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NOTA CIENTIFICA

Toxicidad aguda y crénica del lindano sobre Ceriodaphnia cornuta
(Cladocera: Daphniidae)

Acute and chronic toxicity of lindane on Ceriodaphnia cornuta (Cladocera:
Daphniidae)

Jorgelina Juarez y Alcira Villagra de Gamundi

Resumen

El lindano es un plaguicida organoclorado cuya toxicidad produce efectos nocivos en la salud humana y la
biota. El objetivo de este estudio fue evaluar la toxicidad aguda y crénica del lindano sobre el microcrustaceo
Ceriodaphnia cornuta. Para las pruebas agudas se empled un disefio estatico, usando 10 neonatos < 24
horas de edad para el control y para cada concentracion de lindano (5, 10, 15, 20 y 25 mg/L). Se realizaron
tres réplicas de cada tratamiento. Se control6 la inmovilizacion de los individuos a las 48 hs y se calcularon
los valores de CL, . Los bioensayos crénicos consistieron en un disefio semi-estatico, utilizando 10 neonatos
menores de 24 horas de edad (uno por recipiente) para el control y para cada concentracion subletal del toxico
(0,1; 0,15; 0,2; 0,25 y 0,3 mg/L). Se evaluaron los efectos sobre la supervivencia y reproduccién durante 21
dias. El valor obtenido de CL,,48 horas fue de 5,293 + 0,7 mg/L. Los parametros reproductivos (neonatos por
hembra, tamafo de la camada e indice de incremento natural) disminuyeron al aumentar la concentracion del
téxico evaluado, mientras que el inicio de la madurez sexual se retrasd, demostrando la sensibilidad de los
organismos prueba al lindano.

Palabras claves: Toxicidad aguda, Toxicidad cronica, Lindano, Ceriodaphnia cornuta
Abstract

Lindane is an organochlorine pesticide toxicity which produces harmful effects on human health and biota. The
aim of this study was to evaluate the acute and chronic toxicity of Lindane on microcrustaceans Ceriodaphnia
cornuta. For acute tests used a static design, using 10 infants < 24 hours of age for control and each concen-
tration of lindane (5, 10, 15, 20 and 25 mg/L). There were three replicates of each treatment. Monitored the
detention of individuals at 48 am and calculated LC50 values. Chronic Bioassays consisted of a semi-static
design, using 10 infants < 24 hours of age (one per vessel) for the control and each of the toxic sublethal
concentration (0.1, 0.15, 0.2, 0.25 and 0.3 mg/L). The effects on survival and reproduction over 21 days. The
LC,, value of 48 hours was 5.293 + 0.7 mg/L. Reproductive parameters (neonates per female, litter size and
rate of natural increase) decreased with increasing concentration of toxic evaluated, while the onset of sexual
maturity is delayed, thus demonstrating the sensitivity of test organisms to lindane.

Keywords: Acute Toxicity, Chronic Toxicity, Lindane, Ceriodaphnia cornuta.

Introduccioén

El lindano (y-hexaclorociclohexano) es un plaguicida or-
ganoclorado que produce alteraciones orgénicas, genéticas y
reproductivas en la biota; cabe sehalar también, que su afinidad
con los lipidos permite su bioacumulacién y bioconcentracién
a través de las cadenas tréficas (Avalos Gémez et al. 2003). Es
usado principalmente para el control de plagas en vegetales
encontrdndose entre los agroquimicos de més frecuente uso.
Segtin la Agencia de Proteccién Ambiental (EPA) se incluye entre
los compuestos de toxicidad moderada clase II. Esta sustancia
estd prohibida en numerosos paises como Australia, Austria,
Indonesia, Nueva Zelanda, Holanda, Canadd y EE.UU. (INE
2004), por el riesgo ecoldgico y efectos adversos que causa en la
fauna terrestre y acudtica (Iannacone et al. 2000). En Argentina
el lindano estd restringido a distintos usos: a) En Sanidad Animal
(Decreto 2143/68) y més tarde se prohibié completamente su
uso veterinario (Resolucién 513/98), b) En Sanidad Vegetal
(Disp. 80/71), después se lo prohibié como gorgojicida (Disp.
47/72) como también completamente su uso en vegetales
(Resolucién 513/98) y ¢) Como Insecticida Domisanitario
(Resolucién 7292/98) (Giorgio et al. 2005). Por esta razdn es
importante determinar el nivel de riesgo ambiental del plaguicida
lindano sobre organismos representantes del ecosistema acudtico
utilizando bioensayos de toxicidad (Iannacone et al. 2000).

