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RESUMEN

La especie estudiada, Chordodes nobilii, pertenece al Phylum
Nematomorpha, Clase Gordiida. El ciclo de vida de esta clase presenta tres fases:
preparasitaria (larvas de vida libre), parasitaria (juvenil) y postparasitaria (adultos de
vida libre). Los adultos se reunen a copular en los ambientes de agua dulce en los
que viven formando los llamados “nudos gordianos”. Las hembras ya fecundadas se
alejan y depositan los huevos sobre diferentes sustratos, en forma de cordones de
aspectos diversos, dependiendo de la especie. Las larvas tienen poca movilidad al
eclosionar y suelen mantenerse cerca de los cordones de huevos. La supervivencia
larval depende del encuentro con un hospedador, contando para ello de un periodo
de tiempo relativamente breve. Los hospedadores pueden ser paraténicos o
definitivos (estos ultimos son principalmente insectos terrestres). Si bien existen
numerosos estudios sobre estos vermes, aln hay aspectos sobre su biologia que se
desconocen, siendo éste el primer estudio ecotoxicoldgico para el Phylum.

Considerando que en la cuenca del rio Sauce Grande (Sierra de la Ventana,
Provincia de Buenos Aires) se ha observado una disminucion en la abundancia y
diversidad de gordiidos y que no existe informacion previa sobre el efecto de los
contaminantes sobre el ciclo vital del grupo, el objetivo de esta tesis fue evaluar el
efecto de distintas variables (ambientales y antrépicas) sobre el ciclo de vida de
Chordodes nobilii. Los estudios realizados se basaron en la hipétesis de que los
Gordiida son vulnerables a la disminucién de la calidad del agua de su habitat.

El estrés ambiental afecta su capacidad de infeccion y su abundancia en los
ambientes acuaticos donde habitan, alterando asi el desarrollo normal del grupo.

Se propuso como objetivos la evaluacién del efecto de contaminantes de
origen antrépico y del rango de tolerancia térmica en las distintas etapas de vida
libre (embriones, larvas y adultos) de C. nobilii.

Se disefi6 un protocolo de ensayo para cada una de estas etapas,
seleccionandose puntos finales compatibles con su ciclo de vida. En el disefio de los
bioensayos se consider6 la particularidad de que los gordiidos, desde el enfoque
ecoldgico, no son consumidores. Ademas, como parasitos, podrian representar un
nexo entre los ambientes acuaticos y terrestres.

Los protocolos desarrollados contemplaron una exposicion temporalmente

restringida de 96 horas para adultos y embriones (expuestos desde el estadio de



blastula) y de 48 horas para larvas. El tiempo de exposicion de los embriones
representa aproximadamente un 15% del tiempo necesario para que la blastula
alcance el estado de larva libre. El protocolo con larvas contempld un tiempo de
exposicion breve debido a que éstas deben rapidamente encontrar un hospedador
para sobrevivir.

Se fijaron tres puntos finales: proporcion de embriones no viables (ENV),
capacidad infectiva de las larvas eclosionadas de huevos expuestos (IIMA-E) y la
supervivencia larval a través de su capacidad infectiva (IIMA-L). Para los dos ultimos
se utilizé un indice que evalla la capacidad infectiva en parasitos. El ensayo con
embriones es capaz de distinguir efectos subletales (IIMA-E).

Se determiné una linea de base para la capacidad infectiva de Chordodes
nobilii y la sensibilidad de la misma a 7 téxicos y a temperaturas extremas. Se
seleccionaron tres plaguicidas: Glifosato (como ingrediente activo y como
formulado), Carbendazim (ingrediente activo) y Malation (formulado). Ademas se
seleccionaron tres toxicos referentes reconocidos: el detergente Dodecil Sulfato de
Sodio y dos metales pesados, Cloruro de Cadmio y Dicromato de Potasio. También
se evaluo el efecto de los plaguicidas en agua de su medio natural (rio Sauce
Grande) y se compardé con la respuesta en medio artificial (agua dulce
reconstituida).

Los resultados obtenidos mostraron que, en C. nobilii, la capacidad infectiva
tiene una gran variabilidad individual (dependiente de la hembra). Asimismo, la
especie presenta una sensibilidad elevada a los tdxicos evaluados y un amplio
rango de tolerancia térmica. Aunque los puntos finales en base a la capacidad
infectiva usados en esta Tesis no fueron facilmente comparables con los obtenidos
para otras especies, si permitieron establecer la sensibilidad de C. nobilii para un
téxico dado respecto de otros organismos acuaticos. También fue posible obtener a
partir de los puntos finales una concentracién inhibitoria o efectiva, la que permitio
determinar en cada estadio el orden de toxicidad de los poluentes y la sensibilidad
diferencial por estadio. Estos puntos finales demostraron ser repetibles y confiables.

Cuando el medio de dilucién fue agua reconstituida, el desarrollo embrionario
fue inhibido s6lo por Cromo (Cls0-96 h de 0.71 mg/L), en tanto que el Malatién
generd un aumento significativo del nimero de embriones no viables sélo a la

maxima concentracion ensayada (0.22 mg Mal/L). Cuando el medio de ensayo fue



agua del medio natural, sélo el Carbendazim determind inhibicion del desarrollo
embrionario (Clse-96 h de 0.032 mg/L).

En todos los casos, cuando el medio de ensayo fue agua reconstituida, la
capacidad infectiva de las larvas que lograron eclosionar de los huevos expuestos y
de las larvas expuestas se vio afectada significativamente respecto de sus controles
desde la menor concentracién ensayada. En el caso de los plaguicidas, este efecto
fue detectable a concentraciones esperables en el ambiente. Se pudo determinar
que el Carbendazim resulta el contaminante mas téxico para embriones y larvas. Al
considerar el efecto del medio sobre la sensibilidad de C. nobilii a los plaguicidas se
determind que el efecto depende del pesticida y no del medio de ensayo.

A patrtir de los resultados obtenidos durante el periodo experimental, se pudo
concluir que los estadios preparasitarios de C. nobilii han demostrado ser sensibles
a los siete toxicos evaluados en las condiciones planteadas para la realizacion de
los bioensayos. Por lo tanto, los protocolos disefiados para tal fin fueron factibles de
realizacion, repetibles y confiables y, por consiguiente, han sido validados para la
evaluacion ecotoxicolégica de especies de Gordiida.

C. nobilii presenta muchos de los requisitos necesarios para ser considerada
una especie bioindicadora. Hasta ahora se ha comprobado que la especie de
estudio tiene un amplio rango de tolerancia térmica y se han realizado crias en
laboratorio exitosas para otras especies de la clase Gordiida. También se estan
realizando trabajos de investigacion sobre la ecologia de diversas especies, tanto en
el hemisferio norte como en Argentina.

Los resultados obtenidos en esta Tesis, sumados al valor ecologico de C.
nobilii (que enlazan ecosistemas terrestres y acuaticos y ocupan distintos niveles en
la red tréfica), fortalecen la postura de considerar a esta especie Util en la realizacion
de evaluaciones ecotoxicoldgicas.

Finalmente, se considera que este es un aporte valioso a la ecotoxicologia
regional, principalmente, porque aborda el uso de una especie nativa y parasita.
Estudios con otros enfoques, como es el caso de esta Tesis, pueden ser de utilidad
para realizar evaluaciones ecotoxicologias que cubran mayores espectros dentro del
ambiente, permitiendo perfeccionar los modelos predictivos y colaborar con la

generacién de leyes que protejan el medio y sus habitantes.



ABSTRACT

The studied species, Chordodes nobili, belongs to the Phylum
Nematomorpha, class Gordiida. The life cycle of this class presents three phases:
preparasitic (free-living larvae), parasitic (juveniles) and postparasitic (free-living
adults). Adults gather to mate in the freshwater environments they inhabit, tying
themselves in knots called “gordian knots”. Females, once inseminated, leave and
lay the eggs on different substratums, in diverse looking strings according to the
species. Larvae have little mobility after hatching and tend to keep close to the egg
strings. Larval survival depends on encountering a host, counting with a short period
of time to do this.

Hosts can be paratenic or definitive - the latter, mainly terrestrial insects.
Although several studies have been conducted on these worms, there are still
aspects on their biology that remain unknown, being this the first ecotoxicological
study for this phylum.

Considering that there has been a noted decrease in the amount and
diversity of gordiidos in the Sauce Grande river basin (Sierra de la Ventana, Buenos
Aires) and that there is no prior information about the effect of contaminants on the
life cycle of the group, the aim of this thesis was to evaluate the effect of different
variables (environmental and antropic) about the life cycle of Chordodes nobilii. The
conducted studies were based on the hypothesis of Gordiida being vulnerable to
decreases in the quality of the water they inhabit.

Environmental stress affects their infective capacity and their numbers in their
aquatic habitat.

The evaluation of the effects of contaminants of antropic origin and of the
range of termic tolerance in the different free-living stages (embryos, larvae and
adults) of C. nobilii was proposed as aim of this thesis.

An assay protocol was designed for each of these stages, selecting end
points compatible with their life cycle. During the design of the bioassay, the fact that
gordiidos, from an ecological point of view, are not consumers. What is more, as
parasites, they could represent a link between aquatic and terrestrial environments.

Conducted protocols included temporally restrained exposure of 96 hours for

adults and embryos (exposed since blastula stage) and 48 hours for larvae. The time



of exposure for embryos represents approximately 15% of the time needed for the
blastula to reach the free-living larva state. Protocol with larvae included a small time
of exposure due to the fact that these need to find a host quickly in order to survive.

Three end points were set: non-viable embryo proportion (ENV), infective
capacity of larvae hatches from exposed eggs (IIMA-E) and larval survival through
their infective capacity (IIMA-L). For the last two, an index which evaluates infective
capacity of parasites was used. The assay with embryos can make out sublethal
effects (IIMA-E).

A base line for infective capacity of Chordodes nobilii was determined, as
well as its sensitivity to 7 toxics and extreme temperatures. Three pesticides were
selected: Glyphosate, (as active ingredient and as formulated), Carbendazim (active
ingredient) and Malathion (formulated). In addition, three recognized referential
toxics: the detergent Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), and two heavy metals,
Cadmium, as cadmium chloride, and Chromium, as potassium dichromate. The
effect of pesticides in water of their natural environment (Sauce Grande river) was
evaluated and compared with response in artificial environment (reconstituted
freshwater).

Obtained results show that, for C. nobilii, infective capacity varies largely
between individuals (depending on the female). Also, the species presents high
sensitivity to the used toxics and a wide range of termic tolerance. Although the end
points based on infective capacity used for this thesis were not easily comparable to
those obtained for other species, they did make it possible to establish the sensitivity
of C. nobilii to a given toxic with respect to other aquatic organisms. It was also
possible to obtain from the end points, an inhibitory or effective concentration, which
allowed to determine the order of toxicity de los poluentes and differential sensitivity
for each stage. These end points proved to be repeatable and reliable.

When the test media was reconstituted hard water, the embryonic
development was inhibited only by Chromium (Cls,-96 h de 0.71 mg/L), whereas
Malathion generated a significant increase in the non viable embryos number only at
the highest concentration tested (0.22 mg Mal/L). When the test media was water
environment, only Carbendazim determined inhibition of embryonic development
(Cl50-96 h de 0.032 mg/L).

In all cases, when the assay environment was reconstituted water, the

infective capacity of the larvae that were able to hatch from exposed eggs and of



exposed larvae was significantly affected with respect to their controls since the
lowest concentration used. In the case of pesticides, this effect was detectable at
concentrations that could be waited in the environment. It was possible to determine
that Carbendazim is the most toxic contaminant for embryos and larvae. When
considering the effect of the environment on the sensitivity of C. nobilii to pesticides,
it was determined that the effect depend on the pesticide and not the assay
environment.

From the results obtained during experimental period, it was possible to
conclude that preparasitic stages of C. nobilii have proved to be sensitive to the 7
evaluated toxics in the conditions designed for carrying out the bioassays. Being this
so, the protocols designed for such end could be carried out and were repeatable
and reliable and have, subsequently, been validated for the ecotoxicological
evaluation of Gordiida species.

C. nobilii presents much of the necessary characteristics for being considered
a bioindicator species. Until now, it has been proved that the studied species has a
wide range of termic tolerance and have been carried out successful offspring in
laboratory for other species of the class Gordiida. Also, are conducting research
about ecology of varied species, both in the northern hemisphere as in Argentina

The result obtained in this Thesis, are in addition to ecological value (that link
terrestrial and aquatic ecosystems, and occupy different levels in the trofic web),
reinforcing the attitude of consider to this specie useful in execution of
ecotoxicological tests.

Finally, is considered that this is a valuable contribution to regional
ecotoxicology, mainly, because tackle the use of a native and parasite specie.
Researchs with other approach, as is the case of this Thesis, can be useful for
execute ecotoxicological test that cover a higher spectrum inside of environment,
making possible perfect the predictive models and collaborate with the creation of

laws for protection the environment and their inhabitants.

VI
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CAPITULO |
SOBRE LA ESPECIE DE ESTUDIO: Chordodes nobilii

El Phylum Nematomorpha junto con Nematoda, Kinorhyncha, Priapulida y
Loricifera, conforman un taxon monofilético denominado Nemathelminthes. La totalidad
de las especies del phylum son parasitas, y se agrupan en dos clases, Gordiida y
Nectonematida. La clase Gordiida, a la que pertenece Chordodes nobilii, tiene una
amplia distribucion mundial, especialmente en las regiones tropicales y subtropicales,
agrupando a 18 géneros. Los estadios de vida libre de esta clase viven en ambientes
dulceacuicolas. De la clase Nectonematida se conoce solo un género, con cuatro
especies que se encuentran en ambientes marinos (Lorenzen 1985, 1996; Nielsen 2001;
Schmidt-Rhaesa 1999, 2001a).

Considerando que los nematomorfos son parasitos, el desarrollo de conceptos y
definiciones sobre parasitismo necesarios para comprender caracteristicas de la especie
de estudio se realiza en el Apéndice | (pagina 129).

El ciclo de vida de los Gordiida presenta 3 fases, preparasitaria de vida libre;

parasitaria, y postparasitaria también de vida libre.

ALGUNAS CONSIDERACIONES BIOLOGICAS SOBRE LOS
ESTADIOS DE VIDA DE GORDIIDA

EMBRIONES

El conocimiento sobre el desarrollo embrionario de los gordiidos, ha sido
estudiado con pocos detalles en tres especies: Gordius aquaticus (Villot, 1874),
Paragordius varius (Montgomery, 1904; Zanca, 2003) y Chordodes japonensis (Inoue,
1958), existiendo muchas controversias, en especial en lo referente a la duracién, al tipo
de clivaje, a los procesos en la formacion de la gastrula (invaginacion o ingresion) y a la
posicién del blastoporo. En cuanto a Chordodes nobilii (Figura 1.1.1, pagina 2), hasta el

presente no se registran estudios sobre el desarrollo embrionario.
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Figura 1.1.1. Etapa temprana del desarrollo embrionario de Chordodes nobilii. La barra de escala
esigual a 15 pm

LARVAS

Las larvas al eclosionar son completamente diferentes al adulto (Figura 1.1.2).
Son muy pequefias no superando las 100 um y presentan el cuerpo dividido por un septo
en dos regiones, la anterior o preseptal y la posterior o postseptal. Todo el cuerpo larval
presenta anillaciones superficiales. El preseptum lleva tres anillos de espinas y ganchos,
una probdscis retractil y tres estiletes. En la region postseptal se encuentra el
pseudointestino que probablemente también cumpla funciones glandulares y que
desemboca en un poro subterminal. El conjunto de ganchos, estiletes y espinas son
utilizados por la larva para ingresar al hospedador y para atravesar las paredes

intestinales y llegar al hemocele (Schmidt-Rhaesa, 1999; Zapotosky, 1974, 1975).

Figura 1.1.2. Se observan larvas cercanas a la eclosion, cubiertas por el corion, larva en huevo
(LH) y Larvas libres (LL). La barra de escala es igual a 15 pm.



Cecilia L. Achiorno Seccion | Capitulo |

JUVENILES

Su cuticula es muy fina y esta conformada externamente por un material fibrilar
semejante al glicocalix seguida por una capa apical homogénea que en su base es
fibrilar. Las fibras no estan divididas en capas. Esta cuticula extremadamente fina,
permite el ingreso de nutrientes desde la cavidad corporal de su hospedador. Antes de
abandonar al hospedador la cuticula se muda una vez. La epidermis es unicelular.
(Schmidt-Rhaesa, 1997)

ADULTOS

Es la etapa mas estudiada del grupo, ya que la diagnosis de las especies se basa
hasta el momento en las caracteristicas morfoldgicas de los adultos, principalmente de la
cuticula.

Los adultos son vermes de cuerpo alargado y cilindrico (Figura 1.1.3, pagina 4),
con longitudes que van desde unos pocos centimetros hasta un metro y con un diametro
de entre 0,3 a 2 milimetros. Con respecto a Chordodes nobilii en particular la bibliografia
plantea que la longitud varia entre 82 y 386 mm en las hembras, y entre 82 y 255 mm en
los machos, en tanto que el diametro varia entre 0.9 y 1.5 en hembras y entre 0.6 a 1.1
mm (Miralles, 1989; de Villalobos y col., 2005).

El extremo anterior, en el que se encuentra la abertura bucal, puede ser redondeado o
afinado, generalmente con una zona apical de color blanca o amarillenta mas clara que
el resto del cuerpo, a la que se denomina calota. Por detras de ella suele haber un anillo
oscuro, casi negro. El extremo posterior presenta caracteristicas claras que permiten
distinguir a los machos de las hembras. En las hembras la cloaca siempre tiene una
posicién central y terminal, mientras que en los machos la cloaca es subterminal y
ventral. En los machos de muchos géneros argentinos (Beatogordius, Gordius,
Gordionus y Paragordius) la region posterior a la abertura cloacal esta dividida en dos
I6bulos. Los l6bulos pueden ser cortos y gruesos o ser largos y afinados. En otros
géneros (Chordodes, Neochordodes, Noteochordodes y Pseudochordodes) los machos
presentan el extremo posterior redondeado, entero, en el que puede a veces, observarse
un surco medio ventral. En los machos, en el extremo posterior suelen presentarse
diferentes estructuras cuticulares tales como espinas que son cénicas cortas y sélidas y
cerdas mas alargadas y finas. El extremo posterior de las hembras es entero,
generalmente dilatado en la regidn distal. En Argentina solamente las hembras del

género Paragordius presentan I6bulos terminales.
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Figura 1.1.3. Adultos de Gordiida.

El cuerpo de todos los adultos de Gordiida esta cubierto con una cuticula rigida y
gruesa, secretada por las células epidérmicas. La cuticula presenta numerosas capas de
grandes fibras proteicas (de Villalobos y Restelli, 2001, Protasoni y col., 2003). Desde el
punto de vista fisiol6gico, para Inoue (1959), Kirjanova (1959) y Rajaram y Rajulu (1975)
intervendria en la absorcidbn de nutrientes mientras que para Hyman (1951), seria
sensible a los estimulos quimicos y tactiles, o segun Zapotovsky (1971) y Schmidt-
Rhaesa (1997) podria tener funcion secretora.

Por debajo de la cuticula se encuentra la epidermis apoyada sobre una fina

membrana basal. La musculatura estd formada por fibras longitudinales dispuestas
helicoidalmente.
Si bien los adultos no se alimentan, poseen un sistema digestivo completo. La boca
puede permanecer abierta como en Paragordius varius o estar obturada por la cuticula
como en Chordodes nobilii. La faringe tiene forma tubular y no es funcional debido a que
su lumen se encuentra totalmente cuticularizado. El intestino es un largo tubo ventral que
corre longitudinalmente a lo largo de todo el cuerpo desembocando en el extremo
posterior, junto con el sistema reproductor, en la cloaca y se encuentra rodeado por una
cavidad perintestinal (Schmidt-Rhaesa, 1997).

El hecho de que los adultos presentan el sistema digestivo obturado a nivel de la
faringe, es decir, que son incapaces de ingerir alimento, plantea otra cuestion a resolver.
Reutter (1972) presume que los adultos utilizan los nutrientes almacenados en el tejido
parenquimético que fueron incorporados durante la fase parasitaria desde el

hospedador. Por otro lado, Inoue (1959), Kirjanova (1959) y Rajaram y Rajulu (1975),
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consideran que en los adultos los nutrientes pueden ingresar, desde el medio acuatico, a
través de la cuticula por un proceso de difusion.

Todas las especies de Gordiida son gonocoéricas donde los machos y las
hembras muestran un claro dimorfismo sexual en su apariencia externa. Las gbnadas en
ambos sexos forman dos bandas dorso laterales solidas que corren a lo largo de todo el
cuerpo. Las génadas estan limitadas por células epiteliales que rodean a las gametas y
externamente estan rodeadas por parénquima. Los ovarios se contindan con los
oviductos que desembocan en un atrio glandular que se comunica directamente con un
receptaculo seminal. El atrio glandular desemboca en la cloaca de posicion terminal
conjuntamente con el intestino. Los testiculos son voluminosos con gran cantidad de
espermatozoides en su interior. La cavidad corporal o pseudocele progresivamente se
reduce debido al desarrollo gonadal (de Villalobos y col., 2005).

En cuanto al género Chordodes en particular, la diagnosis del mismo determina
que su coloracion varia de marrén claro a oscuro casi negro. El surco longitudinal ventral
es bien evidente aunque poco profundo. El extremo anterior es afinado hacia el apice. La
boca es terminal o subterminal. No se observa un anillo negro que limite la calota. El
extremo posterior de los machos es entero. La abertura cloacal es ovalada, subterminal y
rodeada por estructuras espiniformes, denominadas espinas circumcloacales. A los
lados de la cloaca se presentan dos areas de tubérculos. El extremo posterior de las
hembras es entero, dilatado y con la cloaca ubicada terminalmente. La cuticula posee
dos o0 mas tipos areolares, algunas bajas e irregulares, otras papilares y otras, tipicas de
éste género, que son altas y con penachos o coronas de filamentos largos y finos en su
apice, llamadas areolas coronadas. El surco interareolar es estrecho y con procesos

espiniformes.

CICLO BIOLOGICO

El ciclo de vida de los gordiidos es sumamente complejo ya que involucra dos

ambientes, el acuético y el terrestre.

En distintos cuerpos de agua (rios, arroyos, canales de riego, lagunas, natatorios,
tanques de agua domiciliario, etc.) se suelen encontrar adultos entrelazados a la
vegetacion periférica, entre las rocas, nadando libremente, enrollados con ramas, palos y
vegetaciéon en el fondo, o agrupados formando nudos. Desde la primavera los adultos se
redinen para copular, enrollandose entre si y formando un paquete cerrado casi imposible

de separar (Figura 1.1.4, pagina 8), al que se denomina “nudo gordiano” (Camerano,
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1897). Los machos depositan directamente el esperma sobre la zona cloacal de la
hembra.

Una vez que el esperma ingresa, se produce la fecundacién y los huevos, en la
zona del atrio glandular, son cubiertos por una sustancia mucosa y depositados en forma
de cordones de aspecto diverso (irregulares y anchos, largos y angostos, etc),
dependiendo de las especies (Hanelt y col., 2005). Los cordones de huevos quedan
adheridos a las piedras del fondo o a la vegetacién tanto flotante como la arraigada en
las méargenes de los cuerpos de agua. La estrategia de oviposicion es también diferente
segun las especies. Las hembras del género Chordodes depositan los huevos en ristras
con forma de zig-zag, en ramas pequefias, aunque también es comun observar a las
hembras realizando la oviposicion sobre rocas, pero siempre asociados al fondo. Es
evidente que estas estrategias en la eleccion de los lugares de puesta estan
estrechamente relacionadas con la presencia de los posibles hospedadores.

Las larvas al eclosionar tienen poca movilidad y suelen mantenerse cerca de los
cordones de huevos, y luego de aproximadamente una semana, disminuyen su
capacidad infectiva. Estas infectan hospedadores acuaticos o que viven a lo largo de la
orilla del cuerpo de agua. Los escarabajos, cucarachas, grillos, saltamontes, ciempiés,
milpiés y las sanguijuelas son hospedadores comunes de los gordiidos.

Se han propuesto tres estrategias posibles por medio de las cuales las larvas

infectan al hospedador: 1) pueden ser ingeridas directamente por un hospedador
definitivo (artropodos terrestres); 2) pueden formar quistes en el medio ambiente y ser
accidentalmente ingeridas con la vegetacion o con el agua, 0, 3) pueden ingresar y
enquistarse en el interior de un hospedador paraténico el cual puede ser capturado por
un hospedador definitivo (ver Apéndice |, 129).
Aunque la infecciobn directa de las larvas en un hospedador definitivo ha sido
considerada como posible (Inoue, 1962), es poco probable que muchos insectos
terrestres puedan tener contacto directo con las larvas acuaticas. Es mas factible que los
hospedadores paraténicos con larvas de gordiidos en su interior, sean los responsable
de que los parasitos puedan “cruzar el puente” entre el ambiente acuatico de vida libre y
el ambiente terrestre parasitario (de Villalobos y Ronderos, 2003; Hanelt y Janovy, 2003;
Schmidt-Rhaesa, 2001).

Con respecto al segundo mecanismo, si bien Dorier (1930) reportd que las larvas
en el agua podian enquistarse, este fendmeno no pudo ser observado en ningun estudio
posterior (Zancay col., 2007).

Actualmente, el tercer mecanismo de transmision larval es el que tiene mayor
soporte. Los hospedadores paraténicos pueden ser invertebrados (moluscos,

crustaceos, anélidos, larvas de dipteros, larvas de odonatos) y vertebrados (peces y
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anfibios) acuaticos (de Villalobos y col., 2003a; Hanelt y col.,, 2005; Sawyre, 1971,
Schmidt-Rhaesa, 2001).

En el hospedador definitivo la larva se aloja en el hemocele y comienza a sufrir
modificaciones para transformarse en juvenil. El crecimiento se evidencia principalmente
en el aumento en longitud del preseptum, a su vez tanto sus espinas como estiletes
desaparecen, siendo dificil establecer el limite entre las dos regiones larvales,
denominandose juvenil a esta etapa del desarrollo.

Los Gordiida al completar su desarrollo parasitario pueden alcanzar grandes
tamafnos (30 cm a 1 metro) comparados con la talla corporal de sus hospedadores,
encontrdndoselos usualmente en la region abdominal arrollados al intestino, pero pueden
llegar a extenderse hacia el térax 0 aun a la cabeza. Entre el hospedador y el parasito se
establece una gran competencia por el alimento. Estos parasitos ademas de provocar un
colapso intestinal, impiden el desarrollo de los cuerpos grasos y la maduracién gonadal,
llevando a sus hospedadores a una castracion irreversible, e incluso muchos de los
hospedadores mueren en forma inmediata después de que los parasitos emergen (de
Villalobos y Miralles, 1997; de Villalobos, 1999; de Villalobos y col., 1999; de Villalobos y
Zanca, 2001; de Villalobos y col., 2004; Hanelt y Janovy, 2003; Schmidt-Rhaesa, 1997).
Teniendo en cuenta que la mayoria de los hospedadores definitivos son artrépodos
terrestres, especialmente los insectos, los gordiidos tienen que afrontar un gran desafio
para retornar al agua. Uno de los aspectos mas fascinantes de la ecologia de los
gordiidos es, sin ninguna duda, tratar de explicar cdmo estos vermes solucionaron este
problema. Se mencionan tres hipétesis para explicar los factores que condicionan a un
hospedador terrestre a acercarse al agua y permitir que el adulto emerja e ingrese al
cuerpo de agua: 1) la “hipotesis de estimulo” que propone que el parasito produce una
sed extrema, que obliga al insecto a acercarse al agua (de Villalobos, 1999); 2) “hipétesis
de cambio” que argumenta que los hospedadores se acercan al agua en forma
puramente accidental (Spiridonov, 1989) y 3) la “hipdtesis del suicidio” donde se analiza
gue los gordiidos manipulan el comportamiento del hospedador, produciéndole una
alteracion bioquimica a nivel cerebral, que los desorientan espacialmente y los obligan a
acercarse o tirarse al agua (Thomas y col., 2002). Esta Gltima hip6tesis es actualmente la
mas aceptada.

Otro punto para considerar sobre el ciclo de vida de este grupo, es que los
distintos estadios ocupan posiciones diferentes en la cadena tréfica. En tanto que los
juveniles son parasitos, los estadios de vida libre pueden ser predados por diferentes

organismos (Cochran y col., 1999; de Villalobos y col., 2008; Kinziger y col., 2002).
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Figura 1.1.4. Esquema del ciclo de vida de los Gordiida.

RESENA HISTORICA Y ESTADO ACTUAL DEL CONOCIMIENTO
DE LOS GORDIIDA

El conocimiento de los Nematomorpha toma importancia durante el final del siglo
XIX con los trabajos de Camerano (1894,1915), Linstow (1883,1892) y Villot
(1874,1891).

A partir de 1982 se incorporaron estudios ultraestructurales que aportaron nuevos
datos sobre la morfologia externa e interna de los Gordiida. En nuestro pais los trabajos
de, Miralles (1984, 1989), de Villalobos (1995, 1999), de Villalobos y Miralles, 1997; de
Villalobos y Camino (1999), de Villalobos y col., (1999, 2000, 2003b, 2004, 2005a,
2005b), de Villalobos y Voglino (2000), de Villalobos y Zanca (2001, 2005), Miralles y
Camino, 1983; Miralles, 1984; Miralles y de Villalobos (1993, 1996 a,b) Miralles y col.,

1997; y de Schmidt-Rhaesa y de Villalobos (2002), permitieron, a través de la utilizacion
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de la microscopia electrénica de barrido (MEB), resolver muchos de los problemas
taxondmicos existentes.

El conocimiento de la anatomia interna se acrecentd en gran medida con el uso
del microscopio electrénico de transmision (MET) que permitid conocer la ultraestructura
de: 1) la cuticula en algunas especies de Gordiida ; 2) la epidermis; 3) la musculatura; 4)
el sistema nervioso en Gordius aquaticus y en Pseudochordodes bedriagae; 5) el epitelio
testicular en Gordius aquaticus y Pseudochordodes bedriagae; 6) la morfologia de los
espermatozoides de Gordius panitighettensis; Gordius aquaticus y P. bedriagae; y la
ultraestructura del tejido parenquimatico y del epitelio intestinal en Gordius sp. (de
Villalobos y Restelli, 2001; de Villalobos y col., 2005a; Schmidt-Rhaesa, 1996; Schmidt-
Rhaesa, 1997b; Schmidt-Rhaesa, 1998b; Restelli y col., 2002).

Son escasos los estudios de caracter fisioldgico, solamente se cuenta con
informacion, sobre la relacion entre el desarrollo embrionario y la supervivencia de los
gordiida con la temperatura, destacandose los trabajos realizados por Baer (1951),
Cappucci (1976), Dorier, (1925, 1930), Whittaker y Barrer (1983), Zanca y col. (2007) y
sobre el efecto de la humedad de Dorier (1930) en los estadios de vida libre.

A pesar de que la informacién sobre la relacion parasito-hospedador en los Gordiida es
escasa y fragmentaria, estudios realizados por Cappuci, 1976; Hanelt y Janovy, 1999,
2003; de Villalobos y Ronderos, 2003; Schmidt-Rhaesa, 2001, 2002; entre otros,
destacan la importancia de estos parasitos como posibles biocontroladores tanto de
insectos plagas de la agricultura como de los que inciden en la salud humana. En las
Tablas 1.1.1 a 1.1.3 se listan hospedadores de gordiidos. En la tabla 1.1.1 se detallan las
especies de gordiidos encontrados en distintos hospedadores, a partir de observaciones
en campo, en la tabla 1.1.2 se listan las especies de gordidos con las que se realizaron
infecciones experimentales. En tanto que en la tabla 1.1.3 se listan hospedadores

colectados en campo en los que se encontraron larvas de gordiidos indeterminados.

Tabla 1.1.1. Especies de gordiidos encontrados en hospedadores colectados en campo.

Especie de Gordiida Hospedador Referencia

Gordius aquaticus Lymnaea vulgaris y L. ovata Chitwood y Chitwood, 1937
(Mollusca)

Paragordius tricuspidata L. ovata (Mollusca) Chitwood y Chitwood, 1937

Paragordius varius larva de Monostoma Redia  Hanelt, 2009
(Trematoda Digenea)

Gordius aquaticus Lampetra planeriy L. Malmqvist y Moravec, 1978
fluviatilis (Petromyzontidae)

Gordius villoti larvas de Trichoptera Valvassori y col., 1988
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Tabla 1.1.2. Infecciones experimentales exitosas.

Infecciones experimentales

Especie de Gordiida Hospedador Referencia
Parachordodes tolosanus Renacua!os de Rana Blunck, 1924
temporaria y Bufo sp.
Gordius aquaticus renacuajos de Rana Blunck, 1924

Gordius robustus
Gordius robustus
Gordius robustus
Gordius robustus
Paragordius varius
Paragordius varius
Paragordius varius
Chordodes nobilii

Gordius aquaticus
Gordius aquaticus
Gordius aquaticus
Gordius aquaticus
Gordius robustus

Paragordius varius

Chordodes japonensis

Chordodes japonensis
Chordodes japonensis

Parachordodes tolosanus

Paragordius tricuspidatus

Gordius aquaticus

temporaria y Bufo sp
larvas de Aedes aegypti
(Diptera)
larvas de Aedes sierrensis
(Diptera)
larvas de Culex pipiens
(Diptera)
larvas de Culex tarsalis
(Diptera)
Physella cubensis
(Mollusca)
Jenynsia multidentata
(Osteictio)
Dasyhelea necrophila
(Diptera)
larvas de Aedes aegypti
(Diptera)
larvas de Chironomus,
(Diptera)
Cloéon dipterum (Diptera)
Planorbis carinatus
(Mollusca)
Physa fontinalis (Mollusca)
Tenebrio molitor
(Coleoptera)
Physa gyrina (Mollusca)
larvas de Cloéon dipterum
(Ephemeroptera)
larvas de Chironomus
dorsalis (Diptera)
larvas de Culex (Diptera)
larvas de Ephemeroptera 'y
Chironomus,
larvas de Ephemeroptera 'y
Chironomus,
Limnea ovata (Mollusca)

Cappucci, 1976
Cappucci, 1976
Cappucci, 1976
Cappucci, 1976
de Villalobos y col., 2003

de Villalobos y col., 2003

de Villalobos y Ronderos,
2003

de Villalobos y col., 2006,
Zanca y col., 2007

Dorier, 1930
Dorier, 1930
Dorier, 1930
Dorier, 1930
Hanelt y Janovy, 1999
Hanelt y Janovy, 2004
Inoue, 1962

Inoue, 1962
Inoue, 1962
Von Linstow, 1883

Von Linstow, 1883
Von Linstow, 1883
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Tabla 1.1.3. Hospedadores de larvas de Gordiida indeterminadas

Plathelminthes

Annelida

Mollusca

Arthropoda

Vertebrados

Hospedador

Brachycoelium hospitale
(Trematoda)
Tubificides
Enchytraeidae
Eropbdella punctata
(Hirudinea)

Hirudinea

Nephelis (Herpobdella)
octoculata (Hirudinea)
Branchiobdelidae
Physa gyrina

Lymnaea

Planorbis

Tabanus autumnalis
(Diptera)
Plusiocampa puketti
(Diplura)

Campodea pretneri
(Diplura)

Tejido de peces
Gobiomorphus breviceps
(Vertebrata)

Tejido de peces
Galaxias vulgaris
(Vertebrata)

Anuro, en mesenterio
(Vertebrata)

Referencia
Blair 1983; Cort 1915

Dorier, 1928
Mller, 1920

Sawyer, 1971
Villot, 1874; Leidy, 1878
Villot, 1891

Woodhead, 1950

Hanelt y col., 2001
Linstow, 1883; Villot, 1874,
1891

Villot, 1874

Andreeva, 1978
Bareth, 1974a,b

Bareth, 1974a,b

Blair, 1983

Blair, 1983

Leidig, 1853

11



Cecilia L. Achiorno Seccién | Capitulo Il

CAPITULO I
MARCO CONCEPTUAL;:
EL AGUA, LA CONTAMINACION Y LA ECOTOXICOLOGIA

El uso del agua es mas critico que el de la energia.
Disponemos de fuentes alternas de energia.

Pero con el agua no hay otra eleccion.

Eugene Odum

El agua ocupa el 71% de la superficie de la Tierra, cumpliendo una serie de
funciones importantes para mantener el equilibrio en el planeta, ya que permite mantener
el clima, diluye los contaminantes y es esencial para toda forma de vida. A su vez, es una
de las bases de la vida, ya que constituye una proporcién importante de la estructura de
todos los organismos, es el medio donde se realizan la mayoria de las reacciones
bioguimicas y es el habitat para la mayoria de los seres vivos.

El agua, como ambiente, es altamente compleja y diversa. Incluye distintos tipos
de ecosistemas (arroyos, lagos, lagunas, rios, estuarios, y mares), cada uno conformado
por componentes, bidticos y abidticos, variados que se conjugan en innumerables
combinaciones. Por tanto, cada ecosistema acuatico es el producto de las interacciones
complejas y dinAmicas entre sus componentes que determinan caracteristicas, constantes
y cambiantes en tiempo y espacio (Mason, 1996; Rand y col., 1995).

La gran importancia del agua se debe a la cantidad de propiedades Unicas del
agua liquida en relacion con otras moléculas de peso molecular semejante. Una de ellas
concierne al tema de estudio de esta tesis y es la de solvente. El agua es capaz de
disolver grandes cantidades de una gran variedad de compuestos, por lo cual se la
denomina el disolvente universal. Esta propiedad tiene gran importancia ecoldgica, ya que
le permite al agua remover y diluir diferentes sustancias, entre ellas aquellas de origen
antrépico. El agua contiene minerales disueltos provenientes de la corteza terrestre,
gases atmosféricos y diversos compuestos quimicos, organicos e inorganicos. Una
porcién de los compuestos organicos en los sistemas dulceacuicolas es producida por los
organismos autotréficos, y otra parte puede provenir desde los ecosistemas terrestres
linderos (Dickson, 1994; Rand y col., 1995; Tyller Miller, 1994; Seoanez Calvo, 1996).

Se puede afirmar que actualmente el agua dulce es el recurso natural en mayor

riesgo tanto por su escasez como por su calidad. Ademas de su funcién primordial como
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hébitat para los organismos dulceacuicolas y sustento para la biota en general, el hombre
ha encontrado una amplia variedad de aplicaciones para los cuerpos de agua, entre las
gue se pueden mencionar el abastecimiento publico de agua para consumo, riego,
actividades industriales, recreacion, etc., transformandola en uno de los recursos mas
importantes para los seres humanos, recurso por el que compiten con el resto de la biota.
Para cada uno de los usos mencionados anteriormente es evidente que se requieren
distintos grados de calidad del agua. El término calidad del agua se refiere a las
caracteristicas fisico quimicas de un sistema hidrico dado en relacion al efecto producido
por procesos naturales y actividades humanas. Para que un sistema acuatico pueda
utilizarse en una o mas de las aplicaciones mencionadas anteriormente, la calidad del
agua debe respetar los aspectos biolégicos (considerar el caracter esencial del agua para
los seres vivos), ecologicos (considerar la supervivencia de la biota acuética y la
proteccion de su diversidad) y/o sanitarios (considerar la proteccién de la salud y la
calidad de vida de la poblacion humana) (Dickson, 1994; Rand y col., 1995; Tyller Miller,
1994; Seoanez Calvo, 1996).

