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RESUMEN
En el cangrejo Trichodactylus borellianus se determiné la toxicidad
letal aguda del insecticida clorpirifés, como elemento activo de un
formulado comercial. Por otra parte, los efectos crénicos del insectici-
da se evaluaron sobre el crecimiento de los juveniles de T. borellianus.
El valor de la CL, fue 45,53 pg/L a las 96 horas, siendo los limites
inferior y superior del intervalo de confianza al 95 % de 25,28y 67,75,
respectivamente. Durante dos meses de exposicién al insecticida,
el incremento de tamafo por muda disminuyé significativamente
en los cangrejos juveniles expuestos a la concentracion 1,25 pg/L.
El periodo de intermuda fue también afectado por el agroquimico,
incrementandose significativamente en todas las concentraciones
ensayadas. Los resultados muestran una elevada sensibilidad de los
juveniles de T. borellianus a la contaminacién con clorpirifés, por lo
cual esta especie podria ser considerada como centinela para estu-

dios de monitoreo ambiental.
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ABSTRACT
The acute lethal toxicity of chlorpyrifos insecticide as an active ele-
ment of a commercial formulate was determined for the crab Tricho-
dactylus borellianus. On the other hand, the chronic effects of the
insecticide were evaluated on the growth of juvenile T. borellianus.
LC,, value was 45.53 ug L™ at 96 hours, being the lower and upper of
confidence intervals for 95 % of 25.28 and 67.75 respectively. Over
the two months of exposure to the insecticide, the increment in size
per molt decreased significantly in juvenile crabs exposed to a con-
centration of 1.25 ug L. The intermolt period was also affected by
the agrochemical, increasing significantly at all the concentrations
assayed. Results show a high sensitivity of juvenile T. borellianus to
contamination with chlorpyrifos. Therefore, this species could be

considered as a sentinel for environmental monitoring studies.
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INTRODUCCION

Los ambientes acuaticos son afectados por el uso de agroquimicos, que en gran medida
ingresan al agua asociados a las particulas de sedimento transportadas por escorren-
tia desde areas agricolas (Walker et al, 2001). Entre los plaguicidas organofosforados,
clorpirifés es uno de los insecticidas de mayor uso en la Argentina. Este biocida resulta
efectivo en el control de un amplio espectro de especies de insectos chupadores y mas-
ticadores de cultivos como la soja, maiz, sorgo, girasol, algodén, alfalfa, tabaco, papa,
hortalizas y numerosas plantas frutales (CASAFE, 2007). En el caso de la soja, el incre-
mento histdrico en el drea sembrada a 18,15 millones de hectareas durante 2009/2010
(MAGyP, 2011) y la aplicacion de agroquimicos en esta oleaginosa principalmente en
los meses de Noviembre a Marzo, coincidente con momentos de lluvia intensa en la
regiéon pampeana, favorecen la deriva de los agrotdxicos de las zonas de cultivo. En
ambientes acudticos de esta region, clorpirifés fue detectado en concentraciones de
0,45 ug/L en agua, 13,5 ug/Kg en sedimento de fondo y 225,8 ug/Kg en particulas sus-
pendidas luego de un evento de lluvia (Jergentz et al., 2005).

Si bien los biocidas organofosforados poseen baja persistencia en los ecosistemas
acuaticos, su alta toxicidad y escasa selectividad incrementan el riesgo potencial de
causar efectos adversos en especies vulnerables (Tang et al., 2005). En este contexto,
Jergentz et al. (2004) registraron una reduccion del 10 al 100 % en la supervivencia del
anfipodo Hyalella curvispina y del camarén Macrobrachium borellii en arroyos pampea-
nos contaminados con clorpirifés. En laboratorio, la toxicidad letal aguda del insectici-
da fue estudiada en numerosas especies de crustaceos, asi como también su incidencia
sobre la enzima acetilcolinesterasa y algunas células neurosecretoras (USEPA, 1986;
Lund et al., 2000; Key & Fulton, 2002; Senthilkumar et al,, 2007; Xuereb et al., 2007). Sin
embargo, son escasos los antecedentes que describen las alteraciones ocurridas en el
crecimiento de crustaceos expuestos a clorpirifos.

