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RESUMEN EJECUTIVO

En el presente documento se describen las actividades realizadas y los
resultados obtenidos en el proyecto FIP 2014-65 cuyo objetivo general es
Determinar el impacto de los productos utilizados en el control del ectoparasito

Caligus rogercresseyi, sobre los recursos chorito y jaiba marmola.

Objetivo 1. Revisar la literatura nacional e internacional disponible a la fecha
sobre los efectos de los organofosforados, con especial énfasis en azametifos y
peréxido de hidrégeno sobre organismos acuaticos. Se realizé una revision de la
literatura sobre los efectos de los principales compuestos utilizados por la
industria para combatir el Caligus: Azametifos, perdéxido de hidrogeno,
deltametrina y cipermetrina. Los principales buscadores utilizados fueron Scopus
y Science Direct. Los resultados obtenidos por ambos buscadores fueron
revisados y comparados (~80% de similitud) de manera independiente y por
consenso entre tres investigadores. Ninguna busqueda fue limitada a afo de
publicacion. Se seleccionaron mas de 130 articulos que cumplieron los criterios

de busqueda y pertinencia para el proyecto.

La revision muestra que los quimioterapéuticos a las concentraciones utilizadas
por la salmonicultura superan las concentraciones que provocan un 50 % de
mortalidad en muchos de los organismos analizados. Del mismo modo,
exposiciones con estos compuestos pueden desencadenar diferentes efectos
subletales sobre el comportamiento, la reproduccién, cambio en la asignacion de
energia corporal, sobre la viabilidad de hemocitos y en la funciéon inmune, asi
como sobre la respuesta frente al estrés oxidativo (alteracién de la actividad
enzimatica antioxidante, dano por peroxidacion de lipidos, carbonilacion de
proteinas). En particular, para azametifos se ha reportado que disminuye la
actividad de la acetilcolinesterasa involucrada en la transmision del impulso

nervioso.

La respuesta de las especies frente a estos compuestos dependera de la especie
evaluada, del estadio de desarrollo estudiado, de las concentraciones del
compuesto y el tiempo de exposicion, asi como de la repetitividad de la
exposicion. Sin embargo, cabe mencionar que la mayoria de las evaluaciones

reportadas son producto de exposiciones a los compuestos por tiempos mayores



a los utilizados por la industria. Se evidencia la falta de estudios en estadios
tempranos del ciclo de vida de invertebrados marinos, tales como larvas, en
comparacion con estadios adultos, pese a que estadios tempranos presentan
mayor sensibilidad a los compuestos y su desarrollo ocurre en el mismo cuerpo
de agua que es utilizado para los bafios. Adicionalmente se observé que hay
pocos estudios que evaluen efectos subletales (conducta, respuestas
fisiologicas, sistema inmune, reproductivas, etc.), concentrandose la mayoria en

reportar valores de mortalidad y solo hasta 96 h post-exposicién.

Objetivo 2. Determinar la toxicidad aguda y crénica de la cipermetrina,
deltametrina, azametifos y peréxido de hidrogeno en la etapa adulta y larval en

jaiba marmola (Cancer edwardsii), bajo condiciones controladas

Se realizaron exposiciones agudas y cronicas a distintas concentraciones de los
compuestos experimentales en condiciones controladas de laboratorio. No se
observo un efecto significativo de los diferentes compuestos en los porcentajes
de viabilidad espermatica, medidos con técnicas fluorescentes (mayor al 85%,
incluyendo el control). En general no existieron mayores alteraciones en el tejido
ovarico (analisis histologico) en las diferentes etapas de desarrollo gonadico

producto de los cuatro compuestos tanto en exposiciones agudas como cronicas.

Exposiciones agudas (24h) de 7 y 36 individuos en 100 L permitieron evaluar la
mortalidad provocada por los cuatro compuestos sobre adultos de jaiba. Para
Cipermetrina se obtuvo una CLsode 1.806 £ 0.22 'y 14.64 £ 0.27 ppb dependiendo
de la densidad de animales, inferior a la Concentracion recomendada por el
fabricante CRF. Deltametrina presenté una CLso de 0.803 + 0.21 y 3.255 £+ 0.21
ppb. La exposicion a Perdxido por 24h no provocé mortalidad, pero si un dafio
severo (los animales flotaron). Se pudo observar que el 50% de los individuos se

dafiaron severamente a concentraciones de peroxido entre 1000 y 1500 ppm.

Adultos de jaiba mostraron un efecto diferencial en la tasa metabdlica y actividad
de la enzima antioxidante catalasa en musculo y hepatopancreas dependiendo
del compuesto al que fueron expuestos. Exposiciones agudas a azametifos y
deltametrina provocaron un aumento de la tasa metabdlica. Con Cipermetrina no
se observo un efecto en esta variable mientras que con peréxido de hidrogeno

la tasa metabdlica tendié a disminuir excepto en la concentracion mas alta



(2000ppm) donde se observd un gran incremento. Todos los compuestos
tuvieron un efecto sobre la actividad de la enzima antioxidante catalasa CAT,
aunque en algunos el efecto se evidenci6 en musculo y en otros en
hepatopancreas de jaiba. Luego de exposiciones cronicas por 6 h diarias a
cipermetrina y peroxido no se observo un efecto sobre la tasa metabdlica, pero
esta variable aumento en forma lineal con el incremento de la concentracion de
deltametrina y azametifos. CAT luego de exposiciones cronicas a cipermetrina,
deltametrina y peroxido disminuyé al incrementar las concentraciones de los
compuestos. Azametifos no afectd la actividad de CAT pero disminuyd la
actividad de la enzima acetilcolinesterasa, especialmente luego de exposiciones

cronicas

Todos los farmacos utilizados contra el Caligus, cipermetrina, deltametrina,
azametifos y perdoxido de hidrogeno, por la industria salmonera a las
concentraciones y tiempo de exposicion recomendadas por el fabricante tienen
efectos letales en el primer estadio larval de C. edwardsii. En general se observo
que las larvas Zoea | de C. edwardsii fueron mas sensibles a los
quimioterapéuticos utilizados contra el control del Caligus que las larvas de
centolla y siendo el ultimo estadio larval de esta especie mas sensible que el
primero. El 100% de las larvas de C. edwardsii murieron a una concentracion
100 veces menor a la recomendada por el fabricante para la cipermetrina a las
24 horas post- exposicidn. A las 48 horas post exposicién el 100% de las larvas
murieron al ser expuestas una concentracion de deltametrina 20 veces menor a
la utilizada contra el Caligus. Una concentracién 10 veces menor de azametifos
que CRF matd el 100% de las larvas de C. edwardsii después de 72 horas de
exposicion y por ultimo el 50% de las larvas murieron al ser sometidas a peréxido
a CRF luego de 96 horas post-exposicion. En el caso de las larvas de centolla
el 100% de las larvas se encuentran moribundas y/o muertas a CRF de
cipermetrina a las 96 horas post-exposicion. Para la deltametrina el 100% de las
larvas estan muertas o moribundas a concentraciones 33% inferiores a CRF.
Una concentracion superior 200 ppb de azametifos a la utilizada contra la
caligidosis genera el 100% de larvas de L. santolla muertas y/o moribundas. Por
ultimo, el 50% de las larvas de L. santolla son afectadas por concentraciones de

2000 ppm (1500 ppm CRF) de perodxido de hidrogeno después de 96 horas post



aplicacion. Presentandose este quimioterapéutico como el menos dafino para
las especies no objetivo evaluadas en este estudio. Exposiciones cronicas sobre
larvas de jaiba marmola indican que cerca del 100% de larvas fueron afectadas
luego de 4 dias de aplicaciones por 20 min de Peréxido de hidrogeno a 1500
ppm y aproximadamente el 80% de ellas fueron afectadas a 375y 750 ppm. En
azametifos, el 44% de las larvas murieron a 0.0625 — 0.25 ppb, y 54% a 0.5 ppb

después de 7 dias de aplicaciones por 30 min.

Es importante indicar que, si bien las larvas pueden sobrevivir por algunos dias
post-exposicidn a algunas concentraciones utilizadas para algunos compuestos
en condiciones de laboratorio, en condiciones de campo probablemente sean
facil presa de depredadores y ademas precipiten rapidamente al fondo debido
que pierden la capacidad para nadar, asi como pierden la capacidad de
alimentarse, teniendo como consecuencia altas probabilidades de morir. Cabe
destacar que, en términos generales, en C. edwardsii las larvas resultaron mas
sensibles que los adultos a las mismas concentraciones experimentales a pesar

de que los tiempos de exposicion fueron menores.

Objetivo 3. Determinar la toxicidad aguda y cronica de azametifos y peroxido de
hidrogeno en la etapa adulta y larval de chorito (Mytilus chilensis) y su efecto en

la fijacion de las mismas, bajo condiciones controladas

Se comprobd la identidad taxondmica de los animales experimentales
confirmando que se utilizé Mytilus chilensis. Se estimaron los parametros Tasa
de Aclaramiento y Potencial de Crecimiento luego de una exposicion aguda por
48h a 7 concentraciones de peroxido y 7 de azametifos mas sus respectivos
controles. Se evidenciéo una casi nula tasa de aclaramiento en los choritos
experimentales y el potencial de crecimiento es negativo para todas las
concentraciones de perdxido evaluadas. Por el contrario, los animales expuestos
a azametifos presentaron tasas de alimentacién y potenciales de crecimiento
positivos, y solo a las mayores concentraciones evaluadas los valores son

menores al control.

Este mayor efecto de Perdxido de Hidrogeno en comparacion con Azametifos es
aun mas notorio sobre viabilidad de gametos, donde por sobre 300 ppm de

peréxido se produjo una disminucidn significativa en movimiento de los



espermatozoides y una baja en el recuento de los ovocitos sin destruccion celular
y, especialmente sobre larvas de Mytilus chilensis, donde menos que un 5%
sobrevive luego de ser expuestas a concentraciones de peréxido de hidrogeno
30 veces menores a la CRF. Para Azametifos el efecto sobre la sobrevivencia
larval de M. chilensis también es significativo a concentraciones 30 veces
menores que CRF con solo un 20%. El experimento de fijacién de larvas en
presencia de Azametifos mostré una reduccion del numero de larvas asentadas.
Al utilizar 100 ppb (CRF) el numero de larvas asentadas se redujo en un 90%
respecto a los controles y cuando la concentracion fue 1 ppb el asentamiento se

redujo en un 44% luego de 96 h post exposicion.

Objetivo 4. Determinar la concentracion que alcanza el azametifos en
condiciones de campo y compararla con los resultados obtenidos bajo
condiciones controladas y Objetivo 5. Determinar la concentracién que alcanza
el peréxido de hidrogeno en condiciones de campo y compararla con los

resultados obtenidos bajo condiciones controladas

La concentracién de los compuestos durante el bafio al interior de la lona fue, en
general, homogénea tanto para peréxido de hidrégeno como para azametifos.
Durante las evaluaciones de ambos compuestos se evidencié una caida de la
concentracion importante a los 10 min del retiro de la lona. Del mismo modo, a
los 10 m de la jaula tratada los valores cayeron bajo los limites de cuantificacion
de los métodos. Sin embargo, estas conclusiones deben ser considerados sitio-
especificas puesto que hay caracteristicas ambientales de los centros de cultivo
como exposicion al viento, corrientes de marea y otros factores hidrograficos que
pueden influir en la dilucion y/o dispersion de los productos quimicos.

En términos generales, los resultados del presente proyecto indican que hay un
efecto significativo de los compuestos utilizados sobre todos los estadios de
desarrollo estudiados en chorito y jaiba en casi todas las variables analizadas.
El efecto observado es diferente para cada compuesto dependiendo de la
especie estudiada y estado de desarrollo analizado, siendo los estadios
tempranos del desarrollo los afectados en forma mas severa. La viabilidad de los
estadios analizados se vio severamente afectada en todas las condiciones por
concentraciones inferiores a la CRF. Mientras que para chorito el perdxido de

hidrogeno provocd mayores efectos en las variables estudiadas, al compararlo



con azametifos, en jaiba el perdoxido provocéd efectos menos perjudiciales. Para
esta ultima especie, donde se analizaron cuatro compuestos quimicos, el efecto
de piretroides sobre el desarrollo larval de jaiba y centolla es devastador,
presentando un efecto significativo en la sobrevivencia larval a concentraciones
ordenes de magnitud menores a la CRF. Mas aun, para el caso de larvas de
jaiba, las concentraciones letales en algunos de los compuestos estudiados,
estan por debajo del limite de deteccion del compuesto por parte de los
laboratorios comerciales y esto representa una situacién muy preocupante. Esto
es especialmente importante al contrastar los resultados obtenidos bajo
condiciones controladas de laboratorio con la informacién obtenida de terreno o
campo. Si bien, el enfoque del proyecto era marcadamente de laboratorio, dos
de los objetivos buscaban tener una aproximacién a las condiciones
experimentadas en terreno. El efecto de dilucion/degradacion de los compuestos
utilizados en los bafios sugiere que no hay presencia cuantificable del compuesto
a poca distancia (o tiempo) del lugar de aplicacion, sin embargo, esto es debido
a la capacidad limitada de deteccion y cuantificacion del compuesto por parte de
los laboratorios comerciales, dado que en los experimentos de laboratorio los
efectos de concentraciones nominales por debajo de los limites de deteccion del
compuesto son evidentes. Dicho de otra forma, el efecto de los compuestos
sobre los diferentes estadios de desarrollo de los animales estudiados podria
estarse generando, aunque el compuesto no pueda ser cuantificado en el
ambiente por la metodologia utilizada en el presente proyecto y por los
laboratorios comerciales. La principal dificultad radica entonces en la estimacién
de la cantidad de compuesto en el ambiente y el tiempo y frecuencia al que los
animales podrian estar expuestos en condiciones de campo (objetivos no
requeridos en el presente proyecto).

Otro aspecto interesante dice relacion con el concepto de aplicar bafios basados
en la concentracion del compuesto en el medio y no en términos de
concentracion de compuesto por unidad de biomasa a tratar. La importancia de
suministrar compuestos quimicos terapéuticos basados en dosis relativas a la
biomasa, reconocida por la medicina tanto humana como animal, no se aplica a
los tratamientos con bafios en acuicultura. En el presente proyecto se observo

un aumento de la CLso cuando la biomasa de animales tratada era mayor. Una



hipotesis explicatoria estaria dada por la disponibilidad de compuesto por gramo
de animal, ie. igual concentracion, pero distinta concentracién-peso especifica.

Finalmente, dadas las caracteristicas de los experimentos realizados en
laboratorio en términos de condiciones controladas y calidad del agua utilizada,
aclimatacion de animales, etc., la aplicabilidad directa a condiciones de terreno
debe hacerse con cautela considerando que las condiciones de terreno son mas
complejas, donde interactuan mas factores que los analizados en el presente
proyecto. Se requiere mucho mayor informacion del comportamiento de los
compuestos en terreno, tanto en la columna de agua como su potencial
acumulacién en material particulado y sedimentos, asi como en la flora y fauna
marina tanto pelagica como bentoénica, asi como su transferencia o flujo en la
trama tréfica. Del mismo modo como se sugiere cautela al extrapolar los datos
obtenidos en laboratorio a condiciones de terreno, la informaciéon obtenida es
concluyente en términos de evaluacion del efecto negativo de la mayoria de los
compuestos utilizados como quimioterapéutico para el control de Caligus sobre
diferentes etapas del ciclo de vida de dos especies de importancia ecologica y

socioeconomica para el pais.
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............................................................................................................................................ 168
Figura 64 Zoea | de C. edwardsii expuestas a distintas concentraciones (ppb) de
azametifos A) Larvas muertas mas moribundas (%) a 24 horas post-exposicion,
Mortalidad acumulada B) 24 horas post-exposicién y C) 48 horas post-exposicion. La
flecha indica la concentracion recomendada por el fabricante. En el recuadro amarillo
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Figura 65: Tiempo de desarrollo (barras azules) de Zoea | de C. edwardsii bajo distintas

concentraciones de azametifos y supervivencia hasta mudar a Zoea Il (triangulos rojos)

Figura 66. Mortalidad acumulada (%) de Zoea | de C. edwardsii expuestas por 20 minutos
a distintas concentraciones (ppm) de Perdxido de Hidrégeno A) 24 horas post-exposicion,
B) 48 horas post-exposicion. C) 72 horas post-exposicion D) 96 horas post-exposicion. La
flecha indica la concentracion recomendada por el fabricante. En el recuadro amarillo se
gL [ oz= I = T O T = PRSPPI 173
Figura 67: Tiempo de desarrollo (barras azules) de Zoea | de C. edwardsii bajo distintas
concentraciones de peroxido de hidroégeno y supervivencia hasta mudar a Zoea Il
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Figura 68. Mortalidad acumulada (%) de Zoea | de C. edwardsii expuestas a 4
aplicaciones de azametifos a distintas concentraciones. ..........cccccoooeiiiiiiiiiiiiiiiccccceen. 175
Figura 69: Tiempo de desarrollo (barras azules) de Zoea | de C. edwardsii bajo exposicion
cronica (7 dias) a distintas concentraciones de azametifos y supervivencia hasta mudar a
Ao 1oYW L I (o1 UE=To [ r=To [0 13N o] o 1) ISP PP 176
Figura 70. Mortalidad acumulada (%) de Zoea | de C. edwardsii expuestas a 4
aplicaciones de Perdxido de Hidrogeno a distintas concentraciones. ............eeevveevveiene.... 177
Figura 71. Tiempo de desarrollo (barras azules) de Zoea | de C. edwardsii bajo exposicion
cronica (7 dias) a distintas concentraciones de Perdxido de Hidrégeno y supervivencia
hasta mudar a Zoea Il (CUBArados rOJOS) .......ceieiiiiuriiiiiie i 178
Figura 72. Moribundas mas muertas (%) de Zoea | de L. santolla expuestas a distintas
concentraciones (ppb) de cipermetrina A) 72 horas post-exposicion, B) 96 horas post-
exposicion. La flecha indica la concentracion recomendada por el fabricante. En el
recuadro amarillo se iNdiCa 18 CL50EES......uuiiiiiiiiiiiiiee e 180
Figura 73: Tiempo de desarrollo (barras azules) de Zoea | de L. santolla bajo distintas

concentraciones de cipermetrina (ppb) y supervivencia hasta mudar a Zoea Il (triangulos

Figura 74. Mortalidad acumulada (%) de megalopas de L. santolla sometidas a distintas
concentraciones de cipermetrina en distintos tiempos de recuperacion (24-48-72 y 96
horas POSt-EXPOSICION). ...ccceeeiieiiei i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaaaaaaaaeaas 182
Figura 75. Moribundas mas muertas (%) de Zoea | de L. santolla expuestas a distintas
concentraciones (ppb) de deltametrina a las 96 horas post-exposicion. La flecha indica la
concentracion recomendada por el fabricante. En el recuadro amarillo se indica la
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Figura 76: Tiempo de desarrollo (barras azules) de Zoea | de L. santolla bajo distintas

concentraciones de deltametrina (ppb) y supervivencia hasta mudar a Zoea Il (triangulos
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Figura 77. Mortalidad acumulada (%) de megalopas de L. santolla sometidas a distintas
concentraciones de deltametrina en distintos tiempos de recuperacion (24-48-72 y 96
hOras POSt-EXPOSICION). ...cccceiiieiiii e e e e e e e e e e e e e e e e e r e e e e e eeeaaaaaaeeeas 185
Figura 78. Moribundas mas muertas (%) de Zoea | de L. santolla expuestas a distintas
concentraciones (ppb) de azametifos A) a las 24 horas post-exposicion y B) a las 96 horas
post-exposicion. La flecha indica la concentracion recomendada por el fabricante. En el
recuadro amarillo se iNdiCa 1a CL50EES.........uuiiiiiiiiiiieie e 187
Figura 79. Tiempo de desarrollo (barras azules) de Zoea | de L. santolla bajo distintas

concentraciones de azametifos (ppb) y supervivencia hasta mudar a Zoea Il (triangulos

Figura 80. Mortalidad acumulada (%) de megalopas de L. santolla sometidas a distintas
concentraciones de Azametifos en distintos tiempos de recuperacion (24-48-72 y 96 horas
POSE-EXPOSICION).....eeeeeeeiieieee e e e e e e e e e ettt et eeeeeeeeeeesas e e e s nnnnsbsstebeeeeeeeeeaaaaaaaaaeaens 189
Figura 81. Moribundas mas muertas (%) de Zoea | de L. santolla expuestas a distintas
concentraciones (ppb) de Peréxido de Hidrogeno a las 96 horas post-exposicion. La flecha
indica la concentracién recomendada por el fabricante.............cccccooiiiiiii, 190
Figura 82: Tiempo de desarrollo (barras azules) de Zoea | de L. santolla bajo distintas
concentraciones de Peréxido de Hidrégeno (ppm) y supervivencia hasta mudar a Zoea Il
(g E= T To [U] (01T o] o =3 I OO PPPPPRR 191
Figura 83. Mortalidad acumulada (%) de megalopas de L. santolla sometidas a distintas
concentraciones de Peréxido de hidrégeno en distintos tiempos de recuperacion (24-48-72
Y 96 horas POSt-EXPOSICION)......cciiiiiiieeeeeieeee e e e e e e e e e e e e es e aeeeereaeaaaaaeens 192
Figura 84. A) Batea control con 10 animales con agua de mal filtrada y aireacion. B) Batea
con el tratamiento luego de 48 h de exposicién con H202 a 1500 ppm (la recomendacién
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Figura 85. A) un ejemplar de Mytilus chilensis de la batea control (Sin Peréxido de
hidrogeno). B) un ejemplar de Mytilus chilensis de la batea expuesta por 48 h a una

concentracion de 1500 ppm de Perdxido de Hidrogeno. br = Branquias; gn = génadas..194
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Figura 86. Resultados de tasa de aclaramiento para choritos (Mytilus chilensis) expuesto a
las siete concentraciones de perdxido de hidrégeno [H202] (marca Europharma) durante
48 horas previa SUMEAICION. .........ccooo i e e e e ea e 195
Figura 87. Resultados del crecimiento potencial (energia absorbida — [energia gastada por
excrecion + energia gastada por consumo de oxigeno]) del chorito Mytilus chilensis
(pesando entre 900-1800 g) expuestos a las diferentes concentraciones de Peroxido de
Hidrégeno por 48 horas previa su medicion. Las barras grises corresponden a los
tratamientos y la barra negra representa al Control. ............ccccceeiiiii i 196
Figura 88. Grafico de interaccion de las principales variables fisioldgicas estimadas para
Mytilus chilensis expuestos a 7 concentraciones de azametifos. ...........cccocvceeiiieeeen 198
Figura 89. Resultados de tasa de aclaramiento para choritos (Mytilus chilensis) expuesto a
las siete concentraciones de Azametifos (CoH10CIN2OsPS) durante 48 horas previa su
medicion. Letras diferentes corresponden a diferencias significativas del test a posteriori
A TUKEBY . ..ttt e et e e e ettt e e s st e e e et e e e e nte e e e e enneee e e naeeeeanteeeeennreeeeaneeennes 199
Figura 90. Resultados del potencial de crecimiento (= energia absorbida — [energia
gastada por excrecion + energia gastada por consumo de oxigeno]) del chorito Mytilus
chilensis (pesando entre 900-1800 gr) expuestos a las diferentes concentraciones de
azametifos (CoH10CIN20sPS) por 48 horas previa su medicién. Las barras grises
corresponden a los tratamientos y la barra negra representa al control. .......................... 200
Figura 91. Regresion lineal entre la tasa de aclaramiento (L/h) y el peso seco de los
mejillones (mg). En el grafico se representa la ecuacion de regresion y la correlacion de
Pearson para cada pendiente (P<0.05). .......ouuiiiiiiiiiiiieee e 201
Figura. 92. Regresion lineal entre crecimiento potencial (J/h) y el peso seco de los
mejillones (mg). En el grafico se representa la ecuacion de regresion y la correlacion de
Pearson para cada pendiente (P< 0.05). ......uuiiiiiiiiiiiii e 202
Figura. 93. Numero de espermatozoides con movimiento luego de la exposicion por 30
minutos a las siete concentraciones de Peroxido de Hidrégeno [H202]. Nota =1500 ppm es

la concentracién recomendada por el fabricante para utilizar ante caligidosis. Barras grises
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representan los tratamientos y barra negra representan las unidades experimentales
control (sin Perdxido de HiIdrOgen0). ........uuvviiiiiiiiiiiiieeeeeee et 203
Figura 94. Resultados de los experimentos de inhibicion de la fecundacion de Mytilus
chilensis en presencia de siete concentraciones del compuesto Perdxido de hidrogeno
[H202] luego de dos horas post-fertilizacion. Barras negras representa ovocitos en estado
morula (fecundacién) y barras grises representan ovocitos sin divisién celular (inhibicion
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Figura. 95. Numero de espermatozoides con movimiento luego de la exposicion por 30
minutos a las siete concentraciones del compuesto Azametifos [CoH10CIN2OsPS]. Barras
grises representan los tratamientos y barra negra representan las unidades
experimentales control (Sin AZametifOS). .........uviiiiiiiiiiii 205
Figura 96. Resultados de los experimentos de inhibicion de la fecundacion de Mytilus
chilensis en presencia de siete concentraciones del compuesto Azametifos
[CoH10CIN20sPS] luego de dos horas post fertilizacion. Barras negras representa ovocitos
en estado morula (fecundacion) y barras grises representan ovocitos sin divisién celular
(inhibicion de 1a feCUNACION). ... e e e e 206
Figura 97. Resultados del porcentaje de sobrevivencia de las larvas competentes de
Mytilus chilensis (ultimo estado de la larva de Mytilus antes de la fijacion en los colectores)
luego de exponerla a una concentracidén de las siete concentraciones experimentales de
Perdxido de Hidradgeno [HoO2]. .. .uuueireiiiiiiiiiiieeeee et 208
Figura 98. Resultados del porcentaje de sobrevivencia de las larvas competentes de
Mytilus chilensis (ultimo estado de la larva de Mytilus antes de la fijacion en los colectores)
luego de exponerlas a una concentracion de Azametifos [CoH10CIN20OsPS] usando las
siete concentraciones experimentales. Letras diferentes corresponden a diferencias
significativas del test a posteriori de TUKEY..........ccuuuiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 209
Figura 99. Resultados del experimento de fijacion de larvas de Mytilus chilensis. Numero
de larvas asentadas a las 96 h, previa a su exposicién a 7 concentraciones experimentales

del compuesto Peroxido de Hidrodgeno [HoO2]. .....uvvvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 210
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Figura 100. Resultados del experimento de fijacion de larvas de Mytilus chilensis. Numero
de larvas asentadas a las 96 h, previa a su exposicion de una concentracion de cada una
de las 7 concentraciones experimentales del compuesto azametifos [CoH10CIN205PS]..211
Figura 101. Frecuencia de los estados de maduracion gonadal de Mytilus chilensis entre
junio de 2015 a noviembre de 2015 en la localidad de Caleta Amargos -Valdivia............ 213
Figura 102. Volumen de la fraccion gamética (VFG) para los ovocitos previtélogénicos,
vitelogénicos y maduros (media + EE) en las hembras de Mytilus chilensis de la localidad
de Caleta Amargos -Valdivia, (area libre de Azametifos y Peréxido de Hidrégeno), entre
junio de 2015 a noviembre de 2015, ... 214
Figura 103. Volumen de la fraccion gamética para el tejido interfolicular y otros tejidos
(media + EE) en las hembras de Mytilus chilensis de la localidad de Caleta Amargos (area

libre de Azametifos y Perdxido de Hidrégeno), Valdivia, entre junio de 2015 a noviembre
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Figura 104. Frecuencia de los estados de maduracién gonadal de Mytilus chilensis entre
junio de 2015 a noviembre de 2015 en la localidad de Bahia Yal - Chiloé. ...................... 216

Figura 105. Volumen de la fraccion gamética (VFG) para los ovocitos previtelogénicos,
vitelogénicos y maduros (media + EE) en las hembras de Mytilus chilensis de la localidad
de Bahia Yal - Chiloé (area expuesta a Azametifos y Peroxido de Hidrogeno), entre junio
de 2015 a noviembre de 2015, ... 217
Figura 106. Volumen de la fraccion gamética para el tejido interfolicular y otros tejidos
(media + EE) en las hembras de Mytilus chilensis de la localidad de Bahia Yal- Chiloé
(area expuesta a Azametifos y Perdxido de Hidrégeno), entre junio de 2015 a noviembre
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Figura 107. Porcentaje de sobrevivencia (%) diaria de animales adultos de Mytilus
chilensis expuestos al compuesto Perdxido de Hidrégeno (concentraciones
experimentales - 50, 100, 300 y 750 ppm). El area de color negro representa la
sobrevivencia de los animales control (sin exposicién a peroxido de hidrogeno); el area

gris representa la sobrevivencia de los animales expuestos a peroxido de hidrogeno.....221
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Figura 108. Porcentaje de sobrevivencia (%) diaria de animales adultos de Mytilus
chilensis expuestos a Perdxido de Hidrégeno (concentraciones experimentales > 1500,
2000 y 3000 ppm). El area de color negro representa la sobrevivencia de los animales
control (sin exposicion a Peroxido de Hidrégeno); el area gris representa la sobrevivencia
de los animales expuestos a Perdxido de Hidrageno. .........ooovvveeiiiiiiiiiiiiccceeeeee 222
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y 30 ppb). El area de color negro representa la sobrevivencia de los animales control (sin
exposicion a azametifos); el area gris representa la sobrevivencia de los animales
eXpUESIOS @ AZaMETIfOS. ..o 223
Figura 110. Porcentaje de sobrevivencia (%) diaria de animales adultos de Mytilus
chilensis expuestos al compuesto Azametifos (concentraciones experimentales - 100,
300 y 500 ppb). El area de color negro representa la sobrevivencia de los animales control
(sin exposicion a azametifos); el area gris representa la sobrevivencia de los animales
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3 OBJETIVOS GENERALES

Determinar el impacto de los productos utilizados en el control del ectoparasito Caligus

rogercresseyi, sobre los recursos chorito y jaiba marmola

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

Revisar la literatura nacional e internacional disponible a la fecha sobre los efectos de
los organofosforados, con especial énfasis en azametifos y perdxido de hidrogeno
sobre organismos acuaticos

Determinar la toxicidad aguda y crénica de la cipermetrina, deltametrina, azametifos y
peroxido de hidrogeno en la etapa adulta y larval en jaiba marmola (Cancer edwardsii),
bajo condiciones controladas

Determinar la toxicidad aguda y cronica de azametifos y peroxido de hidrogeno en la
etapa adulta y larval de chorito (Mytilus chilensis) y su efecto en la fijacion de las
mismas, bajo condiciones controladas

Determinar la concentracion que alcanza el azametifos en condiciones de campo y

compararla con los resultados obtenidos bajo condiciones controladas

Determinar la concentracion que alcanza el peroxido de hidrogeno en condiciones de

campo y compararla con los resultados obtenidos bajo condiciones controladas
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5 ANTECEDENTES

El desarrollo de la industria salmonera en los distintos paises productores ha estado
acompafado de numerosa controversia (Bocking 2012), siendo actualmente una de las
principales de origen sanitario. Las altas densidades de cultivo y probablemente la
sobrepasada capacidad de carga ha provocado el aumento de plagas parasitarias que
implica grandes pérdidas a la industria del salmén (Broxshall y Bravo, 2000). Dentro de las
plagas parasitarias se encuentra principalmente la caligidosis, la cual ha sido una de las
mas importantes para la industria salmonera chilena desde 1982 (Reyes y Bravo, 1983) y
desde entonces el piojo de mar, principalmente Caligus rogercresseyi, ha sido controlado
con distintos agentes antiparasitarios. En 2007 el Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura
incorpora a la caligidosis como una enfermedad de alto riesgo de la Lista 2, ya que se
considera una enfermedad de importancia y puede ser objeto de programas de vigilancia y
control. Posteriormente, a fines 2012 se implementa una nueva estrategia en la vigilancia y
el control de la caligidosis que se regula a través del Programa Sanitario especifico de
Caligidosis.

Dentro de los primeros productos utilizados en el control del piojo de mar se encuentran
metrifonato, organofosfatos y diclorvos, posteriormente la ivermectina y benzoato de
emamectina. Actualmente, los antiparasitarios mas usados son: Emamectina, deltametrina
y cipermetrinas piretroides que afectan el sistema nervioso central (Sevatdal et al. 2005),
estos dos ultimos aplicados en bafios en concentraciones recomendadas por los fabricantes
de 2-3 ppb por 40 min. y 15 ppb por 30 min, respectivamente. Peroxido de hidrégeno, que
también es aplicado en banos, por 20 min en concentracién de 750-1500 ppb, actua
causando paralisis mecanica (Bravo et al 2010). El diflubenzuron y teflubenzuron,
inhibidores de la sintesis de quitina (Clarke and Jewess, 1990) y por ultimo
organofosforados, azametifos aplicados en banos en concentracion de 100ppb por 30 min,
un inhibidor de la enzima acetilcolinesterasa (Roth et al 1993).

Los piretroides (cipermetrina, deltametrina) en general tienen alta degradacion, baja

toxicidad en mamiferos y alta toxicidad en crustaceos, y tienden a ser absorbidos en el
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material particulado. Los piretroides actuan interfiiendo con el funcionamiento de la
membrana nerviosa, principalmente por su interferencia en los canales de Na (Miller and
Adams 1992), lo que resulta en la despolarizacion de la membrana. Especificamente se ha
encontrado efecto de la cipermetrina en larvas de langostas, considerado en general este
estadio de desarrollo uno de los mas sensibles en del ciclo de vida de los organismos
(Burridge et al. 2000 a, b) y en otros crustaceos en sus etapas adultas (Burridge et al. 2014).
Pahl y Opitz, 1999 describen que las larvas de moluscos y erizo presentan mayor tolerancia
a este producto. Estudios en Chile como los realizados en el proyecto FIP “Determinacién
del posible impacto de la cipermetrina y deltametrina en el medio marino y su efecto en
Mytilus chilensis”, no detectaron efecto en las larvas de choritos. En general se considera
que los piretroides son mas toxicos a insectos no objetivo y crustaceos que a grupos

filogenéticamente menos emparentados.

Los mecanismos de accion sugerido por el Perdxido de hidrégeno son paralisis,
peroxidacion por radicales de hidroxilos de lipidos y membranas de organelos celulares e
inactivacion de enzimas vy replicacion de DNA. Evidencia clara de la paralisis ocasionada
por este producto es cuando se forman burbujas en el intestino y hemolinfa lo que produce
el desprendimiento de los piojos de mar, y permanecen flotando en el agua (Bruno y
Raynard 1994). Este compuesto es considerado ambientalmente mas amistoso, debido que
se descompone en oxigeno y agua (Haya et al. 2005). Escasa informacion es disponible
sobre la toxicidad del peroxido de hidrogeno en distintos organismos marinos, Burridge et
al. 2014 indica la DL50 en organismos como langostas (H. americanus, adulto y larvas,)
camaron (Crangon septemspinosa) en general son cercanos a la concentracion aplicadas
comercialmente o un poco mas elevadas (10%), indicando que el riesgo por este producto
es bajo.

Azametifos es un pesticida organofosfato que actua por inhibicion de la actividad enzimatica
(acetilcolinesterasa) en la sinapsis neuronal. Este producto es soluble en agua y tiene bajo

log Kow, por lo que se sugiere que podria permanecer en su fase acuosa en el ambiente, el
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azametifos se descompone por hidrélisis en el medio natural con una vida media de 8.9 dias
(Burridge et al. 2014), y estudios de los anteriores autores sugieren que la formulacion
utilizada en su estudio permanece en solucion por 24 h aproximadamente con poca
degradacién o pérdida bajo condiciones de laboratorio. Efecto de azametifos en distintos
organismos no objetivos entre ellos Homarus americanus, H. gammarus, Crangon
septemspinosa y Mysid sp. no han mostrado efectos claros, pero estos estudios se han
concentrado en la evaluacion de efectos agudos y pocos estudios se han enfocado en
evaluar los efectos cronicos debido a las limitaciones en el tiempo de seguimiento de las
respuestas.