En muchas partes del mundo el agua existe en grandes cantidades, y adn hoy con
demasiada frecuencia, un buen abastecimiento de agua se da como algo por sentado, y
no se considera la posibilidad de que ésta pueda agotarse. Pero, el aumento poblacional,
la contaminacién de las industrias, el uso excesivo de agroquimicos, la falta de
tratamiento de aguas negras y la erosién de suelos por la deforestacion, amenazan tales
abastecimientos. Estos hechos pueden generar la sobrecarga de los sistemas acuéaticos
con diferentes sustancias, contaminandose con mayor facilidad ya que la capacidad de
actuar como disolvente no alcanza a cumplir con su funcién de remocion. Si el agua no se
trata en forma adecuada su calidad puede degradarse de tal manera que serd muy
costoso purificarla. Por tanto, la calidad de las aguas es objeto de constante preocupacion
desde dos puntos de vista a) salud publica y calidad de vida, y b) salud de los
ecosistemas acuaticos (Dickson, 1994; Natale, 2006; Tyler Miller, 1994; Seoanez Calvo,
1996).

La contaminacion de las aguas es un tema de creciente preocupacién mundial,
sobre el que existen distintos enfoques, diversidad de definiciones, clasificaciones y
posturas, con una visibn antropogénica en mayor o menor sentido, en las cuales el
enfoque se ha vuelto mas holistico.

Para Rand y col., (1995) la polucién se refiere a la introduccién de sustancias o

energia dentro de los ambientes acuaticos, por actividades antrGpicas, directa o
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indirectamente, resultando en efectos deletéreos como, dafios para los recursos vivos,
peligro para la salud humana, obstaculo para las actividades acuéticas incluyendo la
pesca, el deterioro de la calidad de uso de agua, y la reduccion de servicios.

Las sustancias que ingresan en el ambiente generando efectos nocivos reciben
distintos nombres, se las denomina, contaminantes, toxicos, poluentes, estresores,
xenobiéticos. Para algunos autores estas palabras se pueden aplicar indistintamente, en
tanto que para otros cada una corresponde a un tipo particular de sustancia.

Una de las definiciones més abarcativas es la dada por Rand y col., (1995), para
quienes el término poluente o téxico indica una sustancia que puede producir una
respuesta (efecto) adversa en un sistema bioldgico, dafiando seriamente su estructura o
funcién o produciendo la muerte. La respuesta adversa puede ser definida en términos de
una medicion que esta fuera del rango “normal” para la salud de los organismos.

En esta tesis se considerara indistintamente las palabras, contaminante, téxico y
poluente.

Se puede hablar de dos causas de contaminacion principales: naturales o
antropogénicas. Las causas naturales estan relacionadas con la composiciéon de suelos y
aguas, componentes de algunos alimentos, emanaciones volcanicas, erosion, etc. Las
causas antropogénicas de la contaminacion son: actividades productivas (explotaciéon de
recursos renovables y no renovables, la agricultura y la industria); actividades no
productivas (transporte, actividades domésticas, servicios); procesos sociales y culturales
(urbanizacion, crecimiento demografico, economia de consumo). Las fuentes de la
contaminacion se pueden clasificar en fuentes puntuales y fuentes no puntuales (o
difusas). Las fuentes no puntuales son extensiones de tierra grandes o dispersas como
campos de cultivo, calles y predios que emiten contaminantes al ambiente en un area
amplia, incluyen, escorrentia agricola, escorrentia urbana y emisiones procedentes de
vehiculos. Una fuente puntual, es una fuente individual identificable que descarga
contaminantes al ambiente. Dentro de las fuentes puntuales se incluyen las fabricas y las
instalaciones industriales y comerciales que vierten sustancias téxicas en el agua, siendo
ejemplos especificos, la chimenea de una planta de energia o industrial, el desagie de
una procesadora de carnes, la chimenea de una casa o el escape de un automdvil. Las
fuentes puntuales pueden caracterizarse porque la cantidad y localizacién de la descarga
puede ser medida con mayor precision que en el caso de las fuentes no puntuales, que
cubren grandes areas o estan compuestas de muchas fuentes puntuales. En la actualidad

el problema mas serio procede de las fuentes no puntuales (Dickson, 1994; Ferrari, 2006;
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Forbes y Forbes, 1994; Rand y col., 1995; Seodnez Calvo, 1996; Spiro y Stigliani, 2004;
Tyler Miller, 1994).

Los toxicos pueden clasificarse de acuerdo a su origen en naturales y artificiales o
xenobiéticos, ejemplos de los segundos son los clorofluorcarbonados, detergentes,
plaguicidas, entre otros. Los diferentes contaminantes también pueden agruparse en tres
Tipos: 1) Bioldgicos (virus, bacterias, protozoos, hongos, vegetales o sus metabolitos); 2)
Fisicos (calor, radiaciones ionizantes 0 no ionizantes, campos magnéticos; 3) Quimicos
(gases, hidrocarburos, metales, no metales, pesticidas, plasticos) (Ferrari, 2006).

Sin importar el enfoque disciplinar que se utilice hoy en dia la importancia tanto de
la cantidad como de la calidad del agua estd fuera de toda duda. Para evitar las
consecuencias del uso de agua contaminada se han ideado mecanismos de deteccion,
control y gestiébn de la contaminacién. En general, los esfuerzos se centraron en un
principio en la cuantificacién de parametros fisicoquimicos (carga organica, temperatura
del agua, pH, OD, COD, concentraciones de metales pesados, etc.), permitiendo obtener
un valor especifico para cada parametro, pero la interpretacion de esta informacién es
dificil, ya que analizar todos los componentes del agua implica mucho tiempo y eleva los
costos de la evaluacion; ademas estas evaluaciones no tienen en cuenta el efecto que los

contaminantes pueden tener sobre los organismos, ni otros impactos ecoldgicos.

Dentro de este marco se ha desarrollado la ecotoxicologia, una rama de la ciencia
gue combina principalmente los campos de la ecologia y la toxicologia. La definicion
original de la ecotoxicologia como “la rama de la Toxicologia concerniente con el estudio
de los efectos toxicos, causados por poluentes (naturales o sintéticos) a los constituyentes
de los ecosistemas, animales (incluyendo a los humanos), vegetales y microbios, en un
contexto integral” se atribuye a Truhaut (1977). Desde ese momento la ecotoxicologia fue
redefinida en varias oportunidades. Segun Butler (1984), la ecotoxicologia es “el estudio
de los efectos de los poluentes liberados en el ambiente sobre este y sobre los
organismos que lo habitan”. Moriarty (1988), mas adelante la definié como el estudio del
efecto de los poluentes sobre los ecosistemas. Para Levin y col., (1989), es la ciencia que
se propone predecir el impacto de los agentes quimicos sobre los ecosistemas. Es el
estudio del destino y efecto de los agentes tdxicos sobre los ecosistemas, para Cairns y
Mount (1990). También fue definida como el estudio causado por agentes quimicos en el
ecosistema (Walker y col., 2001). Forbes y Forbes (1994), la definen como el campo de

estudio que integra los efectos ecoldgicos y toxicoldgicos de quimicos sobre poblaciones,
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comunidades y ecosistemas, con el destino (transporte, transformacion y descomposicion)
de tales quimicos en el ambiente. Finalmente podemos mencionar a Newman (2001),
quien definio a la ecotoxicologia como la ciencia de los contaminantes en la biosfera y sus
efectos sobre los constituyentes de la biosfera, incluidos los humanos (Ferrari, 2006;
Forbes y Forbes, 1994; Moriarty, 1988; Newman, 2001; Rand y col., 1995).

A partir de lo expuesto anteriormente, se pueden observar diferencias en cuanto a
la ubicacion de la ecotoxicologia dentro de la ciencia, y en como se define la misma, pero
a pesar de estas diferencias existen dos factores en comun: los agentes toxicos y el
ecosistema (Ferrari, 2006).

Al realizar un resumen de distintas definiciones se podria concluir que la
ecotoxicologia, desde una vision interdisciplinaria y sintética, estudia, describe, analiza y
predice el comportamiento de agentes quimicos y fisicos sobre el medio, y las respuestas
generadas por los organismos vivos a partir de los cambios producidos en el ambiente,
con particular atencion a poblaciones y comunidades de ecosistemas definidos,
considerando que el destino y el efecto de las sustancias en los ecosistemas son
componentes inseparables de la funcion del ecosistema, y evalla finalmente el riesgo
asociado con las emisiones de éstos agentes.

La maduracidon de la ecotoxicolgia como disciplina estd asociada con cambios
trascendentes en los enfoques asumidos para estudiar el ecosistema y la relacion del
hombre con este. Los humanos habitan este planeta desde hace dos millones de afos al
menos, y como cualquier otra especie interactian con su ambiente desde su aparicion. En
la actualidad considerar como ecosistemas naturales a aquellos en los que no se
encuentra ningun vestigio de poblacion humana es il6gico, asi como considerar a la
humanidad solamente como un factor desequilibrante en el ambiente. Los cambios
ambientales son el resultado de procesos, consecuencia de multiples interacciones, que
anteceden a la aparicion de los seres humanos, y de los cuales, la humanidad a formado
parte desde su aparicidn, adicionando paulatinamente a los procesos nhaturales los
culturales. El porqué de los desequilibrios generados por causas antropogénicas debe
buscarse en la relacién generada entre la naturaleza, los humanos y la cultura. En este
proceso, la funcién de la ecotoxicologia como ciencia, es explicativa.

La ecotoxicologia considera a los organismos vivos como herramientas esenciales
para la evaluacion de la calidad ambiental. Histéricamente, la utilizacion de métodos
bioldgicos para la deteccidén de sustancias nocivas o peligrosas en el ambiente se registra

por primera vez a principios del siglo XX. Hacia 1940 se introdujo el uso de bioensayos
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con peces y durante los afios cincuenta se inician las pruebas con invertebrados y algas.
En los afios 70 comenzaron a protocolizarse de manera estandarizada el uso de
bioensayos para detectar compuestos téxicos. El concepto de bioensayo deriva de la
toxicologia clasica y ha sido adaptado y empleado en el campo de la ecotoxicologia,
donde se utiliza para entender el efecto de los tdxicos sobre los organismos y monitorear
el ambiente en situaciones problematicas (Forbes y Forbes, 1994; lannacone Oliver y col.
2003; Lafferty, 1997; Ronco y col., 2004; www.cricyt.edu.ar/enciclopedia).

Los bioensayos pueden detectar la toxicidad de un poluente a concentraciones
muy bajas, las que son dificiles o aun imposibles de detectar por andlisis quimicos. La
toxicidad puede evaluarse en base a las respuestas de los sistemas bioldgicos, las mas
utilizadas son, letalidad, cambios morfolégicos, fisioldgicos o histoldgicos e inhibicion del
desarrollo, aunque también podemos encontrar bioensayos que analizan respuestas
como proliferacion y multiplicacion. Los bioensayos también generan informacion sobre
los efectos antagonistas, sinergistas o aditivos de mezclas complejas, por lo tanto, son
utilizados ampliamente para monitorear descargas de efluentes (Espina y Vanegas, 2005;
Gagneten, 2002; Gagneten y Marchese, 2003; Rand y col., 1995; Ronco y col., 2004;
Jorge y Moreira, 2005).

Los protocolos utilizados en los bioensayos deben estar estandarizados, para
poder determinar que la respuesta generada en el grupo expuesto al toxico se deba al
efecto de la sustancia y no a variaciones de la sensibilidad propia de los organismos, y
también para poder comparar los resultados entre diferentes laboratorios. Varias
organizaciones internacionales (ASTM, 1996; OECD, 1993; ISO, 1996; EC, 1992 y
USEPA, 1994), desde hace tiempo han estandarizado las metodologias para la
realizacién de los bioensayos con distintos organismos, basandose la gran mayoria en
especies del hemisferio norte. En Latinoamérica existen algunas experiencias de
ejercicios de intra e intercalibracion empleando baterias de bioensayos, como los
desarrollados en Argentina (Ronco y col., 2000), Chile (Castillo & Schéfer, 2000; Castillo y
col., 2000a), Colombia (Diaz-Baez & Perez, 2000), Costa Rica (Castillo y col, 2000b),
México (Pica y col., 2000), Pert (lannacone Oliver y col., 2003), para la evaluacién de
téxicos de referencias con el fin de determinar el grado de repetibilidad, precisién o
variabilidad de estas pruebas ecotoxicoldgicas (lannacone Oliver y col. 2003; Rand y col.,
1995; Ronco y col., 2004).

Los bioensayos pueden clasificarse considerando diferentes criterios (Ferrari,
2006; Newamn, 2001; Rand y col., 1995; Ronco y col., 2004):
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+ El medio en el que se realiza: agua, sedimento o suelo

+ Su duracion: corto, mediano o largo plazo.

+ El sistema de exposicion: el método utilizado para incorporar la muestra al
sistema de ensayo puede ser estatico, con renovacion, de flujo continuo.

< El prop6sito para el cual son utilizados: control de calidad de vertidos,
evaluacion de compuestos especificos, toxicidad relativa, sensibilidad relativa, etcétera.

En funcién de la duracién se habla de ensayos agudos y cronicos. Los ensayos
agudos comprenden un tiempo de exposicidn corto (generalmente de 24 a 96 hs), a una
serie de concentraciones crecientes del toxico de un nivel tal que se obtenga respuesta.
Entre los efectos medidos (puntos finales) mas habituales se encuentra la mortalidad e
inmovilidad. Los ensayos de toxicidad crénicos consideran una exposicion prolongada a
concentraciones subletales. Puede ser una exposicion cronica completa (ciclo de vida
completo) o crénica parcial que involucra solo una parte del ciclo de vida, generalmente la
mas sensible.

También se pueden definir ensayos de tipo uniespecificos y multiespecificos. En
particular los uniespecificos son generalmente de laboratorio, proveen gran cantidad de
informacién acerca de la concentracion interna y externa, la duracién de exposicién que
produce mortalidad, y los efectos subletales. Este tipo de bioensayos cumplen con
muchas de las premisas para criterios adecuados, como reproducibilidad, estandarizacién
etc. Su principal limitacion es que las condiciones del ensayo no son las mismas que las
del medio natural. Su utilidad es funcién también de la especie prueba seleccionada,
ademas no tienen en cuenta la interaccion entre especies que ocurre en el ambiente
natural.

Los bhioensayos estandarizados con organismos prueba validados tienen por
objeto hacer posible la extrapolacién de sus resultados al efecto sobre la biota en un
ambiente dado, para la identificacion de elementos biolégicos en riesgo. Pero, se debe
tener en cuenta que muchos bioensayos evallan el efecto de un solo compuesto, sobre
una especie solamente, incluso utilizando para el ensayo una etapa del ciclo de vida de la
especie prueba, siendo las condiciones bajo las que se realiza el bioensayo condiciones
controladas de laboratorio, y por tanto la relevancia ecoldgica de las conclusiones a las
gue se arriba es limitada. Se debe considerar que no existe bioensayo que permita
evaluar todos los efectos que se pueden dar sobre un ecosistema, pero a pesar de esta

desventaja, la realizacion de estas pruebas puede alertar sobre la presencia de
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sustancias y/o situaciones riesgosas para la biocenosis (Persoone, y col., 1990; Lafferty,
1997; Silva y col., 2003; Ronco y col., 2004; Kobayashi y Okamura, 2004; Ferrari y col.,
2005; Jorge y Moreira, 2005; Natale, 2006).

Los bioensayos ofrecen un punto de comparacion valido, al permitir confrontar la
toxicidad relativa de determinadas sustancias quimicas puras o sus mezclas, evaluando
asi el efecto o impacto de los agentes contaminantes sobre los organismos de prueba,
teniendo en cuenta diferentes puntos finales, evaluando tanto efectos letales como
subletales, que consideran, ademas de la supervivencia, aspectos vinculados con el
normal crecimiento y desarrollo de los organismos de una poblacion (Natale, 2006).

Como se menciond anteriormente, los bioensayos evalian el efecto de los
poluentes sobre los organismos a partir de diferentes puntos finales. Para lo mismo se
debe disefiar y seguir un protocolo de ensayo considerado en este proceso las
particularidades de la especie prueba.

En Ronco y col. (2004), se describen los pasos basicos a seguir para el disefio de
experimentos: “determinar un numero razonable de repeticiones (dependiendo de La
prueba), aleatorizacion de las dosis en las unidades experimentales y un control para
lograr una estimacion valida del error experimental. En la mayoria de las pruebas se
trabaja con un disefio completamente aleatorizado, del tipo clasico, para ser analizado a
través del andlisis de la varianza o del analisis de regresion, con unidades experimentales
homogéneas y condiciones ambientales controladas. Sin embargo, en algunos casos es
necesario recurrir a analisis de covarianza o ANOVA en bloques para controlar la
heterogeneidad de las unidades experimentales.” Los mismos autores indican que para
poder dar cumplimiento a los requerimientos de validez y precisién de las pruebas es
necesario utilizar una metodologia estadistica desde la planificacién hasta la ejecucién vy,
luego, el posterior andlisis de los resultados. El criterio basico recomendado es
seleccionar un método estadistico sencillo, que se ajuste a las condiciones
experimentales y que permita obtener resultados validos. Para el analisis estadistico se
debe especificar la respuesta (punto final), ya sea en términos de una frecuencia de
conteos, una tasa de mortalidad, una tasa de inhibicion, etcétera.”

La eleccién de los puntos finales (definidos como medida o valor que expresa el
resultado de un ensayo) es un tema basico en el disefio de un protocolo de ensayo y
requiere tener en especial consideracion, las particularidades de la especie, asi como los

requerimientos en infraestructura necesarios.
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Son puntos finales habituales medidas cuantales como la concentracién mas alta a
la cual no se observa efecto (NOEC); la concentraciébn mas baja a la que se observa
efecto (LOEC); la concentracion efectiva (CE) correspondiente a una estimacion de la
concentracion del toxico que puede causar un efecto adverso observable, mediante una
respuesta discreta en un porcentaje dado de organismos; concentracion letal (CL), la cual
corresponde a la concentracion del toxico o efluente 0 muestra que causa la muerte a un
determinado porcentaje de la poblacién expuesta; y concentracion inhibitoria (Cl), la cual
corresponde a la concentracion del toxico o muestra o efluente que puede producir una
reduccion de una respuesta biolégica en una poblacion expuesta (Ronco y col., 2004).

Una de las mayores ventajas de los bioensayos es que permiten una evaluacion
de la toxicidad relativamente econdmica, siendo un elemento de relevancia fundamental el
organismo con el cual se trabaja.

La eleccion de la especie de ensayo dependera basicamente del objetivo
propuesto. Se han planteado una serie de requisitos para que una especie pueda ser
considerada como organismo de prueba (Ferrari, 2006; Natale, 2006; Rand y col, 1995),
gue se mencionan a continuacion:

@ Conocimiento del grado de dificultad o la facilidad para obtener adultos
reproductores. Son preferibles las especies con alta disponibilidad y abundancia.

@ Factibilidad y disponibilidad de métodos de reproduccion y cria en laboratorio
comprobados.

@ De mantenimiento sencillo y que no se vean afectadas por el manejo en
laboratorio a lo largo del ciclo de vida.

@ Conocer su susceptibilidad a enfermedades y parasitos.

@ Conocimiento de la sensibilidad a sustancias toxicas que suelen estar presentes
en los vuelcos y a compuestos patrones de referencia ampliamente usados en estudios
de toxicologia clasica. Son preferibles las especies mas sensibles a estas sustancias y
aquellas que mantengan una sensibilidad estable en el tiempo.

@ Ser representativas de los ecosistemas que pueden recibir el impacto.

@ Conocer la relacion filogenética y ecoldgica, con las especies recomendadas
por los organismos oficiales (USEPA, ASTM, OECD, UE, IRAM, etc.).

@ Considerar la importancia ecolégica y econdémica.

@ Conocimiento de los principales aspectos sobre la biologia, ecologia y fisiologia
de la especie elegida. Son preferibles aquellas que posean habitos de vida relacionados

con la problematica a evaluar, como asi las que se reproduzcan en forma continua y con
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elevada fecundidad. También son preferibles las especies que posean ciclos de vida
cortos y dimensiones manejables.

@ Debido a que la sensibilidad varia entre especies deberia seleccionarse un
grupo de especies que representen un rango amplio de sensibilidad.

Un gran porcentaje de los estudios realizados utilizan a las denominadas especies
modelos, quienes representan funciones ecoldgicas relevantes. Un punto importante que
se critica es que muchas de las especies seleccionadas para la realizacion de los
bioensayos pertenecen al hemisferio norte. A este hecho se le suma que aun en la
actualidad la informacion ecotoxicoldgica disponible sobre especies neotropicales sigue
siendo escasa. Esta situacién plantea la necesidad de encontrar especies para el
hemisferio sur que sean referentes de sus ambientes. Por tanto se debe continuar y
aumentar el estudio sobre especies nativas, determinando cuales son sensibles a toxicos
y cumplen con los requisitos planteados para ser consideradas un buen organismo de
prueba; ya que sélo se podra avanzar en el campo de la ecotoxicologia regional a partir
de los resultados obtenidos al desarrollar este tipo de lineas de investigacion (Ferrari y
col., 1997; Demichelis y col., 2001; Ronco y col., 2000a; Natale y col., 2000; de la Torre,
2001; Carriquiriborde y Ronco, 2002; Bulus Rossini y Ronco, 2004; Ronco y col., 2004;
Lapinska y col., 2004; Ferrari y col., 2005; Natale, 2006; Salibian, 2006).
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CAPITULO 1lI
PARASITOS:
¢ INDICADORES DE POLUCION?

Un area de vacancia en las evaluaciones ecotoxicolégicas esta representada por
el rol de las relaciones interespecificas en la dinamica de los ecosistemas alterados y en
particular el papel del parasitismo. Varias especies parasitas han demostrado ser
sensibles a diversos contaminantes (Lafferty, 1997; Mackenzie, 1999; Pietrock y col.,
2002a,b; Pietrock y Marcogliese, 2003; Sabo y col., 2009; Sures, 1999; Sures, 2004;).
Debido a su posicion en el ecosistema, las modificaciones en el ambiente afectan la
dindmica poblacional de enfermedades debidas a parasitismo, afectando entonces la
composicion de las comunidades (Lafferty y Holt, 2003). Por tanto determinar la
sensibilidad de este grupo es fundamental para comprender la dinamica de las
comunidades.

Mientras muchos parasitos son extremadamente sensibles a los cambios
ambientales, otros son mas resistentes que sus hospedadores y tienden a incrementar su
namero en condiciones de poluciébn. Como se observa en la tabla 1.3.1 (pagina 23)
existen variaciones enormes en la respuesta de diferentes taxa de parasitos a distintos
tipos de polucion. Como una regla general, se ha comprobado que en ambientes
contaminados las infecciones con helmintos endoparasitos con ciclos de vida indirectos
complejos tienden a disminuir, mientras que las infecciones con ectoparasitos con ciclos
de vida directos con un Unico hospedador tienden a incrementar, cuando los niveles de
polucién aumentan. Los endoparasitos con ciclos de vida indirectos pueden ser afectados
directa o indirectamente por poluentes: directamente a través de los estados de
transmisién de vida libre o de las formas adultas en el tracto alimentario que entran en
contacto directo con el poluente, o, indirectamente a través de efectos adversos del
poluente en otros hospedadores en su ciclo de vida. En el otro extremo, muchos de los
ectoparasitos con ciclos de vida directos han demostrado ser mas tolerantes que sus
hospedadores a ciertos tipos de cambios ambientales, entre ellos los contaminantes. Una
explicacién a esta diferencia en la sensibilidad entre ecto y endoparasitos es que los
primeros han estado en contacto constante con el ambiente externo en el curso de su
evolucion y desarrollaron una mayor flexibilidad y resistencia a ciertos cambios

ambientales que los endoparasitos (Mackenzie, 1999).
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El parasitismo como estilo de vida es muy comudn en el reino animal. El
esparcimiento de los parasitos y la colonizacion exitosa de nuevos habitats depende de
numerosas variables ambientales bibticas y abidticas. Por lo tanto la presencia de
parasitos en o sobre sus hospedadores indica que se dieron las condiciones necesarias
para su desarrollo individual, al menos temporariamente en el habitat local. Debido a su
posicion en el ecosistema y a que existen estudios que demuestran su sensibilidad a
varios poluentes, se ha planteado su utilizacién como bioindicadores de calidad ambiental.
Sin embargo, si se sugiere que varias especies de parasitos sean consideradas como
bioindicadoras, ellas tienen que poder ser clasificadas en las categorias existentes que
son aceptables para los ec6logos y ecotoxicélogos (indicadores de efecto, indicadores de

acumulacion) (Sures, 2004).

Tabla 1.3.1. Efectos de diferentes tipos de contaminacion en diferentes taxa de parasitos; tomada
de Mackenzie (1999).

Tipo de Taxa de Parasitos
polucién
Ciliophora Monogenea Nematoda Digenea Cestoda Acantocephala
Eutrofizacion + + + + +
Efluentes + + -
termales
Efluentes de + - - -
papeleras
Combustibles + + + - -
Efluentes + - - - -
industriales
Lodos de + -
depuradora
Precipitacion - - - +
acida
Metales - - - -
pesados
a El signo + indica un incremento en la abundancia de los parasitos, el sigho — indica una
disminucion, y los espacios en blanco indican que no hay datos disponibles.

Un buen indicador biolégico para monitorear los efectos de los poluentes sobre los
organismos debe ser excepcionalmente resistente 0 excepcionalmente sensible a los
cambios ambientales de modo que los cambios significativos en su nimero puedan ser
usados como una advertencia temprana del deterioro de las condiciones ambientales
antes de que la mayoria de los organismos sean afectados seriamente (Mackenzie,
1999). Los organismos que toleran y acumulan toxinas pueden actuar como “especies
centinelas”. Las especies centinelas deben ser ubicuas, preferentemente sedentarias y

tener una vida larga. Debido a que las especies centinelas son tolerantes, ellas no dan

23



Cecilia L. Achiorno Seccion | Capitulo Il

demasiada informacion acerca del impacto sobre otras especies en el ambiente. El
impacto de un poluente sobre el ambiente se refleja mucho mejor a través de la
determinacion de la abundancia de las especies indicadoras o bioindicadoras, organismos
conocidos por ser sensibles o estar asociado con un impacto particular (Lafferty, 1997).

Para Espina y Vanegas (2005) la consideracion de especies sensibles a los
toxicos ambientales implica que, si éstas existen también deben existir intervalos de
sensibilidad y especies tolerantes. Pero, para poder proteger a los organismos es
necesario conocer el efecto de los toxicos sobre las especies mas sensibles,
especialmente sobre los estadios mas susceptibles de su ciclo de vida. Conocer cuales
son las especies sensibles permitira detectar el deterioro de un ecosistema en las
primeras etapas del mismo.

Los bioindicadores de efecto pueden proveer informacion valiosa acerca del
estado quimico de su ambiente a través de cambios en su fisiologia y/o comportamiento.
Por ejemplo, el comportamiento de apertura de valvas de los bivalvos puede utilizarse en
el monitoreo de contaminacion en habitats acuaticos. La indicacién de efecto es posible
también sobre otros niveles de organizacion, como los celulares y subcelulares
(biomarcadores) y los de supraorganismo a nivel de poblaciones (cambios en la tasa
reproductiva de una poblacion dada o, en la compaosicion de la comunidad de un cuerpo
de agua determinado). En la tabla 1.3.2 (pagina 25) se detallan respuestas de los niveles
de organizacion que pueden ser utilizadas como bioindicadoras. Si la polucién ambiental
se manifiesta sobre el Ultimo nivel, andlisis mas tempranos sobre los niveles celulares y
de organismo podrian haber ayudado a evitar efectos severos sobre poblaciones y
biocenosis (Sures, 2004).

La aproximacion mas comun en el uso de parasitos como indicadores de
contaminacion ha sido realizando la comparacion de la prevalencia o intensidad de
parasitismo entre los hospedadores capturados en un pequefio nimero de sitios control e
impactados, 0 un Unico sitio antes y después del impacto, y menos comunmente
cuantificar el parasitismo a diferentes distancias desde una fuente puntual o a lo largo de
un gradiente de contaminacion (Lafferty, 1997), aunque son muchos los estudios de
parasitos que evallan bioconcentracion o bioacumulacién de distintas sustancias (Elijah y
col., 2010; Sures, 2001, 2003; Sures y col., 1999, 2003; Thielen y col., 2004).
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Tabla 1.3.2. Respuestas de los distintos niveles de organizacion a los cambios en la calidad
ambiental.

Tiempo Nivel de organizacion Respuesta
Desestabilizacion, efectos

Meses a siglos ecosistema . 9
9 negativos sobre la sucesion
Cambios y pérdidas de
Meses a siglos comunidades componentes (estructura y cadena
alimentaria)
~ : Cambios en la distribucion ,
Meses a afios poblaciones

densidad, estructura y dinamica

Salud (comportamiento alterado,
Dias a meses organismos acumulacion y transformacion,
mutagénesis), mortalidad

Alteraciones bioquimicas y

Inmediato a dias suborganismo L
9 fisiologicas

La identificacion de bioindicadores para diagnosticar a los agentes que causan
cambios adversos en los sistemas ecolégicos es un reto importante en la evaluacion de
riesgo ambiental. En algunos casos, especies de interés especial (tales como especies en
peligro de extincibn o especies que juegan un rol clave en la organizacion de una
comunidad) son biocindicadores ambientales justificables. Los parasitos de interés médico
o veterinario, o aquellos que regulan las poblaciones del hospedador, particularmente de
plagas, pueden encontrarse dentro de este grupo. La diversidad de especies (usualmente
limitada a la medicién de un grupo taxonomico (Ej. peces) o gremios funcionales (E;j.
fauna bentdnica) da un punto de vista mas global de la comunidad en cuestion pero
puede ser costoso evaluarla. Desafortunadamente, no siempre es claro como la
diversidad puede variar con impactos particulares porque, algunas especies pueden
incrementarse mientras otras declinan. La agrupacion de varias especies indicadoras para
formar indices bioticos (ej. Proporcién de nematodos respecto de copépodos) provee una
reflexion mas amplia de los impactos. En nuestro pais se han desarrollado distintos
indices biodticos para distintas areas que se basan en macroinvertebrados (Rodriguez
Capitulo, 1999; Rodriguez Capitulo y col., 2001; Miserendino y Pizzol6n, 2002; Fernandez
y col., 2008; Miserendino y col., 2008, Garcia y col, 2008). El uso de los indices bibticos
requiere un firme entendimiento de las asociaciones entre las especies indicadoras y el
impacto de interés. Considerando que los indices bidticos suelen reflejar solamente un
tipo de impacto especifico, la aproximacibn mas abarcativa es combinar mdltiples
mediciones en un solo indice. Un indice de integridad biolégica puede ser construido a

partir de una serie de mediciones de un ensamble (en sistemas dulceacuicolas, estos
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ensambles estdn conformados tipicamente por peces, invertebrados y diatomeas) que
abarcan la riqueza y composicion (distinguiendo entre especies tolerantes e intolerantes),
composicion trofica (porcentaje de herbivoros, omnivoros y predadores), condicion
(porcentaje de enfermos, porcentajes de individuos anormales) y abundancia. Para
aumentar la efectividad de los estudios debe considerarse la importancia, en el futuro, de
incorporar grupos parasitos dentro de los indices de diversidad biologica (Lafferty, 1997;
Damaésio y col., 2008).

Existen razones de importancia para focalizarse en el estudio de parasitos como
indicadores de contaminacion (Mackenzie, 1999; Sures, 2004), como las siguientes:

1. Hay mas especies parasitas que especies de vida libre en la Tierra y los
organismos parasitos muestran una diversidad bioldgica enorme, reflejando adaptaciones
a la forma de vida parasita en diferentes tipos de hospedadores y en diversos sitios y
ambientes.

2. En los parasitos metazoos con ciclos de vida complejos los diferentes estados
de desarrollo tiene requerimientos bioldgicos heterogéneos, por consiguiente pueden ser
afectados de manera diferencial por los poluentes, de manera que cada estado debe ser
evaluado separadamente, incrementando asi enormemente el nimero de indicadores
potenciales.

3. Muchos parasitos tienen estados de transmision de vida libre cortos y delicados
gue son altamente sensibles a los cambios ambientales. Ellos pueden por lo tanto ser
afectados adversamente incluso por cambios menores en el ambiente y asi representan
eslabones débiles en su ciclo de vida.

Los patrones en las infecciones parasitarias que llevan al cumplimiento exitoso del
ciclo de vida parasito y su dinamica poblacional puede verse afectado por, una reduccion
en la viabilidad de los estados infectivos o de transmisién que puede limitar el periodo de
encuentro con un hospedador susceptible, y/o por cambios en abundancia y/o inmunidad
de hospedadores intermediarios y finales, debidas o no a problemas ambientales.

Aunque se ha asumido que los parasitos son vulnerables a los téxicos durante sus
fases de vida libre, la evidencia experimental sobre la influencia de los contaminantes
sobre la viabilidad de estos estados alin es escasa, comparada con la existente para otros
grupos de organismos. Desde mediados de la década de 1980 el resultado de las
actividades antrépicas sobre las poblaciones y comunidades de parasitos comenzé a
estudiarse con mayor profundidad (Khan y Thulin, 1991; Mackenzie, 1999; Pietrock y col.,

2002, Pietrock y Marcogliese, 2003). En el momento en que se inician los estudios de esta
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Tesis (afio 2004), se puede decir que estaba desarrolldndose un importante campo en la
investigacion interdisciplinaria, la utilizacion de organismos parasitos en el monitoreo de
poluciébn ambiental (Sures, 2004), al que esta tesis pretende aportar con nueva
informacién, acerca de un grupo todavia no explorado a nivel ecotoxicologico al dia de
hoy a nivel mundial.

27



Cecilia L. Achiorno Seccion | Capitulo IV

CAPITULO IV
ANTECEDENTES ECOTOXICOLOGICOS

No existen estudios previos sobre la evaluacion de la sensibilidad de Gordiida a
distintos contaminantes, pero hay numerosas investigaciones realizadas sobre otros
grupos de invertebrados, que aportan informacion valiosa. Los resultados obtenidos en
ésta Tesis son los primeros acerca del efecto que, sustancias de origen antrépico, puedan
ejercer sobre individuos del Phylum Nematomorpha. Durante los afios en que se
desarrollo éste estudio se generd produccion cientifica, la que se ha dado a conocer en
distintas revistas cientificas y en diferentes congresos (Ver Apéndice lll, pagina 153)

Para la evaluacion ecotoxicolégica de ambientes acuaticos, tradicionalmente se
utilizan organismos representativos de los diferentes niveles troficos, tanto de agua,
fitoplancton (Pseudochergiela subcapitata) zooplancton (Daphnia magna), vertebrados,
(Pimephales promelas, Onchorincus michis, etc), como del sedimento Hyallea azteca,
Chironomus riparius, Lumbriculus variegatus, etc. Entre los vertebrados, los peces ocupan
una posicion de privilegio entre los organismos elegidos para la realizacion de
bioensayos, seguidos por los anfibios, en tanto que dentro de los invertebrados, los
crustaceos es el grupo con mas especies evaluadas, seguido por los moluscos y los
equinoideos (estos ultimos para el habitat marino) (Bellas y col., 2001; Jorge y Moreira,
2005).

Uno de los primeros trabajos es el realizado por Woelke (1972), quien realizé
ensayos de embriogénesis en el bivalvo conocido como ostra del Pacifico, Crassostrea
gigas, para determinar la calidad del agua, generando un criterio para la proteccién de los
recursos marinos. Otro trabajo importante en esta década, citado por un gran nimero de
autores, es el de Folmar y col. (1979), este trabajo es un adelantado a la problematica del
glifosato, ya que en éste se evalu6 el efecto de este herbicida en 4 especies de peces
(Salmo gairdneri, Pimephales promelas, Ictalurus punctatus y Lepomis macrochirus), 4
especies de invertebrados, un cladécero (Daphnia magna), un anfipodo (Gammarus
pseudolimnaeus), dos insectos, un diptero (Chironomus plumosus) y un efemeréptero
(Ephemerella walkeri). Desde estas primeras publicaciones hasta hoy dia es
innumerables la cantidad de trabajos publicados en el area de la ecotoxicologia acuéatica,
en especial aquellos tendientes a la normatizacion de los bioensayos con fines de

monitoreo ambiental. Se pueden mencionar entre muchos otros los trabajos de Pagano y
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col., (1983) que evaluaron los efectos de Cr, en estado hexavalente y trivalente en la
fertilizacién y el desarrollo de erizos de mar, los estudios de Willuhn y col., (1996) sobre la
toxicidad de Cr y Cd en el oligoqueto Enchytraeus buchholzi, y de de Calevro y col.,
(1998), sobre el efecto de tres metales pesados (aluminio, cromo y cadmio) en el poder de
regeneracion de la planaria Dugesia etrusca (Platyhelminthes, Turbellaria). En nuestro
pais en relacién a invertebrados nativos se pueden mencionar entre otros los trabajos de
Ferrari y col., (1989) y Hernandez y col., (1990) acerca del efecto de plaguicidas sobre la
fertilizaciéon y el desarrollo larval de erizos de mar, y Lombardo y col, 1982, 1991 con
larvas de Lithodes centolla. Para ambientes de agua dulce distintos trabajos muestran los
bioensayos realizados con especies autdctonas, como el realizado por Jergentz y col.,
(2004), en Hyalella curvispina y Macrobrachium borelli, para evaluar la contaminacion
agricola en dos arroyos de la pampa Argentina, mas recientemente la tesis de Garcia
(2008) con Hyalella curvispina, y el de Giusto y Ferrari 2008, con Hyallella pseudoazteca,
entre otros.

En particular para parasitos, desde 1980 hasta fines de la década del 90 se
publicaron aproximadamente entre 130-150 articulos, que estan directamente
relacionadas con la evaluacién de la relacion entre polucién y parasitismo, principalmente
en el ambiente acudtico (Sures y col., 1999). En la primera década de este siglo se
pueden destacar las investigaciones desarrolladas por Pietrock y col. (2002 a,b) sobre la
supervivencia de cercarias de Diplostomun (Digenea) a la exposicion de metales, el
trabajo de Gheorghiu y col. (2007), donde se evaluaron los efectos del Zn sobre
reproduccion, supervivencia y morfometria del monogeneo Gyrodactylus turnbulli, y, los
de Sures (2004, 2008) donde se evallan las interacciones entre poluentes y parasitos en
los ambientes acuaticos y la relevancia de estos en el monitoreo de la polucion ambiental.

