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RESUMEN

En los sistemas de cultivo modernos se utiliza una amplia gama de plaguicidas,
compuestos quimicos utilizados con el objetivo de minimizar los efectos perjudiciales
producidos sobre los cultivos por animales, vegetales u hongos. Sin embargo, estos
compuestos biocidas, disefiados para eliminar organismos vivos, no actuan solamente
sobre aquellos que el hombre denomina plaga, sino que también pueden actuar sobre el
resto de la biota existente. La region pampeana es una zona en la cual, debido a las
condiciones edaficas y climaticas, se desarrollan actividades agricolas. La masiva
aplicacion de biocidas provoca la contaminacion de los sistemas acudaticos cercanos.

Entre los plaguicidas mas utilizados en nuestro pais encontramos a los
insecticidas endosulfan y clorpirif6s. El primero es un insecticida organoclorado de la
familia de los ciclodienos. Su modo de accion se basa en el bloqueo de los canales de
cloro en los receptores del acido gamma-aminobutirico. Clorpirifés es un plaguicida
organofosforado, cuyo modo de accion se basa en la inhibicion de la enzima
acetilcolinesterasa a nivel de sinapsis. Ambos son plaguicidas de amplio espectro, cuya
accion no se restringe solamente a los insectos blanco. Luego de las aplicaciones, estos
migran hacia los sistemas acudticos cercanos, afectando a la biota alli presente.

El objetivo de esta tesis fue reconocer los efectos de los insecticidas mas
utilizados en la region, endosulfan y clorpirifos, sobre el cangrejo dulceacuicola cavador
Zilchiopsis collastinensis (Decapoda; Trichodactylidae), un integrante comun y
abundante de los sistemas acuaticos propios del tramo medio del rio Parana. Entre los
efectos evaluados se encuentran la toxicidad de estos biocidas sobre adultos y sobre
embriones de esta especie. Ademas, se evaluaron los efectos de concentraciones
subletales de estos sobre hepatopancreas y goénadas femeninas, asi como también la
bioconcentracion de endosulfan en ambos tejidos. También se evaluaron los efectos de
diferentes concentraciones subletales de estos plaguicidas sobre tiempo de incubacion
de los embriones, eclosion efectiva, supervivencia de las crias y metabolismo de
juveniles.

La evaluacion de la toxicidad de estos biocidas fue realizada a través de ensayos
agudos de 96 horas, determinando la concentracion letal media de cada plaguicida en

cada estadio. Los efectos de concentraciones subletales de estos biocidas sobre gonadas
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y hepatopancreas fueron evaluados exponiendo a cangrejos hembra a una concentracion
inicial de plaguicidas con dilucidn posterior, simulando una aplicacion en el ambiente,
bajo condiciones ambientales de temperatura y fotoperiodo. Los parametros evaluados
en el caso de hepatopancreas fueron las modificaciones en el tipo de células y las
diversas histopatologias existentes. En el caso de las gonadas, se determiné el indice
gonadosomatico, el volumen de los ovocitos y el porcentaje de ovocitos atrésicos a
diferentes dias de exposicion. La bioconcentracion fue evaluada midiendo las
concentraciones de estos biocidas en hepatopancreas, gonadas y musculo de la quela.

Los efectos de concentraciones subletales de ambos insecticidas sobre dias de
incubacion, eclosion efectiva y supervivencia de los neonatos fueron evaluados
mediante ensayos in vitro. Los efectos producidos por concentraciones de estos biocidas
sobre el metabolismo de juveniles fueron evaluados determinando las diferencias en el
consumo de oxigeno y en la excrecion de nitrogeno.

Los embriones fueron mas resistentes que los adultos ante la exposicion a ambos
biocidas, lo cual se relaciona con la proteccion ofrecida por el corion engrosado que
poseen los decapodos dulceacuicolas como mecanismo de adaptacion al medio. Los
cangrejos son un morfotipo de decapodos resistente en comparacion con otros
crustaceos. Clorpirifés posee una mayor toxicidad que endosulfan sobre ambos estadios.
La exposicion a endosulfin caus6 aumento en el numero de células B del
hepatopancreas y disminucion en el nimero de células F y células R. La exposicion a
clorpirifés caus6 aumento en el numero de células B en algunos dias observados, asi
como también aumentos en el numero de células F. Ademas, se observaron algunas
patologias como anormalidades en el lumen e infiltracion hemocitica. Estas
concentraciones de endosulfan no causaron modificaciones en el indice
gonadosomatico, mientras que se observaron algunas modificaciones aisladas en el
volumen de los ovocitos. En el caso de clorpirifés, este no afectd el indice
gonadosomadtico de las hembras y en general tampoco afecté el volumen de los
ovocitos, aunque en algunos casos se observaron aumentos significativos. La exposicion
a este biocida en general provocd aumentos en el porcentaje de ovocitos atrésicos.

El aumento en las células B de hepatopancreas en los expuestos a plaguicidas se
relacionaria con los mecanismos de defensa que esta especie posee. La célula
transicional F/B presenta glicoproteinas relacionadas con mecanismos de detoxificacion

de xenobioticos. Ante la exposicion a biocidas se estimularia la transformacion de
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células F en células B, observandose un aumento de las altimas. La disminucién en el
numero de ovocitos viables, relacionada con el aumento de ovocitos atrésicos,
provocara un menor nimero de ovocitos disponibles para ser fecundados, disminuyendo
el namero de futuros integrantes de la poblacion.

La bioconcentracion de endosulfan fue mayor en hepatopancreas que en
gbonadas, mientras que en los misculos en general no se detectaron concentraciones de
este plaguicida. En el primer tejido la bioacumulacion estuvo en general relacionada con
las concentraciones en agua. En el caso de las gonadas, la bioconcentracion no se
relaciond con la concentracion en agua ni disminuyd en el tiempo.

El hepatopéncreas es un 6érgano dinamico, el cual acumula y elimina plaguicidas
en relacion directa con las concentraciones de exposicion. Las gonadas serian un sitio
final de acumulacion de biocidas, ya que no se reconocen mecanismos de detoxificacion
en estos 6rganos. La acumulacion en este 6rgano tendria una doble via de ingreso, tanto
por contacto directo con el biocida presente en hemolinfa asi como también por las
diferentes concentraciones de biocidas adsorbidas a las vitelinas provenientes del
hepatopancreas durante la vitelogénesis exogena. La presencia de plaguicidas en
hepatopancreas estaria relacionada con concentraciones de exposiciéon en un periodo
cercano de tiempo, mientras que las concentraciones acumuladas en gbénadas se
relacionarian con algiin evento de exposicion durante el periodo de desarrollo gonadal.

La exposicion de embriones a concentraciones subletales de ambos plaguicidas,
similares a las utilizadas en la determinacion de la CLsy en adultos, provoco en general
el aumento en el tiempo de incubacidn, la disminucion en la eclosion efectiva y en la
supervivencia de las crias. En embriones expuestos a concentraciones subletales mas
bajas de estos biocidas, las cuales pueden encontrarse en el ambiente, el periodo de
incubacion fue similar al de los controles, asi como también la eclosion efectiva. Sin
embargo, la exposicion a estas concentraciones disminuyo la supervivencia de los
neonatos hasta el primer ciclo de muda.

El aumento en el periodo de incubacion y la disminucion de la eclosion efectiva
de los embriones podrian relacionarse con la dificultad en la ruptura del corion,
relacionada con los efectos que estos plaguicidas provocan, ya que aunque este sea una
barrera efectiva, pequefas concentraciones son capaces de atravesarlo. La exposicion a

bajas concentraciones de plaguicidas no altera estos parametros pero afecta la
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supervivencia de los neonatos, los cuales no serian tan resistentes sin la proteccion
dentro del huevo.

La exposicion de juveniles de 6 meses a concentraciones subletales de
endosulfan no modificé el consumo de oxigeno pero si caus6é una disminucion en el
nitrégeno excretado. Esta exposicion aumento la utilizacion de lipidos como sustrato
energético, observado a través del aumento en la relacion O:N.

Las modificaciones en el sustrato energético utilizado podrian relacionarse con
la utilizacién de las proteinas en la producciéon de enzimas como mecanismo de
detoxificacion. Mecanismos de ajuste relacionados con el aumento en el consumo de
oxigeno estarian limitados en cangrejos cavadores.

Zilchiopsis collastinensis es un cangrejo comun y abundante en el tramo medio
del rio Parana, de gran porte y de habitos sedentarios. Presenta una alta resistencia a
plaguicidas y multiples variables de respuesta a concentraciones subletales, las cuales

podrian ser utilizadas en biomonitoreos de calidad ambiental.
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ABSTRACT

In modern agricultural systems there is a widely use of pesticides with the aim of
minimize the adverse effects produced by pests (animals, plants or fungus). These
biocides act over both target and non target organisms, affecting all the biota. Because
of their soil and climatic conditions, the Pampean region is extensively used in
agricultural activities. The massive use of biocides, typical of modern crop systems,
causes the pollution of nearby water ecosystems.

Endosulfan and chlorpyrifos are the two most used insecticides in Argentina.
Endosulfan is a cyclodiene organochlorine pesticide which inhibits neuronal function by
blocking the GABA-gated chloride channels of the nervous systems. Chlorpyrifos is an
organophosphorus insecticide that acts upon the biota by the inactivation of the
acetylcholinesterase (AChE), whose primary function is to terminate the nerve impulse
transmission at cholinergic synapses by hydrolyzing the neurotransmitter acetylcholine
(Ach). They are both broad spectrum pesticides, which migrate after the applications.

The aim of the present work was to evaluate the toxicity of the most used
insecticides in the Pampean region, endosulfan y chlorpyrifos, over the burrowing
freshwater crab Zilchiopsis collastinensis (Decapoda; Trichodactylidae), a common
crustacean occurring in aquatic ecosystem related with the Parana river. The toxicity
effects of these biocides over adults and embryos were observed. Also, sublethal
toxicity effects in hepatopancreas and ovary and bioaccumulation in different tissues
were evaluated. The sublethal effects in incubation time, effective hatching, neonate
survival and juvenile metabolism were observed.

Acute toxicity tests (96 hours) were done according to USEPA methods. The LCsg
of each pesticide at each life stage were calculated. Sublethal effects over hepatopancreas
and gonads were evaluated in a pulse system with controlled dilutions, emulating
environmental applications, under natural conditions of temperature and photoperiod. In
hepatopancreas the modifications in the number of cells and different histopathologies
were evaluated. The gonadosomatic index, the oocyte volumes and the atretic oocyte
proportion were measured in gonads. The endosulfan bioaccumulation was measured in

gonads, hepatopancreas and muscle tissues
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Sublethal effects over incubation time, effective hatching and neonate survival
were evaluated by in vitro assays. The effects caused in juvenile metabolism were
evaluated by the differences in oxygen consumption and ammonia excretion.

The embryos were less sensitive than the adults to biocides, related with the
barrier effects caused by the thick chorion of freshwater crabs. The crabs are a resistant
group, comparing with other decapods. Chlorpyrifos is more toxicant than endosulfan
for both life stages.

The exposure to endosulfan caused an increase in B-cells and a decrease in F-
cells and R-cells. Also, histopathologies as abnormalities in the lumen and hemocytic
infiltration were observed. There were no modifications in the gonadosomatic index
after the exposure to both pesticides. Some modifications were observed in oocyte
volume. The exposure to chlorpyrifos caused increases in the atretic oocyte proportion.
The increase in B-cells in the hepatopancreas of exposed to pesticide crabs would be
related with the defense mechanisms of this crabs. In the transitional F/B cells there
were observed glycoproteins related with xenobiotic detoxification mechanisms. Faced
to the exposure to biocides, the transformation of F cells into B cell might be stimulated,
observing an increase in the last ones. A decrease in the number of available oocytes,
related with the increase in the atretic oocyte proportion, will cause a lower number of
oocytes able to be fecundated, decreasing the number of the brood.

The endosulfan bioconcentration was higher in hepatopancreas than in gonads.
There were almost no endosulfan concentrations detected in the muscles. Endosulfan
concentrations in hepatopancreas had a close relation with their concentrations in water.
In gonads, the bioconcentration was not related with their concentration in water. Also,
concentration levels did not decrease with time. The hepatopancreas is a dynamic organ,
which accumulates and eliminates pesticides in a close relation with exposure
concentrations. The gonads may act as a sink of pesticides, where they are accumulated
and might not be detoxification mechanisms. Bioaccumulation in gonads might have
two different intake ways. In one hand, there might be a direct contact between the
oocytes and the endosulfan concentrations in the haemolymph. On the other hand, the
biocides might get into the oocytes attached with the vitellins synthesized in the
hepatopancreas during secondary vitellogenesis. Pesticide accumulation in this organ

might be related with the exposure in a short period of time, while pesticide
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accumulation in gonads would be related with an exposure event in any time of the
gonadial development.

Embryos exposure to sublethal concentrations of these pesticides, related with
those used in adult toxicity tests, caused an increase incubation time and a decrease in
both the effective hatching and the neonate survival. The exposure to lower
concentrations of those biocides, which were close to those founded in the environment,
caused no differences in incubation time or in effective hatching. Nevertheless, the
exposure to those concentrations reduced the survival of the neonates. The increase in
incubation time and the decrease in effective hatching could be related with the
difficulties caused by these pesticides. Although the chorion may be an effective barrier
against pesticides, some concentrations might get into the eggs and affect the embryos.
The exposure to low pesticide concentrations did not modified the incubation time or
the effective hatching, but caused a decrease in the survival. The neonates without the
chorion protection might not be as a resistant as they were inside the eggs.

The exposure of six month old juvenile crabs to sublethal concentrations of
endosulfan caused no differences in oxygen consumption, but there was a decrease in
the ammonia excretion. The use of lipids as an energetic substrate was increased by the
exposure to this pesticide, observed by the increase in the O:N ratio. The modifications
in the energy substrate could be related with the use of aminoacids in the production of
enzymes related with detoxification mechanisms. Modifications in the oxygen
consumption should not be a useful response in burrowing crabs.

Zilchiopsis collastinensis is a common crab occurring in the middle Parana river.
They have a high resistance to pesticides and multiple responses to pesticide exposure,

which could be used in environmental biomonitoring.
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INTRODUCCION

Explotacion agricola y utilizacion de biocidas en la regién pampeana

La region pampeana (Pampasia) es una inmensa llanura de construccion o
acumulacion de sedimentos, los cuales han ido colmando una gran fosa tectonica de
hundimiento. Los pilares laterales estan representados por bloques rocosos del macizo
uruguayo-brasilefio (Escudo de Brasilia) por un lado y el arco de las sierras pampeanas
o peripampeanas por el otro (Manzi y Gallardo, 1970)

La constitucion de esta zona marginal de Brasilia estuvo ampliamente
influenciada por las ingresiones marinas durante el periodo Paleozoico inferior y
posiblemente también durante el Devoénico. El levantamiento y plegamiento del
geosinclinal adyacente a esta meseta durante la orogénesis Caledoniana determino el
cierre de la cuenca. Desde ese momento geologico en adelante, el material sedimentario
que recibi6 fue mayormente de caracter continental (e6lico, fluvial, lacustre) producto
del desbaste de las areas montafiosas que la circundan. Las fallas concéntricas fueron
especialmente importantes en su hidrogeologia y morfologia, ya que los rios Parana y
Uruguay se ubican sobre estas. El cardcter predominantemente continental de la
acumulacion fue interrumpido en el Mioceno medio por la ingresion ocednica que, en
forma de mares epicontinentales, avanzaron hasta el pie de los cordones serranos en la
planicie pampeana y de los bosques andinos en la Patagonia (Manzi y Gallardo, 1970).
La acumulacion de grandes mantos sedimentarios tanto de origen continental como
marino definié al espacio pampeano como una region fértil, cuyos suelos ricos en
materia organica brindan excelentes posibilidades a la actividad agricola. Las
condiciones climaticas asi como también las topograficas contribuyeron a la utilizacion
de estas tierras para la produccion agricola o ganadera, encontrdndose también zonas de
explotacion mixta. Estas cualidades favorecieron el crecimiento demografico de la
region asi como también el crecimiento econdmico tanto de la region como del pais
(Capitanelli, 1992; Mercado y Coggiola de Panozzo, 1989).

Las practicas agricolas historicamente han incluido diversas metodologias
tendientes a eliminar o repeler diversos organismos vivos, tanto animales como
vegetales y hongos, que por su accidon negativa hacia los cultivos el hombre considera

plaga. Los primeros esfuerzos eran rudimentarios y poco efectivos, relacionados con el
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uso de gatos para disminuir el niimero de roedores, espantapajaros, y herramientas
manuales como el azadon para combatir hierbas (McEwen y Stephenson, 1979). A
partir del siglo XX, luego del descubrimiento de las propiedades insecticidas del
compuesto organico DDT, los plaguicidas se comenzaron a producir y comercializar en
forma masiva. Los plaguicidas pueden describirse como compuestos quimicos,
naturales o sintéticos, utilizados para eliminar, repeler, regular o interrumpir el
crecimiento de determinados grupos de organismos vivos, denominados plagas. La
utilizacion de plaguicidas, junto con las nuevas técnicas de produccion y la seleccion
genética de semillas, originaron un masivo aumento de la produccion durante la
“revolucion verde”. Los plaguicidas fueron mundialmente aceptados tanto en la
actividad agricola como en el control de plagas urbanas, ya que no solo contribuye al
incremento en la productividad sino también al control de enfermedades transmitidas
por estas, como malaria, paludismo, mal de Chagas, entre otras (Edwards, 1973;
Brooks, 1974).

En las técnicas agricolas actuales se utiliza una amplia gama de compuestos con
el objetivo de minimizar los efectos perjudiciales que afectan a los cultivos,
disminuyendo la produccion. Los plaguicidas se encuentran entre los contaminantes
ambientales derivados de la actividad humana mas peligrosos debido a su naturaleza
letal, ya que fueron creados con el objetivo de producir un efecto negativo sobre los
organismos a los cuales pretende controlar (organismos blanco) (Brooks, 1974; Repetto
y col., 1995). Sin embargo estos compuestos no actuan solamente sobre las especies que
el hombre denomina plaga, sino sobre todos los organismos vivos, por lo cual son
compuestos biocidas.

Los paises en vias de desarrollo, especialmente los de regiones tropicales o
subtropicales, poseen matrices econdémicas generalmente relacionadas con la
produccion de alimentos y su exportacion hacia otros paises (Ecobichon, 2001).
Argentina, cuya actividad principal estd relacionada con un modelo agroexportador,
incremento la superficie sembrada de cereales (maiz, trigo, cebada, arroz, sorgo, avena,
mijo, alpiste, centeno) en la region pampeana en un 35% durante el periodo 1993/2001,
aumentando la produccion en un 63%. La superficie cultivada ascendié a 22,6 millones
de hectareas, obteniéndose 35 millones de toneladas de cereales y 27 millones de
toneladas de oleaginosas. En los ultimos 10 afios, entre 2002 y 2012, la superficie

cultivada con maiz se increment6 de 3.061.661 a 5.000.330 de hectareas en todo el pais,
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mientras que la superficie de soja se incrementd de 11.639.240 a 18.670.937 de
hectareas en todo el pais, siendo el cultivo mas importante. Si bien otros cultivos como
el trigo y el girasol redujeron su superficie cultivada, el balance general muestra un
aumento de la superficie utilizada para la explotacion agricola (D’Angelo, 1991;
CASAFE, 2010, 2012).

El incremento en la actividad agricola acarrea consigo el aumento en la demanda
de productos fitosanitarios. La inclusion de nuevas tecnologias, las cuales incorporan
cultivos modificados genéticamente para resistir diferentes condiciones adversas, como
la sequia, extiende la frontera agricola aumentando la utilizacion de biocidas. Las
tendencias generales indican en nuestro pais un aumento en la utilizacion de estos
compuestos, relacionado con el aumento en la superficie cultivada y la presion de
aumentar la productividad. La venta total de plaguicidas se incrementd entre 2008 y
2010 de 225.218.268 a 313.471.723 Kg (CASAFE, 2010; 2012).

Los biocidas pueden ser agrupados de acuerdo al tipo de organismo blanco sobre
los que fueron disefiados para actuar. De este modo podemos distinguir entre
insecticidas, herbicidas, fungicidas y aquellos de menor utilizaciéon, como rodenticidas,
nematicidas, entre otros (Repetto y col., 1995). Otro tipo de clasificacion se basa en la
“peligrosidad” de estos biocidas, los cuales son calificados desde “sumamente
peligrosos” (I a) hasta “productos que normalmente no ofrecen peligro” (IV). Esta
tipificacion se basa en la estimacion de los riesgos hacia los humanos, calculada a partir
de la Dosis letal media (DLso) calculada en ratas (en mg/Kg) (Garcia Araya y Don,
2002).

Los insecticidas mas utilizados en la actividad agricola durante los periodos
2008-2011, de acuerdo a la Camara de Sanidad Agropecuaria y Fertilizantes
(CASAFE), son el endosulfan y el clorpirifés. Endosulfan (6,7,8,9,10,10-hexacloro-
1,5,5a,6,9,9a-hexahidro-6,9-metano-2,4,3-benzodioxatiepina-3-6xido) es un plaguicida
organoclorado de amplio espectro, utilizado para combatir insectos y acaros en diversos
cultivos (soja, alfalfa, algodon, arroz, girasol, lino, sorgo, florales, frutales, hortalizas,
tabaco, entre otros) (Hose y Van den Brink, 2004; Wan y col., 2005, CASAFE, 2007).
Este es un plaguicida neurotoxico considerado peligroso, de clase toxicologica Ib, que
actua por contacto e ingestion (Garcia Araya y Don, 2002). Su modo de accion,
inicialmente moderada y luego rapida y prolongada, se basa en el bloqueo de los canales

de cloro en los receptores del acido gamma-aminobutirico, causando excitacion seguida
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por un efecto narcotico, provocando finalmente la muerte del individuo (Hose y Van
den Brink, 2004; Wan y col.,, 2005). Debido a sus caracteristicas principalmente
lipofilicas (log Ko = 4,65 para a-endosulfan y 4,34 para B-endosulfan), endosulfan
posee una baja solubilidad en agua (entre 0,33 y 0,53 mg L") (Jonsson y Toledo, 1993).
Este compuesto posee una elevada vida media en agua, la cual puede variar entre
algunos dias hasta incluso meses de acuerdo a las condiciones ambientales (Lenardon y
col., 2001). Su principal producto de hidrdlisis es el endosulfan diol, mientras que el
principal producto de degradacion microbiana es el sulfato de endosulfan, el cual posee
caracteristicas toxicas intrinsecas similares a los compuestos parentales (isomeros o- y
B- Endosulfan), pero es atin mas persistente que estos (Hose y Van den Brink, 2004).

Clorpirifés (0,0-dietilfosforotioato de 0-(3, 5, 6-tricloro-2-piridilo)) es un
insecticida y acaricida organofosforado de amplio espectro utilizado para combatir
insectos en diversos cultivos como soja, maiz, girasol, sorgo, alfalfa, algodén, tabaco,
citricos, frutales, entre otros (CASAFE, 2007). Este es considerado un plaguicida
moderadamente toxico, clase toxicologica III, que actlia por contacto, inhalacién e
ingestion (Garcia Araya y Don, 2002, Agroquim, 2013). Su modo de accion se basa en
la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa a nivel de sinapsis, la cual tiene la funcion
de catalizar la hidrolisis de la proteina que rige las transmisiones de los impulsos
nerviosos (acetilcolina), provocando la excesiva estimulacion de los receptores
sinapticos y los movimientos musculares incontrolados. Clorpirifos es un plaguicida de
naturaleza lipofilica (log Kow = 4.7) y poco soluble en agua (entre 1,5y 2 mg I a 25
°C) (Murty y Ramani, 1992; Traas y col, 1998; Var6 y col, 2002).

Estos insecticidas no atacan solamente a las especies blanco hacia las cuales son
destinados, sino que por su amplio espectro de accion ejercen su efecto sobre todas las
especies con las cuales entran en contacto. Debido a esto, los plaguicidas utilizados son
un peligro potencial para todo el resto de la comunidad bidtica, maxime si se tiene en
cuenta que en general menos del 0,1% de los plaguicidas aplicados alcanzan las plagas
que pretenden diezmar, es decir, mas del 99% de tales productos se dispersan en el
ambiente (Repetto y col, 1995).

Una vez liberados al ambiente, estos compuestos pueden migrar hacia arroyos,
rios y lagos cercanos. El ingreso de los plaguicidas en los ambientes acuaticos puede
producirse a través de la deriva aérea durante la aplicacion, volcado directo accidental o

premeditado, lavado de equipos de aplicacion, disposicion final de envases en cuerpos
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de agua y escurrimiento superficial de los campos tratados luego de las lluvias, donde
no solo se arrastran plaguicidas en disolucion sino también los adsorbidos al material
particulado arrastrado (Repetto y col., 1995; Walker y col., 2001). Mientras que las
primeras son fuentes puntuales esporadicas, la Gltima (contaminacion por “lavado de
campos”) es una fuente difusa de contaminacion, cuya periodicidad esta relacionada con
el régimen de lluvias. En la region subtropical los mayores niveles de lluvia coinciden
con los periodos de mayor temperatura y actividad agricola y, por ende, con la mayor
utilizacion de plaguicidas, aumentando el riesgo de contaminaciéon por escorrentia
(Rodriguez y Amin, 1991; CASAFE, 2007).

La migracioén de plaguicidas de uso agricola hacia sistemas l6ticos y leniticos,
detectada a partir de la cuantificacion de estos tanto en agua como en sedimentos, es un
fenomeno que se repite en todo el mundo, alcanzando concentraciones entre 0,06 pg 1"
y 1,72 mg 1" en el caso de endosulfan; y entre 31 y 200 ng 1" en el caso de clorpirifos
(Ernst y col., 1991; Kuivila y Foe, 1995; Leonard y col., 2001; Schulz, 2001; Weston y
Lydy, 2010). Argentina no es una excepcion a esto. Luego de las aplicaciones y de las
lluvias los plaguicidas migran hacia los sistemas acudticos, encontrandose
concentraciones de estos en agua y sedimentos en diversos muestreos ambientales. Si
bien los relevamientos todavia son escasos, se han detectado en agua concentraciones de
endosulfan de 13,5 ug 1" en los Esteros del Iberd; y concentraciones de clorpirifos que
varian entre 0,21 y 10,8 pg 1" en rios y arroyos de la regién pampeana (Menone y col.,
2000; 2004; 2006; Miglioranza y col., 2004; Jergentz y col., 2004; 2005; Silva y col.,
2005; Marino y Ronco, 2005). El tramo medio del rio Parana, y especialmente los
sistemas hidricos relacionados con su llanura de inundacion, estan afectados por la
contaminacion relacionada con las actividades agricolas. En rios y lagunas se han
encontrado  diferentes concentraciones de estos plaguicidas, detectdndose
concentraciones de endosulfan entre 7,95 y 16,88 ng 1" (Lenardén y Enrique, 1998;
Lenardon y col., 1998).

Una vez que estos compuestos alcanzan el medio acudtico comienzan las
interacciones con la comunidad bidtica. Esta interaccion puede causar efectos a distintos
niveles de organizacion, los cuales dependeran de diversos factores intrinsecos al
compuesto (modo de accion, persistencia), ambientales (biodisponibilidad,
concentracion de exposicion) e intrinsecos al organismo (especie, estado nutricional,

edad, sexo, entre otros).
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Fauna de ecosistemas acuaticos. Crustaceos decapodos

La unidad taxondémica Decapoda incluye mas de 10.000 especies que en su
mayoria estan restrictas al sistema marino. Algunas de ellas conquistaron los sistemas
de agua salobre y agua dulce, encontrandose hoy en sistemas acuaticos continentales en
todo el mundo y algunas incluso son consideradas terrestres (Brusca y Brusca, 1990;
Ruppert y Barnes, 1994).

Dentro de los crustaceos decapodos podemos encontrar cuatro grupos
morfologicamente diferentes: camarones, langostas, pseudocangrejosy cangrejos. Los
camarones, entre los cuales se encuentran los decapodos mdas primitivos, poseen un
cuerpo cilindrico o comprimido lateralmente, con abdomen bien desarrollado y
exoesqueleto fino y flexible. La mayor parte de los camarones son bentonicos,
utilizando los pledpodos para nadar ocasionalmente, aunque este grupo de decapodos
posee integrantes netamente pelagicos, los cuales utilizan los pereidopodos en la
natacion. El resto de los crustaceos decapodos son netamente bentdnicos, con patas
caminadoras mas fuertes, cuerpos aplastados dorsoventralmente y con exoesqueletos
mas duros (Brusca y Brusca, 1990; Ruppert y Barnes, 1994).