El cangrejo Trichodactylus borellianus, Nobili 1896, con su ciclo de vida completo en
ambientes dulciacuicolas, es una especie comun de la familia Trichodactylidae y de am-
plia distribucién en América del Sur (Lopretto, 1995; Magalhaes et al., 2003). En el valle
aluvial del sistema del Rio Parang, este crustaceo decapodo es uno de los invertebrados
mas abundantes asociados a las raices de plantas flotantes y al sedimento de las marge-
nes de las lagunas, arroyos y rios aledafos a areas de cultivo (Poi de Neiff & Neiff, 1980).
La especie T. borellianus es omnivora y se alimenta de elementos del fitoplancton, zo-
oplancton y bentos (Collins et al,, 2006, 2007), y es considerada un componente de la
dieta de peces, anfibios, aves y mamiferos, por lo que cumple un rol fundamental en
la transferencia de materia y energia en la comunidad acudtica y terrestre (Bonetto et
al., 1963; Massoia, 1976; Oliva et al,, 1981; Beltzer & Paporello, 1984; Lajmanovich et al.,
2005). Esta caracteristica de la especie, ademds de la alta disponibilidad en los ecosiste-
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mas locales y la facil obtencién y mantenimiento en cautiverio, permiten su uso como
organismo de prueba en estudios experimentales (Montagna & Collins, 2004, 2008).
En el presente trabajo se determiné la toxicidad letal aguda de un formulado comer-
cial de clorpirifés sobre juveniles del cangrejo T. borellianus. También se evaluaron los
efectos sobre el crecimiento de los juveniles de T. borellianus en términos del incremen-

to de tamano luego de la muda y de la duracién del periodo de intermuda.

MATERIALES Y METODOS

Los ejemplares de T. borellianus se recolectaron de zonas litorales con abundante vege-
tacion acuatica flotante del Rio Salado, tributario del rio Parand, en areas cuyas caracte-
risticas fisicas y quimicas presentaban un menor impacto antrépico. En el laboratorio,
estos fueron colocados en acuarios de 50 L y mantenidos durante 7 dias en condiciones
similares a las experimentales: 25 + 1 °C; pH 7,4 £ 0,4; conductividad 900 + 150 pS/
cm; dureza 383 mgCaCO,/L; oxigeno disuelto 6,0 + 0,5 mg/L y fotoperiodo 14-10 hs
luz-oscuridad. Los cangrejos fueron alimentados ad libitum con una dieta de 36 % de
proteinas y 10 % de lipidos, preparada seguin Collins & Petriella (1996), suplementada
con musculo de pescado fresco. El tamario de los cangrejos utilizados en los ensayos no
vario significativamente entre los tratamientos (p>0,05). El insecticida seleccionado fue
Terminator Ciagro®, con 48,0 g de clorpirifés en 100 cm?®de coadyuvantes (Ciagro S. A,,
Argentina), de gran uso por los agricultores de la region.

TOXICIDAD AGUDA

Mediante ensayos estaticos de 96 horas (USEPA, 2002), se evalud la toxicidad letal aguda
del formulado Terminator Ciagro®, empleando la siguiente serie de concentraciones del
ingrediente activo clorpirifés: 5,76; 14,40; 36,00; 90,00; 225,00 y 562,50 pg/L. Para cada
concentracion se utilizé un recipiente de vidrio de 26 cm de didmetroy 11 cm de alto, que
conté con 3 L de agua declorinada y 10 cangrejos asignados aleatoriamente. En los ensa-
yos se usaron tres réplicas por concentracién y control. Los cangrejos juveniles colocados
en los recipientes tuvieron un ancho de caparazén (AC) medio de 6,19 + 0,28 mm. Los
cangrejos muertos fueron contabilizados diariamente y retirados de los tratamientos.

