolégicas y de
comportamiento se consideran biomarcadores que pueden ser utlizados en la
evaluacion de la exposicion o de los efectos deoffestestresantes (Sparling et al.,
2010; Roméo & Giambeérini, 2013; Walker, 2014). El concepto de biomarcador se basa
en el hecho que un contaminante debe primero interactuar con las biomoléculas y
ejerceruna respuesta a nivdbioquimico antes de podergoiucir un efectanensurable
a un nivel de organizacion biolégico mayor. La ventaja de la evaluacion bioquimica y
de los pardmetros fisiolégicos enganismos expuestos a los contaminantes es que las
variaciones que se producen pueden ser relacioramaka influencia de factores
estresantes y se utilizan como un alerta temprana de los efectos sobre la poblacion
(Sibley & Hanson, 2011). También se pueden comparar los valores de biomarcadores
de una poblacion de referencia por ejemplo de un sitio controbttas poblaciones
expuestas a posibles contaminantes y asi analizar el estado general de salud de los
organismos (Brodeur.et al., 2009; Linder et al., 2010; Brodeur et al., 2012; Brodeur et
al., 2017). Las alteraciones generadas a nivel molecular y bimguiocurren mas
rapidamente y son mas especificas y sensibles que las alteraciones que se pueden llegar
a observar en niveles de organizacién superior (Hagger et al., 2006; Sarkar et al., 2006).

Los biomarcadores se clasifican en dos grupos: los biontaesade exposicion
y los biomarcadores de efecto. Los biomarcadores de exposicion indican que la
exposicion a urxenobiodticoha ocurrido y que el compuesto esta biodisponible. Puede
ser la identificacidon de un compuesto exdégeno en el organismo o el destéda
interaccion entre el compuesto exdégeno y componentes enddgenos (Vandc¥siel
Brummelen, 1996). Los biomarcadores de efecto son pardmetropugden estar
correlacionados a eventuales deterioros de la sal@rdermedades (Van Gesigl
Van Brummelen, 1996). Los biomarcadores de efecto se relacionan especificamente con
los mecanismos de accion del toxico, por lo que puede relacionarse el grado de cambio
del biomarcador con el de los efectos adversos (Chambers et al., 2002).tdo,lo
este tipo de biomarcadores pueden ofrecer respuestas cuantitativas de identificacion del
peligro, demostrando asi que existe y sus posibles mecanismos de accion (Hagger et al,
2006).
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Son cualidades deseables en un biomarcadanedicion sencilla y a cas$
razonables, la especificidad para un contaminante o clase de contaminante, la existencia
de una interaccion dosisspuesta entre el contaminante y el biomarcador, que sea
aplicable en varias especies, que la deteccion preaetda aparicion de dafios
irreversibles (alerta temprana) y que la respuesta del biomarcador sea lo suficientemente
conocida para que parametros tales como la edad, el sexo y la temperatura puedan ser
tomados en cuenta (Shugart et al, 1992).

Biomarcadores evaluados

En el presente #&bajo de Tesis Doctorade utilizaron comoorganismos
bioindicadores, tres especies de anfibios con diversos habitos denvida cuales se
analizéun conjunto de biomarcadores (efectos directos e indirectos) para evaluar el
impacto negativode los agrogimicos utilizados en cultivos extensivos. Los efectos
indirectos se evaluaron midiend® disponibilidad de alimento yipo de dieta. Los
efectos directos se estudiaron realizando mediciones sobre parametros morfolégicos
como la condicién corporal e iné& corporales, mas la cuantificacionpd@dmetros de
estrés oxidativo como la determinacion dgutation reductasa y la actividad de las
enzimas catalasa, glutati®@transferasa y de las colinesterasas.

La condicion corporal es un método fiable y notadetivo para estimar la
cantidad de reservas energéticas de un animal (Green, 2001; $tdsiktdde et al.,
2005; Scott et al., 2007En las ultimas décadas, dos principales métodos fueron
empleados para estimar la condicion corporal detganismosgenerando un debate
en el cual distintos autores opinaron en favor de un método o delGsren( 2001;
SchulteHostedde et al., 2005; Peig & Green, 2008l primer método consiste en
comparar logesiduosde la regresion entre la masa corporal y elddrgcicecloaca
(LHC) (MacCracken 2002; Lowe et al., 2006). Un individuo con un residuo positivo es
considerado en buen estado, mientras que un individuo con un residuo negativo es
considerado con bajas reservas energéticas (Sdéhodtiedde et al., 2005l segundo
método es eindicede masaescalado(S), el cual estandariza a todos los individuos al
mismo valor de HC, ajustando su masa corporal con la que tendria a este nuevo valor
de L de acuerdo con la tendencia de escala entre MG/(Peig& Green, 2009). En
otras palabras, se estandariza a todos los individuos a la misma fase de crediménto.
alta condicién corporal indica mayores reservas energéticas que pueden asignarse para

mantenimiento, crecimiento o reproduccién. Los animales coyonem reservas de
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energia generalmente presentaran mejor resistencia en ayunas, supervivencia y
produccion reproductiva que los individuos con resemenores(Dobson 1992,
Dobson& Michener 1995, Bachma& Widemo 1999). La condicion corporal es un
paramé&o de relevancia ecoldgica para el éxito reproductivo y la supervivencavelsn

la condicion corporal fue relacionada con un mayor nivel de actividamshtras que en
anfibios € la ha asociado con una mayor supervivencia (Lowe, 2003; Lowe et al., 2006;
Morrison et al., 2007; Scott et al., 2007; Tsvey et al., 2007) y en mamiferagiaon
mayor fecundidadMacDonald et al., 2002). Estrés ambientatomo el cambio
climatico pueden traducirse enaglisminucion de la condicion corporal antes que estos
cambios sean detectados a niveles demograficos (MacCracken, R@0@B)acion entre

el peso de un érgandadoy el tamafio corporal es un pardmetro que se usa para
determinar cambios en la morfologia ontogenética y proporciona informacion
importante sobre ekstado reproductivo y/o nutricional de los individuos en una
poblacién (Satake et al., 2009). La interpretacion de la relacion entre el peso de 6rganos
talescomo el higado, el tejido adiposo y las génadas puede proporcionar informacion
critica sobre la iddmica energética y el estado reproductivo de los anfibios (Huang et
al., 1997, Oliveira& Zieri 2005, Ebert et al. 2011, FranBelussi et al. 2012).

El glutaion en su forma reducida espglncipal antioxidante de las céluladas
protege de los radites libres(los derivados activos del oxigeno). Esa reduccion es
posible gracias a la gluce$aosfato deshidrogenasa, una enzima de la ruta de las
pentosas fosfato. De hecho, una deficieraiasta enzima puede tener efectos similares
a la deficienciade glutation en términos de proteccion contra los radicales libres. El
glutatién existe en estado reducido (GSH) y oxidado (GSSG). En estado reducido, el
grupo tiol de la cisteina es capaz de damaequivalente de reduccién (H+e) a otras
moléculas iestables, tales como las especies reactivas del oxigeno. En la donacién de
un electrén, el glutation mismo llega a ser reactivo, pero reacciona facilmente con otro
glutation reactivo para formar disulfuro de glutation (GSSG).

El glutatibn es un sustrato nt® en reacciones de conjugacion como de
reduccion, catalizadas por enzimas glutatidra8sferasas en el citosol, los microsomas
y las mitocondrias. Sin embargo, también es capaz de participar en la conjugacién no
enzimatica con algunos productos quirsidén las células y tejidos sanos, mas del 90%
del glutation total esta en la forma reducida (GSH) y menos del 10% en forma de
disulfuro (GSSG). Un aumento de la proporcion GSSG/GSH se considera una sefial de

estrés oxidativo.
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La enzima catalasa es un compote principal del sistema de defensa natural
desarrollado por los organismos aerobios para resistir al estrés oxidativo. Radicales
libres tales como 9y OH- son normalmente producidos en la cadena de transporte de
electrones presente eas|mitocondria y responsable de la respiracion aerobica. Los
radicales libres son oxidantes altamente potentes, capaces de reaccionar con lipidos de
las membranas celulares y con aquellos que deberian ser incorporados en el
metabolismo (Hermekima, 2004). Pueden indircalteraciones en la conformacién de
las uniones entre las dos cadenas que conforman la doble hélice del ADN o romper la
union fosfodiester que mantiene la integridad de la célula. Si la accion de los radicales
libres es continua, provoca inactivacion iemica, disminucion de las funciones
metabdlicas y muerte celular (Winst&nDi Giulio, 1991). Los xenobidticos como los
pesticidas y otros contaminantes también pueden generar dafios oxidativos:
indirectamente, interfiriendo con los mecanismos de defensa natural, o directamente
formando alkoxiradicales (R o peroxiradicales (ROQ (Abdollahi et al., 2004;

Ma r t-Blvaeezet al., 2005). La funcion antioxidante de la enzima catalasa consiste
en degradar al peréxido de hidrogeno (un precursor de radicales libres) en agua y
oxigeno, inofensivos para el organismo. El aumento detiaidad enzimatica de la
catalasa es entonces un indice de la induccién de procesos de estrés oxidativo en el
organismo y su determinacion en animales de campo es biomarcador de este proceso
oxidativo (Nwani et al., 2010).

La enzima glutatiois-transferasgertenece a una sup@milia multigénica de
enzimas multifuncionales (Van der Oost et al., 2003). Son enzimas diméricas que se
distribuyen ampliamente y comprenden aproximadamente del 2 al 4% de las proteinas
citosdlicas totales del higado. Su papelof@agico fundamental es el rol clave que
cumple en la segunda fase de los procesos de biotransformacion hepaticos. Conjuga los
xenobidticos y los productos de estrés oxidativo (resultados de la oxidacion a lipidos,
proteinas y acidos nucléicos) con glutatiéducido, facilitando asi su disolucién en los
medios celular y extracelular acuosos y, por ende, su excrecion fuera del organismo
(Hayes & Pulford, 1995). La GST puede ser inducida por un amplio grupo de
xenobidticos y es un biomarcador de exposicidregd (Van der Oost et al., 2003).

El término colinesterasas engloba a dos enzimas, la acetilcolinesterasa presente
en el cerebro y el sistema nervioso y cuya funcidn es la inactivacion rapida por
hidrolisis de la acetilcolina, uno de los principales neansmisores del sistema

nervioso central (Gomez Olivares, 2000) y la butirilcolinesterasa sintetizada en el
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higado y liberada en la sangre donde remueve los inhibidores de la acetilcolinesterasa
antes de que estos lleguen al sistema nervioso. Los indasticarbamatos y
organofosforados fueron disefiados para matar a los insectos plagas por inhibicion de la
enzima acetilcolinesterasa. La acetilcolinesterasa es responsable de la eliminacion de la
acetilcolina en las sinapsis nerviosas (Reigart &ft, 199). Cuando los
organofosforados y carbamatos se unen a la acetilcolinesterasa y la desactivan, se
acumula la acetilcolina en las sinapsis nerviosas lo que altera el funcionamiento normal
del sistema nervioso y genera movimientos descontrolados y pafidbgisnan et al.,

2003). La union entre los carbamatos y las colinesterasas es reversible mientras que la
union entre los organofosforados y las colinesterasas es irreversible. La inhibicién de la
actividad de las colinesterasas en animaleklanco es coémmente utilizada como un
biomarcador de efecto de los pesticidas organofosforados o carbamatos (Badii et al.,
2005). Aunque, recientemente se ha demostrado que la cipermetrina, un insecticida
piretroide también obstaculiza el correcto funcionamientoadenkzima Acetilcolina

(David et al., 2009; Kumar et al., 2009; Marigoudar et al., 2009)

Especies de anfibios estudiadas

Las especies de anuros seleccionadas para realizar el trabajo son representantes
de los agroecosistemas de la region y fueasnmés abundantes encontradas (Fig. 4).
Ademas, presentan distintos habitos de vida, son facilmente identificables a nivel

especifico y se encuentran en la categoria de no amenazadas (Vaira et al., 2012).

Leptodactylus latrangLinnaeus, 1758): Semiacuédi Dorso verdoso o pardo
amarillento, con varias cadenas glandulares longitudinales y manchas grandes oscuras
con bordes claros. Tamafiel@ cm. Mancha triangular entre los ojos. Macho mas
grande que la hembra con brazos muy desarrollados y 2 espinedexndedo de la
mano. Se reproduce de septiembre a febrero. Su alimento es variado desde escarabajos a
anuros. La hembra forma un nido de espuma que cuida situandose en la parte interna del
mismo (Achavak Olmos, 2003).

Leptodactylus latinasuglimenez de la Espada, 1875): terrestre. Dorso gris a
castafio con reticulado negro y una mancha color beige a anaranjada en el dorso.
Tamafno de 3 cm. Cadena glandular blanquecina. Macho con manchas gulares

bilaterales oscuras y un saco vocal. Se rep®die octubre a febrero. Se alimenta de
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varios invertebrados. Los machos vocalizan en cuevas de tierra cavadas por ellos y alli

pone los huevos la pareja en un nido de espuma (Acka®éhos, 2003).

Boana pulchella(Dumeril y Bibron, 1841): arboricola. dracion dorsal
variable de verde a marron. Tamafo €& @n. Saco vocal Unico y anaranjado. Discos
adhesivos en el extremo de sus dedos. Se reproduce durante todo el afio. Se alimenta de
dipteros preferentemente (AchagaDlmos, 2003).
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Figura 4. Especgs de ranas estudiad#. Leptodactylus latran8) Leptodactylus latinasu€) Boana
pulchella Fotos: Silvina Enrietti

1.1HIPOTESIS Y PREDICCIONES

Hipotesis

Los plaguicidas usados en los cultivdensivogie la region pampeana afectan
a las poblaciones deanfibios adultogantode manera directa, alterando los procesos
fisiol6égicos y bioquimicoy de manera indirecta, reduciendo la disponibilidad y el

consumo de alimento.

Predicciones

La disponibilidad y el consumo de alimento de &miros es menor en sitios
cultivados que en sitios naturales, y después de la aplicacion de plaguicidas.
Los indices de condicién y grasa corporal escalado son los mas adecuados para estimar
la acumulacion de reservas energéticas en anuros adultos.

Los anuwos que habitan sitios cultivados presentan una condicion corporal e
indices somaticos inferiores a los que habitan sitios naturales.

El efecto directo de los plaguicidas en los anfibios puede ser denotado por la
activacion de biomarcadores de exposiciorfgctos en anuros que viven en zonas

cultivadas.
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Los anuros con habitos terrestres presentan mayores alteraciones bioquimicas y
energéticas que las especies con otros habitos (arboricolas, semiacuéticas) al estar mas

expuestos a las aplicaciones de pleigiais.

1.20BJETIVOS

Objetivo general
Evaluar el impactmegativode los plaguicidas usados en cultivos extensivos de
la region pampeana sobre el estado fisiologico y energético de tres especies de anuros

adultos provenientes dkferenteszonasagricolas.

Obijetivos especificos

1. Establecer una metodologia de muestreo que permita determinar con mayor precision
la riqueza y abundancia de artrépodos terrestres (alimento para los anuros) para
favorecer la deteccion de diferencias entre los distisitas.

2. Determinar cual metodologia es la mas adecuada para expresar la condicién corporal
y el indice de grasa corporal en las especies de anfibios estudiadas.

3. Caracterizar el impacto indirecto de los plaguicidas asociados a los cultivos
extensive sobre tres especies de anuros de la regibn pampeana, compgarando
disponibilidad y el consumo de alimenémtre sitios cultivados vs sitios naturajes
antesy después de una aplicaciéonplaguicidas.

4. Caracterizar el impacto directo de los plaguicidas asociados a los cultivos extensivos
sobrelos procesos fisiologicos y bioquimicde tres especies de anuros de la regiéon
pampeana comparando biomarcadores enzimaticos, condicion corporal e indices
somdicos en adultos provenientes de sitios cultivados vs sitios naturaganplares
capturados en sitios cultivados antes vs después de una aplicacién de plaguicidas.

5. Comparar la sensibilidad de anuros con distintos habitos de vida a los plaguicidas

utilizados en los cultivos extensivos de la regién pampeana.
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2. EFECTOS DE LA APLICACION DE UNA MEZCLA DE
PLAGUICIDAS EN CULTIVOS DE SOJA SOBRE TRES
ESPECIES DE ANFIBIOS ANUROS
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2.1 INTRODUCCION

Aunque la pampa Argentina ha sido histéricamegtécala, desde mediados de
los afios 70 ha sufrido un proceso de acelerada transformacioén (Pengue, 2008). Durante
este periodo, las actividades agricajasaderas se convirtieron @m sistema de
monocultivoprincipalementele maiz, girasol y trigo; queen las décadas siguientes se
centraron principalmente en faroduccion desoja (Pengue, 2000). Se amplié la
superficie cultivada y se intensifita produccién, con el uso de variedades de cultivos
de alto rendimiento, fertilizantes quimicos, plaguicidasngcanizacion (Paruelo &
Guerschman, 2003; Satorre, 2005). La soja fue el cultivo que tuvo mayor incremento,
por ser el primer cultivo GM que se comercializ6 en Argentina (ArgenBio, 2013). El
area sembrada de soja resistente al glifosato crecié desdeesntien6 a 20 millones de
hectareas (SH, 2015). Hoy, se comercializan en el pais numerosas variedades de soja y
demaizGM resistentes a herbicidas y a insecfagentina es el tercer mayor productor
mundial de cultivos transgénicos, después de Estddms y Brasil en términos de
produccion (ArgenBio, 2013).

Los campos productivos caracteristicos de la region pampeana realizan doble
cultivo y utilizan diversos plaguicidas. En la campafia 2010/2011, los principales
insecticidas utilizados en los cultivos de cereales incluyeron los piretroides
(cipermetrina y larndacialotrina) y el organofosforado clorpirifos (RETAA, 2013). Los
fungicidas mas usados fueron carbendazim y tebuconazol, mientras que los principales
herbicidasalernativos al glifosato, incluyeron atrazina, acetoclor y metolaclor;2,4
clorimuron ymetsulfuron (RETAA, 2013). Estos plaguicidas pueden aplictes o,
mas comunmente, ediferentes tipos deombinaciones (Rennell& Quirds, 2000;
Bindraban et al., 2009).

La agricultura moderna esta cada vez mas implicada en el declive de los
anfibios, a través de la fragmentacion de su haldtata expansion de la superficie
cultivada, o poefectos dda contaminacion generada palruso deplaguicidas (Mann
et al., 209; Grant et al., 2016; Suarez et al., 2016). Se regortadodiversas
alteraciones morfoldgicas, fisioldgicas, histologicas y bioquimicas en anfibios que
habitan sitios agricolas (Hayes et al., 2003; Berubé et al. 2005; Murphy et al. 2006;
Lajmanovich efal.,2008; McDaniel et al. 2008; McCoy et al., 2008; Rohr et al., 2008;
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Boily et al., 2009; Marcogliese et al., 2009; Spear et al., 2009, Brodeur et al., 2011,
Peltzer et al., 2011; Brodeur et al., 2012; Agostini et al., 2013; Sanchez et al., 2014).

Envarios sitios de la region pampeana, se ha detectado la presencia de residuos
de plaguicidas en aguas superficiales, subterraneas, o de lluvia; en sedimentos y suelos,
y también en la biota (Peruzzo et al., 2008, Aparicio et al., 2013; Bonansea et al., 2013;
De Geronimo et al., 2014; Lupi et al., 2015; Hunt et al., 2016; Ronco et al., 2016;
Etchegoyen et al., 2017; Pérez et al., 2017; Primost et al., 2017; Caprile et &l., 201
Brodeur et al., 2017; Castro Berman et al., 2018, Alonso et al., 2018; MilesieDatlay
al., 2018). La mayoria de la informacién disponible respecto al impacto de los
plaguicidas sobre los anfibios se origina principalmente de bioensayos de toxicidad
realizados ercondiciones de laboratorio yempleandos diferentesstadios larvales
(Hayes et al., 2010). Salvo excepciones, lo mas habitual es que los niveles de
contaminacion por plaguicidas encontrados en el ambiente no generan una mortalidad
directa de los individuos, sino qugerzn su impactonegativo mediante diferentes
efectos sublales (Saaristo et al.,, 2018). En su etapa de vida terrestre, los anfibios
adultos estan potencialmente expuestos de mamgrda ycronica a los plaguicidas
cuando se alimentan y migran dentro de los agroecosistemas, pero pocos trabajos se han
dedicado a eterminar posibles efectadversos en esta etapa de su ciclo de vida
(Swanson et al., 2018).

Los plaguicidas, al igual que cualquier otro contaminante ambiental pueden
tener efectosiocivos,tanto directos como indirectosobre los organismos +imanco.

Los efectos indirectos consisten en restricciones que sufren un organismo en relacion al
impacto que genera el contaminante sobre su entornejgmplo,una reduccion en la
disponibilidad dealimento odel habitat. En contraposicidn, los efecttisectos de los
contaminantes son los efectos que la sustancia quimica ejerce directamente sobre los
procesos fisiolégicos o bioquimicos.

La condicion corporal es una medida de las reservas energéticas del animal y
estda asociado con la capacidad repradactia supervivencia, la competencia y la
resistencia a las enfermedades (Hayes & Shonkwiler, 2001; Lowe et al., 2006; Tsvey et
al., 2007). La condicién corporal se estima utilizando un indice que se calcula a partir de
las variables de peso y longitudad.mas utilizadas son las de regresiones de Tipo |
(cuadrados minimos), que comunmente se emplean como indices de condicion corporal
(SchulteHostedde et al., 2005; Brodeur et al., 2011; Brodeur et al., 2012). Un indice de

condicion corporal ideal debe gaeciso e imparcial con respecto al tamafio y no debe
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correlacionar con la masa corporal o con la longitud (Falk et al.,, 2017). Muchos
animales tienen un crecimiento alométrico, lo que significa que experimentan cambios
en la forma a medida que su masa eot@ o disminuye en proporcion a la longitud. La
técnica descrita por Peig y Green (2009) propuso una solucién al problema de la
alometria: el indice de masa escalado. El indice de masa escalado estartddnsa

los individuos al mismo valor de longitugjustando su masa corporal con la que tendria

a este nuevo valor de longitud de acuerdo con la tendencia de escala entre peso y
longitud. El requisito que el indice corporal sea imparcial con respecto al tamafio es
importante para la prueba de hipotesis,que la falta de correlacion con el tamafio
permite comparar las estimaciones de los indices de condicion corporal entre individuos
de diferentes rangos de tamafio (Falk et al., 2017).

Por otro lado, el peso de grasa corporal seca y humeda ha sido atpesad
aproximarse a la verdadera condicion corporal (Falk et al., 2017). Algunas medidas que
se utilizan incluyen el peso de la grasa corporal o su porcentaje (masa grasa total / masa
corporal total) (Schult¢lostedde et al., 2005; Brodeur et al.,, 201tod@ur et al.,

2012). Si un animal muestra alometria en la acumulacion de grasa corporal, entonces las
mediciones de grasa estaran sesgadas con respecto al tamafio del animal. Por lo que se
debe utilizar el indice de grasa escalada, donde el peso dedagmescala a la longitud
utilizando la ecuacion de escalado (Peig & Green 2009).

El objetivo del presente trabajge Tesis Doctoratonsistio en evaluar los
efectos directos e indirectos de una aplicacién de plaguicidas en cultivos de soja sobre
parametrs fisiol6gicos y energéticos de tres especies de anfibios anuros presentes en
las cercanias de los lotesltivados yal momento de la aplicacién. Para alcanzar ese
objetivo, se determinaron la disponibilidad y el consumo de alimento, la condiciéon
corporaly otros indices corporales, ademas de una serie de biomarcadores bioquimicos,
antes y después de la aplicacion de una mezcla de plaguicidas que incluia los
insecticidas tiametoxam y lamdacialotrina, y el herbicida glifosato o el fungicida
tetraconazole. §la secuencia de muestreo se realizd en tres sitios de las cerchnias de
partido deChivilcoy, provincia de Buenos Airesn los cuales se realizé una aplicacion
similar de plaguicidas en el intervalo de 1 semana. En las mismas fechas, sedmuestre
ademasun sitio en donde no se a@ionp | agui ci das, l a reserva |
partido de Magdalena, provincia de Buenos Aires. Las especies muestreadas en los 4
sitios fueronLeptodactylus latrand._eptodactylus latinasug Boana pulchellaEl nivel

de la contaminaciéon generado por la aplicacion de plagsicg#a caracterizd
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determinando en muestras de suelode/ agua la presencia dBs insecticidas
tiametoxam y lambdacialotrina, y Ideherbicida glifosato y su producto de
metabolizacion el acido aminometilfosfénico (AMPA). Los biomarcadores de
exposicion a contaminantes examinados incluyeron el contenido hepético de glutation
reducido (GSH) y las actividades de las enzimas catalasa (CAT), gldBation
transferasas (GST) y colinesterasas (Cligstos Ultimos cuatro pardmetros sirvieron,
respectivamente, como biomarcadores de estrés oxidativo (CAT y GSH), activacion de
la biotransformacién de plaguicidas (GST y GSH) y exposicibn a insecticidas
organofosforados y carbamatos (ChE) (Lajmnovichl.et2808; Brodeur et al., 2011;
Colin et al., 2016).

2.2MATERIALES Y ME TODOS

Sitios de muestreo

Los anuros adultode las especies A, B@ fueron capturados en las cercanias
decampos cultivados con sajdicados eml partido de Chivilcoyprovinciade Buenos
Aires (Fig. 1). Los campos fueron muestreados antes y después de una aplicacion de
plaguicidas conteniendo los insecticidas tiametoxam y lambdacialotrina y, en algunos
casos, el herbicida glifosato o el fungicida tetraconaZidélé 1). Paralelanente, se
muestre- | a r e sbeada en elfpétido de dMagdaleaaodonde no se
aplicaron plaguicidas. En todos los sitit@s ejemplares de anfibios adulthgeron
capturads en los margenes de cuerpos de agua poco profundos, localizadas e

cercaniainmediatss de los lotes de cultivos.
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Tabla 1. Detalle de las aplicaciones de plaguicidas realizadas en los sitios muestteddodas antes
de la aplicacién, D2: 2ids después de la aplicacion y D4:idsddespués de la aplicacion.

Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4

35°08'20" S 34A 53E| 34A 44E 34A55E/

Localizacion . - f : i .
57°23' 27" O 59A 52E; 59A 55E 59A 46€E

Fecha de aplicaciéon ninguna 06/03/2010 10/03/2010 06/03/2010

Modo de aplicacion ninguna Avion Mosquito Avion

Productos aplicados

Lambdacialotrina 1,6%

y Tiametoxam 14% No 200 cni/ha 200 cni/ha 200 cni/ha
(Engeo®)
Glifosato No No 2L No
Aceite Agrlcola Comdan No 2 Lha 5 Lha 2 Lha
(Base Soja)
0,
Tetraconazole 10% No 500 cnha No 500 cniha
(Dormak)
Precipitaciones (mm)
Durante el muestreo 38 0,1 54,4 903
previo a la aplicacion
Periodo desde la
aplicacion hasta D2 0 0 0 0
Periodo D2D4 1 7,3 0 7,3
E I Sitio 1 fue ubicado en | a Reserva nEI
Aires (Fig. 1) . La reserva AEI Destinoo tiene 1854

Costero del SurReserva deBiosferade laUNESCOde unas 30 mil ha. LaReserva
presenta un mosaico de pastizales, pantanos de agua dulce, talares y otros bosques que
ocupan dierentes sustrats geologica y edafics (Goya et al. 1992) con ausencia total
de agricultura,perosi con el desarrollo dactividad ganadera. AHips anfibios adultos
fueron capturads en los margenes del arroyo Primera Estancia cerca de su
desembocadura en el Rio de la Plata. Por su parte, los Sitios 2, 3 y 4, fueron ubicados en
el partido de Chivilcoy, Buenos Aire$if. 1). Los sitios 2 y 4 contenian lagunas
internas originadas por bajos inundados. El Sitio 3, por otro lado, se ubichasielate
del arroyo Las Saladas, un curso de agua intermitente formado por una serie de lagunas
gue se conectan en épocas de mucha lluvia. Los lotes muestreados en Chivilcoy eran
manejados por el mismo ingeniero agronomo, el cual nos facilitd informaspecto a
los momentos wlas formas de aplicacion de plaguicidas.

Los muestreos se llevaron a cabo durante el verano de 2010. Durante el

muestreo previo a la aplicacion (A), la temperatura del aire fue en promedi@te 22
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cayeron 134.4 mmde agua dduvia en los sitios 2, 3 y 4; mientras que en el sitio 1 las
condiciones de temperatura fueron similare§£4C, pero las precipitaciones promedio
fueron menos de la mitad a la de los otros sitios (62 mm). Durante los muestreos
posteriores a la aplicaim (D2 y D4), las condiciones de temperatura y precipitaciones
fueron similares en todos los sitios;28°C y 2147°C, y 1 mm y B mm para el sitio 1

y los sitios 2, 3 y 4, respectivamente.

Google Earth

Figura 1. Ubicacién de los sitios de muestreo en la paomghulada, provincia de Buenos Aires
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Figura 2. Imagenes satelitales de los cuatro sitios de muestreo. Las estrellas rojas ubican a los puntos de
muestreos

Muestreo de agua y suelo

En cada sitio, se tomaron muestras de suelo y agua antes y 2 dias después de la
aplicacion de plaguicidas para medir las concentraciones de lambdacialotrina y
tiametoxam presente en estas matrices. También se determiné la presencia del herbicida
glifosatoy de su metabolitacido aminometilfosfonicAMPA en las muestras de suelo.
Las muestras de agua se tomaron en botellas de widir caramelode 1L
previamente lavadas con una secuencia de detergente no ionico, acido clorhidrico,
acetona y agua destil@dAl momento de tomar la mstea de agua, primero se enjuago
la botella tres veces con el agua del sitio a muestrear y luego se llend la botella
sumergiéndola 10 cm por debajo de la superficie, para asegurar de no captar las
particulas flotando en superficie, y cuidando de no mover los sedimentos. Por su parte,
las muestras de suelo se tomaron en frascos de vidrios de 3L previamente lavados con
una secuencia de detergente no ionico, acido clorhidrico, acetona y agua destilada. Para
cada muestra se juntd, con una pala de jardin el suelo en 3 puntos distintosl@lentro
cada lote de cultivo, cuidando de antes remover los primeros 5 cm de suelo superficial.
Todas las muestras fueron preservadas en hielo hasta llegar al laboratorio, en donde
fueron luego colocadas en un freeze2@C hasta su posterior analisis.

Las déerminaciones quimicas se realizaron en el Centro de Investigaciones del
Medio Ambiente (CIM), Facultad de Ciencias Exagctdsiversidad Nacional de La
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Plata.La extraccion de las muestras de agua se efectué por medio de columnas de
extraccion SPE C18 cquosterior desorcion con metanol, concentracion en corriente de
nitrégeno y resuspension en metanol:agua (50:50). En el caso de las muestras de suelo,
la extraccion se realizd sonicando 10 g de muestra durante 10 minutos con acetonitrilo y
sulfato de sodioLas muestras fueron luego centrifugadas y concentradas bajo corriente
de nitrégeno antes de ser resuspendidas en una mezcla 50:50 de metanol:agua. Los
sobrenadantes resultantes se analizaron en busca de las cuatro moléculas arriba
mencionadas por cromap@fia iquida de alta performancia (HPLC) y deteccién de
masa.