Las langostas (infraorden Astacidae y Palinuridae) poseen un cuerpo mas largo
que ancho, con abdomen extendido. El primer par de pereiopodos estd modificado
conformando un quelipedo. El resto de los pereidpodos son utilizados para caminar,
aunque también se pueden observar movimientos rapidos ocasionales que se producen
al flexionar el abdomen, como mecanismo de huida ante el peligro. Los pledpodos son
utilizados por las hembras en la ventilacion de los huevos.

Los pseudocangejos (infraorden Anomura) son crustaceos decapodos con forma
de cangrejo, aunque con abdomen extendido, todavia no replegado completamente. Este
abdomen puede ser asimétrico, como en el caso de los cangrejos ermitafios, o simétrico,
corto y replegado parcialmente por debajo del cefalotorax como en el caso de los
cangrejos porcelanidos. El primer par de pereiépodos esta modificado conformando un
quelipedo, mientras que el quinto par esta reducido y no tiene funciéon caminadora, por
lo que usualmente no se observa exteriormente.

De acuerdo a la teoria de la carcinizacion de Morrison y col. (2002), estos
grupos representan diferentes etapas evolutivas en el camino hacia los cangrejos

verdaderos. En al menos cinco grupos de cangrejos anomuros diferentes ocurrieron
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modificaciones evolutivas de manera independiente hacia el morfotipo cangrejo
brachiuro. Ademas, no existen casos de reversiéon de grupos con morfotipo ‘“cangrejo”
hacia morfotipos “camaréon” o “langosta”, sugiriendo que la evolucion hacia la forma de
cangrejo seria irreversible (Morrison y col., 2002).

Los cangrejos verdaderos (infraorden Braquiura) poseen cuerpos cortos
altamente especializados y, de acuerdo al nimero de especies (mas de 4.500 especies
dentro del infraorden Brachyura de acuerdo a Ruppert y Barnes, 1994; mas de 10.000
especies de acuerdo a Morrison y col. (2002) son los decapodos mas exitosos. El
cefalotérax esta aplanado dorsoventralmente y se expande lateralmente. El primer par
de pereiopodos estd modificado formando quelipedos. El resto de los pereidopodos son
utilizados como patas caminadoras. En algunas especies, el quinto par puede estar
modificado para la nataciéon ocasional. Los machos carecen del tercer, cuarto y quinto
par de pleépodos. Los dos primeros pares estan modificados cumpliendo funciones
reproductivas. En las hembras, los pledpodos estan modificados y son utilizados para
acomodar los huevos. El abdomen simétrico y reducido se pliega sobre el cefalotorax.
En general el urépodo es inexistente, excepto en algunas formas primitivas. La
reduccion y flexion del abdomen se reconoce como una posible adaptacion relacionada
con la locomocion, ya que el centro de gravedad es trasladado hacia un punto debajo de
los apéndices caminadores (Brusca y Brusca, 1990; Ruppert y Barnes, 1994; Scholtz y
col., 2009).

Congquista del agua dulce y adaptaciones

Los crustdceos decapodos son originarios de los sistemas marinos (Brusca y
Brusca, 1990). Estos poseen caracteristicas fisicas y quimicas diferentes a los sistemas
dulceacuicolas, sobre todo en los relacionados con la estabilidad y concentracion de
sales. Los sistemas dulceacuicolas poseen una baja concentracion de sales disueltas,
mas baja que la concentracion osmética interna de los animales.

Durante la conquista de los sistemas acuaticos continentales, los crustaceos
decapodos desarrollaron una serie de adaptaciones que les permitieron habitar los
ambientes hipoosmoticos, soportando el estrés causado sobre todo por el desbalance

generado por el ambiente dulceacuicola (Barnes y col., 1993).
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Un animal hiperosmoético en comparacion con su ambiente enfrenta dos
problemas fisioldgicos. Por un lado el agua tiende a ingresar en el animal ya que hay
una mayor concentracion de sales en el interior. Por otro lado, los solutos tienden a
perderse debido a que la concentracion interna es mayor y el agua excretada (orina)
arrastra altas concentraciones de estos hacia el exterior (Barnes y col., 1993; Schmidt-
Nielsen, 1997).

El exoesqueleto duro y altamente impermeable de los cangrejos durante el
periodo de intermuda disminuye el ingreso de agua. Sin embargo, durante los periodos
de pre-muda y post-muda el tegumento es mas fino y blando, permitiendo el ingreso de
agua desde el ambiente. Uno de los mecanismos de adaptacion en los cangrejos
dulceacuicolas es el alargamiento de los periodos de intermuda con respecto a los
crustaceos marinos, como mecanismo para disminuir los momentos de pre y posmuda y
el intercambio de sales relacionado con estas etapas (Robertson, 1961).

Los crusticeos poseen mecanismos fisioldgicos que les permiten regular
activamente la concentracion interna de sales, tolerando ambientes con diferentes
concentraciones osmoticas. Uno de los ajustes o adaptaciones de los crustaceos
dulceacuicolas se relaciona con cambios en los organos o sistemas que regulan las
concentraciones de sales en las excreciones. La glandula excretora situada en la base de
la antena, cuya funcién primaria es regular el volumen de fluidos y concentracion de
sales, posee un canal nefridial alargado en comparacion con los decapodos netamente
marinos. Su funcion estaria relacionada con la reabsorcion de sales, produciendo
excreciones hipotonicas comparadas con la hemolinfa, de aproximadamente una tercera
parte de la concentracion. De esta manera se disminuye la pérdida de sales a través de
las excreciones (Robertson, 1961; Schmidt-Nielsen, 1997).

Algunos crustaceos que habitan el agua dulce tienen una independencia parcial
del mar, como el cangrejo Eriocher sinensis. Este es capaz de penetrar en los sistemas
de agua dulce y vivir en ellos. Sin embargo la independencia del sistema marino no es
completa ya que en los momentos de reproduccion debe retornar a los sistemas
estuariales o marinos para la eclosion de los huevos, ajustdndose a las diferentes
concentraciones de sales (Robertson, 1961; Schmidt-Nielsen, 1997). Otros grupos de
crustaceos decapodos son netamente dulceacuicolas, completamente independientes del

sistema marino. En estas especies no solamente se tuvieron que producir adaptaciones
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que permitan la supervivencia sino que también los procesos reproductivos sufrieron
modificaciones que les permitieron desarrollarse con éxito en estos sistemas.

En los crustaceos decapodos, los espermatozoides no son liberados al medio sin
proteccion, sino que son empaquetados en espermatoforos y traspasados a la hembra de
diferentes maneras de acuerdo a los diferentes grupos. En los camarones, aeglidos y
langostas los machos adhieren el espermatoforo en la zona ventral del cefalotérax de la
hembra, cercano a los gonoporos. En el caso de los cangrejos Braquiuros, los
espermatoforos son introducidos en la hembra a través de la utilizacion de pledpodos
modificados. El intercambio de material genético requiere, en todos los casos, el
apareamiento directo entre los progenitores (copula) (Bauer y Martin, 1991; McLay y
Lépez Greco, 2011).

Los espermatozoides son almacenados hasta el momento de la ovipostura. Este
evento, durante el cual se produce la fertilizacion de los huevos, puede ocurrir
inmediatamente luego de la copula, en el transcurso de horas o luego de dias e incluso
meses. En el caso de los camarones, donde los espermatozoides son protegidos solo por
el espermatoforo, la ovipostura ocurre en un corto periodo de tiempo. En algunas
especies de cangrejos las hembras poseen una modificacién en el oviducto, denominado
“receptaculo seminal”, que les permite su almacenamiento, por lo cual los eventos de
copula y ovipostura pueden ocurrir en momentos diferentes (McLay y Lopez Greco,
2011). Estos cangrejos pueden regular la ovipostura de acuerdo a las condiciones
ambientales existentes, lo cual representa una importante ventaja en sistemas donde las
condiciones abioticas y bidticas son variables, como en los sistemas dulceacuicolas
(Brusca y Brusca, 1990; Collins y col., 2007; Williner y col., 2009).

Una vez que los ovocitos estan desarrollados y que los estimulos ambientales
son los adecuados se produce la ovipostura. Los ovocitos migran por el oviducto, se
fertilizan en el receptaculo seminal y continlan su migracion por la vagina hasta ser
exteriorizados a través de los gondporos, los cuales se ubican cercanos a la coxa del
tercer par de pereidopodos (McLay y Lopez Greco, 2011). Una vez en el exterior, los
huevos quedan adheridos a las setas de la madre dentro de la cavidad conformada por el
cefalotorax y el abdomen (McLay y Lopez Greco, 2011). Luego de la ovipostura, los
huevos son acarreados por la hembra en su abdomen hasta el momento de la eclosion, lo
cual entorpece sus movimientos y la convierte en una presa potencialmente mas

vulnerable o facil de ser capturada (Li y col., 2006).
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Los invertebrados bentonicos, en general, poseen una serie de estados previos
desde la eclosion hasta la forma de vida adulta. Los brachiuros marinos en general
siguen este modelo, produciendo un alto nimero de huevos pequenos desde los cuales
eclosionan pequenas larvas planctivoras (Barnes y col., 1993). Esta existencia de larvas
de vida libre, permite que se distribuyan con el movimiento de las corrientes marinas,
favoreciendo el intercambio de material genético entre las poblaciones. La distribucion
de los individuos disminuye la competencia por recursos y favorece la expansion hacia
nuevos territorios. Los ambientes dulceacuicolas presentan fuertes desafios fisioldgicos
a los estadios inmaduros de los crustaceos, especialmente relacionados con la capacidad
de balancear concentraciones de sales y de agua. Las larvas de cangrejo poseen
rudimentarios mecanismos de regulacion de agua e iones, los cuales no les posibilitan la
supervivencia y desarrollo en este tipo de medio (Barnes y col., 1993). Las estrategias
utilizadas por los organismos netamente dulceacuicolas que les permiten sortear este
inconveniente estan relacionadas con la reduccion e incluso desaparicion de los estadios
larvales libres, eclosionando como larvas mas desarrolladas o juveniles (Barnes y col.,
1993; Anger, 1995; 2013).

La membrana de los huevos de los crusticeos decapodos dulceacuicolas es mas
gruesa que la de los decapodos marinos, aumentando el aislamiento de los embriones en
desarrollo y protegiéndolos contra la perdida de agua y estrés osmotico. Los embriones
estan aislados mediante una o incluso mas de una capa celular (Glas y col., 1997). Estos
“envoltorios embrionarios” estan conformados por varias capas morfologicamente
distinguibles, que generalmente aparecen juntas como una unidad, llamada “saco
embrionario”. Este a su vez puede estar recubierto por el “saco de cementacion”,
mediante el cual los huevos quedan adheridos a la hembra. Los diferentes sacos aislan al
huevo del medio en el cual la madre vive (Glas y col., 1997).

Los sistemas dulceacuicolas presentan también una pobre o impredecible
productividad de plancton en la zona pelagica. Los juveniles eclosionados atraviesan en
general una etapa lecitotrofica, alimentandose durante un tiempo de las reservas de
vitelo que poseen e independizandose de la alimentacion exogena. Estas adaptaciones
no son exclusivas de los ambientes dulceacuicolas sino que también pueden observarse
en otros ambientes extremos como los terrestres y subpolares (Vance, 1973; Bliss,

1982; Anger, 1995; 2013).
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La reduccion de los estadios larvales libres provoca que esas etapas de desarrollo
deban ocurrir dentro del huevo, aumentando el tiempo de incubacion. Al pasar mayor
tiempo dentro del huevo, los embriones necesitan mayores cantidades de vitelo, el cual
incluso debe ser mayor si luego de la eclosion los neonatos atraviesan una etapa
lecitotrofica (Barnes y col., 1993).

El aumento en el tamafio de los huevos de los cangrejos dulceacuicolas permite
almacenar mayor cantidad de vitelo (reservas energéticas). Esto requiere también una
mayor inversion energética por parte de las hembras. Este aumento de tamaiio reduce el
numero de huevos que una hembra puede producir o cargar luego de la ovipostura. En
los cangrejos dulceacuicolas se observa una reducciéon en el nimero de huevos,
alrededor de 500 en promedio en contraste con los miles y hasta millones de huevos que
pueden desovar los decapodos marinos. Los huevos de cangrejos dulceacuicolas son
mas grandes, y desde ellos eclosionan juveniles totalmente desarrollados y con forma
similar a la de los adultos (desarrollo directo). Esto lleva a una disminucion en el
numero de la progenie en los organismos dulceacuicolas (Barnes y col., 1993).

Dentro del huevo, los embriones pasan a través de distintos estadios de
desarrollo hasta el momento previo a la eclosion. Yavar y Dupré (2007) describieron
siete etapas que se suceden dentro del huevo en el camaron Cryphiops caementarius
(Decapoda: Palaemonidae). La primera comienza en el momento de la fecundacion.
Luego, el embrion atraviesa una serie de transformaciones, desde la moérula en el
comienzo del estadio II hasta el momento en que todas las estructuras han sido
conformadas en el final del estadio VII, momento en el que se produce la eclosion.

A medida que el embrion va desarrollandose dentro del huevo, el corion
disminuye su espesor, lo que facilita la eclosion (Glas y col., 1997). Una vez fuera del
huevo, los neonatos no son directamente liberados a la zona pelagica, como ocurre en
los decapodos marinos con estadios larvales libres. Estos permanecen relacionados a la
madre durante un tiempo, en el telicum de los camarones o en la cavidad que se forma
entre el abdomen y la zona ventral del cefalotérax en el caso de los cangrejos. Luego de
un tiempo, las crias abandonan a la madre, comenzando el periodo de vida libre. Este
cuidado parental extendido no es una adaptacion exclusiva de los decapodos, ya que
otros crustaceos dulceacuicolas también mantienen a sus crias durante horas en el saco

incubatriz, como los anfipodos Hyalella curvispina y H. pampeana, (Lopretto, 1983).
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Alimentacion y funciones del hepatopancreas

Los crustaceos decapodos ocupan una posicion central en las redes tréficas.
Entre los items que consume se puede encontrar material vegetal, restos de peces e
invertebrados acuaticos. Algunos cangrejos, como los de la familia Trichodactylidae,
pueden alimentarse también en la zona terrestre, favoreciendo el intercambio de materia
entre el sistema terrestre y acuatico. A lo largo de su ontogenia los crustaceos
decapodos pueden ser presas de invertebrados, peces, aves, reptiles, mamiferos y otros
crustaceos decapodos, incluso de la misma especie. Esta posicion central los convierte
en un eslabon fundamental en el traspaso de materia y energia dentro de las redes
troficas (Collins y col., 2006; 2007).

El alimento es ingerido con ayuda de los quelipedos, pereidpodos con
modificaciones en el propodio y dactilo, conformando una “pinza” con dedo movil
(dactilo) y dedo fijo (propodio). Estos quelipedos son utilizados capturando o tomando
los itemes alimenticios y luego llevandolos a la boca, donde es ingerido con ayuda de
las mandibulas, maxilas y maxilulas. En este momento comienza su recorrido por el
sistema digestivo. Este sistema estd diferenciado en tres zonas: anterior o “foregut”,
media o “midgut” y posterior o “hindgut” (Icely y Nott, 1992). La zona anterior
(foregut) incluye boca, esofago, estbmago cardiaco y pildrico, entre otras estructuras.
Las funciones principales de la zona anterior incluyen la disgregacion fisica del material
ingerido por masticacion, inicio de la disgregacion quimica del material producido por
enzimas digestivas, separacion de los materiales finos y fluidos de los materiales
gruesos a través de filtracion y transporte de las particulas finas a su posterior
tratamiento. La zona media (midgut) estda compuesta por hepatopancreas e intestino.
Entre las funciones principales de esta zona se encuentran las de completar la
disgregacion del alimento recibido desde la zona anterior, producir y enviar enzimas
digestivas a esta, absorber y procesar los productos digestivos, transportarlos a la
hemolinfa o reservarlos y remover el material residual (produccién de heces). La zona
posterior (Hindgut) transporta el material de desecho proveniente de la zona media
hacia el exterior. Es un tubo circular simple que conecta a la zona posterior del intestino
con el ano (Icely y Nott, 1992).

La zona media estd dominada por el hepatopancreas, el érgano mas importante

tanto en volumen como en complejidad y funcionalidad. Este es un 6rgano grande
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distribuido a ambos lados de la linea central de la region del cefalotorax de los animales
ubicado dorsalmente de manera simétrica. El conducto primario que proviene del
estomago pilorico se divide en su parte posterior en dos ductos secundarios, uno hacia
cada lado del individuo. Este se ramifica en ductolos, cada uno de los cuales termina en
un complejo de tubulos ciegos bafiados en hemolinfa. Cada tibulo esta compuesto de
una capa simple de epitelio envuelta en una lamina basal, soportadas por un entramado
muscular (Icely y Nott, 1992; Vogt, 2002). A través de los tubulos circula el alimento,
siendo procesado y digerido por las células del epitelio, las cuales poseen
microvellosidades en la zona de contacto con el lumen (zona apical), aumentando la
superficie de contacto.

En los tubulos del hepatopancreas se encuentran cinco tipos de células
diferentes, con funciones especificas en cada una de ellas. Las células E son células no
especializadas donde el nucleo ocupa la mayor parte del volumen. Su funcion
fundamental estaria relacionada con la reproduccion celular, ya que es la tinica donde se
han observado los procesos de mitosis. Las células F presentan un extenso reticulo
endoplasmatico rugoso con numerosos ribosomas y mitocondrias distribuidas a través
de toda la célula. Los complejos de Golgi son comunes y presentan generalmente
cisternas dilatadas. Las células B, estdn dominadas por una gran vacuola rodeada por
una fina capa de citoplasma. El nucleo esta restringido a la region basal. Las células R
son las mas numerosas. En ellas el reticulo endoplasmatico rugoso y los ribosomas son
escasos pero existe una alta densidad de mitocondrias principalmente en la zona apical
del citoplasma. Estas células son los sitios de acumulacion de lipidos y glucogeno. Las
células M son las menos numerosas. El nucleo ocupa la mayor parte de la célula,
estando confinado a un sector de esta debido al denso complejo de Golgi que ocupa el
resto del volumen celular. No tienen contacto con el lumen (Icely y Nott, 1992).

Las células E, relativamente indiferenciadas y las unicas donde se observa
mitosis, son identificadas como la fuente de todo el resto de las células. Sin embargo
existe cierta disparidad acerca de los pasos posteriores en la secuencia de diferenciacion
celular. De acuerdo al esquema propuesto por Hirsch y Jacobs, el cual es avalado por
diversos trabajos acerca de la citologia del hepatopancreas, las células E dan lugar
separadamente tanto a las células R como a las células F, derivando de estas ultimas las
células B. Este esquema esta soportado por las siguientes observaciones: las células R y

F estan localizadas adyacentes a las células E, las cuales son la unica fuente de division
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celular; las estructuras finas de las células B presentan mayores similitudes con las
células F que con las células R; existen células con estructuras intermedias entre las
células F y B; el nimero de células B a través de los tibulos es inversamente
proporcional al nimero de células F; y la degeneracion de las células R y B esta descrita
en las regiones proximales del tubulo, pero existen pocos trabajos describiendo la
degeneracion de la célula F; la mayoria de los trabajos sugiere que la célula F es un
estadio en el desarrollo de la célula B (Icely y Nott, 1992). Sin embargo este esquema
no es el Unico, ya que de acuerdo al esquema de Ogura propuesto en 1959 cada célula se
desarrolla independientemente desde la célula E, sin existir transformaciones de una
célula en otra (Vogt, 1985; 2002; Icely y Nott, 1992)

Las funciones principales del hepatopancreas son las de producir enzimas
digestivas y asimilar nutrientes. Cada uno de los tipos celulares desarrolla en este
organo una funcion diferenciada. Las enzimas digestivas son producidas por las células
F y almacenadas en las vacuolas supranucleares, las cuales se expanden formando una
gran vacuola de la célula B (de acuerdo al esquema de Hirsch y Jacobs). Las enzimas en
esta vacuola son liberadas periodicamente luego de la ingestion de alimento. Algunos
nutrientes y fluidos son absorbidos en las células F y B por pinocitosis y otros son
asimilados en la célula R por contacto directo con las microvellosidades y el
consecuente transporte molecular hacia el interior de la célula. Los productos finales de
la digestion son transferidos hacia el hemocele o almacenados como lipidos y
glucogeno en las células R (Icely y Nott, 1992).

Ademas de las funciones de digestion en el hepatopancreas se desarrollan otros
procesos vitales, como el mantenimiento del equilibrio osmético y la produccion de
vitelo (vitelogénesis). El hepatopancreas posee también funciones relacionadas con la
remocion de cuerpos extrafios, excrecion de metabolitos de desecho de la hemolinfa
(funciéon inmunologica), y de detoxificacion de metales y otras sustancias organicas
(Icely y Nott, 1992; Vogt, 2002).

De acuerdo a Vogt (2002), los sitios de acumulacion estan relacionados también
con los sitios de detoxificacion, particularmente si el mecanismo de detoxificacion es la
excrecion de reservas lisosomales. El hepatopancreas de los crustaceos es un sitio de
acumulacion de metales y ciertos contaminantes organicos (Menone y col., 2000; 2004;
2006; Marchese y col., 2008; Gagneten y col., 2008; 2012). En este 6rgano se han

detectado también sistemas de detoxificacion que estarian relacionados con la
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eliminacion de compuestos organicos e inorganicos, tales como el citocromo P450,
lisosomas y proteinas similares a metalotioneinas, las cuales se relacionan con la
captacion metales que luego son eliminados. El sistema citocromo P450 y las
metalotioneinas son parte integral de procesos fisiolégicos normales como el
metabolismo de esteroides y del cobre, respectivamente. Estos mismos mecanismos
pueden ser incrementados por la exposicion a contaminantes, los cuales serian
detoxificados por estos medios (Vogt, 2002).

La exposicion a metales, plaguicidas y toxinas naturales como la microcistina
puede producir modificaciones en el hepatopancreas tanto a nivel histolégico como a
nivel celular (Bhavan y Geraldine, 2000; 2009; Kutlu y col.,, 2005; Bianchini y
Monserrat 2007; Yang y col., 2007; Wu y col., 2008). La exposicion a plaguicidas
puede producir el aumento de las células F, las cuales estan encargadas de producir
proteinas (enzimas) capaces de degradar estos compuestos. El aumento de células B
también podria estar relacionado con procesos de detoxificacion, ya que en las grandes
vacuolas tipicas de este tipo de célula se pueden encontrar enzimas digestivas, como la
catepsina L, las cuales podrian también atacar a los compuestos organicos (Collins,
2010). Kolher y col. (1998), observaron P-glicoproteinas (P-gp) en células
transicionales F/B del cangrejo Carcinus maenas. De acuerdo a estos autores, las
células F serian los sitios donde se sintetizan las enzimas que actian sobre los
compuestos toxicos organicos, cuyos productos degradados son eliminados al lumen por
la célula B originada a partir de aquella célula. Los compartimentos de lisosomas se
fusionan en una gran vacuola antes de que esta célula sea eliminada al lumen. En estos
compartimentos de la célula transicional F/B se observan las P-glicoproteinas, sin
observarse ni en la células F ni en las células B Los transportadores MXR presentes en
las membranas lisosomales podrian funcionar tomando los compuestos toxicos desde el
citoplasma y encerrdndolos en el compartimento lisosomal que luego serd eliminado al
lumen al “envejecer” la célula B, incorporandose a las heces. De este modo, el
hepatopancreas podria estar cumpliendo las funciones de detoxificacion (Kolher y col.,
1998).

Ademas de producir diferencias en la composicion celular, la exposicion a
plaguicidas y a metales puede provocar diversas histopatologias. Entre las patologias
observadas en el hepatopancreas de crusticeos decapodos se encuentran las

modificaciones en las microestructuras celulares, anormalidades en el lumen, el cual
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generalmente pierde su aspecto de estrella, delaminacion del epitelio, infiltracion de
hemocitos, entre otros (Vogt, 1987; Bhavan y Geraldine, 2000; 2009; Kutlu y col.,
2005; Bianchini y Monserrat 2007; Yang y col., 2007; Wu y col., 2008; Abad-Rosales y
col., 2010).

Los efectos histopatologicos producidos en el hepatopancreas por la exposicion
a plaguicidas puede afectar a las funciones de digestion de alimentos que posee este
organo. Ademas de las funciones digestivas en el hepatopancreas se desarrollan otros
procesos relacionados con la produccion de hormonas y lipoproteinas (vitelinas). las
cuales influyen en el desarrollo gonadal (Harrison 1990; Lubzens y col., 1995;
Rodriguez y col., 2000) ). De acuerdo a Icely y Nott (1992), cualquier efecto producido
por un contaminante en el hepatopancreas tendra su correlato tanto en la alimentacion

de los crustaceos decapodos como en el ciclo de muda y la reproduccion.

Desarrollo gonadal

En el desarrollo gonadal de las hembras de crustaceos decapodos pueden
diferenciarse dos etapas. La primera se denomina previtelogénesis o vitelogénesis
temprana (Jonshon, 1980; Charniaux-Cotton, 1985; Meusy y Payen, 1988; Krol y col.,
1992), mientras que la segunda se denomina etapa de vitelogénesis. Esta a su vez se
subdivide en otras dos etapas, vitelogénesis primaria o endogena y secundaria o
exodgena. En esta ultima, el hepatopancreas cumple un rol fundamental ya que este
organo seria el sitio de produccion del material nutricional exogeno ajeno al ovario
(Charniaux- Cotton, 1985; Krol y col., 1992; Tsukimura, 2001).

La previtelogénesis estd caracterizada por el incremento en la actividad de las
organelas citoplasmaticas, acumulacion de ribosomas y desarrollo de reticulo
endoplasmico rugoso, el cual produce glicoproteinas granulares que se almacenan en las
vesiculas (Charniaux-Cotton, 1980). La vitelogénesis es una etapa de produccion y
acumulacion de vitelo en el ovocito en desarrollo. Este vitelo estd compuesto por agua,
proteinas, lipidos y otros nutrientes necesarios en el desarrollo de los embriones, tanto
materiales estructurales como compuestos utilizados como sustrato energético. La
lipovitelina es la proteina principalmente identificada en la mayoria de los ovocitos,

cuyo precursor molecular es la vitelogenina, una carotenoglucolicoproteina que solo
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ocurre en hembras en maduracion (similar a las proteinas femeninas especificas de los
insectos) (Browdy y col, 1990; Harrison, 1990).

La produccion del vitelo, si bien existe cierto debate, tendria un origen mixto. En
un primer momento ocurriria produccion de vitelogenina dentro del ovario
(vitelogénesis endogena), como se ha observado en los decapodos como Homarus
americanus, Uca pugilator, Penaeus japonicus, entre otros (Krol y col., 1992). El sitio
de sintesis podria ser las células foliculares, las cuales secretan vitelogenina a la
hemolinfa captada luego por los ovocitos en desarrollo (Yano y Chinzei, 1987). En
algunas especies incluso se propone a los ovarios como el Unico sitio de sintesis de
vitelogenina. Durante la etapa de vitelogénesis primaria o endogena, donde las
glicoproteinas del vitelo son producidas dentro del reticulo endoplasmico rugoso y
complejos de Golgi del citoplasma, el crecimiento de tamafio de los ovocitos es lento
(Krol y col., 1992).