TOXICIDAD CRONICA
Durante un periodo de dos meses, se evalué el efecto del formulado Terminator Cia-
gro® sobre el crecimiento de juveniles de T. borellianus. Previamente, los cangrejos (AC
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medio de 3,66 + 0,61 mm) se mantuvieron aislados en recipientes de vidrio de 8 cm
de didmetro y 7 cm de alto conteniendo 180 ml de agua sin téxico. La talla inicial de
referencia de los animales se midié con la primera muda. Una vez que estos alcanzaron
la intermuda, se asignaron aleatoriamente 20 ejemplares al grupo control o a cada con-
centracion del formulado: 0,62; 1,25 y 2,50 ug/L del ingrediente activo clorpirifés. Estas
concentraciones fueron seleccionadas segun la sensibilidad de T. borellianus al insecti-
cida (1/75,1/32 y 1/18 de la CL, -96hs, respectivamente) determinada en el presente
trabajo, y a las concentraciones de clorpirifos detectadas en los ambientes acuaticos de
la regién pampeana (Jergentz et al., 2004, 2005). Cada 48 horas, y previamente al sumi-
nistro de alimento, se limpiaron los recipientes de restos de alimento y heces retirando
el 60% del volumen de liquido de cada recipiente. Este mismo porcentaje se repuso
inmediatamente con una nueva soluciéon preparada en el momento. La eventual pre-
sencia de exuvias y cangrejos muertos se registré cada 24 horas. En cada tratamiento,
se consideré el ACy el periodo de intermuda (Pl) como variables del crecimiento de los
crustdceos (Hartnoll, 1982; Petriella & Boschi, 1997), ademds de la supervivencia. A fin
de reducir el estrés por manipulacion, el valor del AC fue medido en la exuvia, conside-
rando la distancia entre las primeras espinas postorbitales del caparazén. El incremento
de tamano luego de la muda (IM, en mm) fue definido como porcentaje del AC inicial o
de premuda, de acuerdo con el siguiente algoritmo:

( AC posmuda - AC premuda ) X1

IM(%) = 00

AC premuda

Mientras que el periodo de intermuda (PI, en dias) fue determinado por el tiempo trans-
currido entre mudas sucesivas (Renzulli & Collins, 2000; Carmona-Osalde et al., 2004).

ANALISIS DE LOS DATOS
La concentracion letal media (CL, ), asi como los limites de confianza al 95% se determina-
ron en cada réplica cada 24 horas, mediante el método Probit (Finney, 1971). Las compara-
ciones entre los valores de CL se realizaron de acuerdo al estadistico propuesto en APHA
etal. (1995). Para el andlisis de los datos de crecimiento, se verificaron previamente tanto la
normalidad (test de Shapiro-Wilks) como la homocedasticidad (test de Bartlett), en todas
las concentraciones y controles. Luego, estos tratamientos se compararon mediante ANO-
VA, seguido de contrastes multiples mediante el test de Tukey. Eventualmente, se utilizé el
test no—paramétrico de Kruskall-Wallis seqguido del test de Nemeyi (Zar, 1996). La relacién
entre el IM (%) y el AC (premuda) fue evaluada mediante regresién, mientras que las pen-
dientes resultantes se compararon mediante ANCOVA. Todos los analisis estadisticos se rea-
lizaron con el programa PAST (Paleontological Statistics Software) de Hammer et al. (2001).
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RESULTADOS
TOXICIDAD AGUDA
Alas 24 horas de ensayo, la mortalidad fue del 43,3 % en la concentracién 225,00 pug/Ly
del 100 % en 562,50 pg/L. Mientras que a las 96 horas, el nUmero de cangrejos muertos
fue de 96,6 % en 90,00 pg/L y del 10 % en la concentracidn 14,40 pg/L. No se registraron
individuos muertos en los controles durante el ensayo. En todas las concentraciones
usadas, los individuos mostraron episodios de excitacion y tendencia a apifarse, algu-
nos de ellos permanecian con el dorso hacia abajo y los pereidépodos contraidos hacia
adentro, con frecuente pérdida de apéndices.

La CL,,de clorpirifés determinada cada 24 horas en la exposicién aguda se muestra
en la Figura 1. Las concentraciones a las 24, 48 y 72 horas de ensayo fueron significativa-
mente diferentes (p<0,05) entre si. Sin embargo, no se detectaron diferencias entre las
CL,,alas 72y 96 horas, lo que indica la aproximacion a un valor asintético.

