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RESUMEN: El uso de agroquimicos en Ia llanura pampésica aumentd en los Gltimos afos, siendo de alto riesgo para comunidades
bioldgicas y €l hombre incluyendo las desarrolladas en ambientes acudticos. Este trabajo evalia efectos letales, cambios en el
consumo de oxigeno y efectos sobre el crecimiento y comportamiento del cangrejo Trichodactylus borellianus producidos por el
formulado comercial ROUNDUP® con el principio activo del herbicida glifosato. Ejemplares coleclados del rio Salado se colocaron
en concentraciones de glifosato ROUNDUP® bajo condiciones controladas. La sensibilidad del cangrejo al herbicida aumento en el
tiempo provocando mortalidad en las concentraciones testeadas. CLS0 calculada correspondié a 0,1394 ml de ROUNDUP®/l a 96
horas. El consumo de oxigeno no varid entre las concentraciones toxicas y control, indicando que el herbicida no afecta la actividad
metabdlica. El formulado ROUNDUP™ incidi6 sobre el crecimiento de los cangrejos interrumpiendo el ciclo de ecdisis lo que provocd
la muerte al no poder mudar.

Palabras claves: ROUNDUP®, Trichodactylus borellianus, CL50, crecimiento.

SUMMARY: Effect of commercial formulation from glyphosate on crab Trichodaclylus borellianus. Montagna, M."; Collins, P'2,
The agrotoxic use in pampasic land is increased in the last years, being high risk to biological communities and man, including to
aquatic environments. The acute toxicity, oxygen consumption and growth response of Trichodactylus borellianus was studied at
several concentrations of glyphosate in their commercial formulation ROUNDUP®. The crabs were collected from the Salado river
and were placed in test solutions of ROUNDUP™ under laboratory conditions. Herbicide increased sensibility crabs at the time. There
was mortality in each lest solutions, with LC50 0,1394 ml of ROUNDUP®/ at 96 hours . Oxygen consumption was not different
between concentrations and control. ROUNDUP* not affect the normal metabolism aclivily. The growth of T borellianus was
interrupt in all concentrations and crabs was dead.

Key words: ROUNDUP®, Trichodactylus borelfianus, LC50, growth.

Introduccion

La actividad agropecuaria utiliza una gran va-
riedad de elementos xenobitticos que pueden ingre-
sar en los ambientes acudticos tanto en su forma
original y/o como sus derivados (1). En la region
pampeana de Argentina, con una superficie de 600.000
km?, se hallan los cursos de agua y las ciudades
mds importantes de la region sur del continente.
Durante las dltimas décadas, se ha incrementado la
superficie sembrada y la utilizacién del método de
siembra directa con el empleo de semillas trans-
génicas resistentes a ciertos elementos. Junto a ello,
el uso de biocidas también ha ido aumentando de
manera de mejorar el rendimiento del cultivo. Es asi
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que, la probabilidad de introducir toxicos en la red
hidrografica es mayor con el riesgo de afectar la
biota autoctona y desequilibrar las tramas tréficas
(2). Como consecuencia, surge la necesidad de con-
siderar el impacto de agrot6xicos sobre el ecosistema
acuatico elaborando un diagnostico de la influencia y
lesiones en la fauna.

Entre los posibles agentes contaminantes se
encuentra el herbicida écido N-(fosfonometil) glicina
conocido como glifosato, siendo una de sus
formulaciones comerciales el producto ROUNDUP®.
Plaguicida de amplio espectro para el control de
malezas en dreas cultivadas y no cultivadas, con
especial indicacion para el control de aquellas pre-
sentes en el rastrojo del cultivo anterior al que va a
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sembrarse usando la técnica de siembra directa en
cultivos de soja, maiz, trigo y girasol (3).