En la segunda etapa la produccion de vitelogenina se realizaria fuera de los
ovarios (vitelogénesis exdgena). El sitio extraovarico donde se ha detectado la
produccion de vitelinas y vitelogeninas es el hepatopancreas, en estructuras
denominadas vitelogenocitos, aunque también existe evidencia de que la vitelogenina es
producida por los hemocitos, en los tejidos conectivo subepidérmico y adiposo
subepidérmico. La vitelogenina producida en el hepatopéancreas es transportada por la
hemolinfa hacia los ovocitos. Estos poseen abundantes microvellosidades, las cuales
son desarrolladas durante esta etapa facilitando el ingreso de material ex6geno por
micropinocitosis (Krol y col., 1992). Paulus y Laufer (1987) demostraron que la
maxima sintesis de vitelogenina en el hepatopancreas se corresponde con el periodo de
micropinocitosis en los ovocitos de Carcinus maenas, la cual declina a medida que el
ovocito madura y disminuye la tasa de pinocitosis. En la etapa de vitelogénesis exogena
se observa una rapida acumulacion de vitelinas y un rapido crecimiento gonadal.
(Paulus y Laufer, 1987; Harrison, 1990; Krol y col., 1992). A medida que se produce la
maduracion de los ovarios se observa un aumento en su tamafio, mientras que se
observa una reduccion en los lipidos del hepatopancreas debido a la migracion que se
produce desde un 6rgano a otro, la cual esta influenciada también por el aumento en la
actividad biosintética durante la maduracion (Harrison, 1990). Una vez completado el
desarrollo gonadal y producida la ovipostura pueden observarse niveles de vitelogenina

circulantes en hemolinfa, los cuales son atribuidos a la reabsorcion de los ovarios, es
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decir, de las lipovitelinas que componen los ovocitos en degeneracion luego de la
ovipostura. Estas lipovitelinas circulan desde el ovario al hepatopancreas donde ocurren
la reabsorcion y eliminacion o la acumulacion y reutilizacidon en el nuevo ciclo gonadal
(Harrison 1990).

Los procesos reproductivos estan regulados por complejos procesos hormonales,
principalmente la hormona inhibitoria de la géonada o de la vitelogenina (GIH o VIH por
sus siglas en inglés), la cual es producida en el complejo 6rgano X — glandula del seno
ubicado en el pedunculo ocular, y la hormona estimuladora de la génada (GSH),

sintetizada en el cerebro y el ganglio toracico (Vogt, 2002; Zapata y col., 2003).

Bioconcentracion de plaguicidas en tejidos

El término bioconcentracion se refiere a la acumulacion neta de un compuesto
en un organismo o parte de este a partir de su presencia en el medio que lo rodea. Los
efectos producidos por los contaminantes estdn intimamente relacionados con la
capacidad de bioconcentracion de estos en los diferentes tejidos (Newman y Unger,
2003).

Los contaminantes presentes en el ambiente pueden ingresar a los organismos
acuaticos a través del tegumento, las branquias y el sistema digestivo. Estas son las tres
vias de ingreso reconocidas como las mas importantes (Newman y Unger, 2003). Los
contaminantes ingresados, cualquiera sea la via de ingreso, alcanzan la hemolinfa y a
través de esta, se distribuyen hasta otros compartimentos dentro del organismo. Luego
del ingreso en cada individuo, los contaminantes pueden ser eliminados por branquias,
orina, heces o via dermal, ya sea del mismo compuesto ingresado o como metabolito,
luego de su transformacion biologica (Rand y Petrocelli, 1985; Newman y Unger,
2003).

Cuando un organismo se encuentra expuesto a un contaminante comienzan los
procesos de ingreso (“uptake”), los cuales en los primeros momentos tienen mayor
preponderancia que los procesos de eliminacion. A medida que las concentraciones del
contaminante acumuladas en los individuos aumentan, lo mismo ocurre con las
cantidades eliminadas. Finalmente, cuando las concentraciones internas son similares a
las concentraciones de contaminante presentes en el ambiente se produce un equilibrio

entre ingreso y eliminacion. Este estado, denominado estado estacionario, se mantendra
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siempre y cuando se mantengan constantes las concentraciones en el ambiente
(Newman y Unger, 2003). Asi, una vez alcanzado el estado estacionario, las
concentraciones de contaminantes medidas en los tejidos o en los individuos completos
podrian ser un buen indicador de las concentraciones existentes en los compartimentos
ambientales (agua, sedimentos, etc.).

Una vez que los contaminantes ingresan a un individuo estdn disponibles para su
biotransformacion, es decir, su transformacion mediada biologicamente desde un
compuesto hacia otro. Esta puede incrementar la tasa de eliminacion, detoxificacion e
incluso redistribucidon. Los contaminantes lipofilicos pueden ser transformados a
compuestos mas hidrofilicos, facilitando su eliminacién. Algunos compuestos pueden
ser transformados a formas no tdxicas, otros a compuestos que, aunque no son
eliminados, son “almacenados” fuera de los sitios de accion. En algunos casos incluso,
los procesos de biotransformacion pueden favorecer la activacion del contaminante,
convirtiéndolo en un compuesto atin mas toéxico que el compuesto original, como en el
caso del paration trasformado en paraoxon (Newman y Unger, 2003).

Los metales son elementos quimicos que no pueden de ser degradados
naturalmente a formas mas sencillas. Algunos metales son esenciales en la vida ya que
son partes constituyentes de enzimas, catalizadores biologicos de reacciones quimicas
dentro de las células (Schmidt-Nielsen, 1997; Walker y col., 2001). La exposicion de
crustaceos decapodos y otros organismos acudticos a metales, ademas de producir
diferentes efectos toxicos propios, puede resultar en la bioacumulacion de estos en
diferentes o6rganos, como hepatopancreas, musculos, caparazon, gonadas y branquias
(Mortimer, 2000; Al-Mohanna y Subrahmanyam, 2001; Marchese y col.,, 2008;
Gagneten y col., 2008; 2012; Kouba y col., 2010).

Algunos compuestos organicos son potencialmente acumulables debido a sus
propiedades intrinsecas. Una de las mas importante es la lipofilidad, usualmente
expresada a través del coeficiente de particion octanol/agua, ya que los compuestos
hidrofilicos son mas facilmente eliminados (Var6 y col., 2002; Newman y Unger, 2003;
Menone y col., 2004, Santos de Souza y col., 2008). En varias especies de peces ha sido
observada la existencia de una buena correlacion entre el factor de bioconcentracion de
un compuesto y el coeficiente de particion octanol — agua (Miranda y col., 2008). Otro
de los requisitos necesarios es la estabilidad, ya sea del compuesto parental como de sus

metabolitos. Un compuesto poco estable puede ser rapidamente biotransformado,
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generalmente siguiendo rutas metabdlicas de oxidacion, que aumentan la polaridad de la
molécula, modificando su toxicidad y la capacidad de ser eliminado (Rand y Petrocelli,
1985; Newman y Unger, 2003).

Entre los compuestos organicos bioacumulables, los plaguicidas organoclorados
y los bifenilos policlorados (PCBs por sus siglas en inglés) son los mas detectados, ya
que son persistentes (poseen una alta vida media) y son altamente liposolubles. Debido
a esta lipofilidad, los organos que poseen una alta concentracion lipidica son
potencialmente sitios de acumulacion de estos biocidas, ya que existe una correlacion
positiva entre el contenido lipidico de los tejidos y las concentraciones de compuestos
organicos persistentes (Miranda y col., 2008).

La translocacion de plaguicidas lipofilicos hacia tejido lipidicos no blanco puede
ser un mecanismo involuntario de resistencia a biocidas, ya que de esta manera se
disminuyen las concentraciones en los sitios de accion (6rgano blanco).

El hepatopancreas tiene un activo rol en la produccion y envio de reservas
lipidicas (lipovitelinas) al ovocito, las cuales son utilizadas como suministro de reservas
energéticas y materiales estructurales en el futuro embrion en desarrollo. Junto con estas
lipoproteinas los xenobioticos lipofilicos podrian transportarse a través de la hemolinfa
hacia los ovocitos (Lee y col, 1993; Wirth y col, 2001). Estos actuarian como un sitio
final de acumulacién, ya que no posee estructuras que les permitan eliminar estos
plaguicidas (Lee y col., 1993). Como ejemplo de esto, las hembras de Palaemonetes
pugio serian mas resistentes que los machos a compuestos lipofilicos como endosulfan
debido a que transfieren parte de estos plaguicidas a los ovocitos (Wirth y col., 2001).
Estos ovocitos actuarian como sitio de almacenaje de este biocida, asi como de otros
cuyo coeficiente de particion indican una mayor tendencia hacia los lipidos (Lee y col.,
1993). De esta manera disminuye su acumulacion y accion en los sitios blancos,
disminuyendo la toxicidad hacia la hembra (Wirth y col., 2001).

Debido a que la acumulacion de biocidas en tejidos esta intimamente relacionada
con la contaminacion de los sistemas acuaticos, ya que a diferencia de los metales no
deberian existir concentraciones de xenobidticos en la naturaleza, la determinacion de
concentraciones de plaguicidas en tejidos indicaria la existencia de eventos de
contaminacion. Diversos autores han relacionado la presencia de diferentes
concentraciones de xenobiodticos en tejidos de cangrejos y en otros compartimentos

ambientales con la contaminacién producida, ya sea en el mismo sitio o luego de su
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traslado desde las fuentes de contaminacién (Menone y col., 2000; 2004; 2006; Santos

de Souza y col., 2008).

Metabolismo

Los crustaceos decapodos son organismos aerdbicos, que necesitan del oxigeno
molecular en los procesos de oxidacion y obtencion de energia. La cantidad de oxigeno
consumido durante la respiracion, asi como del didoxido de carbono eliminado como
producto de la oxidacion, estd intimamente relacionada con la actividad metabolica del
individuo (Schmidt-Nielsen, 1997; Mente, 2003). Asi, la mediciéon del consumo de
oxigeno puede ser utilizada como un buen indicador de la tasa metabdlica de las
especies. Ademas, como el oxigeno consumido es utilizado en la oxidacion como
mecanismo de obtencion de energia, el consumo de este puede ser utilizado como un
estimador de energia utilizada por un individuo (Pillai y Diwan, 2002).

El metabolismo asi como también el gasto energético pueden variar debido a
diferentes factores internos y externos, tales como el tamafio corporal, sexo, actividad,
etapa del ciclo de muda, temperatura, entre otros (Newman y Unger, 2003). Ademas, el
gasto energético y el consumo de oxigeno pueden verse afectados por la exposicion a
compuestos quimicos contaminantes como los plaguicidas (Montagna y Collins, 2008).

Ademas del didxido de carbono, los crusticeos decapodos liberan al medio
acuatico compuestos nitrogenados, especialmente bajo la forma de amonio, acido urico
y urea. Este nitrogeno proviene del catabolismo de aminoacidos y amidas, la
degradacion de los acidos nucleicos y la desaminacion de purinas y urea. Este nitrogeno
amoniacal es principalmente excretado a través de las branquias, aunque también se
excreta a través de las glandulas antenales y el tegumento (Parry, 1960; Kormanik y
Cameron, 1981; Pequeux y Guilles, 1981). La cantidad de productos nitrogenados
excretados varia segun factores internos y externos entre ellos dieta, etapa del ciclo de
muda, salinidad y temperatura (Schmidt- Nielsen, 1997). La exposicion a plaguicidas
también puede modificar las tasas de excrecion de estos compuestos nitrogenados
(Montagna y Collins, 2008).

La relacion entre el oxigeno consumido y el nitrégeno excretado es un buen
indicador del estado metabolico y del recurso energético utilizado en la obtencion de

energia. Valores de relacion entre equivalentes atomicos de oxigeno consumido y
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nitrogeno excretado (relacion O:N) mayores a 24 indican un mayor metabolismo de
lipidos, mientras que un valor menor a 24 indica un metabolismo dominado por el
consumo de proteinas (Pillai y Diwan, 2002). Un mayor consumo relativo de proteinas
en relacion al catabolismo de carbohidratos y lipidos es generalmente utilizado como
indicador de estrés, como puede ser la exposicion a plaguicidas (Pillai y Diwan, 2002;

Montagna y Collins, 2008).

Crustaceos decapodos dulceacuicolas de América del sur y problematica regional

En América del Sur se encuentra una variada fauna de crustaceos decapodos
dulceacuicolas agrupadas en 7 familias que representan cuatro morfotipos diferentes. En
el tramo medio del rio Parana el nimero de familias se reduce a 4; los camarones de las
familias Sergestidae y Palaemonidae, los pseudo-cangrejos de la familia Aeglidae y los
cangrejos de la familia Trichodactylidae. El nimero de especies descritas es de 13, las
cuales estan mayormente incluidas en las comunidades litorales de sistemas loticos y
leniticos, ya que esta zona posee una alta heterogeneidad de biotopos capaces de
soportar mayores valores de diversidad y abundancia biologica (Bliss, 1989; Collins y
col., 2007). La conquista del agua dulce en crustaceos decapodos sudamericanos pudo
haber comenzado con el ingreso de la familia Trichodactylidae a través del rio
Amazonas o la region de la Mata Atlantica. En el caso de los camarones el ingreso pudo
haberse dado por América central y por los grandes rios de Sudamérica mientras que en
el caso de la familia Aeglidae como también la familia Parastacidae el ingreso habria
ocurrido por el rio de la Plata o por el océano Pacifico, en la zona ocupada actualmente
por Chile y Peru. Mas alla del punto de ingreso a los sistemas continentales, algunas
especies de estas familias se establecieron en el sistema del rio Parana, a través de la
dispersion por diferentes conexiones relacionadas con los cambios en los sistemas
hidricos ocurridos desde la formacion del sistema (Collins y col., 2007).

En el tramo medio del rio Parana se encuentran los cangrejos Trichodactylus
borellianus, Poppiana argentiniana, Valdivia camerani, Silviocarcinus australis, S.
pictus, Dilocarcinus pagei, D. septemdentatus, Zilchiopsis oronensis y Z. collastinensis
(Collins y col., 2007). Los cangrejos del género Zilchiopsis son cangrejos cavadores
ampliamente distribuidos en las cuencas de los principales rios de Sudamérica.

Zilchiopsis collastinensis es un cangrejo de gran porte (entre 35 y hasta 60 mm de ancho
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de cefalotérax medido en la segunda espina del caparazon en los adultos) propio del
tramo medio de este rio. Habita las margenes de los sistemas ldticos y leniticos, siendo
encontrados en cuevas realizadas en las riberas y entre la vegetacion, tanto flotante
como arraigada (Melo, 2003). Estos cangrejos son animales de habito crepuscular o
nocturno, netamente bentdnicos, caminadores, con ocasionales salidas a la zona
terrestre, donde se alimentan y realizan actividades relacionadas con la disputa por el
territorio y la reproduccion, entre otras (Collins, comunicacion personal). Asi como
otros cangrejos, poseen un exoesqueleto endurecido y han adquirido la capacidad de
aislarse del medio cerrando su camara branquial, cumpliendo funciones mas parecidas a
un pseudo pulmén (Ruppert y Barnes, 1994; Collins y col., 2007).

Debido a la capacidad de conectar los sistemas acudticos y terrestres, estos
cangrejos cumplen un importante papel en las redes troficas de las zonas ribereias,
transfiriendo materia y energia entre ambos sistemas. Entre los items alimenticios que
consumen, los cuales se modifican a medida que los individuos crecen, se pueden
encontrar larvas de insectos, oligoquetos, crustaceos, peces, material vegetal, asi como
también otros cangrejos, incluso de la misma especie. A su vez, los diferentes estadios
de cangrejos pueden ser presas de insectos, peces, aves, reptiles y mamiferos (Williner y
Collins, 2002; Collins y col., 2007; Williner, 2009). El hecho de ocupar una posicion
intermedia en las redes troficas, transformar celulosa en proteinas al alimentarse de
material vegetal, devolver materia y energia proveniente de organismos muertos y
conectar los sistemas acuaticos y terrestres los convierte en un componente clave en la
dinamica de los ecosistemas acuaticos (Williner, 2009).

En las regiones templadas existe una marcada diferenciacion a través del afio en
la temperatura, en el régimen de lluvias y periodos ¢ intensidad de la luz (fotoperiodo).
Ademas, el sistema Parand posee ciclos de crecientes y bajantes que se repiten con
cierta regularidad durante el afio, inundando el valle durante las crecientes y luego
restringiéndose a su cauce normal. Los crustaceos decapodos adaptaron sus ciclos
reproductivos de acuerdo con estas variaciones, ocurriendo la eclosion de las crias
durante primavera y verano, época con mayor superficie inundada y temperaturas mas
altas, favorecidas por la heterogeneidad del ambiente y productividad del sistema.
Zilchiopsis collastinensis es un cangrejo cuya ovipostura puede observarse durante
primavera - verano (Collins, comunicaciéon personal). Como otros decapodos

dulceacuicolas, presentaria huevos grandes, periodos de incubacion extendidos con
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eclosion de juveniles, y cuidados parentales extendidos, aunque todavia son escasos los
estudios ecologicos relacionados con estos temas en esta especie.

Las mayores aplicaciones de plaguicidas, sobre todo de insecticidas, también se
realizan durante primavera y verano, ya que durante esta época los insectos plaga se
encuentran en mayor actividad debido a las altas temperaturas (Rodriguez y Amin,
1991; CASAFE, 2007). Durante estas estaciones del afio se observan ademas los
mayores eventos de lluvia, favoreciendo la escorrentia y la asociada contaminacion de
los sistemas acudticos con plaguicidas, la cual puede persistir en el ambiente (Lenardon
y Enrique, 1998; Lenardén y col., 1998; Jergentz y col 2004; 2005; Silva y col 2005).

Uno de los efectos que producen los plaguicidas mas facilmente observable es la
muerte de los individuos. Como todo compuesto, los diferentes plaguicidas son letales a
determinada dosis en los individuos. La sensibilidad de estos depende de varios
factores. Por un lado, los inherentes a los organismos vivos, como estadio de vida, sexo,
condicion nutricional, entre otros. Pero ademds se relaciona con las variables fisico-
quimicas del ambiente al momento de la exposicion, el tipo de compuesto y modo de
accion de este.

Entre los plaguicidas mayormente aplicados se encuentran los herbicidas e
insecticidas. Estos ultimos son altamente tdxicos hacia los crustdceos debido a la
proximidad filogenética que existe entre estos y los insectos (ambos pertenecen al filum
Arthopoda), organismos blanco de los insecticidas (Montagna y Collins, 2004; 2005;
2007; 2008; Montagna 2010). Sin embargo los cangrejos, los cuales tienen menor
superficie de exposicion que otros morfotipos, exoesqueletos mas duros y la capacidad
de cerrar su camara branquial, podrian ser mas resistentes a insecticidas que otros
morfotipos.

La exposicion de los huevos a estos biocidas también podria causar efectos
letales. Los embriones suelen ser reconocidos como un estadio sensible, ya que tienen
menos capacidad de resistir los cambios fisico-quimicos del ambiente y la exposicion a
plaguicidas (Amstrong y Milleman, 1974; Barnes y col., 1993; Lee y Oshima, 1997).
Sin embargo, el aislamiento que provoca el corion engrosado en los organismos
dulceacuicolas podria también reducir los efectos que ocasionarian en los embriones,
como lo observado en P. pugio (Key y col., 2003).

La exposicion a concentraciones subletales podria causar también efectos sobre

los embriones, los cuales se evidenciarian en las diferencias en el tiempo de incubacion,

44



Carlos Leandro Negro

Efectos de biocidas en el cangrejo dulciacuicola cavador Zilchiopsis collastinensis
(Decapoda, Trichodactylidae)

el nimero de embriones que logran eclosionar, la presencia de malformaciones e
incluso la disminucion de la supervivencia de los juveniles, como lo observado otras
especies de cangrejo (Rodriguez y Pisano, 1993; Lee y col., 1996; Lee y Oshima, 1998).

En los adultos, la exposicion a contaminantes y compuestos organicos en
concentraciones mas bajas a las concentraciones letales puede provocar efectos
subletales observables en niveles de organizacion biologica menores. Entre algunas de
esta acciones, la exposicion a plaguicidas, metales, hidrocarburos o toxinas de origen
natural pueden causar modificaciones en la distribucion celular en hepatopancreas
(nimero de células por tabulo) e histopatologias, como se ha observado en camarones y
cangrejos (Bhavan y Geraldine, 2000; 2009; Pinho y col., 2003; Sreeram y Menon
2005; Collins y col., 2010). La exposicion a estos compuestos también podrian causar
dafios o efectos en las gonadas Z. collastinensis (diferencias en el indice gonadal,
diferencias en el desarrollo de los ovocitos, modificaciones en el porcentaje de ovocitos
atrésicos), como ocurre en algunos cangrejos, ya sea por efecto directo o indirectamente
al afectar el hepatopancreas o el balance hormonal (Reddy y col., 1983; Rodriguez y
col., 1994; Lee y col., 1996; Rodriguez y col., 2000; Medesani y col., 2004; Yamaguchi
y col., 2008).

Ademas, estos plaguicidas lipofilicos podrian ser acumulados en tejidos
altamente lipidicos, como hepatopancreas y gonadas, en mayores proporciones que en
tejidos con menor contenido lipidico como miisculos (Menone y col., 2000; 2004; 2006;
Pinho y col., 2003).

Por otra parte, la exposicion de los juveniles de Z. collastinensis a
concentraciones subletales de estos plaguicidas podria causar modificaciones en el
metabolismo de los juveniles, ya que en algunas especies, tanto de crustaceos como de
peces, se han observado cambios en el consumo de oxigeno y en la excrecion de
nitrégeno (Rao y col., 1981; Rodriguez y Monserrat, 1991; Williner y Collins, 2003;
Montagna y Collins, 2008; Barbieri, 2009).

A pesar de la importancia de los cangrejos en los sistemas fluviales y de la
contaminacion de los sistemas acuaticos cercanos a las zonas agricolas, lo cual provoca
la constante presencia de diferentes concentraciones de plaguicidas en rios y arroyos,
pocos son los trabajos desarrollados acerca del efecto que estos producen no solo sobre
Z. collastinensis, sino también en el resto de los cangrejos pertenecientes a la familia

Trichodactylidae.
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HIPOTESIS GENERAL

La exposicion a diferentes concentraciones de endosulfan y clorpirifos causa
efectos letales y subletales sobre el cangrejo cavador Zilchiopsis collastinensis

(Decapoda, Trichodactylidae).

HIPOTESIS PARTICULARES:

H;: La toxicidad de formulaciones comerciales conteniendo endosulfan y
clorpirifés es mayor en adultos que en embriones de Z. collastinensis.

H, La exposicion de adultos de Z. collastinensis a concentraciones subletales de
formulaciones comerciales conteniendo endosulfan y clorpirifés produce efectos en
gonadas y alteraciones histologicas en hepatopancreas.

Hs: Los adultos de Z. collastinensis expuestos a concentraciones subletales de
formulaciones comerciales conteniendo endosulfan acumulan este biocida mayormente
en 6rganos como hepatopancreas y gonadas.

Hs: La exposicion de huevos de Z. collastinensis a concentraciones subletales de
formulaciones comerciales conteniendo endosulfan y clorpirifés provoca alteraciones a
nivel de huevos, embriones y cangrejitos eclosionados.

Hs: La exposicion a concentraciones subletales de formulaciones comerciales de

biocidas conteniendo endosulfan modifica el metabolismo de Z. collastinensis.

OBJETIVO GENERAL:
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Determinar efectos letales y subletales producidos por formulaciones
comerciales de Endosulfan y Clorpirifés en individuos del cangrejo cavador Zilchiopsis

collastinensis.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Determinar la concentracion letal media (CLso) de formulaciones comerciales de

Endosulfan y Clorpirifos en adultos y embriones de Z. collastinensis.

Reconocer efectos en gonadas y efectos histoloégicos en hepatopancreas de
adultos de Z. collastinensis expuestos a dosis subletales de formulaciones comerciales

de Endosulfan y Clorpirifos.

Determinar la capacidad de bioacumulacion de Endosulfan en hepatopancreas,
gonadas y musculo de adultos de Z. collastinensis expuestos a concentraciones

subletales de formulaciones comerciales de estos biocidas.
Reconocer efectos de concentraciones subletales de Endosulfan y Clorpirifos
sobre periodo de incubacion, eclosion efectiva y supervivencia de las crias nacidas vivas

de Z. collastinensis.

Reconocer efectos de endosulfan sobre el metabolismo de juveniles del cangrejo

cavador Z. collastinensis.
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MATERIALES Y METODOS

Procedencia de los animales de experimentacion y condiciones de cria y

aclimatacion.

En el cumplimiento de los objetivos planteados y de las hipotesis generadas se
realizaron diversos ensayos utilizando animales obtenidos del ambiente. Los individuos
de Z. collastinensis fueron recolectados en rios, arroyos y lagunas pertenecientes a la
llanura aluvial del Rio Parana (31°30’S, 60°41°’W; Santa Fe, Argentina). Los sitios de
recoleccion fueron escogidos luego de realizarse campanas exploratorias detectando
zonas de alta densidad de cangrejos (cangrejales) alejadas de zonas de cultivo y areas
pobladas. En esas areas también se realizaron muestreos de agua y de cangrejos
descartando la presencia de estos plaguicidas en los tejidos (niveles por debajo de los
limites de deteccion de las técnicas). Las recolecciones se realizaron mediante la
utilizacion de redes de mano muestreando por debajo de la vegetacion flotante,
fundamentalmente de los embalsados ubicados en las orillas formados principalmente
por Eicchornia crassipes; excavando las cuevas de cangrejos y mediante la recoleccion
manual de aquellos animales que caminaban por las orillas, siendo este método
mayormente utilizado durante las campatfias al atardecer y durante la noche. Solo fueron
recolectados aquellos individuos que demostraban comportamientos normales,
presentaban la totalidad de sus pereiopodos y en los cuales no se observaban
anormalidades o dafios.

Una vez recolectados se trasladaron en recipientes plasticos hacia el Instituto
Nacional de Limnologia (CONICET — UNL), junto con agua de los sitios de muestreo y
vegetacion acuatica de la zona. Antes de comenzar la recoleccion de individuos se
midieron diferentes parametros abidticos como temperatura, oxigeno disuelto, pH, y
conductividad del agua, mediante sensores tanto digitales como no digitales
(termémetro de mercurio, Oximetro Hanna HI 9146; pHmetro y conductimetro Hanna
HI 98129).

Una vez en el INALI estos contenedores fueron llevados a la sala de
aclimatacion y cria del instituto (Sala de bioensayos II). Esta sala cuenta con sistemas
de control de temperatura a 25°C (acondicionadores de aire frio - calor) y fotoperiodo

(relacion luz — oscuridad 12 — 12 horas, luz fluorescente), tanques con agua declorada,
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acuarios de diferentes dimensiones, red eléctrica, agua potable y mobiliario necesario
(mesadas, alacenas, estanterias, entre otros). Luego de que el agua de los recipientes
alcanzara la temperatura de la sala, los individuos fueron trasladados a los acuarios
previamente acomodados para tal fin, disminuyendo el shock térmico y procurando
reducir el estrés general. Estos acuarios fueron llenados con agua declorada a 25°C,
incluyendo rocas y tubos plasticos como refugios, aireadores eléctricos, especies
animales acompafiantes, como peces, moluscos y crustaceos, y plantas flotantes o
sumergidas propias de la region. Estos animales fueron alimentados ad /ibitum con una
formulacién optimizada para crecimiento de crustaceos (Lordi y Collins, 1996) y
musculos de pescado, ademas de utilizar como alimento moluscos, crustaceos, peces y
plantas presentes en los acuarios. Cada dos o tres dias se limpiaron los acuarios,
disminuyendo la carga de materia organica y la proliferacion de hongos y otros posibles
patogenos asociados. Durante estos ciclos de limpieza se renovd aproximadamente el
30% del agua. En estas condiciones fueron mantenidos los individuos que luego fueron
utilizados en los experimentos realizados para determinar la concentracion letal media.
Las hembras ovigeras, cuyos huevos fueron utilizados en experimentos con embriones y
los juveniles utilizados en experimentos realizados con el objetivo de determinar efectos
en el metabolismo, fueron mantenidos de la misma manera.

En el caso de los individuos utilizados en los experimentos de efectos subletales
en gonadas y hepatopancreas y bioconcentracion de plaguicidas en estos tejidos, las
hembras recolectadas fueron mantenidas en tanques de 2000 litros de capacidad
llenados con aproximadamente 1000 - 1200 litros de agua declorada, acompanados de
piedras, tubos plasticos utilizados como refugios, plantas (flotantes y sumergidas),
organismos pertenecientes al fito y zooplancton, moluscos, crustaceos y peces.

