EFECTOS DEL ETIL PARATHION Y DDVP SOBRE LARVAS
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SUMMARY: Effects of ethil-parathion and DDVP on centolla larvae Lithodes antarcti-
cus Jacquinot.

The toxicity of two pesticides, ethil - parathion (DNTP) and DDVP,
organophosphorous insecticides extensively used in commercial formulations, was
evaluated. Standard short-term exposure (108 h) static toxicity bioassays were performed
with southern king crab larvae (1 st. zoeae) obtained from ovigerous females of Beagle
Channel (Ushuaia). Each 12 h lethal concentrations for the 50% of the individuals (LC
50) were estimated by Finney’s formal probit analysis. Three speed computing methods
were used furthermore, obtaining not unbiased estimates in case of asymmetrical

tolerance distribution.
The data show that the two pesticides are acutely toxic at low concentrations. The 96

h of exposure LC50 are 33 ug/l for DNTP and 3.6 mg/i for DDVP. The DNTP toxicity
curve indicates that lethal treshold concentration is smaller than 33 ug/l. Apparently

treshold for acute lethality were not found for DDVP.
Both drugs induced sublethal effects. There are: swimming and appendix inactivity,
expansion of the posterior carapace area and rigid abdomen or continuously twisted.

INTRODUCCION

Con este trabajo se inicia un programa de estudios referente a diversos
aspectos de la contaminacion marina en la zona austral del pais, tanto en
éreas “limpias” como crénicamente contaminadas. Se trata, en general, del
analisis de los efectos téxicos a corto y largo plazo de mezclas comerciales y
compuestos particulares que afecten o puedan afectar a los organismos mari-
nos de la region.
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En la experiencia realizada se analiza la toxicidad, para las larvas de cento-
lla, de dos insecticidas y acaricidas utilizados ampliamente en distintos com-
puestos comerciales del pais: etil-parathion (DNTP) y DDVP.

El DNTP se utiliza para fumigar cultivos de cereales, hortalizas, frutales y
flores, aplicandose de 100 a 400 g por hectarea. El DDVP es utilizado para el
tratamiento de granos almacenados y en transporte, aplicandose de 10 2 40 g
por hectarea (Cimara Sanidad Agropecuaria y Fertilizantes, 1981),

Como estos plaguicidas organofosforados no son persistentes, requieren ser
aplicados varias veces para ser efectivos, lo que ocasiona bicacumulacién de
estos productos en los distintos niveles tréficos.

Para la experiencia se utilizaron larvas de centolla Lithodes antarcticus por
dos motivos principales: el primero radica en la importancia de estos crusta-
ceos decapodos para las pesquerias comerciales y su distribucion en aguas
costeras patagonico-fueguinas, el segundo se basa en la relativa facilidad de
cultivarlas en condiciones experimentales. Es de considerar, ademas, que los
organismos costeros estan especialmente expuestos a los insecticidas, dada la
tendencia de estos compuestos a difundir en los sistemas de drenaje y concen-
trarse en los estuarios (Butler, 1966).

La evaluacién de la toxicidad se basé principalmente en estimar las concen-
traciones que resultaron letales para el 50% de los organismos (CL50), a dife-
rentes periodos de exposicion. Estas resultaron del orden de ug/l (partes
por billon o ppb) a mg/l (partes por millén o ppm).

En estudios toxicolégicos realizados anteriormente con larvas y adultos de
crustaceos decapodos se experimentaron diversos compuestos utilizados como
plaguicidas. Eisler (1969, 1972) experimento los efectos de cinco insecticidas
organofosforados, entre ellos el DDVP y metil-parathion, en ejemplares adul-
tos de Palaemonetes vulgaris, Crangon septemspinosa y Pagurus longicarpus
y también en peces y moluscos. Portman (1972) ensayé con parathion y otros
organofosforados y organoclorados en adultos de Crangon crangon.

Ha sido escasa la atencién dispensada a los estadios larvales de crustaceos,
a pesar de ser, en general, mis susceptibles que los adultos (Portmann, 1972),
Epifanio (1971) estudi6 los efectos del dieldrin en larvas de dos especies comu-
nes de brachiuros . En este grupo fueron experimentados otros insecticidas
organoclorados; mirex (Bookhout y Monroe, 1975) y methoxichlor (Bookhout
et al., 1976); también algunos bifenilos policlorados (Vernberg et al., 1977) y
el malathion en el grupo de los organofosforados (Bookhout y Monroe, 1977).