Tomando en conjunto las siguientes consideraciones sobre los productos utilizados contra
el Caligus que: a) han sido disefiados para el control de insectos en la agricultura, b) otros,
son quimicos no especificos para Caligus, y c) la liberacion de éstos en el ambiente acuatico
(bafos) se ha postulado que no solo se podria estar afectando al piojo de mar sino a otros
organismos del ambiente (Cunningham 1996, Waddy et al, 2002, Willis and Ling 2003, Nash,
2003; Burridge et al 2005, Haya et al. 2005, Dorts et al. 2009).

Considerando los antecedentes junto con los denuncias por parte de los pescadores
artesanales respecto al “efecto que tanto los piretroides como los organofosforados estarian
causando en los crustaceos de la XI Region”, mencionadas en las bases de la presente
propuesta, con los posibles efectos en otras especies no objetivo como el chorito y la falta
de estudios en Chile sobre los efectos tanto agudos como crénicos sobre distintos
organismos de los productos utilizados contra la caligidosis, es importante realizar
investigaciones que ayuden a la toma de decisiones de las autoridades basadas en
informacién técnica de respaldo sobre estos aspectos plasmados en la presente propuesta

técnica.
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6 METODOLOGIA DE TRABAJO POR OBJETIVO

6.1 Revisar la literatura nacional e internacional disponible a la fecha sobre los efectos de
los organofosforados, con especial énfasis en azametifos y perdxido de hidrogeno

sobre organismos acuaticos

6.1.1 Busqueda y seleccion de articulos relevantes

Se realizd una extensa y comprensiva revision de la literatura existente sobre los efectos de
organofosforados, en particular azametifos; y peréxido de hidrégeno, sobre organismos
acuaticos, principalmente marinos. Adicionalmente, se realizé la misma busqueda para
deltametrina y cipermetrina. Los principales buscadores utilizados fueron Scopus y Science
Direct. Los resultados obtenidos por ambos buscadores fueron revisados y comparados
(~80 % de similitud), de manera de confeccionar una base de datos que incluya todos los
trabajos de interés para el proyecto. Esto se realiz6 de manera independiente y por
consenso entre tres investigadores. Ninguna busqueda fue limitada a afo de publicacion.

Dependiendo del compuesto se utilizaron diferentes combinaciones de palabras claves, de
manera de encontrar la literatura relevante, pero a la vez no tan rigida para evitar la
exclusion de publicaciones de interés. Este balance fue considerado como aceptable
cuando las publicaciones de interés representaron entre un 5y 11.5 % del total de
publicaciones arrojadas por la busqueda (Tabla |). Cada uno de estos trabajos arrojados en
las busquedas fue clasificado como relevante o no, en base a su titulo y resumen (Se
adjunta informacién de los articulos en Anexo |, Tabla I). Esto también fue realizado por al
menos 2 investigadores en forma independiente y los trabajos fueron seleccionados por

consenso.
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6.1.2 Validacién de la busqueda

Con el fin de evaluar la precision y alcance de las busquedas, 9 trabajos de reconocidos

expertos fueron seleccionados de la base de datos (Burridge, L.E., Ernst, W., y Treasurer,

J.W.), con el fin de evaluar el numero de articulos relevantes citados y que no fueron

arrojados en nuestras busquedas. Este protocolo arrojo la omision de 7 articulos no

encontrados en las busquedas. De estos 7 articulos, 4 fueron recurrentes en las referencias

de los autores seleccionados como expertos. En total, 6 articulos fueron agregados a la

base de datos.

Tabla I. Resumen general del proceso de busqueda para cada compuesto, organismo, palabras clave

utilizadas, y los nimeros de documentos encontrados y seleccionados.

Compuesto  Organismo Palabras clave Area (restringido a) N resultados N publicaciones relevantes % publicaciones relevantes
Crustaceos Azametifos + crustaceos
Azametifos  Megjillones Azametifos + mejillones Ninguna
Moluscos Azametifos + moluscos
Equinodermos Azametifos + equinodermos 334 31 9.3
Crustaceos Hydrogen peroxide + crustaceos Phamacology, Toxicology,
Peroxidode  Mejillones Hydrogen peroxide + mejillones+toxicity Pharmaceutics, Agriculture,
hydrogeno  Moluscos Hydrogen peroxide + moluscos Biology, Environment,
Equinodremos Hydrogen peroxide +equinodermos veterinary 391 45 115
Crustaceos Deltametrin + crustaceos Phamacology, Toxicology,
Deltametrina  Mejillones Deltametrin + mejillones+ toxicity Pharmaceutics, Agriculture,
Moluscos Deltametrin + moluscos Biology, Environment,
Equinodermos Deltametrin +equinodermos veterinary 389 26 6.7
Crustaceos Cipermetrin + crustaceos Phamacology, Toxicology,
Cipermetrina Mejillones Cipermetrin + mejillones+ toxicity Pharmaceutics, Agriculture,
Moluscos Cipermetrin + moluscos Biology, Environment,
Equinodermos Cipermetrin +equinodermos veterinary 635 32 5.0
Promedio 8.1
SD 2.9
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6.2 Determinar la toxicidad aguda y cronica de la cipermetrina, deltametrina, azametifos y
peroxido de hidrogeno en la etapa adulta y larval en jaiba marmola (Cancer edwardsii),

bajo condiciones controladas

Se trabajo con adultos provenientes de la zona de Carelmapu- Maullin y de Los Molinos,
ambas zonas sin historial de uso de los compuestos de interés del proyecto. Los animales
fueron aclimatizados por una semana a las condiciones de laboratorio previo a la realizacion

de los experimentos.

6.2.1 Experimentos en adultos de jaiba marmola

6.2.1.1 Experimento para evaluar toxicidad aguda sobre mortalidad y reproduccion
(viabilidad espermatica, histologia de génada)

Los efectos sobre la viabilidad espermatica y el tejido ovarico de los cuatro diferentes
productos utilizados por las empresas salmoneras para el control del Caligus fueron
estimados a través de experimentos manipulativos, donde se expusieron hembras no
ovigeras a los productos por 24 horas (efecto agudo). Para tal efecto, se utilizaron 7
hembras adultas (> 80 cm de ancho del cefalotérax) en cada tratamiento (7 tratamientos por
producto, segun concentraciones establecidas en Tabla 1) mas siete individuos en el
control. Este ultimo, consisti6 en mantener los individuos bajo las mismas condiciones
experimentales de temperatura (13°C), salinidad (32), fotoperiodo (24 h luz) y volumen de
agua (100 L) que en los tratamientos, pero solo con agua de mar filtrada 5 um y esterilizada
por UV.

Para todos los casos, luego de terminado el periodo de experimentacion, las hembras fueron
mantenidas 24 horas en recuperacion en las mismas condiciones que el control antes de

ser medidas y disectadas. Los compuestos utilizados corresponden a productos
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comerciales utilizados por la industria salmonera: Azametifos (CalFree®, Farmacologia en
Aquacultura Veterinaria FAV SA); Cipermetrina (Betamax®, Novartis Chile SA);
Deltametrina (AlphaMax ®, Pharmaq AS Chile Ltda.); Perdxido de hidrogeno (Europharma
Chile SA) (Nombres comerciales, presentaciones, fabricante y recomendaciones de uso en
ANEXOS 1)

Segun los resultados obtenidos en experimentos preliminares y la literatura consultada, se
pudo establecer que los compuestos se degradan en el tiempo, por lo que la concentracion
variara durante el tiempo de aplicacion. En reunién del equipo de trabajo se analizaron
estos resultados y se decidi6 que las concentraciones de Azametifos, Cipermetrina y
Deltametrina serian restituidas cada 12 horas mientras que las de Perdéxido serian
restituidas cada 8 horas. De esta forma se estaria cautelando la mantencién de la
concentracion nominal inicial con una variacion menor al 15%. La metodologia de
exposicion a los compuestos se modificé entonces colocando los 7 animales de cada
compuesto comercial y concentracion (tratamiento) en un acuario de vidrio de 250 L con
100 L de agua de mar filtrada a 5 um y esterilizada por luz UV, a 13.5°C, 32 de salinidad
(que sera identificada como “agua de mar”, salvo condiciones especiales debidamente
indicadas). Cada acuario fue provisto de burbujeo (Anexo |, Fig. 1). Para cada compuesto,
10-15 minutos antes de su aplicacion, se prepard una solucidén de trabajo en agua de mar
filtrada 1 um y esterilizada por UV. De esta solucion de trabajo de adicioné con micropipeta
el volumen requerido para alcanzar la concentracion necesaria en el acuario con los 100 L
de agua de mar. Se dej6 que los compuestos difundan en cada acuario por 10 min y luego
los animales fueron introducidos en cada acuario. Transcurrido el tiempo identificado para
la restitucion (8 o 12 h segun corresponda), el agua del acuario fue bombeada a un estanque
de almacenamiento externo y reemplazada por 100 L de agua de mar. Se realizaron 3
recambios de agua de mar similares (“lavados” de acuario y animales) para luego restituir
los 100 L de agua de mar y adicionar el mismo volumen de solucién de trabajo requerido
para restituir la concentracion inicial (Anexo |, Fig. 2). Finalizado el tiempo de exposicion al

compuesto, se repitio el proceso de lavado tres veces y los animales se mantuvieron en 100
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L de agua de mar por 24 horas adicionales sin el compuesto. A las 24 horas post-
tratamiento, los animales fueron evaluados y la mortalidad registrada. Con esta informacion
se determind la CLsp por medio de un ajuste sigmoideo dosis-respuesta para cada
compuesto. En el caso del Peroxido, no se registré la mortalidad propiamente tal, sino el
dafo severo considerado como tal el sufrido por los individuos al flotar en la superficie del
acuario (Anexo I, Fig. 3). Luego del tiempo de observacion, los animales fueron disectados
y se extrajo la gonada y los receptaculos seminales.

Esta mortalidad corresponde al efecto de la concentraciéon del compuesto respectivo sobre
7 animales dispuestos en 100 L de agua. Se realizé un segundo registro de mortalidad sobre

36 individuos por tratamiento asociado a los experimentos ECso (ver mas abajo).

Viabilidad espermatica

La viabilidad espermatica se determiné a través de una técnica de fluorescencia utilizando
LIVE / DEAD® esperma Viabilidad Kit, adaptado para espermios almacenados en los
receptaculos seminales de cangrejos (Wolcott et al. 2005). Este producto posee tinciones
fluorescentes duales (SYBR-14 agente y yoduro de propidio), el SYBR-14 tifie los nucleos
de las células de espermios vivos de color verde brillante verde a 480 nm
de excitacion y de emision de 520 nm, vy el yoduro de propidio tifie células espermaticas
muertas rojo fluorescente a 530 nm de excitacion y 615 nm de emisidén. Estas células

muertas han perdido la integridad de la membrana.

Evaluacion de daio ovarico

Una secciéon del ovario maduro de las hembras experimentales, fueron lavadas con
alcoholes ascendentes (50°, 70°, 80°, 90°, 96° y 100°), posteriormente deshidratadas con
tres repeticiones de butanol, para finalmente ser incluidas en parafina histolégica (56° de
ebullicion). Después de 48 horas fueron talladas, cortadas y tefidas con hematoxilina-
eosina y Tricomio de Mason para la posterior observacién microscépica. Una vez obtenidos

los cortes de todos los tratamientos y el control, éstos fueron analizados comparativamente
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contra el control, en cuanto a su 1) asincronia del desarrollo, 2) malformaciones celulares y

3) alteraciones del tamafio de los ovocitos

6.2.1.2 Experimentos para toxicidad aguda sobre ECso en adultos de jaiba

Para la evaluacion de la toxicidad aguda sobre ECsg se utilizaron machos y hembras no
ovigeras provenientes de las mismas localidades descritas anteriormente.

El procedimiento fue similar al descrito para el experimento anterior, pero se trataron 4
concentraciones por semana de un compuesto (4 concentraciones * (4 tiempos de
evaluacién * 9 réplicas = 36 individuos por concentracion) = 144 individuos) y a la semana
siguiente se completd el experimento, cautelando igual numero de réplicas de los
tratamientos controles estuviesen en ambas semanas.

Al igual que en el punto anterior, las exposiciones se efectuaron en acuarios de vidrio con

100 L de agua de mar filtrada, con burbujeo, a similar temperatura (13°C), salinidad (32) y
fotoperiodo (24 h luz). Las concentraciones de Azametifos, Cipermetrina y Deltametrina
fueron restituidas cada 12 horas mientras que las de Peréxido fueron restituidas cada 8
horas.

Finalizado el tiempo de exposicion de 24 horas (generalmente a las diez de la mafana), se
realizaron tres recambios de agua de mar (“lavados”) y los animales ingresaron a su acuario
de mantencion, sin compuestos, en el sistema especialmente construido para estos efectos.
El sistema de mantencién consté de 144 acuarios transparentes de polietileno con
suministro de agua de mar individual a un flujo superior a 300 mL/min en cada acuario
(Anexo |, Fig. 4). En estos acuarios los animales pueden ser observados regularmente y se
evita el contacto entre ellos. En cada nivel se ubicaron los animales a ser evaluados a las
24 h (nivel superior), 48 h (segundo nivel), 72 h (tercer nivel) y 96 h (nivel inferior). En cada
nivel de cada uno de los 3 racks se ubicaron 3 réplicas de las cuatro concentraciones

experimentales correspondientes (Anexo |, Fig. 4).
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Asociados a estos experimentos, se realizdé una segunda cuantificacion de mortalidad para
obtener una CLso de cada compuesto, esta vez con un “n” mayor por tratamiento (n=36). De
esta forma, esta mortalidad corresponde al efecto de la concentracién del compuesto

respectivo sobre 36 animales dispuestos en 100 L de agua.

Respuesta conductual: reincorporacion

Al momento de introducir los animales en la camara respirométrica (ver Respuestas
Fisioldgicas y bioquimica) los animales fueron manipulados colocandolos en forma invertida,
con la zona dorsal apoyada contra el fondo de la camara respirométrica. Se observo durante
30 segundos si los animales fueron capaces de reincorporarse y adoptar una posicion
‘normal”, apoyados sobre sus patas. Al sumar las evaluaciones de reincorporacién se
obtuvieron datos para las 6, 24,30, 48, 54, 72, 78 y 96 horas post-tratamiento. La respuesta

se expresO como porcentaje de animales que se reincorporaron.

Respuestas Fisiologicas y bioquimica

La tasa metabdlica de cada animal se cuantific6 por medio de respirometria cerrada
siguiendo una metodologia estandarizada en el LECOFIC (ver Paschke et al, 2010). La tarde
del dia anterior a la evaluacion correspondiente (“tiempos”, i.e. 24, 48, 72 y 96 h), cada
animal fue introducido a una camara respirométrica de 24 L y mantenido con flujo abierto
de agua de mar por toda la noche con el fin de reducir el estrés por manipulacion para la
cuantificacion de la tasa metabdlica a la mafana siguiente. Brevemente, el consumo de
oxigeno se obtuvo de la diferencia entre la concentracion de oxigeno inicial de la camara
respirométrica y la final, luego de aproximadamente 1 hora de incubacion. Tres camaras
respirométricas se usaron como control, sin animales. La concentracion de oxigeno disuelto
se obtuvo por medio de un sensor Optico calibrado el dia de la medicion (agua saturada=
100% vy solucion de sulfito de sodio 5% correspondiente a 0% de oxigeno disuelto),
conectado a un sistema Microx TX3 (PreSens, Alemania) que expresa la concentracion en
mg*L".
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Luego de la medicién, la camara respirométrica fue abierta y la capacidad de

reincorporacion de los animales fue evaluada durante 30 segundos

Finalizadas las observaciones conductuales, a cada animal se le midié el ancho del
caparazdn, el peso vivo (para poder expresar la tasa metabodlica en mgO2*h-*g™"), fueron
sacrificados, previo aletargamiento inducido por temperatura a 4°C, y se obtuvieron
muestras de musculo y hepatopancreas; todas las muestras fueron congeladas a -80°C para
su posterior analisis bioquimico.

El analisis bioquimico consistio en cuantificar la actividad de las enzimas Catalasa CAT y
Acetilcolinesterasa ACHE. Ambas enzimas han sido ampliamente utilizadas como
biomarcadores para evaluar el efecto de contaminantes. La actividad de CAT fue evaluada
en musculo y hepatopancreas de jaibas adultas expuestas a los 4 compuestos analizados
debido a que las células de ambos 6rganos exhiben capacidades antioxidantes enzimaticas
altas. La CAT es una de las enzimas que juega un rol en el control de Especies Reactivas
de Oxigeno (ROS por su sigla en inglés) cuya generacion se intensifica producto de los
contaminantes. Catalasa (CAT) es una enzima que facilita la eliminacién de perdxido de
hidrégeno, que se metaboliza en oxigeno molecular y agua, y por lo tanto es un componente
importante de las defensas anti-estrés oxidativo. En los ultimos afios se ha utilizado como
biomarcador.

La actividad de ACHE fue evaluada en musculo de jaiba expuestas a Azametifos, dado que
esta descrito el efecto de organofosforados inhibiendo la actividad de ACHE, enzima
involucrada en metabolizar el neurotransmisor acetilcolina en el espacio interneuronal de
una sinapsis. La inhibicién de su actividad altera la transmisién del impulso nervioso.

Las muestras congeladas fueron homogenizadas en buffer fosfato en hielo por medio de un
sonicador Branson en pulsos de 4 segundos y 4 segundos de pausa. El homogenizado fue
subdividido para la estimacion de ambas enzimas y de proteina total para expresar la
actividad enzimatica por mg de proteina. Las submuestras fueron centrifugadas (U32,

Boeco) a 10.000*G por 10 min a 2°C y el sobrenadante utilizado para el analisis.
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La actividad de CAT se cuantifico siguiendo el método de Aebi adaptado para microplacas.
A 10 uL de sobrenadante (en duplicado) se le adicionaron 180 uL de buffer fosfato pH 7.02.
La reaccion se inicio con la adicion de 130uL de solucién de trabajo del sustrato H2O2 (150uL
peroxido Merck al 30% diluido en 25mL de buffer fosfato) con pipeta multicanal. La
disminucion de H2O2 a 25°C fue leida cada 20 segundos por 10 min a 240nm en un
espectrofotometro PowerWave HT (BioTek, EEUU). La actividad se expresé en umol*min-
mgProt’ luego de descontar la lectura del blanco (en duplicado) para cada muestra
(Blanco consistié en 10uL muestra y 310uL buffer fosfato).

La actividad de ACHE se cuantifico siguiendo el método de Ellman adaptado para
microplacas. A 10 uL de sobrenadante (en duplicado) se le adicion6 240 uL de buffer fosfato
pH 8.0 y 10uL de DTNB (acido ditiobisnitrobenzoico 0.01M en buffer fosfato pH7.0). Se
incubd la microplaca con muestras y blancos por 10 min a 25°C en un incubador/agitador
Thermoxier (Eppendorf, Alemania). La reaccion se inicié con la adicion de 20 uL de sustrato
(ioduro de acetiltiocolina 0.075M en agua ultra pura) con pipeta multicanal. La liberacién del
compuesto de color a 25°C fue leida cada 20 segundos a 412nm por 10 min en un
espectrofotometro PowerWave HT (BioTek, EEUU). La actividad se expres6 en umol*min-
mgProt’' luego de descontar la lectura del blanco (en duplicado) para cada muestra
(Blanco consistio en 10uL muestra, 260uL buffer fosfato y 10uL DTNB).

Las proteinas de cada sobrenadante se cuantificaron espectrofotométricamente por medio
del método de Lowry utilizando un kit comercial (DCProtein Assay, Bio Rad, EEUU) con

albumina de suero bovina como standard.
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6.2.1.3 Experimento para evaluar toxicidad cronica sobre mortalidad y
reproduccion (histologia de génada) y ECso en adultos de jaiba

Para la evaluacion de la toxicidad crénica sobre ECso y la gonada se utilizaron hembras no
ovigeras provenientes de las mismas localidades descritas anteriormente.

El procedimiento fue similar al descrito para el experimento agudo salvo que se utilizaron 3
concentraciones correspondientes a porcentajes de la CLso estimada en el experimento
agudo: 100%, 50%, 25% de CLso y un control solo con agua de mar filtrada, pero manipulado
de la misma forma que los demas tratamientos. ((4 compuestos * 3 concentraciones) + 1
control = 13 tratamientos * 11 réplicas = 143 individuos).

Al igual que en el punto anterior, las exposiciones se efectuaron en acuarios de vidrio, pero
esta vez con 50 L de agua de mar filtrada (dado que solo se expondrian 11 animales por
acuario cada vez), con burbujeo, a similar temperatura (13°C), salinidad (32) y fotoperiodo
(24 h luz). Finalizado el tiempo de exposicién de 6 horas (generalmente a las 17 horas), se
realizaron tres recambios de agua de mar (‘lavados”) y los animales individualizados
(numerados) ingresaron a su acuario de mantencion en el sistema descrito anteriormente.
Con el fin de que los compuestos a evaluar no fueran incorporados al alimento y que por
esta via se incremente la dosis incorporada en las jaibas, los animales fueron alimentados
diariamente ad libitum con Mytilus chilensis abiertos luego de ingresar a sus acuarios en el
sistema de mantencion.

Dado que 6 horas de exposicibn es menor al tiempo establecido para restituir las

concentraciones, solo se adicion6 el compuesto al inicio de cada exposicion diariamente.
Evaluacion de dafo ovarico

El efecto crénico de los compuestos sobre el ovario fue evaluado utilizando la misma

metodologia descrita para los experimentos agudos.
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Respuestas Fisiolégicas y bioquimica
Terminado el experimento, se cuantificd la tasa metabdlica y se tomaron muestras para
actividad de CAT y ACHE de la misma forma como se describié para los experimentos

agudos.

6.2.2 Experimentos en larvas de jaiba marmola y centolla

6.2.2.1 Exposicion aguda a cipermetrina, deltametrina, azametifos y perdxido de
hidrogeno en larvas de C. edwardsii y L. santolla

Hembras ovigeras de C. edwardsii y L. santolla fueron mantenidas en acuarios con agua de
mar circulante hasta la eclosion de las larvas. Las Zoeas | recién eclosionadas fueron
colectadas y solo las larvas que nadaban activamente fueron seleccionadas para ser
sometidas a los siguientes los farmacos utilizados en la industria salmonera para el control

de la caligidosis: cipermetrina, deltametrina, azametifos y perdxido de hidrogeno.

Jaiba marmola C. edwardsii

Zoeas | de C. edwardsii fueron sometidas a 7 concentraciones de los correspondientes
farmacos por el periodo indicado en la tabla Il. Paralelamente, al grupo de larvas que se le
aplicaron los farmacos, un grupo de las larvas fueron utilizadas como control, en este caso
se realizé la misma manipulacion de las larvas, pero solo con agua de mar. Para evaluar el
efecto de los farmacos antes mencionados se utilizaron por farmaco por concentracion 350
larvas divididas en 7 réplicas con 50 larvas por cada una ellas y un control para cada farmaco
con 7 réplicas con 50 Zoeas | por réplica, que considera solo agua de mar. Una vez
seleccionadas y contadas las larvas, fueron sometidas a las distintas concentraciones de
los farmacos y tiempos de exposicion segun la Tabla Il. Posteriormente al periodo de
aplicacion correspondiente, las larvas fueron trasladas a recipientes con agua de mar
filtrada. Este procedimiento se realizé 3 veces y cada uno de los lavados fue por un minuto
en agua de mar. Después las larvas fueron separadas en las 7 réplicas correspondientes a
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la concentracién y mantenidas en recipientes de 800 mL sin aireacion en agua de mar
filtrada 0,45um. Antes de ser colocadas las larvas en los recipientes para su seguimiento e
inmediatamente después de la aplicacién de los farmacos y lavado, las larvas fueron
observadas clasificandolas en 4 grupos: a) muertas, b) moribundas A, aquellas que estaban
en el fondo del recipiente con débiles movimientos de los apéndices solo observable
utilizando un microscopio estereoscopico ¢) moribundas B: aquellas que estaban en el
fondo, sin capacidad de natacidon, pero con movimientos activos de los apéndices
observable sin necesidad de microscopio estereoscopico, d) vivas, las que correspondian a
las larvas que nadaban activamente.

Las condiciones de mantencién de las larvas fueron 15°C, 32 PSU vy fotoperiodo 12:12 luz:
oscuridad. Diariamente, se realizé cambio de agua y alimentacion (nauplii de Artemia), las
larvas fueron contadas y clasificadas como vivas, moribundas o muertas y se controlo
también la presencia de exuvias. Los experimentos se monitorearon hasta que todas las

larvas murieron o mudaron a Zoea Il.
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Tabla Il. Concentraciones y tiempos de exposicion a utilizar en los respectivos tratamientos. CRF:
concentraciéon recomendada por el fabricante.

Compuesto Tratamientos
Control 1 2 3 4 5 6 7
(agua mar) CRF
Cipermetrina 0 0.15 | 0.5 1.5 5 15 30 60
(ppb); 30  min
exposicion
Deltametrina 0 0.1 0.25 |0.5 1 2 4 8
(ppb); 40 min
exposicion
Azametifos (ppb); | O 1 3 10 30 100 300 500
30 min exposicion
Peroxido de |0 50 100 300 | 750 1500 | 2000 | 3000
hidrégeno  (ppm);
20 min exposicion

Centolla Lithodes santolla

Adicionalmente se realizaron experimentos con larvas de Lithodes santolla para evaluar el
efecto de la exposicion a los farmacos sobre la supervivencia y tiempo de desarrollo. Se
incluyé esta especie en los estudios debido que la centolla austral es un recurso de gran
importancia comercial para la zona sur-austral del pais. Esta sometida a una fuerte presion
pesquera y es capturada en el mar interior de Chiloé y Seno de Reloncavi, area coincidente
con el desarrollo de la salmonicultura. Ademas, las larvas de L. santolla presentan una
caracteristica interesante como especie modelo para ecotoxicologia puesto que el
desarrollo larval es completamente lecitotrofico, por lo cual no requiere alimentacion
exdgena.

Zoea |. larvas de L. santolla recién eclosionadas y nadando activamente fueron

seleccionadas para ser sometidas cipermetrina, deltametrina, azametifos y peréxido de
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hidrégeno a las concentraciones y tiempos indicados en la tabla Il. Por concentracién (7) de
cada uno de los farmacos se utilizaron 210 larvas divididas en 7 réplicas. Adicionalmente
un grupo control consistié de 210 larvas que fueron divididas en 7 réplicas (30 larvas por
réplicas), este grupo fue sometido a las mismas condiciones de manipulacion realizadas a
las que fueron expuestas a las distintas concentraciones de los farmacos. Una vez realizada
la exposicidn a los farmacos a las concentraciones y periodos correspondientes, las larvas
fueron lavadas tres veces (1 minuto) con agua de mar para posteriormente ser clasificadas
en vivas, moribundas A, B (ver detalles arriba) y muertas. Las larvas fueron mantenidas en
recipiente de 800 mL con agua de mar filtrada a 0,45um. Las condiciones de cultivo fueron
12°C, 32 PSU y 12:12 horas luz oscuridad. Diariamente se realiz6 cambio de agua y se
control6 la mortalidad y la presencia de exuvias. Las larvas no fueron alimentadas debido a
que son lecitotréficas. El experimento se controlé hasta que la ultima larva mudara a Zoea
Il o muriera.

Megalopa: Megalopas de 10 dias de edad fueron utilizadas en los experimentos. Estas
megalopas provienen del cultivo larval desde Zoea | a Megalopa bajo condiciones estandar
de laboratorio. Debido a la baja disponibilidad de megalopas los experimentos realizados
con: a) cipermetrina incluyeron el control y las concentraciones de 1, 5, 15, 30 y 60 ppb con
3 réplicas por concentracion y 22 larvas por réplica, b) deltametrina consideraron el control
y las concentraciones 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 8 ppb con 5 réplicas por tratamiento y 25 larvas por
réplica, c) azametifos consistieron del control y los tratamientos 3, 30, 100, 500 ppb con 4
réplicas por tratamiento y con 23 larvas por réplica y d) perdxido de hidrégeno incluyeron el
control y las concentraciones 0, 100, 750, 1500 y 3000 ppm con 4 réplicas por concentracion
con 23 larvas por réplica.

Una vez expuestas las megalopas a las concentraciones anteriormente mencionadas y
periodo indicado en la tabla Il para los respectivos farmacos, las larvas fueron lavadas con
agua de mar (3 veces) y clasificadas como muertas, moribundas A, B y vivas (ver detalles
arriba). Se mantuvieron las megalopas en frascos de 800mL a 12°C, 32PSU y 12:12 horas

luz oscuridad. Se realizé cambio de agua, control de mortalidad y de presencia de exuvias
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diario. Las larvas no fueron alimentadas debido que todo el desarrollo larval es lecitotrofico.

El experimento finalizo cuando la ultima Megalopa murié o0 mudo a primer juvenil.

6.2.2.2 Exposicion cronica en larvas de C. edwardsii

La exposicion crénica de las larvas se realizdo solamente con azametifos y peréxido de
hidrogeno debido que el 100% de las larvas expuestas a los piretroides utilizados,
cipermetrina y deltametrina después de 24 horas postexposicion a las concentraciones mas
bajas utilizadas 0.15 y 0.1 ppb, respectivamente se encontraban muertas o moribundas.

Para cada compuesto aplicado se utilizaron 1750 larvas las cuales fueron divididas en 4
concentraciones (Tabla Ill) y un grupo control solo con agua de mar (350 larvas por

tratamiento), cada condicion consistio de 7 réplicas con 50 Zoea | cada una.

Tabla lll. Concentraciones de azametifos y peréxido de hidrégeno, y tiempos de
exposicion para los experimentos crénicos de las larvas de C. edwardsii.

Compuesto Tratamientos
Control 1 2 3 4
(agua de
mar)

Azametifos (ppb-30 min.
exposicion) 0 0.063 0.125 0.25 0.5

Peréxido de  Hidrégeno
(ppm-20 min. exposicién ) 0 188 375 750 1500
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Las larvas fueron seleccionadas y clasificadas de igual manera que para la exposicion
aguda. Las condiciones de mantencién cambio de agua y alimentacion se realizaron como
se describié anteriormente para la exposicion aguda. Las larvas fueron expuestas
diariamente a la concentracién correspondiente por el tiempo indicado en la tabla IIl por 7
dias. Se consider¢ este periodo de exposicidn (7 dias) con el objetivo de solo someter a las
Zoea | a la exposicion crénica y no tener tratamientos con exposiciones de estadios larvales
mezclados. Cada réplica fue expuesta por separado con el objetivo de poder realizar su
seguimiento por el periodo que duro el experimento.

Andlisis estadistico

Se evaluo el efecto de cada compuesto utilizado sobre el tiempo de desarrollo y mortalidad
de las larvas C. edwardsii y L. santolla, utilizando analisis de varianza considerando para el
tiempo de desarrollo una distribucion gamma y para la mortalidad una distribucion binomial
en los casos que se detectaron diferencias significativas se realizaron pruebas a posteriori
(Tukey). Ademas, se calculé la concentracion letal 50 a las 24, 48, 72 y 96 horas en los
casos que fue posible, ajustando una distribucidon binomial (logit). Lo analisis fueron
realizados con R version 3.2.4.

6.3 Determinar la toxicidad aguda y crénica de azametifos y peroxido de hidrégeno
en la etapa adulta y larval de chorito (Mytilus chilensis) y su efecto en la fijacion

de las mismas, bajo condiciones controladas

Recoleccién de los animales adultos

Ejemplares adultos de Mytilus spp de ambos sexos fueron recolectados al azar desde el

submareal de Caleta Amargo (Cercano a Corral, Valdivia - 39°52°30.46” S; 73°25°30.36” O).

Esta localidad cumple con el requisito de la propuesta ya que es una zona de extraccion de

recurso Mytilus sin la presencia de centros de cultivo de salménidos. Estos animales fueron

mantenidos vivos a baja temperatura dentro de un cooler de aislapol y trasladados al
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laboratorio del Instituto de Ciencias Marinas y Limnolégicas (ICML) de la Universidad Austral
de Chile.

Identificacién taxonémica de los ejemplares utilizados en la presente investigacion:
Debido a las recientes publicaciones que describen la presencia de otras especies del
genero Mytilus en la costa de Chile (Toro, 1998, Toro et al., 2005; Oyarzun et al., 2016;
Astorga et al., 2015; Larrain et al., 2015), ademas de la especie nativa Mytilus chilensis, se
realizé la determinacion taxondmica de los ejemplares con los cuales se trabajo en la
presente investigacion. De esta forma se asegura que los datos y resultados analizados solo
corresponden a la especie Mytilus chilensis, que es la especie que se cultiva en Chile.

Una vez finalizado todos los experimentos, los choritos fueron sacrificados y de cada
ejemplar se extrajo un trozo de tejido del manto, el cual inmediatamente se preservo en
etanol absoluto al 99% (con un cambio de etanol luego de 48 h) y manteniéndose a 4°C

hasta el proceso de extraccion de ADN.

Metodologia:

a. Extraccion de ADN: De cada muestra de manto se disecté un trozo de
aproximadamente 100 mg (~5 mm?). Para la extraccion de ADN se ha utilizado el kit
Genomic DNA Mini Kit (Tissue) de marca Geneaid. Con el que se obtiene un ADN
libre de impurezas.

b. Marcadores moleculares utilizados: Se utilizaron dos métodos: 1) Mel15/16 (Inoue
et al. 1995) - Los fragmentos amplificados del gen de la proteina adhesiva del pie,
son especie-especifico para identificar las especies M. edulis, M. galloprovincialis y
M. trossulus e hibridos (Inoue et al. 1995). Estas especies morfolégicamente son
iguales (especies cripticas) y en la costa chilena co-habitan (Toro et al. 2005; Toro
and Oyarzun 2014). Los primers utilizados fueron Me15 5-CCA GTA TAC AAA CCT
GTG AAGA - 3"y Me16 5- TGT TGT CTT AAT AGG TTT GTA AGA - 3'. Las

condiciones para la PCR (reaccion de cadena de polimerasa) fueron: 94°C, 4 min;
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(94°C, 30 s; 56°C, 30's; 72°C, 90 s) x 40; 72°C, 4 min; 4°C. La concentracion (MgCly)
=1.75 mM. Aunque este marcador no discrimina patrones de bandas entre individuos
de las especies M. chilensis y M. galloprovincialis, es muy efectivo para determinar
entre las especies M. edulis o M. trossulus e hibridos. 2) COIXba RFLP-PCR
(Fernandez-Tajes et al. 2011) — Este ensayo RFLP fue disefnado exclusivamente para
la confirmacion de M. chilensis. Principalmente diferencia entre las especies M.
galloprovincilias y M. chilensis. Se utilizaron los primers COIXbaF 5-CCG CCATTG
TCT GTA TAC CC-3" y COIXbaR 5-TAA TGC CCC CTC CTA AAA CC-3'. Las
condiciones de amplificacion fueron: 95°C, 5 min; (94°C, 30 s; 52°C, 30 s; 72°C, 60
s) x 35; 72°C, 5 min; 4°C. Al amplicon de 233 pares de bases se le aplica la enzima
de restriccion Xbal (Invitrogen®) por 12 horas a 37°C. Mytilus chilensis muestra un
patron RFLP de 99 y 134 pb y en cambio el amplicén de Mytilus galloprovincialis

(Mejillén del Mediterraneo) no corta con esta enzima (Fig. 1).