Estos tanques fueron mantenidos bajo condiciones ambientales de luz y
temperatura, ya que los experimentos también se realizaron bajo estas condiciones. Los
cangrejos fueron alimentados y limpiados de la misma manera que los cangrejos
mantenidos dentro de la sala de aclimatacion. Todos los animales fueron aclimatados
por lo menos 14 dias antes de ser utilizados en los experimentos.

Los plaguicidas utilizados fueron formulaciones comerciales cominmente
utilizadas en las actividades agricolas, las cuales incluyen en su formulacion no solo el
principio activo, sino también solventes y otros coadyuvantes. Los resultados obtenidos

con estas formulaciones comerciales, aunque puedan diferir de los resultados que se
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obtendrian utilizando solamente el compuesto a evaluar (plaguicida grado técnico),
serian mas representativos de lo que sucede en el ambiente.

Los productos utilizados fueron endosulfan Zebra Red Surcos” (concentracion
de ingrediente activo: 35 g/ 100 cm®) y clorpirifés Clorpi Red Surcos® (concentracion
de ingrediente activo: 48 g / 100 cm’). Las diluciones fueron realizadas en agua
destilada ya que, aunque estos compuestos posean una baja solubilidad en agua (0,33 y
1,5 — 2 mg de plaguicida, respectivamente), poseen emulsionantes que permiten
formular concentraciones en agua mayores a las permitidas por el producto puro
(CASAFE, 2007). Las concentraciones de plaguicidas en agua fueron medidas a través
de cromatografia gaseosa, de acuerdo al método 508 de la agencia de proteccion

ambiental de los Estados Unidos (USEPA, 1989).

Ensayos de toxicidad aguda

Ensayos de toxicidad sobre adultos.

Los ensayos de toxicidad aguda fueron realizados siguiendo los métodos
estandarizados utilizados para determinar toxicidad aguda en organismos dulceacuicolas
y marinos (APHA, 1998; USEPA, 2002). Los individuos del cangrejo cavador Z.
collastinensis utilizados en la determinacion del valor de concentracion letal media (CL
50) fueron recolectados en el periodo de Marzo - Agosto (Otofio — Invierno).

Los animales utilizados en estos experimentos fueron cangrejos adultos en
intermuda, determinada por la dureza del caparazon, con totalidad de quelipedos,
comportamiento normal y sin dafios a simple vista. En el caso de ocurrir la ecdisis de
alguno de los individuos durante la experimentacion, tanto en estos como en cualquiera
de los experimentos realizados, los animales fueron descartados y los datos obtenidos
no fueron incluidos. Antes del comienzo de los bioensayos el ancho del cefalotorax de
cada individuo a la altura de la primera espina del caparazon (sin tener en cuenta la
espina ocular) fue medido con calibre digital (Schwyz electronic digital caliper). En
ninguno de los experimentos el individuo mas grande fue mayor que 1,5 veces el
tamafio del mas pequeno, criterio utilizado en las recomendaciones de bioensayos con

peces (Reish y Oshida, 1987).
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Los individuos fueron separados por sexo, con el objetivo de determinar la
concentracion letal media de cada plaguicida para cada sexo. Los machos de esta
especie presentan un marcado comportamiento agonistico, el cual puede extenderse
hasta la muerte de uno de los individuos (Negro y Senkman, 2009). Debido a este
comportamiento, los individuos utilizados fueron encerrados en jaulas individuales y
agrupados de a 4 individuos por acuario (réplica). Sin embargo, en los experimentos se
encontraban las jaulas destruidas, quedando libres los individuos. Las peleas ocurridas
luego del escape provocaron la muerte de los individuos mas alla de los efectos de los
plaguicidas. Por este motivo, la determinacion de la concentracion letal media fue
realizada solamente en hembras, las cuales fueron dispuestas en jaulas individuales,
debido a su comportamiento agonistico. Si bien las hembras desarrollan peleas, estas
fueron menos intensas que en el caso de los machos. Sin embargo, luego de algunas
peleas eventualmente ocurri6 la muerte de algunos individuos.

Acuarios plasticos de 60 litros fueron utilizados, llenados con 30 litros de las
soluciones utilizadas o con agua declorada en el caso de los controles negativos. Cuatro
individuos fueron colocados en cada réplica y cinco réplicas fueron realizadas por cada
concentracion, incluyendo los controles (n = 20 individuos por concentracion; N total =
120 individuos en los ensayos de endosulfan; 140 individuos en los ensayos de
clorpirifés). Las concentraciones utilizadas, escogidas luego de diversos experimentos
preliminares, se citan en Tabla 1. Los bioensayos fueron realizados en la sala de
bioensayos ecotoxicologicos del INALI, que se mantuvo a temperatura controlada a 25
+ 1 °C y fotoperiodo de 12:12 horas de luz/oscuridad (luz fluorescente). Las soluciones
y el agua declorada (control) fueron renovadas diariamente con el objetivo de mantener
constante la concentracion de plaguicidas (Vard y col., 2000). Las soluciones utilizadas
en cada acuario fueron preparadas colocando los volimenes de producto comercial en
matraz de 2000 ml con 1000 ml de agua declorada, agitado vigorosamente y distribuido
en los 29 litros restantes en cada acuario. Las soluciones finales fueron
homogeneizadas, se dejaron reposar por media hora y luego fueron tomadas las
muestras de agua, determinando de las concentraciones de plaguicidas en agua. Estas
muestras (500 ml de volumen) fueron tomadas aproximadamente a cuatro centimetros
de fondo del acuario, la zona de la columna de agua que estd mas intimamente en
contacto con los cangrejos bentonicos. Las muestras fueron tomadas por duplicado en

cada concentracion, en botellas de color caramelo, secadas, rotuladas y conservadas en
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heladera hasta el envio al laboratorio. Una vez tomada la muestra, se colocaron las
jaulas con los cangrejos en las soluciones. Estas se renovaron cada 24 horas, preparando
primero otro acuario para cada réplica de forma similar a la ya descrita y trasladando las
jaulas hacia la nueva solucion. Antes de realizar el traslado de las jaulas, el nimero de
muertos fue registrado y estos fueron retirados. Los criterios para establecer la muerte
de los individuos fue la ausencia total de movimiento al ser estimulado, comprobandose
luego, una vez abiertas las jaulas, la completa laxitud de los quelipedos y falta de
respuesta de los ojos al ser estimulados mecanicamente, de manera similar a lo
recomendado por Rodriguez y Lombardo (1991). La muerte de los individuos fue
registrada a las 24, 48, 72 y 96 horas. Los individuos no fueron alimentados durante el
periodo de experimentacion. En los experimentos con clorpirifos se adicionaron
también aireadores para mantener altos los valores de oxigeno disuelto. Debido a la
excitacion producida por este insecticida organofosforado los cangrejos consumian el
oxigeno disuelto en el agua antes de realizarse el recambio diario de los acuarios,
afectando la supervivencia. En el caso de endosulfan, los valores de oxigeno disuelto
medidos nunca fueron menores a 2 ppm, por lo cual se consideroé suficiente el recambio
diario de soluciones.

Los valores de CLsy con sus respectivos intervalos de confianza al 95% se
calcularon mediante el método integrativo de PROBIT con correccion de Abbot para
mortalidad en controles, utilizando en este calculo los valores de concentracion de
plaguicidas medidas por cromatografia. El valor minimo de supervivencia aceptable en
los controles fue de 90%. Las diferencias en la supervivencia en funciéon del tiempo
fueron evaluadas con el test de Kruskal-Wallis seguidos del post test de Mann Whitney
(p <0,05) (Zar, 1996).

Ensayos de toxicidad sobre embriones.

Las hembras ovigeras de Z. collastinensis fueron recolectadas en la llanura de
inundacion del tramo medio del rio Parana (31°30°S, 60°41°W; Santa Fe, Argentina) a
fines de la primavera (principios de Diciembre) y transportadas al INALI. Estas se
matuvieron en las salas de aclimatacién de la manera ya descrita hasta que los
embriones alcanzaron el 5° estadio de desarrollo, en los cuales se observa presencia de

pigmentacion ocular y notorio latido del corazéon (Yavar y Dupré, 2007). La
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determinacion de los estadios se realizo mediante la observacion de algunos huevos bajo
lupa. Este estadio fue escogido porque en experimentos preliminares observamos que al
utilizar estadios menos desarrollados la mortalidad natural ocurria en un porcentaje
superior al 10%.

Una vez alcanzado este estadio, los huevos fueron delicadamente removidos de
las hembras con ayuda de un pincel y distribuidos en las diferentes concentraciones.
Todos los experimentos con embriones fueron realizados in vitro, en incubadora a 25 +
1 °C, sobre agitador de balanceo a 40 rpm bajo condiciones de oscuridad perpetua y con
recambio diario de soluciones. Estas condiciones se utilizaron debido a que la ausencia
de agitacién provocod en los experimentos preliminares la proliferacion de hongos,
mientras que la iluminacion causé la proliferacion de algas filamentosas que envolvian
los huevos y causaban la muerte de los embriones.

Los huevos, obtenidos de 4 hembras diferentes, se ubicaron en placas de Petri
plasticas de dos compartimentos, llenados con 10 ml de agua declorada (control) o
concentraciones ascendentes de biocidas, cubriendo completamente los huevos. Estas
concentraciones fueron realizadas en botellas de 500 ml de capacidad a las cuales se les
adicionaron los volimenes necesarios del producto comercial, agitindose luego
vigorosamente para favorecer la homogeneizacion. Las concentraciones utilizadas
fueron preparadas y renovadas diariamente. Muestras de estas soluciones fueron
conservadas y enviadas para la determinacion de las concentraciones de plaguicidas en
agua.

Diez huevos se colocaron en cada compartimento. Cuatro réplicas se realizaron
por concentracion, con huevos provenientes de cada hembra colocados en cada réplica
(n = 40 individuos por concentracion, N total = 320 individuos por cada plaguicida).
Las concentraciones utilizadas se citan en Tabla 1. Los embriones se observaron bajo
lupa, contando y eliminandose los embriones muertos. El conteo fue realizado antes del
recambio diario de las soluciones. El criterio de muerte utilizado fue la ausencia del
latido del corazon, ademas del cambio de color que se produce en los huevos muertos

(Figura 1).

53



Carlos Leandro Negro
Efectos de biocidas en el cangrejo dulciacuicola cavador Zilchiopsis collastinensis
(Decapoda, Trichodactylidae)

Tabla 1: Concentraciones de endosulfan y clorpirifés nominales y medidas, media y (desvio estandard),

utilizadas en la determinacion de la concentracion letal media.

Endosulfan (ug I'")

Adultos Embriones

Concentracion | Nominal Medida Nominal Medida

C1 875 902 (36) 8000 10300 (1101)
c2 1250 1295 (101) 16000 17300 (363)
C3 1780 2076 (79) 32000 29900 (1039)
c4 2540 2681 (421) 64000 73500 (3636)
C5 3620 3126 (608) 128000 120800 (5106)
Cc6 256000 259700 (30815)
c7 512000 440800 (7375)

Clorpirifés (ug I')

Adultos Embriones

Concentracion | Nominal Medida Nominal Medida

C1 32 18.9 (2.68) 360 388.4 (15.65)
c2 64 53.1 (3.67) 720 509.4 (188,37)
c3 128 117.1(13.58) 1440 1528.69 (32.14)
c4 256 276.4 (10.82) 2880 2127.12 (178.14)
C5 512 361 (133.97) 5760 5977.52 (698.50)
C6 1024 1090 (21.71) 11520 9710.9 (409.21)
Cc7 23040 19312 (1272.65)

Figura 1: Embrion muerto (izquierda), caracterizado por la pérdida de la conformacion general, cambio
de color y ausencia de latido del corazon, y embrion vivo, donde se observan estructuras como 0jos y

pereiopodos y latido del corazon (derecha) de Z. collastinensis.

Las concentraciones letales medias con sus respectivos intervalos de confianza
al 95% se calcularon mediante el método PROBIT, de la misma manera descrita en los

adultos. El valor minimo de supervivencia aceptable en los controles fue de 90%. Las
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diferencias en la supervivencia en funcion del tiempo fueron evaluadas con el test de
Kruskal-Wallis seguidos del post test de Mann Whitney (p < 0,05).

Las concentraciones letales medias se compararon entre los diferentes estadios
de vida (adultos — embriones) y entre los diferentes plaguicidas. La comparacion entre
pares de CLsy se evalu6 mediante el cociente CLsy mayor / CLsy menor, existiendo
diferencias estadisticamente significativas cuando tal estadistico fue mayor que el
correspondiente valor critico. Este valor se calculd en base al método estadistico

recomendado por APHA (1978) (Rodriguez y Lombardo, 1991).

Efectos subletales de endosulfan y clorpirifés sobre hepatopancreas y gonadas de

adultos.

Los adultos del cangrejo cavador Z. collastinensis utilizados en estos
experimentos fueron recolectados durante Agosto y Setiembre. Una vez recolectados el
numero de individuos necesarios y alcanzado un tiempo de aclimatacion de entre 14 y
28 dias, 180 cangrejos se colocaron en acuarios de 1 m” de superficie y 400 litros de
capacidad, llenados con 200 litros de agua declorada o con concentraciones crecientes
de endosulfan o clorpirifos (15 individuos por acuario). Antes del comienzo de los
bioensayos el ancho del cefalotorax de cada individuo a la altura de la primera espina
extraorbicular fue medido con calibre digital (Schwyz electronic digital caliper). El
individuo mas grande no fue mayor que 1,5 veces el tamafio del mas pequefio, criterio
utilizado en bioensayos con peces (Reish y Oshida, 1987).

Cada una de las réplicas recibio una tnica concentracion de plaguicida. Los
volimenes necesarios de producto comercial de plaguicidas fueron diluidos en matraz
de 2000 ml llenados con 1000 ml de agua declorada, vigorosamente agitados,
homogeneizados y luego aplicados a los acuarios con los cangrejos, distribuyéndolo por
toda la superficie. Tres concentraciones subletales fueron utilizadas, con una
concentracion inicial seguida por dilucion con agua declorada libre de plaguicida,
simulando la dilucion propia de los sistemas naturales. Esta dilucion se realizé a una
tasa de 20 litros/dia en un sistema de corriente continua, donde el agua excedente se
evacuaba por rebalse a través de un cafo de evacuacion. Los acuarios fueron instalados
dentro de invernaderos semi cerrados construidos con tela de media sombra, bajo

condiciones naturales de temperatura y fotoperiodo, ya que estos factores podrian influir
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en el desarrollo gonadal. Los cangrejos fueron alimentados ad libitum con musculo de
pescado durante la tarde, y el excedente fue retirado a la mafiana del dia siguiente.

En el caso de clorpirifés, las concentraciones subletales utilizadas fueron
aproximadamente 1/2; 1/4 y 1/8 de la CLsg-96noras (50, 25y 12,5 %), es decir, 80; 40 y 20
pg/litro (Suryavanshi y col., 2009). En el caso de endosulfan, las concentraciones
iniciales de plaguicidas fueron calculadas de acuerdo a las dosis recomendadas en la
aplicacion, de 0,75; 1,5 y 3 1 de producto comercial/ha, equivalente a 400, 200 y 100
pg/litro. De esta manera se pretendid simular la posible contaminacion producida
durante las aplicaciones. Ademas, estas proporciones son semejantes a las
recomendadas como subletales por Bhavan y Geraldine (2000). Las concentraciones de
clorpirifés en agua fueron medidas al momento inicial y a los dias 1, 2, 5y 7. A partir
de ese dia no se detectaron concentraciones de clorpirifés en agua. Las concentraciones
de endosulfan en agua fueron medidas al momento inicial y a los dias 2, 8, 15y 22. Las
determinaciones de plaguicidas en agua se realizaron mediante cromatografia gaseosa.
Un grupo control negativo, sujeto a las mismas condiciones que los grupos expuestos,
fue realizado utilizando solo agua declorada. Tres réplicas de cada tratamiento,
incluyendo los controles, fueron hechas. El oxigeno disuelto, pH y conductividad fueron
medidos tres veces por semana antes de la alimentacion. La temperatura del agua fue
registrada dos veces al dia.

Muestras de gonadas y hepatopancreas fueron tomadas antes de comenzar los
experimentos (Dia 0) con el objetivo de reconocer el estado de los individuos previo a la
aplicacion de biocidas. Luego, estos tejidos fueron muestreados a los dias 2, 8, 15y 22
luego de la adicion del plaguicida en el caso de los individuos expuestos a endosulfan.
En el caso de los expuestos a clorpirifos, los muestras de estos tejidos fueron tomados a
los 8, 15 y 22 dias luego de la adicion del plaguicidas. Este nuevo criterio de muestreo
se utilizo ya que en los experimentos realizados con endosulfan, la respuesta tisular no
se observo luego de 2 dias de exposicion (ver la seccion resultados). Tres individuos
fueron tomados en cada dia de muestreo de cada réplica, totalizando nueve individuos
por concentracion por dia. Los individuos muestreados fueron anestesiados en agua fria
(1-3 °C). Una vez que no mostraban reaccion ante estimulos, los cangrejos fueron
medidos con calibre digital (ancho de cefalotdrax a la altura de la primera espina
extraorbital, segin mencionado anteriormente) y pesados (peso humedo: el excedente

de agua fue eliminado previamente mediante papel secante). Luego, estos fueron
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abiertos manualmente por su sector posterior y apoyados sobre una cama de hielo
molido en placa de Petri de 145 mm. La génada fue suavemente extraida, evitando la
destruccion del hepatopancreas y la consecuente liberacion de enzimas. Esta se pesé en
balanza analitica (Ohaus CS 200). Los indices gonadosomaticos fueron calculados de
acuerdo a la formula IGS = (peso humedo de la génada / peso himedo total) x 100 (n =
6 hembras por concentracion y dia) (Medesani y col., 2004).

Pequefias alicuotas de cada gonada fueron extraidas y fijadas en solucion de
Bouin durante 4 horas a temperatura ambiente y luego preservadas en alcohol al 70%.
Al momento de la medicidn, los ovocitos fueron suavemente extraidos de los ovarios y
fotografiados bajo lupa con escala milimétrica. Los largos de los ejes mayor y menor
fueron medidos con el programa TPSdig (version 1.40). El volumen de los ovocitos fue

calculado de acuerdo a la formula

Vo = 1/6 (a-b*n)

donde a = eje mayor y b = eje menor (Corey y Reid 1991). Diez ovocitos por cada
réplica fueron seleccionados al azar siendo un total de 30 ovocitos medidos por
concentracion y dia.

Los ovocitos correspondientes a las muestras provenientes de los ensayos
realizados con clorpiriféos fueron fotografiados inmediatamente después de la extraccion
de la muestra (en fresco) bajo lupa con escala milimétrica. El largo de los ejes y el
volumen de los ovocitos fueron calculados de la manera previamente descrita.

La proporcion de ovocitos descritos por Rodriguez y col. (1994) como atrésicos,
los cuales presentan color blancuzco, menor tamafio y contornos irregulares, fue
calculada mediante el conteo de este tipo de ovocito cada 100 ovocitos totales. El

porcentaje de estos ovocitos fue calculado mediante la formula
% ovocitos atrésicos = (n° ovocitos atrésicos / n° de ovocitos totales) x 100.
Esta proporcion fue determinada en cada individuo, contando 25 ovocitos totales

de 4 diferentes regiones de la gonada escogidas al azar, totalizando 600 ovocitos por

réplica por dia.
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En el caso de hepatopancreas, pequefias muestras del tejido fueron tomadas
directamente del cangrejo, fijadas en solucion de Bouin y preservadas en alcohol al
70%, de la misma manera que las gonadas. Este organo no fue extraido ni pesado
debido a su fragilidad y facil destruccion. Las muestras fueron deshidratadas en series
crecientes de etanol hasta alcohol etilico absoluto (99,5% de pureza), “diafanizadas” en
xileno, incluidas en medio de inclusion en base a parafina (Histoplast™) y cortadas en
microtomo de rotacion (Reitcher) en secciones de 6 um. Los cortes realizados fueron
cortes transversales de los tibulos hepatopancreaticos en su seccion media, descartando
la zona distal. Luego de cada corte o lamina realizada se “avanzaron” 120 um por
tabulo y se obtuvo un nuevo corte o lamina. Estas fueron montadas en portaobjetos,
desparafinadas en xileno, re hidratadas con serie de alcoholes decreciente hasta agua
destilada, tefiidas con hematoxilina-eosina, deshidratadas, diafanizadas en xilenos y
montadas con balsamo de Canadé (Rodriguez y col., 1994).

Una vez obtenidos los portaobjetos con las muestras de tejido hepatopancreatico
se procedid a la observacion e identificacion de los diferentes tipos celulares en
microscopio Nikon E100 a 400x. El nimero de células B, F y R se contabilizé bajo
microscopio optico en cada tibulo cortado transversalmente. En el caso de las muestras
provenientes de los individuos expuestos a clorpirifos solamente se contabilizaron las
células F y las células B, ya que las células R no intervienen en los procesos de
detoxificacion y son de dificil conteo. También se observaron otras histopatologias
como necrosis, anormalidades en el lumen e infiltracion hemocitica (Bhavan y
Geraldine, 2000; Pinho y col., 2003).

Los indices gonadosomaticos, volimenes de ovocitos, porcentaje de ovocitos
atrésicos y numero de células F, B y R por tubulo fueron comparados mediante test de
Kruskal-Wallis con post test de Dunn (p < 0,05), ya que no se cumplieron los supuestos
de normalidad y/o de homogeneidad de las varianzas necesarios para realizar estadistica

paramétrica.

Bioconcentracion de plaguicidas en tejidos.

Las concentraciones de endosulfan acumulados fueron determinadas en
hepatopancreas, génadas y musculo de las quelas de los mismos cangrejos utilizados en

las observaciones de los efectos subletales en estos tejidos. Luego de extraidas las
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muestras de la manera ya descrita, estas fueron inmediatamente conservadas a -18°C en
frascos de vidrio color caramelo de 150 ml de capacidad. Al momento de ser analizadas,
las muestras provenientes de cada réplica de la misma concentracion y dia fueron
trituradas manualmente y homogeneizadas, conformando una muestra inica proveniente
de 9 individuos. Aproximadamente 0,5 g de cada muestra fueron pesados en balanza
analitica y adicionados con Na,SOj; anhidro hasta lograr sequedad y extraidos en
microcolumnas de extraccion con n-hexano y acetona (proporcion 4:1). La fase organica
fue separada y evaporada a sequedad. El porcentaje de lipidos extraibles fue
determinado gravimétricamente (Mettler Toledo, USA, AB 204 scale). Debido al alto
tenor lipidico de los extractos de gonadas y hepatopancreas, las concentraciones de
plaguicidas fueron determinados de acuerdo al método propuesto por Mills y col. (1963)
con menores modificaciones (Stoker y col., 2011). Aproximadamente 0,1 g de lipidos
fueron incluidos en tubos falcon de 15 ml, adicionados con 0,3 ml de hexano y agitados
en vortex durante 1 min. Luego de la agitacion, a estas muestras se les adiciond 8 ml de
acetonitrilo (I % de &acido acético) saturado en n-hexano, agitados vigorosamente
durante 5 minutos y centrifugados a 3500 rpm durante 5 min.

La fase de acetonitrilo fue transferida a tubo falcon de 50 ml, adicionada con 4
ml de n-hexano, 0,5 ml de solucion saturada de NaCl y 25 ml de agua, agitados
vigorosamente durante 5 minutos y luego agitados en bafio de ultrasonido durante 5
minutos. La fase organica fue separada y reservada en tubo falcon de 15 ml. La fase
acuosa fue re-extraida con 4 ml de n-hexano, unificado con la fase etérea extraida
anteriormente y concentrado a sequedad con corriente de Nitrogeno. Este extracto fue
transferido luego con 3 porciones de 0,5 ml de hexano a un cartucho de extraccion de
fase solida (SPE) conteniendo 0,5 g de Alumina desactivada al 5%, 1 g de Florisil y 0,5
g de Na,SO,. La extraccion en fase solida fue realizada utilizando tubos Supelclean LC-
Alumina-N SPE (Supelco, Bellefonte, PA, USA). Este cartucho SPE fue eluido luego
de 3 minutos de reposo con 10 ml de n-hexano y 5 ml n-hexano / dietiléter (85:15). El
eluido fue concentrado hasta 0,5 ml y se realiz6 una segunda limpieza utilizando tubos
SPE Supelclean Envi-Florisil (Supelco). Este nuevo extracto fue concentrado a
sequedad, redisuelto en 1 ml de isoctano e inyectado en cromatografo gaseoso. Todas
las muestras fueron procesadas por duplicado.

En el caso de las muestras provenientes de musculo, las cuales poseen bajo tenor

lipidico, la extraccion se realizd mediante un método basado en la dispersion en matriz
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de fase solida (MSPD) (Carro y col., 2005). Aproximadamente 0,5 g de tejido fueron
homogeneizados en mortero de vidrio con entre 2 y 5 gramos de Na,SO4 anhidro. Esta
muestra homogeneizada fue transferida a cartucho SPE (tubos Supelclean LC-Alumina-
N SPE 1 g). El cartucho fue eluido con 10 ml de n-hexano y 5 ml de de n-hexano /
dietiléter. El extracto fue concentrado a sequedad, redisuelto en 1 ml de isoctano e
inyectado en cromatografo. Muestras de los musculos de pescado ofrecidos como
alimentos fueron analizados de similar manera para descartar la presencia de endosulfan
en estos.

La cromatografia gaseosa (GC) fue realizada con GLC (Hewlett Packard modelo
5890, USA) con detector de captura electronica 63Ni. Columnas Pas 5 (25 m, 0,32 mm
ID, film th. 0,52 mm) y pas 1701 (25m, 0,32 mm ID, film th. 0,25) fueron utilizadas.
Estandares Pestanal® de endosulfin (Honeywell Riedel-de Haen Fine Chemicals,
Seelze, Germany) fueron utilizados. Todos los solventes utilizados eran calidad grado
plaguicida (Merck, Darmstadt, Germany).

Ensayos de recuperacion de concentraciones conocidas en muestras de
hepatopancreas, gonadas y musculos fueron realizados. Los porcentajes de recuperacion
variaron entre 74 y 117%. El desvio relativo estdndar (RSD) fue menor de 20% para
todos los residuos (n=6). El limite de deteccién (LD), basado en tres veces el desvio
estandar promedio de las muestras blancos fue de 0,8 ng g para a. y p endosulfan y 1,0
ng g para sulfato de endosulfan. El limite de cuantificacién (LQ), fue calculado como
7,5 veces el desvio estandar de los blancos, siendo de 2,0 ng g para o. y p endosulfan y
2.5ng g para sulfato de endosulfan.

Las concentraciones de plaguicidas fueron calculadas en base a los lipidos
extraidos y en relacion a las cantidades de tejido (en peso) utilizados en la extraccion,
expresandolas en ng de plaguicida/g de lipido y ng de plaguicida/g de tejido. La
normalidad de los datos fue analizada utilizando el test de Kolmogorov-Smirnov. Las
diferencias en las concentraciones de endosulfan acumulado en los tejidos a diferentes
dias fueron comparados utilizando analisis de varianzas (ANOVA) con post test de

Tukey, asumiendo una significancia menor a 0,05 (p < 0,05).
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Efectos subletales de biocidas sobre embriones

Efectos producidos por concentraciones subletales de endosulfan y clorpirifos en
las variables tiempo de eclosion, eclosion efectiva y supervivencia de neonatos se
evaluaron en Z. collastinensis.

Los experimentos se realizaron bajo tratamientos in vitro, en incubadora a 25 £ 1
°C, sobre agitador de balanceo a 40 rpm bajo condiciones de oscuridad perpetua y
recambio diario de las soluciones, similar a lo descrito anteriormente en los ensayos de
toxicidad aguda.

En una primera etapa se evalu6 la exposicion de embriones a cinco
concentraciones subletales relacionadas con las utilizadas en la determinacién de la
CLso de adultos, con el objetivo de establecer comparaciones entre ellos. Cuarenta
embriones en el 5° estadio de desarrollo, de acuerdo a Yavar y Dupré (2007), con
presencia de ojo desarrollado y latido del corazon observable fueron utilizados por cada
concentracion, provenientes de 4 hembras diferentes (N total = 240 embriones por
plaguicida). Los huevos fueron aislados en placas plasticas de 7 camaras de 6 ml de
volumen, llenas con 5 ml de las soluciones ensayadas. Luego de 96 hs de exposicion, 20
embriones fueron mantenidos solo en agua declorada hasta el momento de la eclosion,
bajo las mismas condiciones de experimentacion (Exposicion aguda), mientras que otro
grupo de 20 embriones fue mantenido en condiciones de exposicion constante a
plaguicidas hasta el primer evento de muda o la muerte del individuo. Las soluciones
fueron preparadas de la manera ya descrita y renovadas diariamente, asi como el agua
declorada. Las concentraciones utilizadas se describen en Tabla 2.