Los analisis de cromatografia liquida se realizaron con un equipo HPLC Agilent
1100 con detector de masas cuadrupolar con una fuente de ionizacion por
electropulverizacion (ESI Agilent Techwgies Inc., Miami, FL, USA). Para la
separacion cromatografica se utilizé una columna CSH Waters de C18 de tamafio de
poro 50x4.6 mm, con ACN:NH4Ac 10 mM a pH=4 con gradiente de mesua (con
fases moviles previamente acondicionadas con acetato deoabnmil) a un caudal de
0,5 ml / min.

Las configuraciones de adquisicion del espectrometro de masas fueron: ESI
positivo (Tabla 2), el tiempo de retencion y la abundancia del ion de confirmacién (lon
C) relativo al del ion de cuantificacion (lon Q) se usaromo criterios de

identificacion.

Tabla 2. Condiciones cromatogréaficas de andlisis de plaguicidas. Tiempo de retencion (TR), abundancia
del ion de confirmacion (lon C) y ion de cuantificacion (lon Q) usados como criterios de identificacion.
En todos logasos, el limite de deteccién fue de 1 mg / L y el limite de cuantificaciéon fue 4 mg /L. ESI =
ionizacién por electrospray

ESI TR lon Q lon C )
HERBICIDAS _ Grupo quimico
(+) (min) [ (m/z2) (m/z)
Glifosato 1,40 394 88 | 179 | 214 Herbicida
AMPA 1,59 334 156 179 112 Herbicida
INSECTICIDAS
Tiametoxam 1,6 292 | 294 Neonicotinoide
Lambdacialotrina 77 467 Piretroide
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Muestreo de artrépodos: disponibilidad de alimento

Con el objetivo de estimar la abundancia de artropodos disponibles como
alimento para los anfibios, se colocaron trampas de caida para artrépodwssrhas
se ubicarona lo largo de los cuerpos de agua donde se capturaron a los anuros. Se
instalaron 4 staciones de muestreo en transectas dex@Gparadas en promedio por
50 m (Fig. 3). En cada estacion de muestreodsgpusierondos trampascada una
rellenas con una solucion al 2% de acido acético y 2% de formol para matar y conservar
los artropodosgon, ademas, unas gotas de detergente para romper la tension superficial.
A cada trampa se le coldan techo metalico para proteger su contenido del sol y de la
lluvia (Fig. 4). Las trampas se dejaron activas durahtdas y luego se colocaron los
organismos capturados en bolsas con solucion conservante. Una vez en el laboratorio se
procedid a las limpiar el contenido de las trampas de la tierra y de los restos vegetales
presentes y luego se colocaron los ejemplarpsudos en vasos de plastico con
alcohol al 70% parareservas hasta su identificaciomaxondémica Las variables
analizadas por sitio y fecha de muestreo fuergueza abundancia y volumen de los
artropodos capturados. Para calcular el volumen foépados, se midié su largo y
ancho con escala milimétrica. Con estas dimensiones se calcul6é el volumen con la

férmula para cuerpos elipsoides de C&llzamboni (1999):

Vol umen = 4/axhd2t | argo/ 2) (
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Sitio 1 Sitio 2

Sitio 4

541.46"S  59°46'30.97" O 27 Dic. 200.

Figura 3. Ubicacién de las estaciones de muestreo de artropodos en cada sitio. Lasoneespsnde
a las estaciones con 2 trampiescaideen cada una. Las marcas blancas corresponden a las estaciones
ubicadas dentro del lote de soja. Las marcas rojas senudiclos bajos cercanos al agua.

Figura 4. Trampasde caidade artropodosA) se colocan debajo de la tierra dejando la apertura del
envase nivelada con la superficie del suelo de manera que caigan y queden atrapados los artrépodos
caminadoes.B) Pitfall cubiertas con techos de chapa para evitar el ingreso de agua de lluvia durante el
estudio.

Especies de anuros estudiadas

Las especies de anuros estudiadas fukspiodactylus latransLeptodactylus
latinasusy Boana pulchell para realizar el trabajdz=stas especies de anfibiesn
representatias de los agroecosistemas de la region y fueron las mas abundantes
encontradas Hig. 5. Ademas, presentan distintos habitos de vida, son facilmente
identificables a nivel especifico yesencuentran en la categoria dspeciesno
amenzadagVveira et al, 2012).
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A) Leptodactylus latrangLinnaeus, 1758): Semiacuatica. Dorso verdoso o pardo
amarillento, con varias cadenas glandulares longitudinales y manchas grandes oscuras
con bordes cla Tamafio 914 cm. Mancha triangular entre los ojoBimorfismo

sexual, donde el macho e®gs grande que la hembra con brazos muy desarrollados y 2
espinas en el ler dedo de la mano. Se reproduceemteembrea febrera Su
alimenticion es variadde escabajos a anuros. La hembra forma un nido de espuma
que cuida situandose en la parte interna del mismo (AcBa@éinos, 2003).

B) Leptodactylus latinasuglimenez de la Espada, 1875): Terrestre. Dorso gris a
castafio con reticulado negro y una mancha cbége a anaranjada en el dorso.
Tamafio de 3 cm.Cadena glandular blanquesitamoarfismo sexual con machos que
presentamanchas gulares bilaterales oscuras y un saco vocal. Se reproduce de octubre
a febrero. Se alimenta de varios invertebrados. JeereLos machos vocalizan en
cuevas de tierra cavadas por ellos (Ach& &lmos, 2003).

C) Boana pulchellgDuméril y Bibron, 1841): Arboricola. Coloracion dorsal variable.
Tamafo de 5 cm.Saco vocal Unico y anaranjado. Se reproduce durante todo el afio. Se

alimenta de dipteros preferentemente (Ach&vélimos, 2003).

Fotos: Silvina Enrietti.

Captura de anuros

Los ejemplares de anfibios adultbseron capturads de forma manual al
anochecer ycolocados en jaulas humedas para ser trasladados a laboratorios
temporarios establecidos en las cercanias de los sitios de muestreo. A la mafana
siguiente,los ejemplares de anfibios adulthgeron anestesiamk individualmente por
inmersion en una solucién de 10@f/n tricaina de metanosulfonato. Se mididé su peso
con una balanza digital Sartorius 412 (0.01g de precision) y el largo ‘toboaa
(LHC) con un calibre digital Essex (0.01lmm de precisi@®. cada individuo, se
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extrajeron los siguientes 6rganos y tegidel higado, el aparato digestivo, las génadas,

los rifiones y un trozo de musculo del muslo de la pierna derecha de aproximadamente 1
cm®. El higado, el aparato digestivo y las g6nadas fueron pesados con 0.01g de
precision para calcular los distintos indes corporales. Todos los tejidos, salvo los
aparatos digestivos, se congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido. Una vez en el
laboratorio, estas muestras fueron colocadas en un freezeB04€ hasta su
procesamiento. Los aparatos digestivos se fij@m formol al 10% para utilizarse en la
determinacion del contenido estomacal y el andlisis de dieta. Las capturas de anfibios en
Chivilcoy fueron realizadas bajo permiso de la Direcciéon de Flora y Fauna de la
Provincia de Buenos Aires, mientras quedapturas en la Reserva El Destino contaban
con el permiso de Areas Naturales Protegidas del Organismo Provincial para el
Desarrollo Sostenible (OPDS) de la provincia de Buenos Aifezdos los
procedimientos que implican anuros vivos se realizaron de acuerdlas pautas de
referencia para la investigacién con animales de laboratorio, de granja y salvajes del
Consejo Nacional de Investigacion Cientifica y Técnica de Argentina (CONICET,
2005). La cantidad dendividuos para las distintas especies en lomihtes sitios y
muestreos se encuentra expresada ehalda 3. Se consideraron para los andlisis
estadisticos solamente los grupos que tenian un nimero de naalag gyperior a 5

individuos.
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Tabla 3. Nimero de individuos capturados en los diferesitiss y muestreos. deptodactylus latrans
b) Leptodactylus latinasug c) Boana pulchellaA: Antes de la aplicaciérp2: Dos dias después de la
aplicacion yD4: Cuatro dias después de la aplicacldnHembraM : Macho,|: Indeterminado.

a) L. latrans b) L. latinasus c) B. pulchella
Sitio | Muestreo Sexo Sexo Sexo

H|{M || |Total [ H|{M |1l |Total| H | M | | | Total

A 13| 13 26 | - | - 0 8 | 14 22

! D2 - - 0 - | - 0 - - 0
D4 10| 14 24 | 3| 5 8 14 | 7 21

A 5| 11 16 | 3|5 8 - - 0

. D2 11| 15 26 | 3|6 9 2 5 7

D4 11| 10 21 81| 3 11 - - 0

A 10| 10 20 | 2|9 11 1|12 13

? D2 10| 11 21 | 4] 3|2 9 - |10 10
D4 10| 10 20 [ 12| 3 15 2 | 12 14

A 41 8 12 |19 10 - 9 9

! D2 - - 0 - | - 0 - - 0
D4 719 |1 17 | 5]10|1| 16 1|15 16
Total 911111 1| 203 (41|53 |3| 97 | 28| 84 | 0| 112

Analisis de dieta

El consumo de alimento se evalu6 analizando el tipo y las cantidades de
artropodos presentes en lesbmages de los ejemplares capturados. Las prasas
artropodos fueron identificadas a nivel de orden y/o familia. Los contenidos
gastrointestinales se analizaron cuantitativamente (nimero de individuos) vy
cualitativamente (identificados por taxas). Cuando fue posible, los items alimenticios
hallados fuerommedidos (largo y ancho) utilizando un calibre milimétrico. Con estas
dimensiones, se calcul6 el volumen de las presas por la formula para cuerpos elipsoides
de Colli& Zamboni (1999):

V. = 4/ 3 an¢ht/d’r go/ 2) (
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Con los datos relativos a los distintaxa de presas consumidos, se calculo el
indice de importancia relativa (IRI), el cual informa sobre la contribucién respectiva de
cada categoria de presas en la dieta del animal (Pinkas, 1971; Dietl et al., 2009):

IRl = %FO (%N + %V)

donde %FO es glorcentaje de ocurrencia (100 x numero de estdbmagos que contienen
el 2tem Atol/ nYamer o tot al de est- - magos),

nvYmero tot al de items fAto en todos | os est

todos los estbmagos),%V es el porcentaje de volumen (100 x el volumen total de los

2tem Ato en todos | os est-magos [/ vol umen

estdmagos).

Finalmente, se calculé también el indice de selectividad de Jacob (1974), el cual
compara la proporén relativa de los artrépodos encontrados en el ambiente con los
hallados en los contenidos estomacales de los anuros. Este indice se calculé usando la

siguiente ecuacion:

D =dk 7 fk / dk+fk -2dkfk

Donde dk es | a proporci -yfkeabt proparcigmr e s a
de la pres& en el ambiente. El indice varflesde+1 (indica preferencia por una presa)
a través de 0 (las presas se encuentra en las misma proporcién en el ambiente como en
la dieta) a1 (la presa esta ausente en la dieta y ptessn el ambiente).

Para el calculo de D, utilizamos los valores de captura de artrépodos del
ambiente de bajos, ya que fue en ese lugar donde mayoritariamesttapsea los
anuros. Ademas, solo lo calculamos para los muestreos, antes de la aplisagion (
cuatro dias después (D4), debido a que las trampas tenian que estar activas por lo menos
4 dias.

Condicién corporal e indices somaticos

En un primer lugar, se examind el tipo de relacién presente entre el peso y el
LHC de los individuos muestreadas eada especie. Cuando la relacion era claramente
alométrica (curva exponencial), la condicion corporal de las ranas fue calculada por el
indice de masa escaladescriptopor Peig y Green (2009). Al contrario, cuando la
relacion era isométrica (curva len®, mas probablemente porque se muestreo un rango

limitado de tamafnos de ranas, se usd el método de los residuos de-Sohtdtile et
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al. (2005), para expresar la condicién corporal, debido a la imposibilidad de calcular

correctamente el exponente deaamiento.

1. indice de masa escalado
El indice de masa escalado estandariza a todos los individuos al mismo valor de LHC,
ajustando su masa corporal con la que tendria a este nuevo valor de LHC de acuerdo
con la tendencia de escala entre su masa (M) y Ba(tras palabras, se estandariza a
todos los individuos a la misma fase de crecimiento. Al comparar la condicion entre
individuos, los fendmenos de variacion del crecimiento corporal ligados a la
morfogénesis (por ejemplo, la ontogenia o el dimorfismb tdmafio sexual) son
descriptos por el exponente de escalatidstSMA (Warton et al., 2006).

El indice S se calcul6 de la manera siguiente:

S = Mi(Lo/Li) *sMA

Donde:
-Mi y Li son el peso corporal y el largo de un individuo i, respectivamente.
-bSMA esel exponente estimado por una regresion entre el Ln peso y Ln de LHC.
-LO es el valor promedio de LHC para la poblacion estudiada
-S es el peso corporal predicho para un individuo i cuando su largo es estandarizado a
un valor LO.

Primero, se calcula elalor promedio de largo hociadoaca (LHC) de los
individuos de todos los sitios. $mnsforma los valores de LHC ypesoen logaritmo
en base e para cada variable. Se realizd una regresion del LnPeso vs LnLHC, aqui se
tomé el valor de la pendiente (m)ey coeficiente de correlacion’Rasi se obtuvo el
bSMA=m/R (Fig. 6)
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Figura 6. Pasos para obtener el indice de Masa Escalada (S). Fuente: Peig y Grenn 20009.
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2. Indice de masa utilizando residuos

Mientras que si la relacién entre el peso corporal y el largo (LHC) era llaeal,
condicion corporal se evalu6 mediante la comparacion de los residuos de la regresion
entre la masa corporal y el largo hoealoaca (LHC). En este método, la linea de
regresion establece el peso corporal promedio para una longitud dada. Tal es asi que, un
individuo con un residuo positivo es considerado en buen estado, mientras que un
individuo con un residuo negativo, se lo considera con bajas reservas energéticas
(SchulteHosteddeet al, 2005). Sélo los datos de los anuros del sitio control, se
utilizaron para realizar la regresion entre la masa corporal y el LHC; de modo que la
recta de regresion resultante es representativa de individuos expuestos a menos
contaminacionBrodeur et al. 2011, 2012, 2013). El valor tedrico del peso corporal de
los ejemplares en cada sitio (Que se obtiene mediante la introduccion de la longitud del
animal en la ecuacién de la recta de regresion), se resto al valor del peso corporal
medido paa cada individuo, con el fin de obtener el llamado valor "residual”. Por lo
tanto los residuos, son una expresion de la diferencia emqges@imedido del animal y

el de un individuo Asanoo promedio con el

3. Indice de Grasa Corporal

Ademés de lzondicion corporal, se calculo el indice de grasa corporal (IGC) como
otro indicador de la cantidad de reservas energéticas contenidas en los individuos. Al
igual que para la condicion corporal, se examind primero el patrén de distribucion de
los valoresde grasa en gramos en funcion el LHC del animal para decidir sobre el
indice mas adecuado a utilizar considerandmejuntode datos disponible. Asi como
para la condicion corporal, cuando la relacidbn era claramente alométrica (curva
exponencial), el inde de grasa corporal dies ejemplarese calculaba como un indice
escalado (GCE), mientras que cuando la relacion era isométrica (curva lineal) o que
habia una ausencia de relacion, y que era entonces imposible de calcular correctamente
el exponente desealamiento, se utilizaba un indice correspondiente al porcentaje del
peso de grasa respecto al valor del peso corporal al que se le resté el peso de las gbnadas

y del aparato digestivo.

4. indiceshepatosomaticogonadosomaticy decontenidoestomacal
El indice hepatosomético (IHS), el indice gonadosomatico (IGS) y el indice de

contenido estomacal (ICE) se calcularon como un porcentaje del peso de cada uno de
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estos organos/tejidos respecto al valor del peso corporal al que se le resto el peso de las

gonaday del aparato digestivo (Brodeur et al., 2012).

Biomarcadores

Cuatro biomarcadores hepaticos fueron determinados: el contenido en glutation
reducido (GSH) y la actividad de las enzimas catalasa (CAT), glu&tiansferaa
(GST) y colinesterasas (ChE).

El higado de cada individuo fue homogeneizadérieren una solucion tampoén
de 50 mM tris (hydroxymethyl) aminometano (pk#)7conteniendo 1 mM de &cido
etilenodiaminetetraacetico (EDTA) y2% M de sucrosa utilizando un homogeneizador
teflon-vidrio tipo PotterElvehjem. Los homogeneizados obtenidos fueron centrifugados
a 12.500 rpm y 4°C durante 5 minutos de manera a precipitar los residuos solidos. El

sobrenadante fue recolectado y almacena@0€ hasta medir los biomarcadores.

1. Contenido dglutation reducido

Los contenidos hepéticos de GSH se determinaron mediante una modificacion del
método descrito por Tietze (1969) en el cual se cuantifica colorimetricamente la
cantidad de acido-gitro-5-tiobenzoico (TNB) resultante de la interaccionGfeH con
el cromdgeno H’-ditiobis (acido 2nitrobenzoico) (DTNB). Enprimer lugar se
precipitaron las proteinas de los homogeneizados de higado mezclamdal@Cestos
con 120ni de acetonitrilo en replicado. Para cada muestra analizada, se prepararon,
ademas, dos blancos a los cuales se agregaroh d® N-etilmaleimida (NEM) 16 M
(i.e. 60m del homogeneizado, 1. de NEM y 110 ul de acetonitrilo. NEM evita que
GSH participe en la reaccion colorimétrica uniéndose al tiol libre de GSH (Guntherberg
& Rost 1966). Fue necesario preparar blancos para cada muestra analizada ya que cada
uno de los extractos de higado poseia un color amarillento de diferente intensidad que
interferia con la lectura de la reaccion colorimétrica. Las muestras diluidas en
acetanitrilo fueron centrifugadas a 13 000 rpm durante 10 min a 4 ° C para precipitar y
remover las proteinas, y el sobrenadante se utilizo para la determinacontei@do
deGSH.

Las determinaciones de GSH se efectuaron en microplacas de 96 pocillos a 37°C.
Las mezclas de reaccion contenian: 200 pl de tampodn fosfato (100 mM, pH 7.5), 160 pl
de homogeneizado de higado en acetonitrilo y 10 pl de solucion de DTNB. Luego de 30
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minutos de incubacion, se registrd la absorbancia a 412 nm de longitud de onda
utilizando un lector de microplacas Wisible modelo SPECTROstar nano marca
BMG. Las concentraciones de GSH presentes en las muestras se calcularon restando la
absorbancia promedio de los blanco a la absorbancia promedio de las muestras, y
comparando el valor éénido a una curva estandar que se proceso en paralelo con las
muestras usando varias diluciones de una solucion de GSH de 76 mM preparada en

tampon de homogeneizacion.

2. Actividad de la enzima catalasa

La actividad hepatica de la enzima catalasa se detératilizando la técnica de
Baudhin et al. (1964). La técnica se basa en la deteccién de la disminucion de
absorbancia resultando de la degradacion del peroxido de hidrége®e); (Hna
especie oxidante que se reduce a agua y oxigeno en la reaccidadafadiz la enzima

catalasa.

catalasa
2H0, ————>2H0+0

Las determinaciones se efectuaron en microplacas de 96 pocillos a 37°C, las
mezclas de reaccién contenian: 300 pl de tampoén fosfato (100 mM, pH 7.0), 10 ul de
homogeneizado de higado deuro (diluido 1/100 en el caso de latinasusy 1/200
paral. latrans) y 10 ul de solucién de 4, al 5%. EI cambio en la absorbancia se
registr6 durante 2 min por espectrofotometria UV a 240 nm de longitud de onda
utilizando un lector de microplacas Uksible modelo SPECTROstar nano marca
BMG. La actividad enziméticse expresé en términos de cantidad d@.Hlegradado

por minuto utilizando un coeficiente de extincion molar de 43.6 &v-1.

3. Actividad de las enzimas colinesterasas

La actividad de las enzimas colinesterasas (butiril y acetil colinesterasas) se
determir® mediante el método colorimétrico de Ellman et al., (1961). En este método, la
actividad de las colinesterasas se determina indirectamente cuantificando la formacion
de &cido &io-2-nitrobenzoico luego de la reaccion entre el acie®-@initrobis-(2-
nitrobenzoato) (DTNB oreactivo de Ellman) y la tiocolina, la cual resulta de la

hidrdlisis de la acetiltiocolina por las colinesterasas (Sinko et al., 2007).
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Colinesterasas
Acetiltiocolina + HO — > tiocolina + acetato

Tiocolina+ DTNB— > &cido 5tio-2-nitrobenzoico (TNB)

Las determinaciones se efectuaron en microplacas de 96 pocillos a 37°C, las
mezclas de reaccion conteniendo: 200 ul de tampon fosfato (100 mM, pH 8.0), 50 pl de
homogeneizado de higado deurodiluido 1/10, 10 pl de una solucién de 2.5 mM de
acido 55 4@linitrobis-(2-nitrobenzoato) y 10 ul de una solucibn de 5 mM de
acetiltiocolina iodada. ElI cambio en la absorbancia se registr6 durante 3 min por
espectrofotometria a 412 nm de longitud de ond&artdo un lector de microplacas
UV-visible modelo SPECTROstar nano marca BMG. La actividad enzimética se
expresd en términos de cantidad deitPo-5-mercaptobenzoato producido por minuto

utilizando un coeficiente de extincion molar de 14 15bdvh>.

4. Actividad de la enzimglutatién-Stransferasa
La actividad de la GST se cuantifico utilizandal@ro-2,4-dinitrobenzene (CDNB)
como sustrato.

GST
GSH + CDNB———— GB®SNB conjugado + HCI

Las determinaciones se efectuaron en microplacas de 96 pocillos a 37°C, las
mezclas de reaccion conteniendo: 300 ul de tampon fosfato (100 mM, pH 7.0), 10 ul de
homogenato de higado de rana diluido 1/100 patatinasuso 1/200 pard.. latransy
10 pl deuna solucion de 20 mM dedloro-2,4 dinitrobenceno (CDNB). El cambio en
la absorbancia se registr6 durante 4 minutos por espectrofotometria a 340 nm de
longitud de onda utilizando un lector de microplacas\viBible modelo SPECTROstar
nano marca BMG. Lactividad enziméatica se expres6 en términos de cantidad de GS
DNB conjugado producido por minuto utilizando un coeficiente de extincibn molar de

9.6 mM*cm.

5. Concentracion deroteinastotales
Como la actividades enzimaticas arriba mencionadas se expresan en términos de la
cantidad total de proteinas presentes en el homogenato, se determinaron éstas por el

método colorimétrico de Lowry et al., (1951). En esta técnica las proteinas reaccionan
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con el reativo FolinCiocalteau, lo que genera un complejo proteiolare de color
azulado. La intensidad del color depende de la cantidad de tirosina y triptofano
presentes en las proteinas. La coloracion presenta un maximo de absorbancia a 700 nm.
Para las deterimaciones, se incuba a temperatura ambiente y durante 10 minutos, 50 pl
del homogeneizado de higado con 100 pl de del reactivo de Lowry, cuya solucion se
prepara en el momento y consta de (96.5% de Na2CO3, 1% de KNaC4H406-4H20,
2% de CuSO4 y 0.5% de NaOHIlaM). Posteriormente se agregan 50 ul de solucion

de FolinCiocalteau fenol 2N diluido 1/10 y se incuba a temperatura ambiente durante
30 minutos antes de leer la absorbancia a 700 nm de longitud de onda utilizando un

lector de microplacas UVisible moalo SPECTROstar nano marca BMG.

Analisis estadistico
1. Disponibilidad y consumo de alimento

Se comparda disponibilidad de alimento en las zonas de bajos y cultivos de
soja, analizando las variables de riqueza, abundancia y volumen total de artropodos. Los
datos presentados para cada sitio y fecha de muestreo representan el promedio de las
capturas obtenidas en las estaciones de muestreo activadas en cada sitio. Las distintas
variables fueron comparadas entre sitios y fecha con un ANOVA de dos factores
segudo por un analisis de contrastes de Hd&idack cuando una diferencia
significativa existia entre los grupos. Cuando los supuestos de normalidad e
homocedacia asociados a la ANOVA de dos factores no se cumplian, se comparaban
sitios y fechas de muestree thanera separada por medio de una ANOVA de un factor
seguida por una prueba de contraste de Hgiblack, o por una prueba-paramétrica
de KruskalWallis seguida por una prueba de constraste de Dunn’s, segun si se lograba
0 no respectar los supuestosmbgmalidad e homocedacia asociados a la ANOVA de

un factor.

2. Indices corporads y biomarcadores
La influencia del LHC y sexo dis individuossobre las distintas variables
determinadas en estos animales fue examinada usando un modelo linear generalizado
(GLM). El modelo inicial era: variable de interés = LHC + Sexo + Sitio + Fecha +
Sex*LHC + LHC*Sitio + LHC*Fecha + Sexo*Sitio +Sexo*Fecha + Sitio*Fecha. La
significancia de los factores e interacciones de la ecuacion fue testada con un test de F.

Luego, lasinteracciones no significativas fueron removidas del modelo y los términos
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significativos dejados en el nuevo modelougltasa examinar con el mismo test. Esta
secuencia de remocion de los términos no significativos siguio hasta quedarse solo con
los té&minos significativos en el modelo final. Cuando alguna variable se encontraba
influenciada por el LHC, se ajust0 esta variable a un LHC promedio para todos los
animales y se compararon los cuadrados minimos de esta variable entre sitios y fechas
de mues&o con el GLM, seguido por un test de Tukey para las comparaaones
posteriori.Los andlisis de GLM se realizaron con el software Systat 1, la validez de los
modelos evaluandose analizando la normalidad y la dispersion de los residuos del
modelo final. El criterio de significancia fue decf®.05 en todos los casos.

Los parametros que no eran influenciados por el largorporal fueron
analizados entre sitios y fechas de muestreo con ANOVA de dos factores seguido por
un andlisis de contrastes de Hefidack cuando una diferencia significativa existia
entre los grupos. Cuandosl@supuestos de normalidad e homocedacia asociados a la
ANOVA de dos factores no se cumplian, se comparaban sitios y fechas de muestreo de
manera separada por medio de una ANOVA de un factor seguida por una prueba de
contraste de HolrSidack, o por una prba neparamétrica de KruskaWVallis seguida
por una prueba de constraste de Dunn’s, segun si se lograba o no respectar los supuestos
de normalidad e homocedacia asociados a la ANOVA de un f&itpr7j. Cuando la
comparacion incluia solamente dos sitiosdos momentos de muestreo se utilizé una
prueba det. Si los supuestos de normalidad y homocedacia fallaban, se utilizaba la
prueba no paramétrica de Kruskahllis, seguido del test de comparaciones multiples
Dunn’s, o la prueba de U de Mawhitney en bs casos con solamente dos grupos a
comparar. Estas pruebas estadisticas, se realizaron usando el software estadistico
SigmasStat (SPSS, Chicago, IL, USA). El criterio de significancia fue d€05 en

todos los casos.
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Cuadrados Comparacmnes
. —> posteriorescon
minimos
/ test de Tukey
GLM
/
Parametros Influenciados por LHC Comparaciones
analizados P ANOVAde | posteriores con test
m 2 factores de Holm-Sidak

Comparaciones
ANOVA 1 factor | —>con test de
Holm-Sidak

Figura 7. Esquema del analisistadistico desarrollado para el estudio de los parametros evaluados.

2.3 RESULTADOS

Determinaciérde plaguicidas en las muestras ambientales

Aunque se trabajé con un limite de deteccion muy bajo dex@l0lno se
detecto la presencia de tiametoxam dagiebdacialotrina en ninguna de las muestras de
agua analizadas, ya sean provenientes de los muestreos realizados antes o 2 dias después
de la aplicacion de plaguicidas.

En las muestras de suelo tomadas antes de la aplicacidn, se detecto la presencia
de glifosato y de su metabolito AMPA en los sitios 2 y 4, pero no se encontraron
evidencias de la presencia de tiametoxam o lambdacialotrina en ninguno de los sitios
(Tabla 4). Con respecto a los suelos muestreados después de la aplicacion, los sitios 2 y
4 sigueron presentando niveles de glifosato y AMPA similares a los detectados antes de
la aplicacion; un resultado esperable considerando que no se aplico glifosato en estos
dos sitios Tabla 4). En términos de glifosato y AMPA, el cambio que se observé luego
de la aplicacion fue la aparicién de deteccion de estas moléculas en el suelo del sitio 3
(Tabla 4), el Unico sitio en donde la mezcla de plaguicidas aplicada incluia glifosato
(Tabla 1). Finalmente, en cuanto a tiametoxam o lambdacialotrina, si bien estos
insecticidas fueron aplicados en todos los sifi@bla 1), después de la aplicacién se

encontraron estas moléculas solamente en las muestras de suelo deT aliia 3)
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Tabla 4. Concentracién de plaguicidas hallados en las muestras de suelodeatdeaplicaciéon (A) y
luego de la aplicacién de los plaguicidas (D4). SD: Sin deteccién. Los valores estan expresados en pg/Kg

Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4
A D4 A D4 A D4 A D4
Tiametoxam SD | SD | SD | SD SD 190 | SD SD
Lambdacialotrina| SD | SD | SD | SD SD 231 | SD SD
Glifosato SD | SD | SD| 35 SD | 4528 | 46 375
AMPA SD | SD | 532 | 1500 | SD | 3706 [16957| 20255

Disponibilidad de alimento

En los lotes de soja, antes de la aplicacion (A) se identificaron 44 familias,
pertenecientes a 13 o6rdenes de artrépodos. Emitios 1 y 4 los individuos mas
abundantes fueron los HymenopteFarmicidae) y en el 3 los coleéptera, salvo en el
sitio 2 donde fue Collembola. En términos de volumen, los items de mayor tamafio
varian segun el sitio. En el sitio Isldiems de mayor tamafio fueron los Orthoptera, en
el sitio 2 Anura y Coleoptera, en el sitio 3 Coleoptera, e Hymenoptera en el sitio 4
(Tabla 5). Cuatro dias después de la aplicacion (D4) se hallaron 37 familias,
pertenecientes a 12 ordenes, disminuyend@mninos de riqueza familiar un 16% con
respecto al muestreo previo a la aplicacion. Los artrépodos que se encontraron en mayor
cantidad siguieron siendo los Collembola en el sitio 2 y los Hymenopiamaifidad
en los sitios 1 y 4, aunque en menor gt que en el primer muestreo en el sitio 4
donde se aplicaron los plaguicidas Ayachnidaen el sitio 3. Siguieron siendo
abundantes en el sitio 1 los Homoptera, en el sitiop2ela y Orthoptera en el sitio 4.

Las presas de mayor volumen encontradasofu los anuros en los sitios 2 y 4, pero
evaluando estrictamente a los artrépodos lo fueron los Orthoptera en los sitios 1 y 3,
Araneae en el sitio 2 y Coleoptera en el sitid dbla 6).

En los bajos lindantes a los lotes de soja, antes de la aplicgk)ose
encontraron 40 familias, lo que representa un nivel de rigueza de artrépodos equivalente
al encontrado en los lotes de soja en la misma fecha. Al igual que en los lotes de soja,
los individuos mas abundantes pertenecian generalmente al orderCadidashola en
el sitio 2 y a los Hymenopter&drmicidag, en el resto de los sitios. L&oleoptera
fueron los artropodos mas grandes encontrados en todos los sitios, salvo en el sitio 1, en
donde los artrépodos de mayor tamafo pertenecian a ordenQithogtera Tabla 7).