1Figura 1. Imagen de un gel de agarosa (2%) tefiido con sybr safe que indica los patrones de RFLP
(RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM) después de la digestion con: Xbal (primer
COIXba). M.chilensis de la localidad de Caleta Amargo, Chile (lineas 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10), M.
galloprovincialis (linea 2) proveniente de Tumbes, Concepcion.
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Calibracion de la degradacion de Peréxido de Hidrogeno [H202] para la realizacion de
los experimentos fisiolégicos

El peroxido de hidrogeno es un liquido altamente polar, inestable y se descompone
lentamente en oxigeno y agua. Su velocidad de descomposicion puede aumentar en
presencia de catalizadores. Es por ello que previo a los experimentos fisioldgicos, fue
necesario determinar la degradacion de peroxido de hidrogeno a distintas concentraciones,
ya que las exposiciones en los experimentos fisiolégicos fueron durante 48 h a las distintas
concentraciones propuestas. Los ensayos para la calibracion se llevaron a cabo utilizando
el mismo producto utilizado por las salmoneras en Chile (Perdxido de hidrogeno [H202] -
Europharma), tomando en consideracién dos de las concentraciones propuestas en el
proyecto: 50 ppm y 1500 ppm.

La concentracion de 1500 ppm es la recomendada por el fabricante para su uso en la
salmonicultura en el control de la caligidosis. El experimento se realizé en acuarios de
plastico vitrificado, cada uno de ellos con 7 litros de agua de mar filtrada por un tiempo de 7
horas. Para ambas concentraciones (50 ppm y 1500 ppm) se utilizd un control sin animales.
La concentracion de 1500 ppm fue estable en el tiempo, es por ello que, en base a estos
resultados los animales expuestos a esta concentracion tuvieron un recambio completo de
agua a las 7 horas, ya que durante este periodo de tiempo la concentracién de peroxido de
hidrogeno disminuyd en un 15% (Fig. 2).

La concentracion de 50 ppm fue mas inestable en los acuarios, disminuyd su concentracion
en un 20% transcurrida una hora de exposicion, mientras que en las siguientes tres horas
la disminucion fue menos drastica (10%), finalizando al término de la exposicién de 7 horas
con una pérdida cercana al 80%. Esta misma concentracién (50 ppm) incluyendo animales,
evidencié una degradacion de peréxido de hidrogeno abrupta en las primeras 4 horas,
disminuyendo un 50% con respecto a la concentracion inicial (Fig. 2). Es por ello, que para
los experimentos fisioldgicos a concentraciones bajas se utilizé una bomba peristaltica con

el propésito que inyectara a las unidades experimentales (envases de 7 litros) el volumen
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necesario de perdxido de hidrogeno para que de esta forma la degradacion se mantuviera
bajo un 16%.

2Figura 2. Resultados de la degradacion de Peroxido de Hidrogeno [H202] — marca “Europharma” en
unidades experimentales de 7 litros de agua de mar filtrada para las concentraciones de 50 ppm
(minima) y 1500 ppm (1500 ppm es la concentracion recomendada por el fabricante para su uso en
contra de la caligidosis en salmonicultura), durante 7 horas. Los envases tuvieron 10 ejemplares
(Mytilus chilensis) de aproximadamente 5 cm de largo (linea negra y azul).

En base a estos resultados se determind el tiempo de recambio de las unidades

experimentales para que las concentraciones del peroxido de hidrogeno no disminuyeran
mas de un 16%.
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6.3.1 Metodologia para experimentos fisioldgicos

Organismos experimentales

Los parametros fisiolégicos se determinaron en ejemplares adultos de Mytilus chilensis
provenientes de Caleta Amargo (Cercano a Corral, Valdivia - 39°52°30.46” S; 73°25°30.36”
O) que tuvieron un tamafio maximo de longitud valvar de 56-81 mm. Estos animales de esta
localidad no estuvieron sometidos a la exposicion de los compuestos peroxido de hidrogeno
ni a azametifos previamente. Los animales fueron extraidos vivos del submareal (buceo) y
trasladados a baja temperatura al laboratorio humedo del Instituto de Ciencias Marinas y
Limnologicas (ICML) de la Universidad Austral de Chile (UACh), Valdivia. Una vez finalizado
las estimaciones fisioldgicas, a cada animal se le extrajo un pequefio trozo del tejido del
manto para extraer ADN y realizar un analisis de identificacion molecular y corroborar que
se experimentd con choritos de la especie Mytilus chilensis (para mayor detalle ver la

metodologia de identificacién molecular del complejo Mytilus edulis — Fig. 1).

Aclimatacion

Antes de exponer los ejemplares de M. chilensis a los compuestos, los animales fueron
aclimatados durante 48 horas procediendo previamente a la remocion cuidadosa de los
epibiontes. Se les entregd alimento en tres dosis diarias de Isochrysis galbana a una
concentracion de 30 x 10° de cél/L para establecer condiciones normales de alimentacion y

evitar una ingesta anormal durante los experimentos.

Exposicion a Peréxido de Hidrogeno [H20>]

Una vez transcurrido el periodo de aclimatacién de 48 horas, se expusieron 10 ejemplares
de chorito (Mytilus chilensis) por batea (4 bateas = 3 réplicas y 1 control). Cada batea
contuvo 7 litros de agua de mar filtrada y se mantuvo la concentracion del compuesto

durante un periodo de 48 horas, realizando un cambio de agua cada (i) 30 minutos para la
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concentracion de 50 ppm, (ii) 90 minutos para la concentracion de 100 ppm, (iii) 150 minutos
para 300 ppm, (iv) 240 minutos para 750 ppm, (v) 360 minutos para la concentracion de
1500 ppm, y finalmente recambios cada (vi) 12 horas para las concentraciones de 2000 y
3000 ppm (Fig. 3). Durante la exposicion al producto los animales se mantuvieron sin
alimentacion y con aireacion constante. Este patrén de recambio se establecio para trabajar

con un maximo de 16% de degradacion del compuesto (Fig. 2).

3Figura 3. A) Adicion de Peréxido de Hidrogeno en las bateas experimentales durante los
tratamientos. B) Disefio experimental con 3 réplicas para cada concentracién (50, 100, 300, 750, 1500,
2000, 3000 ppm) mas una batea control [sin H202]. Cada batea contuvo 10 animales en un volumen de
7 litros de agua de mar filtrada. Para la exposicion con el compuesto azametifos se utilizé el mismo
disefo (concentraciones utilizadas =1, 3, 10, 30, 100, 300, 500 ppb).
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Exposicion de Azametifos [CoH10CIN20OsPS]

Azametifos es un organofosforado que se utiliza como plaguicida, su caracteristica soluble
hace que este compuesto sea mas estable en el agua de mar que el compuesto peroxido
de hidrogeno (Fig. 2), es decir, su degradacién es mucho menor. Para los experimentos se
utilizé la marca CalFree® 50% acorde a las especificaciones del fabricante. Esta es la marca
de azametifos que se utiliza en la salmonicultura nacional para el control de la caligidosis
(AQUA 2015).

Al igual que para peroxido de hidrogeno, se llevaron a cabo analisis preliminares para
estimar su degradacion en las distintas concentraciones y asi obtener los tiempos de
recambio para mantener la concentracion del compuesto durante los experimentos. Para
este propdsito, se realizaron experimentos en bateas de 7 litros con 10 animales y con
aireacion. En la realizacién del ensayo se tomaron muestras de un litro (del agua de mar
con azametifos) al comienzo y al final de los experimentos (la duracion del experimento fue
de 12 h). Mediante la técnica de cromatografia liquida de alta eficacia (high performance
liquid chromatography — HPLC), se estimé la concentracién de este compuesto y asi su
degradaciéon. Las muestras fueron analizadas por una empresa que realiza este tipo de
analisis quimico (SGS) ubicada en Puerto Montt. Los resultados indicaron que a la
concentracion de 100 ppb la tasa de degradacion luego de 12 horas fue de un 22%. Por
tanto, se optd por realizar recambios del agua de mar de cada batea en exposicion cada 12
horas para cada una de las concentraciones. Durante la exposicién los animales se
mantuvieron sin comida y con aireacion constante. Este margen de recambio se establecio
para trabajar con un maximo de 22% de degradacion del compuesto.

Estimacion de las tasas fisiolégicas

Aunque el compromiso de la propuesta solo contemplaba la estimaciéon de la tasa de
aclaramiento y consumo de oxigeno, se profundizé en los analisis y se determinaron todos
los parametros fisioldégicos necesarios con el objetivo de poder calcular el crecimiento
potencial (Scope for Growth), que es el indice energético que representa la adquisicién de

energia que puede ser utilizado tanto para reproduccién como para producir tejido somatico
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(crecimiento). Por tanto, el Crecimiento Potencial es el parametro fisiolégico mas importante
que se puede estimar en trabajos ecotoxicologicos de mejillones (Widdows et al. 2002;
Mubiana and Blust 2007).

Las siguientes fueron las variables fisioldgicas que se determinaron:

(a) Tasa de aclaramiento en adultos de Mytilus chilensis

La tasa de aclaramiento se define como el volumen de agua liberado de particulas por
unidad de tiempo (Widdows 1985). Para ello se utilizdé un sistema estatico, aplicando la
metodologia de Bayne et al. (1983), utilizando acuarios experimentales de 800 ml. La
disminucion de las particulas en cada acuario experimental se determiné individualmente
en cada unidad, la cual contuvo agua de mar filtrada a 0.45 pm, una salinidad de 30 psu y
13°C de temperatura (Fig. 4). Las mediciones de la tasa de aclaramiento se realizaron a
intervalos de 20 minutos durante 2 horas, reemplazando el alimento consumido en cada
medicion. Ademas, se mantuvo un acuario control (experimental) sin animales, para corregir
el error producido por sedimentacion o por divisidon celular de la microalga. Se utilizé una
concentracion 30 x 108 cél/L de alimento Isochrysis galbana (cultivo larval - Fig. 5). La
homogenizacién del medio experimental se realizd a través de difusores de aire. Para el
calculo de tasa de aclaramiento se utilizé un contador de particulas marca Beckman modelo
Z2 equipado con un tubo de recuento de 100 um de apertura.

La tasa de aclaramiento para cada animal de M. chilensis fue calculada utilizando la formula

descrita por Coughlan (1969):
TA=V(log,C, —log.C,)/t (1)

Donde TA = tasa de aclaramiento. V = volumen. C1 y C2 = concentracion de particulas al

comienzo y al final del intervalo de tiempo t.
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4Figura 4. Diseiho experimental para las determinaciones de las tasas de aclaramiento. Este disefo
se utilizé para los experimentos con Peroxido de hidrogeno [H202] y Azametifos [C9H10CIN205PS].
La exposicion a los compuestos se llevo a cabo en bateas que contuvieron un volumen de siete litros
de agua de mar. Las estimaciones de la tasa de aclaramiento se realizaron en envases de vidrio que
contuvieron 800 ml de agua de mar filtrada y con aireacion.
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5Figura 5. Cultivo de microalgas (Isochrysis galbana —T-iso) utilizada para la aclimatacion y para las
estimaciones de parametros fisiologicos (i.e., tasa de aclaramiento, tasa de ingestion, eficiencia de
absorcion).

(b) Tasa de Ingestién (TI)

Se tomaron muestras de la dieta utilizada (. galbana — Fig. 5) para determinar su contenido
organico e inorganico. Estas muestras fueron filtradas y concentradas en filtros de fibra de
vidrio GF/C de 47 mm diametro y 0,75 um de poros, previamente lavados, quemados y
pesados. Luego de filtrar una cantidad de 30 ml (conc. 30x108 cél/l), se lavo con una solucion
isotonica de formiato de amonio (3%) para remover las sales y previniendo a su vez la lisis
celular. Para determinar el peso seco total, los filtros se secaron a 80°C por 24 h, pesandose
en una balanza analitica. Posteriormente se quemaron por 3 h a 450°C para por diferencia,
estimar el peso organico. La tasa de ingestidon organica representa la cantidad de materia

organica consumida por unidad de tiempo (mg h''). Este parametro fue calculado como el
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producto entre la tasa de aclaramiento (I h™') y la concentracion del material particulado en

suspension (mg ).

(c) Eficiencia de absorcion y tasa de absorcion

La eficiencia de absorcion se determiné utilizando el método de Conover (1966), que se
basa en la estimacion del contenido organico e inorganico en el alimento y en las fecas. Al
momento de finalizar las mediciones de tasa de aclaramiento se procedié a recolectar las
fecas producidas en cada uno de los acuarios con la ayuda de una pipeta Pasteur. Las fecas
recolectadas fueron filtradas a través de un filtro Whatman GF/C (2.5 cm de diametro)
previamente tratado y pesado. Inmediatamente los filtros se lavaron con una solucion
isotdnica de formiato de amonio (3%) para eliminar las sales. Para estimar el peso seco
total, los filtros se secaron por 24 h a 80°C y se pesaron en una balanza analitica,
posteriormente fueron quemados en una mufla a 450°C por 3 h y pesados nuevamente, con
el fin de estimar la fraccidén organica e inorganica de las fecas. De acuerdo a estos datos y
a los obtenidos en la dieta suministrada (Isochrysis galbana), se calculé la eficiencia de
absorcion. La tasa de absorcion (mg/h) se determind como el producto entre la tasa de
ingestion organica y la eficiencia de absorcion. Finalmente, la tasa de absorcion fue
convertida a su equivalente energético (J h™') considerando que 1 mg de material organico
de la dieta = 18.75 J (Whyte, 1987).

(d) Consumo de Oxigeno

Una vez finalizado las mediciones de la tasa de aclaramiento, los animales fueron
introducidos en frascos de vidrios volumétricos (Fig. 6), los que contuvieron un sensor de
fibra 6ptica para medir el consumo de oxigeno. Los ejemplares fueron dispuestos en dichos
frascos con agua de mar filtrada (810 ml) y tapados herméticamente, sin dejar burbujas en
el interior que pudiesen alterar la medicion. Adicionalmente, se utilizé un frasco con agua

de mar sin animales como control. Estos fueron sumergidos en un bafo termorregulado
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manteniendo una temperatura constante de 13°C. Se realizaron 2 mediciones, la primera
de ellas inmediatamente después de adicionar al animal y la segunda medicion después de
transcurrida una hora. La estimacién de oxigeno se realizo6 mediante la lectura de un sensor
Optico que se acopla en el fondo de cada frasco que dispone de un spot el cual emite una
sefal que se visualiza en el computador mediante el software Fibox 3 (Fig. 6). Los valores
de VO (ml Oz h'') consumidos por los animales fueron transformados a sus equivalentes

energéticos considerando que 1 ml O2 = 19,9 J (Elliott and Davison, 1975).

6Figura 6. Fotografia que muestra la mediciéon del consumo de oxigeno mediante un sensor de fibra
optica con compensacion de temperatura (Fibox3).
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(e) Tasa de Excrecion

Se utilizé la misma incubacion del consumo de oxigeno. Se tomaron muestras de cada
frasco (5 ml) y se analizaron para la prueba de amonio-nitrégeno segun Sol6rzano (1969),
a través de la construccion de una curva de calibracion. Los valores NH4-N fueron
expresados en ug NHs-N h' y transformados a Joules usando el factor de conversion 1 ug
NH4-N = 0,0249 J (Elliott and Davison, 1975).

(f) Crecimiento Potencial (Scope for Growth)

El crecimiento potencial es un indice fisiolégico que representa la integracion de todas las
mediciones relacionadas con ganancias y pérdidas de energia. Se calcula como la
diferencia entre la energia absorbida y la perdida (tanto en respiraciéon como en excrecion),
después de convertir todas las tasas fisiologicas a sus equivalentes caldricos (J h™'). Para
cuantificar el crecimiento potencial se utilizé la férmula de Widdows (1985):
CP=A-(R+E) (2)
Donde CP= Crecimiento potencial (J h'), A = energia absorbida por alimentaciéon, R =
Consumo de energia por oxigeno, U = consumo de energia por excrecion.
Analisis de datos
En primer lugar, se realizé una exploracién de los datos para identificar las correlaciones
entre las tasas fisiologicas.
La tasa de aclaramiento y el crecimiento potencial fue comparado entre los distintos
tratamientos (i.e. concentraciones de exposicion a azametifos) mediante un ANCOVA,
usando como covariable el peso seco de los animales (tamafio). Se realizaron analisis
independientes para tasa de aclaramiento y para crecimiento potencial. El postulado de
linealidad de la variable dependiente con la covariable fue evaluado mediante un analisis de
regresion (P<0.05). De igual forma se evalué el supuesto de independencia entre la
covariable y los tratamientos realizando un analisis de varianza (P>0.05). Para poner a
prueba las presunciones de normalidad de los datos se aplicd la prueba de Kolmogorov-
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Smirnov corregido por Lilliefors y para las presunciones de homogeneidad de varianza se
aplicé la prueba de Levene (P>0.05). Todos los analisis fueron realizados utilizando los
software Minitab® v16.2.2 y R Project v.2.15.3 (R Fundation for Statistical Computing).

6.3.2 Experimentos de fecundacion
Para estudiar el potencial efecto sobre la reproduccién que tendrian estos compuestos,

especificamente en el proceso de fecundacion de estos mitilidos, se utilizaron ejemplares
(choritos) recolectados de Caleta Amargo (Corral-Valdivia). A cada individuo adulto se le
elimino cuidadosamente la epifauna (i.e. algas, cirripedios, etc.) y luego se aclimataron
durante 15 dias con altas concentraciones de alimento, para aumentar la probabilidad de
desove. Luego los mejillones fueron introducidos en bateas de fibra de vidrio con agua de
mar filtrada y esterilizada (UV) y mediante incremento de temperatura se indujo el desove.
Una vez que se obtuvo el fluido gamético, se realizé la fecundacion en envases de vidrio de
250 ml. Se determiné la concentracion de los espermatozoides y de los ovocitos. La relacion
entre espermatozoides y ovocitos utilizada para la fecundacion fue de 100:1 en todas las
unidades experimentales (Toro et al. 2010; Toro et al. 2012). Una vez afnadido los
espermatozoides y ovocitos se afiadieron los compuestos a las concentraciones
experimentales. Se utilizaron dos replicas por cada una de las concentraciones y sus
controles. Los gametos se mantuvieron incubando por dos horas, luego de ese periodo en
los envases control se observo células en division, tal como lo registra la literatura (Ruiz et
al. 2008; Toro et al. 2012). Luego del periodo de incubacion se realizaron conteos (tres por
unidad experimental) utilizando la camara de recuento Petroff-Hausser. Una vez finalizado
los experimentos, a cada reproductor se le extrajo un pequefio trozo del tejido del manto
para extraer ADN vy realizar un analisis de identificacion molecular y corroborar que se
experimentd con choritos de la especie Mytilus chilensis (para mayor detalle ver la

metodologia de identificacion molecular del complejo Mytilus edulis — Fig. 1).
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(a) Experimento sobre los gametos de Mytilus chilensis

Para evaluar indirectamente efectos sobre la fecundacidén se realizd la exposicion de
espermatozoides de Mytilus chilensis durante 30 minutos a las distintas concentraciones de
peroxido de hidrogeno (H202) y azametifos (CoH10CIN20sPS) propuestas en el proyecto. Lo
anterior, con la finalidad de observar anomalias en los gametos que puedan impedir la
fecundacion. Se consider6 la movilidad de los espermatozoides como un factor
determinante, ya que estas especies tienen fecundacion externa y la movilidad espermatica
es vital para que se produzca la fertilizacion. El experimento se llevdé a cabo en tubos
esterilizados que contuvieron 42 ml de agua de mar y 8 ml de fluido espermatico Se
realizaron dos replicas por cada concentracion y control. Transcurrido el tiempo de
exposicion a los compuestos (30 minutos) los gametos fueron contabilizados utilizando una

camara de recuento Petroff-Hausser.

6.3.3 Efecto del Perdxido de Hidrogeno y Azametifos sobre larvas pediveligeras de Mytilus
chilensis

Metodologia para Experimentos Larvales

Para llevar a cabo este objetivo la primera actividad fue producir la fecundacion in vitro entre
reproductores de Mytilus chilensis, lo cual se llevé a cabo mediante desoves inducidos por
shock térmico (aumento de temperatura) en reproductores maduros. Luego siguiendo las
especificaciones de Toro et al. (2012), se realizé el cultivo larval de estos bivalvos en
estanques de 2500 L a una temperatura de 14 + 1 °C durante 28 dias, con recambio de
agua cada 72 h y con dosis diarias de alimento (T-iso). Cuando las larvas alcanzaron un
tamario promedio de aproximadamente de 220 ym (Larva pediveligera = tamafio previo a la
fijacion) se realiz6 la exposicion de las larvas a los compuestos en evaluacion (Peroxido de
Hidrégeno y Azametifos). El disefio experimental considerod las siete concentraciones de
Peréxido de Hidrégeno [50, 100, 300, 750, 1500, 2000 y 3000 ppm] y las siete
concentraciones de Azametifos [1, 3, 10, 30, 100, 300, 500 ppb], establecidas en el proyecto
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con sus respectivas réplicas (3) y las unidades control (sin compuestos) (Fig. 7). La
temperatura se control6 mediante un sistema que contempld una unidad de chiller. A cada
unidad experimental (conteniendo 2.5 L de agua de mar) se le agregé 167 ml de cultivo
larval para alcanzar una concentracion de 2 larvas/ml durante la exposicion. Las larvas
utilizadas para este experimento son larvas competentes, con escasa capacidad natatoria,
pero con una alta actividad del pie y de los septos branquiales. Esta es la ultima etapa larval
previo a la fijaciéon al sustrato (denominado en la mitilicultura como la etapa de captacion de
semillas). La actividad larval se puede observar faciimente con la lupa estereoscopica a
través de su valva traslucida. Finalmente en el fondo de cada envase se colocé 10 cm de
malla netlon (NETLON®) con el fin de aumentar el area de sustrato disponible para el
experimento (Fig. 7).

Una vez montado el experimento, es decir cuando cada unidad experimental contuvo las
larvas en la concentracion requerida, se afadieron los compuestos de acuerdo a las
concentraciones experimentales. Solo se adicionaron los compuestos Peroxido de
Hidrégeno y Azametifos en una sola ocasion. Luego de 48 h se analizd la sobrevivencia
larval en cada unidad experimental y al finalizar el experimento se estim6 el numero de

larvas asentadas
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TFigura 7. Diagrama del experimento para determinar el efecto sobre larvas competentes de Mytilus
al ser expuestas a los compuestos Peréxido de Hidrogeno y Azametifos. Las unidades
experimentales se mantuvieron en bateas con agua circulante a través de un Chiller para mantener
una temperatura de 14 + 1°C. Cada unidad experimental tuvo 2.5 L de agua de mar (filtrada y
esterilizada con luz UV) a una salinidad de 30 psu, aeraciéon constante y un trozo de 10 cm de malla
netlon.

6.3.4 Efecto de peroxido de hidrogeno y azametifos los patrones reproductivos de Mytilus
chilensis.

Hay antecedentes bibliograficos que indican que los azametifos inhiben la accién de la

enzima acetilcolinesterasa y esta enzima tiene una actividad importante en las branquias de
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mitilidos, pero ademas tiene un rol determinante en la reproduccion de moluscos (Moes et
al. 2014). Es por ello, que se llevaron a cabo dos investigaciones para analizar este potencial

efecto:

(a) Relacion macho/hembras

Se cuantifico la proporcion entre machos y hembras en muestras de ejemplares
provenientes de dos localidades de estudio. Para ello se obtuvieron al azar muestras de
ejemplares de Mytilus desde el submareal de una poblacién localizada en una zona
expuesta a los banos anti-caligidosis mediante el uso de Azametifos y Perdxido de
Hidrégeno (Bahia Yal; 42°38°S; 73°39°0) y una poblacion en una localidad libre de
exposiciones a éstos compuestos quimicos (Caleta Amargos; 39°52°30.46” S; 73°25°30.36”
O). El sexo de cada animal se determind en el laboratorio mediante frotis gonadal y
observacion microscopica de las células germinales con lo cual se calcul6 la proporcidn
entre machos y hembras. Después se aplico la prueba de Chi-cuadrado para determinar la
bondad de ajuste de las proporciones sexuales con la relacion esperada 1:1 tal como lo

sefala la literatura (Toro et al. 2002; Oyarzun et al. 2011).

(b) Estadios gametogénicos y Volumen de Fraccion Gamética (VFG)

Se estimaron los estadios gametogénicos a partir de cortes histolégicos. Para ello, se
muestreo mensualmente ejemplares durante el periodo mas activo en términos
reproductivos para Mytilus chilensis (junio a noviembre) (Oyarzun et al. 2011). A cada
ejemplar se le extrajo un trozo de la region media de la génada el que fue fijado en solucién
Bouin. Luego las muestras se deshidrataron usando una serie ascendiente de alcoholes. El
tejido fue aclarado en butanol e incluido en parafina histolégica para finalmente ser cortadas
en secciones de 7 uym de espesor, transversales al eje del |6bulo de la génada. Las

secciones tratadas fueron tefiidas con hematoxilina-eosina (Humason 1962).
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La descripcion de los ciclos gametogénicos representa la division de la gametogénesis de
Mytilus chilensis en diferentes estadios. La metodologia se basa en las observaciones
microscopicas de los cortes histoldgicos, utilizando los criterios y categorias descritas por
Oyarzun et al. (2011).

Ademas, se determiné el Volumen de la Fracciéon Gamética (VFG) mediante la técnica de
estereometria (Weibel 1969) que utiliza un reticulo de 42 puntos (Oyarzun et al. 2010, 2011).
Para ello, mediante fotografia digital se capturo la secuencia completa de la gonada
femenina y se conto6 el numero de ovocitos presentes en cada uno de los diferentes estados
de desarrollo ademas de los tejidos anexos. Para identificar los estados ovocitarios
(previtelogénicos, vitelogénicos y maduros) y tejidos gonadicos se siguieron los criterios de
Oyarzun et al. (2010).

6.3.5 Ensayo crénico en adultos

Ejemplares adultos de Mytilus chilensis fueron recolectados aleatoriamente desde el
submareal de Caleta Amargos (Cercano a Corral, Valdivia - 39°52°30.46” S; 73°25°30.36”
O). Esta localidad cumple con el requisito de la propuesta ya que es una zona de extraccion
del recurso, pero con ausencia de centros de cultivo de salmonideos. Luego de recolectar
los ejemplares de choritos se trasladaron vivos a baja temperatura dentro de un cooler de
aislapol para evitar posibles emisiones gaméticas por cambios de temperatura. Estos
animales se aclimataron durante 48 h, con agua de mar filtrada y alimentacion (Isochrysis
galbana) ad libitum. Se dispusieron 5 animales por unidad experimental (envases de vidrio
de 3 L) que contuvieron agua de mar filtrada (2.5 L) y aeracién constante, los que se
mantuvieron durante todo el experimento. Cada concentracion (tratamiento) tuvo 3 unidades
experimentales (replicas) al igual que el control. Los frascos experimentales se dispusieron
en un bano termorregulado para mantener una temperatura constante (13 + 2°C). El disefio

experimental fue similar al diagrama de la figura 7. Se realizaron exposiciones cada 48 h en
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cada unidad experimental (Peréxido de Hidrogeno = 50, 100, 300, 750, 1500, 2000 y 3000
ppm y azametifos = 1, 3, 10, 30, 100, 300, 500 ppb) excepto en las unidades control que
estuvieron libres de estos compuestos. Luego de 48 horas post-intoxicacion a cada unidad
experimental se le realizé cambio de agua, para evitar la impregnacion de los compuestos
en los recipientes y su posible acumulacion dentro del transcurso del experimento que
pudiese afectar los resultados. Ademas, con ello, se eliminaron los compuestos
nitrogenados producto de la excrecidon por los animales. Los choritos fueron alimentados
con T-iso a una concentracion de 30x10° cél/L (Fig. 5). El experimento tuvo una duracion
de 31 dias, y se evalu6 la mortalidad en cada ensayo cada 24 h. Finalmente se calculé la

concentracion letal (CL).

7 Determinar la concentracion que alcanza azametifos en condiciones de campo y

compararla con los resultados obtenidos bajo condiciones controladas

8 Determinar la concentracion que alcanza el peréxido de hidrogeno en condiciones
de campo y compararla con los resultados obtenidos bajo condiciones

controladas

Dada la similitud de metodologias, ambos objetivos seran desarrollados en conjunto.

8.1 Estimacion de concentraciones dentro y fuera de la jaula durante y posterior a un bafio
con lona cerrada de azametifos y perdxido de hidrogeno.
8.1.1 Mediciones de concentracion dentro de la jaula.

El disefio contempld la evaluacion de 4 puntos de muestreos equidistantes dentro de la lona
de bafo que envuelve la jaula (Fig. 8), con el supuesto de cobertura espacial y que los
cuatro puntos deberian alcanzar concentraciones similares. En cada punto fue instalada una
estructura, cada una de ellas contenia 12 botellas de vidrio Schott (Fig. 9), que permitia el

accionamiento de llenado desde la superficie por medio de mensajeros de monofilamentos
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accionados manualmente desde el pasillo del centro de cultivo. En cada punto se tomaron
muestras por triplicado y en cada uno de los 4 tiempos: antes del baio con el
quimioterapéutico (Tiempo 0), al término de la aplicacion del compuesto (Tiempo 1), antes
de la liberacién de la lona (Tiempo 2) y posterior a 10 minutos de la liberacion de la lona
(Tiempo 3). Las muestras en los puntos definidos fueron tomadas a una profundidad de 2.5
m, debido a que es a esta profundidad donde se encuentra la mayor densidad de peces
durante el procedimiento de bafio y representa el punto medio para el modelo de dispersion
del compuesto (SEPA, 2008).
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8Figura 8. Esquema de los puntos de muestreo dentro y fuera (radios de impacto) de las jaulas de
cultivo, representados por las boyas naranjas y B) Jaula en proceso de bafio con quimioterapéutico,
se muestra la lona reducida para el bafio y las estructuras de toma de muestra posesionadas.
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9 Figura 9 . A, estructura de soporte de 12 botellas Schott de muestreo con sistema de flotacion. B,
accionamiento manual de llenado por mensajeros de monofilamento.

8.1.2 Mediciones fuera de la jaula, posterior a liberacién de la lona

Paralelamente a la liberacion de la lona de la jaula, se comenz6 a tomar muestras fuera de
esta estructura siguiendo la “pluma de dispersién del compuesto”. Para esto se considerd
el modelo de Scottish Environmental Protection Agency (SEPA, 2008). Este es un modelo
de evaluacion de corto plazo. SEPA ha desarrollado un modelo simple, los resultados se
rigen principalmente por la velocidad de la corriente media en el sitio y la distancia del
emplazamiento de la “pluma de dispersién” de la orilla. El modelo se aplica la hipotesis de
que la masa de agua con el compuesto quimico se transporta longitudinalmente a la
velocidad de corriente media, mientras la difusién lateralmente a una velocidad determinada

por un coeficiente de dispersion (Fig. 10).
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10 Figura 10. Modelo SEPA (2008), la elipse naranjo representa la “pluma de dispersion” y la linea
central de la elipse corresponde a la zona de muestreo de la masa de agua con el quimioterapéutico.

Hay varios supuestos de simplificacion en este enfoque de modelo que deben ser
sefalados:

* EI modelo supone que el compuesto es transportado por una velocidad de corriente media
unidireccional. Esta es una simplificacion gruesa en muchos lugares. El modelo no es valido
para los periodos largos, que se extienden mas alla de una sola direccion de flujo o reflujo,
es decir, solo debe ser utilizado por un periodo de no mas de 6 horas.

* El modelo incluye la dispersiéon en la direccion lateral; dispersion se supone que es
despreciable en relacion con la adveccion en la direccion longitudinal.

* dispersion lateral supone que es proporcional a la raiz cuadrada del tiempo transcurrido
desde la descarga.

* Calculo de la concentracién media dentro de la masa de agua con el compuesto quimico
asume concentracion homogénea, mientras que la derivacion en ancho de la pluma asume
que las concentraciones reales se distribuyen normalmente. Con el tiempo cada vez mayor,
el modelo se hace menos valido.

* El modelo supone la mezcla a una profundidad de hasta o menor de 10 m, o la mitad de
la profundidad media de la masa de agua con el quimico, para considerar los efectos de la

turbulencia de corriente vertical y lateral.
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La direccion y velocidad de corriente fue verificada con 3 derivadores con posicionamiento
satelital, profundizado a 2.5 m y con boya de sefial GPS (Data Logger X-Route Modelo: XR-
6100). Los derivadores fueron liberados desde la embarcacién o pasillo inmediatamente
después de liberada la lona y una vez que el derivador central del bafo llego al borde de la
jaula. Estos derivadores se colocaron uno en cada esquina exterior de la jaula y uno en el
centro del borde exterior de la jaula (en el borde exterior hacia donde se dirigia la corriente)
(Fig. 11). Las muestras de agua de la pluma de dispersién fueron tomadas a 2.5 m de
profundidad siguiendo al derivador central. Las muestras fueron tomadas entre los 1 y 60
minutos desde la liberacién de la lona y tomando muestras en triplicado en linea imaginaria
del punto medio de los derivadores (SEPA, 2008).

11Figura 11. Liberacion de los derivadores con GPS al agua post bafo con quimioterapéutico, para
seguimiento de la pluma de dispersion.
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8.1.3 Los sitios de estudio y particularidades de los centros

Los sitios considerados para la realizacion de los muestreos de quimioterapéuticos durante
y posterior al bafio, correspondieron a centros de cultivo de salmones (S. salar) ubicados
en la ACS 2 y 14 (Agrupacion de Concesiones Salmoneras) (Fig. 12). Tres centros fueron
visitados durante la realizacion de banos de quimioterapéuticos de rutina con lona cerrada.
En uno de ellos (Centro A) fue posible realizar el muestreo durante y posterior a un bano
con peroxido de hidrégeno (Centro A Perdxido) (17-11-2015). En el segundo centro
evaluado (Centro B), se realiz6 una evaluacion de azametifos (Centro B aza) (12-04-2016)
y en una segunda ocasion, una de peréxido de hidrégeno (Centro B Perdxido) (27-4-2016).
El tercer centro ubicado en la ACS 14 fue muestreado durante un bafo de azametifos
(Centro C aza) (23-11-2016).

12Figura 12. Representacion geografica de la ACS 2 y 14.
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Centro A

El primer centro y bafio evaluado (Centro A Peréxido) evaluado corresponde a la zona de
Isla Huar, ubicada en la ACS 2, Regién de los Lagos, Chile. Su construccion es con jaulas
de 30 X 30.

Correntometria Centro A

Para la obtencion de la informacion, se realizé una correntometria euleriana por 30 dias
continuos. Este método de registro de corrientes que se caracteriza porque el instrumento
de medicidn conserva una posicion estatica con respecto a una masa de fluido que pasa a
través, el resultado se representa por un vector de corriente en uno o varios estratos. Para
lo cual se utilizé un Correntometro Perfilador Acustico Doppler (ADCP) de 1 Mhz, marca
Nortek, el cual registra continuamente velocidad y direccion de la corriente en toda la
columna de agua (Fig. 13). El Correntometro fue programado para medir una columna de
agua de 25 m (9 capas de 2.5 metros c/u), en la linea de la mas baja marea, el que fue
instalado en las coordenadas Lat. 41° 40.356" S: Long. 72° 59.588" W (Fig. 14). Los datos
que se analizaron son series de tiempo en velocidad y direccidn de la corriente a intervalos

de 10 minutos.
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13 Figura 13. Correntometro Perfilador Acustico Doppler

O

14 Figura 14. Indicacion geografica del lugar de instalaciéon de equipo correntémetro, Centro A.
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Operacion de baio Centro A y obtencion de muestras

La lona y malla para la realizacion del bafio fue levantada quedando a 5 metros de
profundidad. Debido a que los peces eran pequefios, los tratamientos se realizaron en un
tercio de la jaula reduciendo con boyarines (como en Fig. 8). El peréxido de hidrogeno fue
asperjado por medio de una motobomba y tuberias perforadas a lo largo del tratamiento de

bafo, procurando conseguir una concentracion de 750 ppm (Fig. 15).

15Figura 15. Se muestra sistema de distribucion de peroxido de hidrégeno (Manguera amarilla
perforada) y lona instalada.