La evaluacion del producto ROUNDUP® se rea-
lizé utilizando como organismo de prueba el cangre-
jo dulceacuicola Trichodactylus boreflianus (4) per-
teneciente al grupo de los crustaceos decapodos
braquiuros de amplia distribucion a lo largo de la
cuenca parano-platense (5, 6). Especie de gran im-
portancia local por su abundancia y disponibilidad.
Ademas, es de facil manejo pudiendo incorporarse a
ensayos ecotoxicologicos.

El objetivo del trabajo es evaluar los efectos del
producto comercial ROUNDUP#, un herbicida con
glifosato como principio activo, sobre Trichodactylus
boreflianus a través de la determinacion de la con-
centracion letal en periodos cortos de tiempo (24,
48, 72 y 96 horas), las variaciones en la tasa de
consumo de oxigeno, asi como también la inciden-
cia del toxico sobre el crecimiento y comportamien-
to del cangrejo.

Materiales y Métodos

Los cangrejos se colectaron en el rio Salado
(tributario del rio Parand) a la altura de la ciudad de
Santo Tomé provincia de Santa Fe y fueron transpor-
tados inmediatamente al laboratorio de bioensayos
del Instituto Nacional de Limnologia. Luego, se colo-
caron en acuarios de 3 litros durante 7 dias para su
aclimatacién alimenténdolos ad fibitum con miscu-
lo de pescado y camaron. Las experiencias fueron
conducidas a una temperatura de 25 = 2 ° G, con
fotoperiodo de 14-10 horas luz-oscuridad, pH 7,7,
conductividad 900 mohms/cm? y dureza 83 mg
CaCo.

Los ejemplares fueron medidos bajo micros-
copio binocular con calibre de 0,01 mm de precision.

El producto activo empleado corresponde al
glifosato acido N- (fosfonometil) glicina con formula-
cion comercial ROUNDUP® (48%) registrado por
Monsanto Argentina S.A.L.C. Se realizd un test previo
de prueba de 72 horas a partir de concentraciones
utilizadas en otros crustaceos no regionales aporta-
das por la Cadmara de Sanidad Agropecuaria y Ferti-
lizantes (3), definiendo luego las concentraciones
definitivas en el test agudo. Las concentraciones uti-
lizadas en los test definitivos fueron menores a la
concentracion mas baja registrada en la literatura
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para cangrejos (3). Lamentablemente no poseemos
informacion sobre las concentraciones que llegan al
medio acuatico debido al amplio rango de dosis uti-
lizadas en el campo.

Toxicidad aguda

Se emplearon 108 cangrejos en estado de
intermuda determinado por setogénesis (7), siendo
distribuidos de a 6 en cada recipiente de pldstico de
3 litros de capacidad. Se utilizaron 5 concentracio-
nes de glifosato ROUNDUP#; 0,3000 mi/; 0,1500 mi/
: 0,0750 mi/t; 0,0370 mi/ly 0,0190 mi/l, conun dise-
fio de 3 réplicas por cada concentracion del toxico y
control,

La mortalidad o inmovilidad de los individuos
seregistro alas 24, 48, 72 y 96 horas desde el inicio
de la experiencia. Los resultados obtenidos se so-
metieron a un Andlisis Probit para estimar el valor de
la CL50 (8) en cada dia de duracion del ensayo. Estos
valores de CL50 obtenidos fueron comparados
estadisticamente mediante ANOVA de una via (9).

Consumo de oxigeno

Treinta y seis individuos fueron colocados indi-
vidualmente en recipientes de vidrio de 300 ml de
capacidad cerrados herméticamente. Se evalud el
consumo de oxigeno del cangrejo expuesto a 3 con-
centraciones de glifosato ROUNDUP®; 0,3000 ml/l;
0,1000 mi/l y 0,0300 mi/l. Cada solucidn test y el
control contd con 9 réplicas.