En oposicion a lo observado en los lotes de soja, donde bajo la riqueza de artropodos
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luego de la aplicacion (D4), en los bajos cercanos la riqgueza no fue disminuida por la

aplicacién de plaguicidas, identificandose 49 familias ded@otos. Aumenté la

abundancia de los dipteros con respecto al muestreo anterior, aunque con una leve

disminucién de Coleoptera, pero siguieron siendo abundantes los Collembola y los

Hymenoptera Kormicidag. Con respecto al volumen, los especimenes mesdgs

correspondes a vertebrados del grApara en los sitios 2 y 3, pero teniendo en cuenta

a los artrépodos estrictamente lo fueron los Orthoptera en todos losTsitite §).
Paraexpresarlos resultadose emplearorgraficos de abundancia y volumen

incluyendo d@odas las familias, menos las tres mas abundantes (Formigdtakstidae

y Poduridag ya que los valores de abundancia tan grandes de estas familias en algunos

sitios enmascaran el comportamiento de las familias importantes para la aliaredéa

los anuros. Las especies de anuros caidos en las trampas no se tuvieron en cuenta para

los analisis de riqueza, abundancia y volumen, debido a que el muestreo se disefid para

captura de artrépodos.
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Tabla 5. Ordenes y familias danimalescaptuados en lotes de soja antes de la aplicacion de plaguicidas
en los cuatro sitios de muestreo en términos del nimero y del volumen de ejemplares capturados.

Antes Soja Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4
Clase Orden Fam ilia N® Ejemp Vol(mm3) |[N° Ejemp Vol{mm3) [N Ejemp Vol(mm3) |N°Ejemp Vol (mm3)
A nfibia Anura R.arenarum 1130833
R.fernandezae 1 487,22
Total 1 487,22 1 1308,33
Anelida Oligochaeta  Oligochaeta 1 104 67 2 20933
Arachnida Acari Acari 9 1570
Araneae Anyphaenidae 1 1,87
Araneidae 1 1,09
Gnaphosidae 1 0,79 1 1,08
Hahniidae 1 1,05 20 20,93
Indeterminado 1 1,05
Lycosidae B 536,94 57 105,71 13 758 96 3 133,97
Tetragnathidae 1 1,57 1 1,08
Theraphosidae 1 16,35
Thomisidae 1 8,37
Total 12,00 566,12 58,00 106,76 13,00 758,96 26,00 158,57
Opilionida Caddidae 1 8,37
Crustacea Isopoda Oniscidae 9 29516 2 216,66
Indeterminado Indeterminado Indeterminado 1 14,65
Insecta Coleoptera Carabidae 1 769,30 26 142033
Cerambycidae 2 4710
Chrysomelidae 4 4,19
Curculionidae 1 37,68 3 9237
Elateridae 1 37,68
Scarabaeidae 2 265,85 1 12,56
Staphilinidae 2 0,92 1 3,14 1 3,14
Total 9,00 308,64 3,00 785,00 32,00 1597 48 1,00 3,14
Collembola Actaletidae 3 0,20 3 0,79 4 3,93
Poduridae 1002 67,64 G 0,39
Total 3,00 0,20 1002,00 67,84 8,00 1,18 4,00 3,93
Dermaptara 1 183
Diptera Cecidomyiidae 1 033 2 3,01
Chironomidae 1 0,46
Culicidae 1 5,89
Delichapodidae 1 1,57
Indeterminado 1 1,05 2 2,09
Heleomyzidae 5 17,01 21 22,77 9 9,42
Pharidae 1 1,05
Sphaeroceridae 1 1,05
Tipulidae 1 2,62
Trichoceridae 1 0,32
Total 7,00 20,15 24,00 30,76 5,00 5,04 12,00 12,89
Heteroptera  Piesmatidae 2 26,17
Homoptera Cercopoidea 3 4,71 B 7,33
Jassoidea 22 67,77
Total 25,00 72,48 6,00 7,33
Hymenoptera Ampulicidae 1 1,57
Chalcididae 1 1,57
Formicidae 79 93,02 30 37,42 23 62 41 422 684,59
Vespidae 1 75,36
Total 81,00 169,95 30,00 37,42 24,00 63,98 422,00 684,59
Lepidoptera  Nuctulidae 1 14,65
Orthoptera Acrididae 2 81,12 1 95,91
Gryllidae 4 598,69 ] 351
Grilltalpidae 1 4710
Total 6,00 679,81 2,00 146,01 5,00 35,71
Total 167,00 2769,28]1119,00 2350,76| 92,00 2581,80) 474,00 132481
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Tabla 6. Ordenes y familias danimalescapturados en lotes de soja después de la aplicacion de
plaguicidas en los cuatro sitios de muestreo en términos del nimero y el volumen de ejemplares

capturados.
Después Soja Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4
Clase Orden Fam ilia N°Ejemp Vol(mm3) [N°Ejemp VYol(mm3) [N°Ejemp Vol(mm3) [N°Ejemp Vol(mm3)
Anfibia Anura 0.americanus 2 2093.33 1 146533
R. arenarum 1 942,00 1 1465,33
Total 3 303533 2 2930,67
Anelida Oligochasta Oligochaeta 1 104,67
Arachnida Acari Acari 4 3.66
Araneae Araneidas 1 0.20 1 1,05 1 0.20
Gnaphosidae 1 2,94
Hahnidae 6 4,97
Lycosidae 6 244,79 6 472,44 19 450,33 3 765,51
Theraphosidae 1 137,77
Theridiidae 2 11,51
Total 14,00 387,72 6,00 472,44 22,00 462,89 5,00 768,65
Opilionida Caddidae 1 8.37
Crustacea Isopoda Oniscidae 2 94,99 10 274,36
Insecta Coleoptera Carabidae 1 1413,00
Cerambycidae 1 2,36 1 5,89 2 63,85
Curculionidae 1 37,68
Scarabaeidae 1 2,94
Total 1,00 2,36 2,00 8,83 3,00 101,53 1,00 1413,00
Collembola Actaletidae 20 9.42 5 5,23
Poduridae 3636 237,85
Sminthuridae 1 0,13
Total 21,00 9,55( 3636,00 237,85 5,00 5,23
Diptera Asilidae 1 300,92
Cecidomyiidae 2 2,94 1 0,26 1 2,09
Chironomidae 1 3,93
Culicidae 1 5.89
Delichapodidae 1 1.83 1 1.83
Indeterminado 1 2,09 2 3.14
Heleomyzidae 11 12,30 2 2,09
Muscidae 1 2.09
Phoridae 1 0.26 3 1.44 4 1,83
Sphaeroceridae 1 0.13 1 1,05
Trichoceridae 1 2.09
Xylophagidae 1 32,71
Total 7,00 9,35 18,00 355,09 6,00 6,02 7,00 10,47
Heteroptera Lygaeidae 1 21,26
Homoptera Cercopoidea 2 4,25
Fulgoroidea 4 2512
Jassoidea 13 26,95 1 10.47 1 412
Total 17,00 52,07 1,00 10,47 3,00 8,37
Hymenoptera Formicidae 97 122,34 1 0,92 10 20,93 65 153,27
Sphecidae 1 2512 1 0,20
Total 98,00 147,46 1,00 0,92 11,00 21,13 65,00 153,27
Lepidoptera Larva 1 2,09
Nuctuidae 1 122,46 1 3,66
Total 1,00 122,46 1,00 2,09 1,00 3,66
Orthoptera  Acrididae 1 70,65 1 94,20 1 497,17 1 314,00
Grylidae 3 902.49 2 177.41 3 229,09 7 238.12
Total 4,00 973,14 3,00 271,61 4,00 726,26 8,00 552,12
Molusca  Gasteropoda 1 1,57
Tofal 171,00 1832,40(3672,00 4396,20] 52,00 1334,11] 104,00 6212,42

52




Tabla 7. Ordenes y familias danimalescapturados en bajos lindantes a los lotes de soja antes de la
aplicacion de plaguicidas en los cuatro sitiless muestreo en términos del nimero y el volumen de
ejemplares capturados.

Antes Bajos Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4
Clase Orden Familia N° Ejemp Vol(mm3) [N° Ejemp Vol (mm3) [N°Ejemp Vol(mm3) |N°Ejemp Vol (mm3)
Anfibia Anura R fernandezae 1 187,22
0. americanus 2 228,70
Total 1,00 487,22 2,00 228,70
Anelida Oligochasta  Oligochaeta 1 104,87 2 877 4 418,67
Arachnida Acari Acari 9 15,70 2 7,07 2 1.31
Araneae Araneidae 4] 76,55
Gnaphosidae 1 0,79 1 4,71 1 1,31
Hahniidae 1 1,05 23 24 07
Indeterminado 1 1,05 3 3,14 1 1,05
Lycosidae i 536,94 14 714 57 933,39 13 32107
Salticidae 1 1,57
Tetragnathidae 1 1,57 2 11,91
Theraphosidae 1 16,35
Thomisidae 1 8,37
Total 12,00 566,12 15,00 321,85 66,00 1014,64 40,00 359,40
Opilionida Caddidae 1 837
Crustacea lsopoda Oniscidae 9 2095 16 7 200 96
Indeterminado Indeterminado Indeterminado 1 14,65
Insecta Coleoptera Carabidae 1 262 30 190912 3 549 A0
Chrysomelidae 4 4,19
Curculionidae 1 37,68 4 146,01 1 37,68
Elateridae 1 42 39
Scarabaeidae 2 265,85 1 847,80 3 329752 1 1048 24
Staphilinidae 2 0,92 1 0,63
Total 9,00 308,64 2,00 850,42 38,00 535331 6,00 167781
Collembola Actaletidae 3 0,20 4 0,85 5 183
Poduridae 3000 200,83 15 0,98
Total 3,00 0,20 3000,00 200,83 19,00 1,83 5,00 183
Diptera Cecidomyiidae 1 0,39
Chironomidae 1 2,62
Heleomyzidae 5 17,01 1 1,05 7 785
Sciaridae 1 0,26
Tipulidae 1 2,62
Trichoceridae 1 0,52
Total 7,00 20,15 1,00 262 2,00 1,31 8,00 8,24
Heteroptera  Corixidae 1 12,56
Lygaeidae 1 1,67
Miridae 1 2,09
Piesmatidae 2 2617
Total 2,00 26,17 1,00 12,56 1,00 1,57 1,00 2,09
Homoptera Aphidoidea 3 262
Cercopoidea 3 4,71 2 3,14 7 §.37
Jassoidea 22 67,77 6 36,19 K 6.28
Total 2500 72,48 5,00 5,76 562 36,19 10,00 14,65
Hymenoptera Chalcididae 1 1,57
Formicidae 79 93,02 83 17322 108 75,95 558 297 58
Vespidae 1 75,36
Total 81,00 169,85 83,00 173,22 108,00 75,95 558,00 297,58
Lepidoptera Larva 1 8007
Nuctuidae 3 339,12
Total 3,00 339,12 1,00 80,07
Orthoptera Acrididae 2 81,12
Gryllidae 4 508,69 1 43332 3 943,57 5 403 62
Total 6,00 679,81 1,00 43332 3,00 943,57 5,00 403 62
Molusca Gasteropoda 1 18,84
Diplopoda Julida 1 7,85
Total 167,00 2769,2813112,00 2238,05| 252,62 8212,06( 644,00 305542
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Tabla 8. Ordenes y familias danimalescapturados en bajos lindantes a los lotes de soja después de la
aplicacion de plaguicidas en los cuatro sitios de muestreo en términosirdeto y el volumen de
ejemplares capturados.

Despue’s Bajos Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4
Clase Orden Familia W*Ejemp Vol(mm3) [N* Ejemp Yol(mm3) |N*Ejemp Vol (mm3) [N*Ejemp Yol(mm3)
Anfibia Anura R fernandezas 1 14392
L. latnasus 1 130,83 2 1244 67
0.americanus 3 298300
Total 500 125775 2,00 3244867
Arachnida Acari Acan 4 3,66 5 6,28
Araneae Araneidae 1 0,20 2 208 9 49 52
Hahniidae 6 447 1 1,08 14 14 68
Lycosidae 6 24478 17 963 48 14 447 58 11 215 61
Salticidae 2 236
Tetragnathidae 1 1.08
Theraphosidae 1 13777
Total 14,00 387,72 20,00 966,60 25,00 499 46 26,00 231,31
Opilionida Caddidae 1 837
Parasitiformes Oxididae 1 0,13
Crustacea Isopoda Oniscidae 2 94 99 2 4344
Insecta Coleoptera Carabidae 2 299 35 1 4710
Cerambycidae 1 2,38 1 3297 1 8975
Chrysomelidae 1 1,57
Curculionidae 3 81,51
Dyctiscidae 1 6699
Welbidea 1 117,23
Scarabaeidae 2 5,89 3 8478 3 563
Staphilnidae 4 1,08
Total 1,00 2,36 500 372,23 13,00 364,63 5,00 96,95
Collembola Actaletidae 20 9,42 3 314
Poduridae 5250 14344
Sminthuridae 1 0,13
Total 21,00 9,55 5250,00 343 44 3,00 314
Dermaptera 1 2117
Diptera Cecidomyiidae 2 294 1 0,39
Chloropidae 2 209
Chironomidae 1 208
Culicidae 1 282
Delichapodidae 1 1,83
Indeterminado 1 2,09 2 208 1 1,09
Heleamyzidae 6 6,28 9 942
WMuscidae 1 2,09
Phoridae 1 028 1 1,08 3 2,36
Sciaridae 1 12,56
Sphaeroceridae 1 0,13 1 0,20 2 2,09 2 262
Trichoceridae 4 942 2 419
Xylophagidae 1 157 1 14,65
Total 7,00 9,35 10,00 12,24 11,00 28,13 20,00 36,37
Heteroptera Lygaeidae 1 2126 3 7.85 1 14,65
Piesmatidae 1 13,08
Total 1,00 21,28 4,00 20,93 1,00 14,65
Homoptera Cercopoidea 37 4318 5 7.85 4 550
Fulgoroidea 4 25,12 2 12,04 1 208
Jassoidea 13 26 45 18 7117 18 3310 1 105
Total 17,00 52,07 57,00 126,39 22,00 43,04 500 6,54
Hymenoptera Ampulicidae 1 83 34
Chalcididae 1 013
Formicidae 97 122,34 7 1119 42 68,30 98 66,53
Pompiidae 1 2092
Sphecidae 1 2512
Total 98,00 147,46 8,00 3212 44,00 151,77 98,00 66,53
Lepidoptera Larva 1 314
Nuctuidae 1 122,48 5 79,55
Total 1,00 122,46 6,00 82,69
Orthoptera Acrididae 1 70,65 3 509,50 2 17,79
Grylidae 3 902 49 2 137532 9 274802 1 261,67
Grilitalpidae 1 70,65
Total 4,00 973,14 500 1884,82 11,00 276582 2,00 332,32
Thysanoptera 1 0,20
Total 171,00 1832,40(5368,00 7296,17| 138,00 7124,86| 162,00 831,25
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Antes de la aplicacion (A) en los cultivos de soja, la riqueza, la abundancia y el
volumen de los invertebrados caidos en las trampas no demostraron diferencias
significativas entre los sitios. Cuatro diaspless de la aplicacion (D4), la riqueza fue
significativamente menor en todos los sitios donde hubo una aplicacion respecto al sitio
1, donde no se aplicaron plaguiciddsg( 8a). Con respecto a la abundancia de
artrépodos expresada en términos de numermdividuos capturados, los sitios 3y 4
presentaron umimero de capturas significativamente menor al sitioFig (8b). Sin
embargo, no se encontraron diferenc@sificativasen el volumen total de artropodos
capturados en los cuatro sitios muestregi@. 8¢), y tampoco se notd una diferencia
significativa en la riqueza, abundancia o volumen de artropodos capturados dentro de un
mismo sitio antes y después de la aplicacidg. (8).

En los bajos, la Unica diferencia encontrada en cuento a la rigumeradancia o
volumen de artropodos encontrados dentro de un mismo sitio antes y después de la
aplicacién, fue un aumentsignificativo de la riqueza de artrépodos que se registrd
después de la aplicacion de los plaguicidas en el sitio 2 (p=0.BRRPP#). No se
observé ninguna diferencisignificativa entre sitios en los parametros determinados
(Fig 9).

De manera general, la riqueza, cantidad y volumen de artrépodos tendian a ser
superior en los bajagueen los lotes de soja tanto antes como después ajgicacion
de plaguicidas. Antes de la aplicacidn, esta tendencia era significativa para la riqueza de
invertebrados en todos los sitiddd. 10) y en el sitio 3 en términos de volumdfig(

12). Después de la aplicaciéon (D4), la tendenciasggaificativa cuanddue expresada
en términos de abundancia de artropadtmsdelos bajos tuvieron mague los cultivos
de sojaFig. 11).
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Figura 8. Artrépodos capturados (media + error estandar) en las trampas de caida desplegadas en los
lotes de soja.a) Riquezab) Abundancia yc) Volumen total de los artrépodos capturados. a
Significativamente difergte al sitio 1 en D4 (p < 0.001). El valor dentro de las barras corresponde al
namero de estaciones de muestreo.
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Figura 9. Artropodos capturados (media + error estdndar) enrdasphs de caida desplegadas en los
bajos lindantes a los lotes de sog. Riquezab) Abundancia yc) Volumen total de los artropodos
capturados. * Diferencias significativas entre antes y después de la aplicacién de plaguicidas dentro de un
mismo sitio (p< 0.05). El valor dentro de las barras corresponde al nUmero de estaciones de muestreo.
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Figura 11. Abundancia de artrépodos capturados en las trampas de caida (media + error estandar) en los
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Figura 12. Volumentotal (mni) de artrépodos capturados en las trampas de caida (media + error
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Dieta
A) Leptodactylus latrans

En el muestreo antes dedalicacion A) se analizaron 74 aparatos digestivos
(estobmagos + intestinos) de los cuales, 62 tenian contenido. Se identificaron 309
ejemplares de 13 taxa, que correspondieron a 1670% tancontribucion de cada
presa a la dieta de la especie segunditénde importancia relativa IRl ordenados de
mayor a menor, fue la siguient€oledpteraen todos los sitios, seguido por las\de
Lepidoptera yHemiptera en los sitios 1y, Bespectivamente. El indice de selectividad
(D) de Jacob (1974) también presemtlores positivos para los items nombrados, por
lo queLeptodactylus latranselecciona estas presdsipla 9y 10.

Dos dias después de la aplicacib2)( se analizaron 47 aparatos digestivos de
cuales 38 tuvieron algun tipo de contenido.i@®mtificaron 88 ejemplares de 17 taxa
que representaron 5511 mn&n el indice de importancia relativa (IR3pledpterafue
el principal item para ambos sitios, seguidos por Hemiptera y Homoptera en los sitios 2
y 3 respectivamente. En este muestreo narsdizo, el indice de selectividad (D),
debido a que no tuvimos datos de disponibilidad de alimento porque las trampas debian
estar activas por lo menos 4 didalfla 9 y 10.

Se analizaron en el muestreo cuatro dias después de la aplidad)or8Z
apaatos digestivos de cuales 62 tenian contenido. Se identificaron 155 ejemplares de 19
taxa que representaron 24951 frae volumen. Segin el IRI, la contribucién de cada
presa a la dieta fue la siguiente: Coledptera en casi todos los sitios, salvo emnde2, d
el item mas importante fue Anura. Le siguieron tmmopteraen los sitios 1 y 3,
Coleoptera en el sitio 2 y Hemiptera en el sitio 4. El indice de selectividad (D) mostro
valores positivos en todos los items. Igualmentdiglanode anurosapturads en las
trampas de caida, pudo estar sesgado debido a que las trampas no eran del tamafo
adecuado para este grupo de animdlabl@ 9 y 10.

Con respecto al namero de presas consumidas por los auultgsen los
diferentes sitios y muestreos; antes de la aplicacioridgpnurosiel sitio 4 capturaron
menos presas que las del sitio 1 y 3. Cuatro dias después de la aplicacidns(D4),
anurosde los sitios 1 y 4 presentaron valores menores de consuntio 8l & ademas,
los sitios 1 y 3 variaron significativamente entre los distintos muestressariuroslel
sitio 1 tuvieron menor consumo de predadias después de la aplicaciénlo¥ anuros
del sitio 2 también consumieron menos presas 2 dias despulkes aplicacion en

comparacion con el muestreo previg( 139.
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Entre los muestreos realizados antes (A) y después de la aplicacion (D2 y D4),
los anuros consumieron un menor numero y volumen de presas en los sitios 1, donde no
hubo aplicaciones, gn3; lo que indicaria que esta baja en el consumo se debi6 a algin
factor natural ffig. 13a 'y 130).

Antes de la aplicacion (A), las ranas del sitio 3 capturaron mayores cantidades y
volumenes de presas en comparacion con las de los sitios 1, 2 y 4; el 58hasadel
sitio 4 no presentd ningun tipo de contenido, lo que se observo en las diferencia
significativas con los sitios 1 y Fig. 13ay 13D.

Cuatro dias después de la aplicacion (D4), el 34% de las ranas del sitio 2 se
alimentaron de otros anuros peso se observa esmportanteerror, algo que el

muestreo previo ocurrid solo en un 7Bg( 13b).

Tabla 9. Contenido estomacal dkeeptodactylus latransen los diferentes muestreos: Antes de la
aplicacion A), dosdias después de la aplicacid®] y cudro dias después de la aplicaci@). %N=
porcentaje de la categoria en el total de las presas; %V= porcentaje del volumen de la categoria en el
volumen total. Los valores entre paréntesis corresponden a los aparatos digestivos con algun item
alimenticioen su interior.

ltem alimenticios Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4
A(21) D4 (16) A(13) D2 (18) D4 (16) A(20) D2 (20) D4 (20) A(8) D4 (10)
Orden Familia %N %V | %N %V | %N %V | %N %V | %N %V | %N %V [ %N %V | %N %V | %N %V | %N %V
Anfibia Anura - - - -- | 3.13 31.43| 1.79 15.48|36.67 88.79
Araneae 075 237| -- - | 6.25 153 -- - 333 021|382 077| -- - | 448 3.94
Lycosidae - - - -- 6.25 153 -- - 333 021153 034] - - 448 3.94
Isopoda Oniscidae - - - -- - -- | 536 580
Blatodea - - - - - - | 1.79 453
Coleoptera 4254 33.76|48.28 36.92| 59.4 17.3|32.14 29.54(40.00 8.08 |77.86 92.20(59.38 47.17(34.33 10.59|100.00 100.00|51.72 1553
Bruchinidae 597 762 3.13 0.90|1429 271 | -- - -- - - - | 149 039 -- - |13.79 4.26
Carabidae - - -- - -- - -- -- -- -- |42.75 50.57
Chrysomelidae | 1.49 2.67 | -- -- |12.50 3.64|1.79 8711667 231|076 0.14(3.13 5.98
Coccinelidae - - | 345 318 -- - - - - - - - - - - - 345 3.04
Curculionidae |11.84 16.59(17.24 1558| 9.38 3.08| - — [333 534|13.74 856 -- -- |16.42 540 16.67 23.31 |13.79 3.65
Elateridae 075 044 | - - -- - - - - - - _ _ _ _ . 833 1424|690 1.22
Scarabaeidea | 075 0.59| -- - - - - - | 333 006|687 2860 - - - - | 833 1416 -- -
Dermaptera - - - -- - -- | 536 276| -- - -- - - -- | 149 089 -- - 345 0.15
Diptera - - - - - - - - - - - - - -- [ 299 0.06
Hemiptera 075 2.06|6.90 21.25(12.50 32.98|25.00 28.09|10.00 1.00 | -- - - -- - -- -- - |41.38 82.80
Pentatomidae | 0.75 206 | - -- | 6.25 20.01|17.86 21.73(10.00 1.00| -- - - - - - - - |41.38 82.80
Heteroptera Belestomatidae [ -- - - -- - -- - - 333 171|076 145|625 832 -- --
Homoptera - - |[31.03 2470| 3.13 240 -- - -- - -- — |15.63 34.17|17.91 26.58
Aphidae - - 345 003 -- -- - - -- - -- - - - 1.49 0.00
Cicadoidea - - - - - - - - - - - - - - [13.43 2628
Hymenoptera - — | 345 071 938 065 - - - - - - | 938 0402090 7.88
Formicidae - - - -- - -- - - -- - -- - 1938 0.40[1045 0.39
Vespidae - - -- - 3.13 0.09
Larva 48.51 52.46| -- -- - -- - - -- - [16.79 3.30| -- -- | 448 0.12
Odonata - - - -- - -- - - -- - -- - - -~ | 149 0.03 - --
Orthoptera 746 9.35(10.34 16.41| 6.25 13.72(28.57 13.80| 6.67 020| 0.76 2.27| 938 9.95|11.94 4991 -- - 345 1.52
Grilidae - - - - - - | 179 048] -- - -- - - -- | 299 1488
Grillotalpidae - - - -- 3.13 12.83 -- - -- - - - 299 3214
100 100 | 100 100 | 100 100 | 100 100 | 100 100 [ 100 100 [ 100 100 [ 100 100 | 100 100 | 100 100
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Tabla 10. Contenido estomacal deeptodactylus latrangn los diferentes muestreos: Antes de la aplicacion (A) y cuatraleasiés de la aplicacion (D4RI= indice de
importancia relativa de cada categoria; D= indice de selectividad. Los valores entre paréntesis corresponden a logempaaaod algin item alimenticio en su interior.

tem alimenticios Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4
A(21) D4 (16) A(13) D2 (18) D4 (16) A (20) D2 (20} D4 (20) A (8) D4 (10)
Orden Familia IRI D IRI D IRI D IRI IRI D IRI D IRI RRI D RRI D IRI D
Anfibia Anura 26507 027 9591 627292 075
Araneae 14 84 -0.81 119,71 -0,35 2217 -1,00 91,77 -0,77 84,21 -1,00
Lycosidae 119,71 -0.35 2217 -0,65 18,67 -0.88 8421 -0.40
lsopoda Oniscidae 62,01
Blatodea 351
Coleoptera 581323 0,73 692252 097 |7665,91 0,92 41122212103 68 0,76 1530594 0,44 |790061|247034 050 |20000,00 0,73 537995 0,86
Bruchinidae 194,16 1,00 30,93 1,00 | 472,06 940 1,00 541,65 1,00
Carabidae 4666,05 0,46
Chrysomelidae | 3961 0,23 496,60 1,00 58,29 | 23715 1,00 4,53 1,00 4552
Coccinelidas 82,95 1,00 64,92 1,00
Curculionidae |1494.58 0,90 820,64 1,00 191,59 1,00 2123 1,00 | 122671 0,79 654,58 076 999 40 0,87 | 52338 100
Elateridae 567 1,00 28222 0,75 162,28 1,00
Scarabaeidea 6,38 -0.23 5418 0,30 532,04 0,70 28119 0,75
Dermaptera 90,16 11,93 1,00 36,00 1,00
Diptera 15,21 -0.,46
Hemiptera 13,35 1,00 175,93 1,00 |1049,55 100 |206459| 137,51 1,00 145,65 496721 1,00
Pentatomidae 13,35 1,00 403,99 1,00 | 879,70 | 137,51 1,00 496721 1,00
Heteroptera Belestomatidae 3151 1,00 11,08 0,32
Homoptera 174185 043 42,54 0,18 497,93 |1334.68 0,00
Aphidae 21,74 1,00 748 1,00
Cicadoidea 79421 1,00
Hymenoptera 25,98 093 23133 -0,91 100723 -0,34
Formicidae 48,87 108,35 -0,55
Vespidae 2472 1,00
Larva 432722 1,00 502 44 1,00 23,00 1,00
Odonata 761 1,00
Orthoptera 800,59 0,34 501,67 0,63 | 30730 0,75 |188303| 8547 0,19 15,16 -0,22 | 289,90 (123693 018 4970 047
Grilidas 188303 178,65  -0,38
Grillotalpidae 122,70 1,00 175,63 1,00
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Anfibios: condicion corporalindices somaticos y biomarcadores
A) Leptodactylus latrans
La cantidad de hembras y machos muestreados fue generalmente equivalente en todos los sitios
para todas lafechasde muestreo, salvo en el sitio 4 donde la captura de heril@anenorque en
el resto de los sitiosHig. 14). En esta especie de gran tamafio, tanto la relacion peso cokpttal
como la relacion grasa corpotadHC eran exponenciales, ilustrando que la alometria rige el
crecimiento erl. latrans confirmando la necesidad de utilizarrgpasta especie, indices escalados
para comparar la condicion corporal y la grasa corporal entre sitios y fechas de mbagtidsag
15b).
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El andlisis de GLM demostro que, kenlatrans el ICE y la actividad de GST son las dos Unicas
variables que ndependen de manera significativa del LHC. La condicion corpeigl 16) y los
biomarcadores GSH, CAT y ChE disminuyen sus valores con el aumento de LHC, mientras que IHS,
GCE e IGS aumentan con el largo del animal (datos no ilustrados). Ademasjdes i6& y GCE
son significativamente influenciasipor el sexo de los individuos; las hembras presentan valores
superiores a los machos (datos no ilustrados; p < 0.0001 y p = 0.024, respectivamente). Por ests
razén, las comparaciones de estos indicee eitios y fechas de muestreo se realizaron de manera
separada para los machos y las hembras.

En todos los sitios, la condicion corporal aumento significativamente entre los muestreos
realizados antes (A) y después (D2 y D4) de la aplicacion de plaguiticisando el crecimiento
de los animales de esta especie a medida que pasan los dias deRigrd®. Sin embargo, este
aumento generalizado de la condicion corporal se vio asociado a un aumento de la cantidad de gras:
corporal Unicamente en los nmas del sitio 1 Kig. 18b), la GCE de las hembras y de los otros
grupos de machos, fueron equivalente entre las distintas fechas y sitio de m&ésti&p El rol
limitado de la grasa corporal en la condicion corpordl.datranses ilustrado por laegresion entre
la condicion corporal escalada y la grasa corporal escalada que demuestra que la masa de grasa d
animal explica solamente el 19% de su condicion corp®iahos resultados sugieren gotos
tipos de reservas energéticas también son @aghdis en la condicion corporal delatrans(Fig. 19).

Si bien el indice hepatosomatico (IH8ksend una tendencia hacia la disminucién a lodids
después de aplicar (D4) en los sitios 1, 3 y 4, esta tendencia era estadisticamente significativa
sdlamenteen el sitio 1. De manera genetals anfibiosdel sitio 2 presentaban un IHS superiores a
las de los otros sitios, especialmente en ([B4g.(209. Llamativamente, el indice de contenido
estomacal (ICE)vari6 de manera similar al IHSlos anurosdel sitio 2 presenteon valores
generalmente mas altos que la de los otros sitios, especialmente edoB4nfibiosdel sitio 1
presentando un ICE significativamente inferior en D4 que antes de la aplicacion de plaguicidas
(Fig.20b).

El indice gonadosoatico (IGS)presend generalmente pocas variaciones elesitios ylas
fecha de muestreo, la Unica diferencia significativa obserfad@&n machoslos anurosiel sitio 1
presentaron un GSl inferior a la de los sitios 2 y 3 antes de la aplicacifidA21).

Con respecto a los biomarcadores, muy pocas diferencias se observardaosesities y las
fechas de muestreo y en ningln momento se observo una difesigndiaativadentro de un mismo

sitio entre las determinaciones realizadas ante® ¥l 2lias después de la aplicacion de plaguicidas
(Fig. 22).
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B) Leptodactylus latinasus

Para la especike. latinasustambién seconsideé para los analisis estadisticos solamente los
sitios que tenian un nimero de ranas igustierior a 5 individuos. Es por ello, que el sitio 1 no
presenta valores antes de la aplicacion por no haberse hallado individuos en ese nkagn@3jo (

A pesar de ser unespeciede pequefio tamario, la relacién entre el peso corporal y el largo
(LHC) fue exponencial, por lo tanto como en la espkciatrans la condicion corporal se evaluo
utilizando el método de masa corporal escalada para evaluar los distintos sitios y fechas de muestrec
(Fig. 249. En cambio, no hubo una relaci@lométrica entreel peso de la grasa y el largo (LHC),
por lo que se calcul6 el contenido de reservas como un porcentaje del peso deigpo?dby. El
analisis de GLM demostré que solo las variables, condicién corgearal 45 y el biomarcador
GST estén influenciadage manera significativa por el largo hocidoaca (LHC), disminuyendo
sus valores con el aumento del largo del animal (dato no ilustrado). Ademas, el IGC esta
significativamente influenciado por el sexo de los individuos; las hembras presentando valores
superiores a los machos (datos no ilustrados, p = 0.036). Por esta razén, la comparacion entre sitios
y muestreos de este indice se realizd de manera separada para machos y hembras.