La condicion de la corriente del dia de muestreo, no permitié que los derivadores naveguen

correctamente. La orientacion de la corriente de agua fue a través de las jaulas contiguas,
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por lo que fue necesario tomar muestras desde los pasillos (Fig. 16). Los derivadores de los
extremos de la jaula fueron utilizados como guia, sin embargo, el derivador central no
navego correctamente al enredarse en los cabos del centro. Las muestras fueron tomadas
en 4 puntos conforme a las distancias que permitian los pasillos del médulo. Las muestras
fueron tomadas alos 4, 8, 16 y 30 minutos desde la liberacion de la lona y tomando muestras

en triplicado en linea imaginaria del punto medio de los derivadores (SEPA, 2008).
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16Figura 16. Direccion y velocidad de corriente respecto al cetro en el momento de la toma de
muestras. Letras A, B, C y D representan las posiciones de las estructuras soportante de botellas de
muestreo. Puntos rojos representan la toma de muestras fuera de la jaula.
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Centro B
El segundo centro y bafio evaluado (Centro B aza) corresponde a la bahia Huenquillahue
(Fig. 17), ubicada en la ACS 2, Region de los Lagos, Chile.

Correntometria Centro B

Los correntometros utilizados fueron FSI, Falmouth Scientific INC, modelo 2DACM (Fig. 18),
éstos fueron colocados a 8 y 16 m con respecto a la superficie, programados para medir
datos en tiempo real de velocidades y orientacion de las corrientes con respecto al Norte
magneético. Los correntometros se instalaron, en la cabecera sur del médulo de jaulas
metalicas de 7 x 7 metros y estuvieron operando por 15 dias continuos. Los correntometros
fueron instalados con un peso a péndulo y amarrados a la jaula (Fig. 19), de tal forma que

trabajen siempre verticales.

O

17 Figura 17. Indicacion geografica del lugar de instalaciéon de equipo correntémetro, Centro B.
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18 Figura 18. Correntémetro euleriano de punto fijo.

19 Figura 19. Instalacién de correntémetros en médulo del Centro B.
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Operacién de baifo Centro B y obtencion de muestras

La realizacion y toma de muestras de los bafios con azametifos considerd la misma
metodologia que para peréxido de hidrogeno. Para la realizacion de este bafio se considero
la concentracion recomendada por el fabricante, es decir, 100 ppb (ug L"). EI compuesto
fue aplicado por una bomba dosificadora y un anillo de aspersion (Fig. 20). Las tomas de
muestras de agua fueron realizadas dentro de la jaula antes de la aplicacion del producto,
al finalizar la aplicacion y posterior a la liberacion de la lona. La concentracion de azametifos
fuera de la lona, fue monitoreada tomando muestras de agua contiguas al derivador central
(Fig. 21). Este mismo centro fue evaluado en una en una segunda ocasion, donde se realizo
un bano con peréxido de hidrégeno (Centro B Perdxido), se mantuvo la metodologia, las
condiciones de corriente fueron favorables para el seguimiento fuera de las jaulas, pero
diferentes al bafio con azametifos. La liberacién y seguimiento de los derivadores para la

toma de muestras se muestra en la figura 21 y 22.
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20 Figura 20. Secuencia de muestreo de agua durante aplicacion de compuestos caligicidas A,
finalizacion de la aplicacion (Tiempo 1). B, antes de la liberacion de la lona (Tiempo 2). C, posterior a
10 minutos de la liberacién de la lona (Tiempo 3).
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B
21 Figura 21. A, seguimiento de los derivadores (visto desde el médulo) para obtencion muestras de

agua de la pluma de dispersion de los quimioterapéuticos. B, se muestran 2 de los tres derivadores
vistos desde la lancha.
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22 Figura 22. Seguimiento con toma de muestra en la linea de derivadores, post bafio con peréxido de
hidrégeno.
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Centro C
El tercer centro (Centro C) esta ubicado al sur-oeste de Chaitén (Fig. 23), en la ACS 14,

Region de los Lagos, Chile. Su construccién se basa en jaulas flotantes de 30 x 30 m.

23 Figura 23. Ubicaciéon geografica del lugar de muestreo durante bafio de azametifos, Centro C
(Circulo rojo)
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Correntometria Centro C

Para este centro se utilizé un correntometro del tipo ADCP (Acoustic Doppler Current
Profiler), marca Nortek modelo Aquadop Profiler de 0,4 MHz de frecuencia. EI ADCP se
programo para registrar la intensidad y direccion de la corriente cada 10 minutos, dividiendo

la columna de agua en 6 capas de 3m de espesor cada una.

Operacién de baino Centro C y obtencion de muestras

La metodologia para la toma de muestras de para bafos con azametifos de este centro fue
similar a la descrita anteriormente.

Para la realizacién de este bafo se consideré la concentracion recomendada por el
fabricante, es decir, 100 ppb (ug L™"). El compuesto fue aplicado por una bomba dosificadora
y una manguera de aspersion (Fig. 24) una vez que la lona estaba en su posicion. Las tomas
de muestras de agua fueron realizadas dentro de la jaula antes de la aplicacién del producto,
durante (10 min posterior a finalizacién de aplicacion del compuesto), al finalizar la
aplicacion (35 min) y posterior a la liberacion de la lona (10 min posterior al término de bafio)
por medio de las 4 estructuras para toma de muestra, las mismas consideradas en los
terrenos anteriores (Fig. 25). Las condiciones de corriente y marea llenante fueron
favorables para el seguimiento fuera de las jaulas con excepcion de la muestra de 4 metros
que fue tomada en el pasillo exterior del médulo. La concentracion de azametifos fuera de
la lona, fue monitoreada tomando muestras de agua contiguas al derivador central (Fig. 26).

El seguimiento de los derivadores y los puntos de toma de muestras en la figura 27.
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Lona de bafio Manguera aspersion

24 Figura 24. Previo al inicio de bano. Flecha azul indica manguera de aspersiéon del compuesto
azametifos y flecha roja muestra lona de baio en posicionada.

Estructuras de muestreo

25 Figura 25. Posicionamiento de estructuras de muestreo durante bafio con azametifos en Centro C.
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Derivador central

$

26 Figura 26. Seguimiento de derivadores con toma de muestra en la linea imaginaria central de
derivadores, post baino con azametifos en Centro C.
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27 Figura 27. Trayectoria de los derivadores y los puntos referenciales de toma de muestras en Centro
C.

Manejo de muestras [

Las botellas utilizadas para la toma de muestra fueron tipo Schott de 500 ml
aproximadamente. Una vez que las botellas fueron llenadas en el tiempo y profundidad
requerida, fueron retiradas desde la columna de agua y colocadas en una caja de polietileno
expandido con hielo (Burridge et al., 2014). Las botellas fueron mantenidas en oscuridad,
debido a antecedentes de la foto degradacion de quimioterapéuticos, y en frio aplicando

hielo en escamas (entre 4 y 8 °C, para evitar aceleracion de reacciones) hasta el analisis en
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laboratorio inmediatamente después de la toma en terreno. Las muestras para peroxido
fueron analizadas en su concentracion en laboratorio de Ecofisiologia de Crustaceos de la
Universidad Austral de Chile, Puerto Montt (UACH). Las muestras de concentracion de
azametifos fueron analizadas en el laboratorio SGS, Puerto Varas.

Las muestras tomadas en terreno fueron trasladadas junto con botellas de concentracion
conocida para cada compuesto. Estas concentraciones conocidas permitieron recalcular las
concentraciones de las muestras incognitas por medio de un factor de correccién para la

pérdida de concentracién en el tiempo.

8.1.4 Temperatura y oxigeno disuelto durante el muestreo.

Los valores de temperatura y oxigeno disuelto se obtuvieron desde registradores continuos
(termocupla digital y sensor de oxigeno Optico, Innovex™) ubicados en los respectivos
centros. Los valores reportados corresponden a la profundidad de 5 m para el dia de

muestreo de cada compuesto en el centro respectivo.
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9 RESULTADOS POR OBJETIVO

9.1 Reuvisar la literatura nacional e internacional disponible a la fecha sobre los efectos de
los organofosforados, con especial énfasis en azametifos y perdxido de hidrogeno
sobre organismos acuaticos

La caligidosis o enfermedad causada por piojos de mar, se ha vuelto un gran problema para

la industria salmonera tanto en el hemisferio norte como en el hemisferio sur. En Chile el

agente causal de la caligidosis es Caligus rogercresseyi, un crustaceo copépodo
ectoparasito, que genera pérdidas cercanas a 0.19 € Kg' de salmoén producido (Costello,

2009). Los tratamientos antiparasitarios por bafios con quimioterapéuticos se han convertido

en la principal forma de combatir la caligidosis seguido de los tratamientos incluidos en el

alimento (Bravo et al., 2015). Los dos primeros quimioterapéuticos usados entre 1981 vy

1985 para controlar el piojo de mar en Chile se aplicaron mediante bafio, como el metrifonato

(Neguvon TM) el que fue sustituido por diclorvos (Nuvan TM) entre 1985 y 2000. La

ivermectina fue administrada en el alimento desde finales de los 80 hasta el 2003. Entre los

afnos 2000-2007, el benzoato de emamectina fue el unico quimioterapéutico autorizado por
la autoridad oficial “Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura” (SERNAPESCA) para el
tratamiento de la caligidosis (Bravo et al., 2014). Luego de la deteccion de pérdida de
sensibilidad de C. rogercresseyi hacia el benzoato de emamectina, comienza el uso de

peréxido de hidrogeno (2007) y se introducen los piretroides deltametrina (2007) y

cipermetrina (2009) (Bravo et al., 2010, 2014). Posteriormente en el 2010, diflubenzurdn, un

inhibidor de la sintesis de quitina aplicado en el alimento, fue puesto en el mercado. Debido

a la pérdida de sensibilidad de los piretroides en algunas localidades (Marin et al., 2015) y

la limitada oferta de quimioterapéuticos, los organofosforados azametifos fueron autorizados

en el 2013 para su uso en bafios con lona cerrada (Helgesen et al., 2014). Desde entonces,

el uso de azametifos se ha vuelto el principal tratamiento para la caligidosis y el peréxido de

hidrogeno ha comenzado a utilizarse con mayor frecuencia en empresas que buscan

certificaciones ASC (Aquaculture Stewardship Council). Para estos dos ultimos
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quimioterapéuticos no hay evidencia de perdida de sensibilidad publicada en C.
rogercresseyi. Sin embargo, para el piojo de mar que causa las mayores pérdidas
econémicas en Noruega (Lepeophtheirus salmonis), la pérdida de efectividad de estos
compuestos ya ha sido declarada (Aaen et al., 2015).

A pesar de las estrategias del servicio SERNAPESCA, plasmadas en el “Programa Sanitario
Especifico de Vigilancia y Control de Caligidosis” y en colaboracién con privados del sector
(INTESAL, AQUABENCH), ha sido muy dificil controlar esta plaga. EI cambio de lona
perimetral por lona cerrada para el tratamiento de bafo, la definicion del numero de
parasitos umbrales para tratamiento y centros de alta diseminacion (CAD), la coordinacion
de Agrupacion de Concesiones Salmoneras (ACS) en el uso y rotacion de
quimioterapéuticos y la inclusion de tratamientos no farmacolégicos, entre otras, son
medidas aun insuficientes para disminuir el uso de tratamientos contra C. rogercresseyi. Lo
anterior se evidencia en el aumento de los volumenes de quimioterapéuticos utilizado (Bravo
et al., 2014).

Dos alternativas de tratamientos por bafios son realizadas en la industria salmonicultora
para los quimioterapéuticos azametifos, peroxido de hidrogeno, deltametrina y cipermetrina.
Una de las alternativas menos recurrentes son los bafios en wellboat, donde los peces son
introducidos a las bodegas y tratados con los quimioterapéuticos segun las indicaciones del
fabricante. Y la alternativa mas utilizada son los bafios con lona cerrada de volumen
relativamente conocido, volumen que depende de las dimensiones de la jaula y tamafio de
los peces. Una vez que la lona esta instalada, envolviendo la malla y los peces, se aplica el
quimioterapéutico por medio de bombas y aspersores que distribuyen el compuesto hasta
alcanzar la concentracion recomendada por el fabricante del quimioterapéutico. El bafo
considera un tiempo minimo de residencia de los peces en el quimioterapéutico para
asegurar la efectividad del tratamiento. Ya sea en wellboats o lona cerrada, después de
realizado el bafio, el compuesto es liberado al medio, lo que genera una dispersion y dilucion
relativa a la batimetria, dinamica de corrientes, condiciones ambientales, caracteristicas

quimicas del agua y del tipo de compuesto entre otros factores. Asi es factible la
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permanencia de una concentracion residual en el entorno de los centros tratados, lo que
podria afectar en algun grado a especies no objetivo (Burridge et al., 2014; Ernst et al.,
2014).

El aumento en el uso de pesticidas en los recursos hidricos ha despertado preocupacion,
desde el comienzo de los afios 70, sobre los posibles efectos de estos productos en las
especies no objetivo (Flannagan, 1973). Desde entonces, varios estudios han evidenciado
mortalidades directas por estos quimicos y efectos sub letales como aumento del riesgo de
depredaciéon y reduccion de la capacidad de reproduccion en especies de importancia
comercial y ecoldégica que habitan en las cercanias de las zonas productivas en que son
utilizados estos quimicos (Burridge et al., 2005, 2010, 2014).

La presente revision tiene como objetivo realizar una busqueda y analisis critico de la
informacién disponible de los efectos de los principales quimioterapéuticos utilizados para
el control de la caligidosis, sobre distintas especies no objetivos. Los quimioterapéuticos
considerados corresponden a azametifos, peroxido de hidrégeno, deltametrina y

cipermetrina.

9.1.1 Azametifos (organofosforado)

Los organofosforados son neurotdxicos que inhiben la actividad de la acetilcolinesterasa
(AChE), la enzima responsable de hidrolizar el neurotransmisor acetilcolina, liberada
durante la transmision de un impulso nervioso (Baillie, 1985; Intorre et al., 2004). En el
pasado, cuatro compuestos organofosforados se han utilizado en el tratamiento de las
infestaciones de piojos de mar: malation, triclorfén, diclorvos (DDVP) y azametifos. Por
varios afos, DDVP era el tratamiento de preferencia contra las infestaciones de piojos de
mar. Sin embargo, el uso frecuente llevd a la resistencia o pérdida de sensibilidad en

algunas zonas (Tully and McFadden, 2000). Lo anterior, junto con un bajo indice terapéutico
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de seguridad (dosis toxica al salmén / dosis utilizada para tratar los piojos de mar), provocé
que el producto sea descontinuado.

Azametifos como principio activo fue utilizado varios afos con el nombre comercial de
Salmosan®, pero actualmente en Chile es comercializado bajo tres nombres: Byelice® por
Bayer (antes llamado Salmosan®), Calfree® por FAV- Recalcine y por ultimo Azasure® por
Centrovet.

Azametifos (S-6-chloro-2,3-dihydro-2-oxo-1,3-oxazolo[4,5-b]pyridin-3-ylmethyl 0,0-dimethyl
phosphorothioate) (Fig. 28) es un pesticida moderadamente soluble en agua, con una vida
media estimada de 10,8 dias a 20 °C y pH 7 (Worthing y Walker, 1987).

28 Figura 28. Estructura de azametifos (Pfenning et al., 1999; Rawn et al., 2009)

Su actual aplicacion es llevada a cabo por inmersion comunmente llamado “bafio”, realizado
por medio de una lona cerrada de tamafio conocido que es instalada bajo la jaula de peces
donde el producto es aplicado a una concentracion recomendada de 100 ppb (ug L) por
0.5 a 1 h de exposicion (Burridge et al., 2010). Esta forma de aplicacién de los bafios de
azametifos en los centros de cultivo de salmones junto a la persistencia del compuesto en
el agua, podria provocar algun efecto nocivo letal o sub letal para las especies que

comparten la columna de agua en los sectores aledafos a esta actividad econdémica.

3.1.1 Letalidad
La mayoria de los estudios que han evaluado los efectos letales o sub letales de azametifos

sobre organismos acuaticos, lo hacen de distintas maneras por lo que no siempre se puede
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extraer una LCso (concentracion letal en que muere el 50 % de los animales, expresada en
concentracion del principio activo). En algunos casos es utilizada una o varias
concentraciones y tiempos de exposicion donde se obtiene una respuesta de sensibilidad o
supervivencia.

Los efectos de azametifos en las especies acuaticas dependen, ademas del tipo de especie,
de varios factores como la concentracion del farmaco en el agua, tiempo de exposicion,
frecuencia de la exposicion, edad o estadio del desarrollo del organismo y factores
ambientales como la temperatura.

En experimentos de laboratorio, exposiciones de 48 horas a un gradiente de
concentraciones en Homarus americanus encontraron que el 50 % de las larvas mueren
entre 1y 3.6 ug L' (ppb), mientras que el 50 % de los adultos muere con 1.4 ug L' (Burridge
et al., 1999). Por otro lado, en exposiciones a diferentes tiempos como: 0.5, 1, 6y 12 horas,
Pahl and Opitz (1999) encontraron que la LCsp de las larvas de H. americanus fue de 27,
26.5, 5.4, 1.33 ppb, indicando que la especie responde de manera diferente dependiendo
del tiempo de exposicion al compuesto, disminuyendo el valor LCsp a medida que aumenta
el tiempo de exposicion. Los mismos investigadores encontraron que en las larvas de H.
americanus, el valor de LCso disminuye a temperatura mas alta cuando la exposicion es de
una hora o mas. Pasando de 26.5 a 20.7 cuando la temperatura de evaluacion cambia de
10 a 12 °C, respectivamente. Lo que implica una sensibilidad mayor a temperatura mas alta
de bioensayo. Adicionalmente, en H. americanus, Burridge et al. (2000a) evaluaron
exposiciones agudas repetidas en el tiempo, simulando bafios de un centro. Las larvas y
adultos fueron sometidas a bafios de 30 minutos a 23.8 ppb. Si bien encontraron que banos
repetidos no provocaron efectos en las larvas bajo 23.8 ppb, sobre esta concentracién un
25 % de las larvas murieron luego de 22 horas. En los adultos se observé una mortalidad
acumulada de 40 % en el tercer bafio y hasta un 80 % al noveno bafio.

En juveniles de H. americanus, Abgrall et al. (2000) encontraron que sometiendo por 1y 24
h a concentraciones de 100 ug L™, los juveniles sobrevivian, sin embargo, a concentraciones

de 500 y 1000 ug L' la supervivencia fue del 50 y 33 %, respectivamente.
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En hembras adultas de H. americanus sometidas por 48 h a un gradiente de
concentraciones, se observo que la LCso fue de 0.6 ppb en época estival y de 3.2 ppb en
los meses frios (Burridge et al., 2005). Cuando estas hembras fueron sometidas a una
exposicion cronica de 61 ng L' de azametifos por 10 dias, la mortalidad fue de 33 % a
diferencia de 2.6 % encontrada en los controles (0 ng L") (Coulliard and Burridge, 2015).
Ernst et al. (2014) demostraron que inmediatamente después de un bafio con lona cerrada
de azametifos a 100 ppb de concentracion, este compuesto se diluia a niveles indetectables
a una distancia de 1000 m del bafio una vez que la lona fue retirada. La concentracion del
farmaco a 100 m de distancia (5 ppb aproximadamente) fue capaz de afectar cerca de un
40 % de Eohaustorius estuarius (anfipodo) luego de 48 h de exposicidén, mientras que a 1 h
de exposicion no se observaron efectos. El mismo estudio determiné que a 100 m de la
descarga de un wellboat con 100 ppb de azametifos, la concentracion encontrada fue casi
indetectable y ya no afectaba e esta especie con incubaciones de 1 0 48 h (Ernst et al.,
2014). Adicionalmente, en este estudio se determind, en dos especies de crustaceos que
habitan en el entorno de las jaulas de cultivo, la sensibilidad al azametifos observandose
una respuesta diferencial segun la especie. Mysis stenolepsis registré una LCsp promedio
de 10.6 ppb, mas sensible al azametifos que Crangon septemspinosa cuya LCso fue de 19.2
ppb con 24 h de exposicion (Tabla IV). En 1 h de exposicidén al agua colectada de la periferia
de la jaula inmediatamente después de liberada la lona, la mortalidad en M. stenolepsis fue
menor a un 50 % y no se registré6 mortalidad de C. septemspinosa (Tabla V) (Ernst et al.,
2014).

Valores comparativos de letalidad (LCso) para diferentes especies expuestas al azametifos
se muestran en la tabla IV y niveles de afectados (moribundos + muertos, expresados en
porcentaje) expuestos a concentraciones puntuales de azametifos se muestran en la tabla
V.
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Tabla IV Resumen de las concentraciones de azametifos necesarias para matar al 50 % de la poblacién,
en diferentes especies marinas. (s) determinaciones realizadas con sedimento (ug Kg), ED: estadio

de desarrollo; Te: temperatura; Tpo: tiempo de exposicion

Especie Grupo ED LCso ppb Te (°C) Tpo (h) Referencia
(ng L)

Mysis stenolepsis Crustaceo/  Adulto 10,6 13-15 24 Ernst et al., 2014
Misidaceo

Crangon Crustaceo/  Adulto 19,2 13-15 24 Ernst et al., 2014

septemspinosa Camaroén

Corophium volutator ~ Crustaceo/  Adulto 182 14-16 240 Mayor et al., 2008

(s) Anfipodo

H. americanus Crustaceo/  Adulto 0,6 11-14 48 Burridge et al., 2005
Langosta

H. americanus Adulto 3-3,2 2-6 48 Burridge et al., 2005

Strongylocentrotus ~ Equinodermo  Adulto >1000 14-16 96 Ernst et al., 2001

droebachiensis / Erizo

Polydora cornuta Anélido/ Juvenil 2310 14-16 96 Ernst et al., 2001
Poliqueto

Artemia salina Crustaceo/  Adulto >10.000 14-16 24 Ernst et al., 2001
Anostraco

Brachionus plicatilis ~ Rotifero Adulto >10.000 14-16 24 Ernst et al., 2001

Gammarus spp Crustaceo/  Adulto <5 14-16 96 Ernst et al., 2001
Anfipodo
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Tabla V Resumen de las concentraciones de azametifos necesarias afectar (en %) a diferentes especies
marinas. (s) determinaciones realizadas con sedimento (ug Kg), Conc: concentracién; ED: estadio de
desarrollo; Te: temperatura; Tpo: tiempo de exposicion

Especie Grupo ED Concppb % Te ("C) Tpo (h) Referencia

(ng L)
Eohaustorius Crustaceo/ Adulto 100 100 14-16 1 Ernst et al.,
estuarius Anfipodo 2014
Mysis Crustaceo/ Adulto 100 <50 13-15 1 Ernst et al.,
stenolepsis Misidaceo 2014
Crangon Crustaceo/ Adulto 100 0 13-15 1 Ernst et al.,
septemspinosa Camaron 2014
H. americanus Crustaceo/ Adulto 10 43- 13 1x4 veces Burridge et al.,
(primavera) Langosta 100 2008
H. americanus Adulto 10 13 13 1x4 veces Burridge et al.,
(verano) 2008
Corophium Crustaceo/  Adulto 100 35 14-16 240 Mayor et al., 2008
volutator (s) Anfipodo
Pseudodactylo Platelminto Adulto 100 955 1820 1-2 Pretti et al., 2002
gyrosis spp
Brachionus Rotifero Adulto  >10.000 100 14-16 24 Ernst et al., 2001
plicatilis
Gammarus Crustaceo/ Adulto <5 100 14-16 96 Ernst et al., 2001
spp Anfipodo

3.1.2. Respuestas conductuales

Abgrall et al. (2000) observaron que en H. americanus, exposiciones de 10 minutos a
azametifos, reduce la capacidad locomotora a medida que aumenta la concentracién del
compuesto. Esto causé un retardo en la busqueda de refugio cuando los animales fueron
sometidos a 100 ug L', comparado con los controles. Este retraso fue aiin mas evidente en
concentraciones de 500 y 1000 ug L. Esta condicion podria ser desfavorable para la

alimentacion o frente a un depredador.
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3.1.3 Respuesta fisiolégica, celular y bioquimica

Estudios realizados en el bivalvo Mytilus edulis, han evidenciado que la actividad de la
acetilcolinesterasa (AChE) puede ser modificada por adicion de azametifos, pudiendo
causar efectos sub letales como disminucién de la capacidad fagocitica y mantencion de la
viabilidad celular para transporte de moléculas. Incluso se han alcanzando niveles de
actividad de AChE inviables para la vida a largo plazo. La actividad de la AChE en M. edulis
mostré una significativa inhibicién (80 %) a 1 hora de exposicién con 974 ug L' de
azametifos (Brown et al., 2004). Los valores de concentracion de 1Cso (Concentracion
inhibitoria del 50% de la actividad) para enzimas de branquias y hemolinfa calculados
después de la exposicion in vitro fueron de similar orden de magnitud, 0.74 mg L' mas bajo
que la ICso de hemolinfa (1.3 mg L™"). Sin embargo, después de la exposicién in vivo de 1y
24 h a 100 pg L' del mismo quimioterapéutico, la enzima de la branquia experiment6 un
nivel del 30 y 59 % de inhibicidn, respectivamente, en comparacion con 80 % de inhibicion
en la hemolinfa a las 24 h (Canty et al., 2007). La inhibicion de la actividad enzimatica
observada en preparaciones de tejido respecto a la exposicion in vivo genera la necesidad
de conocimiento de la sensibilidad de los mitilidos en términos de captacion del compuesto,
biotransformacion y patrones de desintoxicacion.

Los investigadores (Canty et al., 2007) indicaron que en M. edulis en el nivel de citotoxicidad,
la retencién de rojo neutro sigue en aumento luego de la exposicion a azametifos por 1y 24
h, es decir, las células se mantienen viables (tanto in vivo como in vitro). Por otro lado, la
funcién inmune (actividad fagocitica) disminuy6 en un 9 % respecto al control en animales
expuestos por 24 h a 100 yg L' de este compuesto. Sin embargo, no se observaron
diferencias en la tasa de ingestién con respecto al control (Canty et al., 2007).

En la especie Arenicola marina, un anélido marino, la exposicion in vitro a 100 yg L' de
azametifos por 0.5 h da lugar a una mayor inhibicidon de la actividad de la esterasa PChE

(propionilcolinesterasa) en relacion a AChE (inhibicion del 80 %). Mientras que in vivo
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después de 10 dias de exposicion a 100 pug L', PChE fue inhibida en un 32 %. Tal
discrepancia en la sensibilidad de esta esterasa entre experimentos in vitro e in vivo puede
ser un reflejo de los procesos de absorcion, biotransformacion y desintoxicacion de A.
marina.

En H. americanus el efecto de la exposicidn cronica a bajas concentraciones (61 ng L") de
azametifos de forma continua durante 10 dias fue evaluada y se determiné que los niveles
de proteinas totales séricas, hemocianina y lactato no se vieron afectados. Por otro lado, el
dafio oxidativo medido como carbonilacién de proteinas en branquias y suero, aumenté.
Inclusive, se observd una disrupcion en la energia asignada a diferentes procesos. Por
ejemplo, se observaron indices hepatosomaticos aumentados y gonadosomaticos
disminuidos en relacién a los controles, explicados por un aumento del nivel de lipidos en
hepatopancreas y una disminucion en el contenido de agua. En este trabajo se evalu6
ademas neurotoxicidad, encontrando niveles de colinesterasa disminuidos en el musculo
(Coulliard and Burridge, 2015).

3.1.4 Efecto en la reproduccién

En langosta H. americanus, las hembras pre-ovigeras aclimatadas a 13 °C se sometieron a
exposiciones quincenales de 1 h a concentraciones de azametifos desde 1.25 a 10 ug L.
En marzo y abril (primavera), cuatro exposiciones a 1.25, 2.5 0 5 ug L' no tuvieron efecto
significativo sobre la supervivencia y el desove, mientras que tres o cuatro exposiciones a
10 yg L' causaron alta mortalidad (43 a 100 % dependiendo del grupo extraido) y una
disminucioén en la capacidad de desove de las hembras (34 % menos que el control). En
diciembre y enero (invierno), cuatro exposiciones de 1 h a 10 yg L' de azametifos no tuvo
ningun efecto sobre la supervivencia o el desove. Los resultados demuestran que las
reiteradas exposiciones quincenales a azametifos pueden tener un efecto negativo en la
supervivencia y el desove de la langosta americana. La respuesta a este compuesto tanto

para la supervivencia como para el desove parece estar influida por la concentracion y el
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numero de exposiciones, asi como por la época del afo, siendo esta especie, en los meses

frios menos sensible a azametifos (Burridge et al., 2008).

9.1.2 Peroxido de hidrogeno (H202)

El peréxido de hidrogeno, o agua oxigenada, es un compuesto quimico altamente polar que
generalmente se encuentra en estado liquido. Su principal caracteristica es ser un
compuesto altamente oxidante y su elevada reactividad facilita su descomposicion en agua

(H20) y oxigeno (O2) mediante una reaccion exergonica (liberando calor, Eq.1)

2 H20, (I) > 2 H20 (I) + O2 (g)  AH° = -98,2 kJ/mol (Eq. 1)

Dada su gran capacidad oxidativa, el peréxido de hidrégeno es principalmente utilizado
como agente desinfectante o de limpieza tanto en labores industriales como domésticas.
Productos domésticos para usos medicinales (belleza) y de limpieza contienen
concentraciones relativamente bajas, entre un 3 a un 9 %. Sin embargo, en labores
industriales como blanqueamiento del papel en celulosas, desinfeccién de agua riles y

combustible, se utiliza en concentraciones muy superiores.

El peroxido de hidrogeno también se forma y se encuentra en condiciones naturales.
Pequenas concentraciones de peréxido de hidrégeno se pueden encontrar en el aire, y
también dentro de la mayoria de organismos vivos, claro que a concentraciones muy
inferiores. De una u otra manera (fotosintesis y/o metabolismo aerdbico) la respiracion de
organismos vivos tiene por objeto generar energia (ATP) para el normal funcionamiento de
celular y del organismo en general. La mayor parte del oxigeno respirado es reducido a
agua y CO2 en la mitocondria (célula animal), generando ATP. Sin embargo, producto de la
normal ineficiencia mitocondrial, un pequefio porcentaje de este oxigeno respirado (entre
un 0.1 a un 4.0 %) escapa la cadena transportadora de electrones como anion superoxido

(O2) (Turrens, 2003; Tahara et al., 2009). Dado que este anién es también un agente
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oxidante, una serie de transformaciones ocurren en el organismo con el fin de reducir este
anion a un compuesto menos dafino para la célula. Es aqui, en la primera transformacion
de este anion superéxido, mediante su disimulacion mediada por la enzima superéxido

dismutasa (SOD), que el producto final es peréxido de hidrégeno.

Desde hace algunos afos y dado su gran capacidad oxidativa, el peroxido de hidrogeno
también se utiliza como tratamiento para la caligidosis. Su aplicacion es por bafios, en los
que los distintos estadios de los ectoparasitos que causan pérdidas econdmicas en la
industria del salmén son expuestos directamente a una concentracién recomendada entre
12 a 1.8 g L' de perdoxido de hidrogeno, sin embargo, la concentracion utilizada
actualmente en Chile es de 0.75 g L' (750 ppm). El mecanismo de accion se basa en la
difusion directa del perdxido de hidréogeno hacia el interior del parasito, en donde ademas
de actuar como agente oxidante (dafio celular), la liberacion de oxigeno gaseoso genera
burbujas que quedan atrapadas dentro de la cuticula del parasito. Esto dificulta la sujecion
del parasito al pez de cultivo, lo que determinara el desprendimiento del parasito. Dado que
la aplicacion de peroxido de hidrégeno por bafios se realiza in situ, o sea en las balsas de
cultivo, otros organismos marinos que se encuentran en la columna de agua pueden ser
expuestos al perdxido de hidrégeno. Los efectos de esta exposicion en invertebrados
marinos, especialmente bivalvos y crustaceos, no son claros ni han sido extensivamente
evaluados.

A continuacion, se discutiran los efectos de la exposicion a perdxido de hidrogeno, descritos

en la literatura a la fecha, en bivalvos y crustaceos.

3.2.1 Letalidad
La mayoria de los estudios que han evaluado los efectos del perdxido de hidrogeno sobre
crustaceos y bivalvos, evaluan de alguna manera supervivencia. Sin embargo, dadas las

diferentes metodologias usadas, no siempre se puede extraer una LCso. Un resumen de las

98



'LIBERTAS CAPITUR

Universidad Austral de Chile

Instituto de Acuicultura

LCso encontradas en la literatura se presenta en la Tabla VI. Estas varian entre valores
mayores a 3750 mg L' en adultos de langosta americana (H. americanus) para una
exposicion de 1 h (Burridge et al., 2014), a valores tan bajos como 1.9 mg L' en cladéceros
adultos (Moina sp) luego de 96 h de exposicidon (Reichwaldt et al., 2012). Valores similares
han sido reportados para otro cladocero (Daphnia magna), donde una concentracion de 5
mg L' peroxido de hidrogeno fue letal para el ~80 % de la poblacion luego de 48 h de
exposicion (Bownik y Stepniewska, 2015). Esta gran diferencia en la concentracién de
peroxido de hidrogeno que es letal para el 50 % de la poblacién, no solo muestra que hay
grandes diferencias entre la tolerancia de diferentes especies, sino que también en el gran
efecto del tiempo de exposicion. Mientras menos es el tiempo de exposicion, mayores
concentraciones de peroxido de hidrégeno son necesarias para afectar al 50 % de la
poblacion. Asi, dada la concentracion recomendada de peroxido de hidrogeno 1.2 a 1.8 g
L~ (1800 mg L") para el control de Caligus, es evidente que esta por sobre los valores LCso
reportados para crustaceos (Tabla VI). Ademas, es importante considerar el tiempo de
exposicion, ya que aun en bajas concentraciones producto de la dilucién una vez liberado
el peréxido de hidrégeno al ambiente marino, podria ser letal bajo una exposicion

prolongada.

99



'LIBERTAS CAPITUR

Universidad Austral de Chile

Instituto de Acuicultura

Tabla VI. Resumen de las concentraciones de peréxido de hidrégeno necesarias para matar al 50% de
la poblacién, en diferentes especies de crustaceos de agua dulce y salada. No se encontré esta
informacion para bivalvos. ED: estadio de desarrollo; Te: temperatura; Tpo: tiempo de exposicion

Especie Grupo ED LCso Te('C) Tpo Referencia
ppm (h)
(mg L")

H. americanus Crustaceo/ Larva, 1637 8-14 1 Burridge et al., 2014
Langosta estadio |

H. americanus Adulto > 3750 8-14 1 Burridge et al., 2014

C. septemspinosa Crustaceo/  Adulto 3182 8-14 1 Burridge et al., 2014
Camaron

Mysid sp. Crustaceo/ Adulto 973 8-14 1 Burridge et al., 2014
Misidaceo

G. lacustris Crustaceo/ Adulto 231,2 6-8 24 Fedoseeva & Stom, 2013
Anfipodo

E. vittatus Crustaceo/ Adulto 238 6-8 24 Fedoseeva & Stom, 2013
Anfipodo

E. verrucosus Crustaceo/ Adulto 1152,6 6-8 24 Fedoseeva & Stom, 2013
Anfipodo

E. cyaneus Crustaceo/ Adulto 119 6-8 24 Fedoseeva & Stom, 2013
Anfipodo

G. fasciatus Crustaceo/  Adulto 20,4 6-8 24 Fedoseeva & Stom, 2013
Anfipodo

Moina sp Crustaceo/  Adulto 1,9 21 48 Reichwaldt et al., 2012
Cladécero

D. carinata Cladocero Adulto 57 21 48 Reichwaldt et al., 2012

C. volutator Crustaceo/  Adulto 46 15 96 Smit et al., 2008
Anfipodo

A. salina Crustaceo/  Adulto 168 25 96 Smit et al., 2008
Anostraco

Los efectos del perdxido de hidrogeno también son dependientes del estadio de vida de los
organismos. Por ejemplo, en la Tabla VI se puede apreciar que valores mayores a 3750 mg

L' son necesarios en adultos de langosta americana (H. americanus), pero menos de la
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mitad de esta concentracion es suficiente para matar el 50 % de la poblacion en estadios
larvales (Estadio |) de la misma especie (Burridge et al., 2014). Dado que la mayoria de los
estadios larvarios de los invertebrados marinos, incluyendo crustaceos y bivalvos, son
pelagicos (se desarrollan en la columna de agua) estos son los que tienen mayor
probabilidad de ser expuestos al peroxido de hidrogeno durante la aplicacion en bafios en
la salmonicultura. Asi, dado que los estadios larvarios son mas sensibles que los estadios
adultos, los efectos del peroxido de hidrogeno deberian ser evaluados en los estadios
larvales.