Las determinaciones de consumo de oxigeno
se efectuaron en forma individual con un oximetro
Orion 830A con sensor de temperatura calibrado an-
tes de cada medicion. La concentracion de oxigeno
disuelto se registro al comienzo y a cada hora duran-
te las primeras 6 horas de duracion del ensayo y
luego alas 24 horas.

El consumo (mg0,/g/h) se calculd multiplican-
do |a diferencia observada de oxigeno disuelto por el
volumen de agua del recipiente y dividiendo este
resultado por el peso del organismo y el tiempo em-
pleado (10, 11). El efecto del herbicida sobre el con-
sumo de oxigeno se analizo a través de ANOVA (9).

Crecimiento y comportamiento

El crecimiento se analizo en 55 ejemplares ju-
veniles enintermuda (7), con un ancho de cefalotdrax
(AC) entre 2,0 y 5,5 mm durante 180 dias. A cada
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cangrejo se lo colocé en un recipiente de plastico de
300 ml de capacidad exponiéndolos a 4 concentra-
ciones de glifosato ROUNDUP®; 0,0370 mi/I; 0,0190
mi/l; 0,0090 mi/l; 0,0048 mi/l y control.

Cada cangrejo fue colocado en la concentra-
cion del herbicida una vez realizada la primer muda,
ya que esta podria estar influenciada por otros facto-
res como traslado, cambios de temperatura y
manipuleo propios del periodo de aclimatacion (12).

Para evitar el estrés de los ejemplares por la
presencia del aireador, se procedio a la renovacion
del 60 % del volumen del recipiente cada 48 horas.
Las soluciones toxicas de los 4 lotes de individuos
utilizadas se prepararon cada 96 horas hasta el final
del ensayo. Se los alimenté con masculo de pesca-
do, quitando previamente el excedente de la comida
del dia anterior antes de ofrecer el nuevo alimento.

El crecimiento de los organismos se analiza
individualmente en las diferentes concentraciones
toxicas como en los controles a través de la obser-
vacion diaria de la presencia de exuvias y de ejem-
plares muertos. Cada muda detectada fue extraida
para la medida del AC (correspondiendo al periodo
de intermuda anterior).

Para representar el crecimiento de los cangre-
jos se utilizo el método gréfico de Hiatt (13, 14);

AC,,=a+DbAC

Donde a es la interseccion del valor de
postmuda y b es la constante de crecimiento.

Todos los dias se observd de manera cualitati-
va el comportamiento de los individuos aislados in-
dicando variaciones en los movimientos reptatorios
realizados. Estas observaciones no fueron analiza-
das estadisticamente.

Resultados y Discusién

Efectos letales

No se registré mortalidad en las cinco concen-
traciones estudiadas durante las primeras 24 y 48
horas de exposicion al toxico. A partir de las 72 horas
se hallaron ejemplares muertos en las concentra-
ciones a excepcién del grupo de cangrejos coloca-
dos en la solucién menor (0,0190 ml de ROUNDUP®/
1). Alas 96 horas hubo mortalidad en todas las con-
centraciones, registrandose una mortalidad del 100%
en las soluciones més altas (Figura 1). No se obser-
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varon individuos muertos en los controles. En la Ta-
bla 1 se muestran los valor medios de la CL50 obte-
nidos a lo largo del ensayo, los cuales disminuyeron
significativamente con el tiempo (p=0,056).

Sibien el glifosato es considerado un herbicida
de baja toxicidad, el producto comercial ROUNDUP®
provocd mortalidad en todas las concentraciones
testeadas en 7. borellianus alas 96 horas. Este can-
grejo dulceacuicola mostré ser sensible a la toxici-
dad del plaguicida en concentraciones menores que
laindicada sobre la especie considerada de referen-
cia para cangrejos (3).