Todos los individuos fueron observados diariamente bajo lupa estereoscopica
desde el comienzo del experimento hasta la muerte o hasta el primer ciclo de muda
luego de la eclosion. Las observaciones se realizaron antes de la renovacion de las
soluciones. Luego de producida la eclosion, pequefias porciones de Ceratophyllum
demersum fueron agregados a las camaras debido a que la adicion de soporte vegetal
incrementa la supervivencia, de acuerdo a lo observado en experimentos previos. El
criterio de muerte utilizado fue la ausencia de latido del corazdn, tanto en el caso de los
embriones como en el caso de los cangrejitos eclosionados.

Los efectos de plaguicidas en el tiempo de eclosion fueron comparados mediante

el test de Kruskal-Wallis seguido por el post test de Dunn. Los efectos de los
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plaguicidas en la eclosion efectiva fueron analizados mediante test de chi cuadrado. Las
diferencias se juzgaron como significativas cuando la probabilidad fue menor al 5% (p
<0,05).

Tabla 2: Concentraciones de endosulfan y clorpirifos utilizadas en ensayos subletales con embriones de

Zilchiopsis collastinensis.

Concentraciones subletales (ug / litro)
Endosulfan Clorpirifés
Nominal Medida Nominal Medida
500 629 (81) 45 26,2 (3,95)
1000 1165 (102) 90 74,7 (4,76)
2000 2158 (176) 180 164,3 (19,32)
4000 4465 (1082) 360 388,4 (15,65)
8000 10254 (1101) 720 509,4 (188,37)

Efectos de concentraciones similares a ambientales en embriones

Efectos subletales provocados por concentraciones mas bajas de estos
plaguicidas, las cuales podrian ocurrir en el ambiente, se evaluaron. Embriones en el 5°
estadio de maduracion, de acuerdo a Yavar y Dupré (2007), fueron expuestos a
diferentes concentraciones de endosulfan y clorpirifés de manera similar a la ya
descrita. 70 individuos por concentracion fueron utilizados, provenientes de 7 hembras
diferentes (N total = 280 individuos por plaguicida). Estos huevos fueron colocados
aisladamente en placas plésticas de 7 camaras de 6 ml de volumen cada una, llenas con
aproximadamente 5 ml de las soluciones ensayadas, cubriendolos completamente. Los
embriones fueron incubados a 25 = 1°C sobre agitador de balanceo a 40 rpm bajo
condiciones de oscuridad perpetua y con recambio diario de las soluciones. Estas fueron
preparadas a partir de los productos comerciales ya descritos asi como también a partir
de los productos puros, recibidos en caracter de donacion de la empresa Red Surcos
S.A. Antes de preparar las soluciones de exposicion se prepararon soluciones mas
concentradas (soluciones madre), la cuales fueron preparadas cada 48 horas y
conservadas en heladera. Estas soluciones fueron retiradas antes de su utilizacion y
fueron utilizadas cuando alcanzaron la temperatura del ambiente. En el caso de los
productos comerciales fueron preparadas con agua destilada, ya que estos productos
contienen productos acompafiantes que permiten la formacion de una emulsion,

mientras que en el caso de los productos puros, cuya presentacion es en polvo, fueron
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diluidas en acetona pro analisis. Las soluciones de exposicion fueron preparadas en
matraces de 500 ml adicionando los volumenes necesarios de las soluciones madre en
agua declorada. Todos los individuos fueron observados diariamente desde el comienzo
del experimento hasta la muerte o completado el primer ciclo de muda luego de la
eclosion. Las observaciones se realizaron bajo lupa estereoscopica, antes del momento
de renovacion de soluciones. Luego de producida la eclosion, pequefias porciones de
Ceratophyllum demersum fueron agregados a las camaras debido a que la adicion de
soporte vegetal incrementa la supervivencia de acuerdo a lo observado en estudios
preliminares, como se menciond previamente. Las diferencias en el tiempo de eclosion
fueron evaluadas mediante tests de Kruskal-Wallis seguido del post test de Dunn. Los
efectos de los plaguicidas en la eclosion efectiva fueron comparados mediante el test de
chi cuadrado. Las diferencias se juzgaron como significativas cuando la probabilidad

fue menor al 5% (p < 0,05).

Efectos de endosulfan sobre el metabolismo de juveniles.

Los efectos de concentraciones subletales de endosulfan en el consumo de
oxigeno y en la excrecion de amonio fueron evaluados en juveniles de seis meses de
edad, nacidos y criados en la sala de cria del INALI. Los ejemplares mas jovenes fueron
evitados en los experimentos debido a la alta tasa de muda, la cual dificultdé la
mantencion de una poblacion suficiente de individuos en intermuda durante el tiempo
de experimentacion. Ciento cinco individuos de 10,49 (£ 1,46) mm de ancho de
cefalotorax y 0,48 (= 0,19) g de peso fueron utilizados. En mayor de los individuos no
superd en mas de 1,5 veces el ancho del cefalotérax del menor. Estos fueron aislados
individualmente durante 4 dias sin ser alimentados en acuarios de 6 litros de capacidad,
con el objetivo de favorecer el vaciamiento del sistema digestivo. Los acuarios fueron
limpiados cada dia evitando con esto la reingestion de las heces. Los cangrejos que
atravesaron el proceso de ecdisis durante este periodo no fueron incluidos en los
experimentos.

Dos concentraciones fueron utilizadas, 6 y 62 ug de endosulfan I (valores
nominales; 7 y 70 pg de endosulfan 1), evaluando treinta individuos en cada
concentracion. Los individuos fueron colocados aisladamente en cdmaras de vidrio de

500 ml de capacidad. Treinta litros de cada solucion fueron preparados diluyendo los
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volumenes apropiados del producto comercial en un litro de agua declorada, agitado
vigorosamente, adicionado a los 29 litros restantes de agua declorada y agitado
nuevamente. Las cdmaras fueron llenadas completamente, luego fue medido el oxigeno
disuelto (concentracion inicial) y fueron cerradas hasta la siguiente medicion. El
nitrogeno amoniacal fue medido en el momento inicial en 10 réplicas de cada
concentracion seleccionadas al azar. Los datos provenientes de los individuos muertos o
de los que atravesaron el ciclo de muda durante el experimento no fueron tenidos en
cuenta en los analisis.

Las concentraciones de oxigeno disuelto fueron medidas en las camaras
respirométricas mediante un sensor conectado a un oximetro (Hanna HI9143). El
nitrégeno amoniacal fue medido al comienzo y a las 22 horas, siguiendo el método
colorimétrico de Nessler (Test Kit Model FF- de espectrofotometro Hatch). Los
experimentos fueron realizados en sala de bioensayos ecotoxicologicos a 25 £ 1 °C con
fotoperiodo de 12:12 horas de luz-oscuridad (luz fluorescente). El oxigeno disuelto fue
medido a cada hora durante las primeras 4 horas y a la hora 22, de manera de completar
el ritmo circadiano de esta especie. A partir de las 22 horas los niveles de oxigeno
disuelto en algunas réplicas fueron de alrededor de 2 ppm; y debido a que la hipoxia y la
acumulacion de productos metabolicos puede introducir errores en las mediciones tanto
de oxigeno disuelto como de excrecion de amonio, se tomd esa hora como momento
final, de acuerdo al criterio de Eriksen (2002). En 10 animales por concentracion
incluido el grupo control, el consumo de oxigeno fue medido hasta que los cangrejos se
aletargaron debido a la hipoxia o a los efectos combinados de endosulfan y de hipoxia
(Zou, 1992). La excrecion de nitrogeno amoniacal fue medida a la hora 0 y 22.

La taza de consumo de oxigeno (OCR) y la tasa de excrecion de nitrégeno
amoniacal con respecto al peso fueron calculadas y expresadas como mg O, g’ h'' y mg
NH;-N g h'! respectivamente. Regresiones entre las tasas de consumo de oxigeno y el
oxigeno disuelto fueron realizadas. Las pendientes y las intercepciones con el eje Y
fueron comparadas entre el control y las concentraciones experimentadas (Zar, 1996).

Las relaciones oxigeno: nitrogeno (O:N) fueron calculados como la relacion
entre atomos de oxigeno consumido y atomos de nitrégeno excretados a las 22 horas. El
gasto energético fue calculado utilizando el valor oxicalorifico de 20.11 Joules ml 0,",

de acuerdo a Pillai y Diwan (2002). Las diferencias en las tasas de consumo de
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Oxigeno, excrecion de Amonio, gasto energético y relacion O:N fueron comparadas con

el test de Kruskal-Wallis seguido del test de Mann-Whitney (p < 0,05) (Zar, 1996).
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RESULTADOS

Consideraciones generales

Durante las colectas asi como durante el periodo de aclimatacion posterior los
cangrejos mantuvieron un estado normal de condiciones conductuales y fisiologicas
basicas. Estos desarrollaron actividades de alimentacion, interactuaron intra e
interespecificamente, respondieron a estimulos, atravesaron diferentes ciclos de muda
(pricipalmente juveniles) e incluso se observaron copulas en laboratorio y ovipostura.
Sin embargo, las condiciones necesarias para que las hembras ovigeras mantengan esta
condicion hasta la eclosion de los juveniles requirieron mayores esfuerzos buscando
disminuir el estrés, ya que en las primeras experiencias se observo la pérdida de la masa
de huevos algunos dias después del desove. Debido a esto se volvioé imposible realizar
experimentos ecotoxicoldgicos con este tipo de hembras.

La cria in vitro de los huevos solamente pudo realizarse a partir de embriones en
el 5° estadio de acuerdo a Yavar y Dupré (2007), luego de la puesta a punto de este
método tanto con individuos de esta especie como del cangrejo Trichodactylus
borellianus, perteneciente a la misma familia.

El mantenimiento de individuos machos en laboratorio result6o muy dificultosa,
ya que estos desplegaban un activo comportamiento agonistico. Los individuos
iniciaban una pelea que generalemente concluia con la muerte de alguno de los
contrincantes. La unica manera de conservarlos fue mantenerlos aislados, colocando un
solo macho por acuario. Al momento de realizar los experimentos este comportamiento
agonistico llevaba a la muerte de muchos individuos de la poblacidon experimental mas
alla de los efectos de los biocidas. En el caso de las hembras, también pudieron
observarse comportamientos agonisticos, pero menos intensos y cortos en el tiempo,
con el posterior escape de una de ellas hacia otro sector del acuario. Sin embargo al ser
expuestas a plaguicidas, estos comportamientos se intensificaron, volviéndose necesaria

la utilizacion de jaulas en algunos ensayos.
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Toxicidad aguda de biocidas
Determinacion de la concentracion letal media

En los experimentos realizados con endosulfan los individuos adultos de Z.
collastinensis tuvieron un ancho de cefalotérax medio y un desvio estandar de 51,73 +
2,97 mm (N = 20). Estos fueron distribuidos aleatoriamente entre las diferentes
concentraciones y los controles negativos. La comparacion del ancho de cefalotérax
entre las diferentes agrupaciones no presentd diferencias significativas (p > 0,05).

En el caso de los cangrejos utilizados en los experimentos necesarios en la
determinacion de la concentracion letal media de clorpirifds, el ancho de cefalotdrax
medio y desvio fue de 48,33 £ 2,87 mm (N = 20). La comparacion del ancho de
cefalotorax entre las diferentes agrupaciones no present6 diferencias significativas (p >
0,05).

Sin embargo, la poblacion utilizada en los experimentos realizados con endosulfan
presentd un mayor tamafio que la poblacion utilizada en los experimentos realizados con
clorpirifos (p < 0,01).

Los valores de temperatura, pH y conductividad fueron de 25 + 1 °C; 7,12 £
1,22; 1228,68 + 21,42 uS cm™. El oxigeno disuelto fue de 6,37 + 2,28 mg L en los
experimentos correspondientes a endosulfan, mientras que en los experimentos
realizados con clorpirifos este no fue menor a 7 mg L™ en ninguno de los casos, debido
a la presencia de aireadores.

Las comparaciones entre las concentraciones letales medias de los plaguicidas
en diferentes estadios muestran que los embriones son mas resistentes a endosulfan y a
clorpirifés que los estadios adultos (p < 0,05 en ambos casos). La comparaciéon de la
concentracion letal media dentro de cada estadio muestra que el clorpirifos provoca la
muerte de la mitad de la poblacion en concentraciones mas bajas que endosulfan (p <

0,05 en ambos casos) (Tabla 3).
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Tabla 3: Concentracion letal media y limites de confianza de clorpirifés y endosulfan sobre adultos y

embriones del cangrejo cavador Zilchiopsis collastinensis luego de 96 horas de exposicion.

Endosulfan (ug I'")
Limites de confianza al

Clso 95%
Inferior Superior
Adultos 1902 1679 2124
Embriones 95385 37305 349767

Clorpirifés(ug 1)
Limites de confianza al

Clso 95%
Inferior Superior
Adultos 156,78 109,08 207,74
Embriones 1242,54 983,28 1543,9

Curvas de supervivencia.

Endosulfan

En el caso de los individuos expuestos a endosulfan, la mortalidad en los adultos
fue similar a las 24 hs en todas las concentraciones (p > 0,05). A las 48 horas solo en los
expuestos a la concentracion mayor (3126 pg endosulfan I'') se observaron diferencias
significativas (p < 0,05). A las 72 y a las 96 horas se observaron diferencias

significativas entre las concentraciones bajas y altas (p < 0,05) (Figura 2, Tabla 4).

100 - o+ =)
< 80 A
S
©
‘c 60 A
c
o
2
> 40 A
©
o
=]
» 20 4
O T T ~ T % T @ 1
0 24 48 72 96
Hora

—0—0 —=—875 —— 1295 —— 2076 —— 2681 —— 3126

Figura 2: Supervivencia de adultos del cangrejo cavador Z. collastinensis expuestos a diferentes

concentraciones de endosulfan (ug/L).
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Tabla 4: Grupos homogéneos de supervivencia de adultos de Z. collastinensis expuestos a diferentes

concentraciones de endosulfan. Los grupos homogéneos (p > 0,05) se identifican con las mismas letras.

Grupos homogéneos
24 horas | 48 horas | 72 horas | 96 horas

Concentracion (ug/L)
0
902
1295
2076
2681
3126

> > >

A
A
A

>>>> >
W W

OO0

>>>>>>

En el caso de los embriones expuestos a este plaguicida, las diferencias en la
letalidad producida entre las concentraciones bajas y altas tuvieron diferencias

significativas desde las 24 horas de exposicion (p < 0,05) (Figura 3, Tabla 5).

100 -
S 80
8
S 60 -
()
>
S 40
()
S
3 20-
0
0 24 48 72 9
Hora
——0 —=—10300 —a— 17300 —x— 29900

—%—73500 —e—120800 —— 259700 —— 440800

Figura 3: Supervivencia de embriones del cangrejo cavador Z. collastinensis expuestos a diferentes

concentraciones de endosulfan (ug/L).
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Tabla 5: Grupos homogéneos de supervivencia de embriones de Z. collastinensis expuestos a diferentes

concentraciones de endosulfan. Los grupos homogéneos (p > 0,05) se identifican con las mismas letras.

Grupos Homogéneos
24 horas | 48 horas | 72 horas | 96 horas

Concentracion (ug/L)
0 A
10300 A A A A
17300 A
29900
73500
120800
259700
440800

W W
OO0
O000

(o8]
OO0

@]
@)
@)
@)

Clorpirifés

La mortalidad en los ensayos realizados exponiendo cangrejos a clorpirifos varid
de manera similar a los ensayos realizados con endosulfan. En el caso de la
supervivencia de los individuos expuestos a este biocida, solo los adultos expuestos a la
mayor concentracion (1090 pg clorpirifos I'') mostraron diferencias con respecto a las
otras concentraciones de exposicion (p < 0,05). A las 48, 72 y 96 horas de iniciados los
ensayos se observaron diferencias significativas entre las concentraciones menores y

mayores (p < 0,05) (Figura 4, Tabla 6).

—

100 -

80 -

60 -

40 -

supervivencia (%)

20 -

0 24 48 72 96
Hora

——0 —=—18,9 ——53,1 ——117,1 —%—276,4 —e— 361 —— 1090

Figura 4: Supervivencia de adultos del cangrejo cavador Z. collastinensis expuestos a diferentes

concentraciones de clorpirifos (ug/L).
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Tabla 6: Grupos homogéneos de supervivencia de adultos de Z. collastinensis expuestos a diferentes

concentraciones de clorpirifés. Los grupos homogéneos (p > 0,05) se identifican con las mismas letras.

Grupos homogéneos
24 horas | 48 horas | 72 horas | 96 horas
Concentracion (ug/L)

0 A A A A
18,9 A A A A
53,1 A A A A
117,1 A A B B
276,4 A B B C B C
361 A B C C D
1090 B C D D

En el caso de los embriones expuestos a este plaguicida, las diferencias en la
letalidad producida entre las concentraciones mas bajas y las concentraciones mas altas

mostraron diferencias desde las 24 horas de exposicion (p < 0,05) (Figura 5, Tabla 7).

100 -
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60 -

40 -

supervivencia (%)

20

0 24 48 72 96

Hora

—0—0 —8—388,4 ——509,4 —¢«— 1528,59 —%— 2127,12 ——5977,52 ——9710,9 —— 19312

Figura 5: Supervivencia de embriones del cangrejo cavador Z. collastinensis expuestos a diferentes

concentraciones de clorpirifos (ng/L).
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Tabla 7: Grupos homogéneos de supervivencia de embriones de Z. collastinensis expuestos a diferentes

concentraciones de clorpirifés. Los grupos homogéneos (p > 0,05) se identifican con las mismas letras.

Grupos homogéneos
24 horas | 48 horas | 72 horas 96 horas
Concentracion (ug/L)
0 A A A A

388,4 A A A A B

509,4 A B A A B
1528,59 A A
2127,12 B C B C D D
5977,52 B C B C D
9710,9 C B C D D E
19312 C B D E
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Efectos histopatologicos de plaguicidas en hepatopancreas y génadas.

Consideraciones generales.

Hepatopancreas

El hepatopancreas de Z. collastinensis esta compuesto por una serie de
estructuras tubulares ciegas formadas por una capa simple de células epiteliales, con
lumen en forma de cruz o estrella. Entre estas células epiteliales encontramos células E,
las cuales poseen un nicleo que ocupa la mayor parte del volumen celular; células F,
observables por su profunda coloracion; células B, distinguibles por sus grandes
vacuolas; y células R, que se caracterizan por presentar un nucleo basal y numerosas

vacuolas pequeiias (Figura 6).

Figura 6: Corte histologico de tibulo hepatopancreatico normal de Zilchiopsis collastinensis cortado

transversalmente en su seccion media, tefiido con tincion de hematoxilina — eosina y observado a 400X

Gonadas
Las gonadas de las hembras de Z. collastinensis presentaron una conformacion
en forma de U invertida, con coloracion anaranjada en la etapa de vitelogénesis

exogena. Esta se encontré siempre ocupando la mayor parte de la zona dorsal de los
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individuos. En el caso de las hembras con un alto grado de madurez incluso pudo

observarse el replegamiento de ovario sobre si mismo (Figura 7 y 8).

Figura 7: Hembra madura de Z. collastinensis. Goénada en vitelogénesis exdgena (ovocitos de color

anaranjado). Barra= 1 cm.

Figura 8: Génada de hembra madura de Z. collastinensis en forma de U invertida. Barra= 1 cm.
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Efectos histopatolégicos de Endosulfan

Los individuos adultos de Z. collastinensis utilizados en estos experimentos
tuvieron un ancho de cefalotérax medio y un desvio estandar de 51,45 + 2,86 mm (N =
180). Estos fueron distribuidos aleatoriamente entre las diferentes concentraciones y los
controles negativos. La comparacion del ancho de cefalotéorax entre los diferentes
tratamientos no presentd diferencias significativas (p > 0,05).

Los valores medios de pH, oxigeno disuelto, conductividad y temperatura en las
réplicas del grupo control fueron de 7,22 + 1,1; 7,12 = 1,4 mg 1'1; 1231,75 + 10,53
uS/cmy 14,55 £4,32 °C respectivamente.

Los valores de temperatura variaron entre los diferentes momentos del dia, con menores
temperaturas durante las horas matutinas (6 - 15 °C) y mayores temperaturas durante las
horas vespertinas (12 — 19 °C).

Las concentraciones de endosulfan en agua tuvieron una concentracion inicial
mas elevada, la cual fue disminuyendo con el tiempo. A partir de los 15 dias de
exposicion las concentraciones de endosulfan solo fueron cuantificables en C;. A los 22
dias de exposicion las concentraciones de endosulfan en agua fueron detectadas, pero

demasiado bajas para ser cuantificadas (Figura 9)
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Figura 9: Concentraciones medias (+ desvio estandard) de endosulfan en agua en cada tratamiento al
momento inicial (Dia 0) y a los dias siguientes.
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Efectos de endosulfan en hepatopancreas

El nimero de células R y B en los controles fue similar durante la
experimentacion, ya que no se observaron diferencias significativas en los diferentes
dias en ningtn tipo de célula (p > 0,05 en todos los casos). En el caso de las células F,
se observd un aumento significativo (p < 0.05) en estas a los 8, 15 y 22 dias con

respecto a las observadas en el dia previo a la exposicion (Dia 0).

Células R

En el caso de los cangrejos expuestos a endosulfan el nimero de células R fue
similar entre los expuestos y los grupos control luego de dos dias de exposicion (p >
0,05). Sin embargo, el numero de estas células fue significativamente menor en todos

los individuos expuestos a los dias 8, 15y 22 (p < 0,05) (Figura 10).
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Figura 10: Numero de células R por tibulo hepatopancreatico de Zilchiopsis collastinensis expuestos a
concentraciones variables de endosulfan durante diferentes dias. (¥) Diferencias estadisticamente

significativas (p < 0,05).

Células B

A los 2 dias de exposicion el nimero de células B fueron similares entre los
controles y los expuestos a las tres diferentes concentraciones (p > 0,05). Sin embargo,
luego de ocho dias de exposicion aumentd significativamente en todas las
concentraciones. Luego de 15 dias de exposicion, el nimero de estas células fue

significativamente mayor que en el control solo en los cangrejos expuestos a C; y Cs. A
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los 22 dias de exposicion solo se observo un aumento significativo en C; (p < 0,05)

(Figura 11).
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Figura 11: Numero de células B por tibulo hepatopancreatico de Zilchiopsis collastinensis expuestos a

concentraciones variables de endosulfan durante diferentes dias. (*) Diferencias estadisticamente

significativas (p < 0,05).

Células F

El namero de células F por tiibulo fue similar en todas las concentraciones a los
dos dias de exposicion (p > 0,05). Sin embargo, luego de 8, 15 y 22 dias, el numero de
estas células fue menor en los cangrejos expuestos a las diferentes concentraciones de

endosulfan (p < 0,05) (Figura 12).

10 1

N° de células F / tabulo

Dia
OControl @OC1 @mC2 mC3
Figura 12: Numero de células F por tabulo hepatopancreatico de Zilchiopsis collastinensis expuestos a

concentraciones variables de endosulfan durante diferentes dias. (¥) Diferencias estadisticamente

significativas (p < 0,05).
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Diversas histopatologias fueron observadas en animales expuestos. Entre estas
se pudo observar anormalidades en la conformacion del lumen, necrosis, hipertrofia

celular e infiltracion hemocitica (Figura 13).

Figura 13: Hepatopancreas de Zilchiopsis collastinensis, tanto expuestos a endosulfan como
pertenecientes al grupo control. (A) Lumen normal de cangrejos control, con aspecto de estrella o cruz,
mayormente compuesto por células R. (B) Lumen anormal (AL) de cangrejos expuestos a una
concentracion inicial de 400 pg endosulfan I"' luego de 15 dias de exposicion. Las flechas indican las
células F, tefiidas de color mas profundo, y células B, caracterizadas por una vacuola grande. (C) Tubulos
hepatopancreaticos compuestos mayormente por células B hipertroficas de cangrejos expuestos a una
concentracion inicial de 400 pg endosulfan 1" luego de 15 dias de exposicion. (D) Infiltracion hemocitica

(HI) en la zona intertubular de cangrejos expuestos a una concentracion inicial de 400 pg endosulfan 1"

luego de 15 dias de exposicion. Barra = 0,03 mm.

Efectos de endosulfan sobre gdénadas

Todas las hembras, tanto las expuestas como las de los controles, se encontraban
en la etapa de vitelogénesis exdgena, la cual se caracteriza por el color anaranjado de los

ovocitos.
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Indices gonadosomaticos

Los indices gonadosomaticos de los individuos expuestos a endosulfan fueron

similares en todos los dias observados (p > 0,05), variando los valores entre 2,9 y 8,1 %

(Figura 14)
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Figura 14: Indices gonadosomaticos de hembras del cangrejo cavador Zilchiopsis collastinensis expuestas

a endosulfan

Volumen de los ovocitos

En los individuos del grupo control los valores medios del volumen de los
ovocitos fueron aumentando con el paso del tiempo. Sin embargo, estos incrementos no
fueron significativos estadisticamente (p > 0,05).

Luego de dos dias de exposicion el volumen de los ovocitos fue similar entre el
grupo control y todas las concentraciones (p > 0,05). Un aumento en el volumen de los
ovocitos de los individuos expuestos a C, fue observado luego de 8 dias de exposicion,
mientras que se observo una reduccion en el volumen de los ovocitos de los individuos
expuestos a C; 15 dias después del ingreso de endosulfan (p < 0,05). Luego de 23 dias
de exposicion no se observaron diferencias en los volimenes entre los grupos expuestos

y los grupos control (p > 0,05) (Figuras 15 y 16).
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Figura 15: Ovocito normal en vitelogénesis exogena de hembra de Z. collastinensis luego de su fijacion

en solucion de Bouin durante 4 horas y corservacion en alcohol 70 %.
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Figura 16: Volumen (mm®) de los ovocitos de hembras del cangrejo cavador Zilchiopsis collastinensis

expuestas a endosulfan. (*) Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control (p < 0,05)

Efectos histopatologicos de Clorpirifos

Los individuos adultos de Z. collastinensis utilizados en estos experimentos

tuvieron un ancho de cefalotérax medio y un desvio estandar de 48,77 + 3,75 mm (N =

144). Estos fueron distribuidos aleatoriamente entre las diferentes concentraciones y los
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controles negativos. La comparacion del ancho de cefalotérax entre las diferentes
agrupaciones no presentd diferencias significativas (p > 0,05).

Los valores medios de pH, oxigeno disuelto, conductividad y temperatura en las
réplicas del grupo control fueron de 7,08 + 1,56; 7,06 = 0,89 mg I, 1311,86 + 9,83
puS/cmy 16+ 3,69 °C respectivamente.

Los valores de temperatura variaron entre los diferentes momentos del dia,
observandose menores temperaturas durante las horas matutinas (6 — 14 °C) y mayores
durante las horas vespertinas (16 — 23 °C).