Los Nematoda, grupo hermano de los Nematomorpha, son objeto de estudio
ecotoxicoldgico desde la década del setenta. Entre estos estudios, el trabajo de Pophamy
Webster (1979) evaluaron el efecto del cadmio en la fecundidad, crecimiento y estructura
microscopica de Caenorhabditis elegans; también se destaca el realizado por Samoiloff y
col. (1980) en el que se testearon quince compuestos cancerigenos o mutagénicos, seis
compuestos potencialmente cancerigenos y siete metales pesados sobre Panagrellus
redivivus; también podemos citar el de Jaworska y col. (1997), quienes analizaron el
efecto de 16 iones metdlicos sobre la supervivencia y el poder infectivo del
entomoparasito Heterorhabdites bacteriophora; el de Jaworska y Tomasik (1999), quienes

estudiaron los efectos de ocho iones metalicos sobre la mortalidad, el efecto patogénico y
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la productividad, en los nematodes entomopatogénicos Steinernema carpocapsae Yy
Heterorhabdites bacteriophora, bajo condiciones de laboratorio.

Varios trabajos utilizan a la ya especie modelo Caenorhabditis elegans, para
analizar el efecto de distintos téxicos, entre estos el de Wang, y col. (2007), que evalian
toxicidad por Zn y las propiedades de transferencia de esta especie a su progenie, el de
Wang y Xing (2008), quienes evaluaron como afecto la exposicién a metales pesados a la
locomocién de esta especie; y el de Hu y col., (2008) quienes evaluaron la transferencia a
la progenie de Fe y la induccién de defectos fenotipicos y comportamentales generados
por el metal obtenido de esta manera. También el de Du y Wang, (2009), que estudiaron
el efecto de metales pesados en el sistema nervioso de esta especie y el de Liy col.,
(2009), que evaluan la toxicidad en esta especie de la microcystina-LR.

Finalmente, se puede mencionar que en Latinoamérica se encuentra el trabajo de
Murillo y Diaz (2002), en el que se evalué la toxicidad de cromo, cobre y el efluente de
cromado de una industria metalomecénica, utilizando como organismo de prueba a un

nematode de vida libre, Panagrellus redivivus.
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CAPITULO V
DISTRIBUCION DE Chordodes nobilii

DISTRIBUCION DE Chordodes nobilii EN ARGENTINA

En Argentina, la distribucion de Chordodes nobilii es amplia. Se pueden mencionar
varios sitios de colecta. Para la provincia de de Buenos Aires: Sierra de La Ventana,
arroyo El Loro 38°08°'00”S, 38°08’00”W, (1macho, de Villalobos y col., 2005 ), Sierra de la
Ventana 3 hembras (Miralles, 1989), Sierra de La Ventana, rio Sauce Grande 38°05°00”S,
62°13'00"W (4 machos, de Villalobos y col. 2005), Balcarce 37°45'00”S, 58°18°00” (1
hembra, de Villalobos y col., 2005). En la provincia de Cordoba: Cordoba 31°24°00”S,
64°11°00"W (1 hembra, de Villalobos y col., 2005), Cosquin (1 hembra, Camerano,1901),
Cura Brochero (3 hembras, Miralles, 1989), El Durazno 31°20°'15”S, 64°40°09"W (1macho,
de Villalobos y col., 2005). En la provincia de San Luis: Villa Larca, Aguas Blancas, arroyo
San Ignacio (32° 38'09”S, 64°57°06”"W) (2 machos, 1Thembra, de Villalobos y col., 2005),
Carpinteria, arroyo Piedra Blanca (1024m) (32°24° 43"S, 64°58'47”"W) (3 machos, de
Villalobos y col., 2005).

AREA DE COLECTA DE Chordodes nobilii

La zona donde se realizaron las colectas de los adultos de Chordodes nobilii se
localiza dentro de la llanura pampeana. A la estructura de la vegetacion natural de esta
region se la puede definir como un dominio de la estepa graminosa, formada por grandes
matas del género Stipa (Cabrera, 1971). Existen varias comunidades que pueden
considerarse climaxicas, siendo la mas comun la estepa de flechillas. Originalmente las
gramineas tenian un predominio absoluto y los arboles estaban ausentes. Actualmente, el
paisaje de la llanura pampeana es distinto, ya que ha sido modificado por diversos
factores antrépicos como, la introduccion de arboles exéticos, la urbanizacion, las vias de
comunicacion, obras de ingenieria y la agricultura y ganaderia, siendo las dos ultimas las
principales actividades desarrolladas en esta regién. Dentro de la llanura se diferencian
dos sistemas serranos, ubicados hacia el Sur de la provincia de Buenos Aires, el Sistema

de Ventania y el Sistema de Tandilia.
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El Sistema de Ventania o Sistema de Sierras Australes de la provincia de Buenos
Aires, esta formada por un conjunto de elevaciones bien definidas. El conjunto, que se
dirige en sentido Noroeste-Sureste, cubre una longitud de 175 km y alcanza un ancho
maximo de 50 km. En él pueden distinguirse dos zonas claramente diferenciables, una
formada por las Sierras de las Tunas y de Pillahuincé hacia el este, y otra occidental que
comprende a las Sierras de Puan, Curamalal, Bravard y Ventana. Estas sierras forman la
mayor divisoria de aguas del Suroeste de la provincia de Buenos Aires. El sistema se
encuentra interrumpido frecuentemente por valles transversales que toman el nombre
local de “abras”. Fitogeograficamente estas sierras se ubican en el Distrito Pampeano
Austral, de la provincia Pampeana. Por la insolacién que reciben, la presencia de
vegetacion y la diferencia de temperatura y humedad del aire, desde el punto de vista
fisiografico, se pueden distinguir las laderas umbrias (las orientadas al Norte) de las
solanas (las orientadas al Sur). Las mediciones realizadas entre ambas vertientes
separadas por 30 m de distancia, mostraron una diferencia de 2 a 5 °C de temperatura y
de 3 % a 15% en los valores de humedad, generando diferencias en la biota. Frente a una
maxima insolacién en verano y primavera, la capacidad evaporante del aire es elevada y
las oscilaciones térmicas diarias y anuales son marcadas. La flora, principalmente
herbacea se caracteriza por soportar bien el calor y la sequia y su cobertura es casi del
100%, en tanto que la vegetacion arbdérea no cubre el 10%. La ladera umbria recibe sol de
dos a cinco horas al dia en primavera y verano mientras que la mayor parte del afio
permanece sombria, aqui se observa un porcentaje alto (70% a 80%) de vegetacion
arborea. En esta zona el relieve posee pendientes que pueden ser muy pronunciadas
(entre 15 y 80%). Los cursos de agua en este sistema tienen un caracter torrencial y
forman cuerpos de agua temporarios y permanentes. Los arroyos de aguas cristalinas que
integran el paisaje, crean condiciones diferentes en sus margenes lo que permite el
desarrollo de una biota acuatica bien caracteristica (Cabrera, 1971; Cabrera, 1976; Gil y
Campo de Ferreras, 2006a; Gil y Campo de Ferreras, 2006b).

Es importante destacar que en los rios y arroyos de la zona se han estudiado 19
especies de Gordiida (de Villalobos y Voglino, 2000; de Villalobos y col., 2000, 2003b,
2004; 2005; de Villalobos y Restelli, 2001; Miralles, 1981; Miralles y de Villalobos, 1993,
19964, 1996b; Zanca, 2003).
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CLIMA

El Suroeste de la provincia de Buenos Aires queda comprendido en la faja zonal
de los climas templados, con estaciones térmicas bien diferenciadas. No se han
encontrado datos climatolégicos oficiales actuales del area de Sierra de la Ventana
especificamente, la estacion del Servicio Meteorolégico Nacional, Sierra de la Ventana,
registré informacién desde 1961 a 1980 (Gil y Campo de Ferreras, 2006). La temperatura
media anual en la zona es de 15 °C, en el mes mas frio (julio) la temperatura media es de
7°C, y en el mas caluroso (enero) es de 23,5°C. Las precipitaciones anuales oscilan entre
650 y 950 mm. Los periodos de lluvias no son regulares a lo largo del afio, sino que se
concentran principalmente durante primavera y otofio, los mayores registros se producen
entre octubre y abril. En tanto que los meses de invierno son los més secos. Esto hace
gue el rio Sauce Grande presente variaciones muy importantes en el nivel de agua y en la
velocidad de corriente hasta su llegada al diqgue Paso de Piedras, luego del cual su caudal
depende de los niveles de erogacion del embalse. Las lluvias torrenciales desencadenan
esporadicamente crecidas, pudiéndose observar por los procesos de trasporte vy
sedimentacion que se generan en la llanura de inundacion de los arroyos y rios de la
Zoha, que se caracterizan por su alta capacidad energética (Aduriz y col., 2003; Gil y
Campo de Ferreras, 2006a; 2006b; Lopez Cazorla, 2003; Vouilloud y col., 2005).

CUENCA DEL RIO SAUCE GRANDE

El rio Sauce Grande nace en el sector centro oriental de las Sierras Australes, a
500 m. s.n.m, corre con direccibn Norte — Sur y desemboca en el litoral atlantico
argentino, luego de atravesar gran parte del piedemonte y llanura pampeana,
conformando la cuenca del Sauce Grande. Esta es la red de drenaje mas importante del
area de Bahia Blanca, que comprende tres secciones, cuenca alta, media y baja. La
cuenca alta, donde se ubican los arroyos en los que se realizaron las colectas de adultos
de Chordodes nobilii, se extiende desde su naciente en el cordén serrano de Ventana
hasta el dique Paso de las Piedras, abarcando parte de los partidos de Tornquist, Coronel
Pringles y Coronel Suarez (Figuras 1.5.1 - 1.5.3, pagina 34, 35 y 36). En esta seccién el
rio Sauce Grande tiene 75 km de longitud y colecta el agua, de tributarios secundarios, en

una superficie de 1.490 km?.
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Las margenes en la zona son asimétricas y presentan en ambos lados pendientes
diferentes. En las orillas encontramos vegetacion principalmente herbacea y en algunos
sectores crecen arbustos o arboles. Por lo general sus orillas se encuentran rodeadas de
manchones de juncos, la comunidad dominante estd formada por juncales de Scirpus
californicus y los "totorales" conformados principalmente por Typha dominguensis. Donde
la pendiente de los barrancos permite el desarrollo de especies herbaceas, no se
evidencia socavamiento o desprendimiento de suelo. Esta vegetacién reduce la velocidad
del agua, refuerza el material del barranco incrementandose la resistencia a la erosion y
por ende la estabilidad lateral del canal. Las algas predominantes son Baetis inops,
Spirogyra sp., Zygnema sp. y Oscillatoria sp.. L (Gil y Campo de Ferreras, 2006; Lopez
Cazorla, 2003; Vouilloud y col., 2005; Zavala y Quattrocchio, 2001).
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Figura 1.5.1. Ubicacidon de la cuenca del rio Sauce Grande. Basada en Gil y Campos de Ferrara,
2006.
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Figura 1.5.2. Cuenca alta del rio Sauce Grande. Se observan varios de los arroyos donde se
realizaron las colectas y las localidades cercanas. Basada en Vouilloud y col. (2005).

En la figura 1.5.3 (pagina 36) la imagen satelital abarca, en sentido NO - SE, hasta la
localidad de Saldungaray y el arroyo Rivera. Observandose la predominancia de campos
de cultivo y areas serranas en detrimento de areas urbanas.
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Figura 1.5.3 Vista satelital del sector de muestreo en la cuenca alta del rio Sauce Grande. Imagen
tomada de Google Earth. Imagenes 2010 TerraMetrics.

Los arroyos de la zona son heterogéneos (Figuras 1.5.4 -1.5.7, paginas 37, 38, 39
y 40), de anchos muy variables, con sectores de mucha velocidad hasta sectores
estancados y de escasa profundidad (15-60 cm). Pueden tener un cauce rocoso (guijarros
de tamafio variado), pero los sectores arenosos, barrosos y/o arcillosos varian segun el
arroyo, como es el caso del arroyo Rivera. La materia organica es de escasa a
abundante, dependiendo del sector del arroyo. El agua es casi siempre transparente (muy
pocas veces semitransparente o turbia). Muchos de los sectores de los arroyos donde se
realizaron los muestreos presentan plantas acudticas arraigadas y emergentes. Las
plantas flotantes y las algas verdes filamentosas en general se encuentran ausentes 0 son
relativamente escasas. Los margenes estan profusamente vegetados, con sectores que

presentan arboles o arbustos, que van aumentando en abundancia a medida que los
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cursos se hacen mayores e ingresan en las zonas de influencia de las distintas
localidades. El arroyo El Loro en las zonas donde se realizaron los muestreos, de manera
distintiva, presenta los margenes arbolados, en general de manera densa, generando

areas casi siempre sombrias.

I X oo

Figura 1.5.4. Arroo River.

En el rio Sauce Grande hasta 1973 el agua circulaba libremente hasta la laguna El
Sauce y eventualmente entraba en contacto con el mar. En ese afio se pone en operacion
el dique Paso de las Piedras, y se forma un lago con una superficie que oscila alrededor
de las 3.000 ha, que retiene practicamente toda el agua que escurre. EI embalse
constituye en la actualidad la principal fuente de abastecimiento de agua potable para las
ciudades de Bahia Blanca y Punta Alta, y para el polo industrial cercano. La calidad del
agua de este dique esta influenciada por el uso que hace el hombre de la tierra y otros
recursos haturales vecinos al sistema acuatico, y es obvia la importancia de mantenerla
libre de contaminantes. El nivel de eutrofizacién en aumento de las aguas del embalse es
atribuido a distintos factores que ocurren aguas arriba, tales como un incremento del uso
de fertilizantes, la erosion hidrica por sobrepastoreo y mayor laboreo del suelo y el
incremento poblacional (Aduriz y col., 2003; Lopez Cazorla, 2003; Vazquez y Fernandez,
2005; Vouilloud y col., 2005).
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USO DEL SUELO EN LA ZONA DE ESTUDIO

La economia de la zona se basa fundamentalmente en actividades agricolas y
ganaderas (Informe Ediciones INTA, 2002), que co-existen con actividades recreativas y
urbanas (en las margenes del rio Sauce Grande se asientan las localidades turisticas de
Sierra de la Ventana y Villa Arcadia), generando un paisaje casi exclusivamente rural que
caracteriza la zona de estudio, con campos de cultivo desarrollados sobre los valles y en
algunos casos sobre los faldeos de las sierras. Los cultivos agricolas se ordenan en dos
grupos: de cosecha fina y de cosecha gruesa. Entre los primeros los mas sembrados son
el trigo, fundamentalmente, y la avena, mientras que entre los Ultimos sobresalen en
orden decreciente: girasol, sorgo granifero y maiz. El cultivo de soja, un cultivo de
cosecha gruesa, se incorpor6 en el afio 2000. La cosecha fina es la principal actividad
agricola, ya que ocupa en promedio el 75,7 % de la superficie destinada a la agricultura
en toda el area considerada. La mayor parte de la superficie ganadera de toda la cuenca
alta ocupa recursos de bajo valor nutritivo como son el campo natural y las sierras. La
labranza convencional, el control quimico de malezas, el uso de fungicidas y la
fertilizacion son las tecnologias mas adoptadas (Aduriz y col.,, 2003; Vazquez y
Fernandez, 2005; Gil y Campo, 2006, 2007). En la Tabla 1.5.1 (pagina 39) se presenta un
listado de las tecnologias mas frecuentemente utilizadas por los productores que tienen

relacion directa con algun tipo de degradacion y/o contaminacion de los suelos.

Figura 1.5.5.
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Tabla 1.5.1. Porcentaje de utilizacion de algunas tecnologias en las actividades agricolas y

ganaderas. Obtenida de Aduriz y col., 2003.

Tecnologias utilizadas Predios (%)

Control de la erosion hidrica 40.9
Labranza convencional 70.7
Siembra directa 36.1
Control quimico de la maleza 88.5
Control quimico de insectos 17.3
Control quimico de hongos 71.9
Fertilizacion 61.6

111
27.7
12.2
32.9
3.5
25.5
21.9

Superficie destinada
(%/Sup. Total)

Aduriz y col. (2003) realizaron un estudio durante los ciclos 1998, 1999 y 2000,

basandose en la hipotesis que la intensificacién de la agricultura, que se registra en

diversas regiones de nuestro pais estaria provocando la degradacién y contaminacion de

los suelos. Cuando este fendmeno ocurre en suelos con pendientes marcadas, como los

de la cuenca alta del rio Sauce Grande, es muy probable que se produzca un arrastre de
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Figura 1.5.6. Desembocadura del arrO;/o Piedra azul en el arroy El negro.

contaminantes fisicos y quimicos hacia el rio y, por ende, hacia el dique Paso de las

Piedras. En ese estudio se determinG que, en el promedio general de la cuenca alta del

rio Sauce Grande la superficie utilizada por la agricultura es del 28 %

ganaderia ocupa el 72 % restante, por lo cual se

predominantemente ganadera. En los resultados de ese andlisis, que

la puede

mientras que la
clasificar como

abarcd sélo un

trienio, se observd una clara tendencia hacia la ganaderia respecto de la agricultura y
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muestran que no hubo incremento de la actividad agricola en ese periodo, por lo tanto los
autores concluyeron que no se produjo un efecto creciente de contaminacion de las aguas
del rio Sauce Grande durante el periodo mencionado.

En el momento del inicio de las campafias a la zona de colecta, afio 2004, aunque
se observaba un cambio hacia la incorporacion de nuevas tierras a la agricultura, la
condicion del &rea era la planteada por Aduriz y col. (2003), pero a lo largo del desarrollo
de las sucesivas campafias en el curso de los siguientes 5 afios, el aumento del area

cultivada se hizo evidente.

Figura 1.5.7 Arroyo El Negro.
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CAPITULO VI
FUNDAMENTOS DE LA ELECCION DEL TEMA

Las distintas actividades humanas estan generando cambios en la estructura y la
calidad de los ambientes de agua dulce.

La expansion urbana y de las actividades agropecuarias traen asociadas
consecuencias como, la canalizacion de limnétopos, la industrializacion, el aumento de
sistemas de transporte y de produccién de energia, la sobreexplotacién de recursos y el
exceso de poblacion, desencadenando el deterioro y la modificacion de los ambientes
naturales. Todo esto atenta contra los ambientes naturales, produciendo la fragmentacion
del habitat, la reduccién significativa de la fauna autéctona, y finalmente el
desplazamiento de poblaciones naturales (Natale, 2006).

Para realizar un manejo integral, uno de los puntos mas importantes a tener en
cuenta es generar informacion que tienda a responder interrogantes relacionados con el
impacto que tienen las acciones antropogénicas sobre los recursos de una cuenca, los
factores abioticos (suelo, agua, aire), bidticos y los factores culturales y socioeconémicos.

Entre las actividades antropicas que impactan sobre el ambiente se destaca la
liberacion de poluentes, los que ejercen efectos directos e indirectos sobre la biota. El
efecto directo que surge como emergente de la accion de los téxicos sobre los diferentes
niveles de complejidad es la reduccién de la biodiversidad. Los efectos directos varian con
la intensidad y la duracién de la exposicion al toxico, generando diferentes respuestas en
la biota, y los criterios predictivos para estimar los riesgos y establecer los niveles
permisibles de contaminacién se basan principalmente en la respuesta de las especies.
Estos criterios se derivan de los test de toxicidad en los que se expone una especie
modelo a un toxico a evaluar.

Los poluentes pueden, sin embargo, ejercer efectos sobre las especies tolerantes
por una serie de mecanismos ecolégicos. Tales efectos se denominan efectos indirectos
(o secundarios). Los efectos sobre las cascadas tréficas (los efectos indirectos mediados
por interacciones consumidores-recursos) son un tipo de efecto indirecto bien estudiado, y
son generalmente consideradas en términos de las interacciones “top-down” (influencia
del predador sobre los niveles tréficos mas bajos) y “bottom-up” (influencia de nutrientes-
alimento-presa sobre los niveles troficos mas altos). Algunos sistemas acuaticos

responden a ambos tipos de interacciones, bottom-up y top-down. Los efectos directos de
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los contaminantes sobre las especies sensibles pueden alterar las interacciones de
competicion dentro de los grupos resistentes de las comunidades de productores y
consumidores. Las influencias directas de los contaminantes sobre herbivoros (por
ejemplo, a través de la letalidad o alteraciones en el comportamiento, que se expresan a
nivel de comunidad mediante un descenso en la produccién) pueden llevar a una cascada
de efectos indirectos sobre especies resistentes en otros niveles troficos. Ademas, los
téxicos pueden influir directamente sobre especies ‘keystone facilitator o ‘foundation’
(especies que afectan a otras especies a través de sus modificaciones en el ambiente), y
con ello dar lugar a cambios en la abundancia de especies asociadas (Fleeger y col.,
2003).

Los estudios realizados han demostrado que, dentro de los organismos acuaticos,
los invertebrados son mas sensibles que los vertebrados (Natale, 2006). Se debe
considerar que los bioensayos para evaluar los efectos ecotoxicolégicos en invertebrados
han sido focalizados principalmente en organismos productores y consumidores, y en
mucha menor medida en relaciones interespecificas. Aunque en los Ultimos 15 afios
aumentod la informacién en lo que se refiere a los efectos de diferentes tdxicos sobre
parasitos (Bergey y col., 2002; Donkin y Williams, 1995; Gheorghiu y col., 2007; Lafferty,
1997; Mackenzie, 1999; Sures y col., 1999; Sures, 2004, 2008; Zuk y col., 1997), la misma
es aun escasa.

Los gordiidos, por las particularidades de su ciclo de vida, juegan un rol importante
en el ecosistema, permiten una conexion entre los cuerpos de agua dulce y los
ecosistemas terrestres que los rodean, ya que este grupo incluye en su ciclo de vida
estadios dulceacuicolas, los embriones, las larvas y los adultos, que pueden ser las
presas de distintos organismos (Cochran y col. 1999; de Villalobos, y col., 2008; Kinziger y
col.,, 2002; Ponton y col., 2006; Ruiz y Figueroa, 2005), y los juveniles, que parasitan
principalmente insectos terrestres.

En el mundo se han inventariado 360 especies vivientes de Gordiida, de las cuales
46 integran la biodiversidad de nuestros humedales. En la actualidad la biodiversidad
global esta en crisis debido a la actividad humana sobre los ambientes naturales, y los
gordiidos en particular no escapan a esta realidad, ya que muchas especies pueden estar
en peligro de extincion debido a la alteracion de los ambientes donde viven. Muchos de
los ecosistemas terrestres que rodean los cuerpos de agua dulce en que se encuentran
los Gordiida han sido modificados en los ultimos afios debido a las distintas actividades

antropicas, de las cuales podemos destacar la actividad agricola ganadera. Junto a este
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hecho se debe destacar que durante los afios previos al inicio de esta tesis se observo
una disminucién de la abundancia del grupo en varios cuerpos de agua de la cuenca del
Sauce Grande. Por tanto, se plantea la posibilidad de que las modificaciones de los
habitats estén afectando la supervivencia del grupo, ya que los distintos estadios de vida
libre (los huevos, las larvas y los adultos) pueden estar expuestos directamente a los
contaminantes. En consecuencia se hace imprescindible evaluar la sensibilidad de este
grupo a distintas variables que puedan afectarlos. Esta realidad amplia necesariamente
los estudios bioldgicos de los gordiidos hacia su evaluacion ecotoxicoldgica, produciendo
informacion sobre la viabilidad de un grupo que cumple un importante rol en el biocontrol
de insectos de interés médico y agronémico, generando una nueva vision al tratarse de un
grupo parasito acuatico con progresion en el ambiente terrestre.

Si los gordiidos son sensibles a los poluentes, padeciendo los efectos directos de
los mismos, es factible que, debido a su posicién en el ecosistema, jueguen un rol
importante en los efectos indirectos de los poluentes sobre otras especies.

La eleccion del area de Sierra de la Ventana estd estrechamente ligada al hecho
de que auln conserva zonas dentro de la cuenca que podemos considerar pristinas, a
pesar que coexisten con una importante presién antropica, debido a una extensa actividad
agropecuaria (Informe Ediciones INTA, 2002), lo que permite suponer posible
contaminacién por agroquimicos de algunos cuerpos de agua de la region, tanto por
vertido directo como por efecto de deriva; sumado al hecho de que los arroyos de la zona
reciben descargas domiciliarias.

Chordodes nobilii se seleccion6 como la especie tipo para estos estudios
considerando que, en cuanto a su ocurrencia es la mas representativa en la zona (de
Villalobos y col. 2004). Finalmente, otro punto importante a considerar es que C. nobilii es

una especie nativa.
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CAPITULO |
PLANTEO DE HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En funcion de lo antedicho, en el capitulo VI de la seccién anterior, acerca de la
disminucion de la abundancia del grupo en varios cuerpos de agua de la cuenca del
Sauce Grande (como el arroyo San Bernardo, rio Sauce Grande), y plantedndose la
posibilidad de que los estadios de vida libre estén expuestos directamente a

contaminantes se genero la siguiente HIPOTESIS:

Los Gordiida (Nematomorpha) son vulnerables a la disminucién de la calidad del
agua de su ambiente. El estrés ambiental altera el normal desarrollo del grupo, afectando
su capacidad de infeccion y abundancia en los ambientes acuaticos donde se desarrollan.

OBJETIVOS

Para probar la hipétesis planteada se propone el siguiente objetivo:

Evaluar en distintas etapas, huevo, larva y adulto, del ciclo de vida de una especie
de Gordiida, Chordodes nobilii el grado de sensibilidad a variables ambientales y al estrés
causado por exposicién a contaminantes.

Se establecen los siguientes objetivos particulares:

> Disefiar un protocolo de ensayo adecuado para este grupo en particular,

considerando las distintas etapas que presentan durante el ciclo de vida.

2 Seleccionar puntos finales compatibles con el ciclo de vida del grupo vy el tipo

de bioensayo.

> Evaluar la capacidad de los puntos finales seleccionados para informar acerca

de la sensibilidad de Chordodes nobilii a estrés por exposicidn a toxicos.

44



Cecilia L. Achiorno Seccion Il Capitulo |

2> Establecer el rango de tolerancia térmica en las distintas etapas del ciclo de
vida (desarrollo embrionario, larvas y adultos).

> Evaluar mediante el uso de bioensayos disefiados a tal fin el efecto sobre las
diferentes etapas del ciclo de vida de Chordodes nobilii a la exposicion a
Tres toxicos referentes

Tres plaguicidas

2> Evaluar si los estadios preparasitarios de C. nobilii mantienen su sensibilidad a

los plaguicidas en agua de su ambiente natural.

2> Determinar la capacidad de esta especie de actuar como bioindicadora de

contaminacion.

A partir de los resultados obtenidos durante el desarrollo experimental de esta

Tesis surgieron preguntas que determinaron el planteo de objetivos adicionales:

>» Establecer la linea de base para la capacidad infectiva de esta especie, a

partir de los resultados obtenidos para los controles durante la realizacion de bioensayos.

Determinar si existe variabilidad en la capacidad infectiva y que factores

influyen sobre ésta.

> Determinar sensibilidad diferencial entre los estadios preparasitarios a los

diferentes téxicos y a la temperatura.
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS

Este capitulo se divide en:

Metodologia en Campo, Metodologia en Laboratorio, y, Bioensayos
METODOLOGIA EN EL TRABAJO DE CAMPO

La actividad de campo consistio en la colecta de los adultos, asi como en la toma
de muestras de agua y sedimento, y medicion de parametros fisicoquimicos.

Desde el 2005 hasta el 2009, se realizaron viajes de campafia a la Region de la
Ventania donde se efectuaron muestreos en arroyos de primer y segundo orden
pertenecientes a la cuenca alta del rio Sauce Grande.

Los adultos de Chordodes nobili se colectaron en los meses de marzo. La
seleccion de los sitios de colecta se realizé considerando que los mismos tuvieran el
menor impacto antrépico posible (Figura 2.2.1, pagina 47). Entre estos arroyos se pueden
mencionar, el arroyo El Negro, Piedra Azul, El Loro, Las Tunas y El Atravesado. La
colecta se efectué mediante técnicas manuales, coladores, redes de alambre, vy
mosquitero de malla fina. Los adultos capturados se trasladaron al laboratorio separados
en recipientes, segun los arroyos de origen, en cadmaras refrigeradas.

La determinacién taxon6mica de los adultos de Chordodes nobilii se efectué segln
de Villalobos y Zanca, (2001).

En las distintas campafias se determinaron parametros fisicoquimicos del agua
mediante censores portatiles. La temperatura se registré con un termémetro de mercurio
con escala a la décima de grado. Mediante sondas intercambiables de un censor ATC
Probe, SPER Scientific Ltd., se midi6 el pH en unidades de pH con un rango de 0 - 14, la
conductividad (C) en unidades de ms con un rango de 0.2 — 1.999, sélidos totales
disueltos (TSD) en unidades de mg/L con un rango de 132 — 1320 y el oxigeno disuelto

(OD) con unidades de mg/L con un rango de 0 - 20.
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Figura 2.2.1. Colecta de adultos en el arroyo Piedra Azul.

Las muestras de agua y sedimento e tomaron en distintos puntos del rio Sauce
Grande de acuerdo a procedimientos protocolizados (APHA 1992, IRAM 2003), las que se

trasladaron al laboratorio, para su analisis.
METODOLOGIA EN EL TRABAJO DE LABORATORIO

Mantenimiento de los individuos colectados en el campo

El mantenimiento de los individuos colectados y los bioensayos se realizaron en la
Unidad de Servicios en Bioensayos y Diagnosticos Ecotoxicolégicos (SERBYDE),
Facultad de Ciencias Naturales y Museo, Universidad Nacional de La Plata (UNLP) y en el
Laboratorio del Programa de Ecofisiologia Aplicada (PRODEA), Departamento de
Ciencias Basicas, Universidad Nacional de Lujan.

En el laboratorio, los adultos se mantuvieron en los recipientes en los que fueron
transportados, a los que paulatinamente se les fue cambiando el agua de los arroyos por
agua potable, libre de cloro. Se mantuvo a los adultos con aireadores y a temperatura
regulada (23+ 2° C), a la espera de la formacion del nudo gordiano y copula. Luego de las
cbpulas, se aislaron las hembras en peceras individuales hasta la oviposicion (Figura
2.2.2, pagina 48).
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Figura 2.2.2. Se observa una hembra realizando la oviposicién sobre la superficie inferior de la
piedra.

Medicion de parametros fisico-quimicos de agua y sedimento del rio
Sauce Grande (SG)

En el laboratorio de PRODEA en las muestras de agua se midié conductividad
(conductimetro portatii Hanna HI9033), pH (pHmetro Orion), OD (oximetro Hanna
HI9142) dureza (método volumétrico con kit comercial, Aquamerck), amonio (método del
azul de indofenol) y fosforo reactivo soluble (método del acido ascorbico) (APHA 1995).
La determinacion de las concentraciones de plaguicidas organoclorados vy
organofosforados, se analizaron en el Ilaboratorio Proanalisis S.A., mediante
cromatografia gaseosa. Para la determinaciéon de los primeros se utiliz6 el método GC-
ECD, y en el caso de los organofosforados el método utilizado fue GC-NPD con una
sensibilidad de 0.03 pg/L, y 0.02 pg/L respectivamente.

Las concentraciones de metales pesados fueron determinadas por espectrometria
de absorcion atomica (Método 3111B), en el laboratorio del CIDEPIN.

BIOENSAYOS

DISENO DE LOS PROTOCOLOS DE ENSAYO
Uno de los primeros desafios de este trabajo de investigacion fue la falta de

antecedentes en la evaluacion ecotoxicoldgica del Phylum Nematomorpha. Se realizaron
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ensayos preliminares para establecer el rango de sensibilidad de adultos, huevos y larvas
a distintos contaminantes determindndose asi un protocolo de ensayo basico.

El disefio de los bioensayos tom6 como referencia a los realizados con los
primeros estadios de vida de diferentes organismos (Bellas y col., 2003, Measures, 1996,
Popham y Webster, 1979; Samailoff y col., 1980, etc), y los lineamientos para bioensayos
de toxicidad con especies estandarizadas (USEPA, 1994) y con especies nativas (Ferrari
y col., 1989, 1997, Ferrari y col., 1998; Demichelis y col., 2001). En funcion del analisis de
los datos bibliograficos y de las caracteristicas particulares de los gordiidos se protocolizé
un disefio experimental para la especie de ensayo y se seleccionaron las etapas del ciclo
de vida a utilizar en los mismos.

Se plantearon ensayos de tipo estatico, en ambiente de temperatura y fotoperiodo
controlados (camara de incubacion con temperatura, humedad y fotoperiodo
programables). Los controles se realizaron en agua reconstituida (Weber, 1993) de
dureza comparable a la del medio natural. En la figura 2.2.4 (pagina 53), se muestra un
diagrama representativo de los bioensayos realizados con huevos y larvas de Chordodes

nobilii.

BIOENSAYOS CON EMBRIONES

A partir de las puestas realizadas por hembra se toman muestras de las ristras de
huevos y se observan a Microscopio 6ptico (Wild Heerbrugg) para determinar estado de
desarrollo. Si en las muestras se encuentra una gran proporcion de blastulas, se separan
segmentos de la ristra de aproximadamente 2 mm de longitud, que incluyen
aproximadamente 4000 huevos. Cada segmento es fragmentado y corresponde a la
biomasa inicial por réplica de cada ensayo.

El ensayo con embriones involucra 3 fases o etapas: Exposicion, Post-Exposicion

e Infeccién Experimental (Figura 2.2.3, pagina 52).

1) Exposicion: durante 96 hs a la variable considerada. Al finalizar se exponen
los huevos a condiciones control.

2) Post — Exposicién: de tiempo variable en funcién del grado de avance del

desarrollo embrionario hasta que una proporcion no inferior al 50% alcance el estadio de

Larva Libre.
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Semanalmente, se toman muestras de los segmentos expuestos y de los controles
para determinar el estado de desarrollo de los embriones. Si se observan larvas libres en
la muestra, se contabilizan los embriones viables (larva en huevo y larva libre) y
embriones no viables (ENV). Cuando la proporcion de larvas libres alcanza el 50% se
continla con la siguiente etapa. Esta practica se realiza para todos los tratamientos.

Las observaciones se realizan de la siguiente manera. A un aumento de 10X3 se
ubica la muestra en el portaobjeto, luego se aumenta a 10X10 se selecciona un sector de
la muestra al azar, entonces se procede a aumentar hasta 10X40 y se contabilizan 25
individuos (embriones o larvas), a los que se determina estadio de desarrollo embrionario.
No se contabilizan huevos vacios como larvas libres (LL) ya que si los huevos se
encuentran vacios no necesariamente puede deberse a la eclosion de las larvas. Los
huevos que presenten anormalidades, como material celular destruido, que se encuentren
retraidos, etc., se denominan embriones no viables (ENV). Contabilizados los primeros 25
individuos, se disminuye el aumento hasta 10X3 nuevamente, se selecciona otro sector al
azar y se repite la operacion 3 veces mas, hasta que se alcance el nimero total de 100
individuos/réplica. En los ensayos realizados en esta tesis se utilizaron tres réplicas por
tratamiento, por lo tanto, se contabilizaron un total de 300 embriones por cada
tratamiento.

La etapa de post-exposicion finaliza cuando la cantidad de LL en la muestra es >
50% (aproximadamente 25 dias).

Esta metodologia fue elegida porque los embriones de los Gordiida que se
encuentran en la misma ristra de huevos pueden desarrollarse a ritmos distintos
(Montgomery, 1904; Dorier, 1930; Zanca y col., 2007).

3) Infeccién Experimental: exposicion del hospedador a larvas de Chordodes

nobilii durante 72 hs.

Debido a la escasa movilidad de las larvas, para determinar su viabilidad se
evalla la capacidad infectiva de las larvas mediante un indice de infeccion.

Como hospedadores en esta Tesis se utilizaron larvas de A. aegyptii (Diptera), en
segundo y tercer estadio, obtenidas en laboratorio (CEPAVE o CIPEIN - CITEFA).

La muestra del segmento conteniendo un porcentaje > 50% de LL de C. nobilii se
coloca en recipientes con 12 ml de agua declorinada, con germen de trigo como alimento
para las 30 larvas de A. aegyptii (de Villalobos y col., 2003a) colocadas en ese recipiente.
Durante 72 hs se mantienen en contacto a las larvas de C. nobilii con los hospedadores.

Al finalizar la tercera etapa se fija a los hospedadores en alcohol, para observarlos
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posteriormente en microscopio Optico y determinar si fueron infectados por las larvas de
C. nobilii, se considera que la larva de C. nobilii infect6 si se la encuentra en el hemocele
(Figura, 2.2.4, pagina 53). Para la observacion y conteo de larvas infectactanes por
hospedador a microcopio, y a fin de optimizar la objetividad del observador se aplico la
modalidad de "experimento ciego".

La viabilidad de las larvas eclosionadas se evalia mediante el indice de infeccion,
Infection Index Mean Abundance, IIMA (Bush y col., 1997), que consiste en la division del
total de larvas de C. nobilii que lograron infectar por el total de hospedadores observados.

Los puntos finales considerados son: la inhibicion del desarrollo embrionario,
mediante la proporcion de Embriones No Viables (ENV), al finalizar la segunda etapa
experimental, y el poder infectivo de las larvas que eclosionaron (IIMA-E), al finalizar la

tercera etapa experimental.

El bioensayo sobre el desarrollo embrionario de C. nobilii se considera valido

cuando la proporcion de ENV en el grupo control es < 10%.

BIOENSAYOS CON LARVAS

Las piezas de las ristras de huevos se mantienen en recipientes con agua
corriente declorinada hasta que los embriones alcanzan el estado de larva libre (LL).
Luego de observar muestras de las posturas, confirmando una proporcién de LL = 50%,
se inicia el bioensayo. La metodologia inicial es la misma que la descripta para el
bioensayo de desarrollo embrionario.

El protocolo experimental consiste en dos periodos consecutivos:

Exposicion: El tiempo de exposicion es de 48 hs. El procedimiento y las condiciones

experimentales, son los mismos que para los bioensayos de desarrollo embrionario.

Infeccion Experimental: exposicion del hospedador (larvas de Aedes aegyptii) a larvas de

Chordodes nobilii durante 72 hs. El procedimiento es el mismo que el seguido en el caso

de desarrollo embrionario para el tercer periodo.
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ENSAYOS CON ENSAYOS
EMBRIONES CON LARVAS

i} Postura =

Ristras de huevos )
con alta proporcién Ristras de huevos con

de alta proporcion de
BLASTULAS LARVAS LIBRES (LL)

Segmentos de ristras de 2 mm (+ 4000 individuos)

Fracciongmiento del segmento para cada réplica

Exposicion 96 h Exposicion 48 h

Traspaso a control

Determinacion periédica
del estado de desarrollo
hasta
presencia de larvas libres

(+50% LL)

Exposicién de Larvas de Aedes aegyptii aLL durante 72 h

El bioensayo se considerd
vélido
si la proporcion de ENV en
el control era < 10.

