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RESUMEN
El presente trabajo tiene como objetivo estudiar el impacto del fun-
gicida Trifloxistrobina sobre el plancton. Se realizaron ensayos de
toxicidad a nivel de microcosmos, utilizando 32 tanques inoculados
con plancton. Las concentraciones de Trifloxistrobina aplicadas fue-
ron de: 0,01 mg/L (C1); 0,1 mg/L (C2) y 1 mg/L (C3) y dos controles
(Co). Los muestreos del plancton se realizaron a las 3, 6, 24 y 72 horas.
Se midieron y analizaron variables biolégicas y fisico-quimicas in situ
y en laboratorio. Los analisis estadisticos no dieron diferencias signi-
ficativas para la abundancia del fitoplancton y fueron significativas

para el zooplancton a la mayor concentracién.

Palabras clave:
Fungicida, diversidad, test de toxicidad.

NATURA NEOTROPICALIS 44 | 1y2 | 2013 ISSN 0329-2177


https://core.ac.uk/display/80365435?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

6|

THE EFFECT OF PESTICIDE
TRIFLOXISTROBIN ON PLANKTON:
A MICROCOSM STUDY

VIVIANA CLAUDIA FERNANDEZ,' WANDA MARINA POLLA,'
EDUARDO LORENZATTI
"Facultad de Humanidades y Ciencias, Universidad Nacional del Litoral. Paraje El Pozo (S/N),
3000, Santa Fe, Argentina. ? Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de Universidad Nacional
del Litoral. Paraje El Pozo (S/N) 3000, Santa Fe, Argentina. E-mail: valgas@fhuc.unl.edu.ar

ABSTRACT
The aim of this work was to study the impact of pesticide Trifloxis-
trobin on plankton. Toxicity tests were conducted at the microcosm
level, using 32 tanks inoculated with plankton. The concentrations
of Trifloxistrobin applied were: 0.01 mg/L (C1); 0.1 mg/L (C2) and 1
mg/L (C3), and two controls (Co). Plankton samples were taken at 3,
6, 24 and 72 hours. Biological and physicochemical variables were
measured and analyzed in situ and in the laboratory. Statistical analy-
ses did not show remarkable differences for phytoplankton, whereas
abundance differences were significant for zooplankton at the hig-

hest concentration.
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INTRODUCCION

Los bioensayos son mediciones experimentales que se usan para diferenciar los efectos
de contaminantes especificos de aquellos inducidos por otras perturbaciones, y son
capaces de descubrir concentraciones muy bajas de contaminantes (USGS, 2001), per-
mitiendo de este modo evaluar sus efectos sobre poblaciones acuaticas, extrapolando
estos resultados a nivel de comunidad y ecosistema (Encina & Diaz, 2000).

La entrada de pesticidas a los cuerpos de agua son derivadas de las practicas agrico-
las. Aunque su aplicacién estd prohibida en los sistemas acuaticos (BASF Corporation,
2008 Bayer Crop Science, 2008; Syngenta Crop Proteccién, 2009), la contaminacién
puede ocurrir por via del escurrimiento, lavado o pulverizacién de areas adyacentes
(Matta et al., 2002). Particularmente se produce en cultivos intensivos de grandes lla-
nuras (Smith et al., 2008), donde las practicas agricolas a menudo se extienden hasta el
borde o por el centro de los humedales (O'Connell et al., 2012).