Las concentraciones de clorpirifés en agua tuvieron una concentracion inicial
elevada, la cual fue disminuyendo con el tiempo, de manera similar a lo observado en el
caso de endosulfan. A los 5 dias de exposicion, las concentraciones de clorpirifés en
agua solo fueron cuantificables en Cs, mientras que a partir de 7 dias de exposicion las
concentraciones de este biocida en agua estuvieron por debajo del limite de deteccion de

la técnica (figura 17).
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Figura 17: Concentraciones de clorpirifés (ug clorpirifds 1) en las concentraciones utilizadas a los

diferentes dias
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Efectos de clorpirifos en hepatopancreas

Células B

En los cangrejos del grupo control se observd una disminucion en el nimero de
estas células con el paso del tiempo, la cual fue significativa luego de 15 y 22 dias (p <
0,05). La exposicion a clorpirifés provocé aumentos en el nimero de células B en los
cangrejos expuestos a C; luego de 15 dias y en los cangrejos expuestos a C; y C, luego

de 22 dias de exposicion (p < 0,05) (Figura 18).
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Figura 18: Numero de células B por tiibulo hepatopancreatico de Zilchiopsis collastinensis expuestos a
concentraciones variables de clorpirifés durante diferentes dias. (*) Diferencias estadisticamente

significativas con respecto al control (p < 0,05)
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Celulas F

En los cangrejos del grupo control se observo una disminucion en el nimero de
estas células luego de 22 dias (p < 0,05). En general no se observaron diferencias en el
numero de estas células entre los expuestos y los grupos control (p > 0,05). Solamente
se observd un aumento en los cangrejos expuestos a C;, comparandolo con su

respectivo control, luego de 22 dias de exposicion (p < 0,05) (Figura 19).
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Figura 19: Numero de células F por tabulo hepatopancreatico de Zilchiopsis collastinensis expuestos a
concentraciones variables de clorpirifés durante diferentes dias. (*) Diferencias estadisticamente

significativas con respecto al control (p < 0,05)

Efectos de clorpirifos sobre gbnadas

En el caso de los cangrejos expuestos a clorpirifos todas las hembras observadas
se encontraban en la etapa de vitelogénesis exdgena, presentando ovocitos de color

anaranjado.

Indices gonadosomaticos

Los indices gonadosomaticos de los individuos expuestos a clorpirifos, los
cuales variaron entre 2,8 y 8,8 %, fueron similares en todos los dias observados (p >

0,05) (Figura 20).

&3



Carlos Leandro Negro
Efectos de biocidas en el cangrejo dulciacuicola cavador Zilchiopsis collastinensis
(Decapoda, Trichodactylidae)

10 -

6 -

4 -

2 4

0 T r T
0 2 8

Dia de exposicion

Indice gonadosomatico

OControl gC1 @C2 mC3

Figura 20: Indices gonadosomaticos de hembras del cangrejo cavador Zilchiopsis collastinensis expuestas

a clorpirifos.

Volumen de los ovocitos

A los 8 dias de exposicion se observd un aumento en el volumen de los ovocitos
de las hembras expuestas a C; comparados con el control (p < 0,05). Sin embargo, no se
observaron diferencias entre los controles y los ejemplares expuestos a C, y Cs (p >
0,05). Ademas, el volumen de los ovocitos de las hembras del grupo control y las
expuestos a clorpirifos a los dias 15 y 22 luego del ingreso del plaguicida fueron

similares (p > 0,05) (Figuras 21 y 22).

Figura 21: Ovocitos de hembra de Z. collastinensis en fresco. Observacion a 20X
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Figura 22: Volumen de los ovocitos (mm®) de hembras del cangrejo cavador Zilchiopsis collastinensis

expuestas a clorpirifés. (*) Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control (p < 0,05).

Proporcidn de ovocitos atrésicos

Las proporciones de ovocitos atrésicos, los cuales se diferencian por su color
blanco, menor tamafio y contorno irregular, fueron similares entre los animales
sacrificados antes de comenzar los experimentos (Dia 0) y los individuos del grupo
control el resto de los dias (p > 0,05). Luego de 8 dias de exposicion a clorpirifos, se
observd un aumento estadisticamente significativo en la proporcion de ovocitos
atrésicos en todas las concentraciones con respecto al control (p < 0,05). A los 15 dias
de exposicion los valores de porcentaje de ovocitos atrésicos fueron similares entre el
grupo control y los expuestos a todas las concentraciones (p < 0,05). Luego de 22 dias
de exposicion, se observd un aumento estadisticamente significativo en la proporcion de
este tipo de ovocitos entre las hembras del grupo control y los expuestos a C, y C; (p <
0,05). Se puede observar una alta variabilidad intrapoblacional en los efectos causados
sobre los ovocitos atrésicos, expresados en los altos desvios estandar obtenidos (Figuras

23,24y 25).

85



Carlos Leandro Negro
Efectos de biocidas en el cangrejo dulciacuicola cavador Zilchiopsis collastinensis
(Decapoda, Trichodactylidae)

Figura 23: Aspecto externo de gonadas de hembras expuestas a clorpirifos, observandose ovocitos en

vitelogénesis exogena (anaranjados) y ovocitos atrésicos (blancos)

Figura 24: Ovocitos normales (anaranjados) y atrésicos (blancos) observados bajo lupa con luz superior

(izquierda) y luz inferior (derecha). Observacion a 10X
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Figura 25: Porcentaje de ovocitos atrésicos de hembras de Zilchiopsis collastinensis expuestas a

clorpirifos. (*) Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control (p < 0,05).

Bioconcentracion de endosulfan en tejidos

El hepatopancreas, gonadas y musculos de la quela utilizados en la
determinacion de concentraciones de plaguicidas provinieron de los mismos individuos
utilizados en la determinacion de las histopatologias causadas por estos biocidas. Las
condiciones de experimentacion se encuentran descritas en la seccion de histopatologias
causadas sobre estos 6rganos.

Las concentraciones de endosulfan en el agua declorada utilizada en la dilucion
y en los musculos de pescado utilizados como alimento fueron menores que los limites
de deteccion de las técnicas utilizadas (LD = 0,8 ng/g para a- endosulfan, 0,8 ng/g para
B- endosulfan y 1,0 ng/g para sulfato de endosulfan). Asi, se descarta el ingreso de este
biocida mas alla de la aplicacién inicial. Ademas, las concentraciones de endosulfan en
hepatopancreas, gonadas y musculo de la quela de los cangrejos sacrificados
previamente, utilizados para determinar el nivel de base de concentracion de biocidas,
tambien fueron menores que los limites de deteccion de la técnica, descartandose la

acumulacion previa de este biocida.
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Concentraciones de endosulfan en agua

Las concentraciones de endosulfain en los recipientes de ensayo fueron
inicialmente elevadas, disminuyendo con el tiempo. A partir de los 15 dias de
exposicion las concentraciones de endosulfan solo fueron cuantificables en Cs, mientras
que a los 22 dias de exposicion las concentraciones de endosulfan en agua fueron

detectadas, pero demasiado bajas para ser cuantificadas (Figura 26).
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Figura 26: Concentraciones de exposicion de endosulfan en agua durante 22 dias de exposicion.

Entre los tres tejidos evaluados, el hepatopancreas presentd las mayores

cantidades de lipidos (0,15 £ 0,04 g de lipidos/g de tejido), seguido por las gonadas
(0,11 £0,02 g de lipidos/g de tejido) (p < 0,05). Los musculos no presentaron contenido
lipidico suficiente para ser medidos por métodos gravimétricos. Las concentraciones de
endosulfan acumuladas también fueron mayores en hepatopancreas que en goénadas,
mientras que en los musculos casi no se detecto este biocida (p < 0,05).
Entre ambos compuestos parentales o- endosulfan fue el isomero mayormente
bioacumulado y detectado en hepatopancreas y gonadas durante los ensayos. P-
endosulfan y sulfato de endosulfan fueron detectados en casos aislados y no fueron
considerados en los analisis estadisticos.

Las mayores concentraciones fueron medidas en el hepatopancreas de los

individuos expuestos a la mayor concentracion de endosulfan (Cs) luego de dos dias de
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exposicion. Las concentraciones en este tejido decrecieron con el paso del tiempo,
siendo diferentes entre los dias de experimentacion (p < 0,05).

Las concentraciones de endosulfan en hepatopancreas de los cangrejos expuestos
a C;y C, fueron similares durante el ensayo, sin observarse diferencias entre ellas (p >
0,05) (Figura 27). Estas concentraciones fueron significativamente menores que las

concentraciones detectadas en C; en todos los dias (p < 0,05).

600 -

500 4

400 1 }

300 4

tejido)

200 -
100 1 {
A

2 8 15 22
Dia
¢C1mC2 AC3

Concentracion de endosulfan en
hepatopancreas (ng endosulfan/g de

Figura 27: Bioacumulacion de a-endosulfan (ng endosulfan/g de tejido) en hepatopancreas del cangrejo

cavador Zilchiopsis collastinensis.

Las concentraciones de endosulfan acumuladas en goénadas fueron similares
entre todas las concentraciones de exposicion (p > 0,05). Los valores bioacumulados en
general no variaron en el tiempo, ya que casi no se observaron diferencias significativas
en ninguno de los dias (p > 0,05). Solamente se observaron diferencias significativas a
los 15 dias de exposicion, donde en los individuos expuestos a C; no se detectaron
concentraciones de endosulfan (valores por debajo de los limites de deteccion) (Figura

28).
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Figura 28. Bioacumulacion de a-endosulfan (ng endosulfan/g de tejido) en gonadas femeninas del

cangrejo cavador Zilchiopsis collastinensis.

La acumulacion de endosulfan en tejido del musculo de la quela fue menor que
los limites de deteccion de la técnica en la mayor parte de las muestras. Algunas
concentraciones fueron detectadas en el dia 3 (3,4 pg endosulfan "' en los expuestos a
C; y 2,0 en los expuestos a Cs3). Sin embargo, solamente estos valores pudieron ser
cuantificados, ya que en el resto de los dias no se encontraron valores que superen el

limite de deteccion.
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Efectos subletales de biocidas sobre embriones

Efectos de endosulfan

Efectos sobre el periodo de incubacion

La exposicion permanente a las concentraciones subletales C,, Cs, C4 y Cs de
endosulfan (1165; 2158; 4465 y 10254 pg 1), concentraciones aproximadas a las
utilizadas en los experimentos realizados en la determinacion de la concentracion letal
media en adultos, provoco un aumento en el tiempo de incubacion de los embriones (p
< 0,05). En los expuestos de forma aguda (solo 96 horas), también se observd un
incremento en el tiempo de incubacion en las hembras expuestas a las concentraciones

C,, Cs3, C4 y Cs con respecto al control (p < 0,05) (Figura 29).
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Figura 29: Efectos de diferentes concentraciones de endosulfan en el periodo de incubacion de los
embriones de Z. collastinensis expuestos tanto de forma permanente (EEP) como de forma aguda durante
96 horas (EEA). Concentraciones de endosulfan: 0; 629; 1165; 2158; 4465 y 10254 pg endosulfan 1"
respectivamente. Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. (*) p < 0,05; (**) p <

0,01; (***) p < 0,001.
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Efectos sobre la eclosion efectiva de embriones.

En los individuos del grupo control la eclosion fue efectiva en el 100% de los
casos (40 individuos). En los embriones expuestos permanentemente a endosulfan el
numero de individuos que logro salir del huevo disminuy6 en todas las concentraciones
de exposicion (629; 1165; 2158; 4465 y 10254 pg endosulfan I'') (p < 0,05). En el caso
de los expuestos en forma aguda, solo durante 96 horas, las concentraciones 3, 4 y 5
(2158; 4465 y 10254 respectivamente) disminuyeron significativamente la eclosion

efectiva de los embriones (p < 0,05) (Figuras 30y 31).

Figura 30: Cangrejo en eclosion. El corion fue tefiido con azul de metileno para su mejor observacion.

Observacién a 10X
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Figura 31: Efectos de diferentes concentraciones de endosulfan en la eclosion efectiva de los embriones
de Z. collastinensis expuestos tanto de forma permanente (EEP) como de forma aguda durante 96 horas

(EEA). Concentraciones de endosulfan: 0; 629; 1165; 2158; 4465 y 10254 pg endosulfan I

respectivamente. Diferencias estadisticamente significativas. (*) p < 0,05.

Supervivencia de los neonatos

En los neonatos expuestos a endosulfan tanto permanentemente como de forma
aguda, se observaron dificultades en el movimiento de los pereidpodos, alterando la
movilidad. Estos individuos presentaban sus pereiopodos replegados sobre el abdomen,
posicion similar a la que presentaban dentro del huevo. Solo se observaron movimientos

en los apéndices cefalicos y latido del corazon (Figura 32).
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Figura 32: Cangrejos eclosionados. Izquierda: Individuo del grupo control, presentando los pereidopodos
desplegados, con aspecto normal. Derecha: Individuo afectado por plaguicida, con replegamiento de los

pereiopodos y aspecto anormal. Observacion a 10X

Ninguno de los individuos expuestos a cualquiera de las concentraciones de
endosulfan, tanto de forma permanente como aguda, sobrevivio hasta alcanzar el primer
ciclo de muda, el cual ocurrio entre 21 y 23 dias después de la eclosion en los
individuos del control. Luego de la ecdisis el nimero de individuos supervivientes

pertenecientes al grupo control descendio al 77,5% de los individuos eclosionados.
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Efectos de clorpirifos

Efectos sobre el periodo de incubacion

En el caso de los embriones expuestos a clorpirifos, tanto en forma permanente
como de forma aguda (solo 96 horas), la exposicion a las concentraciones Ci, C; y Cs
(26,2; 74,7 y 164,3 pg 1) provocod aumentos en los dias de incubacion (p < 0,05)
(Figura 33).
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Figura 33: Efectos de diferentes concentraciones de clorpirifés en el periodo de incubacion de los
embriones de Z. collastinensis expuestos tanto de forma aguda durante 96 horas (ECP) como de forma
permanente (ECA). Concentraciones de clorpirifos: 0; 26,2; 74,7; 164,3; 388,4 y 509,4 pg endosulfan I
respectivamente. Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. (**) p < 0,01; (***)

p <0,001.

Efectos sobre la eclosion efectiva de embriones.

La exposicion permanente de los embriones a clorpirifos caus6 una disminucion
en el namero de individuos que lograron eclosionar en las concentraciones 2, 3,4y 5
(74,7; 164,3; 388,4 y 509.4 ng 1'1). En los expuestos de forma aguda, el numero de
embriones que lograron eclosionar solo disminuy6 en las concentraciones 4 y 5 (388,4 y

509,4 pug I'") (p < 0,05) (Figuras 34 y 35)
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Figura 34: Cangrejo expuesto a clorpirifos durante la eclosion. Observacion a 10X
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Figura 35: Efectos de diferentes concentraciones de clorpirifds en la eclosion efectiva de los embriones de
Z. collastinensis expuestos tanto de forma permanente (ECP) como de forma aguda durante 96 horas

(ECA). Concentraciones de clorpirifos: 0; 26,2; 74,7; 164,3; 388,4 y 509,4 pg endosulfan 1!

respectivamente. (¥) Diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Supervivencia de los neonatos

De los neonatos que lograron la eclosion, tanto de los expuestos en forma
permanente como aguda, ninguno logrod alcanzar el primer ciclo de muda, el cual

ocurri6 en los individuos control entre 21 y 23 dias después de la eclosion. En estos
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individuos eclosionados también se observaron dificultades en el movimiento de los

pereidpodos, similares a los descritos en los neonatos expuestos a endosulfan.

Efectos de concentraciones de biocidas similares a ambientales en embriones

Efectos de endosulfan

Efectos sobre el periodo de incubacion

La exposicion permanente a 0,14; 0,7 y 3,5 pg endosulfan I (C, Chy G
respectivamente) no caus6 diferencias en los dias de incubacidn, los cuales fueron de
entre 14 y 19 dias desde el comienzo de la 5° etapa de desarrollo hasta el momento de la

eclosion (p > 0,05) (Figura 36).
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Figura 36: Efectos de diferentes concentraciones de endosulfan, construidos a partir del producto
comercial (EPC) o del producto puro (EPP), en el periodo de incubacion de los embriones de Z.

collastinensis. Concentraciones de endosulfan: 0; 0,14; 0,7 y 3,5 pg endosulfan 1! respectivamente.

Efectos sobre la eclosion efectiva de embriones.

En el grupo control el 97% de los individuos logré eclosionar. En el caso de los
embriones expuestos a endosulfan, no se observaron efectos de las concentraciones
similares a ambientales en la eclosion efectiva de Z. collastinensis, las cuales variaron

entre 80 y 100% de individuos eclosionados (p > 0,05) (Figura 37).
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Figura 37: Efectos de diferentes concentraciones de endosulfin, construidos a partir del producto
comercial (EPC) o del producto puro (EPP), en la eclosion efectiva de los embriones de Z. collastinensis.

Concentraciones de endosulfan: 0; 0,14; 0,7 y 3,5 ug endosulfan 1! respectivamente.

Supervivencia

A pesar de no afectar significativamente el tiempo de incubacion ni la eclosion
efectiva de los neonatos, la exposicion permanente a C;, C, y Cs preparadas a partir del
producto puro (0,14; 0,7 y 3,5 pg endosulfan I"' respectivamente) y la concentracion Cs
fabricada a partir del producto comercial (3,5 pg endosulfan I'') provocaron la
disminuciéon de la supervivencia (p < 0,05). Los neonatos expuestos a estas
concentraciones presentaron anormalidades en los pereiopodos, similares a las descritas
previamente (Figura 38). Sin embargo, la supervivencia hasta el primer ciclo de muda
de los individuos expuestos a las concentraciones de endosulfan 1 y 2 fabricadas a partir

del producto comercial fue similar al grupo control (Figura 39).
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Figura 38: Neonato separado del corion, expuesto a endosulfan. Los pereiopodos permanecen replegados

por debajo del abdomen. Observacion a 10X
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Figura 39: Efectos de diferentes concentraciones de endosulfan, preparadas a partir del producto
comercial (EPC) o del producto puro (EPP), en la supervivencia de los neonatos de Z. collastinensis.
Concentraciones de endosulfan: 0; 0,14; 0,7 y 3,5 ug endosulfan 1" respectivamente. (*) Diferencias

estadisticamente significativas con respecto al control (p < 0,05).
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Efectos de Clorpirifés

Efectos sobre el periodo de incubacion

La exposicion a concentraciones de clorpirifés similares a las halladas en el
ambiente (0,1; 0,5 y 2,5 pg clorpirifés 1) no causé modificaciones en el tiempo de
incubacion, el cual fue de entre 14 y 19 dias desde el comienzo de la 5° etapa de

desarrollo hasta el momento de la eclosion (p > 0,05) (Figura 40).
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Figura 40: Efectos de diferentes concentraciones de clorpirifos, construidos a partir del producto
comercial (CPC) o del producto puro (CPP), en el periodo de incubacién de los embriones de Z.

collastinensis. Concentraciones de clorpirifés: 0; 0,1; 0,5 y 2,5 pg clorpirifos I

Efectos sobre la eclosion efectiva de embriones.

En el grupo control el 97% de los individuos logré eclosionar. En el caso de los
embriones expuestos a clorpirifés, no se observaron efectos de las concentraciones
similares a ambientales en la eclosion efectiva de Z. collastinensis, las cuales variaron

entre 76 y 94% de individuos eclosionados (p > 0,05) (Figura 41).
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Figura 41: Efectos de diferentes concentraciones de clorpirifos, construidos a partir del producto
comercial (CPC) o del producto puro (CPP), en la eclosion efectiva de los embriones de Z. collastinensis.

Concentraciones de clorpirifés: 0; 0,1; 0,5 y 2,5 pg clorpirifos I'.
Supervivencia.

A pesar de no afectar significativamente el tiempo de incubacion ni la eclosion
efectiva de los neonatos, la exposicion permanente a C;, C, y Cs de clorpirifos) 0,1; 0,5
y 2,5 ug clorpirifos I'') fabricadas a partir del producto comercial y del producto puro
disminuyd la supervivencia de los neonatos hasta el primer ciclo de muda (p < 0,05)
(Figura 42). Los individuos expuestos a estas concentraciones presentaban

anormalidades similares a las descritas previamente (Figura 43).
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Figura 42: Efectos de diferentes concentraciones de clorpirifos, preparadas a partir del producto comercial
(CPC) o del producto puro (CPP), en la supervivencia de los neonatos de Z collastinensis.
Concentraciones de clorpirifés: 0; 0,1; 0,5 y 2,5 pg clorpirifés I''. (*): Diferencias estadisticamente

significativas con respecto al control (p < 0,05).

Figura 43: Neonato expuesto a clorpirifés. Los pereiopodos permanecen replegados por debajo del

abdomen. Observacion a 10X
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Efectos de endosulfan sobre el consumo de oxigeno y la excrecion de nitréogeno.

Efectos sobre el consumo de oxigeno.

La exposicion a 6 y 62 pg endosulfan 1" provocod la muerte en algunos
individuos luego de 22 horas de exposicion. Sin embargo, la supervivencia en general
fue alta (96,66; 80 y 83 % de los individuos del grupo control y los expuestos a C; y C,
respectivamente), sin observarse diferencias significativas entre el control y los
expuestos (p > 0,05).

La exposicion a endosulfan no causé modificaciones en el consumo de oxigeno
durante las primeras cuatro horas de exposicidon, ya que no hubo diferencias
significativas en la tasa de consumo de oxigeno de Z. collastinensis entre el grupo
control y los expuestos a las diferentes concentraciones de endosulfan (p > 0,05) (Figura

44),
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Figura 44: Tasa de consumo de oxigeno de Z. collastinensis expuestos a endosulfdn durante 4 horas.

Concentraciones de endosulfan: 0, 6 y 62 pg endosulfan 1! respectivamente

Luego de 22 horas de exposicion las tasas medias de consumo de oxigeno fueron
similares entre los expuestos a endosulfan y los cangrejos del grupo control (p > 0,05)

(Figura 45).
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Figura 45: Consumo de oxigeno promedio de Z. collastinensis expuestos durante 22 horas a endosulfan.

Concentraciones: 0, 6 y 62 ug endosulfan 1" respectivamente.

Gasto energético.

El gasto energético fue similar durante las primeras 4 horas entre los individuos
del grupo control y los expuestos a las diferentes concentraciones de endosulfan (p >
0,05) (Figura 46). Luego de 22 horas de exposicion las tasas de gasto energético fueron
similares entre los expuestos a endosulfan y los cangrejos del grupo control (p > 0,05)

(Figura 47).
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Figura 46: Tasa de consumo energético de Z. collastinensis expuestos a diferentes concentraciones de

endosulfan durante 4 horas. Concentraciones: 0, 6 y 62 ug endosulfan 1"' respectivamente
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Figura 47: Gasto energético promedio de Z. collastinensis expuestos durante 22 horas a diferentes

concentraciones de endosulfan. Concentraciones: 0, 6 y 62 pg endosulfan I"' respectivamente.

Relacidn entre tasa de consumo de oxigeno vy oxigeno disuelto

La correlacion entre el oxigeno disuelto y la tasa de consumo de oxigeno fue
significativa en todos los casos (p < 0,05), aunque con valores de R> muy bajas. No se
observaron diferencias ni en las pendientes ni en la intercepcion con el eje de las Y en

ninguno de los casos (p > 0,05) (Tabla 8).

Tabla 8: Valores de R% p, pendiente e intercepcion con el eje Y de la relacion entre consumo de oxigeno

y oxigeno disuelto.

Concentracion R’ p Pendiente  Intercepcion con el eje Y
co 0,4484 < 0,0001 0,1116 0,2007
Ci1 0,4699 < 0,0001 0,1138 0,1688
C2 0,2373 0,0014 0,0878 0,2871

Excrecion de nitrogeno amoniacal

La tasa de excrecion de nitrégeno amoniacal, la cual varié entre 0,0020 y 0,61
mg NH;" 1", disminuyé significativamente entre los individuos expuestos a 62 g
endosulfan 1" (C,) (p < 0,05), mientras que no hubo diferencias en la tasa de excrecion
entre los individuos control y los expuestos a 6 pg endosulfan I"' (C;) (p > 0,05) (Figura

43).
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Figura 48: Tasa de excrecion de nitrogeno de Z. collastinensis expuestos durante 22 horas a diferentes

concentraciones de endosulfan. Concentraciones: 0, 6 y 62 pg endosulfan 1! respectivamente.

Relacion O:N

En el caso de la relacion oxigeno — nitrégeno (O:N), la cual varié entre 7,34 y
644, 5, se observaron diferencias entre los cangrejos expuestos a la concentracion 2 y
los cangrejos control (p < 0,05), mientras que no se observaron diferencias entre los
pertenecientes al grupo control y los expuestos a la concentracion 1 (p > 0,05) (Figura

49).

0O Control m C1 @ C2

Figura 49: Relacion oxigeno - nitrégeno de Z. collastinensis expuestos durante 22 horas a diferentes

concentraciones de endosulfan. Concentraciones: 0, 6 y 62 pg endosulfan I"' respectivamente.
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DISCUSION

Efectos letales

La region pampeana es una zona de amplia explotacion agricolo-ganadera, tanto
extensiva como intensiva. Diversos sistemas acuaticos cercanos se encuentran
periodicamente expuestos a diferentes concentraciones de plaguicidas, encontrandose
tanto en agua como en sedimentos asociados (Jergentz y col., 2004; 2005; Silva y col.,
2005; Lenarddn y Enrique, 1998; Lenardon y col., 1998). La exposicion a estos biocidas
puede potencialmente causar diversos efectos sobre la biota alli presente, dentro de la
cual se encuentran los crustdceos decapodos de la familia Trichodactylidae, tnica
familia de brachiuros presente en rios y lagunas de la region (Collins y col., 2007).
Dentro de los grupos de biocidas que se utilizan en la agricultura, los insecticidas son
los que en general presentan toxicidad letal aguda a menores concentraciones que los
herbicidas y fungicidas (Montagna y Collins, 2004; 2005; 2009). La sensibilidad de los
decapodos hacia este grupo de biocidas en particular puede estar relacionada con la
afinidad filogenética que existe entre insectos y crustaceos, ya que ambos pertenecen al
filo Arthropoda (Ruppert y Barnes, 1994). Los insecticidas, que estan disefiados para
matar o impedir el desarrollo de los insectos, tienen un mecanismo de accidén que puede
afectar también a crustaceos. Endosulfan, como insecticida de la familia de los
ciclodienos, es un inhibidor de los receptores del 4cido gama amino butirico (GABA) en
el sistema nervioso central de artropodos (Murray y col., 1993; French-Constant y col.,
1993). Clorpirifés es un insecticida organofosforado que inhibe la produccion de la
enzima acetilcolinesterasa, la cual tiene la funcion de catalizar la hidrodlisis de la
proteina que permite las transmisiones de los impulsos nerviosos (acetilcolina). Esto
provoca la excesiva estimulacion de los receptores sindpticos y movimientos
musculares incontrolados (Murty y Ramani, 1992). Ambos plaguicidas actiian sobre el
sistema nervioso tanto de insectos como de crustaceos, causando finalmente la muerte
de estos.

Sin embargo, los cangrejos en general, incluyendo la especie Z. collastinensis,
poseen una elevada resistencia a estos insecticidas. La concentracion que produce la
muerte en la mitad de la poblacion (CLsg) a las 96 horas es alta comparada con otros
crustaceos. Este morfotipo seria incluso mas resistente en general que otros morfotipos

dentro del grupo de crustaceos decapodos, como los camarones (Tabla 9)
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Tabla 9: Concentracion letal 50 de endosulfan y clorpirifos sobre distintos grupos de crustaceos

(anfipodos y decépodos).