Los cladéceros son ampliamente empleados en bioensayos
de toxicidad, debido a importantes caracteristicas como: re-
produccién partenogenética, corto tiempo generacional, alta
resistencia a cambios ambientales y como organismo filtrador
poco selectivo (Villarroel Utrillas 2004), que permiten disponer
de abundantes especimenes idénticos en un tiempo relativamente
reducido. En tal sentido los individuos cultivados presentan las
condiciones fisioldgicas dptimas para el desarrollo de la prueba
de toxicidad, ademds Ceriodaphnia cornuta es una de las tres
especies de cladéceros mds abundantes en los cuerpos de aguas
tropicales, adaptado a tolerar bajas concentraciones de oxigeno
y altas variaciones de temperatura, distribuyéndose ampliamente
en diversos humedales (Villalobos et al. 2006), lo que favorece
su uso como organismos prueba.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la toxicidad aguda
y crénica del lindano sobre neonatos (<24 horas de edad) del
cladécero Ceriodaphnia cornura.

Condiciones de laboratorio

Los organismos prueba (Ceriodaphnia cornuta G.O. Sars,
1885) fueron colectados del Embalse Celestino Gelsi — Tucuman
y se cultivaron en el laboratorio del Instituto de Limnologfa
del Noroeste Argentino perteneciente a la Facultad de Ciencias
Naturales e Instituto Miguel Lillo (Universidad Nacional de
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Tabla 1. Condiciones de prueba de toxicidad aguda.

Factor Condicién

Temperatura 25+2°C

Fotoperiodo 12:12 h Luz/ oscuridad
Envase prueba 25 mL

Volumen de exposiciéon 15 mL

Edad de organismos prueba Neonatos ? 24 h

N° de réplicas por concentracion 3

N° de concentraciones mas control 6 (5,10,15,20y 25 ug/mL)
Organismos por envase 10

Organismos totales por concentracién 30
Alimentacién No requiere
Agua de dilucién Agua natural filtrada
Tiempo de exposicion 48 h

Respuesta letal Mortalidad, sin movilidad

Tucumdn — Tucumdn — Argentina). Se mantuvieron en labo-
ratorio en acuarios de 10 litros de capacidad, bajo condiciones
de laboratorio de temperatura ambiente (25 + 2 °C), con un
fotoperiodo natural de aproximadamente 12 horas luz/oscuri-
dad y un pH constante de 7. La frecuencia de alimentacién fue
de 2 veces por semana con jugo de salvado de avena (1 mL de
concentrado/L de medio) y la de limpieza de mudas y desechos,
semanalmente. Las concentraciones del téxico fueron preparadas
a partir de una solucidn stock proporcionada por el Instituto de
Evaluacién y Control de contaminantes Ambientales (LECCA)
de la Facultad de Ciencias Exactas y Tecnologia de la Universidad
Nacional de Tucumadn.

Disefio de experimento

Las pruebas agudas fueron realizadas de acuerdo con el proto-
colo estdndar (ISO 1982), inicidndose con neonatos, menores de
24 horas de edad, obtenidos de cultivos en masa y alimentados
con jugo de salvado de avena. Se empled un disenio estédtico,
usando 10 individuos para el control y para cada concentracién
delindano (5, 10, 15,20 y 25 mg/L). Los recipientes de prueba
consistieron (tres réplicas por cada tratamiento) en tubos de

Tabla 2. Condiciones de prueba de toxicidad crénica.