El bioensayo se consideré
valido
Determinacion de viabilidad de larvas mediante si el lIMA en el control era > 2.

INDICE DE INFECCION (IIMA)

Figura 2.2.4. Esquema del desarrollo de los bioensayos para los estados preparasitarios de
Chordodes nobilii.
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Estos bioensayos se consideran validos cuando el [IMA del grupo control es = 2.

Se consideré este valor luego de evaluar distintas infecciones realizadas en el laboratorio

con muestras de C. nobilii que se mantuvieron en condiciones control.

_Laryasdefc, )
nobilii -

g Z‘J 1,_‘ .<‘;, » \
- . v . . , 1R ‘ % 874 x
Figura 2.2.4. Larvas de Aedes aegypti infectadas con larvas de C. nobilii, en el abdomen (A) y en
los sifones respiratorios (B).

BIOENSAYOS CON ADULTOS

Para evaluar la supervivencia de los adultos se emplea un ensayo agudo, de 96 hs de
exposicién. Se utilizan recipientes con capacidad de 500 ml, con hasta 10 individuos por
réplica. Cada 24 hs se controla la supervivencia de los individuos, la cual se evalla en
funcion de su normal actividad (natacion, arrollamiento). Al finalizar el tiempo de
exposicion, los individuos expuestos se colocan en condiciones control. Se considera a
los individuos muertos si adn luego de 48 hs en medio control no responden a estimulos
mecanicos. El ensayo se considera valido cuando la mortalidad en el grupo control es < al
10%.
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BIOENSAYOS REALIZADOS CON TOXICOS

Bioensayos con Embriones y Larvas: los tratamientos y controles fueron
testeadas bajo condiciones semiestéticas (el medio fue renovado parcialmente cada 24
hs, para el recambio se procedio utilizando pipetas Pasteur descartables) y en oscuridad,
para evitar la eventual fotodegradacion del téxico. El volumen empleado para las
soluciones de ensayo y control fue de 1.5 ml, resultando en una densidad de 2500 a 3000
huevos/ml aproximadamente. Se utilizaron 3 réplicas por tratamiento. Finalizado el tiempo
de exposicion el medio fue remplazado totalmente por medio control (agua reconstituida o
agua del medio natural) (Figura 2.2.5).

Figura 2.2.5. Recambio del medio de ensayo por medio control

Bioensayos con Adultos: se utilizaron recipientes de polipropileno conteniendo
500 ml de solucién, ya sea para el medio de ensayo o el medio control (agua dura
reconstituida), con cuatro réplicas conteniendo 5 machos cada una. Para evaluar la
letalidad al téxico se realizé un bioensayo de toxicidad aguda estatico, que fue realizado
siguiendo el procedimiento de ensayo limite (Baird y col., 1996).

La evaluacion de ecotoxicidad en adultos se limité solo al ensayo con Glifosato
debido al escaso numero de ejemplares con los que se contaba, en relacion al nimero
necesario para evaluar el efecto de un téxico de manera adecuada. Al momento de de
iniciar los estudios de ésta Tesis se carecia de conocimiento biolégico suficiente sobre la
dindmica de las poblaciones naturales de C. nobilii, por consiguiente, extraer una gran

cantidad de ejemplares de su ambiente para realizar ensayos de letalidad en laboratorio,
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podria causar una presibn sobre la poblacion potencialmente riesgosa.
Consecuentemente, al priorizar el hecho de mantener la poblacion natural no se realizd

una extraccion masiva de ejemplares del medio.

El disefio utilizado para evaluar la exposicion a tdxicos se sustenta en la hipoétesis
gue la exposicién en un ambiente natural a contaminantes de origen antrépico es difusa y
puntual. En el caso del desarrollo embrionario, la exposicién se limita solo a un porcentaje

de +15% (un porcentaje muy pequefio) del tiempo total necesario para completarlo.

En la tabla 2.2.1 (pagina 56), se muestran las condiciones de evaluacion,

resumidas, utilizadas en los bioensayos.
Toxicos ensayados
Toéxicos de referencia (calidad pro analisis):

®»  Dodecil Sulfato de Sodio (DSS) Fluka. Nimero CAS 151-21-3. Nombre

IUPAC dodecilsulfato sodico. Férmula molecular NaC15,H25S04

®»  Cromo, como Cromo hexavalente, (Cr®"), Sigma, Nimero CAS 7778-50-9,
Nombre IUPAC Heptaoxodicromato (V1) de potasio, Formula molecular K,Cr,O5.

®»  Cadmio, como Cloruro de cadmio, (Cd?"), J.T. Baker, Nimero CAS 10108-
64-2, Formula molecular Cl,Cd 2H20.

Pesticidas

®»  Glifosato, grado técnico, 95% de pureza (Gly i.a.)

®»  Glifosato, Formulado, como &acido puro 35.2% (p/p) y como sal de
isopropilamina 47.5%, (p/v) (Gly-F).

» Malatién, Formulado, 100% en formulacion, (FSM).

» Carbendazim, grado técnico, 98% de pureza.

Los pesticidas fueron donados por el Area de Laboratorio de Formulados y
Fertilizantes de SENASA y por Félix Menendez SRL.

Los ensayos con téxicos referentes utilizaron como medio de dilucibn agua

reconstituida dura (EPA) con la siguiente composicién (mg/L): 192 NaHCO3, 120 CaS0,.2
H,0, 120 MgSQy, 8 CIK, pH 7.6-8.0, dureza 160-180 mg/L como CO3;Ca (Weber, 1993).
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Los ensayos con pesticidas se pueden dividir en aquellos realizados con agua
reconstituida (EPA) y aquellos realizados con agua del rio Sauce Grande (SG). En todos
los ensayos realizados con SG se corrié paralelamente un control en medio EPA.

En todos los casos se prepar6 una solucion stock, en agua destilada, a partir de la
cual se realizaron diluciones con el medio de ensayo (EPA o SG) y se realizé la valoracion
analitica de las soluciones.

Las concentraciones nominales y analiticas para las soluciones madre de los
toxicos utilizados en los ensayos se listan en la tabla 2.2.2 (pagina 57), en tanto que en la

tabla 2.2.3 (pagina 57) se indican las concentraciones nominales ensayadas.

Tabla 2.2.1 Resumen de las condiciones de evaluacion usadas en la realizacién de los bioensayos
para determinar la sensibilidad de los estadios preparasitarios de Chordodes nobilii.

) _ Condiciones
Parametros Bioensayos

Bioensayos Embriones Bioensayos Larvas
_ _ _ _ _ Renovacion
Tipo de Bioensayo Renovacion semiestatica .
semiestatica
Duracién del Bioensayo + 30 dias 5 dias
Duracioén de la Exposicion 96 horas 48 horas
Temperatura 23x1°C 23%1°C
Foto periodo Oscuridad Oscuridad
Tipo de recipiente usado Eppendorf de 3 ml Eppendorf de 3 ml
Volumen de la solucion 1.5mi 1.5ml
Renovacion Parcial de la o o
. Diariamente Diariamente
solucion
Estadio de los organismos en el
o Blastula Larva
inicio
Densidad de organismos +2500/ml +2500/ml
Replica tratamiento 3 3
Medio de Dilucion Agua reconstituida Dura  Agua reconstituida Dura
Régimen de alimentacion Ninguno Ninguno
Punto Final %ENV; [IMA-E [IMA-L
Condicidén de aceptacion %ENV < 10; IIMA-E > 2 IIMA-L > 2
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Tabla 2.2.2. Concentraciones nominales (CN) y analiticas (CA) de las soluciones madre en mg/L.
Para los plaguicidas la concentracion se expresa como mgredlente activo. * CA de los ensayos con
embrlones en medio EPA y SG, y con larvas en medio EPA; CA del ensayo con larvas en medio
SG; ° CA de los ensayos con embriones en medio EPA y SG; 4 CA de los ensayos con larvas en
medio EPA y SG; ° CA para los ensayos con embriones y larvas en medio EPA y embriones en
medio SG, 'CA para el ensayo con larvas en medio SG.

Concentracion Concentracion

Toxico Nominal Analitica
Glifosato 370,53 334.1%; 390.2°
Carbendazim 2.5 2.8% 2.35¢
Malation 100 73% 157
DSS 100 -
Cd 1000 -
Cr 1000 -

Tabla 2.2.3. Concentraciones nominales de las soluciones ensayadas.

Toxico Concentraciones Nominales Ensayadas (mg/L)
Glifosato (i.,a.y F) 0.07 0.40 0.75 15 3 6
Carbendazim 0.01 0.02 0.04 0.075 0.16 0.32
Malation 0.05 0.075 0.1 0.15 0.3 -
DSS 0.1 0.5 1 2 4 8
Cd 0.5 1 2 4 8 -
Cr 0.5 1 2 4 8 -

Las determinaciones analiticas de las soluciones madre de Glifosato fueron
realizadas por cromatografia i6nica con columnas cromatograficas AG4-AS4 en
INQUIMAE-FCEN-UBA. Las concentraciones analiticas de las soluciones madre de
Malatién y Carbendazim fueron determinadas en Proanalisis, S.A.

Las concentraciones efectivas de Cd™ y Cr'® fueron determinadas mediante
espectrometria de absorcién atbmica (Método 3111B, APHA, 1999) en CIDEPIN-CIC, Las
concentraciones efectivas de DSS se determinaron mediante un ensayo de azul de
metileno de sustancia activa, en Proanalisis S.A. Los limites de deteccién fueron de 0.05,

0.1y 0.05 mg/L para Cd*?, Cr*® y DSS respectivamente.
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PUNTOS FINALES
Los puntos finales considerados para los andlisis estadisticos son:
4 Proporcién de Embriones No Viables (ENV).
4 [IMA-E: indice de infeccion para las larvas provenientes de ensayos de
desarrollo embrionario
4 lIMA-L: indice de infeccion para larvas expuestas (bioensayos de larvas).
4l Supervivencia de adultos.

4l Clso: concentracion inhibitoria del 50%

BIOENSAYOS PARA EVALUAR TOLERANCIA TERMICA

En este caso se efectuaron algunas modificaciones a los protocolos
experimentales seguidos. En el caso de los ensayos con embriones y larvas, se modifico
el recipiente y el volumen del medio de ensayo, ya que cada segmento se colocd en un
recipiente con 12 ml de agua corriente declorinada (densidad: 292 individuos/mL). En el
ensayo con adultos se utilizaron recipientes de vidrio, en los que se colocaron 10 adultos
por réplica. Se emplearon dos réplicas por temperatura a evaluar. Previo al inicio de cada
ensayo los adultos se aclimataron a la temperatura control (23 +1 °C) durante 7 dias. La
exposicion a la temperatura de ensayo fue aguda.

Segun la temperatura a ser evaluada (Tabla 2.2.4), se utiliz6 una cdmara de cria,
para determinar sensibilidad a altas temperaturas, y un refrigerador para determinar la
sensibilidad a temperaturas bajo cero. El grupo control se mantuvo a temperatura
constante (23+2°C).

Cumplido el tiempo de exposicidn (96 horas para embriones y adultos, y 48 horas
para larvas) los recipientes conteniendo los grupos expuestos se colocaron a la
temperatura control durante 24 horas. Se debe hacer la salvedad de que en el caso del

ensayo con adultos, las temperaturas evaluadas de 38.5 y 40.5 °C fueron consecutivas.

Tabla 2.2.4. Temperaturas ensayadas.

Estadio Temperatura evaluada (°C)
Desarrollo embrionario -3; 40.5

Larvas -3; 40.5

Adultos -3; 38.5; 405
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EVALUACION ESTADISTICA

En los ensayos de efecto de estrés térmico la significatividad estadistica respecto
de los controles, se evalu6 mediante prueba t. En tanto que, en los restantes ensayos,
para evaluar diferencias significativas entre control y expuestos se utilizé ANOVA de un
factor con comparaciones posteriores de Tukey.

Para determinar la existencia de un efecto concentracion dependiente se
realizaron analisis de regresion solo para los grupos expuestos (en vista de las marcadas
diferencias con controles desde la minima concentracién ensayada)

Todos los analisis se realizaron previa verificacion de los supuestos de normalidad
y homogeneidad de varianza de la poblacion de datos mediante la utilizacién de los test
de Shapiro-Wilk y de Levene (Zar, 1996). Si los datos no mostraban distribucion normal o
no se comprobaba homogeneidad de varianzas, se realizaron transformaciones para
cumplir con los supuestos. Se utilizaron las transformaciones, logaritmica, raiz cuadrada y
arco seno (Zar, 1996; Sokal y Rohlf, 2002). Si los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianza no se cumplian, se realiz6 la prueba no paramétrica de
Kruskal Wallis. La representacion grafica se realizé con la variable sin transformar. Todos
los andlisis estadisticos se realizaron a un nivel de significatividad de 0.05.

Se utilizaron los paquetes estadisticos InfoStat y SPSS.

Para evaluar la sensibilidad entre estadios a una misma variable (temperatura, y
téxico), y para evaluar el efecto del medio en la toxicidad de los plaguicidas, se realizaron
comparaciones entre tratamientos cotejables. Para las comparaciones, los datos se
analizaron utilizando la prueba t o la prueba de Mann Whitney, segun cumplieran con el
supuesto de normalidad o no.

Las concentraciones inhibitorias medias (Clsg) para cada punto final en cada
bioensayo, fueron calculadas por el método de interpolacion linear, recomendado por
USEPA, usando el software ICp (Versién 2.0) (Norberg-King, 1993).

Para el punto final, ENV, la Clso fue definida como la concentracion del téxico que
resulté en un 50% de desarrollo anormal de embriones. Para el punto final, IMA-E, la Clsg
fue definida como la concentracién del téxico que resultdé en un 50% de la disminucién de
la capacidad infectiva de las larvas eclosionadas de huevos expuestos. Para el punto final
IIMA-L, la Clso fue definida como la concentracion del toxico que resulté en un 50% de

supervivencia de las larvas expuestas.
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Consideraciones acerca de la Seccion lll Resultados

El orden en que se describen los resultados obtenidos de los bioensayos no
necesariamente es el que se ha seguido en el desarrollo experimental de esta tesis, pero
es el que mejor refleja la elaboracion de los resultados.

Al inicio de este estudio en relacién a la especie de ensayo (C. nobilii) solo se
contaba con informacién taxonémica, biogeografica y ciclo de vida. Es en este estudio en
el que se realizaron los primeros ensayos de infecciones de esta especie en laboratorio.
Es por ello que, de manera paraddjica, el primer capitulo surge como resultado del estudio
de los controles del total de ensayos realizados.

Durante el periodo de estudio se realizaron en total 40 bioensayos con huevos,
larvas y adultos de C. nobilii. De estos 40 bioensayos, los primeros 10 permitieron mejorar
el disefio del protocolo, establecer las condiciones de ensayo, y determinar rangos de
sensibilidad. De los restantes 30 bioensayos solamente 3 no cumplieron con los criterios
de aceptabilidad (embriones expuestos al Glifosato como formulado y al Cadmio, y larvas
expuestas al Carbendazim). En resumen en ésta seccion se exponen los resultados de 27

ensayos
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CAPITULO |
ANALISIS DE LA CAPACIDAD INFECTIVA DE
LAS LARVAS DE Chordodes nobilii

INTRODUCCION

El éxito de la infeccion es crucial para la supervivencia de los parasitos, y los
gordiidos no escapan a esta consigna. En este grupo las larvas que logran eclosionar
son las que potencialmente son capaces de infectar y la viabilidad de las mismas
estard dada por el éxito en la infeccion. Las larvas de los gordiida tienen la capacidad
de infectar durante aproximadamente una semana luego de la eclosion, a distintos
hospedadores, paratenicos 6 definitivos.

Teniendo en cuenta que hasta el momento la informacién sobre la capacidad
infectiva y el éxito reproductivo de los gordiidos es escasa (los estudios existentes
corresponden a especies del hemisferio norte basicamente), que no existe un estudio
gue analice la capacidad infectiva de las larvas de Chordodes nobilii en particular, y
gue esta informacién es muy importante para comprender los resultados obtenidos a
partir de esta Tesis, se hace necesario estudiar, analizar y determinar las
caracteristicas de la capacidad infectiva de la especie de estudio.

En el presente capitulo se exponen los resultados del andlisis de la capacidad
infectiva, de la variabilidad de la misma y los posibles factores que sobre ella inciden.
El estudio se basé en los resultados de los indices de infeccion (IIMA) obtenidos para

los controles utilizados en los ensayos realizados.
RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 3.1.1 (pagina 62) se muestran los pardmetros estadisticos
descriptivos y en la figura 3.1.1 (pagina 62) un analisis de frecuencia para los IIMA.
Como se desprende del analisis si bien la dispersion es elevada, casi el 50% de los
IIMAs se encuentran entre 1,56 y 4,87 (media de 3,21).
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Figura 3.1.1. Andlisis de frecuencia para la variable IIMA de los controles de todos los
bioensayos realizados, con su tabla. N = 90. En la tabla se muestran para cada clase el limite
inferior (LI), el limite superior (LS), la media (MC), la frecuencia absoluta (FA) y la frecuencia

relativa (FR).

Tabla 3.1.1 Estadisticos descriptivos para el indice de infeccién IIMA obtenido a partir de los
controles de la totalidad de los bioensayos realizados.

Estadistico

Media

Intervalo de confianza para la media al 95%

Mediana
Varianza

Desviacidn tipica

Minimo
Maximo
Rango

Amplitud intercuartil

Asimetria
Curtosis
Moda

N

Valor del

6.84

5.12
21.53
4.64
1.56
21.41
19.85
5.26
1.19
0.52
3.16
90

Estadistico

5.86 -7.81

La pregunta que surge a partir de este analisis es ¢Qué factor genera la

variabilidad? La gran variabilidad de los resultados obtenidos puede deberse a la

incidencia de distintos factores, principalmente: 1) las condiciones bajo las que se llevd

a cabo el desarrollo embrionario, 2) el medio de ensayo, y 3) la hembra que realizé la

puesta.
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1) Las condiciones bajo las que se llevd a cabo el desarrollo embrionario
variaron segun los huevos se destinaran a los bioensayos con embriones (E) o con
larvas (L). (Tabla 3.1.2)

2) El medio de ensayo: Los medios utilizados en los ensayos realizados sobre
el desarrollo embrionario y sobre las larvas fueron, agua reconstituida (EPA) y agua
del rio Sauce Grande (SG).

3) La hembra que realizo la puesta: Los embriones y larvas utilizados en cada
ensayo se obtuvieron a partir de una Unica hembra. La sumatoria de todos los ensayos
realizados implicé la participacién de huevos y larvas de diferentes hembras, en total,
15 hembras.

Tabla 3.1.2 Condiciones bajo las que se llevd a cabo el desarrollo embrionario de los individuos
utilizados en los bioensayos sobre las etapas preparasitarias.

Bioensayos con

Condiciones Bioensayos con Larvas

Embriones
Volumen del medio 1.5ml 4 litros
Oxigenacion Manual Aireadores
Cantidad aproximada de Muestras con 150 a 300
larvas expuestas al larvas Muestras con 2000 larvas

hospedador

Para encontrar la respuesta a la pregunta planteada se realizaron test
estadisticos (prueba de Mann-Whitney, prueba t y prueba de Kruskal-Wallis), a un
nivel de significancia de 0.05.

A partir de las figuras 3.1.2 a 3.1.3, se puede inferir que tanto las condiciones
bajo las que se llevo a cabo el desarrollo embrionario (Figura 3.1.2, pagina 64), como
el medio de ensayo (Figura 3.1.3, pagina 64), no generarian variabilidad sobre la
capacidad infectiva. En tanto que observando la figura 3.1.4 (pagina 65) se puede
inferir que la variable hembra si generaria variabilidad en la capacidad infectiva. Estas
inferencias se confirman luego de realizar las evaluaciones estadisticas (Apéndice I,
Tablas 1, 2y 3, pagina 131).

De los tres factores de variabilidad considerados, el Unico que influyd sobre la
capacidad infectiva es el factor hembra. Como se ve en la figura 3.1.4 (pagina 65), las
hembras demuestran poseer una gran variabilidad entre ellas, e incluso en algunas se

puede observar que la capacidad infectiva de su progenie es variable.
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Figura 3.1.2. indices de infeccion (IIMA) obtenidos para los controles agrupados segun las
condiciones del desarrollo embrionario de los ensayos de embriones (E) y larvas (L). Los
valores se expresan como media aritmética + ES.
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Figura 3.1.3. Indices de infeccién (IIMA) obtenidos para los controles de los ensayos de
desarrollo embrionario y larvas agrupados segun el medio de ensayo, agua reconstituida (EPA)
y agua del medio natural (SG). Los valores se expresan como media aritmética + ES.

Estos resultados son los primeros que se dan a conocer sobre la viabilidad de
las larvas de Chordodes nobilii, y demuestran que la gran variabilidad observada en la
capacidad infectiva probablemente se deba a la carga genética de la progenie. En este
sentido, es importante considerar que la modalidad de fecundacién del grupo, que
conlleva a que una misma hembra pueda ser fecundada por varios machos (May,
1919; Camerano 1915; Schmidt-Rhaesa, 1997), repercutiendo de este modo en una

mayor variabilidad genética de la progenie.
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Figura 3.1.4. indices de infeccién (IIMA) obtenidos para los controles de los ensayos de
desarrollo embrionario y larvas agrupados segin la hembra de la cual provenian los huevos.
En el eje x se muestran los nombres dados a las hembras. Los valores se expresan como
media aritmética + ES.

Los resultados que se muestran en este capitulo son de gran importancia al

momento de realizar las comparaciones entre ensayos. Como la variabilidad de la

capacidad infectiva se debe a las hembras, para realizar las comparaciones entre

tratamientos de diferentes bioensayos se tomd como modalidad de procedimiento

relativizar los valores de los IIMAs a sus respectivos controles.
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CAPITULO Il

EVALUACION DE LA SENSIBILIDAD DE Chordodes
nobiliit ATRES PLAGUICIDAS

INTRODUCCION

En la Argentina, un pais primordialmente productor, la frontera agropecuaria
continuamente en expansion cubre grandes superficies del territorio. Se estima que para
2016 habra 35.5 millones de hectareas cultivadas que permitirdn cosechar 116 millones
de toneladas de cereales, oleaginosas y cultivos industriales. Si ademas tenemos en
cuenta que en América del Sur el 31% de la cosecha de trigo se pierde a causa del
ataque de hongos, insectos, malezas, etc., y que, en el caso de la soja y el maiz las
pérdidas alcanzan el 32% vy el 44% respectivamente, es previsible que la aplicacion de
agroquimicos en general, y principalmente los fitosanitarios, aumentard de forma
importante en los proximos afos (Perez y Anastasio, 2006).

Una definicién de plaguicida es la que los considera como cualquier sustancia o
mezcla de sustancias que se utiliza para el control de plagas que atacan a los cultivos o
gue son vectores de enfermedades del hombre (Albert, 1997).

A diferencia de otros contaminantes ambientales los plaguicidas no llegan al
ambiente de manera accidental, son usados directamente sobre los agroecosistemas con
la intencién del control de plagas. El uso de los pesticidas a menudo requiere que su
aplicacion sea realizada sobre grandes areas de cultivo, resultando en una exposicién de
las areas adyacentes a los mismos (Connell, 1997; Dickson, 1994). Por tanto, existe un
riesgo potencial elevado de que los plaguicidas ingresen en los ambientes lindantes a los
cultivos tratados, particularmente a los cuerpos de agua dulce, con el consiguiente efecto
sobre su biota en general. El ingreso puede realizarse por deposicion atmosférica
(deposicion humeda de la lluvia y la neblina) luego de una aplicacion aérea, como
resultado de la dispersion en el aire y de ser transportado por los vientos, incluso a zonas

muy alejadas de la region en que se aplico.
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Los plaguicidas también pueden incorporarse a las masas hidricas
accidentalmente, por escorrentia superficial debido a las lluvias, asi como por infiltracién
hacia los acuiferos perdedores y desde alli alcanzar los cuerpos de agua superficiales, y
asimismo se debe considerar a la erosion, que puede producir arrastres. Es de destacar
gue la escorrentia es una de las mayores fuentes no puntuales de contaminacion de agua
por plaguicidas, cuyo efecto se ve incrementado si se considera que en los Ultimos afios
el desarrollo de los cultivos extensivos adquirié como practica la realizacion de la siembra
practicamente hasta la orilla de los rios y arroyos. La incorporacién de los plaguicidas a
las aguas depende ante todo de su solubilidad, y su permanencia en los cuerpos de agua
depende de la facilidad de su transformacién a metabolitos, que generalmente se produce
por hidrélisis, fotélisis o por accién biolégica (Bollmohr y Schulz, 2009; Dickson, 1994,
Seoénez Calvo, 1996; Vera y col., 2010).

La Cuenca del Sauce Grande es un area predominantemente agricola ganadera,
con pequefios asentamientos urbanos tales como la localidad de Sierra de la Ventana
(38°9° 0” S, 61° 48 0” W). Las tierras dedicadas a la agricultura cubren un 28% del area
total, con cultivos como trigo, avena, girasol, sorgo, maiz y soja; utilizandose insecticidas
en un 17% de los campos de cultivo (Aduriz y col., 2003). Varios plaguicidas pueden
alcanzar los cuerpos de agua aledafios directa o indirectamente, siendo un riesgo
potencial para los organismos acuéticos, incluido Chordodes nobilii, que es un integrante
habitual de los cuerpos de agua de la zona (de Villalobos y col., 2003).

En los dltimos afios, se ha generado un grado creciente de preocupacion tanto a
nivel de los organismos de control y gestion como en la comunidad en general, a causa
del uso intensivo de plaguicidas y los efectos adversos en los organismos no blanco. Los
efectos de los plaguicidas van a variar segun el organismo que se esté estudiando y cual
sea la respuesta evaluada. Es fundamental por tanto, conocer el efecto que los
plaguicidas pueden tener sobre distintos componentes de la biota acuatica que no son
normalmente usados en evaluaciones de riesgo ecotoxicolégico, como es el caso de los
gordiidos.

Una forma de clasificacion de los plaguicidas se basa en el tipo particular de plaga
sobre la que actian. Asi, los principales grupos son los herbicidas, insecticidas y
fungicidas. Para la realizacién de esta tesis se eligié un representante de cada clase. Un

herbicida, el Glifosato, un insecticida, el Malation, y un fungicida, el Carbendazim.
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GLIFOSATO

El Glifosato (N-fosfonometilglicina, C3sHgNOsP, CAS 1071-83-6), es un
aminofosfonato, analogo del aminoacido natural glicina, ampliamente utilizado en la
agricultura y en la silvicultura en todo el mundo para controlar la maleza, y también en
actividades no agricolas. Es un herbicida no selectivo y de accién post-emergente que
inhibe a la enzima 5-enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato sintetasa (EPSPS), responsable de la
sintesis proteica de los aminoacidos aromaticos esenciales fenilalanina, tirosina vy
triptéfano; también puede inhibir o reprimir la accién de otras dos enzimas involucradas en
otros pasos de la sintesis de los mismos aminodcidos, la clorismato mutasa y la
prefrenato hidratasa. Por tanto reduce la sintesis de proteinas y el crecimiento,
eventualmente causando la disrupcion celular y la muerte. Las enzimas mencionadas
forman parte de la via del acido chiquimico, presente en plantas superiores y
microorganismos, pero no en animales, ya que carecen de este proceso bioquimico
(Baylis, 2000; Battaglin y col., 2005; Solomon y Thompson, 2003; Vera y col., 2010;
Williams y col., 2000). El tiempo de vida media en agua es de 7—70 dias, su solubilidad es
de 10 a 15.70 mg/L a 25°C (Battaglin y col., 2005; Relyea, 2005).

Existe una amplia gama de diferentes formulaciones de Glifosato que se han
registrado y vendido. Siendo un &cido, el ingrediente activo en los productos de Glifosato
puede ser formulado como sales o esteres, esto le da a este herbicida una tremenda
flexibilidad (Baylis, 2000).

Actualmente los productos usados comunmente son las formulaciones de
Glifosato (ej., Accord®, AquaMaster™, Rodeo®, Rondo®, Roundup®, Touchdown®), en las
férmulas del herbicida, el glifosato es el principio o ingrediente activo, al que se le adiciona
agua y un surfactante que le permite al producto adherirse a la superficie de las hojas y
asi el ingrediente activo puede penetrar en los tejidos de las plantas, y por lo tanto,
produce un efecto toxicolégico diferente al del glifosato solo. Debido a esto, la mayoria de
los estudios llevados a cabo para comprender los efectos del glifosato en ambientes
acudaticos se han realizado usando formulaciones de glifosato. Entre estas formulaciones
comerciales, una de las mas usadas en el mundo es Roundup®, que contiene 480 g/L de
glifosato, como sal de isopropiloamina, y un surfactante, polyoxyehylene amina o POEA
(Baylis, 2000, Vera y col., 2010).

Desde la introduccién de Roundup® por Monsanto en la década de 1970, el
glifosato, en su variedad de sales y formulaciones ha transformado la agricultura global.

Desde 1996, con el inicio de la comercializaciébn de la soja resistente al herbicida
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‘Glifosato’ (nombre comercial ‘RoundUp®’, Rodeo) o soja RR (por Round-Up Ready) la
aplicacion de herbicidas en base al glifosato aumentaron en las zonas donde se cultiva
tanto esta variedad de soja como también otros cultivos transgénicos. En Argentina, el
area plantada con soja se incrementé de 370000 hectareas (ha) en 1996 a 17 millones de
ha en la actualidad (casi el 50% del &area total plantada en el pais), siendo mas del 98%
de la soja cultivada tolerante al glifosato. Por tanto, esta variedad de soja modificada
genéticamente, es el cultivo mas importante en Argentina y transformé a nuestro pais en
el segundo productor de soja mas grande en el mundo (después de EEUU). Por otra
parte, el glifosato se utiliza no sélo para la soja, sino también para otros cultivos como
maiz, algodon y canola, y para el barbecho quimico. Esta practica agricola es un control
de malezas mediada por el herbicida, para conservar el contenido de agua del suelo que
sera utilizado por diferentes cultivos en la rotacion. Estas circunstancias llevaron a la
Argentina a utilizar 162 millones kg de glifosato en 2007 (Baylis, 2000; Zabaloy y col.,
2008; Vera y col., 2010). En Sierra de la Ventana (Buenos Aires), el glifosato es uno de
los herbicidas mas ampliamente utilizados (INTA, 2003).

En relacién al ambiente acuatico el Glifosato tiene un tiempo de vida media en
agua de 7-14 dias, siendo su solubilidad de 10 a 15.70 mg/L a 25°C (Battaglin y col.,
2005; Relyea, 2005).

Existe abundante informacion sobre los efectos del Glifosato y sus formulaciones
sobre diferentes organismos acuaticos reportdndose un grado de toxicidad muy amplio,
siendo generalmente el formulado mas toxico que el ingrediente activo (Anton y col.,
1994; Buhl y Faerber, 1989; Folmar, y col.,1979; Hildebrand, y col.,1982; Kovacs,1982;
Serviziy col., 1987; Tsui y Chu, 2003; Tsui y col., 2005).

CARBENDAZIM

El metil benzimidazol-2-ylcarbamato (IUPAC) conocido como Carbendazim
(CgHgN30O>), cuyo numero de CAS es 10605-21-7, es un carbamato benzimidazol que
actia como fungicida con actividad sistémica, utilizado mundialmente. Benzimidazoles
como el Carbendazim son aplicados ampliamente en la agricultura y en medicina
veterinaria como fungicidas y como drogas antihelminticas. En los hongos actia
inhibiendo el desarrollo de los tubos germinales, la formacion de apresorios, y el
crecimiento de los micelos. Es un inhibidor de la divisiéon nuclear (inhibe la formacién del

huso mitdtico) y un inhibidor transitorio de la enzima acetilcolinesterasa (Alvarez y col.,
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2006, Cuppen y col., 2000; Dang y Smit, 2008; Gonzales, 2004; Kirsch-Volders, 2003), y
también es considerado como un posible disruptor endocrino (Varela bruce, 2005).

Dentro de los plaguicidas el Carbendazim se clasifica en la categoria de biocidas,
(Brock y col., 2006) y es uno de los méas usados como pelicula preservativa, también es
uno de los compuestos mas importantes usados para recubrimientos de interior, ademas
de ser conservante para el cuero (Kupper y col., 2005).

Varela bruce (2005) cita que los resultados de la aplicacion del modelo de
fugacidad evidencian la presencia de Carbendazim en cuencas chilenas a
concentraciones estimadas de 0,42 a 0,79 ug/l. Ademas este autor considera que el
Carbendazim es un pesticida potencialmente riesgoso para el ambiente si se consideran
parametros tales como, toxicidad aguda en peces, persistencia en el ambiente (120 dias),
y carga de pesticida que difunde hacia las cuencas. En el reporte de Dang y Smit (2008)
se informa que para la hidrdlisis la tasa de degradacion media del Carbendazim es pH
dependiente, siendo estable a un pH de 5.7, y con una TDsg entre 22 y 124 dias a pH 9;
en tanto que para la fotdlisis este fungicida seria estable.

En Argentina se recomienda el uso de Carbendazim para enfermedades fungicas
del trigo, plantas frutales, verduras, y también es utilizado en la floricultura (INTA:
Gamboa, 1999; Fernandez, 2002; Mitidieri, 2005; Babbitt y col., 2006; Paunero, 2007). A
partir del afio 2001, junto con el incremento en el area sembrada, se lo ubica entre los
principios activos de mayor consumo para el cultivo del trigo (Pérez Leiva y Anastasio,
2006), siendo utilizado con alta frecuencia en el noreste de la zona pampeana (INTA:
Babbitt y col., 2006).

Finalmente debe contemplarse que la informacion sobre la toxicidad del
Carbendazim sobre organismos dulceacuicolas es escasa, ya que los taxa susceptibles a
fungicidas pueden no estar adecuadamente representados entre las especies acuaticas
estandar utilizadas en evaluaciones de riesgo ecotoxicolégico (Van den Brink y col.,
2000).

MALATION

El Malation (0,0-dimetil fosforo-ditioato de dietil mercapto succinato) cuyo nimero
de CAS es 121-75-5, es un insecticida organofosforado, entre los mas usados en Europa
(Aluigi y col., 2005), clasificado por la EPA dentro de los pesticidas de clase de toxicidad
lll, y como un pesticida de uso general. Es ampliamente usado porque se lo considera

relativamente poco toxico para mamiferos y tiene alta selectividad para insectos
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comparado con otros insecticidas organofosforados (Pandey y col., 2005). El malatién es
especificamente tdxico para invertebrados porque ellos no son capaces de metabolizar y
excretar el Malation tan rapidamente como los vertebrados. En insectos, los
organofosforados acttan inhibiendo la enzima acetilcolinesterasa (AChE), pero también
alteran el metabolismo de proteinas y carbohidratos, incrementando asi su letalidad (Cook
y col., 2005). El Malation es utilizado como control de insectos en la agricultura, en
productos almacenados, en campos de golf, en jardines y en sitios al aire libre; es
utilizado contra mosquitos y las moscas de la fruta del Mediterrdneo en grandes areas al
aire libre. Ademas, es utilizado contra pulgas de animales domésticos y contra los piojos
en humanos. Por lo general se aplica rociandolo desde aviones sobre los cultivos,
pudiendo ser liberado sobre superficies de agua por aplicacion directa (ATSDR, 2003). En
Argentina, desde el 2008 se prohibi6 el uso de determinados principios activos en
formulaciones de productos domisanitarios, entre ellos el Malation (Administracion
Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica, 2008), pero este sigue
siendo un plaguicida usado en la actividad agricola en el pais (www.inta.gov.ar).

El Malation en el agua usualmente sufre degradacion quimica y microbiana en
relativamente poco tiempo, pero puede permanecer en el ambiente por meses. El indice y
alcance de su degradacion depende de las caracteristicas quimicas y fisicas del sistema
acudatico, particularmente la temperatura y el pH, y de la composicion de la poblacién
microbiana presente en el sistema. El Malation es rapidamente degradado en soluciones
a pH de 9y 7.7, con vidas medias de 12-24 horas y 3 dias respectivamente (ATSDR,
2003). Cook y col., (2005) reportaron que la vida media del Malation en cuerpos de agua
dulce fue de 12 dias y que era indetectable a las 4 semanas luego de haber sido liberado
experimentalmente en el ambiente acuatico.

La toxicidad del Malatién sobre diferentes organismos acuaticos ha sido estudiada
por varios autores, entre los que podemos citar a Bonfanti y col., 2004; Budischak y col.,
2008; Cripe, 1994; Key y col., 1998; Key y Fulton, 2006; Khangarot y Ray, 1988; Lund y
col., 2000; Pandey y col., 2005; Pathiratnea y George, 1998; Tsuda y col., 1997.

El objetivo de este capitulo es evaluar la sensibilidad de Chordodes nobilii a,

Glifosato, Carbendazim y Malation, en condiciones estandarizadas de laboratorio.

En el capitulo Il, de la seccién Il, se describié el protocolo seguido con los estadios

de vida libre y las caracteristicas particulares para los bioensayos con txicos (pagina 49 y
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54). En la tabla 2.2.1 (p4gina 56) se muestran los parametros considerados en estos
bioensayos, en las Tablas 2.2.2 y 2.2.3 (pagina 57) se muestran las concentraciones
nominales de los plaguicidas utlizadas y, en la tabla 3.2.1 se expresan las
concentraciones efectivas evaluadas para Glifosato (Gli), Carbendazim (Car) y Malation
(Mal) en los ensayos realizados con los estadios preparasitarios. Para adultos solamente
se evaluo el efecto del Glifosato como formulado en la concentracion efectiva de 1.76 mg
Glie.a./L.

Tabla 3.2.1. Concentraciones efectivas de los plaguicidas evaluados en los bioensayos de
desarrollo embrionario y larvas con agua reconstituida, expresadas en mg/L. En el caso del
Glifosato tanto para el bioensayo con ingrediente activo (i.a.), como para el de formulado (F.), la
concentracion se expresa como mg de equivalente acido (e.a.) por litro.