Anfipodos

Endosulfan

Clorpirifés

Referencias Endosulfan

Referencias Clorpirifés

(ug ™)

(ug )

Gammarus palustris

0,54 (0,41 — 0,71)

0,19 (0,15 — 0,24)

Leight y Van Dolah (1999)

Gammarus lacustris 58 0,11 Leight y Van Dolah (1999)
Gammarus fasciatus 6 0,32 Leight y Van Dolah (1999)
Gammarus pseudolimnaeus 0,18 Leight y Van Dolah (1999)
Hyalella azteca 11,5(8,5-33,9) 0,14 Leight y Van Dolah (1999)
Hyalella curvispina 9,46 (8,07 — 11,10) Negro y col. (2013)
Camarones Endosulfan Clorpirifés
(kg 1™ (g )
Cardina laevis 1.02 (0.87 - 1.19) Sucahyo y col. (2008)
Crangon septemspinosa 0,2 Leight y Van Dolah (1999)
Macrobrachium rosenbergii 0.2 (0.04 - 0.38) Lombardi y col. (2001).
Palaemon macrodactylus 17,1 Wirth y col. (2001)
Penaeus duorarum 0,04 Leight y Van Dolah (1999)
Penaeus monodon 12.2 20.74 Joshi y Mukhopadhyay (1990) Eamkamon y col. (2012)

Palaemonetes pugio

0.32 (0.24 - 0.41)

0.37 (0.30 - 0.44)

Key y col. (2003)

Key y col. (1993)

Palaemonetes argentinus

6.144 (4.417 - 8.69)

0.49 + 0.255

Montagna y Collins, (2007)

Paratya australiensis

0.167 (0.145 - 0.192)

Olima y col. (1997)

Langostas Endosulfan Clorpirifés

(g™ (g1
Orconectes immunis 6 Leight y Van Dolah (1999)
Procambarus acutus 2 Leight y Van Dolah (1999)
Procambarus clarkii 120 21 Leight y Van Dolah (1999)
Cangrejos Endosulfan Clorpirifés

(ug I") (ugI")
Oziotelphusa senex senex 18620 Raj iy col. (1988).
Eriocher sinensis 143.05 (126.1 - 162.6) Liy col. (2006)
Barytelphusa guerini 38.81 (37.09 - 40.46) Srivastava y col. (2013)
Spiralothelphusa hydrodroma 120 (81 - 249) Senthilkumar y col. (2007)
Trichodactylus borellianus 1860 + 78 45.53 (25.28 - 67.75) Montagna (2010)

Zilchiopsis collastinensis

1902 (1679 - 2124)

156. 78 (109.08 - 207.74)

La mayor resistencia a biocidas que poseen los cangrejos podria estar
relacionada con diversos aspectos inherentes a la anatomia y aspectos conductuales
propios de estos. Los cangrejos son crustaceos decapodos cuyo abdomen se encuentra
plegado sobre la zona ventral del cefalotérax, llevando el centro de gravedad a la zona
central del cangrejo, facilitando la caminata (Brusca y Brusca, 1990; Ruppert y Barnes,
1994). Este abdomen plegado reduce la superficie de exposicion al medio. La cuticula
es mucho mas gruesa que la de otros crustaceos, solo superada por los cirripedios, lo

cual disminuye la permeabilidad de sustancias con el ambiente (Brusca y Brusca, 1990;
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Ruppert y Barnes, 1994). La disminucion de la superficie de exposicion asi como
también la cuticula mas dura de la superficie expuesta disminuiria el ingreso dermal de
los biocidas presentes en agua, resistiendo mayores concentraciones de insecticidas.

Por otro lado las especies de algunas familias de cangrejos, como los de la
familia Trichodactylidae, poseen modos de vida semiterrestres, pudiendo emerger a la
zona terrestre durante el atardecer y/o la noche. En estas especies las branquias se
encuentran en camaras branquiales semicerradas, formadas entre los lados del cuerpo y
el caparazon, quedando resguardadas de la desecacion provocada por la exposicion
directa (Brusca y Brusca, 1990). Durante estas salidas transitorias, en la cuales estos
animales realizan diversas actividades como alimentacion, construccién de cuevas,
defensa del territorio, cortejo, entre otras, sus branquias actian de manera similar a un
pseudo-pulmon, utilizando el oxigeno que difunde hacia la humedad que cubre las
branquias (Ruppert y Barnes, 1994). Este mecanismo anatomico de semi-aislamiento
del ambiente podria contribuir también a la resistencia de este grupo a plaguicidas en
comparacion con otros crustaceos, incluso decapodos como los camarones.

La mayor resistencia de embriones hacia plaguicidas, comparandolos con los
adultos, puede tener varias explicaciones. Evolutivamente los cangrejos que habitan el
agua dulce desarrollaron diversas adaptaciones que les permitieron conquistar los
sistemas continentales y completar el ciclo de vida en ellos. Entre las adaptaciones
reproductivas que presentan, se puede observar un complejo de sacos embrionarios mas
gruesos que en los cangrejos marinos. Este saco embrionario engrosado permitiria aislar
a los embriones del ambiente hipoosmético, el cual representa un estrés muy fuerte en
los embriones sin mecanismos de regulacion eficientes (Barnes y col., 1993; Glas y col.,
1997). Este aislamiento del ambiente podria ser también una causa de mayor resistencia
de los embriones, al reducir el ingreso de biocidas, y por lo tanto aumentar la
supervivencia de estos.

Por otro lado, la baja toxicidad sobre los embriones podria explicarse por la
inmadurez del sistema nervioso. El modo de accioén de endosulfan y de clorpirifos estan
relacionados con la disrupcion de actividades del sistema nervioso central, a nivel de
receptores GABA o de inhibicion de la acetilcolinesterasa. En un sistema nervioso
inmaduro, estos insecticidas tendrian disponibles menos sitios de accién que en los

adultos, disminuyendo su efecto (Key y col., 2003).
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Estos resultados coinciden con lo ocurrido en P. pugio, donde los embriones son
mas resistentes a endosulfan que los adultos e incluso, de acuerdo a Key y col. (2003),
serian “relativamente insensibles” a fipronil. En el caso del cangrejo E. sinensis, los
embriones son menos resistentes a clorpirifos, resultados opuestos a los encontrados en
este estudio (Li y col., 2006). Sin embargo, E. sinensis es un cangrejo que puede vivir
en ambientes dulceacuicolas pero no puede completar la reproduccion en este medio, ya
que necesita volver a la zona estuarial o marina para desovar (Schmidt-Nielsen, 1997).
Sus huevos no poseerian el corion engrosado propio de los animales netamente
dulceacuicolas, por lo cual el aislamiento que se propone como mecanismo que permite
la mayor resistencia de los embriones no se aplicaria a esa especie (Waterman, 1961).
El corion presenta una barrera que disminuiria el ingreso de biocidas, aumentando la
resistencia de los embriones. Esta barrera, que no aisla totalmente el ingreso de
plaguicidas, es un mecanismo involuntario que permitiria un mayor ingreso de

plaguicidas a mayores concentraciones de exposicion.

Efectos histopatolégicos sobre hepatopancreas y gonadas.

La conformacion general del hepatopancreas, compuesto por estructuras
tubulares conformadas por una capa simple de células epiteliales y el lumen en forma de
estrella o cruz, es similar a la de otros crustaceos decapodos, como el camaron M.
malcolmsonii, el cangrejo N. granulata y la langosta Nephrops norvegicus (Bhavan y
Geraldine, 2000; Pinho y col., 2003; Ridgway y col., 2006).

Las células R fueron el tipo celular méas abundante, como se observa en general
en los crustaceos decapodos (Icely y Nott, 1992; Bhavan y Geraldine 2000; Sousa y
col., 2005). Entre las funciones que se le reconocen a estas células estan las de absorver
material del lumen y acumular lipidos y glucogeno. Una reduccion en las células R
causada por la exposicion a plaguicidas, como lo ocurrido en endosulfan, podria causar
una reduccion en los sitios de acumulacion de estas sustancias de reserva energética.

La exposicion cronica a endosulfan puede causar la disminucion de las reservas
lipidicas y glucogénicas en el hepatopancreas, como se ha observado en el camarén
Metapenaeus monoceros luego de 7 dias de exposicion (Suryavanshi y col., 2009). De
acuerdo a estos autores, la disminucion en las concentraciones de lipidos y glucogeno
estuvieron relacionadas con el aumento en el metabolismo de estos lipidos. Enfrentados

a una situacion estresante, aumentaria la demanda energética y la degradacion de los
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lipidos a 4acidos grasos libres y glicerol (Suryavanshi y col., 2009). Ademas de este
aumento en el metabolismo, una disminucion de células R, las cuales son las
responsables de absorver material del lumen y acumular lipidos y glucdgeno, podria
provocar una disminucion en la acumulacion de reservas energéticas. La disminucion en
las células R se observa debido al aumento de otros tipos celulares como células F y B,
relacionados con los mecanismos de detoxificacion, que desplazarian a las primeras.

Sin embargo, la exposicion a endosulfan también puede causar un aumento en
las reservas lipidicas, como en el caso de M. malcolsonii. En este camardn, la
exposicién cronica a concentraciones subletales de este plaguicida provocd una
disminucién en las concentraciones de glucdgeno y de lipidos en hemolinfa, branquias y
musculo. Sin embargo, las concentraciones de estos aumentaron en hepatopancreas
(Bhavan y Geraldine 1997).

La disminucion en las células F y el incremento en el nimero de células B por
tibulo podrian definirse como una respuesta no especifica a la exposicion a plaguicidas,
las cuales estarian relacionadas con los procesos de detoxificacion. Usualmente existe
una relacion inversa entre la cantidad de células F y la cantidad de células B por tubulo
hepatopancreatico, ya que de acuerdo al modelo de Hirsch y Jacobs las primeras dan
lugar a las segundas, coincidiendo con lo observado en este caso (Papathanassiou y
King 1984; Al-Mohanna y Nott 1989, Icely y Nott 1992). En la célula transicional F/B
del hepatopancreas de Carcinus maenas, Kohler y col. (1998) observaron la expresion
de P-glucoproteinas (P-gp) en las microvellosidades. Estas proteinas estarian mediando
diversos mecanismos de resistencia a xenobidticos, formando la primera linea de
defensa contra el ingreso de toxicos a las células. La expresion de estas proteinas no se
observa ni en células F ni en células B, solamente en los compartimentos lisosomales de
la célula transicional F/B, por lo cual estos autores suponen que estas células estan
especializadas en la acumulacion y eliminacion de compuestos toxicos (Kdhler y col.,
1998). La exposicion a plaguicidas podria haber estimulado la produccion y transicion
de las células, encontrandose como resultado el aumento de las células B, las cuales
serian el producto de esta transicion.

Aumentos en el nimero de células transicionales F/B y de células B fueron
también descritos en el tramo medio del hepatopancreas del camaron M. dobsoni. Luego
de 15 dias de exposicion a hidrocarburos de petroleo, este camaron presentd aumentos

evidentes en el nimero de células B. Este aumento rapido en el nimero de estas células,
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el cual pudo ser observado luego de solo 15 minutos de exposicion, estuvieron
acompafiadas de una reduccioén extrema del nimero de células F (Sreeram y Menon,
2005). El aumento de estas células indican una alta tasa de excrecion desde el
hepatopancreas. La acumulacion y eliminacion de los xenobidticos seria efectuado, de
acuerdo a estos autores, a través de un alto numero de células F que se convierten luego
en células B. Collins (2010) observo un aumento en células F en camarones expuestos a
cipermetrina. La mayor cantidad de este tipo celular podria, siguiendo el esquema de
Hirsch y Jacobs y de acuerdo a lo propuesto por Sreeram y Menon (2005), observarse
luego como un aumento de las células B.

Las modificaciones del nimero de células puede no ser una respuesta observable
ante la exposicion a todos los compuestos toxicos. En el caso de la exposicion de N.
granulata a microcistina, no se encontraron aumentos en el numero de células B (Pinho
y col., 2003). Esto podria indicar que los sistemas de detoxificacion mediados por p-
glicoproteinas no estarian expresandose en el caso de toxinas naturales como las
microcistinas. Estos serian mecanismos de resistencia a xenobioticos, como algunos
biocidas e hidrocarburos (Khoéler y col., 1998).

Pinho y col (2003) observaron una disminucion en el nimero de células B en
hepatopancreas de N. granulata en los grupos de control comparado con los valores
obtenidos de los individuos analizados antes del comienzo de la experimentacion. En
nuestro caso también observamos una disminucion en estas células a partir de los 16
dias de experimentacion. El hepatopancreas es un 6rgano dindmico capaz de modificar
su estructura celular en base a los estimulos recibidos del medio o a necesidades
fisiologicas propias. Las células B, relacionadas con la digestion intracelular, pueden
disminuir por la disminucién en la alimentacidon o durante la premuda (Papathanassiou y
King, 1984). En nuestro sistema experimental, si bien la oferta de alimento fue
constante, podria haber ocurrido una disminucién en la alimentaciéon debido a la
disminucion de otras actividades como reproduccion, evasion de predadores, entre otras.
Otros autores también detectaron disminuciones en el nimero de células B asi como
también en el numero de células R, debido principalmente a la necrosis producida y a la
pérdida de tejido hepatopancreatico (Frias-Espericueta y col., 2008).

De acuerdo a Sreeram y Menon (2005), los mecanismos de defensa relacionados
con la mayor produccion de células F y su transformacion en células B, las cuales

aumentan en un intento por metabolizar y excretar la mayor cantidad posible de
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xenobidticos, no pueden mantenerse indefinidamente. A medida que las dosis o los dias
de exposicién aumentan, comienzan a observarse ciertos indicadores de dafio como
citopatologias (atrofia de células E y delaminacion de los hepatocitos), las cuales dan
luego a diversas histopatologias.

La exposicion a toxicos, tanto biocidas como metales, pueden provocar
histopatologias en el hepatopancreas de crustaceos, como la presencia de limenes
anormales, necrosis, delaminacion de los epitelios, infiltracion hemocitica,
melanizacion, entre otras. (Ridgway y col., 2006; Bianchini y Monserrat, 2007; Wu y
col., 2008; Bhavan y Geraldine, 2009; Abad-Rosales y col., 2010).

Estas histopatologias se observan entonces como efecto luego de que los
mecanismos de defensa existentes, tanto a nivel molecular, celular e histolégico, no
fueron suficientes para impedir el dafo. Las modificaciones en la composicion tisular
del hepatopancreas, relacionada con los mecanismos de defensa ante compuestos
toxicos, son capaces de actuar de forma efectiva dentro de ciertos niveles de exposicion.
Superados estos niveles, que son variables entre especies y entre compuestos, los
procesos de detoxificacion ya no son completamente efectivos y comienzan a aparecer
distintos indicadores de dafio, como necrosis, delaminaciones en los epitelios,
anormalidades en el lumen, entre otros. Diversas histopatologias han sido encontrados
en los tibulos hepatopancreaticos de Z. collastinensis expuestos a estos plaguicidas, las
cuales fueron mas frecuentemente observadas al exponerse a estos cangrejos a algunas
concentraciones de plaguicidas. La identificacion y cuantificacion de estas podrian ser
utilizadas como indicadores complementarios de exposicion y dafio, ya que no todos los
compuestos toxicos poseerian mecanismos de detoxificacion relacionados con
modificaciones a nivel de tejido hepatopancreatico (Pinho y col., 2003; Bianchini y
Monserrat, 2007). La combinacion entre las modificaciones en el nimero de células y la
ocurrencia de histopatologias podria indicar la exposicion a situaciones estresantes,
aunque no permitiria reconocer la causa por la cual ese estrés se estd produciendo.

Estos efectos producidos en hepatopancreas, relacionados con la disminucion
general de células R, podria provocar una disminucién en la capacidad de tomar
material del lumen y acumular reservas, como se expres6 anteriormente. La
disminucioén en la acumulacion de reservas lipidicas podria tener sus efectos en el
desarrollo del ovario, ya que este estd intimamente relacionado con el hepatopancreas.

Durante la vitelogénesis exdgena, las lipoproteinas que conforman el vitelo son
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producidas en el hepatopancreas y a través de la hemolinfa alcanzan el ovario y los
ovocitos (Harrison 1990). Una disminucién en la acumulacion de lipidos en
hepatopancreas, los cuales son utilizados en la sintesis de lipoproteinas que luego
migran al ovario, podria provocar una disminucion de la velocidad de crecimiento.

En el caso de los individuos de Z. collastinensis expuestos a endosulfan y
clorpirifés los indices gonadosomaticos fueron similares entre los grupos expuestos y
los grupos control. La exposicion a plaguicidas y algunos metales ha causado
diferencias en los indices gonadosomaticos y en el tamafio de los ovocitos en los
cangrejos U. pugilator y N. granulata (Rodriguez y col., 1994; 2000). En el caso del
cangrejo dulceacuicola Oziotelphusa senex senex expuesto al plaguicida
organofosforado sumition, se inhibido el desarrollo gonadal luego de 20 dias de
exposicion constante a 100 pg L. Esta inhibicion pudo ser observada en el menor
indice gonadosomatico que presentaban los individuos expuestos en comparacion con
los controles (Sreenivasula Reddy y col., 1983). En cangrejos previamente
ablacionados, Medesani y col (2004) observaron una disminucion en el indice gonadal
de las hembras de N. granulata expuestas a cadmio y cobre comparados con los
ablacionados del grupo control. En los cangrejos no ablacionados, si bien se observo
una disminucion en los valores medios de los indices gonadosomaticos, estas
diferencias no alcanzaron a ser estadisticamente significativas. En nuestro caso las
diferencias en los valores medios no fueron estadisticamente significativas. En el caso
de los peces, efectos en los indices gonadosomaticos fueron observados en hembras de
Channa punctatus expuesto a 5 ppm de carbofuran y 1,5 ppm de fenutrotion durante
120 dias, donde se observo una disminucion con respecto al control (Mani y Saxena,
1985). Similares resultados se encontraron en el caso de hembras de Rasbora
daniconius expuestas a endosulfan, carbofuran y metil paration (Rastogi y Kulshrestha,
1990). Sin embargo, estas respuestas fueron observadas luego de transcurridos varios
dias de exposicion constante a concentraciones que podrian considerarse altas,
demostrando un efecto cronico relacionados con estas concentraciones de exposicion.

El menor valor en los indices gonadosomaticos puede relacionarse con una
disminuciéon o retardamiento en el crecimiento ovocitario, ya que la exposicion a
plaguicidas puede causar diferencias en los tamafios de los ovocitos. Rodriguez y col.
(1994) observaron aumentos en el tamafio de los ovocitos al exponer hembras de N.

granulata a paration, un plaguicida organofosforado cuyo modo de accion es similar a
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clorpirifos. Este aumento estaria relacionado, de acuerdo a estos autores, con los efectos
neurotoxicos causados a nivel del complejo érgano X — glandula del seno, ubicado en el
pedunculo ocular. Este complejo glandular es el encargado de sintetizar la hormona
inhibidora de la gonada (GIH, por sus siglas en inglés). La exposicion a paration podria
haber inhibido la produccion de esta hormona, estimulando el crecimiento de la génada.
Sin embargo, este efecto ocurrid luego de dos meses de exposicién a una concentracion
constante de 10 pg 1", una metodologia diferente a la utilizada en este trabajo. Nuestro
disefio experimental se caracterizd por una concentracion inicial subletal alta que se
diluye en el tiempo, simulando un pico de contaminacion con posterior dilucion. En este
sistema la exposicion podria no haber sido lo suficientemente alta durante el suficiente
tiempo como para producir un efecto en el volumen de los ovocitos y en los indices
gonadosomaticos de Z. collastinensis que supere las variaciones intra poblacionales.

La exposicion a plaguicidas como clorpirifés puede producir aumentos en el
numero de ovocitos atrésicos. Estos se observaron en la etapa de vitelogénesis exogena
y se caracterizan por ser mas pequefios que los ovocitos normales, poseer contorno
irregular, perdiendo la forma redondeada u ovoide, y presentan color blancuzco,
diferente al color que presentan los ovocitos en vitelogénesis exogena, el cual es propio
de cada especie. La exposicion a clorpirifés causé un aumento en el niimero de estos
ovocitos en Z. collastinensis. En Tilapia leucosticta expuestos a fention, insecticida
perteneciente a la familia de los organofosforados, Kling y col. (1981) encontraron una
alta proporcién de ovocitos maduros atrésicos, de alrededor del 90%. Algo similar
ocurri6 en C. punctatus expuesto a concentraciones constantes de 5 ppm de carbofuran
y 1.5 ppm de fenitrotion durante 120 dias y en el pez Brachydario rerio expuesto a
malation (Mani y Saxena, 1985; Ansari y Kumar, 1987). La exposicion a endosulfan,
carbofuran y metil paration de R. daniconius también causd un aumento de atresia asi
como también de ovocitos inmaduros (Rastogi y Kulshrestha, 1990). Sin embargo, en
este ultimo caso el aumento en el nimero de ovocitos atrésicos estuvo también
acompafiado de una reduccion en el didmetro de los ovocitos expuestos. En Z
collastinensis los efectos estuvieron relacionados con el aumento de este tipo de
ovocitos en lugar de la reduccion general en el tamafio.

En el caso de crusticeos decapodos pocos son los trabajos existentes. En el
cangrejo estuarial N. granulata, la exposicion a 2,4-D caus6 un aumento en los ovocitos

atrésicos lo cual puede estar relacionado con el aumento en los niveles de estrés. Sin
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embargo la exposicion a paration no caus6 un aumento en estos, cOmo Otros
organofosforados lo hicieron en peces, aunque si aumentaron aquellos que presentaban
contornos anormales (Rodriguez y col., 1994).

Si bien la mayor parte de los ovocitos de las gonadas de los animales expuestos
presentarian caracteristicas similares a los grupos control, al menos en cuanto a tamafio
y conformacion general, la reduccion en el ntimero de ovocitos viables para ser
fecundados podria causar efectos a niveles poblacionales. La reduccion de estos puede
causar la disminucion en el nimero de embriones y en los nuevos integrantes de la
poblacién. La baja tasa de natalidad cobra fundamental relevancia en una especie como
esta, la cual presentaria uno o a lo sumo dos eventos reproductivos en el afio (datos de

nuestro laboratorio).

Bioconcentracion de biocidas.

La ausencia de concentraciones de endosulfan en los tejidos del control indica
que los cangrejos utilizados provienen de lugares poco o sin impacto de contaminacion
con este plaguicida. Estos cangrejos fueron recolectados en lugares considerados a
priori como “pristinos” o “semi pristinos”, si es que se puede considerar que estos
lugares todavia existan. Los sitios de muestreo se encontraban en la zona del valle
aluvial relacionado con el tramo medio del rio Parana. En estos sitios no se observan
areas de cultivo cercanas, ya que son sitios de baja cota que durante las crecientes
pueden cubrirse con agua, y las condiciones edaficas y de aislamiento dificultan su
utilizacion en la agricultura.

La acumulacion general del isomero a-endosulfan se relaciona con el hecho de
que el producto utilizado (Zebra®, Red Surcos) posee una relacion de isémeros de 70%
de este y 30% de B-endosulfan. El sulfato de endosulfan, metabolito de degradacion de
ambos isomeros, pudo no haber sido detectado por diferentes motivos. Por un lado la
degradacion hacia ese metabolito estd mediada por microorganismos, los cuales se
encontraban en nuestro sistema en bajas concentraciones ya que no fueron agregados.
Al no existir una comunidad que degrade estos compuestos, las concentraciones de
sulfato de endosulfan fueron bajas. Por otro lado, el camino de degradacion relacionado
con la hidrélisis de los compuestos parentales tiene como producto el endosulfan diol, el
cual no fue medido. La mayor acumulacién de a-endosulfan esta relacionada con la

mayor presencia en agua de este isdmero.
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El hepatopancreas es un sitio de acumulacion de lipidos en crustaceos decapodos
(Icely y Nott, 1992; Vogt, 2002). De los 3 tejidos analizados, el orden en cuanto a la
concentracion de lipidos fue hepatopancreas > génadas > musculos de la quela, en los
cuales no se detectd contenido lipidico mensurable por métodos gravimétricos. Las
concentraciones de endosulfan acumuladas también siguieron el orden hepatopancreas >
gonadas > musculos de la quela. Endosulfan es un compuesto mayormente lipofilico,
por lo cual fue mayormente acumulado en los 6rganos con mayor concentracion de
lipidos.

La acumulacion de xenobidticos es la diferencia entre el ingreso y la eliminacion
de estos compuestos. A medida que las cocnentraciones en el medio se modifican
(aumentan o disminuyen), las concentraciones en los individuos también aumenta o
disminuye hasta alcanzar el estado estacionario (Newman y Unger, 2003). En
hepatopancreas, las concentraciones de endosulfan acumuladas fueron mayores en los
primeros dias, cuando las concentraciones de este en agua fueron mas altas. A medida
que las concentraciones en agua decrecieron, los valores observados en este drgano
también disminuyeron. Esta detoxificacion podria estar definida por los mecanismos
que este oOrgano posee. Como se planted anteriormente, estos mecanismos de
detoxificacion podrian estar relacionados con las células F, su transformacion en células
F/B y el aumento observado de células de excrecion B, las cuales aumentan en un
intento por metabolizar y excretar la mayor cantidad posible de xenobioticos (Sreeram y
Menon, 2005). Distintas cantidades de este plaguicida habrian sido excretadas por
accion de las células B hacia el lumen, para luego acoplarse a las heces y ser excretados
hacia el exterior. Este aumento en la transformacion de células F en células B, el cual se
deduce por el aumento de estas ultimas, seria el responsable de la detoxificacion en el
tiempo.

Los procesos de detoxificacion pueden incrementar la eliminacion de
plaguicidas, reduciendo la bioacumulaciéon. Debido a ello, la acumulacion de
xenobiodticos en diferentes tejidos puede no ser directamente proporcional a la
concentracion a la que los organismos estan expuestos. Estos mecanismos de
detoxificacion actian en diferentes intensidades de acuerdo a la concentracion de
exposicion. Las concentraciones de endosulfan acumuladas por los cangrejos expuestos
a C; y C,, las cuales fueron similares a pesar de las diferencias en las concentraciones

en agua, estan influidas por los mecanismos de detoxificacion. Estos se activan en
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mayor o menor intensidad de acuerdo a los estimulos recibidos (Sreeram y Menon,
2005). De esta manera, los animales regulan los niveles de plaguicidas acumulados.
White y Rainbow (1982), probaron la existencia de mecanismos de regulacion de
metales acumulados en el camarén P. elegans, el cual regula las concentraciones de
metales esenciales hasta cierto valor, denominado nivel umbral, por encima del cual la
acumulacion ya no puede ser controlada. Sin embargo, estos mecanismos de regulacion
parecen actuar solo en el caso de metales esenciales, como el Zinc y el Cobre, mientras
que en el caso de metales no esenciales como el Cadmio, la acumulacion esta
directamente relacionada con la concentracion en agua.

En el caso de los cangrejos expuestos a la concentracioén 3 (concentracion inicial
de 360 + 15 pg. endosulfan 1), las concentraciones de endosulfan habrian sido mas
altas que el valor umbral de detoxificacion. Los mecanismos de eliminacién habrian
sido saturados, no logrando regular su acumulacion. De este modo, la acumulacion
estuvo menos controlada y mayormente relacionada con la concentracion de endosulfan
en agua, la cual fue decreciendo con el tiempo, aumentando los efectos deletéreos
relacionados con necrosis y otros efectos histopatologicos.

Procesos de bioacumulacion no lineales también han sido observados en otros
trabajos realizados en especies dulceacuicolas de la region. En el caso de Z. oronensis,
no se encontraron diferencias en la acumulacion de plomo en el sistema digestivo (entre
los cuales se encontraria el hepatopancreas) entre las diferentes concentraciones de
exposicion de este metal luego de 15 dias de exposicion (Gagneten y col., 2012). En el
caso de Z. collastinensis, no se observaron diferencias en la acumulacion de cromo al
ser expuestos a concentraciones ascendentes de este metal en agua, las cuales poseian
un factor de dilucion de 0,5 (Marchese y col., 2008).

En algunos casos se encontraron incluso relaciones inversas, donde la mayor
acumulacion se observo en los animales expuestos a concentraciones menores. De
acuerdo a Gutiérrez y col. (2008), ejemplares del cladocero Daphnia magna acumularon
cantidades mayores de cromo en aquellos expuestos a 100 pg. I'' que los expuestos a
concentraciones mayores, de 300 pg. I''. Sin embargo todos estos trabajos han sido
realizados con animales expuestos a diferentes metales, y mecanismos que regulan la
acumulacion y detoxificacion de estos no son los mismos que aquellos que intervienen

en el caso de compuestos organicos como los insecticidas (McGeer y col., 2003).
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En el caso de la bioconcentracion en gonadas femeninas, esta no mostré relacion
con la concentracion de exposicion asi como tampoco se observaron variaciones en el
tiempo. El endosulfan presente en las génadas puede tener dos vias de ingreso. Por un
lado, las concentraciones de biocidas circulantes por hemolinfa pueden haberse
acoplado a los ovocitos por contacto directo. Los ovarios son sitios de acumulacion de
lipoproteinas, en las cuales los plaguicidas lipofilicos podrian haberse adsorbido luego
de atravesar el epitelio ovarico y penetrar en los ovocitos.

Por otro lado, el ingreso de plaguicidas a las gonadas puede relacionarse con las
lipoproteinas enviadas desde el hepatopancreas. Durante la vitelogénesis exdgena los
lipidos acumulados en este son transformados en lipoproteinas y enviados a través de la
hemolinfa hacia los ovocitos (Harrison, 1990; Lubzens y col., 1995; Rodriguez y col.,
2000). Los biocidas como endosulfan, cuyo coeficiente de particion octanol/agua
favorece su solubilidad en tejidos ricos en lipidos, podrian adherirse a las lipoproteinas
y ser transportado junto con ellas hacia el ovario.