La aplicacion de este formulado en la Argentina
no supera los 6 litros de ingrediente activo por hecta-
rea y depende del tipo de uso (3). La cantidad de
glifosato que aparece en forma de sal de iso-
propilamina corresponde a 48 gr/l en 100 cc de ele-
mentos coadyuvantes siendo estos posiblemente
toxicos. Se considera un producto relativamente no
toxico para abejas y ligeramente téxico para aves y
peces, con comprobada toxicidad sobre ciertos in-
vertebrados acudticos como en crusticeos
cladéceros Moina minuta y Daphnia magna con va-
lores de CL50 de 0,03793 ml/l y 0,03073 mi/I respec-
tivamente (Asinari, comunicacién personal), Los
distintos modos de aplicacién del plaguicida, entre
ellos la aérea, constituyen un riesgo de contamina-
cion de sistemas acudticos con el consiguiente efecto
nocive sobre organismos sensibles como la espe-
cie de cangrejo testeada.

Los resultados que presento T. borelfianus fue-
ron obtenidos a partir de la evaluacion de la toxicidad
de una marca de uso comercial del herbicida donde
seincluyd todos sus componentes, faltaria compro-
bar el potencial toxico de los elementos constitutivos
del producto en forma aislada.

Consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno no difirié significa-
tivamente entre el control y las distintas concentra-
ciones de glifosato ROUNDUP® (ANOVA Fas '
2,71, p = 0,0848), siendo los valores medios seme-
jantes en el tiempo entre las diferentes soluciones y
el control (Figura 2). El mayor consumo inicial ob-
servado podria asociarse al estrés del manipuleo en
los ensayos.

En organismos juveniles las concentraciones
més altas de herbicida provocaron un mayor consu-
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mo de oxigeno a las 24 horas disminuyendo este con
el aumento en la edad del cangrejo (Figura 3). La
concentracion mas baja (0,0300 ml de ROUNDUP®/
1) fue similar al lote control (ANOVAF ;. .: 2,59, p
= 0,1300) en todo el grupo etario utilizado.

Los resultados obtenidos indican gue este pro-
ducto comercial de glifosato no afecto la actividad
metabolica normal de T. borellianus en 1as concen-
traciones de niveles letales y subletales durante el
lapso de tiempo de duracidn del ensayo (24 horas).
Una fase de hiperactividad por estrés en los cangre-
jos asociada a una mayor demanda de oxigeno po-
dria relacionarse con el alto consumo registrado ini-
cialmente en los tratamientos y el control.

Crecimiento y comportamiento

Los cangrejos de T boreflianus presenta-
ron un ancho inicial medio de cefalotorax de 4,53 +
0,309 mm en la experiencia a 0,0370 ml de
ROUNDUP®/|, de 4,07 =+ 0,465 mma 0,0190 mV/I, de
4,06 = 0,645 mma0,0090 ml/l, de 4,77 + 0,645 mm
20,0048 mi/l, y de 4,22 + 0,601 mmen los contro-
les, esta talla inicial no fue diferente significa-
tivamente entre los grupos testeados (ANOVA F
@ 1.91.p= 0,1465).

Los ejemplares mantenidos en los controles
aumentaron su AC luego de cada muda (Figura 4). El
incremento (AC%) por muda fue inferior en los indivi-
duos con mayor tiempo de intermuda (tiempo de
intermuda medio: 44 dias - porcentaje de incremento
medio 15,03 mm; tiempo de intermuda medio: 24
dias - porcentaje de incremento medio: 19,92 mm).

El cangrejo T. borelfianus colocado en agua sin
toxico crecio isométricamente en cada muda para
las tallas analizadas. La isometria esta indicando
que el aumento en el tamano siempre es constante
luego de cada muda, esta situacion coincide con el
registrado en la misma especie durante la etapa ju-
venil a igual temperatura (12). También es comun en
varios grupos de crustaceos especialmente durante
la etapa juvenil de los individuos como en Cladocera
(Daphnia magna y Daphnia pulex), en Copepoda
(Pseudoboeckella silvestri), en Amphipoda
(Gammarus duebent y Psendoprotella plasma), en
Decapoda (Carcinus maenas, C. mediterraneus,
Callinectes sapidus y Maja squinado y Pisa tetraodon)
(13,14).