En los ultimos afos, los fungicidas han ganado popularidad en todo el mundo en el
control de las enfermedades de fin de ciclo en plantas de soja (Glycine seprarlamax (L)
Merr.), en especial la roya asidtica, causada por un hongo patdégeno Phakopsora pachyrhizi
(Sconyers et al., 2006; Battaglin et al., 2010; Deb et al. 2010). Recientemente se ha desarro-
llado estrobilurina, fungicida considerado el tinico medio eficaz para la lucha contra esta
enfermedad (Shaner et al., 2005). En la Gltima década, Gran Bretana y los Estados Unidos
experimentaron un aumento en el uso de fungicidas estrobilurinas, de casi el doble en-
tre 2007 y 2008, de 72,836 a 123,330 kg (Hooser et al., 2012). El aumento en la aplicacién
de fungicidas podria conducir a una mayor carga sobre el ambiente en los préximos
anos, lo que representa un riesgo para la biota (Debjani et al., 2009; Ochoa-Acuia et al.,
2009). En Argentina, el 91% de la produccién de soja se concentra en la Pampa Himeda
(Viglizzo et al., 2009). Triazoles (ciproconazol, difenoconazol, epoxyconazole, y tebucona-
zol) y fungicidas a base de estrobilurinas (azoxistrobin, piraclostrobina y trifloxistrobina)
son los mas utilizados para control de la roya de la soja y otras enfermedades que atacan
el cultivo en esta zona (Sillon et al., 2005; Attademo et al., 2012; Junges et al., 2012).

El fitoplancton ocupa un rol clave en los ecosistemas acuaticos debido al caracter de
productor primario; es el alimento del zooplancton, de larvas y juveniles de peces. El zo-
oplancton transfiere la energia desde los productores (fitoplancton) hacia los organis-
mos que ocupan niveles mas altos en la cadena tréfica y su estructura de comunidad,
biomasay produccién, e influye sobre la red alimentaria en los ecosistemas, a través de
las interacciones tréficas (Mills & Forney, 1988).

Entre el fitoplancton y zooplancton ocurren una serie de interacciones bidticas, anali-
zadas principalmente en el marco de los modelos del top—down y bottom-up (McQueen
& Post, 1988; Allende & Pizarro, 2006; Junges et al., 2012) que resultan insoslayables al
momento de hacer un analisis sobre estas comunidades. Ademas, la presencia de xe-
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nobidticos puede alterar la intensidad de estas interacciones predador-presa (Reeves
et al., 2011). De este modo, los organismos del plancton son sumamente utiles como
indicadores de cambios ambientales. Las comunidades plancténicas pueden ser utili-
zadas como sensores bioldgicos de perturbaciones, traducidas en alteraciones de los
flujos de materia y energia de la red tréfica (Vaqué et al., 2004).

La clasificacidn toxicoldgica IV (CASAFE, 2007) del producto comercial Flint® 50 % WG
(Bayer Argentina), tiene un alto potencial de bioconcentracién en crustaceos y algas.
Bayer CropScience sefala la toxicidad en algas verde (Desmodesmus subspicatus) CE,
= 0,016 mg/L (72 h) y en crustaceos (Daphnia magna) CE, = 0,016 mg/L (48 h) (Bayer
Crop Science, 2008).

Los antecedentes sobre la incidencia de los plaguicidas en el plancton son escasos en
la region (Fernandez et al., 2007; José de Paggi & Devercelli, 2011). Por otra parte, con
respecto a la respuestas de organismos al fungicida Trifloxitrobina, se encontraron solo
dos trabajos referidos a anfibios de la region (Attademo et al., 2012; Junges et al., 2012).

Este estudio estd orientado a investigar experimentalmente el impacto que pueda te-
ner el el formulado comercial del fungicida Trifloxistrobina (Flint® 50 % WG) con 50 % de
principio activo de trifloxistrobina, sobre la composicién y abundancia del plancton.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron ensayos de toxicidad a nivel de microcosmos en el mes de septiembre de
2009. Para ello se utilizaron 32 tanques de plastico blanco opaco, con una capacidad
de 9 litros, expuestos a la luz natural. El agua y el plancton se extrajeron de una laguna
ubicada a los 31°39'36"S y 60°35'26"0 perteneciente a la cuenca del rio Parana. Esta
laguna se encuentra fuera de toda influencia antrépica. Los tanques fueron inoculados
con plancton y para evitar el ingreso de insectos, los recipientes se cubrieron con tela
metaélica de malla de 1 mm y se colocaron al aire libre.