La condicién corporal de las ranas que habitaban los sitios 2 y 4 fu@sudpdias después
(D4) de aplicar los plaguicidas en comparacion al muestreo previd-igh)26). Sin embargo, solo
es claro que el aumento en D4 de la condicién corporal en los machos del sitio 4 se debe a un
incremento de la grasa corporal. No se pusmigirmar lo mismo en el sitio 2, debido a que no
existié un buen namero de individuos muestreados para esa fagh27@).

Antes de la aplicacion de los plaguicidas, las ranas del sitio 4 tenian valores de IHS inferiores
a las de los sitios 2 y Fig. 289. El IHSdisminuyd 4 dias después de la aplicacién en las ranas del
sitio 2 (Fig. 283. En cuanto al ICE, los anfibios de los sitios 3 y 4 presentaron valores inferiores a
los del sitio 2, antes de la aplicacion de los plaguicidas (A). Luego, eel Bdio 4 tuvo valores
superiores a las ranas de los sitios 1 ¥i§.(28b).

El contenido de GSH vy la actividad de CAT en los anuros del sitio 4 eran significativamente
elevados en D4 en comparacion a los valores que tenian en A. En ese mismo ddisense la
misma tendencia para la actividad de GST aunque no fue significkitya20a, 29b y 29c)
Ademas, la actividad dehE de los anfibios del sitio 3 presento valores mas altos en D4, pero en
comparacion a D2; y ademas tuvo valores superiores ddbsitio 1 Fig. 29d). Igualmente, la
actividad de este mismo biomarcador se encontré elevada en los anuros que habitaban los sitios 3

4 con respecto a los del sitio Zid. 29d).
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C) Boana pulchella

En el caso particular d&. pulchella,se observé que en su mayoria los individuos capturados
en todos los sitios, salvo el sitio 1 eran maclkag. 30). Es por esta razon, y para evitar que las
diferencias existentes en el sexo de las ranas capturadas influenciaran en los resultadeg es que
analizaron los distintos parametros solo teniendo en cuenta los anuros machos. Ademas, en el sitic
2, s0lo se capturaroranfibios adultosen el muestreduego de2 dias de la aplicacion de los
plaguicidas (D2), por lo que este sitio no fue considepada los andlisisHg. 30).

La relacién entre el peso corporal y el largo (LHC) era en este caso lineal, por lo que se
utilizaron los residuos de la regresion entre el peso corporal y el largo para el andlisis de condicion
corporal Fig 313. La grasa cgoral, no sigue ningun patron claro, ya que varios animales de
distinto largo presentaron pesos de grasas similares, por lo que su contenido se analiz6 como ur
porcentaje del peso corporé&id. 31b).

El analisis de GLM demostré que ninguna variable eflagnciada de manera significativa
por la longitud hocicecloaca (LHC) de los animales. La condicion corporal de las ranas machos era
mayor en todos los sitios respecto del siti&if).(32).

Los parametros corporales IHS e ICE de las ranas de losIsiigsson significativamente
mayores que las del sitio 3. Ademas, el indice de contenido estomacal (ICE) de los anuros es inferior
luego de la aplicacion del plaguicida en todos los sitios, incluso en el que no tuvo aplicdgmnes (
33a y 33¢. El indiee gonadosomatico (IGS) de las ranas del sitio 1 es menor a las del sitio 3y 4
(Fig. 33b. No hubo diferencias en las grasas corporales de las ranas de ningun sitio ni en ninguin
momento, pero se observa una leve tendencia que es mayor en las rariasldEigit33h).

La actividad de la catalasa de los anfibios del sitio 3 se encuentra disminuida 4 dias después
de la aplicacion con respecto Zadias después de la aplicacion (D2). Ninguno de los otros
biomarcadores examinados (GSH, GST y Ohesend una diferencia significativa entre los 3 sitios
evaluadosKig. 34ay 34b, 34cy 34d
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2.4 DISCUSION

En el present&rabajo de Tesis Doctorak caracterizo la disponibilidad de alimento, la dieta,
la condicioncorporal y una serie de biomarcadores déodaxidativo tanto enzimaticos y no
enzimdicosen ejemplaresdultosde las especies de anutaslatrans L. latinasusy B. pulchella
capturados en tres sitiagricolasubicados en lotes de soja de la localidad de Chivilcoy. EI muestreo
se repitid en #s momentos distintos: Quince dias antes (A), y dos (D2) y cuatro dias (D4) después
de aplicarse una mezcla de los insecticidas lamdacialgttiaanetoxam el herbicida glifosato o el
fungicida tetraconazolézn las mismas fechas, se muestreo, ademastiaren donde no se aplico
plaguicidas, |l a reserva AEI Destinoo, en el P

En la region pampeana se ha reportado la presencia de plaguicidas en diferentes
compartimentos del ambiente como el agua, sedimestelp Peruzzo et al., 2008, Aparicio et al.,
2013; Bonansea et al., 2013; De Geronimo et al., 2014; Hunt et al., 2016; Ronco et al., 2016;
Etchegoyen et al.,, 2017; Primost et al., 2017; Caprile et al.§)2Muestros esfuerzos para
caracterizar el nivel de contaminacion a los que se hallaban expuestos los anuros, no dié resultados
positivos en las muestras de aglgesar de poseema baja detectabilidad (1ly/no se hallaron
trazas de ningun plaguicidealizado en las muetras @gua, ni previo ni posteriarla aplicacion de
la mezcla de plaguicidas, aunque los insecticidas (lambacialotrina y tiametoxam) y el herbicida
glifosato poseen una vida media en agua menor a los 30Utiasexplicacion a losesultados
observados podria deberse a la ocurrencia dedegeadacion biolégica que la afinidadde los
plaguicidaspor las particulas del suelmyaimpedidq niveles de deteccion observab({&terren et
al., 2016) En cambio, en las muestras de suelo sechaontrado moléculas del herbicida glifosato y
sumetabolito AMPA, en los sitios agricolas donde no se apl&guicidasparala fechade toma de
las muestrasSe conoce que lda media del glifosato en el $aes muy larga y puede llegar desde
semanas a afid€arlisle & Trevors, 1988)Luego de la aplicacion de la mezcla de plaguicidas se
detectaronsolo en el sitio 3, los insecticidas (lambdacialotrina y tiametoxam) y el herbicida
(glifosato ysu metabolittAMPA). Seguramente este hallazgo se debid a que los productos aplicados
tuvieron contacto con el suediebido a que alli, la soja era poco densa, de plantas bajas y presentaba
mucho suelo desnudo. El resto de los lotes de soja, tenian mucha cobertteacdiives, quizas lo
gue detuvo el ingreso del producto al suelo.

Con respecto a la disponibilidad de alimento, en el cultivo de soja, la riqueza de familias de

artropodos permanecié constante, tanto en presencia como en ausencia de los insectiaiias apli
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pero pudieron encontrarse diferencias después de la fumigacion entre los lotes de soja (sitio 2, 3y 4)

con el sitio 1, donde ademas de no tener actividad agricola, tiene una estructura vegetal muy variada.

No se detectaron efectos de deriva dedétisida hacia los bajos, ya que no hubo diferencias
en ninguna de las variables estudiada (riqueza, abundancia y volumen) entre antes y después de |
fumigacion. En caso de existir deriva, lo artropodos de los bajos poseen una disponibilidad mayor de
refugios que podrian protegerlos de este efecto u otros disturbios (Dennis et al., 1994; Lee et al.,
2001; Pollier et al.2017). Los bajos luego de la aplicacion, presentaron valores mas altos de
abundancia en los 6rdenes de Homoptera, Coleoptara y Aracbni@aismosde los cuales se
alimentan los anuros de la espetielatrans siendo estos un refugio esencial para las presas

consumidas por los anuros.

No se encontraron diferenciasgificativas entre los parametros déa abundancia y el
volumen de presasapturadas en las trampas, delggizasa la gran variabilidad que presentaban
los datos, por lo que se debe aumentar la cantidad de trampas de caidas usadas en cada sitio pa

medir con menomargen deerror y asi poder realizar comparaciosgmificaivas

Estudios realizados en Argentina y Brasil, indican fuéatrans basa su dieta en varios
grupos de invertebrados (insectos, arachnidos, anélidos, miridpodos, crustaceos, moluscos, etc)
vertebrados (anfibios, aves y pequefios mamiferos) y que ske poesiderar a la especie un
consumidor generalista (Gallardo, 1974; Basso, 1990; Lajamdmnd@es;Solé et al., 2009)En el
presente trabajde Tesis Doctora} coincidiendo con lokabitosalimenticios mencionados por otros
autores, los taxa consumidos con mayor frecuencia fueron los coledpteros, hemipteros y homépteros.
pero no asi los arachnidos. Quiza este ultimo item fue hallado en baja fre@rehosaanurgs
debidoa que permacieron aproximadamente 12hs desde la chpsieasu sacrificio, quedando esta
presa digerida y sin poder identificarse en las muestradalebsu bajo contenido de quitina con
respecto a otrosrganismosncontrados. Muy pocos estudios de dieta sobre anuros han realizado
comparaciones con la disponibilidad de alimeria el presente trabajge calculd el indice de
selectividad de Jacob (19) el cual compara la proporcion relativa de los artropodos encontrados en
el ambiente con los hallados en los contenidos estomacales de los anuros, y muegicadgué
organimosconsumidos son seleccionaddsaneyro et al., 2004; Lopez et al., 2009¢ptodactylus
latrans ha sido considerada una especie generalista (Gallardo, 1974; Basso, 1990; Ljamanovich,
1996; Solé et al., 2009) como lo confirman los resultadasteestudio, observandose un consumo
variado, en los diferentes sitios. Sin embargo, esta especie es selectiva para algunas de sus pres:

(teniendo en cuenta la disponibilidad en el entorno). Inferimwsselectividad de los valores
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positivos delindice de Jacob para Coleoptera, Hemipteréagvasde Lepidopteray los valores
negativos para otras categortasnoArachnida e Hymenoptefgeneralment&ormicidog. Algunos
resultados de este indipedrian ser explicados conf@sos positivos, por ejemploama los grupos
de artropodos voladores, como las libélul@sidnad) y las avispas (Hymenoptera) que no son
muestreadas correctamente con el método de trampas de caida; tpotojsus valores de
abundancia en el ambiente seran bajos, dando como resaltalduier consumo de ellos, valores

positivos.

En cuanto al consumo de alimentarftidadde presas y volumen) por partelddatransen
los diferentes sitios y momentos de muestreduecclaro el patron dda variacion observadd.a
disminucién en el consumo del volumen de presas 2 y 4 dias después de la aplicacion de plaguicidas
en el sitio 3, podria deberse a los efectos de la aplicacién, pero como el mismo patron se observa er
el sitio 1, donde no hubo aplicacion, no podemaoscliir que su efecto sea por el uso de los
plaguicidas. Quizas esta variacion se deba a las diferencias de dias transcurridos entre los muestrea
(A-D4), donde hubo casi un mes entre ambos y posiblemente las condiciones naturales del ambiente
cambiaron. E alto valor en el volumen consumido a los 4 dias después de la aplicacion de
plaguicidas (D4) en el sitio 2, se debe a que en ese mommeiioos de los anfibios adultse
alimentaron de otros anuros, mientras que a otro 31% se les encontré el apesstmdigcio.

Las medidas del cuerpo (longitud y peso) de un individuo son detalles importantes, que
pueden influenciar otras caracteristicas como las tasas metabdlicas y de crecimiento, y determinar
atributos poblacionales como la abundancia o la deshgiRizters, 1983)La relacidon existente entre
el tamafio y peso de los individuos en una pobladigierminadase expresa como un indice de
condicion corporal que puedeervir comoindicador de estrés ambiental para muchas especies y
contextos (McCoy & Hars, 2003).Se han desarrollado numerosos indices de condicion corporal y
se aplican en diferentes disciplinas cientificas, y a menudo se han estabhstabiologias
especificagpara usar con diferentes grupos de estuBiahijlteHostedde et al., 2005; ek Gree,

2009. La diversidad desstosindices disponibles nos indica que ningmétodo es ideal y que
estimar coneéxito la condicon corporal no es tareadil. No obstante, al desarrollar undice de
condicibn corporal es vital reconocer la importandela reladn de escala entdiferentes medidas

del tamafio corporal (incluida la masa) que puede variar entre las especies y las poblaciones (Peig &
Green, 2009).

Evaluamos la relacion del peso y el largo en las tres especies de anuros para tener

informacion sobre la forma en la cual estaganismosaumentan de tamafio. Los individuos de las
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especiesL.latrans y L.latinasus tuvieron un crecimiento alométricdp que significa que
experimentaron cambios en la formarporala medida que su masaimend o disminuyd en
funcidonala longitud de su cuerp®or este motivoutilizamos el indice de masa escalado (Peig &
Green, 2009) que estd basado en la presencia de tal tipo de relacion exponencial entre el peso y €
largo del organismoSin embargo, no enctsamos la misma alometria en la espdRigulchella

guizas debido a que solo trabajamos con los individuos machos y de un tamafio Sirnitar, el

indice de masa escalado puede considerarse como una mejora en los indices de condicign corpora
éste parametradealmente, debe ser preciso e imparcial con respecto al tamafo, y no debe
correlacionar con la masa corporal o con la longitud (Falk et al., 2017). Nosotros, al igual que Falk et
al. (2017),encontramos una correlacion negativa entreoladicion corporal escalada y el largo
corpora) resultado que nomdicaria que este método no corrige del todo el problema de la de
longitud.

Por otro lado, el peso de grasa corporal seca y humeda ha sido utilizado para aproximarse a la
verdadera condicién corporal (Falk et al., 2017). Las reservas de energia estan relacionadas con e
tamano estructural, pero de una manera compleja en la guetaleisnes de escala varian segun las
variables seleccionadas, asi como entre las especies (Peig & GreenSala0para la especie.
latrans encontramos que la acumulacidon de grasa corporal seguia un comportamiento alométrico
como la masa corporal, uglmente las reservas de grasdk explicaron el 19% de la condicién
corporal observada. Estos resultados estarian indicandolagueeservagnergéticasse estarian

depositand@demas en otros tejidos, y en otra fodeaesevaomo proteinas glicogeno.

Los biomarcadores pueden ayudar a evaluar el estado de salud de las poblaciones de anfibios
actuando como puntos finales subletales de intoxicagidnque muchos trabajos de nuestro grupo
como otros autores encuentran evidencia de que losaltadores quéemos utilizados en el
presente trabajo de Tesis Doctaraino GSH, CAT, GST y ChEonstirtuyen biomarcadores validos
para demostrar los efectoscivosde los plaguicidas sobre la saludia arfibios (Venturino, 2003;
Lajmanovich, 2008; Bxdeur et al., 2011; Brodeur, et al., 2017, Moretti et al., 2017). En este estudio
no encontramos claros efecties toxicidad luegale la aplicacién de la mezcla de plaguicidas o entre
los individuos provenientes de sitios cultivados y del sitio controliguna de las tres especies de
anurosestudiads. Las Unicas diferencias observadas que podrian indicar que la dsfstiasus
estaria afectada pda exposicién cronica a los plaguicidas en el sitifud el aumento de forma
significativa después de la aplicacién de plaguicidas de CAT y GSH, GST present6 una tendencia,

pero noalcanzo valores significativoSe sabe que GSH es un sustrato para la actividad de GST y
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gue el aumento en los niveles de GSH leoelevacion concomitante de la actividad de GST sugiere

un papel critico en la segunda fase de la biotransformacion al conjugar xenobidticos con GSH para
facilitar la disolucion en los medios celulares y extracelulares acyad®®sta manera, eliminaslo

como desechos fuera del organisfHayes& Pulford, 1995fFarombi et al., 2007 El aumento de la
actividad de CAT también se observa en presencia de contaminantes ambientales, Zaguesia

un componente del sistema de defensa desarrollado pomgkssimos aerdbicos para contrarrestar

los efectos dafiinos de las especies reactivas de oxigeno (ROS) derivadas de cualquiera de los do
metabolismos, el esencial y normal, o el de los xenobiéticos (Abdollahi et al. 2004; Martinez
Alvarez et al. 2005, Mor#tet al., 2017).

El trabajo realizado en este capitulo, con el disefio de muestreo empleado para caracterizar los
efectos de una aplicacion (A vs D2 y DaAp aporb evidencia clara de los efectos indirectos ni

directos que producen los plaguicidas sd@sgpoblaciones de anfibiesiurosadultos

La gran variabilidad en los datos de disponibilidad de alimento observada en los distintos
momentos del muestreo no fueron Optimos para caracterizar la abundancia y el volumen de
artrépodos. Habria que realizar un muestro con mayor nimero de trampajoaaa la precision.
Depender de las decisiones de un productor para el momento de aplicar hizo que pase demasiadt
tiempo entre los muestreos previos y posteriores a la aplicalifimutando la asociacion entre la
exposicion coros plaguicidag/ los canbios observados en la dieta. No tenemos conocimiento del
tiempo, exposicién o ruta a la que estan expudssoanfibiosen el campo, quizas la falta de lluvias
después de la aplicacion de plaguicidas impidié la exposicion al mismo, no teniendo regpuestas

los biomarcadores utilizados
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3. OPTIMIZACION DEL USO DE TRAMPAS DE CAIDAS DE
ARTROPODOS PARA EVALUAR LA DISPONIBILIDAD DE
ALIMENTO PARA ANUROS
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3.1 INTRODUCCION

Es conocido que ajrupo de organismowvertebradosmas amenazadson los anfibiosy de este
grupo, el 32% de las especies esta en peligro de extincion y 43% en situacion de declive (Stuart et
al., 2004).En 2016, a grupo de investigadoresportéque las poblaciones de anfibios de Norte
América se reducen cada afo 44, por locual en 20 afios aproximadamente las poblaciones
habran disminuido en un 50% (Grant el al., 2016). Con respecto a las posibles causas de la
desaparicion déas poblaciones danfibios, se han encontrado evidencégnificativassobre la
interac@don de algunos factoreambientalestales como la pérdida o modificacion del habitat,
asociados con otros componentes como las enfermedades, el cambio climatico y la contaminacion
ambientalcon el declive de las poblaciones de anfiiBRustein& Kiesecler, 2002; Collins&

Storfer, 2003; Stuart et al., 2004; Sodhi, 2008; Mann et al., 2009, Hayes et al., 2010, Suarez et al.,
2016).El principal efectmegativoe inmediato de la intensificacion agricelel avance sobre areas

de tierras naturales, dejangocos remanentes de hdbitat no cultivado, que consisten a menudo en
estructuras lineales como terrazas, cortinas de viento y margenes de campos con vegetacion silvestr
(Dennis & Fry, 1992). La vegetacion natural que crece en los margenes de los caltstitsiye un

relicto de habitat muy valorado porque aporta diversidad vegetal, y ésta a su vez provee recursos a |z
vida silvestre (Altieri, 1999, Bentoet al, 2003). Estos recursos son especialmente importantes para
los artropodos como sitios de oviposicion y refugio. Los artropapgoganservicios ecosistémicos

o son fuentes de alimento para otros animales en los agroecosistemas (Landis et al., 2000; Hallmanr
et al., 2014) En los lotes, los artropodos se ven amenazados por las perturbaciones regulares qu
sufren los cultivos, poejemplo,en la siembra, la cosecha y con tageradasaplicaciones de
plaguicidas. Ademas, existen evidencias de deriva de icisiastinacia los margenes en perjuicio de

los artropodos que utilizan ese habitat (Longdewl.,1997; Marshall & Moonen 2002; Langhef

al.,, 2005).Se sabe que loglaguicidas, talegomo los herbicidgsnfluyen negativamente en la
abundancia de artrépos en cultivos de cereales a través de la eliminacion de la cubierta de malezas
(Ewald & Aebischer, 1999; Moreby & Southway, 1999). Uno de los casos mejor argumentados de
efectos indirectos por uso de plaguicidas es la demostracion en la disminu@8rpdblaciones de

la perdiz gris Perdix perdiy en Gran Bretafia. Alli, se demostré que la disminucion en la
supervivencia de los polluelos se debi6 a los efectos de la fumigacion con hedmnaddivos de

cereales que afectd la provision de inseaomo fuente dealimento (Potts, 1991)Asimismo,
Campbell et al. (1997analizaronlas tendencias en las poblaciones de aves y sus fuentes de
alimentos y dietapudiendorelacionar qudas disminuciones en esas poblaciones se deb&los

efectos indiretos del uso de plaguicidas en la disponibilidad de semillas e invertebraddaspara
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poblaciones daves.Sin embargo, hay poca evidencia de que la reducciéon en la disponibilidad de
artrépodos como alimentga sea por la modificacion de su habitat o pomluerte directa después
del uso de plaguicidasaya influido en las poblaciones de anfibiaa falta de alimento puede
afectarlas funciones fisiolégicas, como el crecimiento y el desarrollo de las génadas, el crecimiento
y el mantenimiento de las caracteristicas sexuales secundarias y la busqueda de pareja, qus
generalmenteolo las conseguiraindividuos sanos con un amplio sumstro de alimentogMoller
et al., 1998; Neff & Cargnelli, 2004)Jna ingesta adecuada de alimentos también puede aumentar el
éxito reproductivo al ayudar a los individuos a evitar enfermedadesdmenos deepredacion
(Congdon et al., 1982; McNab, 2002

Una forma de evaluar la disponibilidad de alimesicbase aartrépodos es la colocacion de
trampas de caida para invertebrados. Las trampas de caida son simples de usar, economicas
requieren poca mano de obra para funcionar, relevan un gran nuntes@slgde especimenes de
artrépodos terrestres activos (SpedcdNiemela 1994; Driscoll, 2010Grant & Matthews, 2016)
Ademas,sson el métodale muestre@ue obtiene la maxima captura en frecuencia y abundancia en
comparacién con otros métodos (Sabu.e@11). También, tiene una gran ventaja ya que capturan
tanto gremios con hébitos diurnos como noctufSadu& Shiju, 2010)

Dos de las especies dafibiosque se estudiaron ah presente trabajo de Tesis Doct@ah
consumidoras generalistadatransy L.latinasus Ambas especiese alimentan de invertebrados del
suelo Coleopterg Arachnida Orthopera, etc) y de pequefos vertebrados (anuros, roeda®s, e
(Basso, 1990; Lajmanovich, 199&ttademo et al., 200550lé et al., 2009)Es esencial saber qué
taxones de alimentos son componentes importantes en la dieta de ambas especies de anfibios en Ic
sitios de interés; y si su disponibilidad es susceptible a aspectos particulares del ambiente agricola.
En el prsente estudio se tomaron muestras de artropodos, con el objetivo de investigar como varia la
riqueza y abundancia das poblaciones dartrépodos en relacién con la cantidad de trampas y los
dias de activacién para poder evaluar la disponibilidad deratinpara anurogntoen lotes de soja

como ersitios controles.

3.2MATERIALES Y ME TODOS

Sitio de muestreo

El area de estudio se localiz6 en un lote del Centro Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (CNIA) del Instituto Nacional de Tecnolog@opecuaria (INTA) de Hurlingham
(Fig. 1) . El Il ote se encuentra a 30U 366 S, 580 ¢
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region de la pampa humeda. La region se caracteriza por poseer un clima templado, con una
temperatura media de 16.39Quna humedad relativa anual de 72%. Las precipitaciones rondan los
1000 mm anuales y estan distribuidas a lo largo del afio. La estructura vegetal del lote era del tipo
pastura, dominada potrébol blanco {rifolium repen¥ asociado areigras criollo (Lolium
multiflorum), cebadillacriolla (Bromus unioloidey cardo (Carduus sjp y en menor proporcion se
encontrabawarade oro Solidago chilensis lotus(Lotus sp), sorgode alepo (Sorghum alepenye

flechilla (Stipa sp).

%2
r{\'g\ggu 011 GeoEye

]
©2011jinaviGeosistemas SRL
©2011 Europa Technologies (@
Data SIO, NOAA, US. Navy, NGA, GEBCO L

34°36'09.95"S  58°40'23.26"0O elev. 15m 17 Mar. 2009 Alt.ojo 1.1

Figura 1. Imagen de GooglEarth 2011 del lote donde se realiz6 el estudio.

Muestreo de artrépodos: disponibilidad de alimento

El muestreo se llevo a cabo desde el 24 al 30 de noviembre del 2010 en el horario del
mediodia, realizando un esfuerzo de captura de 112 trampas diatal8eceron 8 estaciones de
muestreo que se colocaron en 2 transectas denl% transectas como las estaciones de muestreo
se distanciaban entre si por BQ para asegurar la independencia de las muestras (Digvesd
1995) Fig. 2y 3). En cada estacion de muestreo, las trampas se dispysieduplicadg separadas
en promedio entre si porr@ (Fig. 3). Las trampas consistieron en un vaso de plasticoae 8e
diametro, que contenian una solucion de acido acético y formol al 2&ompdar y conservar a los
artrépodos, y una gota de detergente para disminuir la tension supdkfigid) (Se colocd un techo
de metal a 1@m del suelo para proteger a cada trampa de la lluvia y de la luz del sol (Lévei &
Sunderland 1996; Duelli et.al999; Marc et al. 1999). Las trampas fueron revisadas diariamente,
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momento en el cual se colectaba los artrépodos capturados y se volvian a llenar de liquido
conservante. Una vez en el laboratorio se procedié a limpiar las muestras de tierra y retdtesveg

y, se las coloco en vasos de plastico con alcohol al 70% para conservar los ejemplares hasta st
identificacion. La identificacion taxonomica de los artrépodos se realizd hasta nivel de familia
(Claves de Invertebrados Il 2005). Para cada una destaxiones se cuantifico la riqueza y

abundancia.

150m

G O O O

O O O 9/
H_I
O O \<
50m
O Estacién de muestreo

O Trampas pitfall

Figura 2. Esquema de la disposicion de las trampas en el campo

Data S10, NOAA, U.S. Navy, NGA, GEBCO
© 2011 Inav/iGeosistemas SRL
© 2011 Europa Technologies
Image © 2011 GeoEye
32"S 58°40'25.14" W Mar 17, 2009 Eye alt

Figura 3. Disposicion en el lote de las estaciones de muestreo
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Figura 4. Estacién de muestreo con dos trampas

T N,
-~ ! -, :f,

Figura 5. Trampas deaida parartropodosA) Colocadas debajo de la erra dejado la aptura al ras del suelo y
cubiertas con techo de chapa para evitar el ingreso de agua de lluvia durante el nB)estieipodos capturados en la
trampa.C) Colecta de artropodos capturados.

Andlisis estadistico

Las variables respuesta consideradas fueron nimero de familias de artrépodos (riqueza de
familias) y su abundancia, y se analizaron por estacion de muestreo. Se determind la riqueza familiar,
utilizando curvas de acumulacion, que representa el incremergbrgimero de familias segun el
esfuerzo, ya sean dias o trampas. Para realizar estas curvas se utilizd el paquete Biodiversity de F
para dos grupos de datos: a) todas las familias y b) todas las familias que tenian por lo menos 3
individuos durante el mastreo. Esta ultima seleccion se realizé debido a que el resto de las familias
gue caersonmenos frecuentey los anuros a estudiar son generalistas por lo que se alimentan de
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los artrépodos mas abundantes (Basso, 1990; Lajmanovich, A#@&emo et al., 2005; Solé et al.,
2009)

Se uso el paquete Biodiversity del software R para realizar el ranking de abundancia de los
artropodos capturados. Para realizar este rankirtgveeen cuenta dos situaciones: a) todas las
familias capturadas y b) todas las familias que poseian al menos 3 individuos pero sin tener en cuente
las familias super abundantes co@ullemboly Formicidae.

En el andlisis de abundancia se utilizaron $oda familias, menos las tres mas abundantes
(Actaletidae, Formicidae y Poduridae), ya que los valores de abundancia tan grandes de estas
familias enmascaran el comportamiento de las familias importantes para la alimentacion de los
anuros. En este estudie dejaron de lado las abundancias de las famikams frecuentg$amilias
gue aportaban menos de 3 individuos en el muestreo) debido a que el aporte a la abundancia total e
insignificante. El promedio y desvio de la abundancia de individuos sedécalmubootstrapping
teniendo en cuenta un muestreo de 7 y de 4 didsodEstrappinginvolucra un remuestreo de los
datos de abundancia, obtenidos por dipoytrampa, con reemplazamiento, y esta seleccion se
realiza al azar. Se realizaron 100 interages con el programa SYSTAT 11.

Las diferencias entre el nimero de trampas como de dias se anal&artdo ANOVA de un
factor, y se realizaron los contrastes con el método #Battak. Cuanddos supuestode normalidad
y homocedacia no selimplianseutilizo la prueba no paramétrica de Kruskéallis y se realizaron
contrastes de Dunn’'s para las comparaciones. Estas pruebas se realizaron utilizando el software
estadistico SigmaStat 3.11.

Para determinar cudl es el nimero de trampas necesarias qua petettar diferencias en
la abundancia entre los tratamientos (lotes vs sitios control), se utibzadaion de prueba de poder
=(ES U &an) [/ G, donde
ES: diferencia de medias a detectar,

U: Nivel de significanci a

n: Tamafio de la muestra

0 : D estandarestimado

El test de la prueba se realizo con el estadispeweado del software estadistico SigmaStat 3.11. El

nivel de significacién fue p<0.05 en todos los casos.
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3.3RESULTADOS

Abundacia de artropodos: disponibilidad de alimento
Durantelos 7 dias que dur6 el muestreo se colectaron 2711 individuos pertenecientes a 67
familias y 17 ordenesr@bla 1).

Tabla 1. Especies de artrépodos colectados en las trampas de caida. Los * corresponden a Suborden.

Clase Orden Familia Abundancia Frecuencia
ARACHNIDA Acari Ixodidae* 8 0.3
Agelenidae 1 0
Amaurobiidae 3 0.1
Anyphaenidae 7 0.3
Araneidae 74 2.7
Corinniidae 1 0
Gnaphosidae 0.1
Araneae Hanniidae 0.1
Linyphiidae 0
Lycosidae 34 1.3
Salticidae 3 0.1
Tetragnathidae 11 0.4
Theridiidae 4 0.1
Thomisidae 1 0
Titanoecidae 1 0
Opilionida Caddidae 1 0
Seudoescorpionida | Cheliferinea* 1 0
Chilopoda Lithobiiomorpha 6 0.2
Crustacea Isopoda Oniscidae 64 2.4
Diplopoda Polydesmida 3 0.1
INSECTA Carabidae 21 0.8
Chrysomelidae 2 0.1
Coccinelidae 12 0.4
Cucujidae 1 0
Curculionidae 2 0.1
Coledptera Elateridae 2 0.1
Haliphidae 1 0
Lampiridae 2 0.1
Scarabaeidae 1 0
Staphilinidae 29 11
Tenebrionidae 1 0
Actaletidae 1316 48.5
Collembola Poduridae 97 3.6
Smithuridae 0.3
Dictyoptera Blattodea* 0.1
Cecidomyiidae 0
Chironomidae 20 0.7
Diptera Dolichopoidea 0
Heleomyzidae 0.3
Phoridae 0.3
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Tabla 1. Continuacion

Sphaeroceridae 33 1.2

Stratiomydae 0

Tipulidae 0

Trichoceridae 0.3

Aphidoidea 69 25

Cercopoidea 15 0.6

Coccoidea 0

Fulgoroidea 4 0.1

Jassoidea 35 1.3

Hemiptera Lygaeidae 26 1

Miridea 1 0

Octoridae 1 0

Psylloidea 2 0.1

Reduviidae 2 0.1

Tingitidae 1 0

Bethulidae 2 0.1

Chalcididae 4 0.1

Hymenoptera Formicidae 701 25.9

Serphidae 4 0.1

Sphicidae 1 0

Lepidoptera 10 0.4

Acridoidae 0.1

Orthoptera Grillo.Tolpida 0

Gryllidae 18 0.7

Tettigonioidea 1 0

Planipenia 1 0

Siphonaptera 1 0
TOTAL 2711
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Se determind la riqgueza de familias utilizando curvas de acumulacion, que representa
incremento en el namero de familias segun el esfuerzo, ya sean dias o treigp®. (Se
encontraron diferencias significatis en el incremento del numero de trampas y de dias sobre la
riqueza (p < 0.001). Pdanto, con la finalidad de estimar déversidad de artropodos en el sitio

estudiado, deberiamos poner mas trampas y mas dias.