La talla de los organismos también ha sido sugerida como determinante de la tolerancia al
peroxido de hidrégeno. De hecho, comparando las LCso de cinco especies de copépodos
habitantes del Lago Baikal (Rusia), se observo que una relacion positiva entre la talla de los
copépodos y la concentracion de peroxido de hidrégeno necesaria para la LCsp (Fedoseeva
and Stom, 2013). Mas datos son necesarios para establecer de manera mas general el
efecto de la talla sobre la tolerancia al peroxido de hidrégeno en crustaceos como en otros
organismos.

Otro estudio en D. magna encontré que luego de 21 dias de exposicion a 1.25 mg L™, un
20 % de la poblacion murié y la progenie de los supervivientes fue un 15.5 % mas pequena,
eclosionando 10 % mas temprano y con solo una eclosiéon del 40 % de los embriones
(Meinertz et al., 2008). Esto no solo esta de acuerdo con los valores LCsg reportados para
la especie, sino que también muestra que la exposicion prolongada (21 dias) a bajas
concentraciones de peroxido de hidrégeno también pueden tener un efecto poblacional a
largo plazo, mediante la progenie de los individuos expuestos. Asi, una reduccion en el
numero de individuos de futuras cohortes no solo causa una disminucion de la futura
poblacion de esta especie, sino que también afectara la cantidad, calidad y disponibilidad
de alimento para todas aquellas otras especies que se alimentan de la especie afectada.
El efecto del peroxido de hidrégeno no ha sido extensivamente evaluado en bivalvos, por lo
que no es posible dimensionar los alcances que el uso de peroxido de hidrogeno pueda

tener sobre las poblaciones de bivalvos, comunes en las cercanias de los centros de cultivo

101



'LIBERTAS CAPITUR

Universidad Austral de Chile

Instituto de Acuicultura

de salmones. Un estudio reporta una mortalidad de ~30 % en adultos de Perna viridis luego
de 14 dias de exposicion a ~2 mg L' (Leung et al., 2011). Otro estudio, usando una
concentracion mucho mayor de 100 mg de perdxido de hidrégeno reporta un 100 % de
mortalidad en larva veliger y un 25 % de mortalidad en juveniles de Dreissena polymorpha
luego de 6 h de exposicion, mientras que 0 % de mortalidad en juveniles de Fusconaia flava
(Waller and Fisher, 1998). Al igual que en crustaceos, estos valores reportados para bivalvos

muestran tolerancias especificas para cada especie y etapa en el ciclo de vida.

3.2.2 Respuestas conductuales

Pocos estudios han evaluado las respuestas conductuales de organismos expuestos a
peroxido de hidrogeno vy la literatura disponible al momento no permite una conclusion
definitiva. Estudios que han permitido a los animales preferir o evitar flujos con peréxido de
hidrégeno, muestran que G. lacustris, G. fasciatus, and P. cancellus son atraidos a bajas
concentraciones (5.1 mg L") de perdxido de hidrogeno, no muestran preferencia por
concentraciones de 10 mg L' peroxido de hidrégeno y evitan flujos de agua con
concentraciones superiores (Fedoseeva and Stom, 2013). Sin embargo, bajo las mismas
condiciones experimentales, O. flavus no muestra ni preferencia ni evasion a ninguna de las
concentraciones utilizadas (Fedoseeva and Stom, 2013). Por otro lado, adultos, nauplii y
copepoditos de distintas especies de copépodos mostraron cambios en su comportamiento
alimenticio luego de ser expuestos a 5 mg L' peroxido de hidrégeno, inhibiendo por
completo su alimentacién (Van Geest et al., 2014). En el mismo estudio, concentraciones
de 10 mg L' peroxido de hidrégeno causaron la total paralisis luego de 15 minutos de
exposicion (Van Geest et al., 2014). En D. magna, similares concentraciones de 5 mg L
peroxido de hidrégeno han sido reportadas de causar una disminucién en la velocidad de
nado y en la frecuencia cardiaca (Bownik and Stepniewska, 2015). Asi, es claro que el
peroxido de hidrogeno causa respuestas conductuales en algunos crustaceos y en

concentraciones muy inferiores a las utilizadas para tratar la caligidosis.
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Potenciales respuestas conductuales en bivalvos a la exposicion de perdxido de hidrégeno

no se han evaluado.

3.2.3 Respuestas fisiolégicas, moleculares y alteraciones en el balance Redox

Si bien es cierto varios de los estudios encontrados describen de una u otra manera los
procesos fisioldgicos afectados luego de la exposicion al peréxido de hidrogeno, el proceso
mas evaluado tiene relacion con el balance oxidativo de los organismos. Dado que peroxido
de hidrogeno tiene una alta capacidad oxidativa y que el peréxido de hidrogeno es ya un
compuesto intermediario en el balance redox de los organismos, es de esperar que el
balance redox sea una de los primeros procesos afectados. En D. magna, concentraciones
de 5 mg L' peroxido de hidrogeno han sido reportadas de causar una significativa
disminucion en la razén GSH/GSSG, lo que fue atribuida a la oxidacidon de glutation. Los
autores también observaron un incremento en oxido nitrico, sugiriendo un desbalance del
equilibrio redox y un mayor estrés oxidativo (Bownik and Stepniewska, 2015). Un incremento
en el dafio al ADN branquial fue también observado en adultos de Sinopotamon henanense
luego de 24 h de exposicidén a 170 mg L™ perdxido de hidrégeno (Wang et al., 2014) y en D.
magna luego de exposicion a concentraciones tan bajas como 0.17 mg L' (Pelegri et al.,
2014). La formacion de complejos de fierro (Fe) en cistos de Artemia salina expuestos a
perdxido de hidrégeno también han sido interpretados como resultado de un incremento en
el stress oxidativo (Veeramani and Baskaralingam, 2011).

De acuerdo con estas observaciones, un incremento en la actividad y expresion de enzimas
antioxidantes han sido reportadas como respuesta del animal para protegerse del
incremento del estrés oxidativo causado por la exposicion al peroxido de hidrogeno. Un
incremento en el magnesio SOD isoforma (una potente enzima antioxidante) fue reportado
en (Veeramani and Baskaralingam, 2011). Un rapido incremento en la expresion de glutation
peroxidasa en el hepatopancreas, hemocitos y branquias también ha sido reportada luego
de 3 h de la inyeccion, via hemolinfa, de 0.5 mg kg™! peroxido de hidrégeno en adultos Scylla

paramamosain (Fu et al., 2013). Los autores también reportan recuperacion luego de 12 h,
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sin embargo, hay que considerar que esto es en la expresion de la glutation peroxidasa, no
en otras variables que reporten dafos directos en los cangrejos.

En bivalvos, el panorama parece ser menos claro. Se han reportado incrementos en el
estrés oxidativo en la glandula digestiva de Unio tumidos, luego de exposicion a elevadas
concentraciones de peroxido de hidrogeno (1360 mg L', Labieniec and Gabryelak, 2006),
pero no se encontraron indicios de estrés oxidativo en adultos de Perna viridis luego de 14
dias de exposicién a ~ 2 mg L' peroxido de hidrogeno (Leung et al., 2011). En el mismo
estudio, se encontré un incremento en el stress oxidativo luego de exposiciéon a cadmio
(Leung et al., 2011). Aun asi, la escasa informacién en bivalvos, parece ser que son menos

sensibles que los crustaceos al peroxido de hidrogeno.

3.2.4 Cambios morfolégicos

A pesar de la gran capacidad oxidativa del perdéxido de hidrégeno, efectos a nivel
morfoldgico no han sido extensamente evaluados. Dafios celulares a nivel branquial se han
reportado en adultos de Sinopotamon henanense (Wang et al., 2014). Luego de 24 h de
exposicién a 170 mg L' perdxido de hidrégeno, se observé un desorden en las células
epiteliales y una mayor separacion de la membrana basal. También se observo la
desaparicién de algunos organelos cercanos al nucleo y mitocondrias de mayor tamano e
inflamadas, indicando dafios en la membrana mitocondrial. Agregacion y deformidad de la
cromatina nuclear también fue observada (Wang et al., 2014). Basados en estos dafos
morfologicos reportados a concentraciones menores que las recomendadas para tratar la
caligidosis, hace sentido con los efectos no morfolégicos reportados previamente en

animales expuestos a concentraciones aun menores.
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9.1.3 Deltametrina

Quimicamente conocida como [(1R,3R)-3-(2,2-dibromovinil)- 2,2-dimetilciclopropano
carboxilato de (S)-alfa-ciano-3-fenoxibenzilo y de formula C22H19BraNO3, deltametrina es un
piretroide sintético con alta actividad y de amplio espectro insecticida. Dado que es
relativamente inocuo para mamiferos y de alta toxicidad para insectos, también se considera
como uno de los insecticidas agricolas de uso mas seguro. Sin embargo, es también
altamente toxico para organismos acuaticos, incluyendo peces, por lo que se recomienda
extrema precaucidn en su uso cercano a ambientes acuaticos. Paraddjicamente, es también

usado por la industria salmonera para el control de la caligidosis.

La deltametrina ha sido usada amplia y efectivamente para el control y prevencion de
enfermedades transportadas por vectores como garrapatas, y también para el control de
plagas en ambientes urbanos como pulgas, arafas, hormigas y chinches. En agricultura, la
deltametrina se usa ampliamente en plantaciones frutales y forestales, vifias, cultivos de
hortalizas, plantas ornamentales, cereales y flores, con el fin de controlar langostas,
saltamontes, pulgones, y otros ortdpteros, coledpteros y lepidopteros. La deltametrina
puede ser absorbida por contacto o por ingestidén, afectando el sistema nervioso en
artropodos. Con un amplio espectro de accién, actua sobre estadios adultos, juveniles y

ninfales.

Con el desarrollo de la salmonicultura y la subsecuente aparicion de la caligidosis, la
deltametrina ha sido extensamente utilizada en la salmonicultura. Su aplicacién
recomendada es por bafios de 30 a 40 minutos a una concentracion de 2.0 o 3.0 ug L,
segun el fabricante (SEPA, 2005). Dado que estos bainos se realizan in situ, o sea en las
balsas de cultivo, otros organismos marinos que se encuentran en la columna de agua
pueden ser expuestos a la deltametrina. Los efectos de esta exposicidon en invertebrados

marinos, especialmente bivalvos y crustaceos, no son claros ni han sido extensivamente
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evaluados. Los efectos de esta exposicion en invertebrados marinos, especialmente

bivalvos y crustaceos, no son claros ni han sido extensivamente evaluados.

3.3.1 Letalidad

La mayoria de los estudios que han evaluado los efectos de la deltametrina sobre
crustaceos, de alguna manera han evaluado también supervivencia, por lo que fue posible
compilar una extensa tabla de concentracion letales LCso (Tabla VII). Estas varian entre
valores mayores a 9.4 ug L' en neonatos de D. magna luego de 24 horas de exposicion
(Toumi et al., 2013), a valores tan bajos como 0.0006 ug L' en larvas (Zoea Il) de la langosta
americana (H. americanus) luego de 24 h de exposicion (Burridge et al., 2014).
Evidentemente esta diferencia, de ~ 15.000 veces en la LCso, refleja las diferentes
sensibilidades de organismos a la deltametrina (Tabla VII). Incluso diferentes cepas de D.
magna presentan diferencias en la LCso. Por ejemplo, Toumi et al. (2013), reportaron que
neonatos de la cepa 1 son un 6 % mas resistentes que los neonatos de la cepa 2. De la
tabla VII también es evidente que mientras mayor es el tiempo de exposicion, menores
concentraciones de deltametrina son necesarias para eliminar al 50 % de la poblacion. Asi,
dada la concentracion recomendada de deltametrina por uno de los fabricantes (2 ug L)
para el control de C. rogercresseyi (SEPA, 2005), es evidente que esta por sobre los valores
LCso reportados para la mayoria de los crustaceos estudiados a la fecha (Tabla VII).
Ademas, es importante considerar el tiempo de exposicion, ya que aun en bajas
concentraciones producto de la dilucion una vez liberada la deltametrina al ambiente marino,
puede ser letal bajo una exposicion prolongada. Por ejemplo, concentraciones tan bajas
como de 0.0332 ug L' han sido reportadas suficientes para causar una mortalidad del 50 %

de la poblacion de Gammarus pulex luego de 96 h de exposicion (Adam et al., 2010).
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Tabla VII. Resumen de las concentraciones de deltametrina necesarias para matar al 50 % de la
poblacidn, en diferentes especies de crustaceos de agua dulce y salada, y algunos poliquetos. No se
encontré esta informacion para bivalvos. ED: estadio de desarrollo; Te: temperatura; Tpo: tiempo de

exposicion
Especie Grupo ED LCso Te Tpo (h) Referencia
(ngL"’) (°C)

D. magna cepa 1 Crustaceo/  Neonatos 94 20 24 Toumi et al., 2013
Cladécero

D. magna cepa 1 Neonatos 0,32 20 48 Toumi et al., 2013

D. magna cepa 2 Neonatos 8,86 20 24 Toumi et al., 2013

D. magna cepa 2 Neonatos 0,63 20 48 Toumi et al., 2013

P. serratus Crustaceo/  Adultos 0,05 18 96 Oliveira et al., 2012
Camaron

D. magna cepa 3 Neonatos 0,88 20 48 Toumi et al., 2015

G. fossarum Crustaceo/  Adultos 0,004 15 48 Adam et al., 2010
Anfipodo

G. fossarum Adultos 0,0332 15 96 Adam et al., 2010

G. pulex Crustaceo/  Adultos 0,0057 15 48 Adam et al., 2010
Anfipodo

G. pulex Adultos 0,068 15 96 Adam et al., 2010

E. finmarchicus Crustaceo/  Adultos 0,0095 10 24 +72 Van Geest et al., 2014
Anfipodo recuperacion

E. finmarchicus Adultos 0,07 10 1+95 Van Geest et al., 2014

recuperacion

H. americanus Crustaceo/ Estadio | 0,0034 8-14 1 Burridge et al., 2014
Langosta

H. americanus Estadio | 0,0008 8-14 24 Burridge et al., 2014

H. americanus Estadio Il 0,0006 8-14 24 Burridge et al., 2014

H. americanus EstadiolV  0,0017 8-14 24 Burridge et al., 2014

H. americanus Adultos 0,0188 8-14 1 Burridge et al., 2014

H. americanus Adultos 0,015 8-14 24 Burridge et al., 2014

C. septemspinosa  Crustaceo/ Adultos 0,142 8-14 1 Fairchild et al., 2010
Camaron

C. septemspinosa Adultos 0,0027 8-14 24 Burridge et al., 2014

Mysid sp. Crustaceo/  Adultos 0,0139 8-14 1 Burridge et al., 2014
Misidaceo

Mysid sp. Adultos 0,0014 8-14 24 Burridge et al., 2014

M. lar Crustaceo/  Adultos 0,05 25,5 48 Bajet et al., 2012
Camaron

M. lar Adultos 0,26 25,5 24 Bajet et al., 2012

D. magna Crustaceo/ 3,5 48 Morky & Hoagland, 1990
Cladocero
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D. magna 0,038 48 Morky & Hoagland, 1990
D. magna 0,05 48 Day, 1991

D. magna 1,01 48 Day, 1991

D. magna 0,85 48 Day, 1991

D. magna 0,64 24 Day, 1991

D. magna 3,42 24 Day, 1991

D. magna 4,65 24 Day, 1991

P. aibuhitensis Poliqueto Adultos 0,26 18 100 Chen et al., 2012
C. dubia Crustaceo/ neonatos 0,84 24 24 Shen et al., 2012

Cladécero

C. dubia neonatos 0,06 24 48 Shen et al., 2012
C. dubia neonatos 0,116 24 192 Shen et al., 2012

Es bien conocido que estadios larvarios o tempranos son mas sensibles a contaminantes
que estadios adultos, sin embargo, no se observa claramente este patron en la tabla VII. De
manera similar, y basados en el mismo ejemplo, parece ser que no hay un patrén tan claro
entre el tamano del animal y su sensibilidad a la deltametrina (tabla VII). Esto probablemente
esté relacionado con el mecanismo de accién de la deltametrina, que, al afectar el sistema
nervioso, pequenas concentraciones son suficientes para afectar a los organismos,
independiente de su estadio de desarrollo y/o tamafio. De hecho, de los estudios existentes
a la fecha se puede concluir que la deltametrina es altamente toxica para organismos tanto
pelagicos como bentonicos, independientemente de su estadio y tamafo. Los efectos de la
deltametrina en bivalvos de importancia econdémica en Chile no han sido evaluados en

detalle, resaltando la premura de su evaluacion.

3.3.2 Respuestas conductuales

Reducidos estudios han evaluado algunas respuestas conductuales, o relacionadas, a la
deltametrina. En el camaron P. serratus se demostré que la velocidad de nado disminuye
significativamente en concentraciones iguales o superiores a 0.6 ng L' (0.0006 ug L") de

deltametrina (Oliveira et al., 2012). Los autores enfatizan la importancia de este efecto, ya
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que la capacidad de desplazarse determina su capacidad para escapar de depredadores,
encontrar alimento y una pareja para reproducirse. Por ende, esta reduccion de la velocidad
de nado luego de la exposicidon a deltametrina, tendra probablemente grandes efectos a
nivel poblacional. El otro estudio (Van Geest et al., 2014b), en poliquetos, se encontr6é que
entre el 80 al 100 % de los individuos adultos de N. virens no se enterraron en el sedimento
contaminado con deltametrina a concentraciones superiores a 0.32 ug g sedimento™,
durante los 7 dias que duro el experimento. Los autores también demostraron que en
sedimentos contaminados con deltametrina a concentraciones entre 0.11 a 0.22 ug
sedimento™, individuos de N. virens se enterraron el primer dia, pero entre el 80 al 90 % de
ellos emergieron (o parcialmente) durante los tres primeros dias de exposicion (Van Geest
et al., 2014). De manera similar a lo encontrado en P. serratus, la inhibicion de la capacidad
de enterrarse en N. virens los expone a depredadores, y por ende compromete la poblacion.
Asi, aun cuando mas investigaciones son necesarias, los escasos estudios sugieren que
concentraciones de deltametrina muy inferiores a las utilizadas para el tratamiento de la
caligidosis afectan el comportamiento (capacidad de nado) en crustaceos. Por otro lado,
concentraciones similares (en el sedimento) a las usadas en el tratamiento de caligidosis
inhiben la capacidad de enterrarse en poliquetos. En el chorito de agua dulce Anodonta
cygnea se ha observado que concentraciones entre 1-5 ppm de deltametrina causan un
incremento en el tiempo de apertura del sifon exhalante en cambio concentraciones entre
10- 50 ppm producen la accidén contraria y la inhibicién de la actividad de filtracion
(Kontreczky et al. 1997).

3.3.3 Respuestas fisiolégicas, moleculares y alteraciones en el balance Redox

Varios de los estudios han evaluado, de una u otra manera, los procesos fisioldgicos
afectados luego de la exposicion a deltametrina. Por ejemplo, en adultos P. serratus se ha
reportado un incremento en la actividad enzimatica de la colinesterasa, encargada de
mediar la produccion de esteres usados como neurotransmisores, en la musculatura de

animales expuestos entre 0.6 a 2.4 ng L' de deltametrina (Oliveira et al., 2012). Asi mismo,
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los autores reportan un incremento en la actividad de esta enzima en la glandula digestiva,
luego de la exposicion entre 19 a 39 ng L' de deltametrina (Oliveira et al., 2012). Por otro
lado, en P. monodon, se ha reportado una tendencia a una disminucion en la actividad
enzimatica de colinesterasa en las branquias a concentraciones superiores a 1 ng L' de
deltametrina (Tu et al., 2012) y una significativa disminucién de la actividad de esta enzima
en el musculo luego de 7 dias a 100 ng L' deltametrina (Tu et al., 2012).

También se ha reportado un incremento en la actividad de enzimas antioxidantes como
glutation transferasa (entre 19 a 39 ng L' deltametrina) y catalasa (a 19 ng L-! deltametrina)
(Oliveira et al., 2012). Sin embargo, también se reporté un aumento en la oxidacion de
lipidos, lo que sugiere que la deltametrina produce estrés oxidativo, sobrepasando las
defensas antioxidantes en P. serratus. En adultos P. monodon también se ha reportado un
incremento en la oxidacion de lipidos luego de 4 dias de exposicién a 0.1 ug L-! deltametrina,
efecto que se vuelve a la normalidad luego de 7 dias de recuperacion (sin deltametrina)
(Dorts et al., 2009). Los autores, sin embargo, no encontraron efecto alguno sobre la
actividad de las enzimas antioxidantes (Dorts et al., 2009). Contrariamente, en la misma
especie y concentracion, se ha reportado una inhibicién de las enzimas antioxidantes. Por
ejemplo, en adultos P. monodon, expuesto a 0.1 yg L' deltametrina se encontré una
inhibicidn de glutation total, catalasa y glutation peroxidasa (Tu et al., 2012). Aunque menos
claro, los autores también reportan una interaccion entre temperatura y salinidad en los
efectos de la deltametrina (Tu et al., 2012).

En Unio elongatulus, bivalvo de agua dulce, se ha observado un significativo incremento de
peroxidacion de lipido con el aumento de la concentracion de deltametrina y/o al tiempo de
exposicion y un decrecimiento de la actividad del glutation y catalasa, no pudiendo actuar a
altas concentraciones de deltametrina contra el estrés oxidativo causado por este piretroide
(Kopricu et al. 2008).

A nivel molecular varios cambios han sido reportados luego de la exposicién a la

deltametrina. Toumi et al. (2015) mostraron que luego de 48 h de exposicién a 300 ng L

110



'LIBERTAS CAPITUR

Universidad Austral de Chile

Instituto de Acuicultura

deltametrina, alrededor de 88 proteinas diferentes son sobre expresadas en D. magna, y
otras 40 son sub-expresadas. También se ha reportado una sobre regulacion de enzimas
detoxificadoras de la familia CYP. En el poliqueto adulto, P. aibuhitensis, la expresiéon de
CYP4 fue sobre regulada luego de 3 h a concentraciones superiores a 0.013 ug L’
deltametrina (Chen et al., 2012) y bajas concentraciones se mantuvo elevada incluso por 14
dias (Chen et al., 2012).

3.3.4 Morfolégico

Se han reportado malformaciones en neonatos de D. magna, cepa 1, luego de 21 dias de
exposicion a 80 ng L' deltametrina, y luego de 21 dias de exposicion a 150 ng L’
deltametrina en otra cepa de D. magna. Los cambios observados incluyen malformaciones
en general, sub-desarrollo de anténulas, curvatura en las espinas del caparazon y del
abdomen, y cambios en el porcentaje de machos (Toumi et al., 2013). De manera similar y
en otro miembro de la misma familia, C. dubia, una reduccién en el tamafo alcanzado por

los adultos ha sido reportada luego de exposicion a 5 ng L™ deltametrina (Shen et al., 2012).

9.1.4 Cipermetrina

La cipermetrina es un piretroide sintético ampliamente utilizado como insecticida para el
control de plagas tanto en la agricultura como la acuicultura (Amweng et al., 2005). Este
producto fue introducido en el mercado a fines de los 70 y es uno de los piretroides mas
eficientes en el control de plagas. Los piretroides tienen baja toxicidad para mamiferos
(Davies, 1985), pero en general son altamente toxicos para peces y crustaceos (Anderson,
1989; Coats et al., 1989; Haya, 1989; Mian and Mula, 1992).

Los piretroides actuan sobre la transmision nerviosa por la interferencia en los canales de
sodio (Miller and Adams, 1982) lo que resulta en la despolarizacién de las neuronas motoras
y descarga repetitiva en las terminaciones nerviosas, conduciendo a una eventual paralisis
y muerte de los organismos (Crane et al., 2011; Haya et al., 2005).
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La cipermetrina se caracteriza por tener baja solubilidad en el agua y relativamente alto log
Kow, 6.6, (Worthing, 1991; Zhou et al., 1995), esta caracteristica fisicoquimica indica que
se adhieren al material particulado pudiendo acumularse en el sedimento (Mayor et al.,
2008). La formula molecular de la cipermetrina es C22H19CI2NO3 ((1RS)-cis,trans-3-(2,2-

diclorovinil)-2,2-dimetilciclopropano carboxilato de (RS)-ciano-3-Fenoxibencilo (IUPAC)).

Los piretroides principalmente deltametrina y cipermetrina han sido utilizados por la industria
salmonera tanto nacional como internacional contra la caligidosis (C. rogercresseyi, L.
salmonis y Caligus spp). Estos productos son aplicados a través de bafos en las balsas
jaulas o en wellboat y una vez transcurrido el periodo de aplicacion el producto es liberado
y especies no objetivos pueden ser afectadas. Dentro de los productos utilizados con
cipermetrina como principio activo por la industria salmonera mundial se encuentra Excis®
y Betamax®, este ultimo con registro en el servicio agricola y ganadero de Chile. Para el
caso de los bafnos realizados con Excis® se recomiendan de 1 hora a una concentracién de
5.0 yg L', y para Betamax 15 ug L' por 30 minutos. La mayoria de los estudios que han
evaluado el efecto de la cipermetrina en organismos marinos no objetivos han sido realizado
con Excis®.

3.4.1 Letalidad

La mayoria de los estudios que evaluan efectos de la cipermetrina sobre los organismos
acuaticos se basan en la evaluacion de la supervivencia. Sin embargo, aunque la respuesta
final medida es la misma (supervivencia), los estudios difieren en sus metodologias, las
cuales en algunos casos no permite extraer la concentracion en que muere el 50 % de los
organismos (LCso) y en otros, debido que los tiempos de exposicion al farmaco son distintos,
los LCs0 no son comparables directamente.

Los efectos de la cipermetrina en los organismos acuaticos dependen la especie, estadio
de desarrollo utilizado, pudiendo atribuirse diferencias entre los estadios de desarrollo a
mecanismos detoxificantes mas avanzados presentes en adultos que en los estadios
tempranos del desarrollo y también a diferencias alométricas (relacion superficie/volumen,

Medina et al., 2002), asi como de las condiciones en que se realizan las pruebas de
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toxicidad como temperatura, pH, contenido de material particulado, entre otros. En el caso
particular de la temperatura se ha demostrado que la toxicidad de los piretroides es
temperatura dependiente, aumentando la toxicidad a mas bajas temperaturas en algunas
especies (Coats et al., 1989; Harwood et al., 2009).

La mayoria de los estudios destinados a evaluar la toxicidad de la cipermetrina en
organismos acuaticos han sido realizado en especie de agua dulce en su etapa adulta,
principalmente anfipodos, cladéceros y copépodos.

La LCso varia en Gammarus pulex, anfipodo de aguadulce entre 116-240 ng L' a las 24 h
de exposicién (Ashauer et al., 2011; Adam et al., 2009) y se reduce entre 82 - 101 ngL" a
las 96 h (Adam et al.,, 2009) (Tabla VIII). En anfipodos marinos, Echinogammarus
finmarchicus y Praunus flexuous, la LCso determinado bajo una exposicion de 24 hy 72 h
de recuperacion es de 77 ng L' (70-83) y 33 ng L' (25-44) y bajo condiciones de una hora
de exposicion y 95 h de recuperacion, el LCsp aumenta a 220 ng L™ (130-390) y >140 ng L-
', respectivamente (Van Geest et al. 2014), otros anfipodos presentan LCso entre 6860 y 65
ng L' (Tabla VIIl). Determinaciones realizadas en el anfipodo Corphium volutator expuestos
a sedimento con cipermetrina por 10 dias indican LCso es de 5 ng L' (4-6) (Mayor et al.,
2008) (Tabla VIII).

En adultos del cladocero de agua dulce Daphnia cuculata se observa que la concentraciéon
letal disminuye con las horas post exposicion, patron observado en general para todos los
organismos, mostrando un LCso de 50 ng L' entre las 24 y 48 h y una reduccion en un 40
% de la concentracion letal a las 96 y 264 h (Tabla VIII) (Wendt-Rasch et al., 2003). En
neonatos de Ceriodaphnia dubia y D. magna la concentracion letal al 50 % a las 48 h es de
230 ng L' (140-390) y 2800 ng L™, respectivamente (Shen et al., 2012; Feo et al., 2013).
En adultos del copépodo de agua dulce Eudiaptomus graciloides la concentracion en que
muere el 50 % varia desde 270 ng L' (42-886) con 4 h de exposicion a 30 ng L' (2-186) a
las 96 h de exposicién (Wendt- Ransch et al., 2003), en copépodos marinos como Acartia
tonsa se ha estimado LCsg de similar orden de magnitud que el reportado para la anterior

especie (142 ng L', Barata et al., 2002a), en nauplii de A. tonsa el LCso disminuye
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considerablemente a 5 ng L' (Medina et al., 2002) siendo este valor uno de los mas bajos
reportados en la literatura (Tabla VIII).
Bajet et al. (2012) reportan un LCsp para el camarén de agua dulce Macrobrachium lar de
1070 ng L' (740-1530) a las 48 h y de 1330 ng L' (920-1890) a las 24 h. Contrastando con
las especies marinas de camarones que se tiene conocimiento, las concentraciones en que
muere el 50 % son dos 6rdenes de magnitud mas bajas, correspondiendo para el camaron
carideo Palaemonetes pugio a 16 ng L! a las 96 h (Mugni et al., 2013).
Estudios en otros crustaceos, especificamente la langosta americana H. americanus,
muestra claramente la gran dependencia de la LCso a los tiempos de exposicion a la
cipermetrina, asi como la respuesta diferencial de los organismos segun su estadio de
desarrollo. H. americanus adultos, presentan una LCso de 40 ng L' a las 96 h, aumentando
aproximadamente al doble con la reduccion de 24 h de exposicion (Burridge et al., 1999;
McLeese et al., 1980; Burridge et al., 2000 a, b). En general, para los estadios larvales de
H. americanus se observa un aumento de la sensibilidad a la cipermetrina desde el estadio
lal Il (180 a 60 ng L', respectivamente, Burridge et al., 2000b) (Tabla VIII).
El grupo de los Anostraca (A. salina y Thamnocephalus platyurus) junto con los rotiferos
(Brachionus calcyciflorus y B. plicatilism) presenta la mas alta tolerancia a la cipermetrina,
siendo sus LC 5o varios ordenes de magnitud superiores a las otras especies evaluadas
(Tabla VIII)
Aunque, existe abundantes reportes que determinan LCso en crustaceos se observa una
carencia de estudios en crustaceos braquiuros y anomuros principalmente en sus estadios
larvales, asi como en general de estadios larvales de invertebrados marinos con ciclo de
vida complejo, los cuales se desarrollan en la columna de agua, aumentando la probabilidad
de quedar expuestos a los distintos quimioterapéuticos durante su desarrollo plancténico.
Dentro de las especies, distinta a los crustaceos, en las cuales se ha determinado LCso se
encuentra el poliqueto Polydora cornuta, para el cual Ernst et al. (2001) encuentran que los
juveniles tienen alta tolerancia a la cipermetrina determinando una concentracion de 27800
ng L.
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En general, los LCso determinados en las distintas especies (Tabla VIIl) son varios ordenes
de magnitud inferiores a las concentraciones recomendadas por el fabricante para el control
de la caligidosis. Estudios realizados para evaluar la dispersion de la cipermetrina post-
aplicacion han detectado varias horas después, entre 2 a 5.5 h, a una distancia de 0.9 a 3
km del sitio de aplicacion, concentraciones equivalentes a diluciones entre 1000-2000 veces
de las concentraciones liberadas (aproximadamente entre 15a 7.5 ng L") (Ernst et al., 2001,
2014). En los estudios anteriormente mencionados, la concentracién mas alta medida de
cipermetrina fue 187 ng L' a los 25 minutos post-aplicacion a una distancia de 25 metros,
en el caso del estudio realizado por Willis et al. (2005) llevado a cabo en la costa oeste de
Escocia. La concentracion alcanzada a los 25 minutos el primer dia de aplicacion fue de 218
ng L-'. Hunter and Fraser (1995), indican que la concentracion de cipermetrina después de
30 minutos fue de 74 ng L' y después de 50 minutos 13 ng L!. Complementariamente, en
el estudio realizado por Willis et al. (2005) una aplicacion total de 78 g de cipermetrina
predice concentraciones de 3000 ng L' para cortos periodos después de la aplicacion,
concentraciones mayores a 0.5 ng L' a las 24 h solo fueron predicha para menos del 2 %
del area tratada y los 16 ng L™ a las 3 h post aplicacion solo fue excedida en menos de 0.3
% del area, tomando como base cada tratamiento diario. Los estudios de dispersion de la
cipermetrina muestran una rapida degradacion del compuesto y una pequefia area de
impacto, sin embargo es importante evaluar la respuesta de los organismos bajo
condiciones de aplicacion perioddica y no solo los efectos letales sino también los efectos
retardados y los efectos sub letales que pueden sufrir los organismos, como la inmovilidad
que en el campo pueden aumentar las probabilidades de mortalidad por depredacion o por
la incapacidad de los organismos pelagicos de permanecer en la columna de agua siendo
esto especialmente critico para los estadios larvales planctonicos de la mayoria de los

invertebrados marinos.
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Tabla VIIl. Resumen de las contracciones de cipermetrina necesarias para matar al 50 % de la poblacién
(LCso0), en diferentes especias de crustaceos de marinos, de agua dulce (*) y estuarinos (**) y rotiferos
de agua marinos y de agua dulce. (s) determinaciones realizadas con sedimento (ug Kg™), LCso:
promedio (Intervalo de confianza del 95 %). ED: estadio de desarrollo; Te: temperatura; Tpo: tiempo de
exposicion + recuperacion

Especie Grupo ED LCso (ng L) Te (°C) Tpo (h) Referencia
Echinogammarus Crustaceo/ Adulto 220 10 1h+95 Van Geest et al.,
finmarchicus Anfipodo (130-390) 2014
Echinogammarus Adulto 77 10 24h+72 Van Geest et al.,
finmarchicus (70-83) 2014
Praunus flexuous Crustaceo/ Adulto >142 14 1h+95 En VanGeest et al.,
Anfipodo 2014
Praunus flexuous Adulto 33 14 24h+72 En VanGeest et al.,
(25-44) 2014
Eohaustorius Crustaceo/ Adulto 1000-3600 1541 48 Ernst et al., 2001
estuarius Anfipodo
Amphiporeia Crustaceo/  Adulto 12 15 48h+48 Ermnst et al., 2001
virginiana Anfipodo (0-20)
Amphiporeia Crustaceo/  Adulto 6860 15 48 Ernst et al., 2001
virginiana Anfipodo (4410-9300)
7420
(4240-1060
Hyalella Crustaceo/ Adulto 653 22 48 Mugni et al., 2013
curvispina * Anfipodo
Hyalella azteca* Crustaceo/ Adulto 3,6-23 10 dias Maund et al. 2002
(s) Anfipodo
Gammarus spp Crustaceo/  Adulto 6513 22 48 Mugni et al., 2013
Anfipodo
Gammarus pulex  Crustaceo/ 240 24 Ashauer et al., 2011
* Anfipodo
Gammarus pulex Adulto 116-135 15 24 Adam et al., 2009
*
Gammarus pulex Adulto 98-116 15 48 Adam et al., 2009
Gammarus pulex Adulto 84-103 15 72 Adam et al., 2009
Gammarus pulex Adulto 82-101 15 96 Adam et al., 2009
*
Corophium Crustaceo/ Adulto 5 15¢1 10 dias Mayor et al., 2008
volutator (s) Anfipodo (4-6)
Daphnia Crustaceo/  Adulto 50 16.3-19 24 Wendt-Rasch et al.
cucullata* Cladécero (2-) 2003
Daphnia Adulto 50 16.3-19 48 Wendt-Rasch et al.
cucullata (9-) 2003
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Homarus Larva 180 10 48 Burridge et al. 2000b
americanus Estadio | (20-320)

Homarus Larva 120 10 48 Burridge et al., 2000b
americanus Estadio Il (60-180)

Homarus Larva 660-1690 10-12 5 min+12 Pahl and Opitz, 1999
americanus Estadio Il

Hamarus Larva 58-365 10-12 12+12 Pahl and Opitz, 1999
americanus Estadio Il

Homarus Larva 60 10 48 Burridge et al., 2000b
americanus Estadio Il (30-90)

Homarus Larva 120 10 48 Burridge et al., 2000b
americanus Estadio IV (80-170)

Artenia Crustaceo  Larva 4720000 25 24 Sanchéz-Fortun &
franciscana /Anostraca (390000-573000) Barahona, 2005
Thamnocephalus  Crustaceo Larva 670000 25 24 Sanchéz-Fortun &
platyurus /Anostraca (550000-810000) Barahona, 2005
Brachiunus Rotifero Larva 80000 25 24 Sanchéz-Fortun &
calyciflorus* (50000-140000) Barahona, 2005
Bachiunus Rotifero Larva 300000 25 24 Sanchéz-Fortun &
plicatilism(**) (260000-350000) Barahona, 2005

3.4.2 Respuestas conductuales

Van Geest et al. (2014) indican que copépodos marinos son inmovilizados en
concentraciones de cipermetrina (Excis ®) similares a las utilizadas en la industria
salmonera, siendo la alimentacién de particulas inhibida y la ECso (determinada a través de
la inhibicién de la alimentacion) determinado en concentraciones de cipermetrina entre
0.098-0.36 ug L', basado en una exposicion de 1 h y recuperacion de 5 h. La inhibicion de
la alimentacion también ha sido observada por Barata et al. (2002a) en copepoditos de 8
dias de edad de A. tonsa indicando que ECso fue de 0.065 (0.041-0.089 ug L") y para
adultos de Tisbe battaglai fluctio entre 0.098-0.32 ug L. Las concentraciones utilizadas si
bien no conducen a la muerte directamente, la inmovilizacion aumenta las probabilidades
de mortalidad al aumentar los riesgos de depredacion, asi como disminuir la probabilidad

de permanecer en la columna de agua. Concentraciones que producen la inmovilizacién de

118



'LIBERTAS CAPITUR

Universidad Austral de Chile

Instituto de Acuicultura

los organismos estudiados son 13-51 veces mas diluidas que las utilizadas en acuicultura
(5 ug L' Excis ® y 15 ug L' Betamax) (Van Geest et al., 2014) y segun los reportes de Ernst
et al. (2001) para Excis® estas concentraciones pueden estar presentes entre 20 min a 1.5
h y en algunos casos extremos hasta las 6 h post-exposicion en el area donde se realizé la

aplicacion de cipermetrina.