Concentraciones efectivas evaluadas (mg/L)

Glifosato i.a. Glifosato F. Carbendazim Malation
Embriones y Larvas Embriones Larvas Embrionesy Larvas

0 0 0 0 0

0.08 0,07 0.01 0.01 0.04

0.42 0,37 0.02 0.02 0.05

0.84 0,74 0.04 0.04 0.07

1.68 1,48 0.09 0.07 0.11

3.36 2,96 0.18 0.15 0.22

6.73 5,93 0.36 0.30 -

Las concentraciones efectivas fueron determinadas en valores no mayores al 12%
respecto de la concentracion nominal, para cada tratamiento. En los gréficos, a fines

comparativos, se utilizan las concentraciones nominales.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los ensayos simularon una exposicion puntual a los plaguicidas. n el caso del
desarrollo embrionario, las 96 horas de exposicion corresponden aproximadamente a un
15% solamente del tiempo necesario para que alcancen el estadio de larvas libres. Es
importante de destacar que el tiempo de exposicidn utilizado en esta Tesis en todos los
bioensayos fue menor o igual que el tiempo de vida medio de los plaguicidas en el agua
(Tabla 3.2.7., pagina 82; Cuppen y col. 2000; Daam y col., 2009; Giesy y col., 2000;
Varela Bruce, 2005), por lo que se asume gue los plaguicidas fueron persistentes durante

el tiempo de exposicion.
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Parte de los resultados obtenidos en los diferentes analisis realizados se muestran
en el Apéndice Il, donde se exponen las tablas con estadisticos segun tratamientos, las
tablas obtenidas de las comparaciones de Tuckey realizadas a posteriori del ANOVA 'y los
resultados del analisis de regresion. En la tabla 3.2.3 se muestran las Clsy obtenida para
cada pesticida (pagina 76).

EMBRIONES

Ninguno de los tres plaguicidas evaluados inhibié el desarrollo embrionario
(Apéndice Il, Tablas 4 — 8, paginas 132 - 133). Aunque, en el caso de Malation, hubo un
aumento significativo de los embriones no viables respecto del control para la maxima
concentracion ensayada (0.22 mg Mal/L) (Apéndice Il, Tablas 7 y 8, pagina 133, Figura
3.2.1).

40
%
35
30
25
20
15
10

5

0

0 0.04 0.05 0.07 0.11 0.22 mg Mal/L

-5

Figura 3.2.1. ENV (Embriones No Viables) expresados como porcentaje, obtenidos luego de
exponer los huevos a Malation utilizando como medio de dilucién agua reconstituida. Se grafica la
media de los Embriones No Viables (ENV) £ ES. Las concentraciones de Malatién se expresan
como valores analiticos.

Los tres plaguicidas determinaron que la proporcidon de larvas normales
eclosionadas de los huevos expuestos estuviera significativamente disminuida respecto
del control. Este efecto se reflejé en la capacidad infectiva de las larvas que lograron
eclosionar de los huevos expuestos, adn a las menores concentraciones ensayadas, 0.08
mg Gli i.a./L, 0.07 mg Gli F./L, para Glifosato como ingrediente activo y como formulado
respectivamente, 0.01 mg Car/L y 0.04 mg Mal/L (Figuras 3.2.2 — 3.2.4, Apéndice I,

Tablas 10, 12, 14 y 16, paginas 168 - 170). Para Malation se observaron malformaciones
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en las larvas provenientes de los embriones expuestos a 0.22 mg Mal/L, que se discuten
mas adelante (Figura 3.2.5, pagina 81).

Salvo para el Glifosato como formulado, los plaguicidas generaron un efecto
concentracion dependiente sobre la capacidad infectiva de las larvas eclosionadas de
huevos expuestos (Apéndice Il, Tabla 68, pagina 152) con valores de concentracion
inhibitoria media (Clso) en mg/L, entre 0.054 (Gli F) y 0.007 (Car) (Tabla 3.2.3, pagina 76).
Estos resultados permiten establecer el siguiente orden decreciente de toxicidad sobre el

desarrollo embrionario Carbendazim > Malation > Glifosato F= Glifosato i.a.

120
IIMA
100 -
80 -
60 -
40

20 7

0 0.07 0.40 0.75 1.5 3 6 mg Glii.a./L
A —*— IMA-E - ¥ —|MA-L

120 A
IIMA
100 A

80 T

40 T

20 7

0 0.07 0.40 0.75 15 3 6 mgGli F./L
B —— IIMA-E ~ = T IIMA-L

Figura 3.2.2. Efecto del Glifosato (Gli) en los estadios preparasitarios embriones (E.) y larvas (L.).
Se grafica el IIMA expresado como porcentaje referido al control respectivo. Valores expresados
como media aritmética + ES, por tratamiento. A) como ingrediente activo (i.a.); B) como formulado

(F).
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120
[IMA
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20

0.01 0.02

——IIMA-E

0.04

"'

0.075
= ¥ = IMA-L

0.16 0.32 mg Car/L

Figura 3.2.3. Efecto del Carbendazim (Car) en los estadios preparasitarios embriones (E.) y larvas
(L.). Se grafica el IIMA expresado como porcentaje referido al control respectivo. Valores
expresados como media aritmética + ES, por tratamiento

120 -
IIMA
100 -

80 -

_A—-—__-_

—

0] 0.05 0.075

—*— IMA-E

0.1 0.15
- @ - IMA-L

Figura 3.2.4. Efecto del Carbendazim (Car) en los estadios preparasitarios embriones (E.) y larvas
(L.). Se grafica el IIMA expresado como porcentaje referido al control respectivo. Valores
expresados como media aritmética + ES, por tratamiento

20 - O-3mg Mal/L

LARVAS

Para larvas (Figuras 3.2.2 — 3.2.4), los resultados fueron similares, los tres

plaguicidas afectaron la supervivencia larval desde la menor concentracion ensayada de

manera significativa respecto de su control (Apéndice Il, Tablas 17- 24, paginas 136 -

138), ejerciéndose en todos los casos un efecto concentracion dependiente (Apéndice I,

Tabla 68, pagina 152).
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De lo expuesto hasta el momento se puede prever que los embriones son tanto o
mas sensibles que las larvas al Glifosato (como formulado) y al Carbendazim (Figura
3.22 B y 3.2.3). En tanto que las larvas serian mas resistentes al Glifosato como
ingrediente activo (figura 3.2.2 A) y los embriones resultarian mas resistentes al Malation
(figura 3.2.4). Cuando se consideran las Clso (Tabla 3.2.3, pagina 76), las inferencias se

confirman en todos los casos.

ADULTOS

La exposicion de los adultos a una concentracion de 1.76 mg Gli e.a/L como
formulado durante 96 hs produjo una mortalidad que alcanz6 el 50%, con una media de
2.5 y un desvio estandar de 1.291 (n=4). En el grupo control no se observé mortalidad.
Estos resultados confirman un aumento notable de la resistencia de los adultos en
relacion a las larvas. Si bien hasta el momento no hay mas informacién de toxicidad en
adultos es previsible que el modo de vida y anatomia de estos animales (en especial la
cuticula) determinen que los mismos puedan sobrevivir en condiciones desfavorables

para los estadios preparasitarios.

La informacién disponible en la literatura acerca de los niveles de toxicidad del
Glifosato para la fauna acuatica es variable (Tabla 3.2.4., pagina 77). Giesy y col. (2000),
realizaron una extensa revision acerca de la ecotoxicidad del glifosato, informando para
invertebrados de agua dulce valores de NOEC entre 560 y 0.32 mg/L como e.a. y POEA
respectivamente, en ambos casos para Daphnia magna. La toxicidad aguda de los
invertebrados acuaticos al Roundup establece que este plaguicida sea considerado como
no téxico a moderadamente toxico (Giesy y col., 2000). Los resultados obtenidos para los
adultos de C. nobili muestran que estos pueden clasificarse como moderadamente

sensibles al Glifosato.

Tabla 3.2.3. Clso: Concentracion Inhibitoria obtenida para los plaguicidas evaluados.

Toéxico Punto Final Clsomg/L
Glifosato IA IIMA-E 0.045
IIMA-L 0.501
Glifosato F IIMA-E 0.054
IIMA-L 0.067
Carbendazim IIMA-E 0.007
IIMA-L 0.011
Malation IIMA-E 0.030
IIMA-L 0.019
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Tabla 3.2.4. Sensibilidad de distintos organismos al Glifosato. Concentraciones expresadas como
equivalente acido (e.a.) o como sal de isopropilamina (sia). Se muestran las concentraciones
efectivas medias (CEsp) y las concentraciones letales medias (CLsp); l0s puntos finales se citan de
acuerdo a la referencia correspondiente.

Organismos Punto Concentracion  Exposicion :

Evaluados Final (mg/L) (horas) Referencias
SI'J';;’QSOU”QUS CEs 55 sia (Técnico) 48 Folmar y col., 1979
Pimephales promelas Clso 97 sia (Técnico) 96 Folmary col., 1979
Ictalurus punctatus ClLso 130 sia (Técnico) 96 Folmar vy col., 1979
2%&?3’”““5 Cls, 140 sia (Técnico) 96 Folmar y col., 1979
Lepomis macrochirus Clso 140 sia (Técnico) 96 Folmary col., 1979
Hyalella azteca l5ea Tsuiy Chu, 2004
Lampsilis siliquoidea CEso 2.90e.a 48 USEPA ECOTOX
Dhapnia dubia 5.7e.a Tsui y Chu, 2004
L. siliquoidea CEs 5.90 e.a 96 USEPA ECOTOX
L. siliquoidea CEso 7.20e.a 96 USEPA ECOTOX
L. siliquoidea CEs 200 e.a 48 USEPA ECOTOX
L. siliquoidea CEs 200 e.a 96 USEPA ECOTOX
D. magna CEs5p-Clsg 780 e.a 2 Giesy y col., 2000
D. magna CEso 3 sia 48 Folmar y col., 1979
C.plumosus CExo 18 sia 48 Folmar y col., 1979
C. riparius CEs 5900 48 Buhly Faerber, 1989
D. magna Cls 1.75 sia 96 USEPA ECOTOX
P. promelas ClLso 2.3 sia 96 Folmary col., 1979
D. magna Cls 3.29 sia 96 USEPA ECOTOX
L. macrochirus Cls 5.0 sia 96 Folmar y col., 1979
O. mykiss Clso 8.3 sia 96 Folmary col., 1979
I. punctatus Clso 13 sia 96 Folmary col., 1979
Gamma_rus CLso 43 sia 96 Folmary col., 1979
pseudolimnaeus
G. pseudolimnaeus Clso 62 sia 48 Folmary col., 1979

En particular el efecto del glifosato sobre el Phylum Nematoda fue evaluado por
Forschler y col. (1989), quienes indican que las larvas dauer de Steinernema feltiae
disminuian la actividad entre un 20% y un 25% a concentraciones de Glifosato entre 0.4 a
40 mg/L Roundup EC respectivamente. Las larvas de S. feltiae recobraron su capacidad
infectiva una vez que se encontraron en medio limpio, en tanto que las larvas expuestas
de C. nobilii, disminuyeron su capacidad infectiva en 50% o mas respecto del control
desde la menor concentracién ensayada.

Generalmente en la bibliografia se encuentra que el formulado de Glifosato resulta
mas toxico para los organismos evaluados que el ingrediente activo (Folmar y col., 1979,

Tsui y Chu, 2003). Los resultados de esta Tesis permiten determinar que, para el estadio
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embrionario de C. nobilii, el Glifosato como ingrediente activo (Clso de 0.045 mg/L) puede
ser tan téxico como el formulado (Clso de 0.054 mg/L).

En la Tabla 3.2.5, se muestran algunos resultados obtenidos de la literatura en
relacion al efecto del Carbendazim sobre la biota acuatica. Se puede apreciar que las
especies estandarizadas para los ensayos de riesgo ecotoxicolégico como Daphnia

magna y Onchorhynchus mykiss serian las menos sensibles al Carbendazim.

Tabla 3.2.5. Sensibilidad de distintos organismos al Carbendazim. Se muestran resultados sobre la
concentracion efectiva media (CEsg) y la concentracion letal media (CLsg); los puntos finales se
citan de acuerdo ala referencia correspondiente.

Especie Punto Concentracion Exposicién Referencias
final (mg/L) (hs)
Caenorhabditis CEs 0.000382 a - Jonker y col., 2004
elegans 0.000681
Dugesia lugubris CExo 0.025 96 van Wijngaarden y col.,
1998
Daphnia magna CExo 0.097 24 Ferreiray col., 2008
Dugesia lugubris CExo 0.178 48 van Wijngaarden y col.,
1998
Daphnia magna CEso 0.391 48 Brock y col., 2006
Onchorhynchus ClLso-CEs5g 0.431 - Brock y col., 2006
mykiss
Daphnia magna ClLso-CEsg 0.460 - Canton, 1976, FIDE
Cuppeny col., 2000
Ictalurus Cls 0.007 - Palawskiy Knowles,
punctatus 1986
Ictalurus Cls 0.012 - Palawskiy Knowles,
punctatus 1986
Ictalurus Cls 0.010 - Palawskiy Knowles,
punctatus 1986
Ictalurus Cls 0.019 - Palawskiy Knowles,
punctatus 1986
Daphnia magna Clso 0.0282 48 USEPA ECOTOX
Daphnia magna Clso 0.103 48 USEPA ECOTOX
Salmo agirdneri Clso 0.145 - Palawski y Knowles,
1986
Daphnia magna Clso 0.156 48 Ferreira'y col., 2008
Daphnia magna Clso 0.156 48 USEPA ECOTOX
Salmo agirdneri Clso 0.320 - Palawski y Knowles,
1986
Salmo agirdneri Clso 0.370 - Palawski y Knowles,
1986
Salmo agirdneri Clso 0.870 - Palawski y Knowles,
1986
Dero digitata Clso 0.980 48 van Wijngaarden y col.,
1998
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Tabla 3.2.5 (Continuacion)

Galaxias Clsg 18.9 96 Varela bruce, 2005
maculatus

Lepomis ClLso >3.2 - Palawski y Knowles,
macrochirus 1986

Cuppen y col. (2000), realizaron experimentos en microcosmos y encontraron que
grupos taxondmicos tales como Turbellaria, Oligochaeta, e Hirudinea, junto con el
anfipodo Gammarus pulex y el caracol Bithynia tentaculata, fueron los organismos mas
sensibles de su estudio.

Considerando la informacion de la literatura y las Cls, obtenidas para los estadios
preparasitarios de Chordodes nobilii (Cls,-96h 0.0074 mg/L para embriones y la Clso-48h
de 0.011 mg/L para larvas), podemos inferir que los grupos taxonémicos “Turbellaria”,
Oligochaeta, Hirudinea, Nematoda, junto con Nematomorpha, se encontrarian entre los

organismos no blanco mas sensibles a este fungicida.

La informacién existente acerca de la toxicidad del Malation sobre diferentes

organismos muestra un rango amplio de efecto (Tabla 3.2.6).

Tabla 3.2.6. Sensibilidad de distintos organismos al Malation. Se muestran resultados sobre la
concentracion mas baja a la cual se observa efecto (LOEC, siglas en inglés) y la concentracién
letal media (CLsg)

Punto  Concentracion  Exposicion

Especie Referencias

final (mg/L) (hs)
Palaemonetes pugio LOEC 0.00375 96 Key y Fulton, 2006
P. pugio LOEC 0.0125 96 Key y Fulton, 2006
P. pugio LOEC 0.025 96 Key y Fulton, 2006
Rana boylii Cls 2.14 96 ggg;llng y Fellers,
Daphnia magna CLso 0.0009 48 ECOTOX
Gammarus fasciatus Clsg 0.00076 96 igggson y Finley,
0.00126 a :

. Leight y Van Dolah,
Anfipodos ClLso 0.00229 1999
Tigriopus
brevicormis ClLso 0.0072 Forget y col., 1998
Chironomus
plumosus CLso 0.0084 96 ECOTOX
P. pugio Clso 0.00894 96 Key y Fulton, 2006
C. plumosus CLsg 0.01225 96 ECOTOX
P. pugio ClLso 0.01326 96 Key y Fulton, 2006
T.
brevicormis Clso 0.0205 Forget y col., 1998
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Tabla 3.2.6 (Continuacion)

-lI)-}evicornis Clso 0.0243 Forget y col., 1998
P. pugio CLso 0.03992 96 Key y Fulton

C. plumosus Cls 0.1024 96 ECOTOX

C. plumosus Cls 0.262 96 ECOTOX
Juveniles y postlarvas

gfugts;fe%is de Cls,  0.0054 a 0.083 Cripe, 1994
estuariales

Entre los vertebrados, existe mucha variabilidad sobre su sensibilidad al Malation.
Son abundantes los registros de las malformaciones que ocurren luego de la exposicién
de embriones. Entre ellos se puede mencionar los datos obtenidos por Bonfanti y col.,
(2004), quienes encontraron que el Malation no inhibio el desarrollo en las blastulas de
Xenopus laevis, entre 0.37 y 6 mg/L, pero si se encontraron malformaciones. El indice de
eclosion del pez cebra (Danio rerio), luego de que los huevos estuvieron expuestos entre
0.25, y 2 mg Malation /L, fue del orden del 100% , pero se observaron malformaciones en
todas las concentraciones evaluadas (Fraysse y col., 2006). En tanto que Cook y col.
(2005), expusieron embriones de Danio rerio a concentraciones entre 0.5 y 3 mg/l, y
encontraron malformaciones a concentraciones iguales o mayores que 2.5 mg/l, y también
encontraron que el porcentaje de eclosion se redujo a concentraciones mayores que 2
mg/L.

En las larvas de C. nobilii eclosionadas de huevos expuestos también se
observaron malformaciones (Figura 3.2.5), que principalmente se manifestaban como una
disminucion en el tamafio de la larva libre respecto de una larva en el control. También se
pudieron observar modificaciones en la anatomia larval, como por ejemplo, que los
anillos, los estiletes y ganchos del preseptum no se distinguieron. Esto Ultimo es de gran
importancia, ya que si la larva no los desarrolla le sera imposible atravesar los tejidos del
hospedador para alcanzar el hemocele, siendo por tanto inviable. Las malformaciones se
observaron en concentraciones que se encontraban en el mismo orden de magnitud que
las menores en las que Bonfanti y col., (2004), Fraysse y col., (2006) y Cook y col.,

(2005), hallaron en sus especies de estudio.
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Figura 3.2.5. Larvas eclosionadas de huevos, A) del control; B) expuestos a Malatiéon, donde
ademas se observan huevos dafiados y larva en huevo anormal. LL, larva libre, anormal; ENV,
embriones no viables, LH, larva e n huevo, anormal. La barra de escala es igual a 15 pm

En esta Tesis se pudo determinar que la sensibilidad de los estadios
preparasitarios de C. nobilii al Malation fue mucho menor que la encontrada para varios
crustaceos (Tabla 3.2.6., pagina 79). Comparando el resultado obtenido para las larvas de
C. nobilii expuestas al Malatién (Clso-48h de 0.02 mg/L), con la informacién disponible en
la literatura podemos afirmar que son mas sensibles que las larvas del diptero Simulium
vittatum (Simuliidae), para quien se determind una CLs,-96h de 0.05 mg/L (Overmyer y
col., 2003), y que vive en habitats similares a los de C. nobilii, ya que se las encuentra
comunmente sobre rocas y otros substratos en arroyos y rios.

Si se considera el efecto del Malatiéon sobre la interaccién hospedador-parasito, se
puede mencionar el trabajo de Budischak y col. (2008), quienes expusieron embriones de
Rana palustris, a tres concentraciones de Malation que pueden encontrarse en el
ambiente (0.015, 0.060 y 0.60 mg/l), las que se encuentran en el mismo orden a las
utilizadas en esta Tesis. Los autores encontraron que tanto la frecuencia de
malformaciones, como la eclosion y viabilidad disminuyeron con el incremento de las
concentraciones de Malation. También observaron que los renacuajos expuestos a partir
de 0.06 mg/L fueron mas susceptibles a la infeccién de trematodes, lo que se reflejé en un
incremento significativo de la frecuencia de quistes. Estos resultados y los obtenidos en
esta Tesis sugieren que el Malation afecta las interacciones hospedador-parasito. Los
renacuajos de Rana palustris expuestos al Malation durante el desarrollo embrionario
mostraron un incremento en la susceptibilidad a los paréasitos junto con el incremento de
las concentraciones del toxico, mientras que las larvas de C. nobilii expuestas durante su
desarrollo embrionario mostraron una disminucion en su capacidad infectiva

proporcionalmente al aumento de las concentraciones del insecticida. Sobre este hecho,
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las poblaciones de los hospedadores definitivos de C. nobilii, podrian incrementarse en
las areas donde el Malation es usado.

Relyea (2004) evalué el efecto sobre el crecimiento y la supervivencia del Malation
y el Glifosato en 5 especies de anfibios, en etapa larval, Rana pipiens, Hyla versicolor,
Bufo americanus, R. clamitans y R. catesbeiana, en dosis de 1 y 2 mg/L. Solo H.
versicolor no se vio afectada en el crecimiento ni en la supervivencia por ninguno de los
dos plaguicidas. Para el resto de las especies, el impacto de los pesticidas fue mucho
mas relevante en el crecimiento de los renacuajos que en su supervivencia. En C. nobilli
el efecto tanto del Glifosato como del Malatibn sobre supervivencia y desarrollo fue a
concentraciones menores en un orden de magnitud a las ensayadas para larvas de
anuros. La exposicién a Malatibn en embriones de C. nobilii, a diferencia del resultado
alcanzado por Relyea en renacuajos, afect6 la supervivencia, considerando que existié un
aumento significativo de embriones no viables a la maxima concentracion ensayada, 0.22
mg Mal/L, una concentracién menor que la evaluada por este autor para el Malatién. Un
estudio en mesocosmos de Relyea (2005) revela una disminucién de la riqueza de
especies del 30% con Malatién y un 22% con Glifosato tipo Roundup. La exposicion a
Malatién produjo la eliminacion de cladoceros y también redujo la diversidad y biomasa de
insectos predadores, tuvo efectos aparentemente positivos sobre varias especies de
anfibios y no afecté a los caracoles presentes en el mesocosmos. El Glifosato no afecto al
zooplancton, ni a los insectos predadores ni a los caracoles, sin embargo, elimind
completamente a dos de las especies de anfibios y redujo sensiblemente la abundancia
de una tercera especie. A partir de los resultados de Relyea (2005) se podria prever que
el Glifosato ejerceria mayor efecto sobre especies de anfibios que sobre invertebrados, en
tanto que el Malation tendria el efecto inverso. En esta Tesis se determind que el efecto
del Malation fue mayor que el de Glifosato en C. nobili, un invertebrado, a

concentraciones menores que las evaluadas por Relyea.

En el analisis de la sensibilidad de C. nobili a los plaguicidas también debe
considerarse la concentracion que puede tener un cuerpo de agua dulce para los tres
pesticidas evaluados (Tabla 3.2.7, pagina 84).

En el caso del Glifosato, para aplicaciones directas de formulado en el agua a una
concentracion de 4.2 kg e.a./ha, y asumiendo un 50% de cobertura foliar, la concentracion
maxima en el agua se encuentra entre 0.3 y 4.5 mg/L para cuerpos de agua con una

profundidad entre 2 y 0.15 m, respectivamente (Giesy y col., 2000). La mayoria de los
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arroyos de la regiobn Pampeana muestran tales caracteristicas, y por tanto es posible que
se encuentren tales valores de concentracion en sus aguas. Si consideramos lo expuesto
por Peterson y col. (1994), y por Perkins y col. (2000), se pueden encontrar
concentraciones con un valor de 2.88 mg Gli i.a./L en ambientes de agua dulce poco
profundos. Y si se asume una aplicacion terrestre Unica de 4.2 kg Roundup/ha, el
programa GENEEC estima un pico de concentracion en la superficie acuatica que se
encuentra entre 0.024 a 0.09 mg Roundup/L, resultando en una prediccion de una
concentracion de exposicion maxima de 0.13 mg Gli e.a/L para cuerpos de agua estaticos
gue reciben aportes de campos cercanos por escorrentia (Giesy y col., 2000). Estos
valores son mayores en un orden de magnitud a las que generan efecto sobre C. nobilii.

Para el Carbendazim, internacionalmente se puede considerar también el reporte
realizado por Dang y Smit (2008), en el que se dan los valores de las maximas
concentraciones permitibles (MPCeco, water, Maximum Permissible Concentration),
aceptables (MACeco, water, Maximum Acceptable Concentration), y de la concentracion
de riesgo (SRCeco, water Serious Risk Concentration). Los valores citados fueron de
0.006 mgCar/L para MPCeco y para MACeco, y de 0.05 mg Car/L para SRCeco, los
mismos son iguales 0 mayores gue los que pueden afectar a los estadios preparasitarios
de C. nobilii, encontrandose en el mismo orden de magnitud.

Para Malation, las dosis de aplicacion indicadas para la agricultura se encuentran
entre 0.196 y 7 kg Mal i.a./ha, y la concentracion ambiental estimada en agua se
encuentre posiblemente entre 0.291 y 0.00294 mg Mal/L (USEPA, 2006). Por
consiguiente, los embriones y las larvas de C. nobilii serian afectados por concentraciones

gue pueden encontrarse en el ambiente.

En resumen, en esta Tesis se determind que el Glifosato, el Carbendazim y el
Malatién afectaron la supervivencia larval y el desarrollo embrionario, a valores que se
encuentran por debajo del nivel guia para proteccion de la biota acuética en Argentina
para Glifosato, pero que son superiores 0 se encuentran en el mismo orden para el
Malatién y el Carbendazim respectivamente (Tabla 3.2.7, pagina 84)

(http://www.obraspublicas.gov.ar/hidricos/documentos/calidad/ 2003).
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Tabla 3.2.7. Tiempo de vida medio (TDsg), Concentracion Inhibitoria media (Clsg) méas baja
calculada para los plaguicidas en los bioensayos de embriones y larvas, nivel guia para la
proteccion de la vida acuética en Argentina (NGPVA) y concentracion esperable en el ambiente
(CAE), para los tres plaguicidas evaluados en esta Tesis (Battaglin y col., 2005, para Glifosato;
Cuppen y col. 2000; Daam y col., 2009, para Carbendazim; y USEPA, 2006, para Malation).

Parametros Glifosato Carbendazim Malation
TDso 7 - 14 dias 15 - 175 dias 4-12 dias
Clso mg/L 0.045 0.00741 0.036
NGPVA mg/L <0.24 0.001 < 0.0001 mg/L
CAE mg/L 0.024 -45 0.006 - 0.042 0.291 - 0.00294

A partir de los resultados obtenidos y de las comparaciones realizadas con otros
organismos dulceacuicolas, se puede postular que C. nobilii es una especie sensible a los
tres plaguicidas evaluados. Los resultados obtenidos sugieren que bajo condiciones como
las descriptas anteriormente, las concentraciones ambientales de Glifosato, Carbendazim

y Malation pueden ser un riesgo potencial de toxicidad para C. nobilii.
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CAPITULO 1lI
EFECTO DEL AGUA DEL RIO SAUCE GRANDE
SOBRE LA TOXICIDAD DE LOS PLAGUICIDAS EN

Chordodes nobilii

INTRODUCCION

En los capitulos anteriores se ha demostrado que, bajo condiciones de
laboratorio, en medio artificial (agua reconstituida EPA), los estadios preparasitarios de
C. nobilii son sensibles a los tres plaguicidas ensayados: Glifosato, Carbendazim y
Malation.

Una critica importante a los ensayos de laboratorio es la dualidad que
representa mantener condiciones de ensayo estables a fin de facilitar la repetitividad
de resultados, pero que dificultan la extrapolacién al medio natural. Una fuente de
variacion importante en el medio es la composicién de las aguas naturales, que
normalmente por diferentes reacciones quimicas disminuyen el efecto de los tdxicos
vertidos en ellas.

En consideracion de este punto en particular cabe preguntarse si la
sensibilidad demostrada por la especie de ensayo disminuye en agua de su ambiente,
planteandose la siguiente hipétesis “bajo condiciones experimentales semejantes el
plaguicida en medio natural mostrard un efecto menor sobre los estadios

preparasitarios de Chordodes nobilii que en agua reconstituida”.

El objetivo para este capitulo es determinar si el medio de ensayo ejerce
efecto en la toxicidad de los plaguicidas sobre los estadios preparasitarios de C. nobilii,
bajo condiciones estandarizadas de laboratorio.

Para responder a esta pregunta se expuso a los estadios preparasitarios a las
mismas concentraciones nominales y condiciones experimentales indicadas
previamente para los tres plaguicidas pero utilizando como medio de ensayo muestras
de agua del rio Sauce Grande. En la Tabla 3.3.1 (pagina 86) se indican los valores

analiticos de las concentraciones ensayadas en cada caso.
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Tabla 3.3.1. Concentraciones (valores analiticos) comparables para los tres plaguicidas en los
distintos bioensayos de embriones (E.) y larvas (L), en los cuales se utiliz6 como medio de
ensayo agua reconstituida (EPA) o agua del rio Sauce Grande (SG).

Plaguicida Bioensayo Concentraciones (mg/L)
Glifosato E-EPA 0.07 0.37 0.74 1.48 2.96 5.93
L-EPA 0.07 0.37 0.74 1.48 2.96 5.93
E-SG 0,07 0,33 0,67 1,34 2,67 5,34
L-SG 0,08 0,39 0,78 1,56 3,12 6,24
Carbendazim E-EPA 0.01 0.02 0.04 0.09 0.18 0.36
L-EPA 0.01 0.02 0.04 0.08 0.15 0.30
E-SG 0.01 0.02 0.04 0.09 0.18 0.36
L-SG 0.01 0.02 0.04 0.08 0.15 0.30
Malation E-EPA 0.036 0.055 0.073 0.11 0.22
L-EPA 0.04 0.05 0.07 0.11 0.22
E-SG 0.04 0.05 0.07 0.11 0.22
L-SG 0.08 0.12 0.16 0.23 0.47

El medio de ensayo utilizado fue agua del rio Sauce Grande (SG). Las
muestras para cada ensayo fueron colectadas previamente, y mantenidas en camaras
refrigeradas durante no mas de 7 dias previos al inicio del mismo.

Si bien no formaba parte de los objetivos de esta tesis, se realizaron
determinaciones de distintos parametros fisico quimicos del agua del rio Sauce
Grande para contar con una nocion basica del estado del medio que habita Chordodes
nobilii.

En las tablas 3.3.2 a 3.3.4 se exponen los resultados de las mediciones de
distintos pardmetros fisicoquimicos. En la tabla 3.3.2 se muestran los valores de los
parAmetros medidos en campo; en la tabla 3.3.3 (pagina 87), los valores de los
pardmetros medidos en laboratorio; y en la tabla 3.3.4 (pagina 87), los parametros

medidos de los medios de dilucidn utilizados en los ensayos con plaguicidas.

Tabla 3.3.2. Parametros fisicos y quimicos medidos en el rio Sauce Grande durante las
distintas campafias realizadas a la zona de muestreo. T (Temperatura), OD (oxigeno disuelto),
TSD (total de sélidos disueltos), y C (conductividad).

T (°C) OD (mg/L) TSD (mg/L) C (uS) pH

19-26 6.4-15 £1 111-284 166 - 412 7.73-8.74
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Tabla 3.3.3 Parametros fisico-quimicos medidos en laboratorio para muestras del rio Sauce
Grande. Se muestran los rangos de valores para cada parametro. T (Temperatura), D (dureza),
C (conductividad), NH, (amonio), PRS (fosforo reactivo soluble), OC (organoclorados) y OF
(organofosforados) *

PRS
T D C NH, . oC OF
(C)  (mgCOsCall)  (uS) pH (g N-NHyL) (M9 ,PL') POs (ugi) (Mg/L)

19 100.1 -30 95.1 7.73-7.83 45 - 46 0.04 -0.03 <0.03 < 0.02

'Plaguicidas OC y OF medidos en agua y sedimento o HCH, B HCH, y HCH, aldrin, endrin, DDT, o clordano, y
clordano, o endosulfan, B endosulfan, heptacloro, heptacloro epoxido, hexacloro, benceno, lindano, mirex, metoxicloro,
bromofos, clorfenvinfos, clorpirifos, coumafost, diazinon, etil bromofos, etion, fenitrotion, metil paration, malation,
dieldrin

Tabla 3.3.4 Valores para pH, D (dureza) y C (conductividad) de los medios de ensayo utilizados
durante la realizacion de esta Tesis.

. D C
Medio Ensayo pH (MgCOsCall) uS)
EPA 7.6-8.0 160-180 816-1180
SG 7.9-8.7 30-90 95.1-495

En una primera aproximacién, se puede observar que los valores de OD, pH 'y
TSD (Tabla 3.3.2, pagina 86), se encuentran dentro de los rangos esperados para este
tipo de ambiente (Lopez Cazorla y col., 2003). Otro punto importante es que no se
registré6 contaminacion térmica, y los niveles para plaguicidas y metales pesados en
aguas superficiales se encontraron por debajo de los niveles de deteccion (Tabla
3.3.3), al igual que en sedimento (valores no tabulados). El nivel de amonio se
encuentra considerablemente por debajo del nivel guia para proteccion de la biota
acudatica (< 0.05 — 0.47 mg/L) segun la Secretaria de Recursos Hidricos de la Nacion
(www.obraspublicas.gov.ar/hidricos/documentos/calidad/amoniaco.pdf). Finalmente, se
debe destacar que la conductividad y la dureza (Tabla 3.3.3 y Tabla 3.3.4) mostraron

poseer un rango amplio adjudicable a la variacién de caudal debido a precipitaciones.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para ninguno de los ensayos se registraron diferencias significativas entre los
controles con agua EPA y aquellos con agua del medio (SG). Esto valida el uso del
medio SG como control y por tanto se asume que los efectos observados en los
tratamientos se deben a los plaguicidas y no al medio de dilucién (Apéndice Il, Tabla
25, pagina 139).
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EMBRIONES

En agua del rio Sauce Grande (SG) solamente el Carbendazim inhibio
significativamente el desarrollo embrionario de Chordodes noblii a partir de 0.04 mg
Car/L y completamente a partir de 0.08 mg Car/L (Figura 3.3.1; Apéndice Il, Tablas 27
y 28, pagina 139 y 140). La Cls, para desarrollo embrionario obtenida para el
Carbendazim en SG fue de 0.03 mg Car/L. Es importante notar que la inhibicién del
desarrollo se dio en un rango de incremento de concentracion relativamente pequefio.
El umbral de efecto podria establecerse de manera arbitraria en 0.02 mg Car/L. El
Carbendazim también generé un efecto subletal, ya que las larvas que lograron
eclosionar de los huevos expuestos mostraron una eficiencia significativamente menor
gue el control en la infeccion de su hospedador (Figura 3.3.3, pagina 90, Apéndice I,
Tablas 32 y 33, pagina 141).

El Glifosato y el Malation no inhibieron el desarrollo embrionario (Apéndice I,
Tablas 26 y 29, paginas 140 y 141), pero las larvas que eclosionaron de los huevos
expuestos mostraron una capacidad infectiva significativamente menor que sus
controles respectivos, desde 0.67 mg GIi/L para el Glifosato y 0.05 mg Mal/L para el
Malation (Figura 3.3.2 y 3.3.4., pagina 89 y 90; Apéndice Il, Tablas 30 y 31 para el
Glifosato, pagina 140 y 141, y Tablas 34 y 35 para el Malation, paginas 141y 142).

El orden de toxicidad decreciente de los plaguicidas para los embriones fue
Carbendazim > Malatién > Glifosato, encontrandose los valores de las Clso para IIMA-
E en 0.01, 0.03 y 0.57 mg/L respectivamente, siendo los embriones significativamente

menos sensibles para el Glifosato (Tabla 3.3.5, pagina 90).

120 +
%

100 - -[

80 -

60 -

— -

0 T T T T T T 1

0 0,01 0,02 0,04 0,08 0,16 0,32
mg Car/L

Figura 3.3.1. % de ENV (Embriones No Viables) obtenidos luego de exponer los huevos a
Carbendazim utilizando como medio de dilucion agua del rio Sauce Grande.
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LARVAS

La supervivencia larval se vio afectada significativamente desde la menor
concentracion ensayada en todos los casos (Figuras 3.3.2 - 3.3.4, paginas 89-90,
Apéndice Il, Tablas 36 a 41, paginas 176 -178). El orden de toxicidad decreciente para
embriones se mantuvo en las larvas, siendo, Carbendazim > Malatiéon > Glifosato, con
valores de Clsp-48h-IIMA-L de 0.03, 0.09 y 0.36 mg/L respectivamente (Tabla 3.3.5,
pagina 90).

Con SG como medio de ensayo, tanto el Malation como el Carbendazim
ejercieron un efecto concentracion dependiente sobre todas las variables analizadas
(Apéndice Il, Tabla 68, pagina 152), si bien para el Malation el aumento de los ENV
con el aumento de la concentracion no fue significativo (Apéndice Il, Tabla 29, pagina
140). En tanto que el Glifosato solamente demostr6 un efecto concentracion
dependiente sobre el IIMA-E y la supervivencia larval (Apéndice Il, Tabla 68, pagina
152).

Observando las figuras 3.3.2 - 3.3.4 se puede predecir que, los embriones
resultaron mas sensibles que las larvas al Carbendazim y al Malation, pero no al
Glifosato. Al contrastar las Clsy obtenidas para IIMA-E e IIMA-L para cada plaguicida

(Tabla 3.3.5, pagina 90), se confirma lo supuesto a partir de los graficos.

120
IIMA

100

60 1

40 ~

0 0,07 0,4 0,8 1,5 3 6 Mg Gli/L
—— |IMA-E —8 — [IMA-L

Figura 3.3.2. Efecto del Glifosato en los estadios preparasitarios embriones (E) y larvas (L) a
través del IIMA obtenido en ambos ensayos, cuando el medio de ensayo es agua del rio sauce
Grande. Se grafica el indice de Abundancia Media (IIMA) = ES observados para el control y las
concentraciones ensayadas. Valores expresados como media aritmética por tratamiento para
IIMA como porcentaje referido al control.
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140 -
IIMA 120 -
100 -

80 - .

60 - T *

40 -
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0

0 0.01 0.02 004 0075 016 032 mg CarlL
—*—IMAE IMA-L

Figura 3.3.3. Efecto del Carbendazim en los estadios preparasitarios embriones (E) y larvas (L.)
a través del IIMA obtenido en ambos ensayos, cuando el medio de ensayo es agua del rio
Sauce Grande. Se grafica el indice de Abundancia Media (IIMA) + ES observados para el
control y las concentraciones ensayadas. Valores expresados como media aritmética por
tratamiento para IIMA como porcentaje referido al control.

ima 2407 .
120 -
100 -
80 - T
60 - 1 T
40 1
20 A o \
0 T T T 1
0 0.05 0.075 0.1 mg Mal/L
—*— IMA-E IIMA-L

Figura 3.3.4. Efecto del Malatién en los estadios preparasitarios embriones (E) y larvas (L) a
través del IIMA obtenido en ambos ensayos, cuando el medio de ensayo es agua del rio sauce
Grande. Se grafica el indice de Abundancia Media (IIMA) + ES observados para el control y las
concentraciones ensayadas. Valores expresados como media aritmética por tratamiento para
IIMA como porcentaje referido al control.

Tabla 3.3.5 Clgo: Concentracion Inhibitoria media obtenida para los plaguicidas estudiados
cuando el medio de dilucién fue agua del rio Sauce Grande (SG).