Factor Condicién

Temperatura 25+2°C

Fotoperiodo 12:12 h Luz/ oscuridad

Envase prueba 25 mL

Volumen de exposicion 15 mL

Edad de organismos prueba Neonatos <24 h

N° de réplicas por concentracion 10

N° de concentraciones mds control 6(01;0150,2,025y 0,3
ug/mlL)

Organismos por envase 1

Organismos totales por concentracion 10
Renovacién de solucion test semanalmente
Alimentacion 2 veces por semana

Agua natural filtrada

21 dias

Agua de diluciéon
Tiempo de exposicion

Neonatos por hembra,
tamafio de la camada,
madurez sexual,
longevidad e indice de
incremento natural.

Parametros

ensayos de 25 mL que contienen 15 mL de agua de dilucién
(medio de cultivo). (Tabla 1). Se controlé la inmovilizacién de
los individuos en todos los tratamientos experimentales a las
48 h y se contabilizaron para la determinacién posterior de los
valores de CL, (concentracién que produce el 50% de mortali-
dad), mediante el programa estadistico Probit (US EPA 1988).

Para los ensayos crénicos se empled un disefio semi-estdtico,
utilizando 10 neonatos de aproximadamente 24 hs de edad
(uno por recipiente) para el control y para cada concentracién
subletal de lindano (0,1; 0,15; 0,2; 0,25 y 0,3 mg/L). Los re-
cipientes experimentales fueron iguales a los utilizados en los
ensayos agudos. Se evaluaron los efectos sobre la supervivencia
y reproduccién durante 21 dfas (neonatos por hembra, tamano
de la camada, edad de madurez sexual, longevidad e indice de
incremento natural). (Tabla 2). Los neonatos originados fueron
contados y desechados.

Durante el periodo de monitoreo se mantuvieron las condi-
ciones de laboratorio y los patrones rutinarios de alimentacién
y limpieza establecidos para los cultivos masivos.

Los pardmetros demogréficos se calcularon usando las si-
guientes férmulas:

Tasa reproductiva neta (R )= X 1 m_

Tiempo generacional (Tg)= X1 m_x/ R,

Tasa intrinseca de crecimiento natural (r)= In R /T
Donde:

m = Al niimero de neonatos producidos por hembras sobre-
vivientes a la edad x

1 = La proporcién de individuos sobrevivientes a la edad x
x= Dias

Los datos se analizaron estadisticamente usando el anlisis de
varianza (ANOVA) para determinar las diferencias significativas
entre el control y los distintos tratamientos.

Resultados

En laTabla 3 y Figura 1 se muestran los porcentajes de mor-
talidad observados de neonatos menores de 24 h de edad de C.
cornuta para cada una de las concentraciones de lindano y los
valores obtenidos de CL, | a 24y 48 h de exposicién.

LaTabla 4 muestra los efectos del lindano sobre la reproduccién
y supervivencia de C. cornuta. Se observa un incremento gradual
de la edad a la que los organismos alcanzan la madurez sexual,
valores promedios comprendidos entre 10,2 dias para el control
y de 14 dias para la méxima concentracién (0,3 mg/L) (Fig. 2).

Tabla 3. Porcentaje de mortalidad y CL,, a 24 y 48 h de exposicion.

Concentraciones % Mortalidad

Lindano (mg/L)

48 h de exposicion 24 h de exposicién

Control 40 57

5 63 63

10 73 73

15 83 93

20 97 100

25 100 100
CL,, 4,789 + 0.6 (mg/L) 5,293 £ 0.7(mg/L)
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puesta a diferentes concentraciones de lindano.
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Tabla 4. Efectos del lindano sobre el ciclo de vida y parametros demograficos de Ceriodaphnia cornuta.