Roueza
g

N¥Zzumer o de d2 as

b

Roueza
8

Z) T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8

N¥zmer o de trampas

Figura 6. Curva de acumulacion de familiasapturadas durante el muestreo (media * error estandar). a) Dias
acumulados y b) Trampas acumuladas. * = Diferencias significativas entre todos los puntos.

Cuando realizamos el ranking de abundancia de artropodos capturados, observamos que la
familia Actaletidae representa el 48% del total de las capturas, seguido por Formicidae y Poduridae

(Fig. 7). Si se tiene en cuenta estas tres familias mas abundantes, se tiene el 78% de la abundanci
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total capturada. Los anuros con los que trabajatae®ran una dieta generalista, por lo que
eliminamos las familiagnenos frecuentesegun nuestro criteriqque son aquellasfamilias que
tenian menos de 3 individuos durante todo el muestreo guaprexon sélo el 1,5% de la abundancia
total capturada. También elinamos las 3 familias mas abundantes (Actaletidae, Poduridae y

Formicidae) por no estar incluidas, segun bibliografia dentro de la dieta de los anfibios a estudiar.
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Figura 7. Ranking de abundancia de artrépodos capturados durante el muestreo a) Todas las familias. b) Familias con
hasta 3 individuos mend@ollembolay Formicidae.
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Volvimos a realizar las curvas de riqueza can34 familias mas abundanteslyservamos
gue dejando las tramppser un periodo dmas de 4 dias el cambio en la riquezdussignificativo,
aunque al dia 4 vemos la tendencia y sucede lo mismo al poner mas de 5 tRag@s For lo
tanto, se obsea/que el muestreo mas eficiente se obtiene a los 4 dias con 5 trampas.

N¥mer o de d2 as

NYamer o de trampas
Figura 8. Curva de acumulacién de familias capturadas durante el muestreo (media + DE). a) Dias acumulados, * =
Diferencias significativagntre 4, 5 y6 y b) Trampas acumuladas.* = Diferencias significativas entée ¥ 7. Cada dia
es la suma de 8 estaciones de muestreo.
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El desvio estandar de la abundancia con 7 o 4 dias entre el nUmero de trampas no varié
significativamente, aunque a los 7 dias vemos que hay una diferencia significativa entre la trampa 5
y la 2, esta diferencia no es biolégicamente significativa, ya que es dada por eFigz&).(
Contrario a lo que esperabamos, la precision no aumento (no disminuyo el DE) a medida que se
agregaban trampas. Se realizaron las pruebas de potencia con un 86feziey se obtuvo que
para notar un cambio del 30% en la abundancia entre los tratamientos a los 7 y 4 dias, se deber

colocar 10 o 12 trampas respectivamente.
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Figura 9. Desvio estandar (media + E.E) de la abundancia de todas las familias capturadas menos las familias de

Collemboh y Formicidae con diferente nimero de trampas. a) 7 dias y b) 4 dias. * = diferenciasasigasficon
respecto a 2 trampas.
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3.4 DISCUSION

La escasa disponibilidad de alimentos puede afectar a las poblaciones, actuando sobre su
mantenimiento y crecimiento (tanto a nivel individual como poblaciaespectivamente). Los
organismos necesitda energia necesaria para el mantenimiento de sus funciones vitales, es decir
para la formacion de tejidos, locomocion, forrajeo, acumulacion de reservas energéticas,
reproduccion, etc. (Congdon et.,all982; McNab, 2002). Sabemos no obstante que tanto la
reproduccion como el crecimiento pueden ser detenidos temporalmente, sin poner en riesgo la
supervivencia (McNab, 2002). Asimismestas carencias pueden afectar a las poblacionales
suprimiendo eventos de cortejo, o disminuyendo el nimero de puestas, en momentos de recursos
energéticos limitados (Colin et al., 2016).

Las especies generalistas consumen una variedad de presas eoig@repaelativas a la
disponibilidad existente en el ambiente. Los anuadsiltos estudiados son generalistas y se
alimentan, en mayor medida, de invertebrados del §Bakso, 1990; Lajmanovich, 1996; Attademo
et al., 2005; Solé et al, 2009). Para estuti disponibilidad de artrépodos, como alimento para los
anfibios, se utilizaron trampas de caida. Las trampas de caida son el método mas utilizado para el
muestreo de artropodos que viven en el suelo (Southvl®d@;Niemela et al 1992 Pekéar 2002
Phillips & Cobh 2005). Este método estima la abundancia relativa de artrépodos, reflejando la
abundancia individual de las especies dentro de un habitat dado (Mazj2@0&). La literatura
actual muestra que las trampas de caida se pueden usariafe raaneras: para evaluar la
distribucion de macroinvertebrados en diversos ecosistemas a diferentes escalas, para describil
patrones de actividad, asociaciones de habitats, asi como para establecer abundancias de especi
relativas, o los efectos que lpsrturbaciones pueden causar en la biodiversidad (Niemelg et al
1992; Pekér 2002 Mazia et al 2006). En este trabajo pudimos relevar 67 familias pertenecientes a
17 o6rdenes de artrépodos del suelo. Para determinar cual era el mejor disefio de nseestreo,
seleccionaron aquellos 6rdenes y familias que no estuvieran subrepresentados (con menos de
individuos), o que fueran superabundantes. Las trampas de caida resultaron ser un método eficaz
para relevar la disponibilidad de artrépodos que podrian esa pidos anurosdado que dentro de
los 6rdenes seleccionados, se encontraron ColeoOptera, Hemiptera, Homéptera, Arachnida y Ortéptere
gue son items en la dieta de las especieantlbios estudiada@Basso, 1990; Lajmanovich, 1996;
Attademo et al., 200550lé et al., 2009

En este capitulo, analizamos cos®puede elegir el tamafio de la muestra para garantizar la

potencia deseada. Previo a estos analisis es muy importante elegir las técnicas de muestreo (tramp
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de caida) para la poblacién de interés (artrépodos del suelo), criterios de inétasidndnsumidos
por los anuros) y criterios de exclusion (items no consumidos por los anuros, items raros o
superabundantes) que interfieran en la decision del objetivo de estudio.

El célculo del tamafio de la muestra es una funcibn matemética que expresa la ealaeiod
las variables, cantidad de muestras y poder estadiElitamarno de muestra permite saber cuantas
muestras son necesarias estudihpoder es la probabilidad de rechazar la hipétesis nula cuando la
hipétesis nula es falsa, es decir, la proliddd de decir que hay una diferencia cuando realmente
existe una diferencia. Un estudio de poca potencia no tiene un tamafio de muestra suficientemente
grande para responder la pregunta de investigacion de interés. Otro con un tamafio de muestre

demasiado gnde, desperdicia recurd@@arciaGarcia et al., 2013).

3.5CONCLUSIONES

Para determinar la riqueza de las familias que comen los anuros a estudiar, solo basta con
dejar 5 trampas durante 4 dias, perosdlo nos interesa como cambiard la riqueza de artrépodos
después de una aplicacion dgroquimicos, sino tambiérer estos cambios en la abundancia de
artropodos. Por lo tanto deberiamos colocar mas trampas para notar cambios en la abundancia. Par
notar una derencia del 30% en la abundancia con un poder del 80%, se deberian colocar 12 trampas
durante 4 dias.
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4. DETECCIONES DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS EN
ORGANOS DE ANUROS Y SU RELACION CON ALTERACIONES
BIOQUIMICAS Y ENERGETICAS
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4.1INTRODUCCION

Con el inicio de laRevolucidbnVerdeen los afios 70, las practicas agricolas se volvieron
dependientes de las tecnologias modernas para la seleccién y modificaciia gienkts cultivos y
el control quimico deliferentes tipos dglagas (malezas, insesty patogenos)Tilman, 1999;
Bindraban et al., 2009or lo generallas tierras productivade la reghn pampeana se dedican al
cultivo extensivo de soja, trigo 0 maizatizando dos ciclos de cultivo en un afio y utilizando
diversostipos deplaguicidas.A modo de ejemplo, durante &ampafna 2010/2011, los fungicidas
mas utilizados en la zona nuclde la regidnpampeana fueron @arbendazim y el tebuconazol,
mientras quedentro delos herbicidas se usaron principalmente glifosat@tsulfuron, 24-D,
acetoclor, atrazina, y clorimurorRETAA, 2013. Con respecto a los insecticidas, w#izaron
principalmente clorpirifos y cipermetrina, ademas de otros insecticidas piretroides y reguladores de
crecimiento como el metoxifenocideEstos plaguicidas se usaron individualmente o mas
comunmente en combinaciones variRennella& Quirds, 2000; Perez Leiva Anastasio, 2003;
Bindraban et al., 2009or otro lado, ya son varios los trabajos que repdatpresencia de residuos
de plaguicidas en aguas superficiales, subterraneas y de lluvia; en sedin@rdaslgs, y también
en la biotapresente en leegidn pampeanaReruzzoet al, 2008 Aparicio et al, 2013; Bonanseat
al, 2013; De Geronimaet al, 2014; Lupi et al.,, 2015; Hurgt al, 2016; Roncoet al, 2016;
Etchegoyeret al, 2017;Pérez et al., 201 Primost et al., 2017; Caprile et al., B0Brodeur et al.,
2017; Castro Berman et al., 20M8pnso et al., 2018; Milesi Delaye et al., 2018

Los anfibios son excelentes indicadores biolégicos de la calidad amuiebidb a que
poseenciertas particularidades anatomicas, reproductivas y ecakig@ebido a su fisiologia e
historia de vida Unicas (bifasica), los anfibios son mas vulnerables a los plaguicidas que otras
especies silvestrdQuaranta et al., 2009\demas, los anfibios tienauna piel altamente permeable
gue permite la absorcion dérmica de plaguicifl@n Meter et al., 2014)Es comdn encontrar
plaguicidas en el habitat de los ibids presentes en agroecosistemas, y tales moléculas han sido
previamente detectadas en tejidosatipinosanfibios(Smallinget al., 2015; Battaglin et al., 2016)
Sin embargo, los niveles de plaguicidas detectados en los tdgdos anurosno siempre pueden
explicarse por los niveles detectados en los habitats acu@ibvaglin et al., 2016; Smalling et al.,
2015) con lo cual algunos investigadores han propuesto que el medio ambiente terrestre puede
contribuir significativamente a la exposicion a plaguicidadas poblaciones de anfibi@Brihl et
al.,, 2011, 2013; Van Meter et al.,, 20141 momentoen el que aconteck exposicion, el
metabolismo y la excrecion desempefian un rol importante en el potencial de acumulacion y el

tiempo de permanencia de los plaguicidas en los tejidos. El contacto con los productos quimicos
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puede causar la muerte o una variedad de efechistaes(Mann et al., 2009)Ademas de los
efectos toxicos directos que produdes plaguicidas en la poblacionesaidibios, los insecticidas y
herbicidas destruyen, ademasinsectos y plantas no blanco, reduciendo asi la disponibilidad de
alimentoy refugiopara los anfibios (Schéfer et al., 2012; Beketov et al., 2013). Las determinaciones
de la toxicidad directa claramente no son suficientes para evaluar las consecuengégsascol
completas del uso daaguicidas pero no existen metodologias estandares para evaluar los efectos
de plaguicidasen la eliminacion de presas y competidoyeseria imposible estandarizarlas,
particularmente en la escalacimpo (Devine & Furlong007).

El objetivo del presente estudio fue comparar el estado de salad defibios adultogjue
habitan campos con diferentes niveles de intensidad agricola. Los efectos de esta intensificacion
fueron evaluados mediante la determinacién de la dispidaithiy del consumo de alimento, de
varios indices corporales y de la condicién corporal, y, finalmente, de una serie de biomarcadores
bioquimicos. El nivel y la naturaleza de la contaminacion por plaguicidas presente en los sitios
muestreados fueron catadzados midiendd6 moléculas de plaguicidas diferentes en muestras de
rindn yde masculo ddos anfibios adultosapturads. Los biomarcadores examinados incluyeron el
contenido hepético de glutation reducido (GSH) y las actividades enzimaticasatiessa (CAT),
glutationS-transferasas (GST) y colinesterasas (CHEsYos ultimos cuatro parametros sirvieron,
respectivamente, como biomarcadores de estrés oxidativo (CAT y GSH), activacion de la
biotransformacion de pesticidas (GST) y exposicién aciidas organofosforados y carbamatos
(ChE) (Brodeur edl., 2011; Colin et al., 2016).

4.2 MATERIALES Y ME TODOS

Sitios de muestreo

Los animales fueron capturados en cinco sitios distirims (). Los sitios de muestreo se
encuentran todos ubicados en la subregién de la Pampa Ondulada, en la provincia de Buenos Aires
(Velazquez& Linares 2009). En la Pampa Ondulada, el clima es humedo a subhimedo, con
precipitaciones que varian entre 600 mnswdoeste hasta 1100 mm en el noreste (Soriano et al.,
1992). Los parches con campos de cultivo dominan la matriz del paisaje, y las condiciones climaticas
permiten el doble cultivoi.e. se siembran y cosechan dos cultivos seguidos en isimamafio
(Barskyet. al, 1991).

Con el objetivo de obtenezjemplares de anfibios adult@xpuests a un gradiente de

contaminacion, los sitios de muestreo fueron seleccionados en base a tres caracteristicas que influyel
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su probabilidad de ser contaminados por plaguicidp$a distancia desde la naciente del(los
plaguicidas se van acumulando a medida que el rio atraviesa mas tierras productivas) b) el porcentaje
de superficie ocupada por cultivos (mayor superficie de cultivos significa mayor cantidad de
plaguicidasutilizados) y c) la proximidad de los cultivos al rio (mas cerca esta el cultivo del rio,
mayor es la probabilidad de que los plaguicidas entren en el curso de agua a teaeésréetia y/o

deriva).

De los cinco sitios muestreados, uno se encuentraenrleser va pri vada fl
partido de Magdalena, uno en un campo mixto de Chivilcoy, y tres se sitian en el partido de
Pergamino, en ubicaciones con distintos niveles de intensificacion agfogla?), La Tabla 1
describe las caracteristicasograficas y la localizacion exacta de los cinco sitios. La numeracion
asignada a cada sitio corresponde, de manera general, al gradiente de contaminacion esperado; ¢
sitio 1 siendo el sitio en el cual se esperaba encontrar la menor contaminacion sostsdims|os
anurosadultosfueron capturads en los margenes de arroyos angostos y poco profundos, tipicos de
la region.

En la Reserva el Destindps anfibios fueron capturads en los margenes del arroyo
denominado Primera Estancia, en un sitio cercano a su desembocadur@efe dla Plata. Esta
reserva no tiene actividad agricola, pero si actividad ganadera. En Chivilcoy, el muestreo se realizo
cerca de la naciente del arrolyas Saladas, un curso de agua intermitente conformado por una serie
de lagunas que se conectan en momentos de mucha lluvia, y que desembada $alaio. El
arroyo Pergamino se origina en una region de bafiados llamada Esteros del Juncal ubiceste al sur
de la localidad de Juncal, provincia de Santa Fe. El curso de agua es, sin embargo, conocido comc
rio ASin Nombre por unos 17 km hasta llegar a un sitio llamado Laguna El Pescado donde el rio se
ensancha para formar un pantano. El rio se denomicialofente rio Pergamino desde la salida de
este pantano hasta que desemboca en el rio Arrecifes a unos 70 km rio abajo. Los tres sitios de
muestreo sobre el arroyo Pergamino, se ubicaron antes de la ciudad homoénima, para evitar

interferencias de contamirién urbana e industriaheel disefio del estudio.
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Figura 1. Ubicacion de los sitios de muestreo eRdanpaOndulada provincia de Buenos Aires.
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Figura 2. Las fotos satelitales muestran los cin
sitios donde se desarroll6 el estudioos sitios son
enumerados en funcién dgladiente de intensificacior
esperadogjemenoramayor.l: Reser va, |
2: Campo ganadero en PergamiBoCampo mixto en
Chivilcoy, 4: Campo mixto y5: Campo agricola sobre
el arroyo Pergamino.

De marera a caracterizar la intensidad de la agricultura en cada uno de los cinco sitios de
muestreo, se calculé con imagenes satelitales (Google Earth) el porcentaje de superficie cultivada en
un cuadrante de 1 Kmalrededor de los puntos de muestreo. Adicimesite, en cada sitio de
muestreo, se estimo la proximidad del cultivo al arroyo midiendo la distancia entre el cultivo y la
ribera en 10 puntos igualmente espaciados a lo largo del cuadrante (Tabkitl).1 esta ubicado a
12,5 km de la naciente detrayo Primera Estancia y no tiene cultivos cercanos. El sitio 2 esta
situado al comienzo del arroyo Pergamino, cerca de las cabeceras. Quince por ciento de la tierra que
le rodea estd ocupada por cultivos, el cultivo mas cercano estando ubicado a noia distd67 m
del rio. El sitio 3, sobre el arroyo Las Saladas, se localiza anld& la cabecera, presenta un 12%
de area cultivada en sus alrededores y el cultivo mas proxidnalgsado a 16én del arroyolos

campos que rodean el sitio 4, tambiénreodd arroyo Pergamino, presentan una mayor proporcion

107



de cultivos con 42% de la superficie ocupada por cultivos y los cultivos se ubican a 315 m del rio en
promedio. Finalmente, el 97% de la tierra circundante al sitio 5 est4 ocupada por cultivossg estos
encuentran a una distancia promedio de solonR2lel rio. Los sitios 4 y 5 estan ubicados
respectivamente a 13 y 25 km de la cabecerara®jo PergaminoTabla 1).

Tabla 1. Localizacién y caracteristicas geograficas de los sitios muestreados

Sitio Localizacién Descripcién Distancia de la Superficie de| Distancia entre
naciente del arroyo | area cultivada| cultivos y el
(km) (%) arroyo (m)
Reserva privad
creada en 1979 cuenta con Uy
superficie del879 ha Se encuentr: ) )
35°08'20" S sin cultivo
dentro del Parque Costero del S 12,5 0
57°23'27" O ] cercano
una Reserva de Biosfera de
UNESCO de265 knf creada er
1997 a lo largo del Rio de la Plats
3A 484 Naciente del arroyo Pergamino.
d
@ A 544 Campo ganadero con pastura m 2 15 467
(
pisoteada.
Naciente del arroyo Las Saladd
3 De un lado del arroyo, camg
34A 461 )
) potrero con pastura muy pisotea 13 12 160
59A 54|
y del otro, pastura con lotes
cultivos cercanos.
3A 524 Margen del arroyo ganadero c
d
@ A 464 pastura mixta. Cultivos cercan 13 42 315
(
de soja y sorgo.
i Margen del arroyo con vegetaciq
33A 53] )
i natural. Cultivos cercanos de so 25 97 22
60A 39
sorgo y alfalfa.

Especies de anuros estudiadas

Las especies de anuros estudiadas fudronlatrans y L. latinasus dos especies
representativas de los agroecosistemas de la region pampeana y que fueron las mas abundante
encontradasHig. 3). Ademas, presentan distintos habitos de vida, son facilmente identificables a
nivel de especie y se encuentran en la categoriespleciesno amenzadak categorizacion del

estado de conservacion de los anfibios de la republica Argé¥gina et al, 2012).
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A) L. latrans (Linnaeus, 1758): Semiacuatica. Dorso verdoso o pardo amarillento, con varias
cadenas glandulares longitudinales y manchas grandes oscuras con bordes claros. -Idneafio 9
Mancha triangular entre los ojos. Macho mas grande que la heoblaazos muy desarrollados y
2 espinas en el ler dedo de la mano. Se reproduce de septiembre a febrero. Su alimento es variadc
desde escarabajos a otros anuros mas pequefios. La hembra pone los huevos en un nido de espur
gue cuida situandose en la gariterna del mismo (Achav& Olmos, 2003).

B) L. latinasus(Jimenez de la Espada, 1875): Terrestre. Dorso gris a castafio con reticulado
negro y una mancha color beige a anaranjada en el dorso. Tamaf aa. adena glandular
blanquesina. Macho con mamshgulares bilaterales oscuras y un saco vocal. Se reproduce de
octubre a febrero. Se alimenta de varios invertebrados. Los machos vocalizan en cuevas de tierra

cavadas por ellos. Ahi la pareja pone los huevos en un nido de espuma (Actéwveals, 2003).

Figura 3. Especies estudiadas) L. latransy B) L. latinasus

Captura de anuros

Ejemplares adultode las especids. latransy L. latinuasusfueron capturadas en cada sitio
en dos oportunidades: primero en diciembre2@gl y luego en marzo de 2012as condiciones
climaticas presentes en los sitios estudiados durante diciembre fueron las siguientes: Para los sitios 2
a 5, ubicados en Chilvicoy y Pergamino, la temperatura del aire y las precipitaciones promedio
fueron 2207°C y 755 mm, respectivamente, mientras que en el sitio 1, ubicado en Magdalena, la
temperaturgpromedo y las precipitaciones fueron de,28C y 1116 mm. Durante el mes de marzo,
la temperatura del aire fue en promedio de/d® y cayeron 125 mm endositios 2 a 5. Las
condiciones fuerorsimilaresen el sitio 1 con 2@8°C de temperaturpromedo y 1073 mm de
precipitacimes (http://siga2.inta.gov.ar).

El clima secodurante la primer captura (diciembt@yo dificil el muestreo de anfibios y

resuld imposible conseguir un numero adecuado de individuos de ambas especies para todos los
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sitios y fechas de muestreo. Se consideraron para los analisis estadisticos solamente los sitios qu
tenian un nimero dgemplaresgual o superior a 5 individuos. Pdeaespecid.. latrans los sitios

1, 2y 4 en el mes de marzo no pudieron ser considerados por el bajo nimero de individuos
capturados Tabla 2a). Para la especié. latinasus en el mes de marzo, la gran mayoria de
ejemplares capturados en los sitios2gran individuos juveniles a los cuales no se pudo identificar

el sexo Tabla 2b). Los animales fueron colectados de forma manual al anochecer y se trasladaron
en jaulas hiumedas a laboratorios temporarios establecidos en las cercanias de los sit&tsetle mue

A la mafiana siguientdos ejemplaregueron anestesiaas individualmente por inmersién en una
solucion de 100 mg/L tricaina de metanosulfonato. Se midié su peso con una balanza digital
Sartorius 412 (@1 g de precision) y el largo hociaboaca (LHC) con un calibre digital Essex,(Q

mm de precision). En cada individuo, se extrajeron los siguientes 6rganos y tejidos: el higado, el
aparato digestivo, las génadas, los rifiones y un trozo de musculo de aproximadameheell cm
muslo de la pierna derka. El higado, el aparato digestivo y las gonadas fueron pesado®Xgn O

de precision de manera a poder calcular los indices corporales correspondientes. Todos los tejidos
salvo los aparatos digestivos, se congelaron inmediatamente en nitrégeno. lignadvez en el
laboratorio, estas muestras fueron colocadas en un freez80%#& hasta su procesamiento. Los
aparatos digestivos fueron fijados en formol al 10% para utilizarse en la determinacién del contenido
estomacal y el analisis de dieta. Laptueas de anfibios en Chivilcoy y Pergamino fueron
realizadas bajo permiso de la Direccion de Flora y Fauna de la Provincia de Buenos Aires, mientras
que las capturas en la Resefi# Destin@ contaban con el permiso de Areas Naturales Protegidas

del Organismo Provincial para el Desarrollo Sostenible (OPDS) de la provincia de Buenos Aires.
Todos los procedimientos que implican anuros vivos se realizaron de acuerdo con las pautas de
referencia para la investigaciéon con animales de laboratorio, de gramjlvajes del Consejo
Nacional de Investigacion Cientifica y Técnica de Argentina (CONICET, 2005).
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| Tabla 2. Namero de individuos capturados en los diferentes sitios y fechas de musdirdatransy b) L. latinasus F:
Hembra, M: M&ho, I:Indeterminado.

a)L. latrans b) L. latinasus
Sitio | Muestreo Sexo Sexo
H|M]|I|Total H{M]| I |Total

1 Diciembre | 6 | 9 |0 15 5|11(0]| 6
Marzo 1(1(0] 2 5160 11
2 Diciembre | 5| 5 0| 10 3141|0 7
Marzo 1({0(0] 1 1(1(6 8
3 Diciembre | 7 | O (O] 7 113]0 4
Marzo 51210 7 0|0 8 8
4 Diciembre | 6 [ 5 |0]| 11 2180 10
Marzo 1(2 (0] 3 1(11]|0 2
5 Diciembre | 1 | 3 |0| 4 5170 12
Marzo 10 6 |O| 16 1(1]1 3
Total 411310 72 24132115 71

Determinaciones analiticas de plaguicidas

La determinacion de los residuos de plaguicidas tisulares se realizé en rifidbn y musculo. En
total, se analizarod7 moléculas de plaguicidas distintagabla 3). Para las extracciones, se peso
entre Q08 y Q12 g de tejido. Por lo general era posible obtessta cantidad de tejido de un solo
individuo, pero en algunos casos donde no se llegé a este peso con un solo animal, se juntaron los
tejidos de dos animales de un mismo sitio y fecha de muestreo. Para las extracciones de plaguicidas
los tejidos fuerorhomogeneizados enrtil de acetonitrilo conteniendo 3% de sulfato de magnesio,
3% de sodio acetato y5L% de cloruro de sodio, usando un homogeneizador Hdttenjem de
vidrio. Los homogeneizados fueron sonicados durante diez minutos antes de skrgadofia
10000 rpm durante 5 minutos para eliminar los restos de células. El sobrenadante resultante se
analizé en busca de plaguicidas por cromatografia gaseosa (Gdi)ida (HPLC) seguidos por

deteccién de masa.

111



Tabla 3. Condiciones cromatografisgpara el analisis de plaguicidas. Tiempo de retencion (TR), ion de cuantificacion
(lon Q) y iones de confirmacién (lon C) usados como criterios de identificaciéon. En todos los casos, el limite de
deteccion fue de frg / L y el limite de cuantificacion fuéng / L. GC = cromatografia de gases, LC = cromatografia
liquida, El = impacto electrénico, ESI = ionizacidn por electrospray.

INSECTICIDAS GC LC TR lon Q lonC Categoria de
Ei ESI (min) (m/z) (m/z) Plaguicida
(+)
Diclorvos X 8.61 185 220 | 187 | 145 Organofosforado
Clorpirifos -metil X 14.92 125 286 | 288 Organofosforado
Clorpirifos etil X 16.81 197 316 | 258 | 199 Organofosforado
Pirimifos metil X 16.05 290 276 | 233 | 305 Organofosforado
Fenitrotion X 16.22 277 260 | 109 Organofosforado
Malathion X 16.62 125 173 | 158 | 127 Organofosforado
Diazinon X 13.08 137 179 | 304 | 152 Organofosforado
Bromofos metil X 17.78 331 329 | 333 Organofosforado
Parathion X 17.27 139 109 | 135 | 155 Organofosforado
Permetrina X 30.39 183 | 165 | 163 | 184 Piretroide
Fenvelarato X 31.56 125 181 | 167 | 225 Piretroide
b-Cyflutrina X 30.73 163 206 | 226 | 199 Piretroide
a-Cialotrina X 29.80 181 197 | 208 Piretroide
Bifentrin X 29.04 181 250 | 166 | 182 Piretroide
Carbofuran fenol X 9.31 164 149 | 123 | 131 Carbamato
X 4.66 165 222
Pirimicarb X 14.19 166 182 | 138 | 238 Carbamato
X 4.13 239 182
Buprofezin X 8.20 201 306 Reg de crecimiento
Metoxifenocide X 6.33 149 369 Reg de crecimiento
Chlorantroniprole X 5.61 286 505 Diamides
Imidacloprid X 3.38 175 256 Neonicotinoides
Triflumuron X 7.28 156 359 Benzoilurea
HERBICIDAS
Atrazina X 12.98 200 217 | 216 | 202 Triazina
X 5.19 216 174
Acetochlor X 14.87 146 223 | 162 | 174 Chloroacetamida
X 6.76 148 224
Metalochor X 16.94 162 238 | 146 | 211 Chloroacetamida
Flurocloridona X 18.02 187 311 | 145 | 174 Pirrolidona
Imazetapir X 4.17 290 312 Imidazolinona
Prosulfuron X 5.97 420 141 Sulfonilureas
Triasulfuron X 4.55 402 167 Sulfonilureas
FUNGICIDAS
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Tabla 3. Continuacion

Azoxystrobin X 32.46 344 388 | 403 | 345 Strobilurina
X 5.95 372 404
Picoxystrobin X 7.01 145 205 Strobilurina
Piraclostrobin X 7.36 194 388 Strobilurina
Trifloxistrobin X 7.77 186 | 409 Strobilurina
Kresoxim-metil X 27.77 116 131 | 206 | 132 Strobilurina
Metalaxyl X 15.49 206 192 | 220 | 132 Acylalanina
X 5.39 220
Cyproconazole X 30.85 308 309 | 180 | 266 Triazol
X 6.22 292 | 294
Epoxiconazole X 28.54 192 194 | 165 | 138 Triazol
X 6.49 330 | 192
Penconazole X 18.96 159 248 | 161 Triazol
Tebucocazole X 28.19 125 250 | 252 | 163 Triazol
Protioconazole X 7.15 344 326 Triazol
Fusilazole X 22.75 127 206 | 234 Phenylpyrrola
Difeconazole X 31.98 265 323 | 267 | 325 Triazol
Myclobutaril X 22.68 179 150 | 181 | 152 Triazol
Bupirimato X 6.62 317 Pirimidine
Fenpropimorph X 5.73 304 Morfolina
Carbendazim X 2.63 192 Benzimidazole
Carboxine X 4.87 143 236 Alinidae

Los analisis de cromatografia de gases se realizaron con un cromatégrafo Perkin Elmer
Clarus 600, equipado con wetector de masa cuadrupolar. La columna utilizada fué&laB (30
m, 0,25 mm, I.D, 0,25 mm de espesor de pelicula) (Agilent Technologies). El gas helio se programo
con un flujo constante de 1 ml / min. El programa de temperatura del horno se establecio
inicialmente a 80°C con retencion de 5 min y rampal(®) ° Ca 25 ° C/ min, (17805)°Ca?2°
C / min, (205300) ° C a 30 C / min con una espera de 5 min. Los ajustes de adquisicion del
espectrometro de masas fueron: electron ionizacion de impacto. T@®¥nalisis de cromatografia
liguida se realizaron usando un aparato Waters Acquity de alta resolucion (UPLC) equipado con un
detector de masas cuadrupol ar simple usando
acido acético al 0,1% en 1 agua: metarokl siguiente gradiente; (95:595: 5) 0- 2 min, (95: 5)
- (80:20) 25 min, (80:20) (20:80) 5- 10 min, (20 : 80} (0: 100) 1611 min, (0: 100} (0: 100) 11
13 min, (0: 100} (95: 5) 1314 1 min, (95: 5) 1420 minutos como la fase movil.