3.4.3 Respuestas fisiolégica, celular y bioquimica

Estudios indican que la cipermetrina puede producir especies reactivas del oxigeno (ROS)
y por esto inducir el stress oxidativo. ROS como el perdxido de hidrégeno (H202), superdxido
(02) y radicales de hidroxilos (OH) son capaces de reaccionar con macromoléculas
biolégicas y conducir a la carbonilacion de proteinas, peroxidacién de lipidos y dafio del
DNA (Bagchi et al., 1995). Los ROS juegan un rol importante en la modulacién del sistema
inmune y el stress oxidativo es uno de los mecanismos mas importantes a través del cual
los contaminantes inducen la toxicidad en los organismos marinos.

En el hepatopancreas de Procambarus clarkii, la exposicion a la cipermetrina en
concentraciones entre 0.005 a 0.04 ug L' a partir de las 24 h de exposicion, produce un
incremento en las especies reactivas de oxigeno y presenta los mas altos niveles de ROS
a las 48 h de exposicion a 0.04 ug L. En conjunto al aumento de las ROS con la exposicion
a la cipermetrina, se observa también un aumento en la actividad de la superdxido de
dismutasa, enzima que junto a la catalasa estan encargadas de descomponer los aniones
de superoxido y peréxido de hidrogeno, las cuales juegan un rol crucial en la primera linea
de defensa de los organismos contra el exceso de radicales libres. Este aumento en la
actividad de las enzimas antioxidantes no es sostenido y decrece después de 72 h de
exposicion a la cipermetrina (Wei and Yang, 2015a) teniendo como consecuencia altos
niveles de carbonilacion de proteinas y peroxidacion de lipidos en el hepatopancreas de P.
clarkii con el aumento de la concentracion de cipermetrina. Adicionalmente, a las
consecuencias mencionadas por el aumento de los ROS aumentan los riesgos de

inmunodepresion. Efectos sub letales de cipermetrina evaluados en branquias de este
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mismo camarén, P. clarkii, indican similares consecuencias que las observadas en el
hepatopancreas, es decir disminucidn en la actividad de las enzimas oxidativas aumento en
la carbonilacion de proteinas y peroxidacion de lipidos. Asi también, las branquias de los
camarones después de ser expuestos a beta-cipermetrina (concentraciones nominales
0.005-0.04 ug L") por 96 h presentan importantes dafios, como inflamacién en los filamentos
branquiales y las células epiteliales de las lamelas aparentemente fusionadas o necréticas.
Debido a la alta sensibilidad de las branquias a los contaminantes toxicos en general y en
particular su respuesta a los contaminantes a través de la carbonilacion de proteinas, estas
estructuras son propuestas como adecuadas para realizar biomonitoreo (Wei and Yang,
2015b).

En Unio gibbus, un bivalvo de agua dulce, bajo concentraciones entre 59.7 y 97.5 ugL"'y
exposicion por 96 h también presentaron estrés oxidativo, con un aumento en la actividad
de la superodxido dismutasa, catalasa, asi como un aumento en la concentracion peréxido
de hidrégeno, peroxidacién de lipidos y carbonilacién de proteinas en la branquia (Khazri et
al. 2015). Los resultados de este estudio sugieren que la cipermetrina puede ser acumulada
por U. gibbus probablemente debido a la naturaleza lipofilica y a su rapida remocion desde

el agua debido a su caracteristica hidrofébica.
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9.2 Determinar la toxicidad aguda y cronica de la cipermetrina, deltametrina, azametifos y
peroxido de hidrogeno en la etapa adulta y larval en jaiba marmola (Cancer edwardsii),
bajo condiciones controladas

9.2.1 Experimentos en adultos de jaiba marmola

9.2.1.1 Exposicion aguda en la viabilidad espermatica y en el tejido ovarico

Los porcentajes de viabilidad espermatica, medidos con técnicas fluorescentes
(LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit), no mostraron mayores diferencias entre los tratamientos,
incluidos el control (Ver Tabla IX ANOVA). En todos los casos, la viabilidad espermatica

mostro valores superiores a los 85% (Figuras 29 y 30),

29 Figura 29. Aplicacion de la técnica fluorescente para la estimacion de viabilidad, espermios verdes
= vivos, espermios rojos = muertos.
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30 Figura 30. Media del porcentaje de viabilidad de espermios dentro del receptaculo seminal en
hembras expuestas a diferentes niveles de compuestos. Linea continua representa la media del control
y las discontinuas su desviacion estandar. D1,D2, ... Deltametrina; C1,C2, ... Cipermetrina; A1,A2, ...
Azametifos; P1,P2, ... Peréxido.
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Tabla IX. Analisis de varianza para comprar los efectos de los diferentes compuestos sobre la
viabilidad espermatica. Se compara el control y los diferentes niveles (concentraciones) de cada
producto.

Fuentes de variacion Df MS F p
Control y Peréxido 4 11,0 0,63 0,645
Error 30 17,5

Control y Azametifos 7 11,4 0,82 0,579
Error 48 13,9

Control Y 3 22,6 229 0,110
Deltametrina

Error 20 9,9

Control Y 3 10,7 0,65 0,594
Cipermetrina

Error 20 16,6

Los efectos de los compuestos sobre el tejido ovarico fueron comparados entre los
tratamientos y el control. Debido a que se encontraron ovarios en diferentes estadios de
desarrollo, no presentes en el control, se usé también como referencia las descripciones

hechas por Pardo et. al (2009) en esta misma especie.

Los resultados de cada hembra experimental se presentan en la Tabla X. En general no
existieron mayores alteraciones en el tejido ovarico en todas las etapas de desarrollo (Tabla
XIl), solo se puede detectar lisis celular en los oocitos en algunas de las réplicas, pero estas
no difieren mayormente a las del control. La unica excepcién a esto fue los tratamientos con
cipermetrina (1.5 ppb) donde la mayoria de las réplicas presentaron varios oocitos con lisis
de la membrana celular. Cabe sefalar que esto solo ocurrioé en los estadios avanzados de

desarrollo (IV y V).
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Tabla X. Efectos en el ovario de hembras de Cancer edwardsii producto de la exposicion de diferentes
compuestos en distintas concentraciones por 24 h

Tratamiento ~ | Concentracion ~ Replic ™ | Estadio gonad| | Oocitos ~ observaciones -
Control Control 1 \Y Normal
Control Control 2 Vv Normal
Control Control 3 \Y Normal
Control Control 4 \Y Normal
Control Control 5 \Y Normal
Control Control 6 \Y Normal
Control Control 7 \Y Normal Post vitelogeneticos, 1% presentan lisis

Peroxido de hidrogeno 1 1 I\ Normal
Peroxido de hidrogeno 1 2 Vv Normal
Peroxido de hidrogeno 1 3 \% Normal
Peroxido de hidrogeno 1 4 \Y Normal
Peroxido de hidrogeno 1 5 \Y Normal Post vitelogeneticos, 1% presentan lisis
Peroxido de hidrogeno 1 6 \% Normal
Peroxido de hidrogeno 1 7 v Normal
Peroxido de hidrogeno 2 1 \Y Normal
Peroxido de hidrogeno 2 2 11l Normal
Peroxido de hidrogeno 2 3 \Y Normal
Peroxido de hidrogeno 2 4 1\ Normal
Peroxido de hidrogeno 2 5 \Y Normal
Peroxido de hidrogeno 2 6 \Y Normal
Peroxido de hidrogeno 2 7 \Y Normal
Peroxido de hidrogeno 3 1 \Y Normal
Peroxido de hidrogeno 3 2 v Normal
Peroxido de hidrogeno 3 3 Vv Normal
Peroxido de hidrogeno 3 4 Vv Normal
Peroxido de hidrogeno 3 5 Vv Normal
Peroxido de hidrogeno 3 6 \Y Normal
Peroxido de hidrogeno 3 7 \Y Normal
Peroxido de hidrogeno 4 1 1] Normal
Peroxido de hidrogeno 4 2 \Y, Normal
Peroxido de hidrogeno 4 3 muerta

Peroxido de hidrogeno 4 4 Vv Normal
Peroxido de hidrogeno 4 5 muerta

Peroxido de hidrogeno 4 6 \Y) Normal
Peroxido de hidrogeno 4 7 muerta

Peroxido de hidrogeno 5-7 1-7 muertas
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Tabla Xl. Estados gonadales del ovario de las hembras en los experimentos de exposiciéon aguda

Tratamiento Concentracién N Estado ovarico
agudo [ I n v \ VI  Anormal
Control Agua de Mar 7 0 0 0 0 7 0
Peroéxido 1 7 0 0 0 4 3 0
de Oxigeno 2 7 0 0 1 2 4 0
3 7 0 0 0 1 6 0
4 4 0 0 1 1 2 0
4-7 Muertas en el experimento
Azametifos 1 7 0 0 0 0 6 1
2 7 0 0 0 2 4 1
3 8 0 0 0 3 5 0
4 7 0 0 1 3 3 0
5 7 0 0 0 1 5 1
6 7 0 0 0 3 4 0
7 7 0 0 0 3 3 1
Cipermetrina 1 7 0 0 1 3 3 0
2 5 0 0 1 0 4 0
3 5 0 0 1 0 4 0
4 1 0 0 0 1 0 0
5-7 Muertas en el experimento
Deltametrina 1 7 0 0 2 2 1 2
2 5 0 0 0 1 3 0 1
3 5 0 0 1 1 1 2
4-7 Muertas en experimento

9.2.1.2 Exposicion cronica en el tejido ovarico

Los efectos de los compuestos sobre el tejido ovarico fueron comparados entre los
tratamientos y el control. Al igual que para la exposicién aguda, se encontraron ovarios en
diferentes estadios de desarrollo, por lo que se usé también como referencia las

descripciones hechas por Pardo et. al (2009) en esta misma especie.
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Los resultados de cada hembra experimental se presentan en la Tabla Xll. En general no
existieron mayores alteraciones en el tejido ovarico en todas las etapas de desarrollo (Tabla
XIIl), solo se puede detectar lisis celular en los oocitos en algunas de las réplicas, pero estas

no difieren mayormente a las del control.

128



'LIBERTAS CAPITUR

Universidad Austral de Chile

Instituto de Acuicultura

Tabla XII. Efectos en el ovario de hembras de Cancer edwardsii producto de la exposiciéon crénica de
diferentes compuestos en distintas concentraciones

Tratamiento v | Concentracion | Replic. ”| Estadio gonad ~  Oocitos ~
Control Control 1 Vi Normal
Control Control 2 " Normal
Control Control 3 Vv Normal
Control Control 4 v Normal
Control Control 5 Vi Normal

Peroxido de hidrogeno 1 1 \ Normal
Peroxido de hidrogeno 1 2 v Normal
Peroxido de hidrogeno 1 3 \ Normal
Peroxido de hidrogeno 1 4 Vv Normal
Peroxido de hidrogeno 1 5 \ Normal
Peroxido de hidrogeno 1 6 " Normal
Peroxido de hidrogeno 1 7 " Normal
Peroxido de hidrogeno 2 1 " Normal
Peroxido de hidrogeno 2 2 v Normal
Peroxido de hidrogeno 2 3 v Normal
Peroxido de hidrogeno 2 4 Vv Normal
Peroxido de hidrogeno 2 5 v Normal
Peroxido de hidrogeno 2 6 Vv Normal
Peroxido de hidrogeno 2 7 muerta
Peroxido de hidrogeno 3 1 v Normal
Peroxido de hidrogeno 3 2 Vv Normal
Peroxido de hidrogeno 3 3 v Normal
Peroxido de hidrogeno 3 4 v Normal
Peroxido de hidrogeno 3 5 " Normal
Peroxido de hidrogeno 3 6 " Normal
Peroxido de hidrogeno 3 7 muerta
Peroxido de hidrogeno 4 1 muerta
Peroxido de hidrogeno 4 2 muerta
Peroxido de hidrogeno 4 3 muerta
Peroxido de hidrogeno 4 4 muerta
Peroxido de hidrogeno 4 5 muerta
Peroxido de hidrogeno 4 6 muerta
Peroxido de hidrogeno 4 7 muerta
Peroxido de hidrogeno 5-7 1-7 muertas

129



Tratamiento

Azametifos
Azametifos
Azametifos
Azametifos
Azametifos
Azametifos
Azametifos
Azametifos
Azametifos
Azametifos
Azametifos
Azametifos
Azametifos
Azametifos
Azametifos
Azametifos
Azametifos
Azametifos
Azametifos
Azametifos
Azametifos
Azametifos
Azametifos

-

'LIBERTAS CAPITUR

Universidad Austral de Chile

Instituto de Acuicultura

Concentracion *

W W WWWWWNRNNNNNNRRRPRRERPRR PR

N
N

Replic ~ | Estadio gonad ~| Oocitos ~

1 Anormal
2 Vv Normal
3 v Normal
4 Vv Normal
5 Y Normal
6 v Normal
7 \Y Normal
8 v Normal
1 v Normal
2 \Y, Normal
3 \" Normal
4 \Y, Normal
5 muerta
6 muerta
7 muerta
1 Anormal
2 muerta
3 Vv Normal
4 Vv Normal
5 Vv Normal
6 muerta
7 muerta

1-7 muertas

130



Tratamiento

Cipermetrina
Cipermetrina
Cipermetrina
Cipermetrina
Cipermetrina
Cipermetrina
Cipermetrina
Cipermetrina
Cipermetrina
Cipermetrina
Cipermetrina
Cipermetrina
Cipermetrina
Cipermetrina
Cipermetrina
Cipermetrina
Cipermetrina
Cipermetrina
Cipermetrina
Cipermetrina
Cipermetrina
Cipermetrina

-

'LIBERTAS CAPITUR

Universidad Austral de Chile

Instituto de Acuicultura

Concentracion *

W W WWWwWwWwWwWwNNNRNNNNRRPRRRPR R PR

o
]
~

Replic| ~

NoO bk, WNEFEYNOOUER WNERENOO OV WDN R

-
N

131

Estadio gonad ~

[l
muerta
muerta

v

v

v
muerta
muerta
muerta

muertas

Oocitos| ~

Normal
Anormal
Normal
Normal
Normal
Normal
Anormal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

Normal

Normal
Anormal

Normal



Tratamiento

Deltametrina
Deltametrina
Deltametrina
Deltametrina
Deltametrina
Deltametrina
Deltametrina
Deltametrina
Deltametrina
Deltametrina
Deltametrina
Deltametrina
Deltametrina
Deltametrina
Deltametrina
Deltametrina
Deltametrina

-

'LIBERTAS CAPITUR

Universidad Austral de Chile

Instituto de Acuicultura

Concentracion ~

W WWWWNNNNNRRRRRR R

Replic| ~

=

G b WNEFE OB WNERPNOOOVSWN

132

Estadio gonad ~

\Y,

\Y

I

v

\Y

I
muerta

I

1"

I

\Y,
muerta
muerta
muerta

v
muerta
muerta

Oocitos ~

Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

Normal
Normal
Normal
Normal

Normal



'LIBERTAS CAPITUR

Universidad Austral de Chile

Instituto de Acuicultura

Tabla XlIl. Estados gonadales del ovario de las hembras en los experimentos de exposicién

cronica
Tratamiento Concentracién  N° Estado ovarico
cronico I ] n v \' VI Anormal
Control Agua de Mar 5 0 0 0 0 5 0 0
Peroxido 1 7 0 0 1 1 5 0 0
de Oxigeno 2 6 0 0 1 4 3 0 0
3 6 0 0 0 2 4 0 0
4-7 muertas en el experimento
Azametifos 1 0 0 0 2 5 0
2 6 0 0 1 4 1 0
3 5 0 0 0 0 4 0 1
4-7 muertas en el experimento
Cipermetrina 1 7 0 0 1 2 3 0 1
5 0 1 2 0 2 0
4 0 0 0 3 0 0 1
4-7 muertas en experimento
Deltametrina 1 6 0 0 2 0 4 0
2 4 0 0 2 0 1 0 1
3 1 0 0 0 0 1 0 0
4-7 muertas en experimento

9.2.1.3 Exposicion aguda sobre la mortalidad de adultos de C. edwardsii

Del mismo experimento para viabilidad espermatica y dafio ovarico, se obtuvo informacion

sobre la mortalidad causada por exposicion aguda por 24 h a las diferentes concentraciones
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de los 4 compuestos estudiados, considerando una densidad de 7 individuos en 100 L de
agua de mar filtrada.

Para Azametifos no se observé mortalidad de los animales expuestos por 24 h en cualquiera
de los 8 tratamientos (7 concentraciones y el control sin azametifos).

Para Cipermetrina se obtuvo una CLsp de 1.806 + 0.22 ppb, casi un orden de magnitud

inferior a la Concentracion recomendada por el fabricante de 15 ppb (Fig. 31).

Cipermetrina por 24h. Mortalidad jaiba adulto

150-
§ 100 ® ®
k> °
B
s
R | et
= CL5¢=1.806 + 0.220 ppb
0 b ] v ] v ] v |}
0 20 40 60 80

Cipermetrina (ppb)

31 Figura 31. Mortalidad de adultos de C. edwardsii concentracion-dependiente Cipermetrina. (Ajuste
sigmoideo concentraciéon-dependiente CLso + ES (error estandar ES; r=0.934)

Deltametrina presenté una ClLso de 0.803 + 0.21 ppb, inferior a la Concentracion
recomendada por el fabricante de 2 ppb (Fig. 32).
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Deltametrina por 24h. Mortalidad adulto jaiba
150-
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=}
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—— T
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Deltametrina (ppb)

32 Figura 32. Mortalidad de adultos de C. edwardsii concentracion-dependiente Deltametrina. (Ajuste
sigmoideo concentracion-dependiente CLso £ ES (error estandar ES; r?=0.735)

La exposicidbn a Perdéxido por 24h no provocé mortalidad, pero si un dafio severo,
provocando que los animales flotaran. Para este analisis no se estimo entonces la CLso, sino
que se intentd estimar la ECsp, (concentracion que provoca un efecto en el 50% de los
individuos), sin embargo, no hubo convergencia en el analisis para ajustar una curva
sigmoideo concentracién-dependiente por lo que no fue posible obtener el valor para
peroxido (Fig. 33). En la figura 33 se puede observar que el 50% de los individuos se
dafiaron severamente a concentraciones de peroxido inferiores a 1000 ppm, i.e. bajo la
concentracion recomendada por el fabricante de 1500 ppm.
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33 Figura 33. Daio severo en adultos de C. edwardsii concentracion-dependiente Peréxido.

Cuando se analizé la informacion sobre la mortalidad causada por exposicion aguda por 24
h a las diferentes concentraciones de los 4 compuestos estudiados, considerando una
densidad de 36 individuos en 100 L de agua de mar filtrada, se observé una tendencia a
incrementar la CLso.en comparacion a la observada con 7 individuos en 100 L. Los valores
aqui reportados corresponden a la mortalidad total observada, luego de 96h de observacion
post-exposicion.

Para Azametifos no hubo convergencia en el analisis para ajustar una curva sigmoideo
concentracion-dependiente por lo que no fue posible obtener el valor CLsg con su estimacion
de error (Fig. 34). Sin embargo, el 50% de los individuos murieron a concentraciones
cercanas a los 2000 ppb, muy por encima de la CRF de 100 ppb. Para este compuesto, la
mortalidad se observé casi exclusivamente durante las 24h de exposicion al compuesto (de

los 87 animales cuantificados, solo 2 murieron durante el tiempo post-exposicion).
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34 Figura 34. Mortalidad de adultos de C. edwardsii concentracion-dependiente Azametifos.

Para Cipermetrina se obtuvo una CLso de 14.64 + 0.27 ppb, levemente inferior a la
Concentracién recomendada por el fabricante de 15 ppb (Fig. 35). De forma similar que para

azametifos, mas del 67% de la mortalidad se registré durante las 24h de aplicacion del
compuesto.

Deltametrina presentd una CLso de 3.255 + 0.21 ppb, superior a la Concentracion
recomendada por el fabricante de 2 ppb (Fig. 36). De la mortalidad registrada, el 68% se

produjo durante la aplicacién del tratamiento, 17% a las 24h post-exposicion y un 13% a las
48 h de haber expuesto los animales al compuesto.
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35 Figura 35. Mortalidad de adultos de C. edwardsii concentraciéon-dependiente Cipermetrina. Ajuste
sigmoideo concentraciéon-dependiente CLso £ ES (error estandar ES; r?=0.869)
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36 Figura 36. Mortalidad de adultos de C. edwardsii concentracién-dependiente Deltametrina. Ajuste
sigmoideo concentracién-dependiente CLso * ES (r>=0.854)
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La exposicidon a Perdéxido por 24h no provocé mortalidad, pero si un dafio severo,
provocando que los animales flotaran. Para este analisis no se estimo entonces la CLso, sino
que se intentd estimar la ECsp, sin embargo, no hubo convergencia en el analisis para ajustar
una curva sigmoideo concentracion-dependiente por lo que no fue posible obtener el valor
ECso con un error estadistico para peroxido (Fig. 37). Al observar el grafico es posible

identificar un punto en torno a los 1500 ppm donde el 50% de los animales se vio afectado.
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37 Figura 37. Daio severo en adultos de C. edwardsii concentracion-dependiente Peréxido.
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9.2.1.4 Exposicion aguda sobre ECs

En los experimentos de conducta se evalud la reincorporacion de los animales sometidos a
azametifos y cipermetrina por 30 minutos y por 24 h para todos los compuestos a las 6, 24,
30, 48, 54, 72, 78 y 96 horas post-tratamiento. Los indicadores medidos como proporcién
de reincorporacion (Tablas XIV-XV y XVI y XVIl) no mostraron un patron claro en relacién a

las distintas concentraciones y tiempo post-exposicion.

Tabla XIV Proporcion de jaibas (media * ds) no-reincorporadas después de 6, 24,30, 48, 54, 72, 78 y 96
horas post tratamiento a distintas concentraciones de azametifos (0: control, 1, 3, 10, 30, 100, 300, 500
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ppb) por 30 minutos. Para cada concentracion se utilizaron 9 jaibas.

Azametifos Tiempo post-tratamiento (hora)
(ppb)
6 24 30 48 54 72 78 96

0 0.22+0.44 | 0.22+0.44 | 0.14+0.38 | 0.5+0.53 | 0.00+0.00 | 0.56+0.53 | 0.56+0.67 | 0.56+0.5
1 0.00£0.00 | 0.67+0.5 | 0.33+0.50 | 0.78+0.44 | 0.13+0.35 | 0.25+0.46 | 0.11+0.22 | 0.25+0.44
3 0.11+0.33 | 0,67+0.5 | 0.11+0.33 | 0.56+0.53 | 0.00+0.00 | 0.44+0.53 | 0.33+0.67 | 0.44+0.5
10 0.44+0.53 | 0,67+0.5 | 0.44+0.53 | 0.56+0.53 | 0.56+0.53 | 0.78+0.44 | 0.50£0.75 | 0.78+0.46
30 0.1320.35 | 0,63+0.52 | 0.2240.44 | 0.67+0.5 | 0.25:0.46 | 0.88+0.35 | 0.4440.78 | 0.88+0.44
100 0.11£0.33 | 0.56+0.53 | 0.43+0.53 10 0.00£0.00 | 0.33#0.5 | 0.67+0.44 | 0.330.53
300 0.44£0.53 | 0.78+0.44 | 0.11+0.33 | 0.11+0.33 | 0.22+0.44 | 0.67+0.5 | 0.44+0.56 | 0.67+0.53
500 0.56+0.53 | 0.44+0.53 | 0.44+0.53 | 0.67+0.53 | 0.33+0.22 | 0.56+0.67 | 0.44+0.44 | 0.56+0.53

Tabla XV Porcentaje de jaibas reincorporadas después de 6, 24,30, 48, 54, 72, 78 y 96 horas post
tratamiento a distintas concentraciones de azametifos por 24 h. Para cada concentracion se

utilizaron 9 jaibas.

Azametifos Tiempo post-tratamiento (hora)
ppb 6 24 30 48 54 72 78 96
0 77,8 77,8 | 66,7 | 33,3 | 77,8 | 66,7 100 25
100 55,6 444 | 66,7 | 11,1 85,7 | 28,6 77,8 22,2
700 100 66,7 | 889 | 778 | 87,5 | 87,5
1000 444 55,6 50 50
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Tabla XVI. Proporcion de jaibas (mediatds) no-reincorporadas después de 6, 24,30, 48, 54, 72, 78 y 96
horas post tratamiento a distintas concentraciones de cipermetrina (0: control, 0.15, 0.5, 1.5, 5.0, 15,
30, 60 ppb) por 30 minutos. Para cada concentracion se utilizaron 9 jaibas.

Cipermetrina | Tiempo post-tratamiento (hora)
(ppb)

6 24 30 48 54 72 78 96
0.0 0.44+0.53 | 0.440.53 | 0441053 | 0.56%0.53 | 033+0.5 | 0.22¢0.44 | 9114022 | 0.33+0.44
0.15 0.33:0.5 | 0.67%0.5 0.44+0.53 | 03305 0.56£0.53 | 0.3840.52 | 044+0.33 | 0.53%0.5
0.5 0.44:0.53 | 0.7840.44 | 0564053 | 0.5620.53 | 0.4410.53 | 0.67+0.5 0.63+0.78 | 0.52+0.44
1.5 0.56:0.0 | 0.67%0 0.56+0.58 | 0.67%0 0.00£0.58 | 0-4%0.0 0.25:0.5 | 0.71+0.0
>.0 0.89+0.33 | 0.8920.33 | 0444053 | 0.67#0.5 0.56+0.53 | 0.67%0.5 0.56+0.89 | 0.53%0.33
15 0.75£0.47 | 0753046 | 0,63:0.52 | 0382052 | 9.4410.53 | 0-44£0.53 | 0.22+0.00 | 0-400.00
30 0.78+0.44 | 0.890.33 0.44+0.53 | 0.890.33 0.56+0.53 | 0.44%0.53 0.33+0.56 | 0.50¢0.53
60 0.75:0.46 | 0631052 | 05740.53 | 0728049 | 9.25:+0.55 | 0.38t0.44 | 0.78+0.44 | 0.44%0.53

Tabla XVII Porcentaje de jaibas reincorporadas después de 6, 24,30, 48, 54, 72, 78 y 96 horas post
tratamiento a distintas concentraciones de cipermetrina por 24 h. Para cada concentracion se
utilizaron 9 jaibas.

Cipermetrina Tiempo post-tratamiento (hora)

ppb 6 24 30 48 54 72 78 96
0 66,7 | 11,1 44 4 44 4 88,9 66,7 77,8 33,3

0,5 66,7 | 444 77,8 11,1 77,8 22,2 77,8 44 4
1,5 33,3 0 12,5 12,5 50 37,5 28,6 14,3
5 88,9 | 88,9 77,8 55,6 75 50 444 22,2
15 22,2 0

30 33,3 0
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Tabla XVIIl Porcentaje de jaibas reincorporadas después de 6, 24,30, 48, 54, 72, 78 y 96 horas post

tratamiento a distintas concentraciones de deltametrina por 24 h. Para cada concentracion se
utilizaron 9 jaibas.

Deltametrina Tiempo post-tratamiento (hora)
ppb 6 24 30 48 54 72 78 96
0 12,5 | 37,5 55,6 66,7 44 .4 44 4 66,7 33,3
0,1 55,6 | 44,4 66,7 33,3 55,6 444 | 444 11,1
0,25 444 | 222 77,8 66,7 55,6 22,2 77,8 55,6
0,5 75 25 100 22,2 100 44 4 85,7 | 429
1 222 | 44,4 33,3 11,1 50 25 87,5 50
2 0 0 16,7 16,7 33,3 50 33,3 33,3
3 0 0 40 0 80 60
9 50 0

Tabla XIX Porcentaje de jaibas reincorporadas después de 6, 24,30, 48, 54, 72, 78 y 96 horas post
tratamiento a distintas concentraciones de peréxido por 24 h. Para cada concentracion se utilizaron 9
jaibas.

Peroéxido de Tiempo post-tratamiento (hora)

hidrégeno

ppm 6 24 30 48 54 72 78 96
0 100,0 77,8 100 77,8 87,5 50 87,5 50
50 87,5 25 62,5 62,5 87,5 37,5 87,5 37,5
100 75 75 88,9 88,9 87,5 50 87,5 50

300 77,8 33,3 55,6 22,2 77,8 33,3 66,7 33,3

750 25 37,5 66,7 33,3 55,6 33,3 55,6 33,3

1500 0 0 33,3 50

2000 0 14,3 0 28,6

FISIOLOGIA

Tasa metabdlica

La tasa metabdlica o consumo de oxigeno peso-especifico para animales expuestos a

azametifos y cipermetrina se efectué exponiendo los animales por 2 tiempos a los

compuestos, 30min y 24 h. Luego fueron monitoreados a las 24, 48, 72 y 96 h. La respuesta

a las exposiciones por 30 min en ambos compuestos no permitié observar una tendencia
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concluyente (Tablas XX y XXI) por lo que se repitieron los experimentos exponiendo a los
animales por 24h, al igual que a los demas compuestos.

El consumo de oxigeno en animales expuestos a azametifos se incrementé a mayores
concentraciones, sin embargo, el factor tiempo post-exposicion no presentd variaciones

dentro de cada concentracién (P=0.009 y 0.120, respectivamente) (Fig. 38)

Tabla XX. Consumo de Oxigeno (mgO2z*h-'*g-') (mediatds) de jaibas después de 24, 48, 72 y 96 horas
post tratamiento a distintas concentraciones de azametifos (0: control, 1, 3, 10, 30, 100, 300, 500 ppb)

por 30 minutos. Para cada concentracion se utilizaron 9 jaibas.

Azametifos | Tiempo post- tratamiento (hora)
(ppb)
24 48 72 96
0.0358+0.017 0.0282+0.013 0.0380+0.0201 | 0.0250+0.0111
0.0293+0.0082 | 0.037+0.0386 0.0244+0.011 | 0.0228+0.0135
0.0283+0.0111 | 0.0280+0.0161 | 0.0338+0.0097 | 0.0357+0.0135
10 0.0299+0.160 0.0245+0.0114 | 0.03774£0.0190 | 0.0349+0.0163
30 0.0299+0.0154 | 0.0202+0.0146 | 0.0327+0.0121 | 0.0241+0.0118
100 0.0296+0.0153 | 0.018+0.0146 0.0363+0.0195 | 0.0272+0.0142
300 0.0294+0.0129 | 0.0364+0.0193 | 0.0470+0.0204 | 0.034210.0217
500 0.0316+0.0250 | 0.0308+0.0130 | 0.0532+0.051 | 0.0495%0.0308
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38 Figura 38. Consumo de Oxigeno (mgO:*h-'*g"') de C. edwardsii luego de exposicién aguda a
diferentes concentraciones de azametifos y monitoreo a las 24, 48, 72 y 96 h posteriores (media + ds).

No se observé un efecto significativo en la tasa metabdlica de los animales expuestos a
diferentes concentraciones de cipermetrina, sin embargo, esta tasa aumenté a mediada que
pasé el tiempo post exposicion dentro de cada concentracion (P=0.605 y <0.001,
respectivamente). Este incremento en el tiempo se observd mas notoriamente en las
concentraciones de 1.5y 5 ppb. A mayores concentraciones no hubo sobrevivencia luego
de 48 h post exposicion (Fig. 39).
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Tabla XXI. Consumo de Oxigeno (mgO2z*h-'*g-') (mediatds) de jaibas después de 24, 48, 72 y 96 horas
post tratamiento a distintas concentraciones de cipermetrina (0: control, 0.15, 0.5, 1.5, 5.0, 15, 30, 60
ppb) por 30 minutos. Para cada concentracién se utilizaron 9 jaibas.

Cipermetrina | Tiempo post- tratamiento (hora)
(ppb)
24 48 72 96
0 0.034+0.0135 0.0213+0.0134 | 0.0141+0.0084 | 0.0221+0.010
0.15 0.0210+0.0182 | 0.0295+0.0144 | 0.0348+0.0129 | 0.0366+0.016
0.5 0.011+0.0078 0.0365+0.0190 | 0.0285%0.0074 | 0.0446%0.029
15 0.0225%+0.0155 | 0.0261+0.0193 | 0.0415+0.0251 | 0.0233+0.0123
5 0.0136£0.0088 | 0.0224+0.0091 | 0.04+0.0216 0.0459+0.0248
15 0.03321£0.0233 | 0.0283+0.01186 | 0.0227+0.013 | 0.03+0.0151
30 0.019310.01 0.0297+0.0079 | 0.0326%0.0158 | 0.0289+0.0138
60 0.0215%+0.0099 | 0.0214+0.0176 | 0.0294+0.0207 | 0.0183+0.0082
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39 Figura 39. Consumo de Oxigeno (mgO2*h'*g') de C. edwardsii luego de exposiciéon aguda a
diferentes concentraciones de cipermetrina y monitoreo a las 24, 48, 72 y 96 h posteriores (media +
ds).
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Los animales expuestos a deltametrina por 24 h incrementaron su tasa metabdlica a
mayores concentraciones y no se observo un efecto del tiempo post-exposicién sobre la
tasa metabdlica (P<0.001 y 0.180, respectivamente) (Fig. 40).
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40 Figura 40. Consumo de Oxigeno (mgO:*h*g') de C. edwardsii luego de exposicion aguda a
diferentes concentraciones de deltametrina y monitoreo a las 24, 48, 72 y 96 h posteriores (media +
ds).