Los ovocitos son estructuras de acumulacion de vitelo, el cual luego le servira a
los embriones para obtener la energia necesaria para su desarrollo asi como también a
las larvas o juveniles en especies lecitotroficas. De este modo, diferentes
concentraciones de biocidas, las cuales forman parte del vitelo de los ovocitos, estarian
pasando a las siguientes generaciones, entrando en contacto con los embriones desde la
fecundacion.

El hecho de que algunos compuestos lipofilicos sean acumulados en las génadas
de las hembras es sefialado como una de las razones por las cuales existen diferencias
entre sexos en cuanto a la resistencia a plaguicidas. En el camaron dulceacuicola P.
pugio se puede observar una mayor resistencia hacia endosulfin en las hembras,
comparandolas con los machos o con las agrupaciones de hembras y machos juntos
(Wirth y col., 2001). De acuerdo a estos autores, uno de los mecanismos metabodlicos
mediante los cuales las hembras disminuyen las concentraciones de este biocida
circulante se relaciona con el transporte de lipoproteinas hacia los ovocitos. En otras
especies de crustaceos, como en el copépodo Microarthridion littorale, se puede
observar también una mayor resistencia de las hembras con respecto a los machos,
determinada a través de las diferencias en los valores de concentracion letal media (Di
Pinto y col., 1993). Similares resultados se observarian también en el cangrejo U.

pugilator en ensayos agudos de 96 horas (Wirth y col., 2001).
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Sin embargo este mecanismo de detoxificacion, que permite disminuir las
concentraciones y los efectos de estos compuestos sobre las hembras, podria tener un
efecto negativo sobre las crias y por lo tanto al resto de la poblacion. Estos plaguicidas
alcanzan las células reproductivas, comenzando la exposicion de los embriones desde el
momento mismo de la fertilizacion. Esta exposicion constante de los embriones a
plaguicidas puede causar diferentes efectos sobre estos (Rodriguez y Amin, 1991; Lee y
col., 1996).

El compuesto mayormente encontrado en las goénadas fu¢ el isémero a-
endosulfdn. No se encontraron cantidades detectables del compuesto de degradacion,
sulfato de endosulfan, tanto en hepatopancreas como en goénadas, lo que estaria
indicando que no existe una acumulacion de compuestos metabolizados. Estos
resultados coinciden con los encontrados por Lee (1993) en el cangrejo azul C. sapidus,
en el cual se encontr6 poca acumulacion de metabolitos de trifeniltin y de
hexaclorobifenilo en el hepatopancreas, primando la acumulacion de los compuestos
parentales. En el tinico caso en el que se detectaron mayores cantidades de los productos
de metabolizacion fue en el dicloronitrobenceno. Sin embargo en el ovario y en los
ovocitos la acumulacion también fue en general de los compuestos parentales para estos
tres plaguicidas, encontrando solo en el caso trifeniltin pudieron observarse algunas
concentraciones del metabolito acumuladas en el ovario. Esto indicaria que los
compuestos parentales son transportados hacia los ovocitos, mientras que los
metabolitos, en el caso de existir metabolizacion interna, no serian enviados hacia estos
(Lee, 1993). Este comportamiento es similar al observado en el caso de Z
collastinensis.

El hepatopancreas es un organo dinamico, cuya composicion celular y
funcionalidad puede modificarse de acuerdo a diferentes estimulos. A través de
diferentes mecanismos de detoxificacion este 6rgano es capaz de depurarse a si mismo
con el tiempo. De este modo, las concentraciones acumuladas en este 6rgano estarian
relacionadas con las concentraciones presentes en un plazo de tiempo corto.

Por otro lado, las gonadas serian un sitio conservativo de acumulacion de lipidos
y de compuestos relacionados con estos. Las concentraciones alli acumuladas tendrian
relacion con algun evento de exposicion, pero no necesariamente con un evento cercano

en el tiempo. Luego del cese de la exposicion, las concentraciones presentes en este
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organo podrian disminuir por la acumulacion de lipidos con menores concentraciones
de plaguicidas.

La combinacion de informacion entre las concentraciones acumuladas en
hepatopancreas y en goénadas puede tener importancia en la utilizacion de Z.
collastinensis como bioindicador de contaminacion. Las concentraciones presentes en
hepatopancreas estarian mas relacionadas con exposiciones recientes a plaguicidas,
indicando un evento de contaminacion cercano en el tiempo. Las concentraciones
acumuladas en gonadas brindan informacion acerca de algun evento de exposicion, sin
poder estimarse el momento en que este ocurrid. Asi, los diferentes tejidos de este
cangrejo, en especial el hepatopdncreas, pueden servir en el reconocimiento no solo del
tipo de compuesto a los que estuvieron expuestos estos organismos y el resto de la biota
relacionada, sino que también podrian brindar informacion acerca del momento en que
esta exposicion ocurrio, es decir, si fue una exposicion reciente.

Los cangrejos ocupan un sitio central en las redes troficas, tanto de los
ecosistemas terrestres relacionados con las riberas como de los ecosistemas
dulceacuicolas. Estos pueden ser activos depredadores de invertebrados, como
oligoquetos, moluscos y otros crustaceos, alimentarse de plantas e incluso de restos de
animales y plantas en descomposicion. A su vez, son utilizados como recurso tréfico
por peces, reptiles, aves y mamiferos, ademés de otros cangrejos (Williner y Collins,
2002; Collins, 2006). Su alta resistencia a plaguicidas, superior a otros crustaceos
decapodos, y su capacidad de bioacumular plaguicidas los convierte en una fuente
alimenticia disponibles en sitios cuya biodiversidad haya disminuido por la exposicion a
plaguicidas, transfiriendo estos compuestos a sus predadores (biomagnificacion) y

potencialmente al hombre (Newman y Unger, 2003).

Efectos subletales en embriones.

Los embriones dentro del huevo de Z. collastinensis presentan una alta
resistencia a concentraciones de plaguicidas, incluso a aquellas que son letales para los
adultos. De acuerdo a estos resultados, este estadio inmaduro seria mas resistente. Sin
embargo la exposicion a estas concentraciones, si bien no fue letal, tampoco fue inocua,
ya que se produjeron varios efectos subletales, como el incremento en el tiempo de
incubacién, disminucion en la eclosion efectiva y disminucion en la supervivencia de

las crias nacidas.
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El incremento en el tiempo de incubacion de los embriones expuestos a
endosulfan y a las 4 concentraciones mas bajas de clorpirifés coincide con lo observado
en el cangrejo azul C. sapidus expuesto a fenvalerato, el camarén P. pugio expuesto a
fipronil y a endosulfan y el cangrejo E. sinensis luego de la exposicion a algunas
concentraciones de clorpirifos (Lee y Oshima, 1998; Wirth y col., 2001; Key y col.,
2003; Li y col., 2006). En este ultimo se observo también, como en el caso de Z
collastinensis, un aumento en el periodo de incubacion en las concentraciones mas bajas
y un periodo de incubacion similar al control en las concentraciones mas altas (Liy col.,
20006).

Sin embargo, Rodriguez y Pisand (1993) encontraron similares tiempos de
incubacion entre las larvas del cangrejo N. granulata expuestas al insecticida paration y
al herbicida 2,4-D y sus respectivos grupos control. En el caso de E. sinensis expuesto a
atrazina, Liy col. (2006), encontraron una disminucién en el periodo de incubacion.

En animales marinos la exposicion a metales causa en general modificaciones en
el periodo de incubacion pero tendientes a su acortamiento. La exposicion a ciertos
metales como plomo y cadmio disminuye el tiempo de incubacion del cangrejo
anomuro Lithodes santolla (Amin y col.,, 1997). En el caso de N. granulata la
exposicion de embriones a metales como cobre también redujo el periodo de
incubacion, mientras que zinc y plomo no causaron modificaciones en el tiempo de
incubacion, aunque si causaron asincronias en la eclosion (Zapata y col., 2001; Lavolpe
y col.,, 2004). Por el contrario, la exposicion a mercurio aumenté el tiempo de
incubacion de esta especie (Sanchez y col., 2005). Amin y col. (1997) plantean que,
expuestas a concentraciones toxicas de metales, las larvas “preferirian” eclosionar a su
forma de vida libre como un método de evadir este ambiente estresante. Estas larvas,
que permanecen en la zona pelagica durante un tiempo, podrian migrar junto con las
corrientes marinas hacia sitios menos estresantes (Amin y col., 1997).

En las especies marinas las larvas poseen espinas dorsales y/o rostrales, las
cuales son utilizadas en la ruptura del corion durante el inicio de la eclosion. Estas
espinas, asi como también las setas, son desarrolladas durante el ultimo periodo de
incubacion. Las larvas eclosionadas prematuramente ante la exposicion a metales
presentaron malformaciones en estas estructuras (Amin y col., 1997; Zapata y col.,

2001; Lavolpe y col., 2004 Sanchez y col., 2005). De acuerdo a Amin y col. (1997), el
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estimulo hacia la eclosion prematura en ambientes estresantes, descrito anteriormente,
seria tan fuerte que se realizaria atin a costa del completo desarrollo de estas estructuras.

En el caso de los neonatos de Z. collastinensis, los cuales eclosionan como
juveniles, no se observan espinas u otras estructuras similares a las larvas de especies
marinas (datos sin publicar). La eclosion se produce a través de los movimientos de los
pereiopodos que realizan los embriones, empujando hasta romper el corion. El mayor
tiempo de incubacion podria estar relacionado con los efectos de estos plaguicidas sobre
la coordinacion de los movimientos. Endosulfan y clorpirifos son dos insecticidas que
alteran el sistema nervioso central. La exposicion a ambos plaguicidas puede causar
dificultades en la coordinacion de los movimientos de juveniles y adultos (Montagna y
Collins, 2007). El aislamiento del corion, si bien disminuiria la permeabilidad de
plaguicidas hacia el interior del huevo, no es total. Lund y col. (2000) observaron la
inhibicion en los niveles de acetilcolinesterasa en diversos estadios embrionarios del
camardn P. pugio luego de ser expuestos al clorpirifos. Diversas concentraciones de
endosulfan y clorpirifés podrian haber penetrado el huevo, alcanzo el embrion. Los
efectos motrices podrian haber dificultado la eclosion de los cangrejitos, incrementando
el tiempo de incubacion por la dificultad en lograr eclosionar.

Por otro lado, durante los ultimos dias de incubacién de los embriones de los
organismos dulceacuicolas se observa una reduccion en el grosor del corion (Glas y
col., 1997). Este afinamiento estaria mediado por enzimas proteoliticas liberadas por el
embrion en las etapas finales del desarrollo, facilitando la ruptura del corion durante la
eclosion (Glas y col.,, 1997). La exposicion a estos plaguicidas podria causar un
desequilibrio en la produccion de enzimas, dificultandose la ruptura de este corion mas
grueso.

Sin embargo, en los embriones expuestos a clorpirifés puede observarse un
aumento en el tiempo de incubacidon a menores concentraciones, sin encontrarse
diferencias en los expuestos a las mayores concentraciones. Similares resultados se
observaron en el cangrejo E. sinensis expuesto a clorpirifos. Estudios complementarios
deberian realizarse para determinar si a mayores concentraciones se observa una
disminucién en los periodos de incubacion, como los observados ante la exposicion a
metales.

El incremento en el periodo de incubacion no solo tendria efectos sobre los

embriones, sino que también aumentaria el estrés sobre la hembra, la cual carga con los
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huevos. Al extenderse el periodo de incubaciéon aumenta también el riesgo de
depredacion, aunque estos incrementos sean solo de algunos dias (Li y col., 2006).

El nimero de embriones que lograron completar la eclosion (eclosion efectiva)
también disminuyo por la exposicion a ambos plaguicidas, teniendo una mayor relacion
concentracion — efecto que sobre el periodo de incubacion. Como se describid
previamente, antes de la eclosion comienzan los procesos de afinamiento del corion y
luego se produce la ruptura. El afinamiento y posterior ruptura de este corion, el cual es
propuesto como una barrera contra los plaguicidas, aumenta el contacto de los
embriones/neonatos con estos. Key y col. (2003) observaron una mayor mortalidad en
los embriones de P. pugio en el momento de la eclosion. Rodriguez y Pisano (1993)
observaron también una disminucion en las larvas eclosionadas de C. granulata luego
de la exposicion a paration, aunque la exposicion a 2,4-D no provocod modificaciones
significativas. La exposicion a ciertas concentraciones de cobre caus6é también la
disminucién de larvas eclosionadas en el cangrejo Petrolisthes galathinus y en el
camaron P. pugio (Lopez Greco y col., 2002a, b). Los efectos letales de endosulfan y
clorpirifés en Z. collastinensis pudieron observarse también en los individuos expuestos
permanentemente, los cuales no sobrevivieron al romper el corion durante la eclosion.

La disminucién en la eclosion efectiva, asi como también el aumento general en
el periodo de incubacion, fueron observados no solamente en los cangrejos expuestos
permanentemente sino también en aquellos que fueron expuestos de forma aguda (96
horas) y luego llevados a agua declorada libre de plaguicidas. Estos resultados muestran
que no solamente en el periodo cercano a la eclosion, con el afinamiento y/o ruptura del
corion, los embriones son sensibles a los biocidas. Los efectos producidos en el embrion
dentro del huevo, a pesar del cese de la exposicion, pueden observarse al momento de la
eclosion (Lund y col., 2000).

La exposicion a estos plaguicidas, tanto permanentemente como de manera
aguda, provocd también efectos irreversibles en los neonatos, observables luego de la
eclosion. Estos efectos causaron que los cangrejos juveniles no pudieran sobrevivir
hasta el primer ciclo de muda, mientras que todos los individuos del grupo control
alcanzaron esta etapa. Diversas malformaciones relacionadas con la exposicion a
toxicos, sobre todo a metales, han sido registradas en varias especies de decapodos.
Algunas de estas malformaciones, como se discutié previamente, estdn relacionadas con

el desarrollo incompleto de espinas y setas, presumiblmente a causa de la eclosion
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prematura de las larvas (Amin y col., 1997; Zapata y col., 2001; Lavolpe y col., 2004
Sanchez y col., 2005). En el caso de Z. collastinensis, si bien no se descarta la existencia
de malformaciones, los efectos observados se relacionan con el normal comportamiento
anormal de los juveniles eclosionados. Estos permanecieron con los pereiopodos
replegados por el abdomen, la misma posicion que adoptaron durante la etapa de
embrion dentro del huevo. Los movimientos observados estuvieron relacionados con el
movimiento de antenas y anténulas y con la circulacion del agua dentro de la cadmara
branquial, ademas de los latidos del corazoén.

A pesar de no haber alcanzado el primer ciclo de muda, estos juveniles
sobrevivieron durante diferentes periodos de tiempo a concentraciones a la cuales no
sobreviven los adultos. Esta mayor resistencia, en este caso sin la proteccion del corion,
puede relacionarse con el menor efecto de los plaguicidas en el sistema nervioso
inmaduro de los neonatos (Key y col, 2003; Li y col., 2006).

Los cangrejos juveniles del grupo control se comportaron de manera normal,
caminando entre las plantas ofrecidas como sustrato. Los embriones no solo encuentran
en esta un refugio, sino que también se pueden alimentar tanto de la planta ofrecida
como del perifiton presente. Sin embargo se desconoce si en la etapa de neonato existe
alimentacion exdgena, ya que podrian no estar desarrolladas las estructuras necesarias
para la alimentacion. La supervivencia de los neonatos expuestos durante algunos dias,
los cuales no fueron capaces de alimentarse, estaria relacionada con la utilizacion de la
reserva energética con la que nace cada cangrejito (alimentacion endogena). En sistemas
inestables como los dulceacuicolas, donde la oferta trofica para los neonatos es también
inestable, los juveniles eclosionados se alimentan durante un tiempo de las reservas de
vitelo que poseen, independizandose de la alimentacidon exdgena (Vance, 1973; Bliss,
1982; Anger, 1995; 2013).

Sin embargo los efectos en tiempo de incubacion y eclosion efectiva observados
estan relacionados con concentraciones de plaguicidas que pueden considerarse altas. Al
exponerse los embriones a concentraciones mas bajas de plaguicidas, que pueden
encontrarse en el ambiente, no se observaron diferencias en tiempo de incubacion y
eclosion efectiva de los embriones de Z. collastinensis. Las bajas concentraciones de
exposicion, sumadas al efecto protector del corion y a la inmadurez del sistema

nervioso, no habrian sido suficientes para afectar estas variables.

125



Carlos Leandro Negro
Efectos de biocidas en el cangrejo dulciacuicola cavador Zilchiopsis collastinensis
(Decapoda, Trichodactylidae)

A pesar de no afectarse el tiempo de incubacion o la eclosion efectiva, la
supervivencia de los neonatos disminuyd con respecto a los individuos del grupo
control en varias concentraciones. Las dificultades en el movimiento de los pereiopodos
provocadas por algunas concentraciones de estos insecticidas, similares a las descritas
anteriormente, impidio la supervivencia de algunos de los cangrejitos.

Una vez producida la eclosion, en los neonatos expuestos la supervivencia hasta
el primer ciclo de muda fue menor. El corion actuaria como una barrera eficaz ante la
exposicion a bajas concentraciones de plaguicidas, similares a las que se encuentran en
el ambiente. Al salir del huevo y perder la proteccion de este mecanismo de barrera,
comenzaron a evidenciarse los efectos de los plaguicidas.

Estos individuos que poseen dificultades para mover sus pereiopodos, y que no
estan destinados a sobrevivir, pueden considerarse como “ecologicamente muertos” de
acuerdo a Newman y Unger (2003). Dentro de un contexto ecoldgico en el cual se
produzca el ingreso de concentraciones de plaguicidas similares a las aqui trabajadas,
los individuos afectados no serian capaces de crecer, competir favorablemente por el
alimento, evadir a sus predadores y menos aun de desarrollar otras actividades de
importancia poblacional como la reproduccion. A pesar de que los cangrejos estén
fisiologicamente vivos durante algunos dias, pueden considerarse ecologicamente
muertos ya que en el ambiente no sobrevivirian en esas condiciones (Newman y Unger,
2003).

En el ambiente pueden encontrarse concentraciones dentro del rango de las
utilizadas aqui como “similares a ambientales” (Lenardon y Enrique, 1998; Lenardon y
col., 1998; Jergentz y col., 2004; 2005; Silva y col., 2005). La exposicion de las
hembras ovigeras a estas concentraciones no causaria efectos que perjudiquen la
supervivencia a corto plazo de estas. Sin embargo disminuiria la capacidad de aportar
nuevos integrantes poblacionalmente activos, ya que los neonatos no podrian crecer
hasta el tamafio adulto y reproducirse. Estas concentraciones subletales fisiologicamente
para las hembras serian letales en un contexto poblacional (Rand y Petrocelli, 1986;

Newman y Unger, 2003).

Efectos en el metabolismo de juveniles
El consumo de oxigeno de los juveniles de Z collastinensis no sufrio

modificaciones ante la exposicion a 6 y 62 pg endosulfan 1. Los mayores desvios
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estandar observados en la primera hora de exposicion se relacionan con el estrés del
manipuleo al comenzar los experimentos. Estos ingresaron a las cdmaras e intentaron
escapar, mientras que otros permanecieron en reposo.

La exposicion de 7. borellianus a este plaguicida increment6 el consumo de
oxigeno en algunas concentraciones durante las primeras horas de exposicion
(Montagna y Collins, 2008). De acuerdo a estos autores, el aumento en la tasa de
consumo de oxigeno estaria relacionado con los efectos fisiologicos producidos. Este
biocida, de accion inicial moderada y luego rapida y prolongada, estd disefiado para
provocar la estimulacion en los centros motores de los insectos, incrementando la
actividad, provocando el ascenso espontaneo en la temperatura y el consumo de
oxigeno, seguido de inmovilidad y muerte (Agroquim, 2013). En el caso de juveniles
del cangrejo dulceacuicola Dilocarcinus pagei, Negro y col (2012) observaron también
un aumento en el consumo de oxigeno ante la exposiciéon a 6 pg endosulfan 1" y una
disminucion durante las primeras horas de exposicion a 62 pg endosulfan 1. De
acuerdo a estos autores la reduccion del consumo de oxigeno en la primera hora podria
estar relacionada con una respuesta de aislamiento a través del cierre de la camara
branquial, utilizando el oxigeno presente en ese volumen de agua. Con el tiempo el agua
debe ser renovada debido al consumo del oxigeno disuelto y a la acumulacion de
compuestos de excrecion. Con cada renovacion ocurre la exposicion al plaguicida. Los
efectos de este biocida, relacionados con el aumento en el consumo de oxigeno,
impedirian la utilizacién de este mecanismo de defensa conductual por periodos de
tiempo prolongados, aumentando el consumo de oxigeno hasta niveles similares al
control. Efectos similares a lo descrito para este Ultimo cangrejo, donde las menores
concentraciones causaron un aumento en el consumo de oxigeno, fueron observadas en
el pez Labeo rohita al ser expuesto a endosulfan y en el pez Geophagus brasiliensis al
ser expuesto a glifosato (Rao y col., 1981; Barbieri 2009).

Sin embargo en los juveniles de Z. collastinensis el consumo de oxigeno fue
similar entre los individuos control y los expuestos a endosulfan. Los efectos causados
por este plaguicida o los mecanismos de defensa de esta especie no estarian
relacionados con modificaciones en el consumo de oxigeno. Estos corresponderian a
modificaciones en el sustrato energético, observable por las diferencias en la excrecion
de nitrogeno amoniacal y la relacion de equivalentes atdmicos de oxigeno y nitrégeno.

Los caminos metabolicos de los crustaceos relacionados con la excrecion de nitrogeno
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son el catabolismo de aminoacidos y ciertas amidas, degradacion de acidos nucleicos y
desaminacion de los nucledtidos de las purinas y urea. Los crustaceos decapodos
excretan el nitrégeno mayormente como amonio, siendo excretada la mayor parte de
este a través del epitelio branquial (Kormanik y Cameron, 1981; Pequeux y Guilles,
1981). La reduccion en la excrecion de nitrégeno amoniacal en Z. collastinensis podria
estar relacionado con la reduccion en el catabolismo de aminoacidos y la mayor presion
en otros sustratos energéticos, lo cual sugiere la interferencia de este plaguicida en su
metabolismo.

Por otra parte, la exposicion a plaguicidas puede causar lesiones
(histopatologias) en las branquias de cangrejos, en general relacionadas con el colapso
de estas por el efecto sobre las células pilares que las conforman (Bhavan y Geraldine,
2000). Estas histopatologias podrian dificultar la excrecion de los residuos amoniacales,
siendo el motivo por el cual se encontraron menores concentraciones de nitrogeno en
agua. Una reduccion en la excrecion de nitrégeno amoniacal fue también observado
como efecto de la exposicion a endosulfan en el pez Macrognathus aculeatum (Rao y
col., 1981).

La combinacion entre el consumo de oxigeno y la excrecién de nitrégeno
amoniacal (relacion O:N) puede ser utilizada en el reconocimiento del tipo de sustrato
energético utilizado por cualquier organismo aerébico. Una alta relacion O:N sugiere un
incremento en el metabolismo de lipidos o carbohidratos, mientras que una relacion
O:N baja indica un incremento en el metabolismo de proteinas (Pillai y Diwan, 2002).
Esta relacion de equivalentes puede ser modificada por el contacto con diferentes
contaminantes. En general la utilizacion de proteinas como sustrato energético es
utilizada como un indicador de condiciones estresantes. Sin embargo en el caso de Z.
collastinensis se observd un mayor consumo de lipidos como sustrato energético,
disminuyendo el consumo de compuestos nitrogenados, con la consecuente disminucion
en la excrecion de nitrogeno amoniacal. Durante la exposicion del cangrejo T.
borellianus a endosulfan también pudo observarse un aumento en la relacion O:N
(Montagna y Collins, 2008). La funciéon fundamental de los lipidos es la reserva
energética. Estas aportan mayor cantidad de energia por gramo (9,4 kcal g'l) que los
carbohidratos y las proteinas (4,2 y 4,3 kcal g'1 respectivamente) (Schmidt y Nielsen,
1997). Estos cangrejos mantienen el nivel de gasto energético utilizando la energia

proveniente de la oxidacion de los lipidos en lugar de proteinas. Estas podrian haberse
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destinado a procesos de detoxificacion, como la produccion de enzimas u otras
proteinas. La exposicion a endosulfan en estas concentraciones durante 22 horas podria
no ser lo suficientemente fuerte como para lograr modificar el camino metabolico hacia
el consumo de proteinas.

Ante la exposicion a endosulfan Z. collastinensis no estaria utilizando
mecanismos de defensa relacionados con modificaciones en el consumo de oxigeno o en
el gasto energético, mientras que si lo hicieron otras especies de la misma familia, como
D. pagei y T. borellianus (Montagna y Collins, 2008; Negro y col., 2012). Esto podria
estar relacionado con el tipo de habitat que estas especies utilizan. Mientras que estos
ultimos viven asociados a las raices de la vegetacion flotante como Eichornia crassipes,
entre piedras y ocasionalmente ocupando cuevas cercanas a las orillas, el cangrejo
cavador Z. collastinensis habita generalmente en cuevas que realiza en las riberas, las
cuales pueden ser muy profundas (mas de un metro de profundidad), por debajo del
nivel del agua. En estas la concentracion de oxigeno disuelto puede llegar a 0 ppm,
hecho que fue observado por integrantes del laboratorio de Macrocrustaceos del INALI
en varias oportunidades (datos sin publicar). En un ambiente donde el oxigeno disuelto
puede ser una limitante, como en las cuevas de los cangrejos cavadores, el desarrollo de
mecanismos de defensa relacionados con el aumento en el consumo de oxigeno no seria
posible. Este cangrejo utiliza otros mecanismos, como podrian ser los relacionados con

la produccion de enzimas de detoxificacion.

129



Carlos Leandro Negro
Efectos de biocidas en el cangrejo dulciacuicola cavador Zilchiopsis collastinensis
(Decapoda, Trichodactylidae)

CONSIDERACIONES FINALES

El cangrejo cavador Zilchiopsis collastinensis es una especie de crustaceo
decapodo de gran porte, ampliamente distribuido en sistemas ldticos y leniticos del
tramo medio del rio Parana. Los adultos se establecen en las riberas, en poblaciones
relativamente permanentes (cangrejales).

La alta resistencia a plaguicidas de esta especie les permite sobrevivir a
concentraciones que otras especies, por lo menos de crusticeos, no sobreviven. Sin
embargo, la supervivencia a la exposicion a ciertas concentraciones de plaguicidas no es
inocua, ya que causa diferentes efectos subletales que pueden, con el paso del tiempo,
convertirse en letales

Debido a su alta resistecia a biocidas, en futuras campafias de biomonitoreo
podrian incluirse a individuos de esta especie, ya que puede obtenerse informacion tanto
de acumulacion en tejidos como de diversos biomarcadores que esta especie posee.
Entre los posibles biomarcadores, podrian observarse las modificaciones en la
distribucion celular del hepatopancreas, en especial de las células F y B, relacionadas
con los procesos de detoxificacion. En goénadas las diferencias en la proporcion de
ovocitos atrésicos podria ser también un indicador de sitios afectados por actividades
antropicas, mientras que el indice gonadosomatico y el volumen de los ovocitos no
serian buenos biomarcadores.

La acumulacion de biocidas en hepatopancreas podria utilizarse como un
indicador de contaminacion cercana en el tiempo, ya que este 6rgano posee mecanismos
de detoxificacion que le permiten autodepurarse. Las gonadas, por el contrario, estarian
“reservando” algunas concentraciones de biocidas, sin poder estimarse el tiempo en que
ocurri6 la contaminacion.

La presencia de neonatos que presenten posicion fetal o algunas dificultades en
el movimiento de los pereiopodos también podrian utilizarse como biomarcadores
morfologicos de exposicion, ya que estos neonatos son capaces de sobrevivir a la
exposicion a plaguicidas dentro del huevo, pero sus efectos pueden observarse luego de
la eclosion.

Sin embargo, nuevos trabajos sobre los efectos de otros contaminates tanto en

estas variables asi como también sobre otros niveles de organizacion son necesarios.
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