Las onfiguraciones de adquisicion del espectrometro de masas fueron: ESI negativo o
positivo (ver Tabla 3), el tiempo de retencion y la presencia del ion de cuantificacion (lon Q) y la

abundancia relativa del ion de confirmacion (lon C) se usaron como aritieridentificacion.
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Muestreo de artrépodos: disponibilidad de alimento

Con el objetivo de estimar la abundancia de artrépodos disponiblesfwente dealimento
para los anfibios, se colocaron trampas de caida para artrépodos. Las trampas se cotolzagm a
de los rios donde se capturaron a los anuros. En cada sitio, se instalaron 12 estaciones de muestreo
transectas de 60@ y separadas en promedio porr0Fig. 4). En cada estacion de muestreo se
disponian dos trampas rellenas con una soluoidrteniendo 2% &acido acético, 2% formol y unas
gotas de detergente (para romper la tension superfogal)a finalidad dematar y conservar los
artropodoscapturadosA cada trampa se le colocaba un techo metalico para protegerla de los rayos
del sol y @& lalluvia (Fig. 5). En cada oportunidad de muestreo, se dejaban las trampas activas
durante 4 dias y luego se colocaba el material capturado en bolsas con la misma solucion conservant
de las trampas. Una vez en el laboratorio se procedié a limpiaukstras de tierra y de los restos
vegetales que contenian y, se las colocaba en vasos de plastico con etiiobdl 70% para
conservar los ejemplares de artropodos hasta su identificacion a nivel de familia. Las variables
analizadas en cada sitio ycfea de muestreo fueron riqueza, abundancia y volumen de artropodos
caidos. Para calcular el volumen se midio con escala milimétrica el largo y ancho de unos ejemplares
tomados al azade cada una de las especies caidas. Con estas dimensiones se esfiundeal de

cada especie con la férmula para cuerpos elipsoides descripta p& Zaitiboni (1999):

Vol ““umen = 4 &n8ho/2( | argo/ 2) (
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Figura 5. Trampas de caida de artropodos. A) Estacion de muestreo con 2 trampas. B) Trampa colocada debajo de la
tierra dejando la apertura al ras del suelo y cubiertas con techo de chapa para evitar el ingrestedenagudurante el
muestreo.

Andlisis ddos componentes dietarios

El consumo de alimento se evalud analizando el tipo y las cantidades de artrépodos presentes
en losesbmaga de los ejemplares capturados. Las préesstrépodos fueron identificadas a nivel
de orden y/o familia. Los contenidos gastrointestinales se analizaron cuantitativamente (nimero de
individuos) y cualitativamente (identificados por taxas). Cuando fue posible, los items alimenticios
hallados fueromedidos (largo y ancho) utilizando un calibre milimétrico. Con estas dimensiones, se

calculé el volumen de las presas por la férmula para cuerpos elipsoides de Zathboni (1999):
V = 4/ 3 anéht/®’r go/ 2) (

Con los datos relativos a los distint@xd de presas consumidos, se calcul6 el indice de
importancia relativa (IRI), el cual informa sobre la contribucién respectiva de cada categoria de
presas en la dieta del animal (Pinkas, 1971; Basso; Dd&0et al., 2009):

IRI = %FO (%N + %V)

donde %0 es la proporcion de estbmagos conteniendtenm (100 x nimero de estbmagos que
contienen el 2tem At o/ n¥amero tot al de est - ma
total de items fito en todos |[|ns®entedsstioses®dmgagos),y n
%V es el porcentaje de volumen (100 x el vol i
volumen total de todos los taxas en todos los estbmagos).

Finalmente, se calcul6 también el indice de selectividad de Jacob,(&P@dal compara la
proporcion relativa de los artrépodos encontrados en el ambiente con los hallados en los contenidos

estomacales de los anuros. Este indice se calculo usando la siguiente ecuacion:
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D =dk 1 fk / dk+fk -2dkfk

Donde dk es la proporcibndea presa fAko en el est - makgo vy
en el ambiente. El indice vartle +1 (indica preferencia por una presa) a través de 0 (las presas se
encuentra en las misma proporcion en el ambiente como en la diktda presa esta aante en la

dieta y presente en el ambiente).

Condicioncorporal e indices somaticos

La condicion corporal fue calculada como el indice de masa escalado de acuerdo a Peig y
Green (2009) para evaluar la cantidad de reservas energiiltssanimales en cada sitio.

El indice S se calculé de la manera siguiente pada una de las dos especiggnpro, se
calculé el valor promedio de largo hocico cloaca (LHC) de todos los individuos capturados en todos
los sitios y fecha de muestrdaiego, se transformaron los valores de LH@egoen logaritmoen
base e para cada variable. Se realizé una regresion del LnPeso vs LnLHC, aqui se tomo el valor de |z

pendiente (m) y el coeficiente de correlaciéndsi se obtuvo el bSMA=m?RFig. 6).
S= Mi(Lo/Lij) "SMA

Donde:

-Mi y Li son el peso corporal y el largo de undividuo i, respectivamente.

-bSMA es el exponente estimado por una regresion entre el Ln peso y Ln de LHC.
-LO es el valor promedio de LHC para el grupo de animales estudiado

-S esel peso corporal predicho para un individuo i cuando su largo es estandarizado a un valor LO.
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Figura 6. Pasos para calculariedicede masaescaladgS). Fuente: Peig y Grenn 2009.
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Ademas de la condicidén corporal, se calcularon también el indiceokepsitico (IHS), el
indice gonadomatico (IGS) y el indice de grasa corporal (IGC) como indicadores de la cantidad de
reservas energéticas contenidas en los individuos. Ademas, el indice de contenido estomacal (ICE)
fue calculado como un indicador del comgureciente de alimento. Estos indices se calcularon como
un porcentaje del peso de cada uno de estos érganos/tejidos respecto al valor del peso corporal al qu

se le resto el peso de las gonadas y del aparato digestivo (Brodeur et al., 2012).

Biomarcadores

Cuatro biomarcadores hepaticos fueron determinados: el contenido en glutation reducido
(GSH) y la actividad de las enzimas catalasa (CAT), glut&ittansferasa (GST) y colinesterasas
(ChE). El higado de cada individuo fue homogeneizadfiieren una solucion tampon de 50 mM
tris (hydroxymethyl) aminometano (pH 7.4) conteniendo 1 mM de &titkmodiaminetetraatico
(EDTA) y 0.25 M de sucrosa utilizando un homogeneizador tefido tipo PotterElvehjem. Los
homogeneizados obtenidosefon centrifugados a 12.500 rpm y 4°C durante 5 min de manera a
precipitar los residuos sélidoggsterior recolecciénall sobrenadante. Las determinaciones de GSH
se realizaron con sobrenadante recién procesado y sin congelar, mientras que el resto del

sobrenadante fue almacenadé38°C hasta medir el resto de los biomarcadores.

1. Contenidode Glutation Reducido

Los contenidos hepéticos de GSH se determinaron mediante una modificacién del método
descrito por Tietze (1969) en el cual se cuantifica colorimétricamente la cantidad de-@itideb2
tiobenzoico (TNB) resultante de la interaccion de GSH con el cromdgérditiobis (acido 2
nitrobenzoico) (DTNB). En un primer tiempo, se precipitaron las proteinas de los homogeneizados
de higado mezclando 6@ del estos con 121 de acetonitrilo en replicado. Para cada muestra
analizada, se prepararon, ademas, dascols a los cuales se agregaromil@e N-etilmaleimida
(NEM) 16 M (i.e. 60m del homogeneizado, 1@ de NEM y 110 ul de acetonitrilo). NEM evita que
GSH participe en la reaccion colorimétrica uniéndose al tiol libre de GSH (GunthérbRost
1966). F& necesario preparar blancos para cada muestra analizada ya que cada uno de los extracto
de higado poseia un color amarillento de diferente intensidad que interferia con la lectura de la
reaccion colorimétrica. Las muestras diluidas en acetonitrilo fueeatrifugadasa 13 000 rpm
durante 10 min a 4C para precipitar y remover las proteinas, y el sobrenadante se utilizé para la
determinacion de GSH.
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Las determinaciones de GSH se efectuaron en microplacas de 96 pocillos. Las mezclas de
reaccion conteniar200 pl de tampén fosfato (100 mM, pH 7.5), 160 pl de homogeneizado de
higado en acetonitrilo y 10 pl de solucion de DTNB. Luego de 30 min de incubacion, se registro la
absorbancia a 412 nm de longitud de onda utilizando un lector de microplaeasity® modelo
SPECTROstar nano marca BMG. Las concentraciones de GSH presentes en las muestras se
calcularon restando la absorbancia promedio de los blancos a la absorbancia promedio de las
muestras, y comparando el valor obtenido a una curva estandar quees @n paralelo con las
muestras usando varias diluciones de una solucion de GSH de 76 mM preparada en tampén de

homogeneizacion.

2. Actividad de la enzima catalasa

La actividad hepatica de la enzifGAT se determind utilizando la técnica de Baudhin et al.
(1964). La técnica se basa en la deteccion de la disminucién de absorbancia resultando de la
degradacion del peroxido de hidrogene@b); una especie oxidante que se reduce a agua y oxigeno
en la reacciératalizadgpor la enzimaCAT.

catalasa

2 H,O,—>2H,0+ O

Las determinaciones se efectuaron en microplacas de 96 pocillos a 37°C, las mezclas de reaccior
contenian: 300 pl de tampon fosfato (100 mM, pH 7.0), 10 ul de homogeneizado de higado de
anfibios adultogdiluido 1/100 en el caso de latinasusy 1/200 pard.. latrang y 10 pl de solucion
de HO, al 5%. EIl cambio en la absorbancia se registré durante 2 min por espectrofotometria UV a
240 nm de longitud de onda utilizando un lector de microplacasitide modéo SPECTROstar
nano marca BMG. La actividad enzimatica se expresé en términos de cantidgd, dke¢gtadado

por minuto utilizando un coeficiente de extincién molar de 43'%&M™.

3. Actividad de las enzimas colinesterasas

La actividad de las enzim&hE (butiril y acetil colinesterasas) se determind mediante el método
colorimétrico de Ellman et al., (1961). En este método, la actividad d€HRsse determina
indirectamente cuantificando la formacion de acid@2-nitrobenzoico luego de la reaccion rent
el acido 55 -@linitrobis-(2-nitrobenzoato) (DTNB o Reactivo de Ellman) y la tiocolina, la cual resulta

de la hidrdlisis de la acetiltiocolina por IBRE (Sinko et al., 2007).
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colinesterasas
Acetiltiocolina+ HO ——» tiocolina + acetato

Tiocolina + DTNB ————— &cido 5tio-2-nitrobenzoico (TNB)

Las determinaciones se efectuaron en microplacas de 96 pocillos a 37°C, las mezclas de reaccior
conteniendo: 200 ul de tampon fosfato (100 mM, pH 8.0), I5@ephomogeneizado de higado de
anfibio adulto diluido 1/10, 10 pl de una solucion de 2.5 mM de acidb -@initrobis(2-
nitrobenzoato) y 10 pl de una solucion de 5 mM de acetiltiocolina iodada. El cambio en la
absorbancia se registr6 durante 3 min poreesspfotometria a 412 nm de longitud de onda
utilizando un lector de microplacas Wlsible modelo SPECTROstar nano marca BMG. La
actividad enzimatica se expres6 en términos de cantidaende-5-mercaptobenzoato producido

por minuto utilizando un coefiente de extinciéon molar de 14 150" \m™.

4. Actividad de la enzima Glutatié®transferasa
La actividad de la GST se cuantifico utilizandecléro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) como
sustrato.
GSH + CDNB—CS°T,  GBNB conjugado + HCI

Las determinaciones se efectuaron en microplacas de 96 pocillos a 37°C, las mezclas de reaccior
conteniendo: 300 ul de tampon fosfato (100 mM, pH 7.0)plde homogenato de higado de rana
diluido 1/100 pard.. latinasuso 1/200 pard.. latransy 10 pl deuna solucién de 20 mM decloro-

2,4 dinitrobenceno (CDNB). El cambio en la absorbancia se registr6 durante 4 min por
espectrofotometria a 340 nm de longitud de onda utilizando un lector de microplasasidla/
modelo SPECTROstar nano marca BMG. Lavétdd enzimética se expresd en términos de
cantidad de G®NB conjugado producido por minuto utilizando un coeficiente de extincibn molar
de 9.6 mM cmi™.,

5. Conentracion de Proteinas Totales

Comolas actividades enzimaticastesmencionadase expresan en términos de la cantidad total
de proteinas presentes en el homogenato, se determinaron éstas por el método colorimétrico de
Lowry et al., (1951). En esta técnica las proteinas reaccionan con el reactivGiboétieau, lo que
genera un amplejo proteinacobre de color azulado. La intensidad del color depende de la cantidad
de tirosina y triptéfano presentes en las proteinas. La coloracién presenta un maximo de absorbancic

a 700 nm. Para las determinaciones, se incuba a temperatura amlderaate 10 min, 50 pl del
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homogeneizado de higado con 100 ul de del reactivo de Lowry, cuya solucion se prepara en el
momento y consta de (96.5% de Na2CO3, 1% de KNaC4H406:-4H20, 2% de CuSO4 y 0.5% de
NaOH al 1 M). Posteriormente se agregan 50 pl decgbiude FolinCiocalteau fenol 2N diluido

1/10 y se incuba a temperatura ambiente durante 30 minutos antes de leer la absorbancia a 700 nm d
longitud de onda utilizando un lector de microplacasViBible modelo SPECTROstar nano marca
BMG.

Analisis estatbtico
1. Disponibilidad y consumo de alimento

Se comparo la disponibilidad de alimento presente en los distintos sitios comparando la
riqueza, la abundancia y el volumen total de artrépodos capturados. Los datos presentados para cad
sitio y fecha de muesiverepresentan el promedio de las capturas obtenidas en las 12 estaciones de
muestreo activadas en cada sitio. Las distintas variables fueron comparadas entre sitios y fecha cor
un ANOVA de dos factores seguido por un andlisis de contrastes de Sittdikn ciando una
diferencia significativa existia entre los grupos. Cuando los supuestos de normalidad y homocedacia
asociados a la ANOVA de dos factores no se cumplian, se comparaban sitios y fechas de muestrec
de manera separada por medio de una ANOVA de uarfaeguida por una prueba de contraste de
Tukey, o por una prueba #paramétrica de KruskaWallis seguida por una prueba de contrates de
Dunn’s, segun si se lograba o no respectar los supuestos de normalidad y homocedacia asociados a
ANOVA de un factor

Se compar6 el consumo de alimento de los anuros capturados en cada sitio y fecha de
muestreo comparando el nimero y el volumen de presas presentes en el tubo digestivo. En diciembre
se realiz6 un ANOVA de un factor y en marzo como solamente se analdm@saitios, se utilizo
una prueba de t. Ademas, dentro de cada sitio cuando estaba la posibilidad de analizar mas de ur

muestreo se utilizd la prueba de t para analizar las diferencias.

2. Indices corporales y biomarcadores

Comparaciones entre sitios deudio

La influencia del LHC y sexo des anfibios adultosobre las distintas variables determinadas en
estos animales fue examinada en cada fecha de muestreo usando un modelo linear generalizad
(GLM). El modelo fue fijado como: variable de interées = LHC + Sexo + Sitio + Sex*LHC +
LHC*Sitio + Sexo*Sitio. La ginificancia de los factores e interacciones de la ecuacién fue testada

con un test de F. Luego, las interacciones no significativas fueron removidas del modelo y los
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términos significativos dejados en el nuevo modelo y vueltos a examinar con el misnisteest.
secuencia de remocion de los términos no significativos siguié hasta quedarse solo con los términos
significativos en el modelo final. El GLM se realiz6 usando el software Systat 11 y se analizaron la
normalidad y la dispersion de los residuos patalar los modelos.

La condicién corporal, los indices somaticos y los biomarcadores fueron comparados entre sitios en
cada fecha de muestreo utilizando un analisis de varianza de un factor, seguido por el test de
comparaciones multiples de HolBidak. Cuado la comparacion incluia solamente dos sitios se
utilizé una prueba de t. Cuando los supuestos de normalidad y homocedacia fallaban, se utilizaba la
prueba no paramétrica de Kruskahllis, seguido del test de comparaciones multiples Dunn’s, o la
pruebade U de ManfWhitney en los casos con solamente dos grupos a comparar. Todas las pruebas
estadisticas, se realizaron usando el software estadistico SigmaStat (SPSS, Chicago, IL, USA). El

criterio de significancia fue de$0.05 en todos los casos.

Compaaciones entre individuos con deteccion y sin deteccion de plaguicidas
La condicion corporal, los indices somaticos y los biomarcadores fueron comparados entre dos
grupos, los individuos que habian dado positivos para algun plaguicida y los individuos que n
presentaron contaminantes en cualquiera de los tejidos estudiados. Para las comparaciones se utiliz
una prueba de t. Cuando los supuestos de normalidad y homocedacia fallaban, se utilizaba la prueb:
no paramétrica de U de Maikhitney. Todas las pruebasstadisticas, se realizaron usando el
software estadistico SigmasStat (SPSS, Chicago, IL, USA). El criterio de significancia feedd&op

en todos los casos.

4.3RESULTADOS

Determinacionesnaliticasde plaguicidas

A) Leptodactylus latrans

Se analizaron 66jemplarege los distintos sitios, a 48 @#os se les extrajeron los rifiones y a
51 un trozo de musculo para cuantificar diversos compuestos. El 4¥% eiemplaresnalizads
se encontrabaontaminad con algurplaguicida Se detectan 17 moléculas de plaguicidas en los
organos de las cuales, 4 fueron herbicidagetoclor metaloclor atrazina e imazetaply y 5
fungicidas ézoxistrobing picoxistrobin trifloxistrobin, metalaxyly epoxiconazol@ Los insecticidas

se detectaromenos en musculo que rifion. Se detectaron 8 compuektqsr{fos metil, pirimifos
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metil, fenitrotion bifentrin, permetrina chlorantronilipole imidaclopridy buprofezir) en rifion y
solo los dogrimeros organofosforados se encontraromésculo(Tabla 4, 5,6y 7J.

En los ejemplares con trazas de plaguicittzs insecticidas fueron los mas encontrados (71%),
seguidos de los herbicidas (61%) fyngicidas (50%). Se encontr6 que alga ejemplares
presentaban varias moléculas de plaguicidas, el 25%denasa molécula y el 29 % cuatro o mas
moléculas, llegando a 7 moléculas en 2 ranas del sitio 4 en marzo. Los insecticidas organofosforados
pirimifos metil y clorpirifos metil fueron los que se hallaron con mas frecuencia, 46% y 38%
respectivamenteT@bla 4 y 5. Le siguen en frecuencia de deteccion los herbicidatoclory
metalochlor 38% y 23% respectivamente y los fungicidastalaxyl y trifloxistrobin en un 19%
ambos [abla 6y 7).

Los productos variaron su concentracion de acuerdo al compuestdejid@aldonde fueron
hallados. En rifidén los plaguicidas méas frecuentes compoimifos metil y el clorpirifos metil, se
encontraron en concentraciones promedio ,8ey3®1 ng/g respectivamente. La concentracion mas
baja se registré paraetalaxyl (Q3 ng/g) y la mas alta paeaetochlor con 2158 ng/@ ébla 8). En
musculo, eimidacloprid se encontré en3d ng/g y elmetalochlor en 6549 ng/J ébla 9).

Los sitios se caracterizaron por la cantidad efemplares contaminadogresentando valores

similares entre ellosTabla 10).

B) Leptodactylus latinasus

Se analizaron 35 muestras de musculo, de las cuales el 37% se encoorabazas de
contamiesde 1 a 13 plaguicidas. Se encontraron 4 herbicidastgclor, metaloclor, atrazina y
imazetapir), 5 inscticidas ¢lorpirifos metil, clorpirifos etil, pirimifos metil, bifentrin y
chlorantronilipole) y 6 fungicidas agoxistribin, picoxistrobin, piraclostrobin, trifloxistrobin,
metalaxyl y epoxiconazole) Tabla 11 y 1J. El 54% delos ejemplarespresentabarazas de
acetoclor, el 38%pirimifos metil y el 31%atrazina Yy trifloxystrobin. Los plaguicidas en los
musculos variaron su concentracion, siendo la mas baja paetathxyl (026 ng/g) y la mas alta de
7555ng/g parametalochlor Tabla 13).
Los sitiosse caracterizaron cuantificando el niumero de ranas contaminadas en ambos muestreos, los
sitios 1, 2, 4 y 5 presentaron valores similares. El sitio 3 no presento valores de contaminacion
(Tabla 14).
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Tabla 4. Frecuencia de deteccion de insecticidas elmasnmuestreos en rifiones de la especiatrans Los valores son
expresados en porcentaje de las muestras examinadas. En paréntesis se encuentra el nUmero de ejemplares estudiados.

Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4 Sitio 5

Dic (10) Mzo (1) Total (11) Dic (6) Mzo (0) Total (6) Dic (5) Mzo (5) Total (10) Dic (9) Mzo (2) Total (11) Dic (4) Mzo (6) Total (10)

Organofosforado

Diclorvos - - - - - - - - - - - - - . -
Clorpirifos metil 20.00 - 18.18 16.70 - 16.67 -- 60.00 30.00 - 50.00 9.09 25.00 16.70 20.00
Clorpirifos etil - - - - - - - - - - - - - - -
Pirimifos metil 20.00 - 18.18 16.7 - 16.67 -- 40.00 2000 2220 100.00 36.36 25.00 16.70 20.00
Fenitrotion - - - - - . 20.00 . 10.00 - - _ -
Malathion - - — . - _ _ _ - - - - - - -
Diazinon - - — _ - _ _ _ - - _ - - - -
Bromofos metil - - — - - _ _ _ _ - _ - _ _ -
Parathion - - — _ - _ _ _ - - _ - _ - -
Total 4.44 - 4.04 3.70 - 3.70 22 1110 6.67 250 16.70 5.05 5.60 3.70 4.44

Piretroides

Permetrina - _ - - - - - - . _ 50.00 9.09 _ _ _
Fenwelarato - _ - - - - - - ,, _ _ _ _ _ _
B-Cyflutrina - - — . - - - - - - _ - _ _ -
A-Cialotrina - _ - - _ - - - - _ - _ - - _
Bifentrin -- - - -- - - -~ 2000 10.00 1110 50.00 18.18 - 1670 10.00
Total - -- - -- - -- -- 4.00 2.00 220 10.00 5.45 - 3.30 1.00

Carbamatos

Carbofuran fenol - - - - - - - - - - - - - . -
Pirimicarb - - - - - - - - - - - - - . -
Total - - - - - - - - - - - - - - -

Otros

Buprofezin -- 100.00 5.09 -- -- - - - -- -- -- -- - -- --
Metoxifenocide - - — . - _ _ - -

Chlorantroniprole - - — . _ _ _ 20.00 10.00 — - - - - -
Triflumuron - - - -
Total - 25.00 2.27 -- - - - 5.00 2.50 - - - - - -

Total de

Insecticidas 200 630 2.27 170 -- 167 100 7.00 4.00 170 1250 3.64 250 250 2.50
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Tabla 5. Frecuencia de deteccion de insecticidas en ambos musestrtanusculo de la espetielatrans Los valores
son expresados en porcentaje de las muestras examinadas. En paréntesis se encuentra el nimero de ejemplare
estudiados.

Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4 Sitio 5

Dic (8) Mzo (2) Total (10) Dic (10) Mzo (0) Total (10) Dic (5) Mzo (5) Tetal (10) Dic (7) Mzo (3) Total (10) Dic (4) Mzo (7) Total (11)

Organofosforado

Diclorvos - -- - -- - -- - -- - - - - - - ~
Clorpirifos metil - -- - -- - 10.00 - -- - - 33.33 10.00 - -- -
Clorpirifos etil - -- - -- - -- - -- - - - - - - ~
Pirimifos metil - - - 10.00 - - - - - - 33.33 10.00 - - -
Fenitrotion - -- - -- - -- - -- - - - - - - ~
Malathion - -- - -- - -- - -- - - - - - - ~
Diazinon - -- - -- - -- - -- - - - - - - ~
Bromofos metil - -- - -- - -- - -- - - - - - - -
Parathion - -- - -- - -- - -- - - - - - - ~
Total - - - 1.1 - 1.11 - -- - - 7.41 2,22 - -- -

Piretroides

Permetrina - - - - - - - - - - - - 25.00 - 0.09
Fenvelarato - - - - - - - - - - - - - - -
B-Cyflutrina - - - - - - - - - - - - - - -
A-Cialotrina - - - - - - - - - - - - - - -
Bifentrin - - - - - - - - - - - - - - -
Total - - - - - -- - -- - - -- - 5.00 -- 0.02

Carbamatos

Carbofuran fenol - -- - -- - -- - -- - - - - - - -
Pirimicarb - -- - -- - -- - -- - - - - - - ~
Total - - - - - - - - - - - - - - -

Otros

Buprofezin - - - -- - -- - -- - - -- - - - -
Metoxifenocide - - - - - - - - - - - — - - _
Chlorantroniprole - - - - - - - . - — - _ — - _

Imidacloprid - - - 10.00 - - - - - - - - 25.00 - -
Triflumuron - - - - - - - - - - - - - - -
Total - - - 2.00 - -- - -- - - -- - 5.00 -- -
Total de Insecticidas - - - 0.95 - 0.48 - - - - 3.17 0.95 2.38 - 0.004
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Tabla 6. Frecuencia de deteccion de Herbicidas y Fungicidas en ambos muestreos en rifiones de la kdpatie
Los valores son expresados en porcentaje de las muestras examinadas. En paréntesis se encuentra el ndmero ¢
ejemplares estudiados.

Sitio1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio4 Sitio 5

Dic (10) Mzo (1) Total (11) Dic (6) Mzo (0) Total (6) Dic (5) Mzo (5) Total (10) Dic (9) Mzo (2) Total (11) Dic (4) Mzo (8) Total (10)

Herbicidas

Atrazina -- -- -- - -- -- -- - -- 2220 - 18.18 -- 16.7 --
Acetochlor 20.00 -- 18.18 16.70 -- 16,67 20.00 20.00 20.00 22.20 -- 18.18 25.00 -- 10.00
Metalochlor 20.00 -- 18.18 16.70 -- 16.67 -- 20.00 10.00 -- 50.00 9.09 -- -- --
Flurocloridona - - - - - - - - - - - - - - -
Imazetapir - - - - -- - - 20.00 10.00 -- 50.00 9.09 - -- -
Prosulfuron - - - - - - - - - - - - - - -
Triasulfuron -- - - - - - -- - - - -- - - -- -

Total Herbicidas 5,71 - 5.19 4,77 - 4.76 2.86 8.57 571 634 14.29 7.79 3.57 -- 1.43

Fungicidas

Azoxystrobin 10.00 -- 9.09 -- - - - - -
Picoxystrobin - - - - -- - - 20.00 10.00 -- 50.00 9.09 - -- -
Piraclostrobin -- - - - - - -- -- - - - -- - - --
Trifloxistrobin -- - - 16.70 -- 16.67 -- -- -- 22.20 -- 18.18 -- -- --
Kresoxim-metil -- - - - - - - - - - -- - - -- -
Metalaxyl 10.00 -- 9.09 16.70 -- 16.67  20.00 -- -- 33.30 -- 27.27 -- 16.70 10.00
Cyproconazole -- - - - - - -- - - - - -- - - -
Epoxiconazole -- - - - - - 20.00 - - - -- -- -- -- -
Penconazole -- -- - - - - -- - - - -- -- -- -- --
Tebuconazole -- - - - - - -- -- - - - -- - - --
Protioconazole -- -- - - - - -- - - - - -- - - --
Fusilazole -- -- - - - - -- - - - -- -- -- -- --
Difeconazole - . . - - . - - - . - - _ . -
Myclobutaril -- - - - - - -- - - - - -- - - -
Bupirimato - - - - - - - - - - -- - - -- -
Fenpropimorph -- - - - - - -- - - - - -- - - .
Carbendazim 10.00 -- 9.09 16.70 -- 16.67 -- -- -- -- -- -- -- -- --
Carboxine - - - - - - - - - - -- - - - -

Total Fungicidas 1.67 -- 1.52 2.78 - 2.78 2.22 1.11 0.56 3.08 5.56 3.54 -- 0.93 0.56
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Tabla 7. Frecuencia de deteccion de Herbicidas y Fungicidas en ambos muestreos en musculo de la kdmatie
Los valores son expresados en porcentaje de las muestras examinadas. En paréntesis se encuentra el ndmero ¢
ejemplares estudiados.

Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4 Sitio 5

Dic (8) Mzo (2) Total (10) Dic (10) Mzo (0) Total (10) Dic (5) Mzo (5) Total (10) Dic (7) Mzo (3) Total (10) Dic (4) Mzo (7) Total (11)

Herbicidas

Atrazina - -- - - - -- 20,00 10.00 1429  -- 10.00 - - -
Acetochlor - -- - 10.00 -- 10.00 -- -- -- - 3333 10.00 -- -- --
Metalochlor - -- - - - - -- - -- -- 33.33 10.00 - - -
Flurocloridona - -- -- -- -- -- - . - - - - -- - -
Imazetapir - 50.00 10.00 - - - -- - - - -- -- - - -
Prosulfuron - - -- -- -- -- - - - - - - -- - -
Triasulfuron - - -- -- -- -- - - - - - - -- - -

Total 0.00 7.14 143 143 0.00 143 0.00 2.86 143 2.04 952 4.29 0.00 0.00 0.00

Fungicidas

Azoxystrobin - 5000 10.00 -- -- -- -- -- -- - 3333 10.00 - - -
Picoxystrobin - 50.00 10.00 -- - - - . - - - - - - -
Piraclostrobin - -- -- -- -- -- -- . - - - - -- - -
Trifloxistrobin - 5000 10.00 -- -- -- -- -- -- -- 3333 10.00 - - -
Kresoxim-metil - - - - - - - - - - - - - - -
Metalaxy! - -- - - - - - -- -- 1429 33.33 2000 - - -
Cyproconazole  -- -- - - - - - -- -- -- - - - - -
Epoxiconazole - -- - - - - -- - -- -- 33.33 10 - - -
Penconazole — - - - - - - - . - - - - - -
Tebuconazole — - - - - - - - . - - - - - -
Protioconazole - -- - -- - - -- - - - -- -- - - -
Fusilazole - -- - -- - - -- - - - -- -- - - -
Difeconazole - -- - -- - - -- - - - -- -- - - -
Myclobutaril - - - - - - -- . - - - - - — —
Bupirimato - - - - - - -- . - - - - - — —
Fenpropimorph - -- - - - - -- - -- - -- -- - - -
Carbendazim - -- - -- - - -- - - - -- -- - - -
Carboxine - -- - -- - - -- - - - -- -- - - -
Total 0.00 8.33 1.67 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 079 741 278 0.00 0.00 0.00
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Tabla 8. Con@ntraciones densecticidas herbicidasy fungicidasdetectadas ediciembrey marzo en rifién dé..
latrans.Los valores estan expresados en ng/g.

Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4 Sitio 5
Dic Mzo Dic Mzo Dic Mzo Dic Mzo Dic Mzo
(10) 1) (6) (0) (5) (5) ) (2) (4) (6)
Organofosforado
Clorpirifos metil 34.95 nd 57.31 nd nd 27.10 nd 75.10 42.46 57.83
41.97 66.76
54.27
Pirimifos metil 0.44 nd 8.92 nd nd 0.30 2.11 0.64 3.37 3.80
1.15 12.49 0.58 5.49
Fenitrotion nd nd nd nd 5.05 nd nd nd nd nd
Piretroides
Permetrina nd nd nd nd nd nd nd 1.41 nd nd
Bifentrin nd nd nd nd nd 0.84 0.37 0.99 nd 0.19
Otros Insecticidas
Buprofezin nd 183.35 nd nd nd nd nd nd nd nd
Chlorantroniprole nd nd nd nd nd 176.17 nd nd nd nd
Herbicidas
Atrazina nd nd nd nd nd nd 37.74 nd nd 33.43
63.69
Acetoclor 92.04 nd 191.73 nd 99.46  2158.17 217.7 nd 42.61 nd
203.83 67.03
Metaloclor 0.20 nd 0.12 nd nd 0.24 nd 0.24 nd nd
0.49
Imazetapir nd nd nd nd nd 291.2 nd 844.1 nd nd
Fungicidas
Azoxystrobin 0.10 nd nd nd nd nd nd 49.05 nd nd
Picoxystrobin nd nd nd nd nd 63.25 nd 56.65 nd nd
Trifloxistrobin nd nd 36.57 nd nd nd 185.6 nd nd nd
100.4
Metalaxyl 250.5 nd 0.31 nd 354.49 nd 0.24 nd nd 22.27
0.39
16.88
Epoxiconazole nd nd nd nd 157.09 nd nd nd nd nd
Carbendazim 32.72 nd 560.20 nd nd nd nd nd nd nd
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Tabla 9. Concentraciones dasecticidasherbicidasy fungicidasdetectadas en diciembre y marzo en musculta.de
latrans.Los valaes estamxpresados en ng/g.

Organofosforado
Clorpirifos metil
Pirimifos metil
Prietroides
Permetrina
Otros
Imidacloprid

Herbicidas
Atrazina
Acetochlor
Metalochlor
Imazetapir

Fungicidas
Azoxystrobin
Picoxystrobin
Trifloxistrobin
Metalaxyl
Epoxiconazole

Sitio 1
Dic Mzo
(8) (2)

617.85

28.49
29.45
38.60

Sitio 2
Mzo

(0)

Dic

(10)

353.74

1.21

23.28
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Sitio 3

Mzo

()

43.66

Sitio 4

Dic
(7)

33.34

Sitio 5
Mzo Dic Mzo
3) (4) (7)

5066.63
124.15

-- 257.17

-- 0.34

198.64
6549.05

123.10
56.65
109.87
955.28
239.09



Tabla 10. Frecuencia de deteccion de plaguicidas en los diferentes sitios, en ambos muestreos para los tejidos rifidn y
musculo de la especie latrans Los valores son expresados en porcentaje de las muestras examinadas. En paréntesis se
encuentra el nimero @gemplares estudiados.

Diciembre  Marzo Total
Sitio 1 46 (13) 50 (2) 47 (15)
Sitio 2 57 (7) 0 (0) 57 (7)
Sitio 3 14 (7) 57 (7) 36 (14)
Sitio 4 45(11) 67 (3)  50(14)
Sitio 5 50 (4) 33(9) 39 (13)

Tabla 11.Frecuencia de deteccion de insecticidas en ambos muestreos en musculo de |a.d¢apeass Los valores
son expresados en porcentaje de las muestras examinadas. En paréntesis se encuentra el nimero de ejemplare
estudiados.

Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4 Sitio 5

Dic (4) Mzo (7) Total (11) Dic (2) Mzo (4) Total (6) Dic (1) Mzo (2) Total (3) Dic (7) Mzo (1) Total (8) Dic (6) Mzo (2) Total (8)

Organofosforado

Diclorvos - - - - - - - - - - - - - - -
Clorpirifos metil - 28.57 18.18 -- - - - - -- - -- - 16.67 - 12.50
Clorpirifos etil - 14.29 9.09 - - - - - - - - - - - -
Pirimifos metil - 42.86 27.27 - - - - - - 14.29 - 12.50 16.67 - 12.50
Fenitrotion - - - - - - - - - - - - - - -
Malathion - - - - - - - - - - - - - - -
Diazinon - - - - - - - - - - - - - - -
Bromofos metil - - - - - - - - - - - - - - -
Parathion - - - - - - - - - - - - - - -
Total - - - - - - - - - - - - - --

Piretroides

Pemetrina - - - - - -- - -- - - - - - - -
Fenwlarato - - - - - - - - - - - - - - -
B-Cyflutrina - - - - - - - - - - - - - - -
A-Cialotrina - - - - - -- - -- - - - - - - -
Bifentrin -- 14.29 9.09 - - - - - - - - - -- - -
Total - - - - - - - - - - - - - - -

Carbamatos

Carbofuran fenol - - - - - - - - - - - - - - -
Pirimicarb - - - - - - - - - - - - - - -
Total - - - -- - - - - - - -- - - - --

Oftros

Buprofezin - - - - - - - - - - - - - - -
Metoxifenocide - - - - - - - - - - - - - - -
Chlorantroniprole - - - - - - - - - - - - 16.67 - 1250
Imidacloprid -- - - - 25.00 - - - - - - - - - -
Trifflumuron - - - - - - - - - - - - - - -
Total - - - - - - - - - - -- - - - -

Total de Insecticidas - 4.76 3.03 0.00 1.19 - - - - 0.68 - 0.60 2.38 - 1.79
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Tabla 12 Frecuena de deteccion deerbicidas yfungicidas en ambos muestreos en musculo de la edpdaimasus
Los valores son expresados en porcentaje de las muestras examinadas. En paréntesis se encuentra el ndmero ¢
ejemplares estudiados.

Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4 Sitio §

Dic (4) Mzo (7) Total (11) Dic (2) Mzo (4) Total (6) Dic (1) Mzo (2) Total (3) Dic (7) Mzo (1) Total (8) Dic (6) Mzo (2) Total (8)

Herbicidas

Atrazina -- 2857 1818 - -- -- -- -- -- -- -- -- 16.67 50.00 25.00
Acetochlor - 4286 2727 50.00 2500 3333 - -- -- -- -- - 3333 - 25.00
Metalochlor - 1429 9.09 - -- -- -- -- -- -- -- -- 16.67  -- 12.50
Flurocloridona - - - - - - - - - - - - - - -
Imazetapir -- -- -- -- -- -- -- -- -- - 10000 1250  -- -- --
Prosulfuron - - - - - - - - - - - - - - -
Triasulfuron - - - - - - - - - - - - - - -

Total 0.00 12.24 7.79 7.14  3.57 476 000 0.00 000 000 1429 179 952 7.14 8.93

Fungicidas

Azoxystrobin - 14.29 9.09 - - - - - - - - - - - -
Picoxystrobin - 1429  9.09 -- -- -- -- -- -- -- -- -- 16.67 - 12.50
Piraclostrobin - 14.29 9.09 - - - - - - - - - 16.67 - 12.50
Trifoxistrobin 2500 14.29 18.18 - - - - - - - - - 3333 - 25.00
Kresoxim-metil .. - - - - - - -- - - - - - - -
Metalaxyl - 1429 9.09 5000 -- -- -- -- -- -- -- -- 16.67 - 12.50
Cyproconazole . - - -
Epoxiconazole .. 2857  18.18 -- -- -- -- -- -- 14.29
Penconazole - - - - - - - - - - - - - - -
Tebuconazole - - - - - - - -- - - - - - - -
Protioconazole  _. - - - - - - - - - - - - - -
Fusilazole -- - - - - - - - - - - - - - -
Difeconazole - - - - - - - -- - - - - - - -
My-clobutaril - - - - - - - - - - - - - - -
Bupirimato - - - - - - - -- - - - - - - -
Fenpropimorph  _. - - - - - - - - - - - - - -
Carbendazim -- - - - - - - - - - - - - - -
Carboxine - - - - - - - -- - - - - - - -

Total 139 5.56 4.04 2.78 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 079 0.00 069 463 278 4.17
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Tabla 13. Concentraciones di@secticidasherbicidas yfungicidas detectadas en diciembre y marzo en musculo de
latinasus.Los valores estan expresados en ng/g.

Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4 Sitio 5
Dic Mzo Dic Mzo Dic Mzo Dic Mzo Dic Mzo
(4) (7) (2) (4) 1) (2) (7) (1) (6) (2)

Organofosforado
Clorpirifos metil - 6.78 - - - - - - 14.41 -
2.75
Clorpirifos etil - 0.80 - - - - - - - -
Pirimifos metil -- 53.38 - -- -- -- 12.84 -- 32.90 -
6.87
14.25
Piretroides
Bifentrin - 6429.61 - . - - - - - -
Otros Insecticidas
Chlorantroniprole - - - - - - - - 226.84 -
Imidacloprid - - - 0.75 - - - - - -
Herbicidas
Atrazina - 86.63 - - - - - - 97.68  84.65
230.37
Acetoclor -- 93.92 78.87 42.47 -- - - - 31.02 -
100.66 385.59
200.65
Metaloclor - 7547.95 - - - - - - 7555.29 -
Imazetapir - - - - - - - 89.65 - -
Fungicidas
Azoxystrobin - 174.68 - - - - - - - -
Picoxystrobin - 41.03 - - - - - - 63.19 -
Piraclostrobin - 71.15 - - - - - - 64.82 -
Trifloxistrobin 33.58  106.28 - - - - - - 106.28 -
22.64
Metalaxyl - 37.69 0.30 - - - - - 0.26 -
Epoxiconazole - 315.16 - - - - 241.85 - - 1226.18
1084.27
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Tabla 14. Frecuencia de deteccion de plaguicidas en los diferentes sitios para ambos muestreos en musculo de la especie
L. latinasus Los valores son expresados en porcentaje de las muestras exantimgaséntesis se encuemtrel
namero de ejemplarestudiados

Diciembre  Marzo Total
Sitio 1 25 (4) 43 (7) 36 (11)
Sitio 2 50 (2) 50 (4) 50 (6)
Sitio 3 0(1) 0(2) 0 (3)
Sitio 4 14 (7) 100 (1) 25 (8)
Sitio 5 33 (6) 50 (2) 38 (8)

Abundacia de artropodos: disponibilidad de alimento

En términos de numero de individuos, los mas abundantes fueron generalmente Hymenoptera
y Araneae, excepto en el sitio 1 donde es Isopodicesmbre Tabla 15y 18.

En términos de volumen, en diciembre los mas abundantes son Araneae, Coledptera e
Hymenoptera, excepto el sitio 1 donde son los isépotaisld 15). Marzo es parecido a diciembre,
aunqgue algo mas variable ya que aparecen comoriamtes Blatoddea (sitio 2), Ortoptera (Sitio 4)

y en el sitio 5, Spirosteptiddbla 16).

En el mes de diciembre, la riqueza de artrépodos fue significativamente mayor en el sitio 1
gue en los otros sitios. Sin embargo, en el mes de marzo, esta dfeserttabia atenuado y la
rigueza del sitio 1 habia vuelto a niveles comparables a la de los otros sitios. Este cambio temporal
de la riqueza de artropodos del sitio 1 se ilustra con la presencia de una diferencia significativa entre
las 2 fechas de muestr (p=0.045)Kig. 73).

Con respecto a la abundancia de artrépodos expresada en términos de nimero de individuos
capturados, todos los sitios, salvo el sitio 4, presentaron una diferencia significativa entre las fechas
de muestreo. Sin embargo, la fechal&rcual se observd mayor abundancia de artrépodos era
variable segun el sitio, siendo mayor la abundancia de artropodos en el mes de diciembre en el sitio
1, con respecto a los sitios 2 y 5; mientras que a la inversa, el sitios 5 presenté mayor abemdancia
el mes de marzo, siendo significativamente mas alto con respecto al Bitjo Aj.

Con respecto al volumen (mjmtotal de artrépodos capturados, este valor es parecido en
diciembre y marzo en los cinco sitios muestreados. El sitio 1 presentes\satpridicativamente mas

altos queodos los sitiogn diciembre y en marzo solo con los sitios 3 Fig.(70).
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Tabla 15. Ordenes y familias de artropodos (total) capturados en diciembre en los cinco sitios de muestreo en términos

del ndmero y el volumen de ejemplares capturados.

Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4 Sitio 5
Diciembre Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen
N*de ej (mm3) |N*deej (mm3) |[N*deej (mm3) [N*deej (mm3) N*deej (mm3)
Clase Orden Familia
Insecta Hymenoptera Formicidae 184 346.19 118 145.30 788 203.28 468 616.28 143 236.40
Vespidae 5 316.25 1 3.14 2 39793 1 1.44
Sermhidae 2 3.14
Apinae 1 11.78 1 4.19
Total 192 677.36 119 148.44 790 601.22 470 621.90 143 236.40
Coleoptera Chrisom elidae a7 42490 3 175.54 8 173.83 7 139.54 2 250.02
Tenebnonidae 32 33929
Elateridae 21 140.13 3 36.13 2 733 2 262 2 61.78
Scarabaeidae 1 150.80 2 8.84 7 922 58 5 77.49 3 72715
Bruchinae 18 44584 1 0.52 1 1466 1 825
Curculionidae 13 375.09 1 27.82 2 3456 2 4595 2 3351
Cucujidae 1 348 .45
Coccinelidae 1 13.09
Carabidae 8 828.59 1 23562 2 26285
Total 124 2237.60 18 1077.43 20 115296 18 509.46 11 133531
Orthoptera Gryllidae 62 110597 4 285.62 3 198.97 2 215.20
Acridoidae 3 115.19 1 2932
Tettigonioidea 1 196.35
Total 66 1417.51 4 285.62 4 228.29 2 215.20
Homoptera Fulgoroidea 2 3.14
Jassoidea 2 6.54 37 48.50 1 4490
Cicadoidea 1 1.05 1 0.20
Total 5 10.73 37 48.50 2 45.09
Hemiptera Anthocoridae 2 24 87 2 2094 1 5.30
Reduvidae 1 18.00 2 7.85 1 14.66 2 58.64
Cercopoidae 1 2.88
Aphidoidea 36 7.07
Cydnidae 1 026
Total 40 52.82 28.80 2 19.96 3 58.90
Diptera Muscidae 2 4739 6 108.12 4 67.02 3 62.05
Culicidae 1 14 66
Nemestnnidae 2 942
Sciaridae 1 471 1 0.20
Dolichopoidea 1.51
Total 5 71.47 9 114.34 5 67.22 3 62.05
Dictyoptera  Blattodea™ 1 137.44
Arachnida Araneae Lycosidae 4400 121004 20,00 119969 43.00 94712 40.00 1320097 33.00 212836
Ctenidae 5 1545 1 157 2 4503
Theraphosidae 3 172.79
Dictyonidae 3 2297 1 1.05 4 9765
Salticidae 2 236 2 18.85 1 471
Anaurobiidae 1 1047
Gnaphosidae 1 5.89
Sicaridae 1 2.36
Senoculidae 1 1.31 4 28.80 4 995 2 942
Araneidae 2 1178
Connniidae 1 942
Diguetidae 1 1.05 1 56.55
Uloboridae 1 0.79 1 2.09
Hanniidae 1 0.20
Total 62 144565 27  1233.20 51 1054.72 42 1339.82 42 2265.28
Crustacea kopoda Oniscidae 370 13016.65 1 4.71 12 249.76 2 209.44
Diplopoda Spirostreptida 24 18.85
Total Final 859 18919.07 177 2859.043 875 3137.92 549 3018.152 201 4105.338
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Tabla 16. Ordenes y familias de artrépodos capturados en marzo (total) en los cinco sitinestieeonen términos del
namero y el viumen de ejemplares capturados.

Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4 Sitio 5
Marzo Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen
N*deej (mm3) |[N*deej (mm3) |[N*deej (mm3) [N*deej (mm3) |[N*deej (mm3)
Clase Orden Familia
Insecta Hymenoptera Formicidae 185 372.87 5 460.00 2 471 368 1129.86 481 524.38
Apinae 4 7.59
Terthedinidae 1 4712
Total 185 372.87 5 460 7 59.43 368 1129.86 481 524.38
Coleoptera Chrisomelidae 8 31.15 139 595.25 2 20.55 8 67125
Tenebrionidae 1 196.35
Elateridae 9 120.56 1 18.85 8 266.51
Scarabaeidae 2  1685.99 3 167.55
Bruchinae 5 60.74 1 1257
Curculionidae 8 108.38 10 21546 8 169.12
Cucujidae 1 4712
Carabidae 1 84.82 1 2.88
Lampiridae 1 12.57
Total 31 2091.64 139 595.25 2 243.47 16 282.87 27 127444
Orthoptera Gryllidae 5 148.18 6 1575 1 1.05 11 2259.59 7 159089
Acridoidae 1 160.35
Tettigonioidea 1 70.689
Grillotalpidae 1 282
Total 6 218.86 6 1575 2 3.67 12 2419.94 7 1590.69
Homoptera Fulgorcidea 1 1.31
Cicadoidea 1 2.62 23 275 1 209
Total 1 2.62 23 2.75 1 1.31 1 2.09
Hemiptera Anthocoridae 1 9.42 1 13.5 2 139.93
Reduwviidae 2 35.60 3 8.90
Cercopoidae 1 2.88 15 382.00 1 3.14
Coccoidae 1 3.00
Total 4 47.91 17 3985 2 139.93 1 3.14 3 8.90
Diptera Muscidae 3 98.17 1 14 66
Culicidae 3 324
Heleomyzidae 2 4
Chironomidae 1 5854882
Total 3 98.17 6 893.4862 1 14.66
Dicty optera Blattodea*® 1 47.12 22 317.00
Arachnida Araneae Lycosidae 19 13.50 27 653.06 188 348363
Ctenidae 1 8.38 1 0.20
Dictyonidae 1 6 1 35.34
Salticidae 1 14 66
Gnaphosidae 23 545.59
Corinniidae 6 5393
Diguetidae 38 768.90
Uloboridae
Linyphiidae 3 25
Hanniidae 18 735.26
Ixodidae 6 19 1 4490
Total 20 21.88 10 275 87 2163.25 29 688.60 188 3483.63
Crustacea Isopoda Oniscidae 174 10123.12 28 392 5 137.71 9 844.43
Diplopoda Spirostreptida 9 5.30 219 227230
Total Final 424 12977.07 234 2926.986 101 2611.054 431 4662.12 717 7743.234
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Figura 7. Artrépodos capturados (media + error estandar) en las trampas desplegadas en los sitios de captura de anfibios.
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(p<0.05).
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Dieta

A) Leptodactylus latrans

En el muestreo ddiciembrese analizaron 48 aparatos digestivos (estdbmagos + intestinos) de los
cuales, 33 tenian contenido. Se identificaron 84 ejemplares de 16 taxa, que correspondieron a
3987.86 mm3La contribucion de cada presa a la dieta de la especie segun el indice de importancia
relativa IRl ordenados de mayor a menor, fue la sigui€tkeopteraen todos los sitios, seguido de
los Orthoptera El indice de selectividad (D) de Jacob (1974),biém presento valores positivos
para los items nombrados, por lo dquéatransselecciona estas presdsipla 17 y 18.
En marzo, se analizaron 29 aparatos digestivos de cuales 21 tuvieron algun tipo de contenido. Se
identificaron 79 ejemplares de 10 taxme representaron 12022 mm3 de volumen. La
contribucion de cada presa a la dieta de la especie segun el indice de importancia relativa IRI
ordenados de mayor a menor, fue la siguigbtdeopteraen todos los sitios, seguido de los anuros y
CrustaceaEl indice de selectividad (D) en este caso, solo mostro indices positivos en Coledptera, ya
gue los cangrejos como los ranas no fueron capturadas en las trampas, seguramente debido a que r
es un método de captura para estos grupos de animales, el pamgre son acuaticos y el segundo
por el tamafio de la trampéabla 17 y 19.

Con respecto al numero de presas consumidas en los diferentes sitios y muestreos. En
diciembre el numero de presas en el sitio 2 es significativamente menor al sitio 3. Endel mes
marzo, el sitio 3 presento valores menores al sitio 5. Y ademas, el sitio 3 vario significativamente
entre los distintos muestreos, teniendo un nimero menor de presas capturadas por la ranas en el me
de marzoFig. 8a).

El volumen promedio de presasnsumidas es similar en todos los sitios y momentos
muestreados. Salvo, el sitio 3 que presenta valores mas altos a los del sitio 2 en diciembre y mas
bajos al sitio 5 en marz&ig 8b).
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Tabla 17. Contenido estomacal de latransen los muestreos daciembre(Dic) y marzo(Mzo). %N= porcentaje de la categoria en el total de las presas; %V= porcentaje
del volumen de la categoria en el volumen total. Los valores entre paréntesis corresponden a los aparatos digestivdteoaliahginticio en su interior.

tem alimenticios Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4 Sitio 5
Dic (9) Mzo (2)  Total (11} | Dic(5) Mzo (1) Total (8) Dic (7) Mzo (1) Total (8) Dic (9) Mzo (3)  Total (12) | Dic(3) Mz (14) Total (17)
Orden Familia | %M %V [ %N %v | %N %v | %N %y | sen sv [ %N sy | %n wv | wmn sy | wn wy | own v [ own v [ N s | wn v | wn %y | wn wv
Anfibia Anura - -1 - =1 =71~ = ~ ~ - -] - - TJtoooo 10000 370 3309] -~ [ - -] - ~[]- -] - ~7T]- -
Araneae S U I I - - - - - - - - ~ — | 870 =586 000 000 513 1.63|14.20 2051| 000 0.00| 164 0.36
Lycosidae S U I I - - - - - - - - - - - - |- | - — |4ss6154 — — | 402 107
Coleoptera 2727 7.34| —  — |21.43 3.70|6667 3377 - ~ |5714 3172|2077 137 -- — |2063 0901|4783 2747|2500 685|3846 1259 - @~ | - -~ | - -
Bruchinidae | 27.27 11.02|57.14 648|35.71 925 —  — - - — — |18 173 - — {1111 116] —  — | 625 =218| 256 1857 —  — |7037 6.06|6230 505
Carabidae 1364 4721 —  — [1071 2378 - - —~ —~ —  — |23.08 1813 - — Jezzz 1213 - | - | - - - | - -1 - -
Chrysomelidae| 4.55 1040|1420 093| 7.14 581 —  — - - —  — |15.38 1407 - — |1481 0421304 6587|6250 88.79|3333 65.99|28.57 1026 — — | 328 o0.18
curcuionidae | 1364 303 —  — |1071 198 - - - - ~  — | 285 o041 - — | a7o ozs| 870 so8| — — | 513 225 —  — | 185 o011| 164 o011
Bateridae S U I I - - - - - - - - ~  — | 435 323 -  — |28 oo - - | - -~ | - -
Luc anidae S U I I - - - - - - - - - - - |- -1 - —1| - - | 556 1230| 492 12.09
Scarabaeidea | — @~ | - - | - -~ | - - —~ —~ —  — |15.98 6420 - — |1481 4301| 870 45.25| 000 o000| 513 125 — — | 556 1.70| 492 166
Staphylinidae | — — | — - | — — | - - - - - - - - - - - -] - |- | - —|1420 789 - — | 164 013
Diptera Muscidae S U I I - - - - - - - - ~  — | 435 18| - — |28 o045 - - | - | - -
Homoptera - - | - - | - ~ |1667 5520 - ~ |1429 5188 — - - - e I T e D
Hymenoptera Formicidae S U I I - - - - - - - - ~  — | 435 18| -  — |28 o045 - - | - | - -
Larva 455 1475
Orthoptera - | = = | =~ |1667 1104] - ~ |1420 1037 - - - - ~  — | —  — | 625 218| 256 157 — — | 370 011]| 328 0.1
Teftigonidae | 9.00 5252857 9250|1420 55.48| -  — |100.00 100.00|1429 607| — - - - L e
Crustacea  Decapoda e I —~ —~ - | - - - ~ | - - - | - — | - — |1295 7972|1148 78.33
100 100] 100 100] 100 100] 100 100| 100 100| 100 100 100 100 100 100 100 100] 100 100] 100 100] 100 100| 100 100] 100 100 100 100
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Tabla 18. Contenidoestomacal de.. latrans en los muestreos diéiciembre (Dic) y marzo (Mzo). IRI= indice de importancia relativa de cada categoria; D= indice de
selectividad. Los valores entre paréntesis corresponden a los aparatos digestivos con algun item alirsaniticioien

ltem alimenticios Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4 Sitio 5
Dic (9) Mzo (2) Total (11) Dic (5) Meo (1) Total (6) Dic(7) Men (1) Total (8) Dic (9) Meo (3) Total (12) Dic (3) Mzo (14) Total (17)
Orden Familia IR D IRI D IRI D IRl D IR D IR D IRI D IR D IRI 8] IR D IRI D IRI D IR D IR D R D
Anfibia Anura - - - - - - - - - - - - 0.00 20000.00 1.00| 459.90 1.00 - - - - - - - - - - - -
Araneae - 00 - 00 - 100 - 1000 - 00 - 00| - - - 00 - 100 22342 005 000 -1.00| 11264 -0.12)13019.41 -0.25| 000 -1.00| 14009 -0.89
Lycosidae - - - -- - - - - -- - - - -- - - - - - - - - - - - | 625971 031| 000 -1.00| 7050 -0.68
Coleoptera 16636.36 0.46 |7883.60 0.71 (1241973 0.55 [6025.96 0.60 000  -1.00|4443.00 -0.24|20000.00 0.91] 0.00 1.00] 1428069 0.91 |17351.78 0.87 |19156.93 0.85 | 18307.61 0.86 | 405372 073 (813193 0.85|7430.99 0.83
Bruchinidae 1276.30 0.85|3181.22 0.95| 1566.92 0.70 -- - -- - - - 18956 0.98] 0.00 -- 15337 098 000  -1.00| 28102 093] 3448 085 0.00 -- | 4367.39 1.00 [3211.658 1.00
Carabidae 676.11 1.00| 0.00 -1.00| 29526 0.98 -- - -- - - - 1766.10 1.00| 0.00 -- | 1288.30 1.00 - - - -- - - - - - - - -
Chrysorelidae | 167.08 0.02 | 760.58 0.76 | 22376 0.59 -- - -- - - - 126247 0.88] 0.00 - 908.67 0.89 | 66374 0.82|15128.50 0.98 | 4966.27 094 | 129426 093| 000 -1.00| 2034 050
curculionidae Jg046 080 000 -1.00| 22162 O0.64 -- - -- - - - 60.83 0.89| 0.00 - 4374 089 37281 092 0.00 1.00 12294 061 0.00 - 1404 1.00] 10.20 1.00
Elateridae - - - -- - - -- - -- - - - -- - - - - - 8422  0.85 0.00 1.00( 2886 079 - - - - - -
Lucanidae - - - -- - - -- - -- - - - -- - - - - - - - - -- - - 0.00 - | 127.54 1.00 [ 100.02 1.00
Scarabaeidea - - - -- - - -- - -- - - — | 2276.31 080 0.00 - | 144574 091 59942 0.8 0.00 -- 147.66 0.82 000 -1.00| 5176 0.86| 3870 0.76
Staphy linidae - - -- -- - -- -- - -- - - - -- - - -- - -- - -- - -- - -- 73260 -- 0.00 10.43 -
Diptera Muscidae - - - -- - - -- - -- - - - -- - - - - - 66.27 078 0.00 -- 2511 0.79 - 1.00 - - - 1.00
Homaoptera - - - -- - - [ 1437.23 1.00 000 1000110219 0.42 -- - - - - - - - - -- - - - - - - - -
Hymenoptera Formicidae - - - -- - - -- - -- - - - -- - - - - - 66.27 -0.98( 0.00 1000 2511 -0.99 - - - - - -
Lamwa 21444 1.00( 0.00 17545  1.00 -- - -- - - - -- - - - - - - - - -- - - - - - - - -
Orthoptera - - - -- - - | 55411 075 000 -1.00) 41091 070 -- - - - - - 0.00 - 28102 1.00| 3448 1.00 0.00 - 5454 058 39839 0.62
Tettigonidae 159.30  0.97 (6055.20 0.98 | 118078 091 | 000 — |20000.00 1.00 | 33923 1.00 -- - - -- - -- - -- - -- - -- - -- -- - - -
Crustacea Decapoda - - -- -- - -- - - -- - - - -- - - -- - -- - -- - - - -- 0.00 -- | 331018 1.00 |2641.35 1.00
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Anfibios: condiciéncorporal, indicessomaticos yiomarcadores
Compaaciones entre sitios de estudio

A) Leptodactylus latrans

El clima seco hizo dificil el muestreo de anfibiogesult imposible conseguir un
namero adecuado de individuos de ambas especies para todos los sitios y fechas de
muestreo. Por otro lado, en el caso particulat.datrans,se observé que los individuos
capturados en el mes de diciembre eran claramente mas chicos que los captwiates en
de marzo Fig. 9. Es por esta razon, y para evitar que las diferencias existentes en el
tamafo de las ranas capturadas influenciaran a los resultados, que se analizaron los distintos
pardmetros evaluados en anuros de manera separada en lahaesiéemuestre&ig. 9).

En cada fecha, se consideraron para los analisis estadisticos solamente los sitios que tenian
un numero de ranas igual o superior a 5. Es asi que, para la éspatens,en el mes de
diciembre, se compararon solamente lé®sinimero 1 a 4, mientras que, en el mes de
marzo, solamente los sitios 3 y 5 pudieron ser comparados debido al bajo némero d
capturas en los otros sitios.

Para el muestro de diciembre, el analisis de GLM demostr6 que ninguna de las
variables estudiadagindices somaticos, condicion corporal, y biomarcadores) era
influenciada de manessignificativapor el sexo o la longitud hociadoaca (LHC) de los
animales. En esta fecha de muestreo, solamente dos diferencias significativas fueron
encontradas entre los distintos sitios: 1) La condicion corporsdaenfibios adultoslel
sitio 4 era significativanente inferior a la divs ejemplaresle los sitios 2 y 3Kig. 10). 2)

El IHS delos anfibios adultoslel sitio 4 era significativamente menor al de los individuos
capturados en el sitio Fig. 118. Ninguno de los otros parametros examinados presento
una diferencia significativa entre los cuatro sitios evaluados (IGC, ICE, biomarcadores)
(Fig. 12 13y 14).

En el muestreo dmarzq el andlisis de GLM demostro que, en esta época del afo, el
valor de los indices IHS y IGC esta significativamente influgltcipor el sexo de los
individuos; las hembrgaresentaromvalores superiores a las de los macipos (0.016 yp =
0.049, respectivamente). Por esta razon, la comparacion entre sitios de estos indices se
realizd de manera separada para los machos y labriiemSolamente dos de los

parametros determinados s ejemplarepresentaron diferencias significativas entre los
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dos sitios que fueron comparados en marzo: 1) La condicion corporal de los ejemplares
capturados en el sitio 3 eran significativamente onaylos observados en las ranas del

sitio 5 (Fig. 10. 2) El indice de contenido estomacal (ICE), se comporté a la inversa,
siendo mayoen los ejemplarede sitio 5 con respecto a las del sitid-8y(12). 3) El indice
hepatosomatico (IHS) es mayor es klembras con respecto a los machos de los 3iic

(Fig. 11b). Ademas, se observa que este indice es mayor en el mes de marzo con respecto a
diciembre. Ninguno de los otros pardmetros examinados presento una diferencia

significativa entre los dos sis evaluados (IGC, biomarcadordsig( 13a 'y 14).