Luego de un periodo de aclimatacion, se aplicé una solucién acuosa del producto
comercial Flint® 50 % WG (Bayer Argentina), formulado de 50 % de principio activo ti-
floxistrobina (TFS) y excipientes (Gisi et al., 2000). Flint es el primer fungicida del grupo
de estrobilurinas comercializado por Bayer Crop Science desde el afio 2007 (Numero
de registro CAS 141517-21-7; nombre quimico: (E, E)-metoxiimino {2 - [1 — (3-trifluo-
rometil-fenil) — ethylideneaminooxymethyl] fenil-acético} éster metilico del acido (1U-
PAC). TFS es considerado no téxico para aves, mamiferos, abejas, otros insectos benéfi-
cos y lombrices de tierra (CASAFE, 2007).

Las concentraciones de Flint utilizadas en los experimentos fueron: 0,01 (C1); 0,1 (C2)
y 1 (C3) mg/L con sus respectivas réplicas; se utilizaron dos controles (Co) a los que no
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se les agreg6 el fungicida. Estas concentraciones fueron seleccionadas segun la toxi-
cidad para Daphnia magna: CE50 — 0,01 mg/L (tiempo de exposicion 48 horas) y para
Desmodesmus subspicatus: CE50 0,064 mg/L (tiempo de exposicién 72 horas).

Una vez aplicado el fungicida, los muestreos se realizaron a las 3, 6, 24y 72 horas. Se
extrajeron muestras de fitoplancton, para lo cual se tomaron 100 cc de agua superficial;
las muestras se fijaron in situ con solucién acida de Lugol (Jones, 1979). A fin de obtener
informacién del nivel tréfico superior, se tomaron muestras de zooplancton juntamen-
te con la extraccion de las de fitoplancton. Para el zooplancton se filtraron 7 litros de
cada tanque con una red de 40 pm de abertura de malla. Las muestras de zooplancton
se fijaron con formol al 10%. No se filtré la totalidad del volumen de los tanques, para
evitar incluir los individuos muertos y sobreestimar la muestra. Por lo expuesto, la ex-
traccion de las muestras fue sin reposicion.

In situ se midié oxigeno disuelto, conductividad y pH con medidor multiparamétrico
HANNA vy la temperatura del agua con termémetro de columna de mercurio. Los tan-
ques fueron aireados mediante agitacidn superficial, para evitar estratificacion térmica
y del plancton. Se extrajeron muestras de agua al inicio del estudio y de cada micro-
cosmos al final de la experiencia, para la determinacién de nitrato amoniacal y fosfatos.
El analisis se realizo por el método espectrofotométrico 4500 -NH3 F para el amonio
y 4500 - PC, de acuerdo a APHA (2005), con espectrofotometro de ultravioleta—-marca
Perkin Elmer, Lambda 40.

En laboratorio, las muestras de fitoplancton se analizaron cualitativamente con mi-
croscopio binocular y cuantitativamente bajo microscopio invertido (450X) (Utermohl,
1958). El zooplancton fue analizado cualitativamente y cuantitativamente bajo micros-
copio binocular (100X).

La diversidad especifica (H’) se calculé en base al Indice de Shannon-Weaver (1949).
Para el andlisis de la varianza se aplic6 un ANOVA, previa verificacién que los datos
tengan distribucién normal y se realizaron comparaciones Post-Hoc mediante la apli-
cacion de t de Dunnett, que trata un grupo como control y lo compara con todos los
demads grupos (Dunnett, 1955).