Toxico Punto Final Clso (Mmg/L)

Glifosato en SG [IMA-E 0.570
[IMA-L 0.357

Carbendazim en ENV 0.032
SG [IMA-E 0.011
[IMA-L 0.028

Malation en SG [IMA-E 0.031
[IMA-L 0.089

90



Cecilia L. Achiorno Seccion Il Capitulo 1l

Comparaciones de efecto del medio (SG vs EPA)

Para realizar las comparaciones entre medios de ensayo los tres puntos finales
se relativizaron respecto de los controles respectivos de cada ensayo. En el caso de
los ENV, las comparaciones se realizaron a través de la variable indice ENVr, que se
obtuvo al dividir los valores obtenidos para cada repeticion por la media de ENV de su
control. En tanto que para evaluar el IIMA-E y el IIMA-L, los valores se relativizaron
como porcentajes, respecto a la media de su control, identificandose como IIMA-Er e
[IMA-Lr, respectivamente.

El Glifosato tanto en medio SG como en medio EPA no produjo un aumento
significativo de los ENV, por consiguiente no se realizaron comparaciones entre los

tratamientos de ambos ensayos.

El Carbendazim generd inhibicion del desarrollo embrionario solamente en
medio SG (Clsp de 0.03 mg/L), en tanto que en medio EPA el efecto fue mucho mas
débil, ya que ni siquiera generd un aumento significativo de los ENV (Figura 3.3.5),
pero al contrastar cada concentracion evaluada en ambos medios solamente se
hallaron diferencias significativas para las concentraciones en las que hubo inhibicion
total en medio SG (Apéndice Il, Tabla 42, pagina 144).

120 +
ENVr

100 - * * *

80 -

60 -

40 -

20 - i

. M N M
0 0.01 0.02 0.04 0.07 0.16 0.32 mg Car/L
EEPA 3SG

Figura 3.3.5. Comparacion entre tratamientos de la variable ENVr para los bioensayos
realizados con Carbendazim con agua del rio Sauce Grande (SG) y agua reconstituida (EPA)
como medio de dilucion. En el eje x se muestran las concentraciones nominales. * expresan
diferencia significativa entre concentraciones comparables.
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Para Malation (Figura 3.3.6), no existen diferencias significativas, segun el

medio de ensayo, para ninguna de las concentraciones comparables (Apéndice Il,

Tabla 43, pagina 144).

ENVr
10 -

EEPA mSG

4 .
0 n T T T T
0 0.05 0.07 0.10 0.15

0.30 mg Mal/L

Figura 3.3.6. Comparacion entre tratamientos de la variable ENVr para los bioensayos
realizados con Malation con agua del rio Sauce Grande (SG) y agua reconstituida (EPA) como
medio de dilucién. En el eje x se muestran las concentraciones nominales.

Cuando se contrastan los resultados obtenidos para la variable IIMA-E entre

concentraciones comparables de ambos medios, EPA y SG, se obtienen resultados

diversos. En el caso del Glifosato (Figura 3.3.7) el IIMA-E mostré diferencias

significativas solamente para 0.37 mg GIi/L en medio EPA y 0.33 mg GIi/L en medio

SG (Apéndice Il, Tabla 44, pagina 145).

120
[IMA-Er
100 ~

80 ~

60 -

40 ~

0 0,07 0,4

0,8

BEPA BOSG

15

6 mgGli/L

Figura 3.3.7. Comparacion entre tratamientos para la variable IIMA-Er, (valor IMA-E
expresado como porcentaje relativo a su control), para los bioensayos realizados con Glifosato
como formulado con agua del rio Sauce Grande (SG) y agua reconstituida (EPA) como medio
de dilucién. * expresan diferencia significativa entre concentraciones comparables. En el eje x

se muestran las concentraciones nominales.
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Para Carbendazim (Figura 3.3.8), la menor concentracion ensayada muestra
diferencias significativas de efecto entre ambos medios (Apéndice Il, Tabla 45, pagina
145). A 0.04 mg Car/L la capacidad infectiva es tan baja para SG como para EPA. Se
debe tener en cuenta que a partir de 0.08 mg Car/L en medio natural (SG) las larvas

no eclosionaron.

140
IIMA-Er
120 -

100 -
80 -
60 -
40 -

-
0.04

0 0.01 0.02

B EPA BSG

mg Car/L

Figura 3.3.8. Comparacion entre tratamientos para la variable IIMA-Er, (valor IIMA-E expresado
como porcentaje relativo a su control), para los bioensayos realizados con Carbendazim con
agua del rio Sauce Grande (SG) y agua reconstituida (EPA) como medio de dilucién.

* expresan diferencia significativa entre concentraciones comparables. En el eje x se muestran
las concentraciones nominales.

Cuando se compara la capacidad infectiva de las larvas eclosionadas de
huevos expuestos al Malatibn en ambos medios (Figura 3.3.9, pagina 94), se puede
concluir que si bien las diferencias estadisticamente significativas no se registran, para
la totalidad de las concentraciones comparables (Apéndice Il; Tabla 46, pagina 145), el

agua del SG atenua los efectos del Malatién.
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Figura 3.3.9. Comparacion entre tratamientos para la variable IIMA-Er, (valor IIMA-E expresado
como porcentaje relativo a su control), para los bioensayos realizados con Malation con agua
del rio Sauce Grande (SG) y agua reconstituida (EPA) como medio de dilucion. * expresan
diferencia significativa entre concentraciones comparables. En el eje x se muestran las
concentraciones nominales.

Al comparar la supervivencia larval en ambos medios para Glifosato no se
observa un efecto claro del medio (Figura 3.3.10). Las diferencias significativas entre
tratamientos comparables no determinan una tendencia manifiesta (Apéndice Il, Tabla
47, pagina 146).

120 -
[IMA-Lr

100 -

80 -

60 -

40 +

20 -

0 0,07 0,4 0,8 1,5 3 6 mMgGliL
EEPA ¥SG

Figura 3.3.10. Comparacién entre tratamientos para la variable IIMA-Lr, (IIMA-L expresada
como porcentaje relativo a su control) para los bioensayos realizados con Glifosato como
formulado con agua del rio Sauce Grande (SG) y agua reconstituida (EPA) como medio de
dilucion. * expresan diferencia significativa entre concentraciones comparables. En el gje x se
muestran las concentraciones nominales.

94



Cecilia L. Achiorno

Seccion Il Capitulo 1l

A diferencia del herbicida, las larvas expuestas tanto al Carbendazim (figura

3.3.11), como al Malation (Figura 3.3.12), serian mas sensibles al fungicida y al

insecticida en agua reconstituida (Tabla 48 y 49, pagina 147)

IIMA- I_llf1r0
120

100

80

60

40

20

““Jﬂili

0.02

0.04 0.07
 [IMA-L ® [IMA-L

0.32 mgCar/L

Figura 3.3.11. Comparacion entre tratamientos para la variable IIMA-Lr, (IIMA-L expresada
como porcentaje relativo a su control) para los bioensayos realizados con Carbendazim con
agua del rio Sauce Grande (SG) y agua reconstituida (EPA) como medio de dilucién. *
expresan diferencia significativa entre concentraciones comparables. En el eje x se muestran
las concentraciones nominales.
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Figura 3.3.12. Comparacién entre tratamientos para la variable IIMA-Lr, (IIMA-L expresada
como porcentaje relativo a su control) para los bioensayos realizados con Carbendazim con
agua del rio Sauce Grande (SG) y agua reconstituida (EPA) como medio de dilucién. *
expresan diferencia significativa entre concentraciones comparables. En el eje x se muestran
las concentraciones nominales.
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En resumen, cuando se consideran los efectos de los plaguicidas en medio
natural respecto del medio artificial, se observa que:

El Glifosato determina un efecto subletal (IIMA-E) en ambos medios, y no se
puede determinar que el medio SG disminuya el efecto de este herbicida sobre el
desarrollo embrionario. Lo mismo ocurre en su efecto sobre la supervivencia larval
(IIMA-L).

Para Carbendazim el efecto inhibitorio sobre el desarrollo embrionario se da
cuando el medio de ensayo es agua del rio Sauce Grande. El efecto subletal del
Carbendazim (IIMA-E) no muestra una tendencia clara a diferenciarse segun el medio
de ensayo. Para la supervivencia larval (IIMA-L), por el contrario, el Carbendazim
resulté menos toxico en medio natural.

El Malation en medio SG solamente mostr6 efecto significativo sobre el
desarrollo embrionario si se considera a la variable IIMA-E, y es similar al generado en
medio EPA. En tanto que para la supervivencia larval (IIMA-L) el medio SG

determinaria una disminucion del efecto del insecticida.

Mas alla de que en ambos medios los plaguicidas demuestran tener un efecto
muy importante sobre el desarrollo embrionario y la supervivencia larval para C. nobilii,
la suposicion inicial era que el medio natural, debido a su composicién, disminuiria el
efecto de los toxicos sobre C. nobilii, pero los resultados obtenidos demuestran que no
existe tal patron, por consiguiente, segun el plaguicida el medio puede disminuir el
efecto, no tener efecto alguno e incluso aumentar el efecto del plaguicida sobre los
estadios preparasitarios de la especie de ensayo. Debe destacarse que a pesar de
gue no se pudo distinguir un patron claro de efecto del medio natural sobre los
plaguicidas en general, cuando existen diferencias entre ambos medios de ensayo,
este efecto seria menor en medio SG, con la Unica excepcion del efecto inhibitorio

sobre el desarrollo embrionario para Carbendazim.
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CAPITULO IV
VALIDACION DE LOS PROTOCOLOS
EXPERIMENTALES UTILIZADOS CON LOS ESTADIOS
PREPARASITARIOS DE Chordodes nobilii: SENSIBILIDAD
A TRES TOXICOS REFERENTES

INTRODUCCION

En los capitulos anteriores se confirmd que los primeros estadios de vida de
Chordodes nobilii son sensibles al Glifosato, al Carbendazim y al Malation, a
concentraciones que pueden encontrarse en el ambiente. Estos resultados
demuestran la importancia de caracterizar la respuesta de esta especie para investigar
su potencial como un organismo de prueba para evaluaciones ecotoxicoldgicas.

El desarrollo de protocolos experimentales consistentes para evaluar la
sensibilidad de los organismos a diferentes toxicos es un proceso exhaustivo y
complejo. Este no solo requiere la determinacion de la sensibilidad del grupo evaluado,
sino también determinar si las técnicas usadas son apropiadas y reproducibles para
evaluar diferentes téxicos. El mismo se vuelve mas complejo cuando el objetivo es
evaluar la sensibilidad de organismos no estandarizados que no se encuentran entre
los grupos ecoldgicos mas utilizados (consumidores, depredadores) en la evaluaciéon
ecotoxicoldgica, tales como los parasitos con ciclos de vida complejos.

La valoracion objetiva de la idoneidad de los organismos candidatos para la
evaluacion ecotoxicologica requiere la comparacion de respuestas biolégicamente
medibles (puntos finales) con un rango de concentraciones de un toxico referente. De
esta manera, la sensibilidad de los organismos puede ser clasificada, identificandose
asi la especie mas apropiada (Gopalakrishnan y col., 2008).

Los toxicos referentes son compuestos organicos e inorganicos usados en
procedimientos estandar, que generan informacién para la interpretacion de los
resultados de los ensayos toxicoldgicos; también son usados para realizar
calibraciones intra-interlaboratorio (McNulty y col., 1999, Jorge y Moreira, 2005).

En esta tesis se seleccionaron tres toxicos referentes reconocidos. El
detergente Dodecil Sulfato de Sodio (DSS), y los metales Cadmio (como cloruro de
cadmio) y Cromo (como dicromato de potasio) (Dorn y col. 1987; Dias-Baez y col.,
2004; Ong y Din, 2001), recomendados por US EPA (1993).
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Todos los detergentes tienen como caracteristica comun la capacidad de
disminuir la tension superficial de los liquidos en que se disuelven. Segun su
disociacion electrolitica se pueden clasificar en, Anidnicos (derivados del petroleo);
Cationicos (industria textil); No i6nicos (muy utilizados en las industrias textil,
metallrgica, y farmacéutica); Anfoliticos (se ionizan y tiene propiedades como las de
los dos primeros grupos). La accién nociva de los detergentes sobre las aguas es
diversa; pueden actuar inhibiendo las oxidaciones bioldgicas y quimicas y produciendo
por tanto, en aguas muy contaminadas, una baja DBO. Al variar la tension superficial
del liquido en que se disuelven, dificultan la sedimentacion primaria; en los lechos
bacterianos y en los lodos activados de las estaciones depuradoras ejercen su accion
inhibidora, perturbando por tanto el objetivo de depuracion propuesto. Al utilizarse
grandes cantidades de perborato sédico en su fabricacion, producen un aumento
progresivo del contenido en boro de las aguas superficiales; forman espumas que
dificultan y paralizan los procesos de depuracion artificial o natural. Por otra parte, la
absorcion de oxigeno del curso de agua a partir de la atmosfera se ve afectada al
aparecer una pelicula aislante; producen sabor desagradable y aumento del contenido
de fosfatos en las aguas continentales, favoreciendo la proliferacién de algas y los
procesos de eutrofizacion (Seoanez Calvo, 1996).

El origen de los detergentes en los cursos de agua se debe al aporte de las
industrias (textiles, tintorerias, etc.), aglomeraciones urbanas, agricultura (ya que son
usados como componente de plaguicidas), entre otras causas. Después de haber sido
utilizados pueden discurrir hasta los cursos de agua, presentando diferencias de
concentracion segun las horas y el dia de la semana, apareciendo por tanto
variaciones a lo largo de todo el curso de agua. Las explotaciones ganaderas también
utilizan cantidades notables de detergentes, sobre todo en los patios de lavado, paseo
y corredores, generalmente estos residuos se unen a los purines y aguas de lluvia y
son agregados al suelo por riego, 0 a los cursos de agua por vertido (Seoanez Calvo,
1996).

El DSS (Ci2H2sNa0,4S) es uno de los surfactantes anionicos sintéticos mas
frecuentemente utilizado en el mundo, con aplicaciones en productos del hogar,
mezclas industriales, productos de limpieza, cosméticos, jabones liquidos, shampoos,
productos para bafios de burbuja y pasta de dientes. También ha sido usado como un
emulsionante, agente humectante y adyuvante en insecticidas, como emulsionante y
penetrante en barnices y removedores de pintura. Ademas, se ha usado como una
herramienta en la investigaciéon biol6gica. Esto ha sido posible por su capacidad para
reducir la tension superficial de las soluciones acuosas, para formar microemulsiones,

y para solubilizar grasas y aceites, lo que conduce a la solubilizacion de la membrana
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lipidica. Debido a la gran cantidad de aplicaciones en actividades antropicas urbanas,
el DSS es encontrado cominmente en las aguas domeésticas residuales. Dado que las
principales rutas de exposicion ambiental de los animales al DSS son las aguas,
suelos y sedimentos contaminados, el DSS es usado como un téxico de referencia en
la evaluacion toxicolégica (Singer y Tjeerdema, 1993; Cserhati y col., 2002; Jorge y
Moreira, 2005).

Entre los contaminante mas dafiinos para la biota acuatica, se encuentran los
metales pesados. Aunque algunos son esenciales para los organismos, como el
cromo, cobre, hierro, molibdeno, selenio y zinc, pueden ser toxicos si las
concentraciones en el medio son elevadas. El plomo, el cadmio y el mercurio son
altamente toxicos (Espina y Vanegas, 2005).

En general los metales se caracterizan por su gran afinidad con el azufre, por
esta razon inactivan las enzimas ya que se unen a los grupos sulfidrilos (-SH), también
se enlazan a los grupos carboxilos (-COOH) y aminos (-NH2) de las proteinas. Por
ejemplo, el Cd, Cu, Hg, Ag, Pb y Zn inhiben la accion de varias enzimas al formar
enlaces covalentes con los radicales libres del sitio activo. Entre las enzimas cuya
actividad es alterada por la exposicién a los metales pesados, se destaca la Na-K-
ATPasa branquial asi como la lactato deshidrogenasa, las lipasas, amilasas y
proteasas del hepatopancreas de los crustaceos, de la glandula digestiva de los
moluscos y el higado de los peces. Algunos metales inhiben los procesos de
transporte a través de las membranas celulares al unirse a estas, como el Cd, Cu, Pb
y Hg (Moriarty, 1988, Espina y Vanegas, 2005).

En relacion a los metales seleccionados como téxicos referentes para esta
Tesis se debe mencionar que las concentraciones de Cadmio y Cromo en ambientes
dulceacuicolas se ha incrementado substancialmente como consecuencia de las
actividades antrépicas. Dentro de los metales el Cadmio es mas mévil que otros y es
registrado como uno de los elementos mas téxicos para los organismos acuaticos.
Tiene un tiempo de residencia en sistemas acuaticos relativamente alto (US EPA,
2007, Bouche, y col.,, 2000; Lienesch, y col, 2000). EI Cromo se encuentra
naturalmente en rocas, animales, plantas, suelo, cenizas volcanicas y gases. En el
ambiente es encontrado a menudo como Cr trivalente (lll), un oligoelemento
naturalmente producido, esencial para la vida, y como Cr hexavalente (VI), que resulta
de la actividad industrial, y es el segundo estado mas estable. La solubilidad de los
compuestos de cromo en agua varia dependiendo de los estados de oxidacién, siendo

Cr*® la forma mas soluble (Segura-Mufioz, y col., 2003; Téllez y col., 2004).
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Debido a que es importante caracterizar la respuesta de Chordodes nobilii para
investigar su potencial como un organismo de prueba para evaluaciones
ecotoxicoldgicas, la exposicion de los estadios preparasitarios de esta especie a los
tres toxicos referentes (DSS, Cd*?, Cr*®) demostrara la sensibilidad a los mismos, y
permitira validar el protocolo disefiado para los ensayos ecotoxicoldgicos.

El objetivo de este capitulo, en base a lo planteado anteriormente, es
caracterizar la respuesta toxicolégica de embriones y larvas de C. nobilii a Dodecil
Sulfato de Sodio, Cadmio y Cromo.

En la Seccion Il, capitulo Il (pagina 49 y 54) se detallé el protocolo seguido
para evaluar toxicidad en los estadios preparasitarios de la especie de estudio.
En la tabla 3.4.1 se muestran las concentraciones nominales y analiticas

ensayadas para los tres toxicos referentes utilizados.

Tabla 3.4.1. Concentraciones nominales y analiticas para Cadmio (Cd), Cromo (Cr) y Dodecil
Sulfato de Sodio (DSS) expresadas en mg/L

Toxico  Bioensayo Valores Concentraciones (mg/L)
_ Nominal 0 0.5 1 2 4 8
Embriones _
Analitico ND 0.4 0.92 1.9 3.6 7.1
Cd Nominal 0 0.5 1 2 4 8 --
Larval _
Analitico ND 0.4 0.9 1.9 2.2 7.8 -
_ Nominal 0 0.5 1 2 4 8 -~
Embriones )
Analitico ND 0.4 0.9 1.8 3.8 7.8 -
Cr Nominal 0 0.5 1 2 4 8 --
Larval _
Analitico ND 0.16 0.33 0.5 3.2 6.7 -
_ Nominal 0 0.1 0.5 1 2 4 8
Embriones _
Analitico 0 0.12 0.46 1.01 1.88 3.94 8.55
DSS Nominal 0 0.1 0.5 1 2 4 8
Larval )
Analitico 0 0.12 0.46 1.01 1.88 3.94 8.55
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RESULTADOS Y DISCUSION

EMBRIONES

Bajo las condiciones experimentales planteadas en los ensayos, la inhibicion
completa del desarrollo embrionario de Chordodes nobilii ocurrié solamente para el
Cr*® (Figura 3.4.1), a partir de 0.9 mg Cr*®/L se registr6 aumento significativo de los
ENV (Apéndice Il, Tablas 52 y 53, paginas 147 y 148), y la presencia de
malformaciones en las larvas eclosionadas de huevos expuestos (Figura 3.4.2, pagina
102). Estas larvas presentan caracteristicas anatémicas semejantes a aquellas
observadas en el caso del Malatién (Figura 3.2.5., pagina 81). Se obtuvo una Cls-ENV
de 1.8 mg Cr*°/L, y las larvas que lograron eclosionar en las concentraciones mas
bajas ensayadas (0.4 y 0.9 mg Cr*®/L) mostraron diferencias estadisticamente
significativas respecto de su control (Figura 3.4.5, pagina 104; Apéndice Il, Tabla 59,

pagina 149).
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Figura 3.4.1. % ENV (Embriones No Viables) obtenidos luego de exponer los huevos a Cr*®.

Se grafica la media de los Embriones No Viables (ENV) £ ES, en el eje x se muestran las
concentraciones nominales.

Tanto el Cd como el DSS a pesar de gque no generaron un aumento
significativo de los ENV, determinaron una disminucién significativa de la capacidad
infectiva de las larvas que lograron eclosionar de los huevos expuestos a estos tdxicos
desde a la menor concentracion ensayada, 0.1 mg DSS/L y 0.4 mg Cd*%/L (Figura
3.4.3 y 3.4.4 respectivamente, pagina 103; Apéndice Il, Tablas 54 y 55 para el DSS,
pagina 148, y Tablas 56 y 57 para el Cd*?, paginas 148 y 149).

Los tres téxicos tuvieron un importante efecto concentracién dependiente sobre
la variable IIMA-E (Apéndice Il, Tabla 68, pagina 152).
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Los resultados expuestos anteriormente indicarian que el estadio embrionario
de C. nobilii es mas sensible al Cr*® que a los otros dos toxicos evaluados, ya que para
concentraciones que se encuentran en el mismo orden de magnitud, el Cr*® fue el
Unico de los tres que logré inhibir el desarrollo embrionario, ademas de generar
malformaciones en larvas eclosionadas de los huevos expuestos. Sin embargo, se
debe considerar el hecho que el DSS gener6 un efecto subletal mayor (IIMA-E) que los
otros dos téxicos evaluados, con una Clse-IIMA-E mucho mas baja para el detergente.
De acuerdo a los valores obtenidos para la Clsp-96h de IIMA-E, los embriones
resultaron mas sensibles al DSS que al Cd en un orden de magnitud (Tabla 3.4.2).

Tabla 3.4.2 Clso: Concentracion Inhibitoria media obtenida para los distintos téxicos referentes.

Toxico Punto Final Clso
mg/L

IIMA-E 0.064

DSS IMA-L 0.061
IIMA-E 0.63

Cd [IIMA-L 0.36
ENV 0.71

Cr IIMA-E 0.29
IIMA-L 0.12

En consecuencia el orden decreciente de toxicidad para los embriones es el
siguiente, DSS > Cr > Cd, y por consiguiente, el detergente es mas toxico que los

metales, en este estadio.

Figura 3.4.2 Larvas eclosionadas de huevos expuestos al Cr'°, A) larva con malformaciones
(LM) y larva normal (LN), aumento 10X40; B) larva con malformaciones, aumento 10X100.
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Figura 3.4.3 Efecto del DSS en los estadios preparasitarios embriones (E.) y larvas (L.) a través
del IIMA. Se grafica el indice de Abundancia Media (IIMA) + ES observados para el control y las
concentraciones ensayadas. Valores expresados como media aritmética por tratamiento para
IIMA como porcentaje referido al control. En el eje x se expresan las concentraciones de
ensayo como valores nominales.
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Figura 3.4.4 Efecto del Cd*? en los estadios preparasitarios embriones (E) y larvas (L) a través

del IIMA. Se grafica el indice de Abundancia Media (IIMA) + ES observados para el control y las

concentraciones ensayadas. Valores expresados como media aritmética por tratamiento para

IIMA como porcentaje referido al control. En el eje x se expresan las concentraciones de

ensayo como valores nominales.

LARVAS
Tanto el DSS, como el Cd y el Cr, no solamente tuvieron efectos severos sobre
el desarrollo de C. nobilii, sino que también afectaron adversamente la supervivencia

larval durante las 48 horas de exposicion.
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Figura 3.4.5 Efecto del Cr*® en los estadios preparasitarios embriones (E) y larvas (L) a través
del IIMA. Se grafica el indice de Abundancia Media (IIMA) + ES observados para el control y las
concentraciones ensayadas. Valores expresados como media aritmética por tratamiento para
IIMA como porcentaje referido al control. En el eje x se expresan las concentraciones de
ensayo como valores nominales.

En las figuras 3.4.3, 3.4.4 (pagina 103) y 3.4.5, se muestra que la
supervivencia larval fue afectada significativamente respecto de sus controles para los
tres toxicos (Apéndice Il, Tablas 61, 63 pagina 150 y Tabla 65, pagina 151).

Solamente el Cr y el DSS mostraron un significativo efecto concentracion
dependiente (Apéndice Il, Tabla 68, pagina 152).

A partir de los valores de Clso-48h para la variable IIMA-L, se pudo establecer
el siguiente orden decreciente de efecto sobre la supervivencia larval: DSS > Cr > Cd

(Tabla 3.4.2, pagina 102), semejante al de embriones.

Si se compara el efecto de los téxicos entre estadios, podemos considerar que
las larvas, son tanto 0 mas sensibles que los embriones (Figuras 3.4.3 y 3.4.4, pagina
103, y Figura 3.4.5, Tabla 3.4.2, pagina 102).

Con el fin de desarrollar y validar los protocolos de ensayo es crucial
determinar si los puntos finales considerados son indicadores viables de efectos
letales y subletales (Lazorchak y col., 2009). En base a los resultados, los puntos
finales considerados en esta Tesis parecen ser apropiados para indicar ambos tipos
de efecto, letal (IIMA-L y ENV) y subletal (IIMA-E).

Los resultados de esta Tesis validan un protocolo experimental usando los

primeros estadios del ciclo de vida de C. nobilii para evaluacion ecotoxicolégica, el que
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fue disefiado para simular una situacibn de exposicion aguda. Para evaluar la
sensiblidad de embriones, huevos fertilizados de C. nobilii fueron expuestos durante
un breve periodo de su desarrollo, que representa aproximadamente un 15% del
tiempo necesario para que la blastula alcance el estado de larva libre, los embriones
completaron su desarrollo en un medio limpio. De manera semejante, el protocolo con
larvas incluye un tiempo de exposicion mas corto, porque las larvas deben encontrar
un hospedador dentro de los 7 dias de eclosion para poder sobrevivir. Estos dos
protocolos permiten evaluar la sensibilidad de este taxén en particular, y el protocolo
para desarrollo embrionario es capaz de distinguir efectos subletales (IIMA-E) que de
otra manera pasarian desapercibidos.

De acuerdo a Gopalakrishnan y col., (2008), una especie, 0 al menos un
estadio de su ciclo de vida, para ser considerada como organismo prueba en
evaluaciones ecotoxicolégicas, debe ser no solamente sensible a contaminantes
potenciales, sino que también debe colectarse facilmente en campo (debe ser
abundante), ademas su mantenimiento en laboratorio y cria debe realizarse de manera
sencilla. Si las primeras etapas de desarrollo van a ser usadas, el desove debe ser
facilmente inducible y los gametos deber estar disponibles libremente en el medio
natural. Segun lo citado anteriormente, los estadios preparasitarios de C. nobilii,
parecen ser apropiados para utilizarse en evaluaciones ecotoxicolégicas, aunque
nuevas investigaciones deben ser llevadas a cabo para obtener el ciclo de vida
completo en laboratorio.

Otro punto para ser tomado en cuenta para considerar a C. nobilii como un
organismo prueba en evaluaciones ecotoxicolégicas es su relativamente alta
sensibilidad comparado con otros organismos, como puede observarse en las tablas
3.4.3 - 3.4.5 (paginas 106, 107 y 109). Aunque los puntos finales obtenidos en esta
Tesis no son facilmente comparables con los obtenidos para otras especies, es posible
establecer la relativa sensibilidad de C. nobilii a los téxicos ensayados respecto de

otros organismos acuaticos.

Tabla 3.4.3. Sensibilidad al DSS para diferentes organismos. CL media (CLso) expresada en
mg/L
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Punto Concentracion Exposicién

Especie Final (mg/L) (hs) Referencias
Ceriodaphnia dubia  CLsg 1.26 48 h USEPA ECOTOX
Daphnia magna Clsg 1.80 48 h USEPA ECOTOX
Daphnia ambigua Clsg 2.43 48 h USEPA ECOTOX
Diaphanosoma

brachyurum Clsg 6.14 48 h USEPA ECOTOX
Daphnia magna ClLso 9.60 48 h Toussaint y col., 1995
Daphnia pulex CLso 10.20 48 h Lewis {9"';{”'”9 I,
Daphnia magna CLso 10.80 48 h Lewis {QH;{”'”Q I
Daphnia pulex CLso 12.60 48 h Lewis 315'9?{”'”9 I,
Daphnia magna Clso 13.50 48 h rewisy Borning Il
Ceriodaphnia

rigaudi Clsg 20.87 48 h USEPA ECOTOX
Moinodaphnia Clso 27.71 48 h USEPA ECOTOX
macleayi

Ceriodaphnia dubia  CLsg 48.40 48 h Toussaint y col., 1995
Mysidopsis bahia Clso 6.60 96 h Toussaint y col., 1995
Pimephales Cleo 8.00 96 h Toussaint y col., 1995
promelas

Lampsilis teres Clsg 17.00 96 h USEPA ECOTOX
Utterbackia Clso 22.82 96 h USEPA ECOTOX
imbecillis

Villosa vibex Cls 24.00 96 h USEPA ECOTOX
Utterbackia

imbecillis Clso 30.78 96 h USEPA ECOTOX
Actinonaias

pectorosa Cls 33.56 96 h USEPA ECOTOX
Actinonaias Cleo 34.38 96 h USEPA ECOTOX
pectorosa

Utterbackia ibecillis  CLsg 40.36 96 h USEPA ECOTOX

Existen pocos reportes del efecto de los toxicos referentes sobre otros
pardsitos, entre los que se pueden mencionar los datos sobre el efecto del Cd y el Cr
sobre la supervivencia del trematode Diplostomum sp., para el Cd a concentraciones
mayores a 20 mg Cd/L la mortalidad en las cercarias expuestas fue significativamente
mayor que en el control (Pietrock y col., 2002a), en tanto que para el Cr la mortalidad
fue significativa para 2 mg Cr/L (Pietrock y col.,, 2002b). Con respecto a los
nematodos, se puede citar el trabajo de Donkin y Williams (1995), quienes encontraron
una LOEC-96h de 11.2 mg Cd*?/L para larvas de Caenorhabditis elegans. Para la
misma especie, Chu y Chow (2002) determinaron valores de CLgy-96h de 12.3 mg
Cr®/L y 21.1 mg Cd*¥/L. Murillo y Diaz (1997) expusieron larvas de Panagrellus

redivivus a diferentes concentraciones de K,Cr,O; como téxico de referencia, y
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obtuvieron una CLsy-96h de 44.3 mg Cr*®/L, y EC5,-96 para supervivencia, crecimiento
y madurez sexual de 38, 39 y 13.2 mg Cr*°/L, respectivamente.

El crustdceo dulceacuicola Ceriodaphnia dubia se encuentra entre los
organismos mas sensibles al DSS (Tabla 3.4.3, pagina 107), con valores de al menos
dos Ordenes de magnitud mas altos que aquellos requeridos para inducir una
respuesta al téxico en estados preparasitarios de C. nobilii.

En lo que respecta al Cd, existe una gran variabilidad en los efectos toxicos de
este metal (Tabla 3.4.4, pagina 107), dependiendo de los organismos, el medio de
dilucién y las condiciones del ensayo, y como puede apreciarse, la gran variabilidad se
da incluso para la misma especie. En términos generales, la toxicidad es méas baja en
organismos marinos, mientras que en ambientes dulceacuicolas esta es mas baja en
vertebrados que en invertebrados, incluso en las etapas tempranas del desarrollo. Si
consideramos la CLs, el invertebrado mas sensible seria Hyalella curvispina en su
estado neonato, con una CLs,-96h igual a 0.002 mg Cd/L, mientras que la especie mas
resistente parece ser Artemia salina, con una CLsp-96h de 160 mg/L. Pero si
consideramos los valores de CEs,, Daphnia magna se encuentra entre los
invertebrados de agua dulce més sensibles, con un valor de 0.03 mg Cd/L para una
CEs0-48h, y el oligoqueto Tubifex tubifex es uno de los mas resistentes con una CEsp-
48h de 61.47 mg Cd/L.

En base a los resultados obtenidos en esta Tesis, puede considerarse que los
estados preparasitarios de Chordodes nobilii poseen una sensibilidad media a baja al

Cadmio.

Tabla 3.4.4. Sensibilidad al Cadmio para diferentes organismos. Concentracion letal media
(CLsp) y concentracion efectiva media (CE50) expresada en mg/L

Especie Punto  Concentracién Exposicion Referencias
Final (mg/L) (hs)

Hydra vulgaris LCso 0.31 48 h USEPA ECOTOX
Tubifex tubifex ECso 61.47 48 h USEPA ECOTOX
Tubifex tubifex LCso 0.03 96h Bouché y col., 2000
Tubifex tubifex LCso 0.06 48h Bouché y col., 2000
Tubifex tubifex LCxo 1.03 96 h USEPA ECOTOX
Tubifex tubifex LCxo 1.46 48 h USEPA ECOTOX
Daphnia magna ECso 0.02 48 h Barata y col., 2006
Daphnia ambigua LCs 0.00009 48 h USEPA ECOTOX
Daphnia pulex LCso 0.0004 48 h USEPA ECOTOX
H. curvispina LCso 0.00171 96 h Garcia y col., 2010
Daphnia magna LCso 0.003 48 h USEPA ECOTOX
Hyalella azteca LCso 0.008 96 h Nebeker y col., 1986
Daphnia magna LCso 0.017 48 h USEPA ECOTOX
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Tabla 3.4.4 (Continuacion)

H. curvispina LCso 0.02999 96 h Garcia y col., 2010
Daphnia magna LCso 0.033 48 h Nebeker y col., 1986
Daphnia magna LCso 0.038 48 h Lewis y Horning Il, 1991
Daphnia pulex LCso 0.042 48 h Lewis y Horning II, 1991
Daphnia magna LCso 0.069 48 h USEPA ECOTOX
Ceriodaphnia LCs 0.100 48 h USEPA ECOTOX

dubia

Ceriodaphnia LCs 0.160 48 h USEPA ECOTOX
rigaudi

Ceriodaphnia LCs 0.200 48 h USEPA ECOTOX
rigaudi

Daphnia magna LCso 0.200 48 h USEPA ECOTOX
Daphnia magna LCso 0.36 48 h Fargasova, 1994
Daphnia magna LCso 0.520 48 h USEPA ECOTOX
Cherax LCso 0.913 48 h USEPA ECOTOX
destructor

Diaphanosoma LCs 1.06 48 h USEPA ECOTOX
brachyurum

Chironomus ECso 0.0000145 96 h USEPA ECOTOX
riparius

Chironomus LCs 0.013 48 h lannacone, y col., 2003.
riparius

Chironomus LCs 0.132 48 h lannacone, y col., 2003.
calligraphus

Chironomus LCs 0.28 48 h lannacone, y col., 2003.
calligraphus

Ruditapes ECso 0.424 48 h Beiras y Albentosa, 2004
decussatus

Mytilus ECs 1.925 48 h Beiras y Albentosa, 2004
galloprovincialis

Lampsilis teres LCso 0.011 96 h USEPA ECOTOX
Villosa vibex LCso 0.030 96 h USEPA ECOTOX
Lampsilis teres LCso 0.038 96 h USEPA ECOTOX
Actinonaias LCso 0.057 96 h USEPA ECOTOX
pectorosa

Por ultimo, si comparamos nuestros resultados para el Cr con los mencionados
en la literatura (Tabla 3.4.5., pagina 109), podemos ver que Ceriodaphnia rigaudi y
Bosmina longirostris se encuentran entre los organismos dulceacuicolas mas
sensibles a este metal, con una CEsp-48h igual a 0.002 mg Cr/L y una CLs,-96h de
0.05 mg Cr/L, mientras que las larvas de Panagrellus redivivus parecen ser las mas
resistentes, con una CLs-96h igual a 44.3 mg Cr'®/L (Murillo y Diaz, 1997).
Comparando los valores de la bibliografia con los obtenidos en los estudios realizados
en esta Tesis, Chordodes nobilii, con una Cls, de 0.71 mg Cr*®/L para el desarrollo
embrionario y una Cls, de 0.12 mg Cr'®/L para la supervivencia larval, parece

encontrarse entre los organismos con una sensibilidad media a alta para este metal.
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Tabla 3.4.5. Sensibilidad al Cromo para diferentes organismos. Concentracion letal media

(CLso) y concentracion efectiva media (CEsg) expresada en mg/L

Especie Punto Concentracién Exposici Referencias
Final (mg/L) on (hs)

Cypris subglobosa ECso 8.75 48 h Khangarot y Das, 2009
Ceriodaphnia rigaudi  LCsg 0.002 48 h USEPA ECOTOX
Bosmina longirostris LCso 0.05 96 h Wu 'y col., 2007
Daphnia carinata LCso 0.05 96 h Wuy col., 2007
Daphnia pulex LCso 0.06 96 h Wu 'y col., 2007
Ceriodaphnia LCso 0.07 96 h Wuy col. , 2007
qguadrangular
Simocephalus LCso 0.08 96 h Wuy col., 2007
vetulus
Daphnia carinata LCso 0.12 48 h Wuy col., 2007
B. longirostris LCso 0.12 48 h Wuy col., 2007
C. quadrangular LCso 0.14 48 h Wuy col., 2007
D. pulex LCso 0.15 48 h Wuy col., 2007
S. vetulus LCso 0.16 48 h Wuy col., 2007
Daphnia magna LCso 0.25 96 h Wuy col., 2007
D. magna LCso 0.78 48 h Wuy col., 2007
Bryocamptus LCso 1.26 96 h USEPA ECOTOX
echinatus
Bryocamptus LCso 1.85 96 h USEPA ECOTOX
zschokkei
Bryocamptus LCso 3.48 96 h USEPA ECOTOX
pygmaeus
Bryocamptus LCso 3.56 96 h USEPA ECOTOX
minutus
Attheyella crassa LCso 3.82 96 h USEPA ECOTOX
Diplodon chilensis LCs 20.40 96 h Silva y col., 2007

Los protocolos de ensayo disefiados dan puntos finales letales (ENV e IIMA-L)
y subletales (IIMA-E) adecuados para C. nobilii, que en base a las respuestas a DSS,
Cr y Cd, puede caracterizarse como una especie de sensibilidad media a alta en

relacion a otros organismos acuaticos.

Dentro de la evaluacién de la toxicidad de sustancias sobre especies parasitas,
se han realizado diferentes estudios, algunos de sus resultados sugieren que las
membranas de los huevos son barreras efectivas contra los poluentes, pero su
eficiencia ha sido cuestionada en otros casos. Los experimentos realizados para
resolver esta pregunta deben ser faciles de realizar en el laboratorio (Pietrock y col.,
2003). Los protocolos desarrollados para C. nobilii son faciles de llevar a cabo en un

laboratorio, y permitirian evaluar este punto.