Lindano (mg/L)

0 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Madurez sexual (Dias) 10,2 10,3 11,7 12 12,5 14
N° neonatos/21 dias 54 25 25 6 4 2
N° neonatos/dia 2,6 1,2 1,2 0,3 0,2 0,1
Neonatos/adulto 54 2,5 25 0,6 0,4 0,2
Longevidad (Dias) 19,8 13 13,8 74 7 4
R, 4,91 1,16 1,43 0,2 0,12 0,02
Tg 13 12 14 11 10 14
r 0,024 0,01 0,018 -0,14 -1,28 -13,97

Despues de 21 dias de prueba, Ceriodaphnia cornuta produjo
un ndmero considerablemente menor de neonatos a mayor con-
centracién del toxico, aunque a concentraciones de 0,1 y 0,15
mg/L de lindano dieron el mismo resultado (Fig. 3). Asi mismo,
lalongevidad decrece a medida que aumenta la concentracién del
plaguicida, a excepcién de los grupos experimentales 0,1 y 0,15
pg/mL con 13y 13,8 dias de supervivencia respectivamente, (Fig.
4). Los resultados para la tasa intrinseca de crecimiento natural
(r) se muestran en la Figura 5. Se observa una acentuada dismi-
nucién a partir de la concentracién de 0,2 mg/L. Esta disminu-
cién es particularmente considerable a la mdxima concentracién
del lindano (0,3 mg/L) con un valor de (r) de -13,97. La tasa
reproductiva neta (Fig. 6) mostré valores decrecientes desde el
control (4,91) a la mixima concentracién (0,02).

El andlisis estadistico de los resultados (ANOVA) puso de
manifiesto diferencias significativas entre el control y los tra-
tamientos en la edad de la primera reproduccién (p= 0,0048),
produccién de neonatos en 21 dias (p= 0,0027) y longevidad (p=
0,0012) y no mostré diferencias significativas en los pardmetros
(r) tasa intrinseca de crecimiento natural (p= 0,1514) y (Tg)
tiempo generacional (p= 0,7749).

Discusion y conclusiones

Los resultados obtenidos permiten hacer algunas conside-
raciones respecto a la eficiencia de C. cornuta como organismo
prueba en bioensayos de toxicidad.

Los ensayos agudos evidenciaron que C. cornuta tiene una
menor sensibilidad al lindano, con un valor de CL, 48 h (5,293
+ 0,7 mg/L) respecto a otros ddfnidos de mayor tamafno como
Simocephalus vetulus (11,4 pg/L) (Judrez et al. 2007) y Daphnia
magna (460 pg/L) (Silvaetal. 2001) y (Martin et al. 2007). Tam-
bién es mds tolerante en comparacién con los valores registrados
para Daphnia magnay Daphnia longispina (Antunes et al. 2004)
para lindano con LC, 48 h que oscilaron entre 1802 y 2843
pg/L y 2079 y 3116 pg/L respectivamente, a distintos niveles
de alimentacién con algas. Villarroel Utrillas (2004), describié
un valor para el organoclorado Propanil sobre D. magna de
5,02 mg/L, valor comparativamente similar al obtenido en el
presente estudio. El porcentaje de mortalidad a las 24 y 48 h
observé un rango de 40 — 100% y 57 — 100% respectivamente
(concentraciones de 0 a 25 mg/L).

La Figura 8 expresa la relaciones integradoras de los pardme-
tros demogréficos estudiados pudiéndose observar la sensibilidad
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Figura 7. Supervivencia de Ceriodaphnia cornuta expuesta a diferentes concentraciones de lindano.
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Figura 8. Parametros demograficos de Ceriodaphnia cornuta expues-
ta a diferentes concentraciones de lindano.

de R,y r como también la correspondencia a sus cambios de la
longevidad y el tiempo generacional. Los resultados de toxicidad
crénica obtenidos demostraron que a medida que aumenta la
concentracién de lindano, el tiempo que transcurre desde el ini-
cio de la prueba hasta que se produce la primera reproduccién de
los organismos, aumenta gradualmente. Durante los 21 dias de
duracién del ensayo, se observé una significativa disminucién de
neonatos producidos al incrementar la concentracién del plagui-
cida. En tal sentido, entre el control y la primera concentraciéon
se registra una disminucién con una produccién del 46% en la
camada. Villarroel Utrillas (2004) observé resultados similares
con los organoclorados Tetradifén y Propanil en D. magna, més
relevante para el segundo téxico. La longevidad media también
se redujo de 19,8 a 4 dias (control — médxima concentracién),
en forma similar a los efectos del insecticida Diazinon (Wong
1997) sobre Moina macrocopa con valores de 5,8 a 1,6 dfas.