RESULTADOS
Las variables fisico-quimicas no registraron diferencias significativas entre los distintos
microcosmos (p = 0,99), por lo que no es de esperar una influencia negativa sobre los
organismos plancténicos (Tabla 1).
En cuanto al analisis del fitoplancton, la riqueza especifica estuvo distribuida en las
siguientes clases: Clorofitas (30), Cianobacterias (9), Diatomeas (5), Criptofitas (4) y
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Euglenofitas (2). La diversidad especifica y la equitatibilidad oscilaron respectivamente
entre: 2,272 bits 0,346 (Co-72hs) y 3,027 bits 0,764 (Co-3hs). La abundancia total de
las clases registradas fue: Clorofitas 70853 ind/I; Cianobacterias 31455 ind/I, Criptofitas
21583 ind/l; Euglenofitas 2351 ind/l y Diatomeas 1595 ind/l. La abundancia del fito-
plancton no mostré una disminucién como consecuencia del agregado del fungicida,
en algunos casos incluso se incrementd, como en Clorofitas que registraron su mayor
abundancia en los tratamientos. A las 3 hs y 6 hs de exposicién las Clorofitas se incre-
mentaron progresivamente de la menor concentracién a la mayor, siendo el control
el valor mas bajo de abundancia. A las 24 hs el control registré la mayor abundancia
seguida de: C2-24hs, C3-24hs y C1-24 hs. A las 72 horas el Control presenté el menor
valor y siendo los tratamientos: C2-72hs, C3-72hs y C1-72hs, los que registraron mayor
abundancia de Clorofitas (Figura 1). Este hecho puede ser consecuencia de la disminu-
cién en la presidn de pastoreo. Las Clorofitas presentes fueron las de menor talla como:
Chlorella vulgaris, Crucigeniella rectangularis, Monoraphidium minutum, Monoraphidium
pussillum y Scenedesmus ecornis.

Por el contrario, la densidad de cladéceros y copépodos decayé a medida que pasaba
el tiempo de exposicion; estando ausentes a partir de la hora 24, excepto los copépo-
dos en el microcosmos control a las 72 hs, que estuvieron presentes aunque en densi-
dades bajas (Figura 2).

La disminucién en el zooplancton observada en los microcosmos con Trifloxistrobi-
na, particularmente de los de mayor talla (copépodos y claddceros) redujo la presién de
pastoreo sobre el fitoplancton, y con ello provocé un incremento algal (de este modo
la disminucién del zooplancton provocé aumento del fitoplancton). En general en los
controles, a excepcién de la hora 24, se registraron los mayores valores de densidad del
zooplancton y una disminucion del fitoplancton (efecto top—down). Los rotiferos (mi-
crozooplancton) presentaron igual comportamiento que el macrozooplancton pero su
abundancia en todo el periodo de estudio fue mayor (Figura 3).

Las densidades fitoplancténicas en funcién del tiempo no son estadisticamente signi-
ficativas. La interaccion entre concentracién*tiempo, no dio significativo (p = 0,906), lo
cual indicaria que dicha interaccién no tiene un efecto significativo sobre la densidad.

Al aplicar el estadistico de Dunnet, no se observan diferencias significativas en los
valores promedio de densidad fitoplanctdnica entre las distintas concentraciones y el
control (Tabla 2).

Las densidades zooplanctdnicas en funcién del tiempo no son estadisticamente sig-
nificativas. La interaccién entre concentracién*tiempo, no da significativo (p = 0,846), lo
cual indicaria que dicha interaccién no tiene un efecto significativo sobre la densidad.

Se realizd una prueba post-hoc aplicando t de Dunnett, el cual contrasta el control
con las distintas concentraciones (Tabla 3).
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En la comparacion de medias entre el control y la concentraciéon C1 no existieron di-
ferencias significativas (p = 0,866) al igual que para el control y la concentracién C2 (p =
0,72) aunque si existieron entre el control y la concentracién C3 (p = 0,02), lo cual podria
indicar el efecto del plaguicida a mayor concentracion sobre el zooplancton.

La mayor abundancia de zooplancton se observé en el control y en concentracion
C1. A las concentraciones mas altas C2 y C3, la abundancia disminuye; es decir que a
medida que aumenta la concentracion de Trifloxitrobina, los valores de densidad de
zooplacton disminuyen.