MATERIAL Y METODOS

El DDVP (0,0-dimetil-2,2 diclorovinilfosfato) fue obtenido de Laboratorios
Agrivet (Buenos Aires), utilizindose como solucion stock la disolucién de 50 g
de sustancia activa en 100 em3 del solvente y emulsionante con que se
comercializa.

El1 DNTP (0,0-dietil-0-p-nitrofenilfosforotioato) se obtuvo de Laboratorio
Melthius (Buenos Aires), utilizandose como solucién stock la dilucién de 100 g
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de sustancia activa en 100 ecm3 del solvente y emulsionante comercial.

De cada solucién stock se prepararon soluciones de 1 g/l (una parte por
ciento) con agua de mar de Bahia Ensenada (Ushuaia), con 32 °/w de salinidad
y filtrada a 0,2 um. Con éstas se prepararon 400 ml de cada dilucién corres-
pondiente a las series de concentraciones analizadas, que se distribuyeron en
los recipientes de las réplicas.

Las concentraciones seleccionadas de DDVP, en ppm, fueron las siguientes:
0,10; 0,32; 1; 3,2; 10 y 32. Las de DNTP, en ppb, fueron: 10; 18; 32; 56; 100;
180; 320; 560; 1 000 y 1 800. Ambas series contaron con controles de agua de
mar y controles adicionales de los solventes, preparados mediante extraccién
del soluto a las soluciones de mayor concentracién que abarcé cada serie, a fin
de analizar la posible toxicidad de los solventes y emulsionantes con que se
comercializan estos productos.

Para el procedimiento experimental se siguieron las recomendaciones suge-
ridas por “American Public Health Association” (1976) para bioensayos estati-
cos de toxicidad a corto plazo. Se introdujeron algunas ligeras modificaciones
que se detallan donde corresponde.

En el Canal Beagle (Ushuaia) se colectaron hembras de centolla y se selec-
cionaron dos ovigeras con embriones a punto de eclosionar que se mantuvie-
ron en un tanque de 150 1 de agua de mar natural a 7° C y 32 %/, de salinidad,
con aireacion, limpieza y remocion parcial del agua cada 12 h.

Del “pool” del desove de las dos hembras se seleccionaron aquellas zoeas e-
closionadas durante la noche que presentaban mejores condiciones vitales a Ia
manana. Fueron controladas durante 12 h en recipientes de 1 1. Durante este
lapso se aclimataron a las temperaturas experimentales.

Los recipientes con las réplicas de cada serie se ubicaron en bandejas con
agua circulante a temperatura constante mediante bano refrigerado. Se man-
tuvo el fotoperiodo natural.

En ambos ensayos se asignaron aleatoriamente 40 larvas a cada concentra-
cion; la distribucién de los recipientes de cada serie también fue al azar. La se-
rie del DDVP se duplicé en recipientes de vidrio de 200 ml con 20 larvas cada
uno, mantenidas a 8 + 0,5° C. La serie del DNTP se cuadruplicé en recipien-
tes de vidrio de 60 ml con 10 larvas cada uno, mantenidas a 10 = 0,5° C.

Cada 12 h se efectué el control del estado de las larvas, se contaron y retira-
ron los individuos muertos y se suministré alimento, excepto en la serie del
DNTP durante los tres primeros dias, que se efectué cada 24 h. Se consideré
como ejemplar muerto a aquél en el cual el corazén larval no latia. Se suminis-
traron nauplii de Artemia salina recién eclosionadas de huevos de procedencia
alemana.

La estimacion de las CL50 a los periodos de exposicién de 72, 84 y 96 h
para el DNTP y 48, 72, 84, 96 y 108 h para el DDVP se realizé por un método de
maxima verosimilitud: el anilisis de probits de Finney (Finney, 1952). Este
se implementé con un programa de computo de las regresiones probit-repues-
ta/log-concentracion, corrigiendo la repuesta (R) con la proporcién de morta-
lidad en controles (C) como: (R-C)/(1-C) (Davies, 1971). Se efectuaron las
pruebas de validez estadistica de las regresiones: independencia por pruebas
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de “Student” y linealidad, como normalidad de la distribucion de los log-tole-
rancias, mediante pruebas de Ji-cuadrado. Estas fueron efectuadas para utili-
zar el desvio normal en el calculo de los intervalos de confianza del 95% de las
CL50 segin el teorema de Fieller (Finney, 1964).