La tasa intrinseca de crecimiento natural (r) resulté ser un
pardmetro muy sensible al t6xico, ya que si bien existen ante-
cedentes sobre la disminucién de su valor entre el control y la
méxima concentracidn, tales como, de 0,22 20,17 para D. lon-
gispinay D. magna expuestas por 21 dfas a 607,5 pg/L de lindano
(Antunes et al. 2004); 0,33 a 0,14 en D. magna después de la
exposicién a 0,55 mg/L del herbicida Propanil (Villarroel Utrillas
etal. 2003); 0,25 a-0,7 para D. pulex expuesta a concentracion
de 2 pg/L del organofosforado Diazinon (Stark et al. 2003); los
valores obtenidos por nosotros son altamente relevantes ya que

a mdxima concentracién, r registré -13,97, evidencidndose la
alta mortalidad respecto a la natalidad, en contraposicién del
control (0,02). Asi mismo, podemos inferir que el lindano tiene
un efecto negativo sobre la supervivencia de C. cornuta (Fig. 7).

Los resultados obtenidos corroborarfan la mayor eficiencia de
las especies de Ceriodaphnia en bioensayos. Ceriodaphnia cornuta
resultd ser mds sensible al lindano con un valor de CL_ 48 h
(5,260 + 0,7 pg/mL) menor que los encontrados en Simocephalus
vetulus (11,4 pg/L; Judrez et al. 2007) y en Daphnia magna (460
pg/L; Silva et al. 2001 y Martins et al. 2007), indicdndolo como
un adecuado organismo biosensor de contaminantes.

El tiempo que transcurre desde el inicio de la prueba hasta
que se reproduce por primera vez C. cornuta aumenta gradual-
mente a medida que aumenta la concentracién de lindano.
También se observé una significativa disminucién de neonatos
al incrementar la concentracién del plaguicida. Villarroel Utrillas
(2004), observo resultados similares producidos por tetradifén
y propanil en Daphnia magna, ambos plaguicidas causaron una
disminucién progresiva en el nimero de descendientes, que fue
mds relevante con el propanil.

El efecto observado sobre la longevidad es relevante, pardme-
tro que decrece considerablemente a mayor concentracién de
lindano respecto del control. El promedio de longevidad también
se reduce de 12,5 dias bajo condiciones control a 7,6 dias en
la méxima concentracién del insecticida endosulfan sobre el
cladécero Moina macrocopa (Chuah et al. 2007) y de 5,8 a 1,6
dias para el Diazinon (Wong 1997).

En cuanto a la tasa intrinseca de crecimiento natural (r), los
valores obtenidos demuestran también un importante efecto del
lindano a médxima concentracién (-13,97) respecto del control
(0,02). Antunes et al. (2004) registraron para este pardmetro
valores de 0,22 y 0,17 para D. longispina'y D. magna expuestos
por 21 dias a 607,5 pg/L de lindano, respectivamente. En ensayos
con los insecticidas organofosforados spinosad y diazinon sobre
D. pulex se observé que la tasa de incremento natural declind
dependiendo de la concentracién (Stark et al. 2003). Asi mismo
(r) resultd ser el pardmetro mds sensible afectado por la toxicidad
del herbicida propanil en D. magna desde 0,33 para el control a
0,14 después de la exposicién a 0,55 mg/L. (Villarroel Utrillas et
al. 2003). Los resultados obtenidos de la toxicidad del plaguicida
organoclorado lindano sobre los pardmetros reproductivos de
C. cornuta son importantes indicadores del impacto de estos
sobre la biota acudtica.
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