En relaciéon al disefio experimental protocolizado, la extensién en el tiempo

seria uno de los puntos a discutir. Mientras que el protocolo para desarrollo
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embrionario tiene una duracion prolongada (de aproximadamente 1 mes), el destinado
a supervivencia larval comprende solo 5 dias. Por consiguiente, éste Ultimo seria el
mas apropiado para evaluaciones ecostoxicolégias de rutina.

Por utlimo, es interesante destacar que ninguno de los bioensayos requiere

equipamiento especial; siendo el protocolo experimental reproducible.
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CAPITULO V
EXPOSICION A TEMPERATURAS EXTREMAS

INTRODUCCION

La temperatura es una de las variables de mayor influencia en todos los procesos
vitales y en todos los niveles de complejidad biolégica. EI aumento de la temperatura
acelera las reacciones metabdlicas que gastan energia, permitiendo incrementar la
actividad, crecimiento, desarrollo y reproduccion.

En el caso de los endopardsitos, durante su fase de vida libre pueden sobrevivir en
un amplio rango de temperaturas, a veces a 40°C. Cuando la temperatura cae por debajo
0 sobrepasa un limite térmico especifico de cada especie, la fase de vida libre no
sobrevive. Distintos estudios revelaron un patron general en los diferentes filums: las
bajas temperaturas en el ambiente pueden prolongar la vida Util de los estadios de vida
libre de los helmintos parasitos, mientras que las altas temperaturas aceleran el desarrollo
individual y de esa manera la longevidad se acorta. La supervivencia puede disminuir al
aumentar la temperatura, sobre todo para las fases de vida libre que no se alimentan (por
ejemplo, huevos, quistes, larvas). La supervivencia de los quistes disminuye con la
exposicion prolongada a temperaturas calidas porque el aumento del metabolismo drena
las reservas de energia de los quistes (Lafferty, 2009; Pietrock y col., 2003).

Los efectos de temperatura sobre la infectividad o capacidad infectiva de los
estadios de vida libre se pueden resumir en cuatro generalizaciones: (1) la temperatura a
la que la infectividad es mas alta no se corresponden necesariamente con la temperatura
en la que la supervivencia del estadio infectante es mayor; (2) una pérdida de la
infectividad o la reducciéon del periodo de infectividad puede ser generado tanto por un
aumento como por una disminucién de la temperatura; (3) el periodo en el cual la fase de
vida libre es capaz de infectar es generalmente mas corto que su vida Util maxima, y la
reduccién de la longevidad va de la mano con una reduccion en el periodo infeccioso, v,
(4) en un ciclo de vida un estadio protegido por una cascara de huevo, quiste o cuticula,
como en los nematodos, pueden mantener su infectividad en las temperaturas extremas a
diferencia de etapas sin proteccion (Pietrock y col., 2003).

Los cambios estacionales de la temperatura pueden alcanzar limites extremos,

desde temperaturas bajo cero en invierno, a temperaturas muy altas en verano, que
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pueden sobrepasar los 40°C, impactando probablemente sobre los ambientes de agua
dulce, generando mayores efectos sobre cuerpos de agua someros, en los que
normalmente se encuentran individuos de la clase Gordiida (Hanelt y col., 2005). Aunque
se han realizado varios estudios sobre el complejo ciclo de vida de los Gordiida (Bolek y
Coggins, 2002; Hanelt y Janovy, 2003, 2004; de Villalobos y col., 2003; Schmidt-Rhaesa,
2001, 2002; Zanca y col., 2007), la informacién acerca de su ecologia o fisiologia sigue
siendo escasa (Bolek y Coggins, 2002; Chandler, 1985; Schmidt-Rhaesa, 1997; Swanson,
1982).

La temperatura es uno de los principales factores que influyen sobre el desarrollo
de los distintos organismos, y varios autores han realizado estudios, con resultados
disimiles de la tolerancia a la temperatura en distintas especies de Gordiida (Camerano,
1897; Dorier, 1925, 1930; y Zanca Yy col., 2007).

Considerando la escasa informacion existente sobre el efecto de la temperatura en
este grupo, es importante conocer como afecta esta variable a los distintos estadios de
vida libre de Chordodes nobilii.

El objetivo en este capitulo es evaluar el efecto de temperaturas extremas sobre
los estadios de vida libre de C. nobilii.

En el capitulo I, de la seccion Il (pagina 58), se describié el protocolo seguido para
la realizaciébn de los ensayos que evallan tolerancia térmica. En la tabla 3.5.1 se
muestran las temperaturas a las cuales se expusieron los estadios de vida libre de C.

nobilii.

Tabla 3.5.1: Temperaturas evaluadas en los bioensayos para cada estadio de vida libre de C.
nobilii.

Estadio Temperatura evaluada (°C)
. . -3
Desarrollo embrionario
40.5
-3
Larvas
40.5
-3
Adultos 385
40.5
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RESULTADOS Y DISCUSION

EMBRIONES

Los huevos expuestos a ambas temperaturas extremas durante 96 horas no
mostraron signos de avance del desarrollo durante el periodo de postexposicion de 30
dias. Por lo tanto, se lleg6 a la conclusién de que tanto a 40.5°C como a la temperatura de
congelamiento el desarrollo embrionario se inhibe completamente.

En ambos tratamientos la observacion microscopica permitié la identificacion de
huevos dafiados (ruptura de la membranas de los huevos, retraccién de los embriones)
(Figura 3.5.1). El grupo control continu6 el desarrollo embrionario normalmente, con mas

del 50% de las larvas eclosionadas a los 30 dias post exposicion.

i S : . i) .
Figura 3.5.1. A) Embriones No Viables observados en las muestras expuestas a las temperaturas

extremas. B) Larvas libres y larvas en huevo para el control. La barra de escala en ambas figuras
esigual a 15 um

LARVAS

El bioensayo llevado a cabo con larvas mostré que la supervivencia larval fue
significativamente disminuida luego de la exposicién a las temperaturas extremas (Figura
3.5.2, pagina 114). Tanto las larvas expuestas a -3°C como aquellas expuestas a 40.5°C
se diferencian entre ellas y del control siendo mas agudo el efecto de 40.5°C (Apéndice II,
Tablas 66 y 67, pagina 151).
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IIMA

——

0 . . =
22+1 3 bajo cero 40,51 °C

Figura 3.5.2. Larvas expuestas a 40.5 °C y a -3 °C. Se grafica el IMA como media aritmética + ES,
observados para el control y las temperaturas ensayadas.

ADULTOS

En los estudios que evaluaron la sensibilidad de adultos, se demostr6 que la
exposicion a temperaturas de -3°C, el 28% de los mismos recobra su movilidad luego de 5
dias post exposicion. Luego de 7 dias solamente el 11% de los especimenes mantiene la
movilidad (Figura 3.5.3). El grupo control mantiene los movimientos normales durante el

periodo de exposicion y durante los 7 dias de post exposicion.

120 -
100 -
80 -
60 -
40 -

] __—— T~ .

L 3
L 4
L 4
L 3
L 3
L 4
L 4

% Supervivencia

dias
—e—23+1°C —8—3° C bajo 0 post exposicion
Figura 3.5.3. Postexposicion de los adultos expuestos a temperaturas bajo cero. La temperatura a

la que se mantuvo al grupo control fue 23+1 °C. En el eje Y se observa el porcentaje de
supervivencia de los individuos expuestos. En el eje X se observa el tiempo de postexposicion.

Durante la exposicion de los adultos a 38.5 °C por 96 horas se observa que los

especimenes se hallan inmoéviles, formando nudos, pero luego de 10 minutos a

114




Cecilia L. Achiorno Seccion Il Capitulo V

temperatura ambiente estos recobran su actividad normal. La mortalidad dentro del grupo
expuesto es del 10%, y no es significativa respecto del control. Cuando la T° se aumenta
a continuacion a 40.5 °C, la mortalidad se incrementa al 50% luego de 24 horas de
exposicién, alcanzando el 100% al finalizar el ensayo (96 horas), (Figura 3.5.4). La
temperatura letal media (TLso) por tanto se encuentra entre los 38.5 y los 40.5 °C.

0, 110 T T j:?l oC
100 + + 42
2 1
80 1 I3
70 1 1%
60 1 I35
50 + %
3 g
30 1 L1
ig | T i%
0 I
40+ 0 1 2 3 4 5 6 7 8 g
—#0pmortalidad acumulada —*T°C

Figura 3.5.4. Exposicién de adultos a temperaturas de 38.5 y 40.5 °C. Temperatura de control 23+1
°C. Valores representados como porcentaje de mortalidad acumulada. En los ejes Y se observan el
porcentaje de mortalidad acumulado de los individuos expuestos (a la derecha) y la temperatura (a
la izquierda). En el eje X se observa el tiempo de exposicidén expresado en dias.

Zanca y col., (2007) observaron que huevos de C. nobilii mantenidos a 5 °C, luego
de la elevacién de la temperatura, contindan con el desarrollo embrionario normal. Estos
autores plantean que las larvas, en su medio natural durante el invierno, retardan su
eclosion, y se mantienen dentro de las cubiertas del huevo, como una estrategia de
supervivencia hasta que los posibles hospedadores estén nuevamente disponibles. El
efecto de la temperatura sobre la movilidad de las larvas de nematomorfos fue estudiado
en Gordius aquaticus por Dorier (1930), quien observé que la mortalidad para las larvas
expuestas a 37°C durante 30 horas alcanzé el 100%. Las larvas de Chordodes nobilii
también demostraron ser sensibles a la exposicion a temperaturas elevadas, ya que luego
de 48 h de exposicion a 40.5 °C la mortalidad fue casi total, alcanzando el IIMA un valor
de 0.09 (Figura 3.5.2, pagina 114).
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En esta Tesis se reporta el primer resultado de exposicion de larvas a
temperaturas bajo cero, determinandose que aunque las larvas pudieron realizar
infecciones, el IIMA fue significativamente menor que el control. A pesar de que la
temperatura de congelamiento genera un efecto negativo sobre la supervivencia larval, es
probable que el ciclo de vida pueda mantenerse durante inviernos muy frios, en tanto que
las temperaturas extremas superiores determinarian una interrupcion del mismo.

Respecto de los adultos, Camerano realiz6 estudios de tolerancia térmica en
especimenes de Gordius aquaticus, Parachordodes tolosanus y P. pustulosus, los que
mostraron una disminucién de la movilidad cuando la temperatura del medio es de 25°C,
inmovilidad a 39°C vy letalidad del 100% a 44-46 °C. Dorier (1930) realizé estudios con
Gordionus violaceus, G. aquaticus y Parachordodes gemmatus, y encontré que luego de
tres dias de exposicion a 37°C los especimenes expuestos de Gordionus violaceus
murieron, mientras que los especimenes de G. aquaticus y Parachordodes gemmatus,
murieron luego de 7-9 dias. Los resultados obtenidos en esta Tesis sobre la respuesta de
los adultos de C. nobilii a temperaturas que exceden los 38.5°C demuestran que la
tolerancia se ve disminuida significativamente. Por tanto, C. nobilii resultaria tan 0 mas
resistente que Gordius aquaticus, Parachordodes tolosanus P. gemmatus y P. pustulosus,
y mas resistentes que Gordionus violaceus.

Finalmente, se puede concluir que los estadios de vida libre de Chordodes nobilii
son susceptibles a las temperaturas extremas, pero mientras que a temperaturas bajo
cero puede observarse un cierto grado de supervivencia, la temperatura de 40.5 °C es

letal.
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DISCUSION FINAL

Obtencidon de una linea de base para la capacidad infectiva de

esta especie.

El éxito de la infeccién es crucial para la supervivencia de los parasitos, y los
gordiidos no escapan a esta consigna. En este grupo las larvas que logran eclosionar son
las que tendrian la capacidad de realizar las infecciones, y la viabilidad estara dada por el
éxito en la infeccion.

Por lo tanto, es crucial que las larvas al eclosionar sean capaces de infectar a
hospedadores potenciales. Precisamente sobre la base de esta caracteristica biolégica se
fundamento el disefio de los protocolos de ensayo.

Es imprescindible contar con informacion suficiente y confiable acerca de la
capacidad infectiva de las larvas de Chordodes nobilii en situacion control a fin de poder
interpretar, sin subestimar ni realizar sobreestimaciones, la respuesta de las etapas
preparasitarias en situaciones de estrés. Con esta finalidad se construyo la linea de base
de potencialidad infectiva de las larvas de C. nobilii en condiciones controladas de
laboratorio. Los resultados obtenidos (Seccion |Ill, Capitulo 1) demuestran que la
capacidad infectiva de esta especie presenta una gran variabilidad. La principal fuente de
variabilidad corresponde a la hembra que realizé la puesta, por lo cual se podria
presuponer un factor primordialmente genético si bien no se pueden descartar la
influencia de otras variables como el estado metabdlico general.

La potencialidad génica, dada por la hembra y los machos que participan en la
fecundacién de los huevos seria un factor principal al momento de determinar el éxito de
las larvas al realizar las infecciones. Este descubrimiento tiene gran importancia, ya que
se podria vincular este hecho con el éxito reproductivo de la especie a nivel de fecundidad
y viabilidad de la progenie. Sin embargo tomando en consideracion que los resultados se
basan en datos obtenidos durante 4 afos, a partir de hembras colectadas en el medio, no
se puede desestimar el efecto de variables ambientales a las que estuvieron expuestas
las hembras previamente. Por consiguiente, se deben realizar mas estudios para evaluar
la capacidad reproductiva de la especie, y comparar el éxito reproductivo de C. nobilii con

otras especies de gordiidos.
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Disefio del protocolo de ensayo adecuado paralos Gordiida,

seleccién de los puntos finales.

Al momento de iniciar el disefio de los protocolos a utilizar para evaluar la
sensibilidad de este grupo a distintos factores se consideraron las caracteristicas
biolégicas de los organismos y la bibliografia disponible sobre el tema.

En los sistemas naturales la toxicidad aguda que experimentan los organismos es
producida, generalmente, por descargas de contaminantes al medio, ocurridas
accidentalmente, o, que alcanzan el cuerpo de agua por escorrentia luego de
precipitaciones en un periodo de tiempo determinado, por lo tanto la exposicién es puntual
y de corta duracion, y la misma puede tener efectos dafiinos a largo plazo.

A partir de estos antecedentes los protocolos utilizados en esta Tesis se disefiaron
para simular una situacion de exposicion aguda. En el caso de los embriones, estos
fueron expuestos durante 96 horas aproximadamente un 15% del tiempo que le lleva a los
mismos alcanzar el estado de larva libre. En tanto que, para las larvas que deben
encontrar un hospedador para poder sobrevivir dentro de aproximadamente los 7 dias de
eclosion, el tiempo de exposicion empleado (48 horas) fue de aproximadamente un 30%
del que necesitan para hallar al hospedador. En ambos casos los tiempos de exposicidon
son comparables con los utilizados, en general, para bioensayos de exposicion aguda en
otros animales.

En la evaluacion de riesgo de los agentes quimicos es necesario tener informacién
acerca de la letalidad en etapas iniciales del ciclo de vida en una especie, pero el criterio
mayormente usado no evalla a los embriones que lograron eclosionar y sobrevivir al
periodo de exposicién. Este hecho ha sido planteado por autores como Fraysse y col.
(2006). Anteriormente, von Westernhagen (1988), resaltd el hecho de que “a eclosion
viable” es un indicador mas sensible de los efectos de los poluentes que “a
eclosionabilidad”. Por tanto, la determinacién de eclosiones viables podria ser mas
relevante para evaluar los efectos subletales de poluentes (Fraysse y col., 2006).

La supervivencia de los organismos evaluados, es, sin lugar a duda, un pardmetro
importante. Sin embargo, en un organismo parasito, siempre que sea posible, la atencion
debe dirigirse a la capacidad de realizar infecciones, ya que existen datos indicando que

es un parametro mas sensible y es afectado antes que la viabilidad por la presencia de
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poluentes (Pietrock y col., 2003). La capacidad infectiva de los parasitos se encontraria
dentro de las eclosiones viables postuladas anteriormente.

Compartiendo la opinién de Fraysse y col., (2006), de Pietrock y col., (2003), y de
von Westernhagen (1988), en esta Tesis se consider6 como punto final la capacidad
infectiva de las larvas eclosionadas de los huevos expuestos, evaluada mediante un
indice de infeccion, el IIMA-E. Ya que aunque las larvas de C. nobilii lograron eclosionar
luego de una exposicion, este hecho no implica necesariamente que los embriones no
fueran afectados.

Es de destacar que en el caso de bioensayos con embriones, el IIMA-E permitid
descubrir un efecto subletal que podria pasar desapercibido de otro modo, ya que en la
mayoria de los bioensayos llevados a cabo no se observaron malformaciones en las
larvas eclosionadas ni ninguna caracteristica observable a microscopio Optico que
permitiera suponer que el desarrollo embrionario se habia visto perjudicado por los téxicos
ensayados.

Los puntos finales obtenidos en esta Tesis en base a la capacidad infectiva no
fueron facilmente comparables con los obtenidos para otras especies no parasitas, pero
permitieron establecer la sensibilidad de C. nobilii para un téxico dado respecto de otros
organismos, ya que fue posible obtener a partir de ellos una concentracion de efecto que,
podrian ser de utilidad para el uso con otras especies parasitas. Finalmente, un tema
importante a tener en cuenta es que estos puntos finales pueden ser considerados
confiables y validos para ser usados en evaluaciones ecotoxicolégicas en estados
preparasitarios de especies de Gordiida.

Los andlisis de los resultados de bioensayos embriotoxicolégicos se basan en
estimar la frecuencia y la intensidad de las anormalidades observadas lo cual conlleva a
gue los resultados obtenidos estén tefidos por la subjetividad del observador (Fraysse y
col., 2006). Considerando este hecho, el protocolo desarrollado para C. nobilii habilita el
analisis de un punto final distinto, el cual permitiria que la comparacion de los resultados
obtenidos a partir de bioensayos realizados en distintos laboratorios, pueda realizarse con
mayor objetividad, utilizando como punto final la capacidad infectiva analizada mediante
un indice (IIMA-E e IIMA-L).

Por dltimo, los resultados de esta Tesis validan los protocolos experimentales
disefiados y desarrollados, en los que se usan los estadios preparasitarios del ciclo de

vida de C. nobilii, para evaluacién ecotoxicolégica.
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Evaluacion mediante bioensayos del efecto de contaminantes

sobre Chordodes nobilii.

Un resumen de los resultados obtenidos durante el desarrollo experimental de esta
Tesis se da en la tabla 4.1.1 (pagina 121). La lectura detallada de estos resultados pone
en evidencia el grado de sensibilidad a los diferentes téxicos de Chordodes nobilii en los
primeros estadios de vida.

Dos de los toxicos referentes evaluados, el DSS y el Cd, y los tres plaguicidas, el
Glifosato, el Carbendazim y el Malation no inhibieron el desarrollo embrionario cuando el
medio de ensayo fue agua reconstituida. De estos toxicos, solamente el Malation, en la
maxima concentracion ensayada, generd6 un aumento significativo del ndamero de
embriones no viables (ENV).

Solo el Carbendazim, en medio natural, y el cromo, en agua reconstiutida,
determinaron inhibicion del desarrollo embrionario, con una Cls-96 h de 0.032 y 0.71
mg/L, respectivamente. Considerando estos resultados se puede decir que a
concentraciones que se encontraban en el mismo orden de magnitud, el fungicida fue mas
téxico que el Cromo.

De los téxicos evaluados el Cromo y el Malatién generaron malformaciones. En el
caso del insecticida, la concentracion en la cual se hicieron evidentes las malformaciones,
fue la misma en la que se determind la inviabilidad total de las larvas eclosionadas de
huevos expuestos (IIMA-E = 0).

La minima concentracion que generd efecto tanto sobre el desarrollo embrionario
(al considerar el IIMA-E) como sobre el estadio larval, fue la minima concentracion
ensayada, salvo para el Glifosato y el Malation, en ambos casos cuando el medio de

ensayo fue agua del medio natural.
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Tabla 4.1.1. Resumen de los resultados obtenidos a partir de los bioensayos realizados con tdxicos
en esta Tesis.

Concentraciones analiticas (mg/L)
Toxico Medio Bioensayo Punto Minima conlt\:/lelzrrlwltTaiién
ensayo y final concentracion que Cls
ensayada causo efecto

. . ENV - -
Glni‘oasato EPA Embriones IMA-E 0.08 0.08 0.045
o Larvas [IMA-L 0.08 0.08 0.501

Glifosato Embriones ENV 0.07
FS EPA IIMA-E ' 0.07 0.054
) Larvas IIMA-L 0.07 0.07 0.067

Glifosat Embriones ENV 0.07
' Esa 0 SG IIMA-E ' 0.74 0.570
) Larvas IIMA-L 0.08 0.08 0.357

. ENV -—- -—-
Carbendazim EPA Embriones v E 0.011 0.011 0.007
Larvas [IMA-L 0.009 0.009 0.011
. ENV 0.044 0.032
Carbendazim SG Embriones v e 0.011 0.011 0.011
Larvas [IMA-L 0.009 0.009 0.028

. ENV 0.219 -—-
Malation EPA Embriones v E 0.036 0.036 0.030
Larvas [IMA-L 0.036 0.036 0.019

Embriones ENV 0.036
Malation SG IIMA-E 0.036 0.054 0.031
Larvas [IMA-L 0.078 0.078 0.089

. ENV --- ---
DSS EPA Embriones = vaE 0.12 0.12 0.064
Larvas [IMA-L 0.1 0.1 0.061

. ENV --- ---

cd Epa | EMbriones o te 0.4 04 0.63
Larvas [IMA-L 0.4 0.4 0.36

) ENV 0.9 0.71

Cr EPA Embriones v E 04 0.4 0.29
Larvas IIMA-L 0.16 0.16 0.12

Un punto interesante a tener en cuenta es que, en un rango de incremento de
concentracion relativamente pequefio, se produjo un efecto téxico significativo. Este
hecho se aprecia en aquellos puntos finales donde el téxico generd efecto a
concentraciones mayores que la minima ensayada, como fueron los casos de los
plaguicidas, en medio natural, y del Cromo. A su vez, estas concentraciones de efecto
fueron mayores que la Cls, obtenida. Todos estos casos se dieron en el desarrollo

embrionario. Por consiguiente, el umbral a partir del cual los embriones pueden ser
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afectados es muy estrecho, y consecuentemente, deben considerarse cautelosamente los
rangos de concentracion en los que los embriones pueden desarrollarse exitosamente.

En funcion de la Cls-96 (mg/L) para la variable IIMA-E, se pudieron clasificar los
toxicos evaluados en orden decreciente de toxicidad de la siguiente manera (el subindice
indica si el medio es agua reconstituida (E.) y/o agua del medio natural (S):

Carbendazimg (0.007) > Carbendazims (0.011) > Malatione.s (0.03) > Glifosato i.a.
(0.045) > Glifosato Fe (0.054) > DSS (0.064) > Cr (0.29) > Glifosato Fs (0.570) > Cd (0.63).

Para el estadio larval, en funcion de la Cls-48 (mg/L) se pudieron ordenar los
toxicos evaluados en forma decreciente segun su efecto de la siguiente manera (el
subindice indica si el medio es agua reconstituida (E.) o agua del medio natural (SG):

Carbendazimg (0.011) > Malationg (0.019) > Carbendazims (0.028) > Cr (0.12) >
Cd (0.36) > DSS (0.061) > Glifosato Fg (0.067) > Malations (0.089) > GlifosatoFs (0.357) >
Glifosato 1A (0.501)

Para los embriones, se pudo observar que los plaguicidas resultaron mas téxicos
gue el detergente y los metales, salvo para el Glifosato en medio natural; en cambio para
las larvas, los metales y el detergente fueron mas toxicos que el Glifosato y que el
Malation en medio natural.

Para los embriones el poluente que generd un efecto menor fue el Cd, en tanto
gue para las larvas fue el Glifosato como ingrediente activo.

Se determinéd que el Carbendazim, cuando el medio de ensayo fue agua
reconstituida, resulté ser el contaminante mas toxico para ambos estadios.

Finalmente, si se considera el efecto del medio sobre la sensibilidad de C. nobilii a
los plaguicidas, se establecié que el medio no necesariamente disminuye el efecto de los
pesticidas.

En vista que para el Malation y el Carbendazim el medio de dilucién afect6 la
toxicidad y que esta se encuadra en valores esperables en el ambiente la informacion
obtenida puede considerarse un alerta acerca de los niveles guia establecidos para la

proteccién de la biota acuética
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Establecimiento del rango de tolerancia térmica en las etapas de

vida libre de Chordodes nobilii.

Luego de la evaluacion del efecto de las temperaturas extremas sobre los estadios
tempranos de desarrollo de Chordodes nobilii se puede concluir que son susceptibles a
estas, evidenciandose mayor tolerancia a las temperaturas de congelamiento.

Lo mismo puede plantearse para los adultos, considerandose también que un
aumento de dos grados, de 38.5 a 40.5 °C, genera una letalidad del 50% en 24 horas,

encontrandose la temperatura letal media dentro de éste rango estrecho.

Determinacion de la capacidad de C. nobilii de actuar como

bioindicadora de contaminacion.

Existen varios autores, entre ellos Lafferty (1997), Mackenzie (1999) y Sures
(1999, 2004), que abogan por el uso de los parasitos en evaluaciones de calidad de
ambiente.

Se ha comprobado que el nimero de digeneos, cestodes y acanthocephalos, que
tienen ciclos de vida indirectos complejos, como los Gordiida, disminuye con la mayoria
de los tipos de contaminacion (Mackenzie, 1999), demostrando que estos parasitos son
sensibles a la polucién.

Dentro de los estudios llevados a cabo con especies de parasito, la mayoria se
han realizado con miracidios o cercarias. El conocimiento acerca de los efectos de toxicos
sobre huevos y larvas de cestodes, digeneos y nematodos es escaso (Pietrock y col.,
2003). Por tanto se necesita informacién acerca de la respuesta a los poluentes de otros
taxas de endoparasitos de los que se carece de referencia, como es el caso de los
Nematomorpha.

Ya sean organismos de vida libre o parasitos, se considera que una especie o al
menos un estadio de su ciclo de vida, debe cumplir con una serie de requisitos para que
sea considerada como “especie sensible”. Entre ellos se mencionan: tener una amplia
distribuciéon geografica, tener tamafio suficientemente grande (es conveniente en el
trabajo experimental); ser comunes; ser sensibles a la contaminacion y tolerantes a un

amplio intervalo de condiciones ambientales, deben colectarse faciimente en campo y de
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facil disponibilidad (debe ser abundante), ademéas su mantenimiento en laboratorio y cria
debe realizarse de manera sencilla. Si las primeras etapas de desarrollo van a ser
usadas, el desove debe ser facilmente inducible y los gametos deben estar disponibles
libremente en el medio natural (Espina y Vanegas, 2005; Gopalakrishnan y col., 2008).
Otros investigadores proponen que la seleccion debe basarse en especies claves dentro
de la organizacion de la comunidad, o, por su participacion como enlaces en las cadenas
tréficas que conducen a sus consumidores de importancia econdmica (Espina y Vanegas,
2005). Un listado de los requisitos necesarios para ser considerada bioindicadora se
muestra en la Tabla 4.1.2

Existe discrepancia en cuanto a si se deben considerar a las especies
ampliamente tolerantes a cambios en las variables ambientales como especies
indicadoras o no. Por un lado, se argumenta que dicha tolerancia podria preadaptar a los
organismos para resistir el estrés de la contaminacién y por lo tanto no serian adecuadas.
En contraste, el otro argumento plantea que, las especies mas sensibles serian aquellas
gue en condiciones naturales experimentan estrés y por lo tanto sucumbirian rapidamente
al nuevo estrés impuesto por el contaminante. En esta tesis se adhiere al segundo
argumento. Se considera que si una especie puede tolerar rangos amplios de variacién de
los factores ambientales, una disminucién en su poblacion probablemente esté mucho
mas relacionada con factores antrépicos que naturales.

Finalmente, seleccionar organismos complementarios que representen distintos
sectores del ecosistema es importante para disminuir la probabilidad de que no se detecte
un impacto, razén por la cual es esencial contar con especies autdctonas. Existen
especies que se consideran estandarizadas para este tipo de evaluaciones, la mayoria
pertenecientes al hemisferio norte, que no necesariamente puedan reflejar los cambios
gue ocurren en un ambiente dado. La proposicién del uso de especies nativas, las cuales
pueden ser mucho mas adecuadas para obtener informacién acerca de un sitio
especifico, ha sido propuesta desde hace ya muchos afios por Buikerma y col., 1982.

En lo referente al control de la contaminacion, se debe considerar que buscar
métodos 0 especies estandares, que sirvan para identificar los efectos de los
contaminantes sobre todas las especies en todos los ambientes, es muy poco realista.
Cada investigador debiera seleccionar el organismo adecuado para su tipo de estudio y
acorde a sus objetivos, sin olvidar que existen especies, poblaciones y enlaces entre las

cadenas alimentarias, particularmente sensibles a los contaminantes. También es
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necesario recordar que no todas las pruebas sirven a todo proposito de igual manera
(Espina y Vanegas, 2005).

Tabla 4.1.2. Requisitos de una especie bioindicadora de contaminacion y su estado en Chordodes
nobilii.

Caracteristicas

Especie sensible

Chordodes nobilii

Abundancia Grande Son abundantes
Disponibilidad de adultos
reproductores Alta Alta
Disponibilidad de puestas
en campo Alta Alta
Distribucion geogréfica Amplia Amplia
Tolerancia a condiciones Amplia Glerancia a | temperatura
ambientales P P
solamente
Importancia Ecoldgica y Econ6mica Ecoldgica
Respuestas a téxicos Sensibles Sensibles
Estadios de desarrollo
Formas-Estadios tempranos Facilmente manejables

Facilidad de manejo

Papel ecoldgico

Productores primarios,
Organismos de enlace

Organismos de enlace en
las redes troficas y entre
ambientes terrestre y
dulceacuicola

Mantenimiento en
laboratorio

Facil

Todos los estadios de vida
libre se mantienen
facilmente en laboratorio

Conocimiento acerca de
biologia, ecologiay
fisiologia

De los principales
aspectos

Escaso

Reproduccion y cria en
laboratorio

Alta

No se ha desarrollado aun

Susceptibilidad a
enfermedades y parasitos

Conocida

No se conoce

Relacién filogenéticay
ecoldgica, ademas de otras
similitudes con las
especies recomendadas
por la USEPA y otros
organismos oficiales

Conocida

No posee - No se conoce

Relacién con el hombre

Por medio de la
cadena tréfica o por su
parentesco o por
relacion filogenética

Parasitos de insectos de
interés agronémico-médico

De los 15 requisitos que se mencionan en la tabla anterior, que una especie

sensible debe poseer, Chordodes nobilii presenta 10. De los restantes, la tolerancia a
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condiciones ambientales, el conocimiento acerca de la biologia, ecologia y fisiologia; vy, la
reproduccion y cria en laboratorio; los estudios recién comienzan a desarrollarse. Hasta
ahora se ha comprobado que C. nobilii tiene un amplio rango de tolerancia térmica
(resultados obtenidos en esta Tesis; Zanca y col., 2007), y se han realizado crias en
laboratorio exitosas para otras especies de la clase Gordiida (Hanelt y Janovy, 2004).
También se estan realizando trabajos de investigacion sobre la ecologia de diversas
especies, tanto del hemisferio norte como en Argentina (de Villalobos y col., 2003a; de
Villalobos y Ronderos, 2003; Hanelt y Janovy, 2003; Hanelt y Janovy, 2004; Salas y col.,
2008, 2010).

Durante el desarrollo de ésta tesis se han publicado los primeros trabajos
ecotoxicoldgicos sobre C. nobilii (Apéndice lll, pagina 154).

De acuerdo a lo citado anteriormente, los estadios preparasitarios de C. nobilii,
parecen ser apropiados para utilizarse en evaluaciones ecotoxicoldgicas, aunque nuevas
investigaciones deben ser llevadas a cabo para optimizar la obtencion del ciclo de vida

completo, entre otras.
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CONCLUSIONES

A patrtir de los resultados obtenidos durante el periodo experimental llevado a cabo
para esta Tesis se puede determinar que los estadios preparasitarios de Chordodes nobilii
han demostrado ser sensibles a los 6 toxicos evaluados en las condiciones planteadas
para la realizacion de los bioensayos, siendo el protocolo disefiado para tal fin factible de
realizacion, repetible y confiable, y por lo tanto, valido para evaluaciones ecotoxicologicas.

Los gordiidos interactian con distintas comunidades y con el ambiente abidtico,
por lo cual los resultados obtenidos en esta Tesis podrian utilizarse para realizar

inferencias acerca de lo que ocurre en un sistema acuatico natural.

En el marco de éste estudio se generaron nuevos interrogantes, entre otros,
¢, Como es posible que una breve exposicion durante el desarrollo embrionario temprano
de toxicos de diferente modo de accién confluyan en la misma respuesta que determina
qgue las larvas eclosionadas disminuyan su capacidad infectiva? ¢Cémo actian los
poluentes en el metabolismo de los parasitos? ¢Son capaces de bioacumular
contaminantes? ¢Es factible realizar estudios de bioacumulaciébn con los adultos?
Reparando en que una de las condiciones para ser considerada una especie
bioindicadora es que la misma posea una amplia tolerancia a variables ambientales, otro
de los puntos que deben evaluarse es la tolerancia a otros factores ambientales. Por lo
tanto, esta Tesis plantea nuevas lineas de investigacién sobre este grupo.

Los resultados presentados, sumados al valor ecolégico de Chordodes nobilii,
fortalecen la postura de considerar a esta especie Util en la realizacion de evaluaciones de
riesgo.

Se considera que esta Tesis es un aporte valioso para la ecotoxicologia,
principalmente porque a nivel regional plantea el uso de otros taxa nativos y ho
estandarizados en la realizacién de estudios ambientales. Estudios con otros enfoques,
como el aqui presentado, pueden ser de utlidad en la realizaciébn de evaluaciones
ecotoxicologias que cubran mayores espectros dentro del ambiente.

Estos estudios se afadirdn a los ya existentes, pero se debe continuar con la
busqueda de nuevas técnicas de evaluacion, las que pueden implicar el uso de grupos no
utilizados habitualmente, permitira perfeccionar los modelos predictivos para colaborar

con la generacion de leyes que protejan el medio y sus habitantes, incluido el hombre.
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Es imperativo que de las distintas areas de la sociedad se trabaje en la busqueda
de soluciones a la problematica ambiental. La ecotoxicologia como disciplina cientifica se
debe abocar a la busqueda de la resolucion de la problemética ambiental regional y en
este sentido los estudios sobre especies nativas son de fundamental importancia para las
evaluaciones de riesgo ecolégico de nuestros ambientes.

Esta Tesis pretende generar un aporte a la ciencia, valorizando el hecho de
observar nuestro ambiente, buscar nuevas herramientas para trabajar en pos de un
ambiente saludable, y, generar nuevas lineas de investigacion, sin olvidar que la

integracion de la informacion obtenida es fundamental.

128



Apéndices



Cecilia L. Achiorno Apéndices

APENDICE |
PARASITISMO

Considerando que esta Tesis evalla desde un punto de vista ecotoxicolégico a
una especie parasita, se aclararan términos que son utilizados en la misma (Bush y col.,
2001).

El parasitismo puede ubicarse dentro de las relaciones simbidticas.
anisoespecifica (entre distintas especies) en la que el parasito es dependiente

metabdlicamente de su hospedador y no es beneficiosa para éste.

Tipos de parasitos

Dentro de los organismos denominados parasitos se pueden encontrar diversas
clasificaciones. Se desarrolla la que considera la ubicacion del parasito en el cuerpo del
hospedador. En base a ésta se los puede clasificar como ectoparasitos y endoparasitos.
Cuando el parasito esté tipicamente confinado al exterior del cuerpo del hospedador se
habla de ectoparasito, ejemplos son la mayoria de los artropodos parasitos y muchos
monogeneos. Se denomina endoparasitos a aquellos confinados dentro del cuerpo del
hospedador. Dentro de este grupo se encuentran los parasitos mas familiares, tales como
protozoos, digeneos, cestodes, nematodes, y acantocéfalos. Los Gordiida se clasifican
dentro de este grupo.

Los juveniles de Gordiida son parasitos obligados mientras que los adultos son de

vida libre.

Tipos de hospedadores

Los organismos en o sobre los que los parasitos llegan a la madurez sexual se
definen como el hospedador definitivo.

Algunos parasitos requieren solamente un hospedador para completar su ciclo de
vida. Dentro del parasitismo, estos ciclos se denominan ciclos de vida directos, todos los
monogeneos, Yy algunos nematodes y artropodos, tiene un ciclo de vida directo. En tanto
gue muchos parasitos requieren un hospedador intermediario obligado en el que el
pardasito sufre algun desarrollo y cambio morfoldgico, pero donde no alcanza la madurez
sexual. Los ciclos de vida en los que se requieren mas de un hospedador se denominan

ciclos de vida indirectos.
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Ciertos parésitos, como los Gordiida, pueden emplear hospedadores en los que si
bien no se desarrollan les permite una supervivencia prolongada. Estos hospedadores se
denominan hospedadores de transporte o paraténicos. Tales hospedadores son usados
frecuentemente como un puente ecoldgico o hueco trofico. También son importantes
porque ellos pueden ayudar a diseminar los estadios infectivos de los parasitos, o pueden
ayudar a estos estados a atravesar condiciones desfavorables, tales como la ausencia

temporaria de hospedadores definitivos.
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APENDICE I
RESULTADOS ESTADISTICOS Y TABLAS POST HOC

Capitulo I Andlisis de la capacidad infectiva de las larvas
de C. nobilii.