Ademias de este analisis formal se probaron otros tres métodos de estima-
cion de CL50 de uso difundido por su rapidez y simplicidad de calculo, pero
que presentan dependencia de la simetria de la distribucién de tolerancias en
el rango de concentraciones analizadas (Finney, 1964). Estos son: el de Spear-
man-Kirber (Kirber, 1931), el de Reed-Muench (Reed et al., 1938) y el de
Dragstedt-Behrens (Behrens, 1929).

RESULTADOS

La supervivencia a las diferentes concentraciones se muestra en la Fig. 1.
Con el aumento de la concentracién se nota una disminuciéon del periodo de
exposicion necesario para alcanzar una mortalidad del 50%, asi como aumento
de la toxicidad, para ambos compuestos.

La supervivencia al solvente de DNTP es del mismo orden que la del control;
esto permite descartar la toxicidad del mismo y analizar al producto como com-
puesto purificado. La extraccion del solvente de DDVP sélo se pudo hacer en
forma parcial.

En las larvas sometidas a 320 ppb de DNTP se observa una mortalidad
superior a la de concentraciones mayores, debida a una muy elevada y repen-
tina mortandad en uno de los recipientes de las réplicas, atribuible probable-
mente a la introduccion accidental de liquido refrigerante (etilen-glicol 50%).

Las bajas mortalidades en los controles (menor al 3% para DNTP y de 7 a
15% para DDVP) indican que fueron buenas las condiciones vitales y ambien-
tales de los organismos, sobre todo tratandose de larvas de crustaceos. No se
observaron signos de “stress” ni canibalismo.

Las pendientes de las regresiones probit-repuesta/log-concentracion, esti-
madas cada 12 h, se detallan en la tabla I. Todas las pruebas de significacién de
la regresion fueron significativas (p< 0,05) y todas las pruebas de linealidad
arrojaron Ji-cuadrados no significativos. Al no detectarse contradiccién a la hi-
potesis de normalidad de la distribucion de los log-tolerancias, para el calculo
de los limites fiduciales del 95% de las CL50 se utilizé 1,96 como el desvio
normal para una probabilidad de 0,05 en el teorema de Fieller (Finney, 1964).

Las CL50 estimadas con los respectivos intervalos de confianza para los
dos métodos que permiten calcularlos figuran en la tabla 1. En ésta se eviden-
cia una toxicidad del DNTP comparativamente mayor que la del DDVP. Los
intervalos obtenidos por el método de Spearman-Kirber son menores que por
el método de Finney, lo que indica mayor precision.

En la Fig.2 se evidencia la influencia de la asimetria en los tres métodos de
calculos simples, destacindose una tendencia general a la subestimacién res-
pecto a las estimaciones de Finney) en presencia de asimetria positiva y sobre-
estimacion cuando la asimetria es de tipo negativo.
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Fig. 1. Supervivencia en el tiempo de exposicion, a diferentes concentraciones. Las flechas indi-
can cuando se alcanza una mortalidad del 50% en cada concentracion.
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Fig. 2. Mortalidad y supervivencia a vada concentracion, en diferentes periodos de exposicion.
Las flechas indican las CL50 estimadas segun Finney (F), Spearman (S), Reed (R) ¥y
Dragstedt (D).
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Fig. 3. Curvas de toxicidad: Variaciéon de las CL50 con el periodo de exposicion. Se indican los
desvios estandar correspondientes.

Las curvas de toxicidad se presentan en la Fig. 3; se aprecia aqui una toxici-
dad mas aguda del DNTP que del DDVP. La curva del DNTP se aproxima
mucho a una asintota del tiempo de exposicion, indicando un umbral para leta-
lidad aguda (un nivel letal incipiente al cual el 50% de la poblacion podria vivir
por tiempo indefinido) a concentraciones menores de 33 ppb. Este podria
determinarse mediante ensayos de largos periodos de exposicion. Durante
esta experiencia, no se encontré un umbral aparente para el DI

Se destacan algunas respuestas fisiologicas y morfologicas que iten es-
tablecer criterios de subletalidad.

La muerte, tomada como cese de los latidos del corazén larval, en general
va acompanada de una serie de procesos muy rapidos, entre los cuales se des-
tacan la concentracion de pigmentos y una posible coagulacion de los fluidos
corporales que le otorgan a la larva una pérdida de su transparencia normal,
quedando el cuerpo blanquecino y opaco.