(0,05,
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No se registraron mudas entre los individuos
colocados en las diferentes concentraciones toxicas
de ROUNDUP®, produciéndose la muerte de la tota-
lidad de los mismos durante el estadio de premuda
temprana de su ciclo de ecdisis. En consecuencia,
se observo que bajo estas condiciones experimenta-
les, donde se utilizaron concentraciones subletales
muy inferiores al valor de CLSQ registrado para la
especie en este trabajo, el crecimiento de los ejem-
plares no fue posible.

Concentraciones subletales del mismo producto
comercial ROUNDUP? del herbicida glifosato eva-
luado sobre el caracol Pseudosuccinea columelia
gjercieron un efecto diferente sobre el crecimiento,
incrementando los valores de crecimiento y desa-
rrollo de estos organismos (15).

En experiencias con niveles letales y subletales
de ROUNDUP® los cangrejos tuvieron una gran acti-
vidad durante las primeras horas de exposicion al
toxico, seguido de movimientos lentos y esporadi-
cos. Una respuesta similar fue observada en indivi-
duos de la misma especie sometidos a concentra-
ciones de cipermetrina (10).

Enla naturaleza discontinua del crecimiento de
los crustaceos, pademos distinguir dos companen-
tes: el incremento en la muda y el tiempo de inter-
muda. Estos elementos pueden estar afectados por
la calidad del alimento, la temperatura, las enferme-
dades y cualquier otro factor que interfiera en las
funciones neurohormonales (14), como puede ser
en nuestro caso el producto ROUNDUP#. El ciclo de
muda ocurre bajo la regulacion principal de la hor-
mona ecdisona (o B-ecdisona, ecdiesterona)
secretada por el organo Y (16, 17). No se descarta
que el efecto toxico del herbicida analizado ejerza
una accion sobre esta hormona o su glandula
inhibiendo el proceso de ecdisis por eso los cangre-
jos en concentraciones subletales no pudieron mu-
dar durante la experiencia. A su vez la relacion entre
el ROUNDUP® y los distintos componentes internos
del cangrejo pueda provocar un desbalance fisiold-
gico que induce a la muerte de los ejemplares ex-
puestos a este herbicida.
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Tabla 1: V:gnres medios de CL50 para el cangrejo dulceacuicola T. boreffianus expuesto al formulade comercial

ROUNDUP".
Tiempo CL50 Limite de Confianza
(h) {ml ROUNDUP®/I) Inferior Superior
24 o - -
48 s - -
72 D725 =X 0,2699 0,9210
96 0,1394 * * 0,0998 0,1954
*- Sin mortalidad.
**- Gomparacion entre estos dos dias: ANOVAF, . ., 21,65, p = 0,056.

Figura 1: Supervivencia rgedia y desvio estandar de T borelfianus expuestos a distintas cancentrargcnes del formu-
lado comercial ROUNDUP™ y control durante 96 horas. Soluciones expresadas en ml de ROUNDUP /1.
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Figura 2: Variacidn en el tiempo del consumo de oxigeno medio y desvio estandar del cangrejo dulceacuicola T

borellianus expu%sto a distintas concentracio
ml de ROUNDUP"/I.
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Figura 3: Consumo de oxigeno individual en distintas tallas del cangrejo dulceacuicola T. boreﬂ."agus sometidos a
diferentes concentraciones de ROUNDUP "~ y control. Soluciones expresadas en mi de ROUNDUP /1.
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Figura 4: Crecimiento del cangrejo dulceacuicola 7. borellianus observado a través de la relacion AC  y AC. Los
datos obtenidos corresponden tnicamente al grupo control (rombo negro). Circulo blanco corresporiden a Hatos de

bibliografia (10).
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