En el caso de los animales expuestos por 24h a peroxido de hidrogeno, se observo un efecto
significativo tanto de la concentracion de peroxido, asi como del tiempo post-exposicidon
sobre la tasa metabdlica (P<0.001 y 0.002, respectivamente) (Fig. 41). Los animales
tendieron a disminuir su tasa metabdlica a mayores concentraciones de peroxido, a
excepcidon de la concentracidon mas alta donde se observd un incremento 24 y 48h post-

exposicion.
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41 Figura 41. Consumo de Oxigeno (mgO:*h'*g') de C. edwardsii luego de exposiciéon aguda a
diferentes concentraciones de peréxido y monitoreo a las 24, 48, 72 y 96 h posteriores (media + ds).

Actividad de enzimas

La actividad de CAT en musculo de C. edwardsii expuestos por 24 h a diferentes
concentraciones de Cipermetrina no presentd una tendencia clara. No se observaron
diferencias significativas para los factores Concentracion y Tiempo post-exposicidon
(P=0.847 y 0.957, respectivamente) (Fig. 42).
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42 Figura 42. Actividad de CAT en musculo de adultos de C. edwardsii luego de exposiciéon aguda a
diferentes concentraciones de Cipermetrina y monitoreo a las 24, 48, 72 y 96 h posteriores (media +
ds).

Jaibas expuestas a Deltametrina presentaron una efecto significativo tanto de la
concentracion del compuesto como del tiempo post-exposicion en la actividad de CAT (P=
0.003 y <0.001, respectivametne). Estas diferencias entre las concentraciones estuvieron
dadas por concentraciones altas (concentraciones 1 y 2 ppb) correspondientes a la
concentracion recomendada por el fabricante y al 50% de esta; y cercanas a las CL50
encontradas en este estudio (0.8 y 3.2 ppb, dependiendo de la biomasa de jaibas expuestas
a la concentracion) . Los valores mas altos estuvieron dados por los animales muestreados
a las 24 h post exposicion, con una tendencia a disminuir en el tiempo para cada

concentracion (especialmente visible a 0.25 y 0.5 ppb)(Fig. 43 ).
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43 Figura 43. Actividad de CAT en musculo de adultos de C. edwardsii luego de exposiciéon aguda a
diferentes concentraciones de Deltametrina y monitoreo a las 24, 48, 72 y 96 h posteriores (media +
ds).

Luego de exponer a jaibas a varias concentraciones de Azametifos por 24 h y monitorear el
desempeio de CAT en el tiempo se observo un efecto significativo de la concentracion del
compuesto, no asi del tiempo post-exposicion (P< 0.001 y 0.989, respectivametne)

La actividad de CAT en animales expuestos a 1000 ppb es significativamente mayor que
las demas concentraciones. Estas concentraciones estan muy por encima de los 100 ppb

correspondientes a la concentracion recomendada por el fabricante (Fig. 44)
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44 Figura 44. Actividad de CAT en musculo de adultos de C. edwardsii luego de exposiciéon aguda a
diferentes concentraciones de Azametifos y monitoreo a las 24, 48, 72 y 96 h posteriores (media + ds).

La actividad de CAT en musculo como respuesta a la exposicion a peréxido por 24 h a
diferentes concentraciones y tiempos de muestreo presenté una disminucion significativa
solo producto del tiempo (Andeva a dos vias, P= 0.659 y <0.001 para Concentracion y
Tiempo de seguimiento, respectivamente). Solo 48 h es igual a 72 h y en los demas tiempos
se observd una disminucion en la actividad de CAT a medida que pasé el tiempo post-

exposicion a Peroxido. Esto fue especialmente visible a 50 ,100, 300 y 750 ppm (Fig. 45)
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45 Figura 45. Actividad de CAT en musculo de adultos de C. edwardsii luego de exposiciéon aguda a
diferentes concentraciones de Peroxido de Hidrégeno y monitoreo a las 24, 48, 72 y 96 h posteriores
(media + ds).

En hepatopancreas de jaiba, la actividad de CAT disminuy6 significativamente como
respuesta a la concentracién de Cipermetrina y no se observaron cambios significativos en
el tiempo dentro de cada concentracion que pudiesen dar cuenta de algun grado de
recuperacion de la actividad (P=0.012 y 0.461 para Concentracion y Tiempo de seguimiento,

respectivamente) (Fig. 46).

151



'LIBERTAS CAPITUR

Universidad Austral de Chile

Instituto de Acuicultura

Cipermetrina
Hepatopancreas

Prot-1)
-
_—
—

e —
—_—
—
_—
—

|

m

46 Figura 46. Actividad de CAT en hepatopancreas de adultos de C. edwardsii luego de exposicion
aguda a diferentes concentraciones de Cipermetrina y seguimiento por 96 h (media + ds).

Similar a lo encontrado en tejido muscular, el hepatopancreas de jaibas expuestas a
Deltametrina presentd un efecto significativo en la actividad de CAT tanto para la
concentracion como el tiempo de seguimiento post-exposicion (P= 0.027 y 0.004,
respectivamente). La actividad disminuyé a medida que los animales fueron expuestos a
mayores concentraciones de Deltametrina y a medida que el tiempo de muestreo se alejo
de las primeras 24 h post-exposicion (Fig. 47)

A diferencia de lo encontrado en musculo, en el hepatopancreas de animales expuestos por
24 h a Azametifos la actividad de CAT no presento un efecto significativo de la concentracién

ni del tiempo post-exposicion (P=0.107 y 0.096, respectivamente) (Fig. 48).
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47 Figura 47. Actividad de CAT en hepatopancreas de adultos de C. edwardsii luego de exposicion
aguda a diferentes concentraciones de Deltametrina y seguimiento por 96 h (media + ds).

48 Figura 48. Actividad de CAT en hepatopancreas de adultos de C. edwardsii luego de exposiciéon
aguda a diferentes concentraciones de Azametifos y seguimiento por 96 h (media + ds).
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Similar a lo encontrado en tejido muscular, la actividad de CAT en hepatopancreas de jaibas
expuestas a Perdxido de hidrégeno presentd un efecto significativo del tiempo post-
exposicion para cada concentracion (P=0.019) pero el efecto de la concentracion es menos
claro (P=0.087) (Fig. 49).

49 Figura 49. Actividad de CAT en hepatopancreas de adultos de C. edwardsii luego de exposicion
aguda a diferentes concentraciones de Peréxido de hidréogeno y seguimiento por 96 h (media + ds).

La acetilcolinesterasa ACHE es una enzima que degrada el neurotransmisor acetilcolina
luego de la liberacion de éste al espacio interneuronal en la sinapsis. Una inhibicion de
ACHE afecta la transmision del impulso nervioso entre neuronas. La actividad de
acetilcolinesterasa ACHE en musculo de jaibas expuestas a diferentes concentraciones de
azametifos por 24 h y luego monitoreadas hasta 96 h se representa en la Fig. 50. A medida

que aumento la concentracion de Azametifos, la actividad de ACHE disminuyd, excepto a
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las 48 h donde no se observo diferencia (Fig. 50). No se observd una modificacion de la

actividad de ACHE en el tiempo a todas las concentraciones experimentales.

Azametifos
Musculo
|I)f
— 0,2 “'
:,-:"I 15 T T T o T _ T - LI

50 Figura 50. Actividad de ACHE en musculo de adultos de C. edwardsii luego de exposiciéon aguda a
diferentes concentraciones de Azametifos y seguimiento por 96 h (media + ds).

155



'LIBERTAS CAPITUR

Universidad Austral de Chile

Instituto de Acuicultura

9.2.1.5 Exposicion cronica sobre ECsg

Tasa metabdlica

La tasa metabdlica de jaibas expuestas diariamente por 6 horas a diferentes
concentraciones de cipermetrina se mantuvo constante. Los valores promediaron 33.62 +
14.5 ugO2*h""*gWW-! (Fig. 51)
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51 Figura 51. Consumo de Oxigeno peso-especifico de adultos de C. edwardsii luego de exposicion
crénica a Cipermetrina.

La tasa metabodlica se incrementdé en forma lineal significativa (P<0.001) a mayor
concentracion de Deltametrina casi duplicando el consumo de oxigeno del control cuando
fueron expuestos a 3 ppb de deltametrina diariamente (Fig. 52; Tabla XXII)

Una situacion comparable a la anterior se observo luego de exponer a los animales a
azametifos diariamente. La tasa metabdlica se incrementd en forma lineal significativa (P=
0.007) (Fig. 53; Tabla XXII) a mayor concentracion de azametifos, casi triplicando el
consumo de oxigeno del control cuando fueron expuestos a 900 ppb de deltametrina

diariamente.
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52 Figura 52. Consumo de Oxigeno peso-especifico de adultos de C. edwardsii luego de exposicion
cronica a Deltametrina.
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53 Figura 53. Consumo de Oxigeno peso-especifico de adultos de C. edwardsii luego de exposicion
crénica a Azametifos.
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concentraciones de peréxido de hidrégeno se mantuvo constante (P= 0.74) (Tabla XXII).
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Los valores promediaron 38.82 + 13.4 ugO2*h""*gWW-! (Fig. 54)
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w o O
o O O

(ug0,*h™"g™)

o

Consumo de oxigeno

54 Figura 54. Consumo de Oxigeno peso-especifico de adultos de C. edwardsii luego de exposicion

Peroxido

500 1000
Concentracién (ppm)

crénica a Peréxido de hidrégeno.

Tabla XXII. Relacién entre el Consumo de Oxigeno-peso especifico (ugO2*h-'*g') de jaibas después de
exposicion cronica a distintas concentraciones de compuestos. Para cada concentracion se utilizaron

1500

6-9 jaibas.
Compuesto Parametros de regresion lineal
Intercepto Pendiente R2 P
Cipermetrina | 34,69 + 5,824 | -0,1716 + 0,7441 0,003313 0,8205
Deltametrina | 30,30 + 4,047 | 8,687 + 2,698 0,4852 0,0082
Azametifos 29,79+11,16 | 0,07351 + 0,02376 0,3895 0,0074
Peréxido de | 40,26 +5,194 | -0,002881 + 0,008481 | 0,006036 0,7378

hidrogeno
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Actividad de enzimas

La actividad de CAT en musculo de jaiba expuestas diariamente a Cipermetrina durante el
experimento cronico disminuyé en forma lineal a medida que las concentraciones
aumentaron (CAT= 4.977- 0.263*ppb; r2=0.26; P=0.029) (Fig. 55). En el hepatopancreas
se observd una tendencia similar pero los analisis estadisticos aplicados indicaron que no

hubo una respuesta significativa.

Cipermetrina
Cronico

gProt-1)

55 Figura 55. Actividad de CAT en musculo y hepatopancreas (hp) de adultos de C. edwardsii luego de
exposicion cronica a Cipermetrina.

En musculo de jaibas expuestas a Deltametrina diariamente por 6 horas se observd un
efecto significativo de la concentracion del compuesto (P=0.047). La actividad de CAT
disminuye a medida que la concentracion de deltametrina aumenté. No se observé un efecto

estadisticamente significativo en hepatopancreas (Fig. 56).
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56 Figura 56. Actividad de CAT en musculo y hepatopancreas (hp) de adultos de C. edwardsii luego de
exposicion cronica a Deltametrina.

Para azametifos, si bien los valores de CAT en musculo son iguales para los dos primeros
tratamientos y el control (5.27 + 2.4 umol*min-"*mgProt), la disminucién observada a 900
ppm (3.18 + 1.1 umol*min-"*mgProt™"), equivalente a un 39%, no fue significativa (P= 0.37).
La misma tendencia se observd para hepatopancreas de estos animales. La actividad de
CAT para los dos primeros tratamientos de azametifos y el control fue de 3.93 + 1.9
umol*min-"*mgProt™, la disminucion observada a 900 ppm fue equivalente a un 63% (1.46

+ 1.2 umol*min~"*mgProt ™), pero no fue significativa (P=0.11) (Fig. 57).

Se observé una disminucién significativa en la actividad de CAT en musculo a las
concentraciones mas altas de peréxido, en comparacion al control y 250 ppm (H=8.996;
P=0.029). En el hepatopancreas se observé la misma respuesta, esto es, una disminucion
significativa de la actividad de CAT en jaibas expuestas a 500 y 1000 ppm en comparaciéon

al control y 250 ppm (H=8.79; P=0.032). Estos resultados indican que el peroxido de
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hidrogeno produce un efecto subletal significativo en musculo y hepatopancreas de jaiba
cuando esta fue sometida diariamente por 6 horas durante dos semanas a concentraciones
de peroxido inferiores a las concentraciones recomendadas por el fabricante y utilizadas

para el tratamiento contra Caligus (Fig. 58).

Azametifos
Cronico
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o 11 ]

57 Figura 57. Actividad de CAT en musculo y hepatopancreas (hp) de adultos de C. edwardsii luego de
exposicion crénica a Azametifos.

La actividad de acetilcolinesterasa ACHE en musculo de jaiba expuesta diariamente a
Azametifos disminuyé en forma lineal a medida que aumentaron las concentraciones
experimentales (P= 0.02). De 0.194 + 0.04 umol*min-"*mgProt' a 0.115 + 0.03 umol*min-
mgProt, para el control y 900 ppb, respectivamente, lo que representa una disminucion
de casi un 40%. (Fig. 59)
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58 Figura 58. Actividad de CAT en musculo y hepatopancreas (hp) de adultos de C. edwardsii luego de
exposicion crénica a Peréxido de hidrégeno.
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59 Figura 59. Actividad de ACHE en musculo de adultos de C. edwardsii luego de exposicion crénica
a Azametifos.
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9.2.2 Experimentos en larvas de jaiba marmola y centolla

9.2.2.1 Exposicion aguda de larvas de C. edwardsii

Cipermetrina

Las larvas expuestas por 30 minutos a cipermetrina inmediatamente después de la
exposicion y de los lavados con agua de mar correspondientes se encontraban en su
totalidad muertas en las concentraciones 0,5, 1,5, 5, 15 (ésta ultima recomendada por el
fabricante), 30 y 60 ppb. En el caso de las Zoea | expuestas a 0.15 ppb, concentracion mas
baja utilizada en el experimento, el 78,09+1,53% de las larvas inmediatamente
postaplicacioén se clasificaron como moribundas A, encontrandose en el fondo, presentando
débiles movimientos de los apéndices observables con microscopio estereoscopico. Estas
larvas sobrevivieron hasta las 24 horas post-aplicaciéon (Fig.60A, B). A las 48 horas post-
exposicion al farmaco el 98,83+2,9% de la concentraciéon 0,15 ppb estaba muerto (Fig.60
C) alcanzando el 100% de mortalidad a las 96 horas post-exposicion a la cipermetrina. La
concentracion letalsp (CLsp) no fue posible estimarla debido que todas las concentraciones
provocaron altas mortalidades (sobre el 50%) lo cual no permite la estimacion de CLso. El
control presento solo un 21,48+3,78% de mortalidad a las 24 horas. Las unicas larvas que
sobrevivieron y mudaron al segundo estadio de desarrollo fueron aquellas del control
presentando un tiempo de desarrollo de la Zoea | de 7,77 + 0,28 dias y una sobrevivencia
de 34,44+8% (Fig. 61)
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60 Figura 60. Zoea | de C. edwardsii expuestas a distintas concentraciones (ppb) de cipermetrina. A)
Larvas muertas mas moribundas (%) a 24 horas post-exposicion, Mortalidad acumulada B) 48 horas
post-exposicion y C) 96 horas post-exposicion. La flecha la concentracion recomendada por el
fabricante
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61 Figura 61: Tiempo de desarrollo (barras azules) de la Zoea | de C. edwardsii bajo distintas
concentraciones de Cipermetrina y supervivencia hasta mudar a Zoea Il (triAngulos rojos)

Deltametrina

El primer estadio larval de C. edwardsii después de una exposicion de 40min y posterior
lavado con agua de mar, sometidas a las concentraciones de deltametrina 0.1, 0.25, 0.5y
1 ppb se encontraban en estado moribundas B, es decir en el fondo del recipiente sin
capacidad de natacion, pero con movimientos de los apéndices observable sin la necesidad
de la utilizacibn de microscopio estereoscopico. En los siguientes tratamientos
correspondientes a 2 (recomendada por el fabricante), 3, 8 ppb de deltametrina el 33%
aproximadamente de las larvas murieron y el resto estaban moribundas con débil
movimiento de los apéndices observable bajo un microscopio estereoscopico (moribunda
A).

A las 24 horas post-exposicion el control, solo sujeto a la manipulacion de exposicion al
farmaco, presentd un 3.5+0.96% de larvas moribundas y/o muertas, para el caso de las
larvas sometidas a cualquier concentracion de deltametrina se alcanz6 un 100% (Fig. 62A).
Si solo se considera las larvas muertas a las distintas concentraciones a las 24 horas post-
aplicacion es posible calcular la concentracion letal 50, la cual fue 1.252+0.0457 ppb, la cual

se encuentra por debajo de las concentraciones recomendadas por el fabricante (2 ppb de
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deltametrina). En la concentracion anteriormente mencionada (2 ppb) las Zoea | de C.
edwardsii presenta un 100% de mortalidad (Fig. 62B). Los tratamientos de las
concentraciones de 0.1 y 0.25 ppb presentaron aproximadamente un 10% de mortalidad a
las 24 horas post-aplicacién (Fig. 62B). Las larvas sobrevivientes de los distintos
tratamientos estaban en estado moribundo (A), en el fondo del recipiente sin capacidad de
nadar y/o capturar alimento. A las 48 post-aplicacién el 100% de las larvas tratadas con
deltametrina presentaron un 100% de mortalidad y el control solo presento un 17.23 £ 3.17
% de mortalidad (Fig. 62C). El tiempo de desarrollo de las larvas del control fue de 8.37+0.14
dias y la supervivencia de 35.09+8.9 % (Fig. 63)
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62 Figura 62. Zoea | de C. edwardsii expuestas a distintas concentraciones (ppb) de deltametrina A)
Larvas muertas mas moribundas (%) a 24 horas post-exposicion, Mortalidad acumulada B) 24 horas
post-exposicion y C) 48 horas post-exposicion. La flecha indica la concentracion recomendada por el
fabricante. En el recuadro amarillo indica la CLsotes.
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63 Figura 63. Tiempo de desarrollo (barras azules) de Zoea | de C. edwardsii bajo distintas
concentraciones de deltametrina y supervivencia hasta mudar a Zoea Il (triangulos rojos)

Azametifos

Las Zoeas | de C. edwardsii sometidas solo a la manipulacion que conlleva la aplicacion de
los farmacos en este caso de azametifos (control: solo agua de mar) asi como las larvas
expuestas a las dos concentraciones menores de azametifos (1y 3 ppb), se observaron
vivas y activas inmediatamente después de la aplicacion. Las larvas sometidas a 10, 30,
100 (correspondiente esta ultima a la recomendada por el fabricante), 300 y 500 ppb
después de 30 minutos de exposicion a azametifos estaban moribundas, encontrandose
todas en el fondo de los recipientes, en el caso de las concentraciones 10 y 30 ppb las larvas
presentaron movimiento de los apéndices observables a simple vista, pero sin ninguna
posibilidad de nadar y capturar alimento (Moribunda B). En el caso de las larvas sometidas
a 100 ppb, concentracién correspondiente a la utilizada en la industria salmonera para el
control del Caligus, las larvas se encontraban en el fondo del recipiente con débil movimiento
de los apéndices y con el telson encorvado. Las larvas expuestas a 300 y 500ppb al igual

que en las concentraciones anteriores las larvas después de la aplicacién estaban
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moribundas, encontrandose en el fondo de los recipientes, pero en este caso solo con débil
latido cardiaco (Moribunda A).

A las 24 horas post-exposicion a azametifos los tratamientos correspondientes a las dos
concentraciones mas bajas 1y 3 ppb presentaron un 64.85+2.55 y un 61.42+2.6% de larvas
moribundas y/o muertas en los respectivos tratamientos, calculandose una concentracion
letal 50 a las 24 horas de 0.9410.14 ppb de azametifos, siendo este valor aproximadamente
106 veces mas bajo que el utilizado para el control del Caligus. El control presento una
33.8+2.42% de las moribundas y/o muertas (Fig. 64A). Al considerar solamente las larvas
muertas a las 24 horas post-aplicacién se observan 2 grupos aquellos tratamientos entre 0
a 3 ppb de azametifos cuya mortalidad es menor al 53%, y entre 10-500 ppb con mortalidad
superior al 90%. Si solo se considera las larvas muertas la concentracion letal 50 es de
2.84+0.039 ppb, aunque es superior a la estimada considerando las muertas y/o moribundas
es considerablemente mayor a 100 ppb utilizada para el control de la caligidosis (Fig. 64B).
A las 48 horas post-exposicion los tratamientos con las concentraciones mas bajas (1 y 3
ppb de azametifos) alcanzaron el 80% de larvas moribundas y/o muertas acumuladas, el
control presento 38.3x 2.5% de larvas moribundas y/o muertas acumuladas y los otros
tratamientos presentaron 100% de mortalidad. La concentracion letal 50 calculada para las
48 horas fue de 0.22 + 0.04 ppb de azametifos (Fig. 64C).
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64 Figura 64 Zoea | de C. edwardsii expuestas a distintas concentraciones (ppb) de azametifos A)
Larvas muertas mas moribundas (%) a 24 horas post-exposicion, Mortalidad acumulada B) 24 horas
post-exposicion y C) 48 horas post-exposicion. La flecha indica la concentracion recomendada por el
fabricante. En el recuadro amarillo indica la CLsotes.
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Sobrevivieron hasta mudar a Zoea ll, aquellas larvas mantenidas en el control, presentando
un tiempo de desarrollo de 7.34+0.15 dias, y las tratadas con 1 y 3 ppb de azametifos, cuyo
tiempo de desarrollo fue 7.4£0.48 y 7.11+0.19 dias respectivamente. Los tiempos de
desarrollo de las larvas no difirieron entre los tratamientos y el control. Un 27.89+4.57% de
las larvas en el control mudaron a Zoea Il y solamente un 1.71£1.7 y 3.04+£3.5% en los
tratamientos 1y 3 ppb de azametifos, observandose claramente el efecto del azametifos en
la supervivencia de las larvas, no asi en el tiempo requerido para mudar al segundo estadio
de desarrollo (Fig. 65).
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65 Figura 65: Tiempo de desarrollo (barras azules) de Zoea | de C. edwardsii bajo distintas
concentraciones de azametifos y supervivencia hasta mudar a Zoea Il (triangulos rojos)

Peroxido de Hidrégeno

Las larvas de C. edwardsii que fueron sometidas a las 3 mas altas concentraciones
consideradas para el peroxido de hidrogeno por 20 minutos (3000, 2000, 1500 ppm siendo
esta ultima la recomendada por el fabricante) después de los lavados con agua de mar
correspondientes, se encontraban vivas, pero no nadaban activamente encontrandose en

el fondo del recipiente, observandose el movimiento de los apéndices sin la necesidad de

171



Universidad Austral de Chile

Instituto de Acuicultura

utilizar microscopio estereoscopico (Moribundas B). En el caso de las larvas que fueron
expuestas a 750 ppm de peréxido de hidrogeno, después de los lavados correspondientes
con agua de mar, aproximadamente el 15% no nado activamente ubicandose en el fondo
del recipiente, pero con movimiento activo de los apéndices, el resto de las larvas (aprox. el
85% de las larvas) nadaban activamente. En el caso de las larvas sometidas a las
concentraciones 50, 100 y 300 ppm de peroxido de hidrogeno, asi como las larvas
enfrentadas solo a la manipulacién (control: solo agua de mar) se observaron vivas,
nadando activamente.

El porcentaje de larvas muertas y/o moribundas de C. edwardsii a las 24 horas post-
exposicion al peréxido de hidrogeno, en las concentraciones entre 0 y 750 ppm de peroxido
de hidrégeno, fluctuo entre 16.27+1.89% y 22.71+2.05, respectivamente. Para las larvas
sometidas a la concentracion recomendada por el fabricante, 1500 ppm la mortalidad y/o
las larvas moribundas se elevd a 41.43+2.5%. Las Zoeas | expuestas a las dos
concentraciones mas alta, 2000 y 3000 ppm, la mortalidad y/o las larvas moribundas fue de
52.7+2.6 % y 89.07+1.68% (Fig. 66A). La concentracion letal 50 estimada a las 24 horas
post-aplicacion fue de 1642.3+47.48% ppm de peroxido de hidrogeno, por sobre la
recomendada por el fabricante de 1500 ppm y a la utilizada comunmente en Chile alrededor
de 800 ppm. A las 48 horas post-exposicién a perdxido de hidrogeno, el tratamiento
correspondiente a la concentracion recomendada por el fabricante (1500 ppm) alcanzo un
39.2 % de larvas muertas acumuladas mas las moribundas y las concentraciones de 2000
y 3000 ppm presentaron un 69.8+2.3 y 98.9+0.5%, respectivamente. La concentracion letal
50 estimada para las 48 horas post-exposicion fue de 1269.6+41.33 ppm (Fig. 66B). A partir
de las 72 horas post-aplicacién se observaron pocas larvas moribundas y la mortalidad
presento pocas variaciones en relacion a las 96 horas post-aplicacién (Fig. 66C, D), la
concentracion letal 50% a las 72 horas correspondié a 1130.2+42.14ppm de perodxido de
hidrogeno y a las 96 horas fue levemente inferior (1036.2+43.44ppm), pero en ambos casos

concentraciones inferiores a las recomendadas por el fabricante.
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66 Figura 66. Mortalidad acumulada (%) de Zoea | de C. edwardsii expuestas por 20 minutos a distintas
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concentraciones (ppm) de Peroxido de Hidrégeno A) 24 horas post-exposicion, B) 48 horas post-
exposicion. C) 72 horas post-exposicion D) 96 horas post-exposicion. La flecha indica la concentracion
recomendada por el fabricante. En el recuadro amarillo se indica la CLsotes.

El tiempo de desarrollo de las Zoea | del control fue de 8.54+0.19 dias y de los tratamientos
50, 100, 300 ppm; de 8.65+0.13, 8.2+0.18 y 8.63+0.15 dias respectivamente, el tiempo de
desarrollo, asi como la supervivencia no presentaron diferencias significativas. En promedio
estos tratamientos incluido el control presentaron un 55.8914% de supervivencia hasta
alcanzar el segundo estadio de desarrollo. Las larvas que fueron expuestas a 750, 1500,
2000 y 3000 ppm de peroxido de hidrégeno prolongaron el desarrollo, mudando a Zoea Il a
los 11.5+£0.1, 11.78+0.27, 12.13+0.23 y 12 dias, respectivamente y diferenciandose
significativamente del control y de los tratamientos 50, 100 y 300 ppm de perdxido de
hidrogeno. La supervivencia de los tratamientos 750 y 1500 ppm no presento diferencias
entre si, sobreviviendo aproximadamente un 35%, pero si se diferencié del control y de los
50, 100, 3000 ppm, asi como de las dos mas altas concentraciones (2000 y 3000ppm) donde
la supervivencia fue de 11.4 + 2.3 y 0.28+3.2%, respectivamente (Fig. 67).
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67 Figura 67: Tiempo de desarrollo (barras azules) de Zoea | de C. edwardsii bajo distintas
concentraciones de peréxido de hidrogeno y supervivencia hasta mudar a Zoea Il (triangulos rojos)
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9.2.2.2 Exposicion cronica de larvas de C. edwardsii

Azametifos
La mortalidad de las larvas de C. edwardsii después de 24 horas de la primera aplicacion

con azametifos presentaron diferencias significativas entre el control y las 4 concentraciones
utilizadas, pero no entre los tratamientos siendo la mortalidad de aproximadamente un 10%.
Después de 2 aplicaciones de azametifos (48 horas), la mortalidad acumulada en los
tratamientos se mantuvo significativamente distinta del control, alcanzando éste solo un
10% de mortalidad acumulada versus el 30% aproximadamente en los tratamientos, el
mayor incremento en la mortalidad se registré después de la segunda aplicacion del farmaco

en todos los tratamientos (Fig. 68).
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68 Figura 68. Mortalidad acumulada (%) de Zoea | de C. edwardsii expuestas a 4 aplicaciones de
azametifos a distintas concentraciones.

El tiempo de desarrollo de las Zoea | después de 7 dias de aplicaciones diarias de

azametifos no presentd diferencias significativas con el control, y fluctio entre 9.367

10.2264 y 9.865+0.106 dias, tratamiento 0.5 y 0.00625 ppb respectivamente, pero si se

encontraron diferencias significativas entre la supervivencia del control (78.28 £ 8.19%) vy la
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presentada en los tratamientos 0.0625, 0.125, 0.25 y 0.5 ppb. Para el caso de los 3
tratamientos con las mas bajas concentraciones la supervivencia fue aproximadamente de
un 56% versus el tratamiento con la mas alta concentracion (0.5) que alcanzo

aproximadamente un 10% menos (Fig.69).
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69 Figura 69: Tiempo de desarrollo (barras azules) de Zoea | de C. edwardsii bajo exposicion crénica
(7 dias) a distintas concentraciones de azametifos y supervivencia hasta mudar a Zoea Il (cuadrados
rojos)

Perdéxido de Hidrégeno
La mortalidad de las larvas a las 24 horas posteriores a la primera aplicacion de perdxido

de hidrégeno no supero el 5% en ninguno de los tratamientos, sin embargo, cuando se
considera no solo la mortalidad sino también las larvas moribundas, aproximadamente el
23% de las larvas de los tratamientos caen en esta categoria (Fig. 70), presentando
diferencias significativas con el control. Después de dos aplicaciones de 1500 ppm de
peroxido de hidrégeno, sobre el 50% de las larvas han muerto y/o se encuentran
moribundas, las 3 anteriores concentraciones (187.5 a 750 ppm) presentan entre 22.2 y

35.1% de larvas muertas y/o moribundas. A partir de la tercera aplicacién de peréxido de
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hidrégeno a concentraciones de 375 y 750 ppm, estos tratamientos alcanzan sobre el 60%
de larvas moribundas y/o muertas. Distinguiéndose estadisticamente 4 grupos: a) el control
con 15.5%, b) el tratamiento de 187.5 ppm con 24.9% c) los tratamientos de 375y 750 ppm
con un 62% aproximadamente y d) el tratamiento de 1500 ppm con 88.6% de larvas muertas
y/o moribundas. Después de la tercera aplicacion, es cuando se produce el mayor
incremento de larvas muertas y/o moribundas principalmente en las tres concentraciones
mas altas utilizadas (Fig. 70). Cercano al 100% de las larvas se encuentran muertas y/o
moribundas con 4 aplicaciones de peroxido de hidrogeno a 1500 ppm, manteniéndose los

4 grupos anteriormente descritos.
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70 Figura 70. Mortalidad acumulada (%) de Zoea | de C. edwardsii expuestas a 4 aplicaciones de
Peroxido de Hidrogeno a distintas concentraciones.

Con 6 aplicaciones de peroxido de hidrégeno a las concentraciones de 375 y 750 ppm
ninguna larva se encuentra activa, cayendo en la categoria de muertas o moribundas. Las
larvas del tratamiento 187.5 ppm después de 7 aplicaciones de perdxido permanecen como

Zoea | sin mudar a Zoea Il por un maximo de 22 dias, muriendo aproximadamente el 98%
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de ellas en este periodo, las larvas que sobreviven mudan a Zoea Il a los 9.84£0.10 dias. Las
larvas del control mudan a Zoea Il en promedio a los 9.514+0.021 y presentan una
supervivencia de un 70.28+8.2% (Fig.71).
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71 Figura 71. Tiempo de desarrollo (barras azules) de Zoea | de C. edwardsii bajo exposicién crénica
(7 dias) a distintas concentraciones de Peroxido de Hidrégeno y supervivencia hasta mudar a Zoea Il
(cuadrados rojos)

9.2.2.3 Exposicion aguda de larvas de Lithodes santolla

Cipermetrina
Zoeal |

Las larvas del control como las de la concentracién 0.15 ppb de cipermetrina se observaron
activas post-aplicacion, las larvas sometidas a las concentraciones 0.5y 1.5 se encontraban
en el fondo del recipiente. Las Zoea | sometidas a concentraciones iguales o sobre 5 ppb
se observaron en el fondo con débiles movimiento de los apéndices, pero observables sin
necesidad de microscopio estereoscépico (moribunda B) inmediatamente después de los

lavados con agua de mar post-aplicacion del farmaco.
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A las 24 horas post-tratamiento se observo bajo numero de Zoea | muertas o moribundas
no superando el 5% en todos los tratamientos y el control con excepcion de las expuestas
a 60 ppb que en un 100% estaban muertas o moribundas. A las 72 horas post aplicacién
(Fig. 72 A) se distinguieron estadisticamente 4 grupos en relacién al porcentaje de larvas
muertas y/o moribundas a) el control con el tratamiento 0.15 ppb donde no se supero el 6%
b) los tratamientos 0.5; 1.5; 5 ppm con aproximadamente 12%, c) el tratamiento 30 ppb con
36.6+£3.32 % y d) el tratamiento 60 ppb con 100%, ya alcanzado a las 24 horas post-
aplicacion. La concentracion letal 50 calculada para las 72 horas fue de 17.49+0.64 ppb. A
las 96 horas tanto el control como el tratamiento de 0.15 presentaron aproximadamente un
7% de larvas muertas y/o moribundas, levemente superior a lo observado a las 72 horas,
de igual manera los tratamientos 0.5 y 1.5 también presentan un leve aumento (18%), pero
los tratamientos 5, 15, 30 presentan los mayores incrementos en larvas muertas y/o
moribundas, 59.5%, 99% y 100% respectivamente. A las 96 horas post-exposicion, la
concentracion letal 50 para las Zoea | L. santolla fue de 4.34+0.21, superando

aproximadamente en 3 veces a la concentracion recomendada (Fig. 72 B).
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72 Figura 72. Moribundas mas muertas (%) de Zoea | de L. santolla expuestas a distintas
concentraciones (ppb) de cipermetrina A) 72 horas post-exposicién, B) 96 horas post-exposicion. La
flecha indica la concentracion recomendada por el fabricante. En el recuadro amarillo se indica la
CLsotes.

El tiempo de desarrollo de la Zoea | no presento diferencias entre el control y los
tratamientos menores o iguales a 1.5 ppb, pero si prolongo en aproximadamente en 1y 2
dias en los tratamientos de 5 y 15 ppb, presentando en estos tratamientos solo un
51.42+12.59 y 11.43+ 5.72% de supervivencia (Fig. 73).
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73 Figura 73: Tiempo de desarrollo (barras azules) de Zoea | de L. santolla bajo distintas
concentraciones de cipermetrina (ppb) y supervivencia hasta mudar a Zoea Il (triangulos rojos)

Megalopa:

Las larvas del control después de los lavados con agua de mar se observaban activas,
nadando, aquellas megalopas expuestas a 1.5 ppb si bien estaban activas y nadaban sus
movimientos eran mas lentos en comparacion al control. Las larvas sometidas a las
concentraciones 15, 30 y 60 ppb fueron clasificadas como moribundas A, casi sin
movimientos requiriéndose varios minutos para observar algun movimiento de los apéndices
y/o telson.

Las megalopas expuestas a concentraciones iguales o mayores de 15 ppb (recomendada
por el fabricante) murieron a las 24 horas post-aplicacién. La mortalidad de la megalopas
del control incremento desde un 6 +2.93% a 27.2+5.48% a las 96 horas post-aplicacion
siendo significativamente menor a la mortalidad presentada por las larvas expuestas a 1.5

ppb a las 24 horas como a las 96 horas post-exposicion (Fig. 74).
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74 Figura 74. Mortalidad acumulada (%) de megalopas de L. santolla sometidas a distintas
concentraciones de cipermetrina en distintos tiempos de recuperacion (24-48-72 y 96 horas post-
exposicion).