(uS/cm) (mg/L) (°C) (mg/L) (mg/L)
(o 792 186 8,31 13 <0,3 23
Q 794 187 8,42 13 <03 1,2
Q 7,95 187 8,34 13 No detecta 0,9
a 79 183 8,30 13 No detecta 13

Tabla 1. Promedios de variables fisico—quimicas en los microcosmos
con diferentes concentraciones de trifloxistrobina.

(Ind./1)

03 Q@3 06 Q6 024 224 072 Q72

Tiempo

Figura 1. Abundancia de las clases a lo largo de la experiencia. (03 = control hora 3; (13 = concentracién 1a la hora
3; (23= concentracion 2 a la hora 3; (33 = concentracion 3 a la hora 3, hasta la hora 72. Cian = Cianobacterias,
Cloro = Clorofitas, Crip = Criptofitas
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Figura 2. Abundancia de los grupos del zooplancton a lo largo de la experiencia. (03 = control hora 3;
= concentracion 1a la hora 3; (23= concentracién 2 a la hora 3; (33 = concentracién 3 a la hora 3 y asf sucesiva-

mente en todos los controles y concentraciones hasta la hora 72. R = Rotiferos, Cop = Copépodos, Cla = Cladéceros
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Figura 3. Abundancia de organismos plancténicos a lo largo de la experiencia. C03 = control hora 3;

(13 = concentracion 1a la hora 3; (23= concentracion 2 a la hora 3; (33 = concentracién 3 ala hora 3,
hasta la hora 72. Fito = Fitoplancton, Zoo = Zooplancton
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() Tratam  (J))Tratam  Diferencia de P Intervalo de confianza 95%
medias (I-J) Limite inferior Limite superior

q Control -1725,00 0,953 -6007,93 8519, 68

Q Control 895,25 0,555 -3387,68 1068,11

a Control -126,25 0,773 -4409,18 1330,51

Tabla 2. Estadistico t — Dunnett aplicado a los valores promedios de densidad fitoplancténica.
Control vs Concentraciones.

()Tratam  (J))Tratam  Diferencia de P Intervalo de confianza 95%
medias (I-)) Limite inferior Limite superior

a Control -55,0000 0,866 -282,5866 172,5866

Q Control -210,6250 0,072 -438,2116 16,9616

G Control -263,1250 0,022 -490,7116 -35,5384

Tabla 3. Estadistico t — Dunnett aplicado a los valores promedios de densidad zooplancténica. Control vs
Concentraciones.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El fungicida no tuvo un efecto directo sobre el fitoplancton. Los cambios que se produ-
jeron en las densidades algales pueden atribuirse a un efecto indirecto causado por el
impacto tréfico del zooplancton (Lynn et al., 2007; Rosa et al., 2007). El mayor impacto
del fungicida sobre el zooplancton se observé a la mayor concentracion del mismo, con
una disminucién de la abundancia y diferencias significativas con respecto al control. El
macrozooplancton (copépodos y claddceros) a la concentracion 0,1 (C2) y 1 (C3) mg/L
a la hora 3 estuvieron ausentes. En otros organismos acuaticos, los efectos toxicos de
TFS por ejemplo en renacuajos de Bufo cognatus se observé que la concentracion letal
(CL50 en 96 hs) es de 0,004 mg/L (Belden et al., 2010). En la trucha Oncorhynchus mykiss
oscilé entre el 0,0015 y 0,0078 mg/L. Para el crustaceo marino Mysidopsis bahia la con-
centracion efectiva (CE50) varié 0,009 a 0,0034 mg/L (APVMA, 2000). Por otra parte, los
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datos de toxicidad sugieren que TFS no es igualmente téxico para todas las especies.
Junges et al., (2012) estudié cuatro especies de renacuajos y encontré que algunas es-
pecies eran mas sensibles que otras; lo que indica que las especies tienen sensibilidad
diferencial a TFS. En nuestro estudio, el macrozooplancton fue mas sensible que los
Rotiferos y que el fitoplancton.