Las larvas de esta especie muestran habitos bentonicos en el cultivo de la-
boratorio, permaneciendo a menudo quietas en el fondo del recipiente, con fre-
cuentes movimientos de apéndices bucales y pereiépodos. Se han reconocido
distintos sintomas anormales que indican los posibles efectos de los plaguici-
das utilizados; estos son:
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a) Inactividad general (no hay natacién).

b) El movimiento de apéndices (pereiépodos, maxilas y maxilipedios) se halla
muy reducido.

¢) El abdomen se torna rigido, o bien adquiere un torcimiento casi continuo.

d) El caparazon se expande adquiriendo aspecto globoso, en la zona de las es-
pinas péstero-laterales o en toda la region posterior.

DISCUSION

Los resultados indican que el DNTP es marcadamente toxico para las larvas
de centolla a concentraciones de pocas ppb. El DDVP también muestra eleva-
da toxicidad a escasas ppm.

La sensibilidad de las larvas de centolla no resulté ser marcadamente mayor
que la de otros crustaceos decapodos estudiados. La toxicidad del DDVP para
las especies de decapodos estudiadas por Eisler (1969, 1972) fue estimada me-
diante 96 h-CL50 que oscilaron entre 4 y 45 ppm; para el metil-parathion
encontré 96 h-CL50 de 2 a 3 ppm. Portmann (1972) estimé las 48 h-CL50
entre 3,3 y 10 ppb de parathion para las especies de decapodos que estudio.

Si bien encontramos una letalidad més aguda del DNTP que del DDVP, am-
bos insecticidas produjeron efectos subletales hasta en las menores concentra-
ciones estudiadas, que fueron detectados desde los primeros controles periédi-
cos.

Se supone que habria una subestimacién de las CL50 por tratarse de bioen-
sayos estaticos, considerando que en estas condiciones habria una disminuciéon
en el tiempo de las concentraciones del toxico en cada recipiente, debida a la
absorcion por los individuos y adsorcion en las paredes de vidrio. La magnitud
de la subestimacion podria evaluarse con ensayos de flujo constante.

Las diferencias de estimacion de las CL.50 entre el método de Finney y los
otros tres no son de gran magnitud, pero la dependencia de la simetria del
rango de dosis que éstos evidenciaron introduce un sesgo en las estima-
ciones. Para evitarla, el diseno experimental requiere un amplio conoci-
miento previo sobre la toxicidad de las drogas en los organismos estu-
diados y extensos rangos de concentracion. Esto no ocurre con el método
de Finney, cuya versatilidad de diseitio permite aplicarlo sin introducir sesgo
alin cuando el conocimiento especifico previo sea practicamente nulo, o cuando
accidentes experimentales modifiquen la simetria del disefio original en cuan-
to al nimero de individuos asignados a cada concentracion, e incluso, segin
Finney (1964), al espaciamiento entre éstas. El mayor costo relativo en el ana-
lisis de datos se compensa por una economia de diseiio experimental, pero las
ventajas fundamentales respecto de los otros métodos radican en que permite
efectuar pruebas de validez estadistica y que sus estimaciones gozan de las
propiedades de los estimadores de maxima verosimilitud.
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RESUMEN

Se evalué la toxicidad de los plaguicidas etil-parathion (DNTP) y DDVP, in-
secticidas organofosforados ampliamente utilizados en compuestos comerciales
del pais. Fueron experimentados sus efectos en larvas de centolla (primer
zoea), obtenidas de hembras ovigeras del Canal Beagle (Ushuaia), mediante
bioensayos estaticos de toxicidad a corto plazo de exposicion (108 h), utilizan-
do procedimientos estandar.

Se estimaron las concentraciones letales para el 50% de los organismos (CL
50) cada 12 h, utilizandose el método formal de analisis de probits de Finney.
Fueron utilizados otros tres métodos por su rapidez de calculo, pero que evi-
denciaron sesgo de las estimaciones en caso de asimetria de la distribucién de
tolerancias.

Ambos compuestos resultaron ser altamente toxicos a bajas concentraciones,

obteniéndose como CL50 a las 96 h de exposicion 33 ug/l de DNTP y 3,6 mg/l
de DDVP. La curva de toxicidad del DNTP indica un umbral para letalidad
aguda de menos de 33 ug/l; para el DDVP no se encontré un umbral aparente.

Los efectos subletales destacados son: inactividad natatoria y apendicular,
rigidez o torcimiento continuo del abdomen y expansion de la regién posterior
del caparazon.
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