350,0
300,0
250,0

200,0

CL,, (ng/L)

150,0 -

100,0

50,0 - 45,53

0,0 T T \ T 1
0 24 43 72 96 120

Tiempo de exposicion (horas)

Figura 1. Valores de CL,) y limites de confianza al 95 % en el cangrejo Trichodactylus borellianus
expuesto a un formulado con clorpirifds durante 96 horas.
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TOXICIDAD CRONICA
La supervivencia de los cangrejos fue mayor al 90 % en los controles. Sin embargo,
en las concentraciones de clorpirifés la misma se redujo al 50 y 60 % de los cangrejos
antes de la primera ecdisis y al 15 y 40 % luego esta, quienes pudieron completar dos
ciclos de muda durante el periodo de ensayo. La muerte de los cangrejos fue importan-
te durante la ecdisis, cuando la eliminacidn del viejo exoesqueleto es antecedida por la
absorcién de liquido del medio externo en la extensién de la nueva cuticula.

Al término del ensayo, las concentraciones de 0,62 y 1,25 ug/L de clorpirifés provoca-
ron una reduccién del IM de los cangrejos en relacién a los otros grupos. La pendiente
de la regresion entre el IM (%) y el AC (premuda) mostré diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre las concentraciones menores y el grupo control (Tabla 1).

La exposicién al formulado con clorpirifés causé un aumento significativo (p<0,05)
en la duracién del Pl de los cangrejos en las tres concentraciones con respecto al grupo
control (Figura 2).

IM (%) = a + b * AC (premuda)

Parametros de la regresion

Grupos a b r p

Control 32,72 -3,98a 0,71 0,0003
0,62 ug/L 45,26 -7,92b 0,87 0,0005
1,25 ug/L 38,36 -7,21b 0,88 0,0003
2,50 pg/L 29,33 -3,16a 0,84 0,0003

Tabla 1. Valores de la regresion entre el incremento en muda (%) y el ancho de caparazén de
Trichodactylus borellianus. a: intercepcion al eje Y, b: pendiente, r: coeficiente de correlacién y p: significancia
de la regresion. Valores de pendiente con distinta letra indican diferencia significativa (p<0,05).
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Figura 2. Periodos de intermuda del cangrejo Trichodactylus borellianus en tres concentraciones
de un formulado con clorpirifds. Barras de valores medios y desvio estandar.
Letras distintas indican diferencias significativas entre los grupos (p<0,05).

DISCUSION
Los resultados del presente estudio indican que el formulado con clorpirifés es alta-
mente toxico a los juveniles de T. borellianus. La comparacion de las CL, en relacion al
tiempo de exposicidon no mostré diferencias entre las 72 y 96 horas, lo que sugiere que
la CL, a las 96 horas de 45,53 pg/L estaria cercana al valor umbral de concentracion
letal incipiente (APHA et al., 1995). Con respecto a otras especies, T. borellianus muestra
mayor sensibilidad a clorpirifés que los cangrejos Spiralothelphusa hydrodroma con CL_
a las 96 horas de 120,00 pg/L (Senthilkumar et al., 2007), y Oziotelphusa senex senex con
200,00 pg/L (Radhakrishnaiah et al.,, 1995). Por otra parte, las diferencias estructurales
entre los grupos de crustaceos, dadas principalmente en la dureza del exoesqueleto y
el tamafio de la abertura de las cdmaras branquiales, podrian influir en el ingreso de los
contaminantes al organismo. Esto explicaria los reducidos valores de CL_ de clorpirifés a
las 96 horas registrados en los camarones Palaemonetes argentinus (0,49 pg/L) (Montag-
na & Collins, 2007), P. pugio (0,37 pg/L) (Key & Fulton, 1993) y Palaemon macrodactylus
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(0,25 ug/L) (USEPA, 1986), y en los anfipodos Ampelisca abdita (0,16 ug/L) (USEPA, 1986)
y Gammarus palustris (0,30 ug/L) (Leight & Van Dolah, 1999), los que resultan aproxima-
damente 150 veces menores que el obtenido en el cangrejo en el presente trabajo.