Tabla 1: Prueba de Mann-Whitney. La variable de agrupacion es: Condiciones bajo las que se
llevo a cabo el desarrollo embrionario

W de Wilcoxon 1711.000

P (dos colas) 0.1058

Tabla 2: Prueba T para muestras independientes. La variable de agrupacion es: El medio de
ensayo

Prueba T -0.68
p (Varianza heterogénea) 0.50
Prueba Bilateral

Tabla 3: Prueba de Kruskal-Wallis. La variable de agrupacion es: La hembra que realizé la puesta

H 74.64

p <0,0001
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Capitulo Il Plaguicidas

Apéndices

Tabla 4. Variable ENV para embriones expuestos a Glifosato como ingrediente activo. El medio
de dilucién utilizado fue agua reconstituida (EPA). Se muestran los valores de Media, Desvio
Estandar (DS), Error Estandar (ES), Mediana y el nimero de tratamientos (N).

mg Gli/L

0
0.08
0.42
0.84
1.68
3.36
6.73
Total

Media

3,33
18,33
25,33

0,33

8,00
23,33

5,33
12,00

DS

4,93
22,37
17,16

0,57

4,36
12,90

5,51
14,01

ES

2,85
12,91
9,90
0,33
2,52
7,45
3,18
3,06

Mediana

1,00
8,00
28,00
0,00
10,00
27,00
5,00
8,00

Nowwwwwww Z

Tabla 5. Variable ENV para embriones expuestos a Glifosato, como formulado. El medio de
dilucion utilizado fue agua reconstituida (EPA). Se muestran los valores de Media, Desvio
Estandar (DS), Error Estandar (ES), Mediana y el nimero de tratamientos (N).

mg Gli/L

0
0.07
0.37
0.74
1.48
2.96
5.93
Total

Media

3,00
6,67
14,33
4,00
10,33
24,33
20,33
11,86

DS

2,65
8,08
13,05
4,58
8,50
19,14
12,50
12,10

ES

1,53

4,67

7,53

2,65

4,91
11,05
7,22

2,64

Mediana

2,00
2,00
10,00
3,00
7,00
27,00
20,00
7,00

Nowwwwww Z

Tabla 6. Variable ENV para embriones expuestos a Carbendazim. El medio de dilucién utilizado
fue agua reconstituida (EPA). Se muestran los valores de Media, Desvio Estandar (DS), Error

Estandar (ES), Mediana y el nUmero de tratamientos (N).

mg Car/L

0
0.01
0.02
0.04
0.09
0.18
0.36
Total

Media

9,00
26,67
31,00
40,00
50,67
18,00
47,67
31,86

DS

7,94

7,37

9,00
42,46
29,26
18,52
24,79
24,36

ES

4,583
4,256
5,196
24,515
16,895
10,693
14,310
5,315

Mediana

6,00
24,00
31,00
17,00
43,00
11,00
52,00
24,00

Nowwwwww Z
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Tabla 7. Variable ENV para embriones expuestos a Malation. El medio de dilucién utilizado fue
agua reconstituida (EPA). Se muestran los valores de Media, Desvio Estandar (DS), Error
Estandar (ES), Mediana y el niumero de tratamientos (N).

mg Mal/L Media DS ES Mediana N
0 4,67 7,23 4,18 1,00 3
0.04 8,00 4,36 2,52 6,00 3
0.05 7,00 4,58 2,65 6,00 3
0.07 8,67 8,50 4,91 9,00 3
0.11 16,33 3,79 2,17 18,00 3
0.22 31,00 7,00 4,04 34,00 3
Total 12,61 10,59 2,50 12,00 18

Tabla 8. Variable ENV para embriones expuestos a Malation. El medio de dilucién utilizado fue
agua reconstituida (EPA). Diferencias significativas segiin comparaciones de Tukey entre las
concentraciones. * Diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05), NS: no significativa.

mg Mal/L 0.04 0.05 0.07 0.11 0.22
0 NS NS NS NS *
0.04 NS NS NS *
0.05 NS NS *
0.07 NS *
0.11 NS

Tabla 9. Variable IIMA-E para embriones expuestos al Glifosato como ingrediente activo. El medio
de dilucién utilizado fue agua reconstituida (EPA). Se muestran los valores de Media, Desvio
Estandar (DS), Error Estandar (ES), Mediana y el niUmero de tratamientos (N).

mg GIi/L Media DS ES Mediana N
0 8,40 1,92 1,11 8,71 3
0.08 0,91 0,36 0,21 0,84 3
0.42 0,70 0,53 0,31 0,52 3
0.84 0,72 0,12 0,07 0,74 3
1.68 0,28 0,23 0,13 0,18 3
3.36 0,20 0,09 0,05 0,24 3
6.73 0,08 0,04 0,02 0,09 3
Total 1,62 2,93 0,64 0,54 21
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Tabla 10. Variable IIMA-E para embriones expuestos a Glifosato como ingrediente activo,
concentraciones expresadas como equivalente acido. EI medio de dilucion utilizado fue agua
reconstituida (EPA). Diferencias significativas, segin comparaciones de Tukey, entre las
concentraciones para la variable IIMA-E, analizada como Log de IIMA-E, * Diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05), NS: no significativa.

mg GIi/L 0.08 0.42 0.84 1.68 3.36 6.73
O * * * * * *
0.08 0 NS NS NS * *
0.42 0 NS NS NS *
0.84 0 NS NS *
1.68 0 NS NS
3.36 0 NS

Tabla 11. Variable IIMA-E para embriones expuestos a Glifosato como formulado,
concentraciones expresadas como equivalente acido. EI medio de dilucion utilizado fue agua
reconstituida (EPA). Se muestran valores de Media, Desvio Estandar (DS), Error Estandar (ES),
Mediana y el nimero de tratamientos (N).

mg GIi/L Media DS ES Mediana N
0 4,22 1,92 1,11 3,16 3
0.07 1,48 1,08 0,62 1,80 3
0.37 0,69 0,02 0,01 0,69 3
0.74 0,22 0,15 0,09 0,14 3
1.48 0,41 0,10 0,06 0,44 3
2.96 0,35 0,10 0,06 0,38 3
5.93 0,20 0,07 0,04 0,22 3
Total 1,08 1,55 0,34 0,43 21

Tabla 12. Variable IIMA-E para embriones expuestos a Glifosato como formulado. El medio de
dilucién utilizado fue agua reconstituida (EPA). Diferencias significativas, segun comparaciones de
Tukey, entre las concentraciones, * Diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05), NS: no
significativa.

mg GIi/L 0.07 0.37 0.74 1.48 2.96 5.93
O * * * * * *
0.07 0 NS NS NS NS NS
0.37 0 NS NS NS NS
0.74 0 NS NS NS
1.48 0 NS NS
2.96 0 NS
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Tabla 13. Variable IIMA-E para embriones expuestos a Carbendazim. El medio de dilucién
utilizado fue agua reconstituida (EPA). Se muestran los valores de Media, Desvio Estandar (DS),
Error Estandar (ES) y Mediana para la variable IIMA-E.

mg Car/L Media DS ES Mediana N
0 4,47 0,17 0,10 4,47 3
0.01 1,09 0,35 0,20 1,00 3
0.02 0,73 0,22 0,13 0,86 3
0.04 0,44 0,04 0,02 0,43 3
0.09 0,26 0,16 0,09 0,27 3
0.18 0,17 0,17 0,10 0,11 3
0.36 0,06 0,07 0,04 0,05 3
Total 1,03 1,48 0,32 0,43 21

Tabla 14. Variable IIMA-E para embriones expuestos a Carbendazim. El medio de dilucion
utilizado fue agua reconstituida (EPA).Diferencias significativas, segun comparaciones de Tukey,
entre las concentraciones, * Diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05), NS: no
significativa.

mg Car/L 0.01 0.02 0.04 0.09 0.179 0.36
O * * * * * *
001 NS * * * *
0.02 NS NS * *
0.04 NS NS NS
0.09 NS NS
0.18 NS

Tabla 15. Variable IIMA-E para embriones expuestos a Malation. EI medio de dilucion utilizado fue
agua reconstituida (EPA). Se muestran los valores de Media, Desvio Estandar (DS), Error
Estandar (ES) y Mediana.

mg Mal/L Media DS ES Mediana N
0 4,87 0,81 0,46 4,97 3
0.04 1,96 0,35 0,20 2,09 3
0.05 0,82 0,13 0,078 0,90 3
0.07 0,36 0,02 0,01 0,367 3
0.11 0,07 0,00 0,00 0,07 3
0.22 0,00 0,00 0,00 0,0 3
Total 1,35 1,78 0,42 0,52 18
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Tabla 16. Variable IIMA-E para embriones expuestos a Malation. El medio de dilucién utilizado fue
agua reconstituida (EPA).Diferencias significativas, segiin comparaciones de Tukey, entre las
concentraciones para la variable IIMA-E, analizada como Log IIMA, * Diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.05), NS: no significativa.

mg Mal/L 0.04 0.05 0.07 0.11 0.22
0 . . . . .
0.04 * * * *
0.05 * * *
0.07 . .
0.11 .

Tabla 17. Variable IIMA-L para larvas expuestas a Glifosato como ingrediente activo,
concentraciones expresadas como equivalente acido. EI medio de dilucion utilizado fue agua
reconstituida (EPA). Se muestran los valores de Media, Desvio Estandar (DS) y Error Estandar
(ES).

mg GIi/L Media DS ES Mediana N
0 2,43 0,07 0,04 2,43 3
0.08 1,57 0,29 0,17 1,62 3
0.42 1,36 0,48 0,28 1,54 3
0.84 0,59 0,07 0,04 0,59 3
1.68 0,63 0,07 0,04 0,60 3
3.36 0,32 0,16 0,09 0,39 3
6.73 0,24 0,07 0,04 0,26 3
Total 1,02 0,78 0,17 0,67 21

Tabla 18. Variable IIMA-L para larvas expuestas a Glifosato como Ingrediente Activo. El medio de
dilucién utilizado fue agua reconstituida (EPA). Diferencias significativas, segun comparaciones de
Tukey, entre las concentraciones para la variable IIMA-L, * Diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.05), NS: no significativa.

mg GIi/L 0,08 0,42 0,84 1,68 3,36 6,73
O * * * * * *
0,08 NS * * * *
0142 * * * *
0.84 NS NS NS
1,68 NS NS
3,36 NS
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Tabla 19. Variable IIMA-L para larvas expuestas a Glifosato como formulado, concentraciones
expresadas como equivalente &cido. El medio de dilucion utilizado fue agua reconstituida (EPA).
Se muestran los valores de Media, Desvio Estandar (DS) y Error Estandar (ES).

mg Gli/L

0
0.07
0.37
0.74
1.48
2.96
5.93
Total

Media

2,38
1,14
0,85
0,64
0,52
0,37
0,08
0,85

DS

0,53
0,40
0,07
0,20
0,27
0,24
0,01
0,75

ES

0,30
0,23
0,04
0,12
0,15
0,14
0,01
0,16

Mediana

2,67
0,93
0,88
0,61
0,39
0,42
0,08
0,77
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Tabla 20. Variable IIMA-L para larvas expuestas a Glifosato como Formulado. El medio de
dilucion utilizado fue agua reconstituida (EPA). Diferencias significativas, comparaciones de
Tukey, entre las concentraciones, * Diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05), NS: no

significativa.
mg Gli/L 0.07 0.37 0.74 1.48 2.96 5.93
O * * * * * *
0.07 NS NS NS NS *
0.37 NS NS NS NS
0.74 NS NS NS
1.48 NS NS
2.96 NS
5.93

Tabla 21. Variable IIMA-L para larvas expuestas a Carbendazim. El medio de dilucién utilizado fue
agua reconstituida (EPA). Se muestran los valores de Media, Desvio Estandar (DS) y Error

Estandar (ES).

mg Car/L

0
0.01
0.02
0.04
0.07
0.15
0.30
Total

Media

7,55
4,21
2,00
1,49
0,83
0,36
0,34
2,40

DS

0,69
0,65
0,20
0,41
0,52
0,14
0,11
2,53

ES

0,40
0,38
0,12
0,24
0,30
0,08
0,07
0,55

Mediana

7,37
3,90
2,00
1,48
0,75
0,37
0,40
1,49

W wwwwwow
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Tabla 22. Variable IIMA-L para larvas expuestas a Carbendazim. El medio de dilucién utilizado fue
agua reconstituida (EPA). Diferencias significativas, segiin comparaciones de Tukey, entre las

concentraciones, * Diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05), NS: no significativa.

mg Car/L
0
0.01
0.02
0.04
0.07
0.15

0.01

*

0.02

*

*

0.04

*

*

NS

0.07

*

*

NS
NS

0.15

*
*

*

NS
NS

0.30

*
*

*

NS
NS
NS

Tabla 23. Variable IIMA-L para larvas expuestas a Malation. El medio de dilucién utilizado fue

agua reconstituida (EPA). Se muestran los valores de Media, Desvio Estandar (DS) y Error

Estandar (ES).

mg Mal/L

0
0.04
0.05
0.07
0.11
0.22
Total

Media

6,1156
0,3465
0,2254
0,0570
0,0000
0,0000
1,1241

DS

0,69494
0,08761
0,07313
0,01073
0,00000
0,00000
2,31329

ES

0,40122
0,05058
0,04222
0,00619
0,00000
0,00000
0,54525

Mediana

6,1000
0,3684
0,2222
0,0588
0,0000
0,0000
0,1103
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Tabla 24. Variable IIMA-L para larvas expuestas a Malation. El medio de dilucién utilizado fue
agua reconstituida (EPA). Diferencias significativas, segin comparaciones de Tukey, entre las
concentraciones para la variable IIMA-L, analizada como Log IIMA, * Diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.05), NS: no significativa.

mg Mal/L

0
0.04

0.05
0.07
0.11

0.05

*

NS

0.07

*

*

*

0.11

*
*
*

*

0.22

*
*
*

*

NS
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Capitulo Il Efecto del agua del rio sauce grande sobre la

toxicidad de los plaguicidas en Chordodes nobilii

Tabla 25. Comparaciones, para la variable IIMA-E e IIMA-L, entre los controles de los bioensayos
realizados. Se muestran los valores de Media, Desvio Estandar (DS), Error Estandar (ES),
Mediana y el nimero de tratamientos (N). Los valores de IIMA-E e IIMA-L se expresan como
porcentaje referido al valor de media aritmética para cada control. Los p-valores se obtienen
mediante ANOVA de un factor con un a < 0.05.

Controles Media DS ES Mediana N p-valor
OEPA IIMA-E 115.02 28.45 9.48 105.96 9 0117
0SG - IIMA-E 98.84 14.57 5.15 97.53 8 '
OEPA IIMA-L 121.89 9.52 3.89 122.18 6 0.097
0SG - IIMA-L 106.67 18.84 6.28 106.67 9 '

Tabla 26. Variable ENV para embriones expuestos a Glifosato, cuando el medio de dilucion
utilizado fue agua del rio Sauce Grande. Se muestran los valores de Media, Desvio Estandar
(DS), Error Estandar (ES), Mediana y el nUmero de tratamientos (N).

mg GIi/L Media DS ES Mediana N
0 9,00 3,606 2,082 10,00 3
0,07 4,33 3,215 1,856 3,00 3
0,33 9,00 10,440 6,028 4,00 3
0,67 9,33 8,505 4,910 9,00 3
1,34 11,33 9,292 5,364 7,00 3
2,67 13,33 9,074 5,239 12,00 3
5,34 10,00 5,568 3,215 9,00 3
Total 8,50 6,934 1,415 6,00 24

Tabla 27. Variable ENV para embriones expuestos a Carbendazim, cuando el medio de dilucion
utilizado fue agua del rio Sauce Grande. Se muestran los valores de Media, Desvio Estandar
(DS), Error Estandar (ES), Mediana y el nUmero de tratamientos (N).

mg Car/L Media DS ES Mediana N
0 1,00 1,00 0,58 1,00 3
0.01 9,33 5,77 3,33 6,00 3
0.022 27,67 14,98 8,65 32,00 3
0.04 81,00 32,91 19,00 100,00 3
0.09 100,00 0,00 0,00 100,00 3
0.18 100,00 0,00 0,00 100,00 3
0.36 100,00 0,00 0,00 100,00 3
Total 59,86 44,55 9,72 100,00 21
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Tabla 28. Variable ENV para embriones expuestos a Carbendazim, cuando el medio de dilucion
utilizado fue agua del rio Sauce Grande (SG). Diferencias significativas, segun comparaciones de
Tukey, entre las concentraciones, * Diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05), NS: no
significativa.

mg Car/L 0.01 0.02 0.04 0.09 0.18 0.36
0 NS NS * * * *
0.01 NS * * * *
002 * * * *
0.04 NS NS NS
0.09 NS NS
0.18 NS

Tabla 29. Variable ENV para embriones expuestos a malation, cuando el medio de dilucién
utilizado fue agua del rio Sauce Grande. Se muestran los valores de Media, Desvio Estandar
(DS), Error Estandar (ES), Mediana y el nUmero de tratamientos (N).

mg Mal/L Media DS ES Mediana N
0 8,50 2,59 1,06 9,00 6
0.04 12,00 5,57 3,21 11,00 3
0.05 10,00 5,00 2,89 10,00 3
0.07 15,33 16,20 9,35 7,00 3
0.11 13,33 9,61 5,55 15,00 3
0.22 26,67 4,04 2,33 26,00 3
Total 13,48 8,98 1,96 10,00 21

Tabla 30. Variable IIMA-E para embriones expuestos a Glifosato, cuando el medio de dilucién
utilizado fue agua del rio Sauce Grande. Se muestran los valores de Media, Desvio Estandar
(DS), Error Estandar (ES), Mediana y el nUmero de tratamientos (N).

mg GIi/L Media DS ES Mediana N
0 3,90 0,28 0,16 3,76 3
0.07 3,76 1,14 0,66 4,24 3
0.33 2,57 0,48 0,28 2,40 3
0.67 1,42 1,21 0,70 1,00 3
1.34 1,10 0,70 0,40 1,17 3
2.67 0,69 0,29 0,17 0,64 3
5.34 0,32 0,20 0,12 0,26 3
Total 1,97 1,51 0,33 1,76 21
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Tabla 31. Variable IIMA-E para embriones expuestos a Glifosato, cuando el medio de dilucién
utilizado fue agua del rio Sauce Grande (SG). Diferencias significativas, segun comparaciones de
Tukey, entre las concentraciones. * Diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05), NS: no
significativa.

mg GIi/L 0.07 0.37 0.74 1.48 2.96 5.34
0 NS NS * * * *
0.07 NS * * * *
0.33 NS NS NS *
0.67 NS NS NS
1.34 NS NS
2.67 NS

Tabla 32. Variable IIMA-E para embriones expuestos a Carbendazim, cuando el medio
de dilucion utilizado fue agua del rio Sauce Grande. Se muestran los valores de Media,
Desvio Estandar (DS), Error Estandar (ES), Mediana y el nimero de tratamientos (N).

mg Car/L Media DS ES Mediana N
0 2,91 0,75 0,43 3,19 3
0.01 1,42 0,15 0,08 1,43 3
0.02 0,85 0,23 0,13 0,84 3
Total 2,08 1,34 0,37 1,55 13

Tabla 33. Variable IIMA-E de embriones expuestos a Carbendazim, cuando el medio de dilucién
utilizado fue agua del rio Sauce Grande (SG). Diferencias significativas, segun comparaciones de
Tukey, entre las concentraciones, * Diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05), NS: no
significativa.

mg Car/L 0.01 0.02
O * *
0.01 NS

Tabla 34. Variable IIMA-E para embriones expuestos a Malation, cuando el medio de dilucién
utilizado fue agua del rio Sauce Grande. Se muestran los valores de Media, Desvio Estandar
(DS), Error Estandar (ES), Mediana y el nUmero de tratamientos (N).

mg Mal/L Media Desv. tip. ES Mediana N
0 13,33 5,82 2,38 12,71 6
0.04 3,96 0,71 0,41 4,34 3
0.05 3,24 0,54 0,31 3,25 3
0.07 2,88 0,95 0,55 2,81 3
0.11 3,18 0,22 0,13 3,06 3
0.22 1,42 0,98 0,57 0,90 3
Total 591 5,69 1,24 3,43 21
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Tabla 35. Variable IIMA-E para embriones expuestos a Malation, cuando el medio de dilucién
utilizado fue agua del rio Sauce Grande (SG). Diferencias significativas, segun comparaciones de
Tukey, entre las concentraciones. * Diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05), NS: no
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significativa.
mg Mal/L 0.04 0.05 0.07 0.11 0.22
O NS * * * *
0.04 NS NS NS NS
0.05 NS NS NS
0.07 NS NS
0.11 NS

Tabla 36. Variable IIMA-L para larvas expuestas a Glifosato cuando el medio de dilucién utilizado
fue agua del rio Sauce Grande. Se muestran los valores de Media, Desvio Estandar (DS), Error

Estandar (ES), Mediana y el nimero de tratamientos (N).

mg GlilL

0
0.08
0.39
0.78
1.56
3.12
6.24

Total

Media

14,14
9,82
6,64
6,04
4,81
2,42
1,76
6,52

DS

2,11
1,48
2,62
0,53
0,28
0,38
0,47
4,26

ES

1,22
0,86
1,51
0,30
0,16
0,22
0,27
0,93

Mediana
15,18

9,35
6,13
6,05
4,76
2,52
1,77
5,50
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Tabla 37. Variable IIMA-L para larvas expuestas a Glifosato cuando el medio de dilucion utilizado
fue agua del rio Sauce Grande (SG). Diferencias significativas, segin comparaciones de Tukey,

entre las concentraciones. * Diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05), NS: no

significativa.

mg GIi/L
0
0,08
0.39
0.78
1.56
3.12

0,08

*

0,39

*

NS

0,78

*

NS
NS

1,56

*

*

NS

NS NS
NS

3,12

6,24

*

*

*

*

NS
NS
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Tabla 38. Variable IIMA-L para larvas expuestas a Carbendazim cuando el medio de dilucién

utilizado fue agua del rio Sauce Grande. Se muestran Media, Desvio Estandar (DS), Error
Estandar (ES), Mediana y el niUmero de tratamientos (N).

mg Car/L

0
0.01
0.02
0.04
0.07
0.15
0.30
Total

Media
11,78

6,16
8,18
4,57
3,06
2,21
0,99
6,42

DS

3,10
2,95
1,29
0,49
0,23
0,71
0,16
4,73

ES

1,799
1,70
0,74
0,28
0,14
0,41
0,09
0,97

Mediana
11,351

4,87
8,41
4,52
3,00
2,00
0,92
4,69
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Tabla 39. Variable IIMA-L para larvas expuestas a Carbendazim, cuando el medio de dilucion
utilizado fue agua del rio Sauce Grande (SG). Diferencias significativas, segun comparaciones de
Tukey, entre las concentraciones. * Diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05), NS: no

significativa.

mg Car/L 0.01 0.02 0.04 0.07 0.15 0.30

O * * * * *

0.01 NS NS NS NS *

0.02 NS * * *

0.04 NS NS NS

0.07 NS NS

0.15 NS

Tabla 40. Variable IIMA-L para larvas expuestas a Malation, cuando el medio de dilucién utilizado
fue agua del rio Sauce Grande. Se muestran valores de Media, Desvio Estandar (DS), Error

Estandar (ES), Mediana y el nUmero de tratamientos (N).

mg Mal/L

0
0.08
0.12
0.16
0.23
0.31
0.47
Total

Media

6,84
3,71
2,70
1,79
1,52
0,70
0,35
3,07

DS

0,57
1,24
1,02
1,27
0,28
0,11
0,12
2,56

ES

0,33
0,72
0,59
0,74
0,16
0,07
0,07
0,52

Mediana

6,56
4,23
2,18
2,43
1,57
0,64
0,39
2,24

Nwwwwwww Z
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Tabla 41. Variable IIMA-L para larvas expuestas a Malation, cuando el medio de dilucion utilizado
fue agua del rio Sauce Grande (SG). Se muestran las diferencias significativas, segun
comparaciones de Tukey, entre las concentraciones de Malation. * Diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.05), NS: no significativa.

mg Mal/L 0.08 0.12 0.16 0.23 0.47
O * * * * *
0.08 NS NS NS *
0.12 NS NS NS
0.16 NS NS
0.23 NS

Tabla 42. Los p-valor obtenidos por la prueba t para la variable ENVr realizada para las
concentraciones comparables de Carbendazim entre el medio EPA y el medio SG (p < 0.05). * p-
valor obtenidos por la prueba de Mann-Whitney. Se muestra media aritmética de ENV expresado
como indice para cada tratamiento comparable. Las concentraciones corresponden a los valores
nominales.

mg Car/L EPA SG p-valor
0 1 1,00 >0.99
0.01 3 9,33 0.10*
0.02 3 27,67 0.11*
0.04 4,44 81 0.10*
0.08 5,63 100 <0.0001
0.16 2 100 <0.0001
0.32 5,30 100 <0.0001

Tabla 43. Los p-valor calculados por la prueba t para la variable ENVr realizada para las
concentraciones comparables de Malation entre el medio EPA y el medio SG. (p < 0.05). * p-valor
obtenidos por la prueba de Mann-Whitney. Se muestra media aritmética de ENV para cada
tratamiento comparable. Las concentraciones corresponden a los valores nominales.

mg Mal/L EPA SG p-valor
0 1 2,67 0.2*
0.05 1,71 4,00 0.13
0.07 1,50 3,33 0.17
0.10 1,86 511 0.38
0.15 3,50 4,44 0.65
0.30 6,64 8,89 0.12
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Tabla 44. Los p-valor calculados por la prueba t para la variable IIMA-Er, realizada para las
concentraciones comparables de Glifosato entre el medio EPA y el medio SG. (p < 0.05). Se
muestra media aritmética de IIMA-E para cada tratamiento comparable. Las concentraciones

corresponden a los valores nominales.
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mg GIi/L
0
0.07
0.40
0.75
1.50
3.00
6.00

EPA
4,22
1,48
0,69
0,22
0,41
0,35
0,20

SG
3,90
3,76
2,57
1,42
1,10
0,69
0,31

p-valor
0.99
0.14
0.02
0.25
0.23
0.24
0.64

Tabla 45. Los p-valor calculados por la prueba t para la variable IIMA-Er realizada para las
concentraciones comparables de Carbendazim entre el medio EPA y el medio SG. (p < 0.05). Se

muestra media aritmética de IIMA-E para cada tratamiento comparable. Las concentraciones

corresponden a los valores nominales.

mg Car/L
0
0.01
0.02

EPA
4,47
1,09
0,73

SG
2,91
1,42
0,85

p-valor
0.99
0.01
0.07

Tabla 46. Los p-valor calculados por la prueba t para la variable IIMA-Er realizada para las
concentraciones comparables de Malation entre el medio EPA y el medio SG. (p < 0.05). *p-valor

obtenidos por la prueba de Mann-Whitney. Se muestra media aritmética de IIMA-E para cada

tratamiento comparable. Las concentraciones corresponden a los valores nhominales.

mg Mal/L
0
0.05
0.07
0.10
0.15
0.30

EPA
4,87
1,96
0,82
0,36
0,07
0,00

SG
13,33
3,96
3,24
2,88
3,18
1,42

p-valor
0.10
0.98
0.01
0.06
0.02
0.03
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Tabla 47. Los p-valor calculados por la prueba t para la variable IIMA-Lr realizada para las

concentraciones comparables de Glifosato entre el medio EPA y el medio SG. (p < 0.05). Se
muestra media aritmética de IIMA-L para cada tratamiento comparable. Las concentraciones

corresponden a los valores nominales.

mg GIi/L
0
0.07
0.40
0.75
1.50
3.00
6.00

EPA
2,38
1,14
0,85
0,64
0,52
0,37
0,08

SG
14,14
9,82
6,64
6,04
4,82
2,42
1,76

p-valor
0.99
0.13
0.36
0.04
0.02
0.80
0.01

Tabla 48. Los p-valor calculados por la prueba t para la variable IIMA-Lr realizada para las
concentraciones comparables de Carbendazim entre el medio EPA y el medio SG (p < 0.05). Se

muestra media aritmética de IIMA-L para cada tratamiento comparable. Las concentraciones

corresponden a los valores nominales.

mg Car/L
0
0.01
0.02
0.04
0.08
0.16
0.32

EPA
7,55
4,20
2,00
1,49
0,83
0,36
0,34

SG
11,78
6,16
8,18
4,57
3,06
2,21
0,99

p-valor
0.10
0.83
0.00
0.01
0.02
0.02
0.03

Tabla 49. Los p-valor calculados por la prueba t para la variable IIMA-Lr realizada para las

concentraciones comparables de malation entre el medio EPA y el medio SG. (p < 0.05). Se
muestra media aritmética de IIMA-L para cada tratamiento comparable. Las concentraciones

corresponden a los valores nominales.

mg Mal/L
0
0.07
0.10
0.22

EPA
6,11
0,06
0,00
0,00

SG
6,84
3,71
2,70
1,52

p-valor
0.08
0.04
0.04
0.01
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Tabla 50. Variable ENV para embriones expuestos al DSS. Se muestran valores de Media,
Desvio Estandar (DS), Error Estandar (ES), Mediana y el nUmero de tratamientos (N).

mg DSS/L

0
0,10
0,50
1,00
2,00
4,00
8,00
Total

Media

15,00
10,33
26,00
8,00
6,33
28,67
34,33
18,38

DS

13,23
11,93
18,25
4,36
7,77
7,09
0,58
13,79

ES

7,64
6,89
10,53
2,52
4,48
4,10
0,33
3,01

Mediana

10,00
5,00
17,00
10,00
4,00
30,00
34,00
15,00
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Tabla 51. Variable ENV para embriones expuestos al Cd+2. Se muestran valores de Media,
Desvio Estandar (DS), Error Estandar (ES), Mediana y el niUmero de tratamientos (N).

mg Cd/L

0
0,40
0,92
1,90
3,60
7,10

Total

Media

2,67
3,67
5,00
6,00
3,67
9,33
5,05

DS

1,15
0,58
1,00
2,64
4,04
5,77
3,47

ES

0,67
0,33
0,58
1,53
2,33
3,33
0,82

Mediana

2,00
4,00
5,00
5,00
3,00
6,00
4,00
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Tabla 52. Variable ENV para embriones expuestos al Cr+6. Se muestran valores de Media,
Desvio Estandar (DS), Error Estandar (ES), Mediana y el nimero de tratamientos (N) para la

variable ENV.

mg Cr/L Media DS ES Mediana N

0 1,00 1,00 0,58 1,00 3

0.40 25,00 16,52 9,54 17,00 3

0.90 65,67 29,84 17,23 51,00 3

1.80 100,00 0,00 0,00 100,00 3

3.80 100,00 0,00 0,00 100,00 3

7.80 100,00 0,00 0,00 100,00 3

Total 65,28 42,32 9,97 100,00 18
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Tabla 53. Variable ENV para embriones expuestos al Cr+6. Diferencias significativas, segin
comparaciones de Tukey, entre las concentraciones,* Diferencia estadisticamente significativa (p
< 0.05), NS: no significativa.

mg Cr/L 0.40 0.9 1.8 3.8 7.8
O NS * * * *
0.40 0 * * * *
0.9 0 NS NS NS
1.8 0 NS NS
3.8 0 NS

Tabla 54. Variable IIMA-E para embriones expuestos al DSS. Se muestran los valores de Media,
Desvio Estandar (DS), Error Estandar (ES), Mediana y el niUmero de tratamientos (N).

mg DSS/L Media DS ES Mediana N
0 5,27 0,30 0,17 5,27 3
0.10 1,10 0,52 0,30 1,00 3
0.50 0,53 0,18 0,10 0,63 3
1.00 0,52 0,21 0,12 0,63 3
2.00 0,53 0,10 0,06 0,53 3
4.00 0,35 0,03 0,02 0,36 3
8.00 0,09 0,05 0,03 0,10 3
Total 1,20 1,74 0,38 0,63 21

Tabla 55. Variable IIMA-E para embriones expuestos al DSS. Diferencias significativas, segun
comparaciones de Tukey entre las concentraciones, * Diferencia estadisticamente significativa (p
< 0.05), NS: no significativa.

mg DSS/L 0.1 0.5 1 2 4 8
O * * * * * *
0.1 NS NS NS * *
0.5 NS NS NS NS
1 NS NS NS
2 NS NS NS
4 NS

Tabla 56. Variable IIMA-E para embriones expuestos al Cd+2. Se muestran los valores de Media,
Desvio Estandar (DS), Error Estandar (ES), Mediana y el nUmero de tratamientos (N).

mg Cd/L Media DS ES Mediana N
0 3,73 0,70 0,40 3,63 3
0.40 2,37 0,23 0,13 2,27 3
0.92 1,32 0,27 0,16 1,45 3
1.90 0,85 0,12 0,07 0,90 3
3.60 0,54 0,01 0,01 0,54 3
7.10 0,06 0,11 0,06 0,00 3
Total 1,48 1,30 0,31 0,96 18
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comparaciones de Tukey, entre las concentraciones, * Diferencia estadisticamente significativa (p
< 0.05), NS: no significativa.

mg Cd/L
0
0.4
0.92
1.9
3.6

0.4

*

0.92

*

*

1.9

*

*

ns

3.6

*

*

ns
ns

7.1

*

*

*

ns
ns

Tabla 58. Variable IIMA-E para embriones expuestos al Cr+6. Se muestran los valores de Media,
Desvio Estandar (DS), Error Estandar (ES), Mediana y el niUmero de tratamientos (N).

mg Cr/L

0
0,40
0,90

Total

Media

2,72
0,81
0,20
1,38

DS.

1,02
0,14
0,10
1,27

ES

0,59
0,08
0,07
0,45

Mediana

3,16
0,76
0,20
0,86

oONWW Z

Tabla 59. Variable IIMA-E para embriones expuestos al Cr+6. Diferencias significativas, segun

comparaciones de Tukey, entre las concentraciones, * Diferencia estadisticamente significativa (p
< 0.05), NS: no significativa.

mg Cr/L

0
0,4

0,4

*

0.9

*

ns

Tabla 60. Variable IIMA-L para larvas expuestas al DSS. Se muestran los valores de Media,
Desvio Estandar (DS), Error Estandar (ES), Mediana y el nUmero de tratamientos (N).

mg DSS/L

0
0,10
0,50
1,00
2,00
4,00
8,00
Total

Media

3,05
0,54
0,52
0,24
0,20
0,03
0,12
0,67

DS.

1,49
0,26
0,04
0,11
0,09
0,03
0,01
1,12

ES

0,86
0,15
0,02
0,07
0,05
0,02
0,01
0,24

Mediana

2,81
0,44
0,53
0,24
0,18
0,05
0,10
0,30
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comparaciones de Tukey, entre las concentraciones, * Diferencia estadisticamente significativa (p
< 0.05), NS: no significativa.

mg DSS/L 0,1 0,5 1 2 4 8
O * * * * * *
0,1 NS NS NS NS NS
0,5 NS NS NS NS
1 NS NS NS
2 NS NS NS
4 NS
Tabla 62. Variable IIMA-L para larvas expuestas al Cd+2. Se muestran los valores de Media,
Desvio Estandar (DS), Error Estandar (ES), Mediana y el niUmero de tratamientos (N).
mg Cd/L Media DS. ES Mediana N
0 2,05 0,30 0,17 2,19 3
0,40 0,5 0,27 0,16 0,53 3
0,92 0,86 0,71 0,41 0,52 3
1,90 0,32 0,16 0,09 0,33 3
3,60 0,21 0,07 0,04 0,18 3
7,10 0,12 0,09 0,05 0,09 3
Total 0,69 0,73 0,17 0,36 18

Tabla 63. Variable IIMA-L para larvas expuestas al Cd+2. Diferencias significativas, segun

comparaciones de Tukey, entre las concentraciones, * Diferencia estadisticamente significativa (p
< 0.05), NS: no significativa.

mg Cd/L
0
0.40
0.92
1.90
3.60

0,40
*

0,92
*

NS

1.9
*
NS
NS

3.6
*
NS
NS
NS
NS

7.10
*
NS
NS
NS
NS

Tabla 64. Variable IIMA-L para larvas expuestas al Cr+6. Se muestran los valores de Media,

Desvio Estandar (DS), Error Estandar (ES), Mediana y el nUmero de tratamientos (N).

mg Cr/L

0
0,16
0,33
0,50
3,20
6,70

Total

Media

11,87
3,65
1,69
1,63
0,68
0,48
3,33

DS.

4,15
0,41
0,22
0,80
0,25
0,17
4,32

ES

2,40
0,24
0,12
0,46
0,15
0,10
1,02

Mediana

10,20
3,83
1,70
1,40
0,77
0,44
1,58

Bwwwwww 2
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Tabla 65. Variable IIMA-L para larvas expuestas al Cr+6. Diferencias significativas, segin
comparaciones de Tukey, entre las concentraciones, * Diferencia estadisticamente significativa (p
< 0.05), NS: no significativa.

mg Cr/L 0,16 0,33 0,5 3,2 6,7
O * * * * *
0,16 NS NS NS NS
0,33 NS NS NS
0,5 NS NS
3,2 NS

Capitulo V Temperatura

Tabla 66. Media, Desvio Estandar (DS), Error Estandar (ES), Mediana y el nUmero de
tratamientos (N) para la variable IIMA-L del ensayo realizado con larvas expuestas a dos
temperaturas extremas, -3 y a 40.5 +£1°C, el control se mantuvo a 22+1°C.

Temperatura (°C) Media DS ES Mediana N
-3+1 2,53 0,89 0,52 2,12 3

22+1 3,97 0,38 0,15 4,01 6
40.5+1 0,09 0,08 0,045 0,10 3
Total 2,64 1,72 0,50 3,52 12

Tabla 67. Diferencias significativas, segiin comparaciones de Tukey, entre las temperaturas para
la variable IIMA-L del ensayo realizado con larvas expuestas a dos temperaturas extremas, -3y a

40.5 £1°C, el control se mantuvo a 22+1°C. * Diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05),
NS: no significativa.

Temperatura (°C) 40.5#41 -3+1
22+1 * *
40.5+1 0 *
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Tabla 68. Resultados obtenidos del analisis de regresion para cada punto final considerado segun
el bioensayos realizado. R2: Coeficiente de determinacion.
Diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05), en cursiva se destacan los valores que no
muestran diferencias significativas.

o _ , R? Recta de p valor de
Plaguicida Punto final R _ y
corregido regresion b
ENV 0.01 0.00 -0.35x + 12.89 0.7336
Glifosato I.A. IIMA-E 0.47 0.44 -0.09x + 0.74 0.0016
IIMA-L 0.51 0.48 -0.13x +1.16 0.0008
ENV 0.27 0.23 3.42x +6.79 0.0165
Glifosato F. IIMA-E 0.20 0.15 -0.14x + 0.80 0.0645
IIMA-L 0.62 0.60 -0.17x + 0.89 0.0001
ENV_SG 2.9% 0.00 0.20x + 10.22 0.8162
Glifosato F.
SG IIMA-E_SG 0.47 0.44 -0.51x + 2.52 0.0016
Log IIMA-L_SG | 0.824 0.813 -0.116x + 0.880 0.000
Malation ENV 0.80 0.79 0.14x + 0.47 <0.0001
Malation IIMA-E 0.48 0.44 -0.01x +1.42 0.0042
Malation [IMA-L 0.46 0.42 -1.4%x +0.28 0.0053
Malation ArcoS_IIMA-L | 0.55 0.51 -6.8%x +0.17 0.0016
ENV 0.41 0.38 0.08x + 7.90 0.0018
Malation SG
IIMA-E 0.58 0.55 -0.01x +4.13 0.0009
IIMA-L 0.61 0.59 -0.01x + 3.6 0.0001
ENV 0.07 0.02 0.05x + 26.67 0.2567
[IMA-E 0.50 0.46 -2.2%%% +0.72 0.0011
IIMA-L 0.44 0.41 -0.01x + 2.43 0.0025
Carbendazim
ENV_SG 0.47 0.44 0.25x + 34.85 0.0007
IIMA-E_SG 0.83 0.79 -0.03x +1.73 0.0046
IIMA-L_SG 0.58 0.55 -0.02x + 6.16 0.0003
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