Es conocido que la presencia de agroquimicos en el agua provoca cambios en la
estructura de tamano de los planctontes. El macrozooplancton reduce su nimero o
desaparece y los rotiferos, salvo pocas excepciones, serian los mas tolerantes (José de
Paggi, 1997; Chang et al., 2005; Fernandez et al., 2007). La remocién de los organismos
de tallas mayores por accién del plaguicida, pudo haber generado la independencia
entre la abundancia de fitoplancton y la del zooplancton, ya que al ser eliminados los
consumidores de tallas mayores (cladéceros y copépodos), se ejercié una menor pre-
sion sobre la comunidad del fitoplancton (Merayo & Gonzélez, 2010). Se ha indicado
que los contaminantes puede reducir el riesgo de depredacion, cuando el depreda-
dor es mas sensible que la presa (Mills & Semlitsch, 2004). Los rotiferos fueron los mas
resistentes, usualmente esta comunidad no exhibe un patrén regular a los cambios
ambientales (Matsumura-Tundisi et al., 1990) y geograficamente representan el grupo
mas extendido por tener estrategias como la reproduccién partenogenética, ciclo de
vida corto, tamafo pequeno y la posibilidad de colonizar rapidamente ambientes per-
turbados (Merayo & Gonzalez, 2010). En tal sentido, los efectos de distintas sustancias
quimicas sobre los organismos zooplancténicos provocan un efecto top—down en los
ecosistemas, afectando indirectamente al fitoplancton en su abundancia total o en las
estructuras de clases y tamano (Takahachi et al., 2007; Yeon & Adams, 2007). El conoci-
miento de especies sensibles a TFS, nos ayudara a anticipar los efectos indirectos que
pueden ocurrir cascada arriba y abajo de la cadena tréfica (Boone et al., 2007).

En lo referente a la composicién por tamafo en general predominaron las especies
de tallas pequenias, bastante menor de 37 um. La clase Clorofitas aporté el mayor nu-
mero de especies, en especial clorococales, con una sostenida presencia a lo largo de
la experiencia. De este modo el zooplancton conté con recursos disponibles probable-
mente debido a que el rango de tallas de las especies fitoplancténicas resulté acorde a
sus preferencias alimentarias (DeMott, 1989).

No es frecuente detectar Trifloxistrobin (TFS) en habitats acudticos (Battaglin et al.,
2010), ya que se degrada rdpidamente en agua y el suelo, con una vida media de 16,8-
31,2 hs (Banerjee et al., 2006). Sin embargo, su principal metabolito [(E, E)-trifloxistro-
bina &cido] es soluble en agua, por lo que los organismos acudticos pueden estar en
riesgo de exposicion a estos productos a través de la deriva, directa pulverizacién, el
transporte atmosférico, la escorrentia, y el movimiento de los animales través de los

campos durante la aplicaciéon (Belden et al., 2010).
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El modo de acciéon de fungicidas no es especifico y la sensibilidad de los organismos
no blancos (peces, invertebrados y los productores primarios) a fungicidas, afectan la
produccién de energia (por ejemplo, las estrobilurinas) siendo la respuesta aproxima-
damente la misma entre los grupos taxonémicos (Maltby et al., 2009).

Puede ser interesante para futuras investigaciones, los estudios sobre el efecto de
los fungicidas en el medio ambiente y de como estos plaguicidas pueden afectar a las
especies en condiciones de campo.

Debido al avance de las fronteras agropecuarias y al uso indiscriminado de biocidas,
el presente trabajo contribuye a determinar el impacto de las nuevas formulaciones a
base de estrobilurinas y triazoles (TFS). Estas acciones permitirian contar con informa-
cién actualizada sobre el efecto de estos nuevos productos, facilitando propuestas de
manejo; lo que aportara informacién para pautas de proteccion a los recursos hidricos,
la fauna y flora asociadas a ellos.
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