El cambio en el comportamiento de T. borellianus provocado por clorpirifés puede es-
tar asociado con el modo de accién téxica de los compuestos organofosforados de con-
figuracion fosforotionatos (como son clorpirifds, paration y diazinén). La bioactivacion
del metabolito activo del insecticida, clorpirifés oxon en el caso de clorpirifés, resulta
inhibidor de la actividad de la enzima colinesterasa (ChE) (Pope, 2005; Tang et al., 2005).
Esta inhibicion provoca la acumulacién de acetilcolina en las terminales sindpticas, y por
lo tanto, un cambio en la transmisién normal de los impulsos nerviosos. Como conse-
cuencia de esta interferencia, en vertebrados e invertebrados acuaticos fueron reporta-
das distintas manifestaciones neuroldgicas tales como irritabilidad, temblores muscula-
res, movimientos bruscos de los apéndices y convulsiones que terminan en insuficiencia
respiratoria y la muerte del animal (WHO, 1986; Rodriguez & Lombardo, 1991).

El crecimiento somatico de los crustaceos ocurre en el tiempo mediante la pérdida
del exoesqueleto en sucesivas mudas o ecdisis. Esto permite el incremento en masa o
volumen corporal de los individuos que tiene lugar durante el periodo de intermuda
(Passano, 1960). Sin embargo, niveles bajos de diversos contaminantes provocan alte-
raciones en los parametros del crecimiento (incremento de tamafo por muda y perio-
do de intermuda), y en algunos casos un efecto inhibidor sobre la muda y regeneracién
de apéndices (Fingerman, 1985). En el presente trabajo, las concentraciones menores
de clorpirifés determinaron una disminucién en el crecimiento de los juveniles de T.
borellianus, dada por una reduccién del incremento de tamafo después de la muda y
un alargamiento del periodo de intermuda. El efecto adverso de clorpirifos sobre el in-
cremento por muda puede ser atribuido a una reduccion en los niveles de proteinas en
el organismo, las que son necesarias para la construccion y reparacién de tejidos. Bajo
condiciones de estrés extremo, las proteinas resultan proveedoras de energia al me-
tabolismo y a las reacciones bioquimicas. En este contexto, Senthilkumar et al. (2007)
registraron un decrecimiento significativo del contenido de carbohidratos, lipidos y
proteinas en el tejido muscular, hepatopdncreas, branquias, hemolinfa, ganglios tora-
cicos, ovario y espermateca del cangrejo Spiralothelphusa hydrodroma en exposicién a
concentraciones subletales de clorpirifés. Verslycke et al. (2004), observaron en el misi-
do Neomysis integer una mayor reduccidn de proteinas, por requerimiento energético
celular, con el aumento en el tiempo de exposicion a clorpirifds.

El incremento en la duracién del periodo de intermuda provocado por clorpirifés en
el presente trabajo, fue también observado en el camarén P. argentinus expuesto al
mismo formulado comercial (Montagna & Collins, 2007). Esta alteracién del periodo
de intermula puede ser debido a perturbaciones ocurridas a nivel del érgano-Y vy el
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complejo 6rgano-X/glandula del seno, localizados en los pedinculos oculares. En la
hemolinfa, altos niveles de la hormona inhibidora de la muda (HIM), sintetizada por el
6rgano-X y secretada por la gldndula del seno, provoca la retencién de ecdisona en el
érgano-Y, la que se convierte en la hormona de la muda 20-HE (20-Hidroxiecdisona)
(Chang, 1995). La reduccién en los niveles de ecdiesteroides en la circulacién y el incre-
mento de algunas enzimas detoxificantes dependientes del citocromo P450, son algu-
nos de los efectos reportados por diversos compuestos disruptores endocrinos (CDE)
en crustaceos (Fingerman et al,, 1998; Rodriguez et al., 2007).

CONCLUSIONES

El insecticida clorpirifds afecto el crecimiento de los cangrejos T. borellianus por reduc-
cién del incremento en talla y alargamiento del ciclo de muda. La alta mortalidad de
los cangrejos durante la exposicion crénica al formulado con clorpirifés muestra que a
pesar de la CL, determinada a las 96 horas, el efecto letal del insecticida contintia con el
tiempo de exposicién en concentraciones muy inferiores al valor umbral de concentra-
cién letal incipiente. Esto indica que la presencia de clorpirifés en los ambientes acuati-
cos, en concentraciones de 0,62 pg/L, puede afectar la supervivencia de los juveniles de
T. borellianus principalmente durante el momento de muda, impidiendo el crecimiento
de los mismos. Ademas, el efecto observado sobre el crecimiento puede incidir en la
estacion reproductiva del cangrejo, debido al posible decrecimiento en el nimero de
individuos sexualmente maduros.
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