B) Leptodactylus latinasus

Al igual de lo mencionado pata latrans acéa también, para la espetidatinasus se
consideraron para los analisis estadisticos solamente los sitios que tenian un nimero de
ranas igual o superior a 5 individuos. Es asi que, en el mes de diciembre, se compararon
solamente los sitios numero 1, 2, 4 y 5, mientras que, en el mes de marzo, solamente los
sitios 1, 2 y 3 pudieron ser comparados. Ademas, se puedo notaFign 1& que, en el
mes de marzo, la gran mayoria de ejemplards. tltinasuscapturados en los sitios 2 'y 3
eran individuos juveniles mas pequefos que la mayoria, lo cual dificulté su sexado. Tanto
para marzo como para diciembre, el andlisis de GLM demostro fjuarlables analizadas
no eran influenciadas por el sexo daihaal o su largo hociceloaca.

Algunas diferencias fueron detectadas entre los sitios estudiados en el muestro de
diciembre. El IHS se observé significativamente mas bajo en el sitio 4 geleséio 1
(Fig. 17b), y los valores de GSH eran significativamente mas altos en sitio 1 que en todos
los otros sitiosKig. 18a). La actividad hepatica de GST se encontraba significativamente
mas alta en el sitio 5 que en los sitios 1 ¥ig.(18c). Finalmente, la actividad de la enzima
catalasa, tendia a ser mayor en todos los sitios comparados al primero, aunque estas
diferencias no fueron significativas estadisticamefite (8b).

En el mes de marzo, el sitio 2 tiene una condicion corporal is@invamente menor
gue en el mes de diciembréid. 16). Con respecto al IHS, en el mes de marzo, las ranas
del sitio 2 presentan un IHS significativamente mas alto que las del sitio 3. Ademas,
comparando el IHS del sitio 2 entre ambos meses, se puedeanliges el valor calculado

en marzo es significativamente mayor al de diciembige (L7b). Finalmente, el ICE de las
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ranas del sitio 3, en marzo es mayor que en diciemBige (7a). Ninguno de los
biomarcadores examinados presento una diferencia s@fivh entre los dos sitios
evaluadosKig. 18).
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150



Comparaciones entre individuos con deteccion y sin deteccion de plaguicidas
Los ejemplares capturadosn los diferentes sitios mostraron niveles de

contaminacion similares en sus tejidos. Es por ello, que se decidié analizar los diferentes
parametros estudiados solo en los anuros que fueron medidos para cuantificar valores de
plaguicidas, de este modo, @nformaron dos grupos, sin deteccion de plaguicidas (SD) y
con deteccion de plaguicidas (CD).

A) Leptodactylus latrans

Se analizaro6 ranas de las cuales el 4p¥&sentaron algun tipo de plaguicida en sus
tejidos Tabla 10). Los parametros que mostraron diferencias fueron: 1) La condicién
corporal de los anfibios adultoscon detec®n de algun tipo de plaguicida es
significativamente menor s individuossin deteccionesHg. 19). 2) El consumo de
presas se encuentra disminuido significativamente en niamero y volumen con respecto a las
ranas que no tenian deteccionesSigba y 20b). 3) Se encuentra aumentado
significativamente el contenido de glutation reducido en los anuros que tenian detecciones
(Fig. 22a). 4) También, la actividad enzimatica deJAT hepatica esta significativamente
elevada erlos ejemplarexon deteccion de afuicidas que las que no tienen deteccion
(Fig.22b). Ninguno de los otros parametros examinados presento diferefigagl( 22c
y 22d).
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Figura 19. Condicidn Corporal de los individuos de la espécikatrans (media + error estandar) capturados

en ambos muestreos. SD: Sin deteccion de plaguicidas; CD: Con deteccion de plagdicidas.

Significativamente diferente a SD (p<0.05). Los valores dentro de las barras corresponden al nUmero de
individuos evaluados.
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B) Leptodactylus latinasus

Se analizaron 3Bjemplaresie las cuales el 37% presentaron algun tipo de plaguicida
en sus musculosTébla 14). Los parametros que mostraron diferencias fueron: 1) La
actividad enzimatica de la catalasa hepaticAT(Cesta significativamente disminuida en
las ranas con deteccidn de plaguicidas que las que no tienen detéggiogoly). 2)
También se encuentra disminuida significativamente la actividad de las colinesterasas
(ChE) en los anuros con deteccionegy(25d). El resto de los parametros no presento
diferencias Fig. 23, 24, 25a y ).
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Figura 23. Condiciéon Corporal de los individuos de la espekielatinasus (media = error estandar)
capturados en ambos muestreos. SD: Sin deteccién de plaguicidas; CD: Con deteccién de plaguicidas. Los
valores dentr de las barras corresponden al numero de individuos evaluados.
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44 DISCUSION

En el presente capitulo se caracterizé la disponibilidad de alimento, la dieta, la
condicion corporal y una serie de biomarcadores quimicos en ejemplares de las especies de
anurosL. latransy L. latinasuscapturados en cincotigis ubicados en lotes agricolas de las
localidades de Chivilcoy y Pergamino. El muestreo se repiti6 en dos momentos distintos
del ciclo de cultivo: en diciembre cuando se aplican herbicidas y en marzo cuando se usan
insecticidas y fungicidas.

Los diferenés sitios de muestreos fueron seleccionados en base a rasgos de paisaje,
en un intento de evaluar un gradiente de intensificacion agricola y asi obtener distintos
niveles de contaminacion a los que estarian expuestos los anuros estudiados. Casi el 50%
deL. latransy el 40% deL. latinasusse encontrabaon alguna traza deontamirtes Se
detectaron 19 plaguicidas en los tejidos de rifidn y musculo entre los que se encuentran
insecticidas, fungicidas y herbicidas. No hubo diferencias entre los sitios cultivados vy el
sitio de referencia, en todos los sitios se encontraron un namerarsiledjemplareson
detecciones. A diferencia des reportado previamente p@rodeur et al., 2017, las
detecciones de plaguicidas en los tejidos de los anuros no mostraron diferencias claras en
los cinco sitios estudiados ni en los meses de muestraamokigares elegidos, incluso el
sitio 1, |l a Reserva de Biosfera de | a UNESC
presento los mismos niveles de contaminacidén que los sitios agricolas. Aunque se esperaria
que la escorrentia sea la principal fuethtecontaminacion por plaguicidas en los cuerpos
de agua (Sasal et al., 2015), se ha notificado que bajo ciertas condiciones especificas, por
ejemplo, una tormenta torrencial, la deposicion humedalatpiicidaspodria exceder su
contribucién por escorreiat (Donald et al., 2005). La contaminacion por plaguicidas en la
reserva podria deberse a dos plaguicidas hay sido arrastrados desde otros sitios
contaminados a trase@el cauce dehrroyo y/o ademas, como lo confirmé un estudio en la
region pampeana que los herbicidas comaglifosato y atrazina pueden ser
aerotransportados hacia otras areas, agregando asi una posible via de expasiciopt(
al., 2018).

En general, los efectos indirectos de los plaguicidas, ya sea mediante la alteracion

del habiat o la reduccion de alimento disponible (e.g., fitoplancton, perifiton, zooplancton,
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artropodos terrestres, etc.) pueden ser mas importantes a nivel ecolégico que la toxicidad
directa sobre los individuos (Relyea, 2005).

El esfuerzo realizado para medworectamente la disponibilidad de alimento, y
encontrar efectos diferentes en la abundaseareflejo en el hecho que los valores
obsenados fueron homogéneog ademas también se pudieron encontrar diferencias
significativasen el volumen de artrépodosptarade.

La disponibilidad de alimento en el mes de diciembre, reflejada en la riqueza, el
volumen, y en menor medida en la abundancia de artrépodos capturados en las trampas de
caida fue mayor en el sitio 1(Reserva) que en el resto de los sitios agiieothversidad
en la estructura de la vegetacion y la falta de perturbaciones antropicas se observa en una
mayor diversidad de presas en el sitio control (Rousseau et al., 2013). En marzo, se produjo
un aumento en las precipitaciones, dejando anegaslasdmenes de los arroyos de todos
los sitios, salvo en el sitio 5. Las diferencias en la disponibilidad de alimento en ese mes se
ven atenuadas con respecto al mes de diciembre debido a que las inundaciones redujeron la
cantidad de invertebrados en |lososi anegados (Lambeets et al., 2008).

Estudios realizados en Argentina y Brasil, indican que la dietitrans se
encuentra compuesta por varios grupos de invertebrados (insectos, aracnidos, anélidos,
miriapodos, crustaceos, moluscos, etc) y vertebr@ddibios, aves y pequefios mamiferos)

y que se puede considerar a la especie un consumidor generadibaad(; 1974; Basso,
1990; Lamanovick, 1996 y 8lé et al., 200).

Coincidiendo con otros estudios sobre la dietaLddatrans los Ordenes mas
representados fueron Coledptera, Ortoptera, Homoptera, Anura y Crustacea, pero no asi
Aracnida Quizéas este ultimo item fue encontrado en baja frecuencia en los analisis de
dieta, debido a la tardanza en sacrificar a los animales, quedando disuelto poodos jug
gastricos su exoesqueleto por el bajo contenido de quitina. Muy pocos estudios de dieta han
realizado también comparaciones con el alimento disponible. En este trabajo se utilizo la
disponibilidad de alimento para calcular el indice de selectividadatd J1974), el cual
compara la proporcion relativa de los artropodos encontrados en el ambiente con los
hallados en los contenidos estomacales de los anuros. En nuestro dstdaimns
selecciona todos los items consumidos, salvo los aracnidos duedésponibles en el

ambiente pero no los elige. Quizéas la selectividad en los 6rdenes consumidos de anuros y
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crustaceos este sesgada debido a que estos items no fueron medidos correctamente. El
primero por ser trampas chicas para la captura de los migrabsegundo, porque este

item esté disponible en el agua, donde seguramente fue consumido. No se ha analizado la
dieta deL. latinasusdebido a que la mayoria dies ejemplares analizadde esta especie

no presentaba ningun tipo de contenido en sustagatmestivos.

Los analisis de los diferentes parametros que se realizaron en las ranas que
habitaban distintos sitios en los diferentes muestreos no mostraron resultados contundentes
con respecto al gradiente tedrico propuesto de intensificacion agisofgor ello queal
analizar los anuros con deteccion de algun tipo de plaguicida (CD) separados de los fueron
analizados pero que no se les encontré contaminacion por plaguicidas (SD), las diferencias
en los parametros estudiados se notaron y se podigevpretar facilmente.

La mayor cantidad y variedad de detecciones de plaguicidas se encontré en los
rifones en comparacion a los musculos. Por lo que el primer tejido permite una mejor
estimacion de la contaminacion a la que estan expuestos los garresy un érgano de
detoxificacion (Naccari et al., 2009). En cambio, los principios activos hallados en el
musculo muestran depdsito y acumulacion de los plaguicidas en ese tejido (Naccari et al.,
2009).

Los productos encontrados en los tejidos de méibias revelan que todos son muy
toxicos para organismos acuaticos. Como lo muestran las altas frecunciagadasle
los organofosforadogirimifos metil y clorpirifos metil (CASAFE 2015). Estos productos
son utilizados como control de insecto&caros en granos de maiz y sorgo almacenados, y
el ultimo compuesto también se utiliza en la fumigacién de cultivos (CASAFE 2015).

Se comwce que losinsecticidas organofosforados inhiben datividad de la
colinesterasa, lo que resulta en una acumuladedmeurotransmisor acetilcolina; esto
conduce a efectos toxicos a través de la estimulacion continua del sistema nervioso
(Slotkin, 2004; Bernabo et al., 2011). En peces se ha estudiado los efectos subletales del
pirimifos metil, informando anormalidade=n el desarrollo embrionario y larvario con
deformidades esqueléticas y edema del pericardio (Mhadhbi & Beiras, 20t@%
estudios reportaron que dombrices la respuesta de la actividad de las colinesterasas
(ChE) es dependiente de la concentracidrplguicida, mostrando un aumento de ChE a

bajas concentraciones, y a altas concentraciones una disminucion deovidhdose el
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cuerpo de las mismaggidas y contraidas debido a la estimulacion repetida de las células
nerviosas (Velki & Hackenberge2013). Ademas, se ha documentado que los niveles mas
bajos declorpirifos, similares a los niveles que se encuentran a menudo en los habitats
naturales, pueden actuar directamente en los procesos de desarrollo independientes de los
cambios era acetilcolna Colborn, 2006). Comprender cdmo la exposicion al clorpirifos
afecta al desarrollo es importante porque muchos animales jévenes, como los anfibios,
pueden estar expuestos durante su fase larval. El estudio de Sparling & Fellers (2009),
encontré que eklorpirifos metil alargé el tiempo de metamorfosis. También se han
encontrado alteraciones morfologicas en el cerebrandi®ios recién metamorfoseans
expuestas aoncentracioneambientalesle clorpirifos(McClelland et al., 2018).

Se han documentado efes subletales en los anfibios para otros plaguicidas
encontrados en los tejidos. El herbicaigazinaes responsable de una variedad de efectos
estrogénicos, como reduccion de la respuesta inmune y modificacion de la conducta
(Lehman & Williams 2010) \el metalochlorretrasa el desarrollo y el crecimiento, y tiene
efectos negativos en la glandula del timo (Hayes et al., 2006; Osano et al., 2002), y ademas
tiene un impacto sinérgico con los efectésicos ejercidos por latraizna (Hayes et al.,

2006; Lénman 2010). La exposicion a formulaciones de fungicidas que contienen
piraclostrobina disminuyen el crecimiento y el desarrollo en los anfibios larvales (Hartman
et al., 2014).

A pesar de las dificultades que se presentaron en el muestreo y en latadiénpre
de los datos en los diferentes sitios, nuestros resultados muestran conexiones entre la
contaminacion y los parametros utilizados para analizar la salubsdeanuros La
condicidn corporal déos anfibioses un indicador de la salud y de la calidatihabitat en
general. En nuestro caso, la condicion corporal y consumo de presas (niumero y volumen)
de la especie. latrans que presentaron detecciones de plaguicidas se encontraba reducida.
Los contaminantes de cualquier tipo pueden disminuir lagveesenergéticas por los
costos asociados a la desintoxicacion (Adams, 1999) y por las reparaciones de los dafios
producidos en las células o en los tejidos (Campbell et al., 2003). Alternativamente,
muchos insecticidas pueden reducir la capacidad de a#ioién por afectar el sistema

nervioso central y alterar el comportamiento de forrajeo. Es por ello, que la condicién
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disminuida puede deberse a la sinergia entre la contaminacion y a la falta de consumo de
alimento.

También se encontré estrés oxidativadicado por el aumento en el GSH vy la
actividad de la CAT. EI GSH es quizas el secuestrador de ROS mas importante que
participa en el control del estado redox intracelular (Figkéfiolbrook 2000). Algunos
plaguicidasse desintoxican mediante la conjugacién o desmetilacion de GSH a través de
una via que involucra la actividad de GST, y las alteraciones en la defensa antioxidante
celular se han asociado con exposicionesganofosforadoéHai et al, 1997). Debido a su
participacion en la eliminacién de varios compuestos de xenobibticos, es comun que la
actividad de GST se induzca después de la exposicion a pesticidas, aunque también se han
informado muchos casaonde laactividad de GST no egfectada (Van der Oost at.,

2003). ElI aumento de la actividad de CAT también se observa en presencia de
contaminantes ambientales, ya queClAT es un componente del sistema de defensa
desarrollado por los organismos aerobicos para contrarrestar los efectos dafiiaos de
generadn deROS derivadas de cualquiera de los dos metabolismos, el esencial y normal,
o el de los xenobiébticos (Abdollahi et,®004; MartinezAlvarez et al, 2005, Moretti et

al., 2017).

En cambio, en la especieeptodactylus latinasusio se observé la coiwibn
corporal reducida, quizas porque el nimero de detecciones de esta especie fue menor
considerando el total de muestras analizadas enacaom con la especieeptodactylus
latrans Si comparamos $0 el tejido muscular, que fue medido en ambas éspese
observa quel. latinasustiene m& detecciones qué. latrans En L. latinasus se
encontraron disminuidas las actividades de la catalasa (CAT) y las colinesterasas (ChE). La
disminucién de la catalagmede deberse a exposicion a plaguicidas, deed#dserva una
disminucién del sistema de defensa antioxidante (Velisek et al., 2018). La inhibicion de las
colinesterasas (ChE) se ha utilizado como bioindicador de contaminacion por carbamatos y
organofosforadoérhompson, 1999; Fulto& Key, 2001).
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5. DISCUSION GENERAL
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Es ampliamente conocido que, a nivel mundial,alds/idades agricolas superan el
40% siendo de hecho las acciones antrOpicas que ocupan las mayores extensiones en la
superficie terrestre (Foley et al., 2005). La agriculaslemas de su amplia extension, se
basa en el uso de cultivos genéticamente modificados y de agroquimicos (fertilizantes y
plaguicidas quimicoq)Tilman, 1999; Bindraban et al., 200®a Argentinasiempre fue un
paisque se bas6é en un modeigroexportadordebido ala constante demanda externa,
variable mas significativa que explica el crecimiento derastielo econdmiccAsimismo,
la actividadagricola también sufrié6 una tremenda transformacion a partir de los “70. Las
actividades ganaderas fueron cambiando hacia la agricultura de doble cultivo, rotacion de
trigo-soja; hasta que a mediados de los 90igUagsoja transgénic@M), cultivo que hoy
dominala produccion agricolaed pais Satorre, 2005; INTA, 2015En Buenos Aires, el
cultivo de soja se adopto6 rapidamente, abarcando el 80% de la provincia con una extension
de mas de 13 millones de hect&r@dinisterio de economia, 2013)a extensa siembra de
este cultivarajo aparejadel uso de herbicidas, insecticidas y funguici(RETAA, 2013.

Estos agroquimicos se utilizan separados o comunrearftma denezclagRennella&
Quirds, 2000; Perezdiva y Anastasio, 2003; Bindraban et al., 2009).

Asi, los factores de amenaza hacia la vida silvestre son superiores en los lugares
donde el hombre desarrolla sus actividades, es decir por medio de la destruccion y
alteracion de los recursos, la contamiéac la presencia de especies exoéticas, etc
(Blaustein& Kiesecker, 2002; Colling Storfer, 2003; Stuart et al., 2004; Sodhi, 2008;
Hayes et al., 2010). Bajo este panorama, los anfibios son el grupo de vertebrados mas
amenazado del mundogebido a quesufren las consecuencias negativas ¢t
fragmentacion del habitat, el cambio climético, las enfermedades, la contaminacion, etc., y
su declive no se puede explicar teniendo en cuenta una sola causa (Blaustein & Wake,
1990; Wake & Vredenburg, 2008).

Es un hebo que la mayor parte de los estudios de impacto de los plaguicidas sobre
los anfibios se realizan en laboratoriRelyea, 2005Piha, 2006;Mann et al., 2009Hayes
et al., 2003; Brodeur et al., 200Brodeur et al., 2013)lo que permite tener un control
riguroso de las condiciones en las que se realizan los experimentos, pudiendo, por tanto,
determinar el efecto directo de las sustancias consideradas. Ademas, los factores

ambientales inflyen en la biodisponibilidad de los plaguicidas y asi regulan su capacidad
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de producir algun efecto sobre los organismoslanco. En contraposicion a lo anterior,
los efectos de los plaguicidas sobre los anfibios adultos en el campo, es un tema poco
estudado.

Los resultados del presente trabajoTasis Doctorafueron obtenidos a partir de
evaluaciones en escenarios naturales tipicos de la region, que incluyeron el estudio de los
efectos directos e indirectos sobre tres especies de anuros adultos fatiatvans, L.
latinaus y B. pulchelld: provenientes de sitios con diferente grado de intensificacion
agricola, capturados en sitios cultivados antes y después de una aplicacion de mezcla de
plaguicidas, y comparando individuos con y sin presencidagdeipidas ervorganos

En estetrabajose detectaron plaguicidas érganosde anuros en aproximadamente
el 50% ddos ejemplaresle la especié. latransy el 40 % de los individuos de la especie
L. latinasus Los lugares estudiados, incluso el sitiorelierencia ubicado en la Reserva de
Bi osfera de | a UNESCO AEI Destinoo, present
los sitios con intesificacion agricolala contaminacion ingresa en los diferentes
compartimentos ambientales por escurrimiento sugalfidrenaje y deriva durante la
pulverizacion; y ocurre por la sumatoria de pequefios aportes individuales imperceptibles
de uno o mas contaminantes que vienen desde diversos sitios, que se repiten con cierta
periodicidad y por periodos prolongados dempe, generandose con ello efectos
acumul ativos (Montoya et al ., 2018) . La r e
kilbmetros de distancia de cualquier establecimiento que se dedique a la actividad agricola,
por lo quese sospecha ques plaguicidasallados pudieron ingresar por distintas vias. El
escurrimiento superficial, es una via de contaminacién que podria ocurrir aguas arriba del
arroyo fALa Estanciad arrastrando | oG@racont ami
posiblevia de ingresale los plaguicidas a la resempadria ser la aére&n estudio en la
region pampeana, confirmé que los herbicidas glifosato y atrazina podian ser
aerotransportados hacia otras areas, agregando asi una via posible de exposicion (Alonso et
al., 2018).

Hemas detectado que la intensa produccion agricola y el uso masivo de plaguicidas
en la regién se vieron reflejados en la variedad de moléculas halladas de los diferentes
tejidos ddos anfibios adultos analizaddsos plaguicidas son uno de los multiples daes

estresantes que contribuyen a la disminuciotasigoblaciones denfibios,y sus efectos
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en la salud a nivgloblacionalain son poco conocidos (Devinson et al., 2004; Mann et al.,
2009). Comunmente los organismos en ambientes naturales estdn expuestos a mezclas de
plaguicidas. El efecto final de la contaminacién sobre cada individuo dependera de la
magnitud de la contamingn ambiental y de la sensibilidad que tenga cada uno a los
contaminantes a los que estuvo expuesto. Las interacciones de los contaminantes sobre los
organismos pueden tener efectos aditivos (si los efectos de los factores implicados se
suman), sinérgicoési el efecto global es superior a la suma de los efectos de cada factor
por separado) o antagonicos (si el efecto global es inferior a la suma de los efectos de cada
factor por separado) (OrtRantaliestra & Ege&errano, 2013; Brodeur et al., 2016)a L
presencia y los efectos de los contaminantes sobre los organismos se evalla utilizando
biomarcadores, estos implican cualquier respuesta biolégica a nivel bioquimico, fisioldgico,
morfologico o histolégico (nivel suimdividual) que se desvian del estadwmal. (Walker

et al., 2004).

En este estudio se utilizd la deteccion de plaguicidas en los dishifasosde
ejemplares adultoxomo un biomarcador de exposicion y permitié determinar qué
individuos de las poblaciones estudiadas estuvieron expusstaggin momento a los
contaminantes. Como se mencion6 anteriormente, el 50% tdransy el 40% deL.
latinauspresentaron plaguicidas en sirganos en general, mas del 30% de los individuos
con 3 0 mas moléculas. La mayor frecuencia de detecagen@®dujo para los insecticidas
organofosforados (pirimifos metil y clorpirifos metil) y cloroacetamidas (acetoclor y
metaloclor). Los individuos de la espetidatransquemostraronvalores significativos en
las detecciones de plaguicidas, presentaadamas niveles elevados de GSH y CAT, los
cuales son biomarcadores de efecto con baja especificidad que responden al estrés
oxidativo generado por una gran variedad de contaminantes. Por otro lado, los individuos
contaminados dke. latinasusmostraron disinuidas las actividades enzimaticas de CAT y
ChE. Las enzima€hE, son biomarcadores de especificidad intermedia y se inhiben al
entrar en contacto con insecticidas organofosforados y/o carbamatos, en nuestro caso
coincidi6 con las detecciones de orgasfdoados en sus musculos.

Los compuestos organofosforagmsmifos metil y clorpirifos metil encontrados en
los érganosde los anfibios nodo son muy téxicos para organismos acuaticos, sino que

son encontrados en altas frecuencias en los diversos déie@studio (CASAFE 2015).
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Estos productos son utilizados principalmente como control de insectos y acaros en granos
de maiz y sorgo almacenados, por lo que no se esperaria encontrar residuos de estos
plaguicidas en los organismos estudiados (CASAFE 2015)

Los plaguicidas, al igual que cualquier otro contaminante ambiental pueden tener
también efectos indirectos sobre los organismeblaaco.Los efectos indirectos son el
impacto que genera el contaminante sobre el organismo al verse modificado so, entorn
alterando su habitat o el alimento que consuBwherton, 1998, Wilson et al., 1999a
disponibilidad de alimento es una de las medidas que puede ser afectada por el uso de
plaguicidas. En el presente trabajo Tsis Doctoralse utilizaron trampasedcaidas de
artropodos para evaluar la disponibilidad de alimento. Este método se eligié debido a que
releva una gran cantidad de taxa de artropodos del suelo (items consumidos por los anuros),
es econdmicoy de facil colocacion (Spence y Niemela 1994;sbuil, 2010; Grant &
Matthews, 2016). En ambos muestreos se repite el mismo patron, sin importar la cantidad
de trampas colocadas, los sitios agricolas contienen menor riqueza (nimero de familias)
que el sitio de referencia. Los disturbios antrépicos ctaraplicacion de plaguicidas y
algunos disturbios naturales como inundaciones pueden afectar la rigueza y abundancia.
Para los artrépodos es importante mantener una oferta adecuada de habitats naturales o
seminaturales, como los bosques, los margenessdeampos, los pastizales permanentes;
cruciales en el paisaje agricola, ya que proporcionan sitios de hibergasfugio ante
perturbacioneslel ambientey variedad depresas (Landis et al., 2000; Tscharntke et al.,
2007; Rusch et al., 2010). La disatad en la estructura de la vegetacion y la falta de
perturbaciones antrépicas se observa en una mayor diversidad de presas solamente en el
sitio de referencia (Douglas et al., 2010; Rousseau et al., 2013).

La condicion corporal dls anfbioses un indicador de la salud y de la calidad del
habitat en generalMacedaVeiga et al., 2014)La condicion corp@ y el consumo
(cantidad y valmen) de artrépodos del suelo por parte de la esgeciatrans se
encontraba disminuido en animales que presentaron detecciones de plaguicidas. Se sabe
qgue los efectos de los insecticidas organosfosforados como los halladoséegaloss
acttan a nivel neuroldgico y pueden manifestarse como una alteracion deueta@mdos
individuos expuestos, los cuales podrian emplear mas tiempo en la captura, manipulacion e

ingestion de las presggmaral et al., 20L.2EgeaSerrano et al., 2012;). La condicion
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corporal disminuida detectada puede deberse a la sinerge @ntgasto energético
producto de la detoxificacion de los contaminantes y la disminucion en el consumo de
alimento (Brodeur et al., 2011).

Este trabajo es uno de los pocos estudios en anfibios que realizan comparaciones
entre el consumo, la dieta y laplisibilidad de alimento (Attademo et al, 2005). En ambos
muestreos se confirmé qlie latranses una especie generalista por el amplio espectro de
familias de artropodos que componen su dieta (Basso, 1990; Lajmanovich, 1996; Solé et al,
2009). Sin embargda especie es selectiva para algunas de sus presas consumidas, cuando
se compara con la disponibilidadke su entorno. Inferimos selectividad con valores
positivos delindicede Jacob para Coleoptera, Hemiptetaagvas; y los valores negativos
para otracategorias Arachnida e Hymenoptera (generalmienteicidog. Otros autores
reportaron que el orden Arachnida era consumida por la esgBagso, 1990;
Lajmanovich, 1996; Solé et al, 2009n este trabajoArachnidase encontréen baja
frecuencia en losndividuos analizados. Esta diferencia quizds se debid al tiempeseque
mantuvieron vivosos anfibios capturaddsasta su eutanasia, quedando este item digerido
por tener menor cantidad de quitina. Ademas, como nuestro trabajo se emplaza en sitios de
cultivo, la especie mostrd un gran consumo de artropodos considerados plagas de cultivo de
los 6rdenes Coleptera (Curculionidae, Crisomelidae, Elateridae, Scarabaidea), Homoptera,
Hemiptera y Orthoptera, todos ellos fitfagos del cultivo de la soja en désretapas del
cultivo (Saluso et al., 2006; Molina, 2006; Molina, 2008).

Finalmente, pudimos decidir el mejor método de condicién corporal evaluando la
relacion del peso y el largo en las tres especies de atardsrma de crecimiento de los
individuos de estas poblaciones de anuros fue la variable que estimo mejor la condicién
corporal para determinar la cantidad de reservas de energia que estos poseen (Peig y Green,
2010). Los ejemplaregie las especiek. latransy L. latinasustuvieron uncrecimiento
alométrico, es por eso que utilizamos el indice de masa escalado, que basa su método en la
relaciénentrepeso y largo. El objetivo de los indices de condicién corporal es determinar la
masa de un animal que estd asociada con las reservagrdé alespués de corregir el
tamafo corporal estructural. Por lo tanto, se supone que un individuo con una condicion
corporal alta tiene mas reservas de energia que un animal con una condicién baja (Brodeur

et al., 2011). En el biomonitoreo, la condiciéarporal se considera un punto final de
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relevancia ecolégica ya que la aptitud (crecimiento, supervivencia, reproduccion, etc.) de
un animal esta relacionada con sus reservas de energia (Colin et al., 2016). Es por ello, que
existe la necesidad de medim@xtamente este parametro y asi poder utilizarlo como un
indicador de estrés ambiental para muchas especies en su contexto ambiental- (Maceda
Veiga et al., 2014).

De los resultados obtenidos a partir de los trabajos realizados en esta Tesis Doctoral,
surgela dificultad de identificar respuestas claras cuando se trabajé en la comparacion del
estado fisiologico y energético de anuros provenientes de sitios con diferentes grados de
intensificacion agricola, o capturados en sitios cultivados antes y despu#és ajgicacion
de mezcla de plaguicidas. Las condiciones ambientales del campo complejizaron los
resultados obtenidos para evaluar si los impactosogranfibiosfueron resultado de
alteraciones ocurridas en los agroecosiste®@s.se pudieron identifiar los efectos de la
aplicacion de plaguicidas sobre los anuros cuando se trabajé en la caracterizacion de
exposicion especifica de los plaguicidas en cada uno de é&llesstros resultados
demuestran que los biomarcadores utilizados son fundamentadedegtactar los efectos
tempranos en la salud de los individuos lo que podria traducirse en efectos a la poblacién
(Hayes, 2010).

En necesario contar a fututo con biomarcadores mas sensibles a los productos que
hoy la industria quimica utiliza como plagdias. Ademas, se deberian desarrollar
biomarcadores alternativos para medirlosliéerentes tipos dmuestragales comceangre,
heces, cultivos celulares, fluidos reproductivos, comportamentales y otros rasgos
individuales sin la necesidad de sacrificatosanimales y asi poder cumpfirejorcon los
estandares de conservacion y bienestar animal.

Finalmente, losresultados del presente trabdp Tesis Doctoradon una evidencia
masde que los anfibios estan acumulando plaguicidas erogyenosy queimpactande
manera negativan su salud. Cabe esperar entonces que los efectos evideraciadasyo
de nuestras investigaciones pudierangram parteafectar negativamentdaherpetofauna
de la RegionPampeanaPor ello, esfundamental qudas diferentes organizaciones

encargadas de regular el usoaggoqumicos tomen lasnedidas de contraleesariaspara
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proteger de los plaguiciddaantoa las reservabiologicascOmo a losambientes naturales

en los cuales dichas especies se encuentran
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