Deltametrina

Zoeal l:

Las larvas de L. santolla post-aplicacién de 0.1 ppb de deltametrina por 40 minutos se
observaron activas, al igual que aquellas sometidas solo a la manipulacion (control). Las
larvas de la concentracién 0.25 ppb presentan movimientos mas lentos, pero sin caer en la
categoria de moribundas, la mayoria de las larvas de la concentracion 0.5 ppb se
encuentran en el fondo post-aplicacion. A partir de la concentraciéon 1 ppb de deltametrina
las larvas se encuentran en mal estado, todas en el fondo, moribundas A.

El 100% de las larvas sometidas a concentraciones mayores o iguales a 1 ppb de
deltametrina se encontraban muertas y/o moribundas y el 98% aproximadamente de las
larvas expuestas a concentraciones menores o iguales a 0.5 ppb se encontraban vivas y
activas sin presentar diferencias con el control a las 24 horas post-exposicién. Las larvas
expuestas 2 y 3 ppb de deltametrina presentan una recuperacion a las 48 y 72 horas post-
aplicacion, pero a las 96 horas se observa nuevamente que cerca del 100% de las larvas

estdan muertas y/o moribundas. El tratamiento de 1 ppb a las 96 horas post-aplicacion
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también presenta un 100% de larvas muertas y/o moribundas. En este periodo el control
solo presenta un 6% de larvas muertas y/o moribundas. La concentracién letal 50

determinada a las 96 horas post-exposicion correspondio a 2.28+0.46 ppb (Fig. 75).

75 Figura 75. Moribundas mas muertas (%) de Zoea | de L. santolla expuestas a distintas
concentraciones (ppb) de deltametrina a las 96 horas post-exposicion. La flecha indica la
concentracion recomendada por el fabricante. En el recuadro amarillo se indica la CLsotes.

El tiempo de desarrollo de la Zoea | fue de aproximadamente 3 dias en los tratamientos
expuestos a concentraciones menores o iguales a 0.5 ppb sin presentar diferencias con el
control, las pocas larvas que sobrevivieron (5.83+3.191%) a la exposicién de 1ppb de
deltametrina mudaron a Zoea | aproximadamente dos dias después (5.29+2.26 dias). La
supervivencia de la Zoea | hasta alcanzar el segundo estadio de desarrollo larval vario, para
los tratamientos que no presentaron diferencias en el tiempo de desarrollo con el control,

entre 87.6+0.6 y 69.5+£5.2 %, tratamiento 0.1 y 0.5 ppb, respectivamente (Fig. 76).
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76 Figura 76: Tiempo de desarrollo (barras azules) de Zoea | de L. santolla bajo distintas
concentraciones de deltametrina (ppb) y supervivencia hasta mudar a Zoea Il (triangulos rojos)

Megalopa:

Las megalopas del control, asi como las expuestas a 0.25, 0.5, 1.0 ppb de deltametrina
inmediatamente después de los lavados post-aplicacion se observaron activas, nadando.
Las larvas expuestas a 2.0 ppb post-aplicacion se observaron moribundas (B) con débiles
movimientos en los apéndices y aquellas expuestas a 3 y 8 ppb fueron clasificadas como
moribundas A.

A las 24 horas post-exposicion, a las concentraciones iguales o superiores a 2 ppb, ya
presentaban sobre el 95% de las larvas muertas. La mortalidad del control fluctuo entre 0.8
y 10 %, 24 y 96 horas post-aplicacion (Fig. 77). Las concentraciones letales 50 calculadas
para las 24, 48, 72 96 horas post aplicacién fueron 1.04+£0.041, 0.99+0.042, 0.87+0.041 y
0.79£0.03 ppb, encontrandose por debajo en todos los casos que la concentracion
recomendadas por el fabricante (2 ppb).
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77 Figura 77. Mortalidad acumulada (%) de megalopas de L. santolla sometidas a distintas
concentraciones de deltametrina en distintos tiempos de recuperacion (24-48-72 y 96 horas post-
exposicion).

Azametifos

Zoea l:

Tanto las larvas del control como aquellas sometidas a 1 y 3 ppb de azametifos se
observaron activas, la mayoria de las larvas sometidas a las concentraciones 10, 30, 100
ppb de azametifos se encuentran en el fondo, pero presentan movimiento de los apéndices
observables a simple vista (moribunda B). Las larvas que fueron tratadas con 300 y 500 ppb
se encontraban moribundas con débiles movimientos de los apéndices solamente
observable bajo microscopio estereoscopico (Moribunda A).

A las 24 post-exposicidn el control como los tratamientos menores o iguales a 30 ppb no
superaron el 5% de larvas muertas y/o moribundas y aquellas expuestas a las dos
concentraciones mayores 300 y 500 ppm alcanzaron sobre el 90% de larvas muertas y/o
moribundas (Fig. 78 A) ajustdandose un CL50=204.27+6.8 ppb para las 24 horas post-
aplicacion. A las 96 horas post-aplicacion los tratamientos 30 y 100 ppb presentaron

aproximadamente el 31.0% de larvas muertas y/o moribundas y los tratamientos entre 1y
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10 ppb no alcanzaron el 20% de mortalidad (Fig. 78 B). La CL50=110.81+5.7 ppb estimada
para las 96 horas post aplicacion fue 100 ppb menor que la estimada a las 24 horas y

aproximandose a la concentracion recomendada por el fabricante (Fig. 78 B).

La supervivencia de los tratamientos que completaron el desarrollo de Zoea | vario entre
69.52 y 95.23%, 100 y 1-30 ppb, respectivamente (Fig. 79). El tiempo de desarrollo en el
control y el tratamiento a 1 ppb fue de aproximadamente 3.3 dias y levemente inferior en los

tratamientos entre 3 y 100 ppb, aproximadamente 2.8 dias (Fig. 79)
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78 Figura 78. Moribundas mas muertas (%) de Zoea | de L. santolla expuestas a distintas
concentraciones (ppb) de azametifos A) a las 24 horas post-exposicion y B) a las 96 horas post-
exposicion. La flecha indica la concentraciéon recomendada por el fabricante. En el recuadro amarillo
se indica la CLsotes.
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79 Figura 79. Tiempo de desarrollo (barras azules) de Zoea | de L. santolla bajo distintas
concentraciones de azametifos (ppb) y supervivencia hasta mudar a Zoea Il (triangulos rojos)

Megalopa:

Tanto las larvas del control como las expuestas a 3 y 30 ppb se observaron activas después
de los lavados con agua de mar post-exposicién. Las megalopas expuestas a 100ppb se
presentaron menos activas que los tratamientos anteriores y las expuestas a 500ppb se
clasificaron como moribundas A.

La mortalidad de las megalopas en el control fue muy alta a las 24 horas post-aplicacion,
30.43+4.79% y aumento gradualmente hasta las 96 horas siguiendo un patron similar la
mortalidad en los distintos tratamientos, no distinguiéndose un efecto de la exposicion a las

distintas concentraciones de azametifos (Fig. 80). Estos resultados no permiten establecer
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si el azametifos tiene efecto sobre la supervivencia de las megalopas de L. santolla,
probablemente los efectos de la exposicion al azametifos fueron enmascarados por la

calidad de las megalopas utilizadas en el experimento.
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80 Figura 80. Mortalidad acumulada (%) de megalopas de L. santolla sometidas a distintas
concentraciones de Azametifos en distintos tiempos de recuperacion (24-48-72 y 96 horas post-
exposicion).

Peréxido de Hidrégeno
Zoeal l:
Después de los lavados con agua de mar post-aplicacion las larvas del control como de los
tratamientos 50 y 100 ppm se encontraban en buen estado, las larvas sometidas a las
concentraciones 100 y 300 ppm se observaron menos activas con movimientos mas lentos.
A partir de la concentracién 750 ppm las larvas presentaron dos comportamientos: a)
movimientos lentos y b) movimientos rapidos especialmente reflejado en el telson. En los
tratamientos de 2000 y 3000 ppm se observaron algunas larvas flotando en la superficie del
recipiente, pero vivas.
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El porcentaje de larvas muertas y/o moribundas a las 24 horas post- exposicién no supero
en ninguna de las concentraciones el 20 %. El control presento un muy bajo porcentaje de
larvas muertas y/o moribundas alcanzando a las 96 horas solo un 3.3+1.23%. La mortalidad
y/o larvas moribundas de los tratamientos 50 a 300ppm fue de aproximadamente 12%,
seguido por los tratamientos entre 750 y 2000 donde la mortalidad fue cercana al 50%. El
mayor porcentaje de larvas muertas y/o moribundas se concentrd en el tratamiento de 3000

ppm alcanzando un 82.3% (Fig. 81).
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81 Figura 81. Moribundas mas muertas (%) de Zoea | de L. santolla expuestas a distintas
concentraciones (ppb) de Peréxido de Hidrogeno a las 96 horas post-exposicion. La flecha indica la
concentraciéon recomendada por el fabricante.

Las Zoeas | mudaron a Zoea Il en todos los tratamientos, presentandose diferencias
significativas en el tiempo de desarrollo de las larvas expuestas a 50 ppm y el control versus
las larvas de los tratamientos iguales o superiores a 100 ppm. La menor supervivencia
(16.6%) fue observada a 3000 ppm, y las mayores sobre 80% se presentaron en general en
los tratamientos correspondientes a concentraciones menores o iguales a 1500 ppm (Fig.

82).
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82 Figura 82: Tiempo de desarrollo (barras azules) de Zoea | de L. santolla bajo distintas
concentraciones de Peréxido de Hidrogeno (ppm) y supervivencia hasta mudar a Zoea Il (triangulos
rojos)

Megalopas:

Tanto las megalopas del control como las expuestas a concentracién de 100, 750 y 1500
ppm se observaron activas después de los bafios con agua de mar post aplicacion del
peroxido de hidrogeno. Aproximadamente el 12 % de las larvas después de ser expuestas
a 3000 ppm estan muertas y/o moribundas, a las cuales se le observaron burbujas al interior.
A las 24 horas post aplicacion, la mortalidad fluctio entre 6.52 y 14.13%, control y
tratamiento de 3000 ppm respectivamente, a partir de las 72 horas post aplicacién la
mortalidad presentada en el control como en los tratamientos menores o iguales a 1500
ppm son similares, cerca del 33% y aproximadamente un 10% menos que lo observado en

el tratamiento de 3000 ppm, esta tendencia se mantiene a las 96 horas (Fig. 83)
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83 Figura 83. Mortalidad acumulada (%) de megalopas de L. santolla sometidas a distintas
concentraciones de Peréxido de hidrégeno en distintos tiempos de recuperacion (24-48-72 y 96 horas
post-exposicion).
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9.3 Determinar la toxicidad aguda y crénica de azametifos y perdxido de hidroégeno en la
etapa adulta y larval de chorito (Mytilus chilensis) y su efecto en la fijacién de las
mismas, bajo condiciones controladas

9.3.1 Resultados de los experimentos fisioldgicos

Peroxido de Hidrégeno

Observaciones no cuantificables: A medida que se realizaron los recambios en las
unidades experimentales, se realizaron algunas observaciones, las cuales fueron
comparadas con la unidad control.

a) Produccion de Biso: Se observo que, en el acuario control, todos los individuos produjeron
biso, adhiriéendose de esta forma al fondo de la batea. Esto no se observo en los 3 acuarios
expuestos a peroxido de hidrégeno [H202], en los cuales ningun animal produjo biso.
Inmediatamente luego de agregar el compuesto a la unidad experimental, algunos animales

adquirieron flotabilidad y pérdida del biso (Fig. 84B).

84 Figura 84. A) Batea control con 10 animales con agua de mal filtrada y aireacion. B) Batea con el
tratamiento luego de 48 h de exposiciéon con H202 a 1500 ppm (la recomendacién del fabricante).
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b) Flotabilidad: Durante el tiempo que duro la exposicién al H2O2 no se evidencid presencia
de flotabilidad por parte de los choritos en el acuario control, lo que se contrasta con el resto
de los acuarios con los tratamientos (Fig. 84B). Alrededor del 50% de los animales en
tratamiento se encontraban flotando, esto producto de las burbujas generadas por el
peroxido de hidrogeno.

c) Produccion de fecas: La producciéon de fecas fue observada solo en el acuario control,
quedando retenida en el fondo de este (Fig. 84A). Esto evidencia que solo en los animales
no expuestos al H2O2 hubo acciéon metabdlica.

d) Dafo en el tejido: Luego de la exposicion de Peréxido de Hidroégeno a la concentracion
de 1500 ppm (la concentracion recomendada y utilizada por la salmonicultura en Chile)

durante 48 h, las gonadas se destruyeron y las branquias fueron desintegradas (Fig. 85).

85 Figura 85. A) un ejemplar de Mytilus chilensis de la batea control (Sin Peréxido de hidrégeno). B)
un ejemplar de Mytilus chilensis de la batea expuesta por 48 h a una concentraciéon de 1500 ppm de
Peroxido de Hidrogeno. br = Branquias; gn = génadas.
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Tasa de Aclaramiento: la tasa de aclaramiento en Mytilus chilensis se reduce
significativamente cuando los animales son expuestos al compuesto Perdxido de
Hidrogeno. Se observo una reduccion de la tasa de aclaramiento de un 85% a la
concentracion experimental mas baja (50 ppm) y una nula tasa de aclaramiento a la

concentracion de 1500 ppm (Fig. 86).

86 Figura 86. Resultados de tasa de aclaramiento para choritos (Mytilus chilensis) expuesto a las
siete concentraciones de peréxido de hidrogeno [H202] (marca Europharma) durante 48 horas previa
su medicién.
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Para todos los tratamientos con Peroxido de hidrogeno, se evidenciaron valores de

crecimiento potencial negativos, llegando a alcanzar hasta -30 Jh™' (Fig. 87).

87 Figura 87. Resultados del crecimiento potencial (energia absorbida — [energia gastada por
excrecion + energia gastada por consumo de oxigeno]) del chorito Mytilus chilensis (pesando entre
900-1800 g) expuestos a las diferentes concentraciones de Peréxido de Hidrégeno por 48 horas
previa su medicion. Las barras grises corresponden a los tratamientos y la barra negra representa al
control.
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Azametifos

La regresion mostré que existe una correlacion lineal positiva entre tasa de aclaramiento y
el peso seco del cuerpo de los animales (r=0.31; P < 0.05) (Fig. 91). Los mismos resultados
estadisticos mostraron las variables crecimiento potencial y peso del cuerpo (r=0.28; P <
0.05) (Fig. 92). El analisis de varianza evidencié una independencia entre la covariable
(Peso) y las concentraciones (F743=1.89; P=0.10), Este es un supuesto esencial para
realizar un ANCOVA (analisis de covarianza).

Hay una correlacion lineal positiva entre el crecimiento potencial y las demas variables
fisiologicas a excepcion del consumo de oxigeno (Tabla XXIII, Fig. 88). Como el crecimiento
potencial representa la integracion de todas las respuestas fisioldgicas, tanto de adquisicion
como de pérdida de energia, es justamente esta variable y la tasa de aclaramiento a las que
se les realizaron los analisis estadisticos.

EI ANCOVA que se realizd para evaluar si existe relacion entre el crecimiento potencial y la
variable independiente (las concentraciones de azametifos) incorporando la influencia del
tamafio del animal en el analisis, mostro que no hay diferencias significativas entre los
tratamientos (F7,42=1.85 P = 0.102).

Por otro lado, el ANCOVA realizado para evaluar si existe relacion entre la tasa de
aclaramiento y la variable independiente (las concentraciones de azametifos) incorporando
la influencia del tamafio del animal en el analisis, mostro que hay diferencias significativas
entre los tratamientos (F742=4.20 P = 0.001). Es decir, la presencia de azametifos afecta la

ingesta inmediata de alimento a los choritos (Figs. 89 y 92).
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88 Figura 88. Grafico de interaccion de las principales variables fisiolégicas estimadas para Mytilus
chilensis expuestos a 7 concentraciones de azametifos.
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Tabla XXIIl. Correlaciones entre las variables fisioldgicas determinadas para animales adultos de
Mytilus chilensis expuestos a azametifos. T. acla = Tasa de aclaramiento; C.Oxig = consumo de
oxigeno; T.Exc = Tasa de excrecion; T.abs = Tasa de absorcion; E. abs = Eficiencia de absorcion;
C.Poten = Crecimiento Potencial.

T.Acl C.Oxig T.Exc T.abs C.Poten
C.Oxig 0.207
T.Exc 0.132 0.278
T.abs 0.892* 0.217 0.337*
C.Poten 0.777* -0.950* 0.136 0.867*
E.abs 0.094 -0.194 -0.273* -0.021 0.092
e = significativo (a = 0.05); ** = marginalmente significativo (a = 0.05)

89 Figura 89. Resultados de tasa de aclaramiento para choritos (Mytilus chilensis) expuesto a las
siete concentraciones de Azametifos (CoH10CIN205PS) durante 48 horas previa su medicion. Letras
diferentes corresponden a diferencias significativas del test a posteriori de Tukey.
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90 Figura 90. Resultados del potencial de crecimiento (= energia absorbida — [energia gastada por
excrecion + energia gastada por consumo de oxigeno]) del chorito Mytilus chilensis (pesando entre
900-1800 gr) expuestos a las diferentes concentraciones de azametifos (CoH10CIN20sPS) por 48 horas
previa su medicion. Las barras grises corresponden a los tratamientos y la barra negra representa al
control.
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91 Figura 91. Regresion lineal entre la tasa de aclaramiento (L/h) y el peso seco de los mejillones
(mg). En el grafico se representa la ecuacion de regresion y la correlacion de Pearson para cada
pendiente (P<0.05).
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92 Figura. 92. Regresion lineal entre crecimiento potencial (J/h) y el peso seco de los mejillones (mg).
En el grafico se representa la ecuacion de regresion y la correlacion de Pearson para cada pendiente
(P< 0.05).
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9.3.2 Efecto en la fecundacién de Mytilus chilensis

Peroéxido de hidrégeno

Se observa una evidente disminucion de espermatozoides vivos a medida que las
concentraciones de peroxido de hidrogeno aumentan. A partir de los 300 ppm de
concentracion se produce una disminucion significativa en movimiento de los

espermatozoides. Esto indudablemente afecta negativamente la fecundacion (Fig. 93).

93 Figura. 93. Numero de espermatozoides con movimiento luego de la exposiciéon por 30 minutos a
las siete concentraciones de Peréxido de Hidrogeno [H202]. Nota =1500 ppm es la concentracion
recomendada por el fabricante para utilizar ante caligidosis. Barras grises representan los
tratamientos y barra negra representan las unidades experimentales control (sin Peréxido de
Hidrégeno).
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En el experimento de fecundacion en presencia de Perdxido de hidrogeno se observa que
la fecundacion se reduce en un 80% para la concentracion de 50 ppm y en un 93% en la
concentracion de 100 ppm. La inhibicién de la fecundacién es total en todas las demas

concentraciones experimentales (300, 750, 1500, 2000, 3000 ppm) (Fig.94).

94 Figura 94. Resultados de los experimentos de inhibicion de la fecundacion de Mytilus chilensis en
presencia de siete concentraciones del compuesto Peréxido de hidréogeno [H202] luego de dos horas
post-fertilizacion. Barras negras representa ovocitos en estado mérula (fecundacion) y barras grises
representan ovocitos sin divisidon celular (inhibicion de la fecundacién).
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Azametifos

Se evidencié una disminucion de espermatozoides vivos a medida que las concentraciones
de azametifos aumentaron. Los analisis arrojaron que no hubo diferencias significativas de
espermatozoides vivos entre las concentraciones 3,10,30,100 ppb. No obstante, todos los
tratamientos con azametifos implicaron una reduccién significativa de los espermatozoides
de Mytilus chilensis (Fig. 95).

95 Figura. 95. Namero de espermatozoides con movimiento luego de la exposiciéon por 30 minutos a
las siete concentraciones del compuesto Azametifos [CoH10CIN20sPS]. Barras grises representan los
tratamientos y barra negra representan las unidades experimentales control (sin Azametifos).
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El experimento mostré que la fecundacion se reduce en presencia de azametifos. Por otro
lado, el numero de células no fecundadas incremento a medida que aumentaron las
concentraciones experimentales (1,3,10,30,100,300,500 ppb). La fecundacion disminuyo en
un 40% cuando las células estuvieron expuestas a la concentraciéon recomendada por el

fabricante (100 ppb) (Fig.96).

96 Figura 96. Resultados de los experimentos de inhibicién de la fecundacién de Mytilus chilensis en
presencia de siete concentraciones del compuesto Azametifos [CoH10CIN205PS] luego de dos horas
post fertilizacion. Barras negras representa ovocitos en estado moérula (fecundacién) y barras grises
representan ovocitos sin divisidon celular (inhibicién de la fecundacién).
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9.3.3 Resultados de los experimentos larvales

Tanto Peroxido de Hidrogeno como el organofosforado Azametifos en las concentraciones
y condiciones utilizadas en estos experimentos, produce mortalidad en larvas de Mytilus
chilensis. El efecto de la exposicidn de larvas pediveligeras a Azametifos es menos drastica
que al compuesto Peroxido de Hidrégeno (Figs. 97 y 98). En el caso del compuesto
Azametifos, la sobrevivencia de larvas se redujo significativamente (73%; Figura 98) a partir
de la concentracion experimental de 3 ppb. Aunque en la literatura son muy escasos los
trabajos respecto al efecto que tiene Azametifos sobre larvas de invertebrados, los autores
Pahl and Opitz (1999) demostraron que tanto Azametifos como Cipermetrina producen
mortalidades significativas en larvas de langosta. En base a los resultados obtenidos en
este estudio estos compuestos anti caligidosis (Perdxido de Hidrégeno y Azametifos
afectarian larvas competentes de Mytilus chilensis. La literatura indica que la presencia de
larvas de Mytilus chilensis en el mar interior de Chiloé se produce preferentemente entre
octubre y diciembre (Avendafrio et al. 2011; Barria et al. 2012), por lo tanto, en esta ventana
de tiempo las larvas de choritos son susceptibles al contacto con los compuestos
analizados.

Las larvas de choritos (Mytilus chilensis) en las concentraciones y condiciones
experimentales que fueron expuestos frente al compuesto Perdxido de Hidrégeno sufrieron
una alta mortalidad (Fig. 98), lo cual tuvo un efecto importante en el porcentaje de fijacion
de las mismas (Fig. 99). Sin embargo, el experimento de fijacion de larvas en presencia de
Azametifos mostrd algunos resultados interesantes. En primer lugar, la presencia de este
compuesto redujo el numero de larvas asentadas (Fig. 100). Al utilizar la concentracion de
Azametifos de 100 ppb (CRF para la caligidosis) el numero de larvas asentadas se redujo
en un 90% respecto a los controles y cuando la concentracién fue 1 ppb el asentamiento se
redujo en un 44% luego de 96 h post exposicion al compuesto Azametifos (Fig. 100). Sin

embargo, una concentracién de 1 ppb de Azametifos no afectd la sobrevivencia de las

207



'LIBERTAS CAPITUR

Universidad Austral de Chile

Instituto de Acuicultura

larvas, pero si el asentamiento (Fig. 98 y 100). Este resultado indicaria que este compuesto
al ser incorporado en las larvas no produjo una mortalidad inmediata, sin embargo, afecté

su desarrollo y posterior capacidad de asentamiento.

97 Figura 97. Resultados del porcentaje de sobrevivencia de las larvas competentes de Mytilus
chilensis (ultimo estado de la larva de Mytilus antes de la fijaciéon en los colectores) luego de exponerla
a una concentracioén de las siete concentraciones experimentales de Peréxido de Hidrégeno [H202].
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98 Figura 98. Resultados del porcentaje de sobrevivencia de las larvas competentes de Mytilus
chilensis (ultimo estado de la larva de Mytilus antes de la fijacion en los colectores) luego de
exponerlas a una concentracién de Azametifos [C9sH10CIN20sPS] usando las siete concentraciones
experimentales. Letras diferentes corresponden a diferencias significativas del test a posteriori de
Tukey.
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99 Figura 99. Resultados del experimento de fijacidon de larvas de Mytilus chilensis. Niumero de larvas
asentadas a las 96 h, previa a su exposicidn a 7 concentraciones experimentales del compuesto
Peréxido de Hidrégeno [H202].
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100 Figura 100. Resultados del experimento de fijacidon de larvas de Mytilus chilensis. Nimero de larvas
asentadas a las 96 h, previa a su exposicion de una concentracion de cada una de las 7
concentraciones experimentales del compuesto azametifos [CoH10CIN205PS].
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9.3.4 Resultados de los analisis reproductivos

Los resultados evidenciaron diferentes patrones reproductivos entre las dos localidades
analizadas (Fig. 101-106). Los choritos de Caleta Amargos registraron un desove entre
octubre y noviembre, en cambio en Bahia Yal (localidad expuesta a estos compuestos),
emitieron sus gametos entre septiembre y noviembre (Figs. 101 y 104). Sin embargo, no se
puede atribuir que estas diferencias se deban a la exposicion de Perdxido de Hidrogeno y/o
Azametifos, sino mas bien a diferencias de tipo latitudinal.

No se evidencio diferencias significativas entre los tamafos de los ovocitos maduros de las
hembras de ambas localidades (Tabla XXIV). Ademas, las proporciones sexuales (macho:
hembra) en ambas poblaciones no mostraron diferencias significativas ante la proporcion
esperada 1:1 (Caleta amargo = 1H:1.03M, n = 871; Bahia Yal = 1H:1M, n = 890).

Tabla XXIV. Resultados de los tamaiios de los ovocitos maduros de las hembras de Mytilus chilensis
provenientes de las localidades de Caleta Amargos y Bahia Yal. El nimero entre paréntesis
corresponde a la desviacion estandar.
Localidades | Diametro (um)
Caleta Amargo | 58.19 (5.96)
Bahia Yal 57.63 (6.12)

Reproduccién para los choritos provenientes de caleta Amargo: En la localidad de
caleta Amargo (cerca de Valdivia), los choritos mostraron géonadas maduras en todos los
muestreos (Fig. 103). No obstante, el analisis de Volumen de Fraccion gamética evidencio
que la temporada de mayor madurez fue en octubre de 2015 (Fig. 102). Ademas, los
mayores valores de desoves fueron en noviembre de 2015, lo que concuerda con los

mayores valores de tejido interfolicular en la génada femenina (Fig. 103).
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101Figura 101. Frecuencia de los estados de maduraciéon gonadal de Mytilus chilensis entre junio de
2015 a noviembre de 2015 en la localidad de Caleta Amargos -Valdivia.
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102Figura 102. Volumen de la fraccién gamética (VFG) para los ovocitos previtélogénicos,
vitelogénicos y maduros (media + EE) en las hembras de Mytilus chilensis de la localidad de Caleta
Amargos -Valdivia, (area libre de Azametifos y Peréxido de Hidrogeno), entre junio de 2015 a

noviembre de 2015.
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103Figura 103. Volumen de la fraccion gamética para el tejido interfolicular y otros tejidos (media +
EE) en las hembras de Mytilus chilensis de la localidad de Caleta Amargos (area libre de Azametifos y
Peroxido de Hidrogeno), Valdivia, entre junio de 2015 a noviembre de 2015.

Reproduccioén para los choritos provenientes de Bahia Yal: En la localidad de Bahia Yal
(Chiloé), los choritos mostraron gonadas maduras en todos los muestreos (Fig. 104). No
obstante, el analisis de Volumen de Fraccion Gamética evidencio que la temporada de
mayor madurez fue en septiembre de 2015 (Fig. 105). Ademas, los mayores valores de
desoves fueron en noviembre de 2015, lo que concuerda con un aumento de tejido

interfolicular en la génada femenina (Fig. 106).

215



'LIBERTAS CAPITUR

Universidad Austral de Chile

Instituto de Acuicultura

104Figura 104. Frecuencia de los estados de maduraciéon gonadal de Mytilus chilensis entre junio de
2015 a noviembre de 2015 en la localidad de Bahia Yal - Chiloé.
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105Figura 105. Volumen de la fraccién gamética (VFG) para los ovocitos previtelogénicos,
vitelogénicos y maduros (media + EE) en las hembras de Mytilus chilensis de la localidad de Bahia
Yal - Chiloé (area expuesta a Azametifos y Peréxido de Hidrégeno), entre junio de 2015 a noviembre

de 2015.
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106Figura 106. Volumen de la fraccion gamética para el tejido interfolicular y otros tejidos (media +
EE) en las hembras de Mytilus chilensis de la localidad de Bahia Yal- Chiloé (area expuesta a
Azametifos y Peréxido de Hidrégeno), entre junio de 2015 a noviembre de 2015.
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9.3.5 Resultados del ensayo cronico en adultos de Mytilus chilensis

Se estimaron las respuestas fisiologicas, de adquisicion y perdida de energia en animales
adultos de Mytilus chilensis. No obstante, las variables de mayor representatividad fueron
la tasa de aclaramiento y el crecimiento potencial, que tuvieron correlaciones significativas
con las demas variables fisioldgicas. Los resultados demuestran que, bajo las condiciones
experimentales utilizadas, existe un efecto significativo sobre las tasas fisioldgicas de los
choritos cuando estos son expuestos al compuesto Perdoxido de Hidrogeno. Este efecto
sobre las tasas fisiologicas analizadas es menor al exponerlos a Azametifos. Por ejemplo,
la actividad alimenticia en los choritos experimentales se reduce en un ~85% cuando se
encuentran en presencia del compuesto Peroxido de Hidroégeno a la concentracién de 50
ppm y dejan de alimentarse a partir de la concentracién de 750 ppm. Los ejemplares de
choritos experimentales reaccionan en forma inmediata ante la presencia de este
compuesto. Como a modo de defensa conductual estos bivalvos sueltan el biso y cierran
sus valvas, sin embargo, retienen las particulas de Perdxido de Hidroégeno en la cavidad del
manto, causando un dafo irreparable en el tejido interno del bivalvo. El fuerte efecto
oxidante del Peréxido de Hidrégeno produce en los ejemplares experimentales que las
gbénadas sean destruidas y las branquias desintegradas. Ello, sin duda repercute y es el
motivo por el cual la tasa de aclaramiento y el crecimiento potencial tuvieron valores
extremadamente bajos.

El resultado de este ensayo permite aseverar que al exponer a los ejemplares de chorito
adulto a la concentraciéon recomendada por el fabricante (CRF: 1500 ppm) causa un dafio
irreversible en los tejidos de estos (Fig. 108). El ensayo crénico muestra que a partir del dia
ocho se producen diferencias en la sobrevivencia de choritos experimentales expuestos a
Perdxido de Hidrogeno (Fig. 107 y 108). Estos datos concuerdan con el calculo CLgo
estimado a los 15 dias del ensayo, bajo las condiciones experimentales utilizadas. Para el

compuesto Peroxido de Hidrogeno se obtuvo que la CLgo fue de 1627 + 209 ppm (IC 95%)
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que es el rango de la CRF. Es decir, al exponer los ejemplares de choritos a este compuesto,
ésta concentracion del compuesto produce una mortalidad del 90%.

Por otro lado, la exposicion al compuesto Azametifos, mostré que el efecto sobre el
crecimiento potencial no tuvo diferencias significativas entre los ejemplares de choritos
expuestos al compuesto Azametifos y los del grupo control, es decir, el compuesto
Azametifos sobre estos bivalvos (Mytilus chilensis) no tuvo un efecto instantaneo sobre el
crecimiento. Sin embargo, se desconocen valores de acumulacién de este compuesto en
los tejidos de estos organismos. El ensayo crénico, sin embargo, mostro que a partir del dia
ocho de exposicion a este compuesto se produjeron mortalidades significativas (Figs. 109y
110). Para el compuesto Azametifos se estimé una CLso de 139,4 + 8,8 ppb (IC 95%). Segun
los resultados de este ensayo, la exposicidon a la concentracion recomendada por el
fabricante (100 ppb) causaria un efecto letal en el 45% de los ejemplares de Mytilus chilensis

expuestos a este compuesto.
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107 Figura 107. Porcentaje de sobrevivencia (%) diaria de animales adultos de Mytilus chilensis
expuestos al compuesto Perdxido de Hidrogeno (concentraciones experimentales - 50, 100, 300 y 750
ppm). El area de color negro representa la sobrevivencia de los animales control (sin exposicion a

peroxido de hidrogeno); el area gris representa la sobrevivencia de los animales expuestos a peréxido
de hidrogeno.
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108 Figura 108. Porcentaje de sobrevivencia (%) diaria de animales adultos de Mytilus chilensis
expuestos a Perdxido de Hidrogeno (concentraciones experimentales - 1500, 2000 y 3000 ppm). El area
de color negro representa la sobrevivencia de los animales control (sin exposicion a Peréxido de

Hidrégeno); el area gris representa la sobrevivencia de los animales expuestos a Peréxido de
Hidrégeno.
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109 Figura 109. Porcentaje de sobrevivencia (%) diaria de animales adultos de Mytilus chilensis
expuestos al compuesto Azametifos (concentraciones experimentales 2> 1, 3, 10 y 30 ppb). El area de
color negro representa la sobrevivencia de los animales control (sin exposicion a azametifos); el area
gris representa la sobrevivencia de los animales expuestos a Azametifos.
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110 Figura 110. Porcentaje de sobrevivencia (%) diaria de animales adultos de Mytilus chilensis
expuestos al compuesto Azametifos (concentraciones experimentales = 100, 300 y 500 ppb). El area
de color negro representa la sobrevivencia de los animales control (sin exposicién a azametifos); el
area gris representa la sobrevivencia de los animales expuestos a Azametifos.
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9.4 Determinar la concentracién que alcanza el azametifos en condiciones de campo y
compararla con los resultados obtenidos bajo condiciones controladas

9.4.1 Correntometria

Centro A

Los valores de maxima velocidad para la marea llenante, se presentaron en las capas 1y 2
con valores de 2.5y 1.4 nudos a los 3.0 y 5.5 m de profundidad respectivamente, medidos
desde la superficie (Tabla XXV). Para la marea vaciante los valores maximos en velocidad
de corriente se observaron en las capas 1y 2 con valores de 2.3y 1.4 nudos alos 3.0y 5.5
m de profundidad respectivamente, medidos desde la superficie (Tabla XXVI). En la capa
menos profunda (3 m) equivalente a la profundidad de muestreo de los compuestos
antiparasitarios involucrados, se observan direcciones predominantes de NORTE vy
SURESTE con 23.4 y 24.2%, respectivamente (Fig. 111) lo que se mantiene en las capas
profundas mas relevantes, pero con menor velocidad de corriente (Fig. 112, 113, 114). La
direccion con mayor predominancia en porcentaje ocurre en la capa 9 en la direccidon
SURESTE con un 26.1 % (Tabla XXVII).
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Tabla XXV. Estadisticas basicas para la magnitud de corriente en fase llenante.

VELOCIDAD DE CORRIENTE FASE LLENANTE ( NUDOS )

Prof. (m) | Maximo Promedio Minimo Desv. Est. | Moda Mediana
-3,0 2,5 0,7 0,0 0,6 0,2 0,4
-5,5 1,4 0,2 0,0 0,2 0,1 0,2
-8,0 1,0 0,2 0,0 0,1 0,1 0,2
-10,5 0,9 0,2 0,0 0,1 0,1 0,2
-13,0 0,8 0,2 0,0 0,1 0,1 0,2
-15,5 0,6 0,2 0,0 0,1 0,1 0,2
-18,0 0,6 0,2 0,0 0,1 0,0 0,1
-20,5 0,5 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1
-23,0 0,5 0,1 0,0 0,1 0,2 0,1
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Tabla XXVI. Estadisticas basicas para la magnitud de corriente en fase vaciante.

VELOCIDAD DE CORRIENTE FASE VACIANTE ( NUDOS))

Prof. (m) | Maximo Promedio | Minimo Desv. Est. | Moda Mediana
-3,0 2,3 0,7 0,0 0,6 0,1 0,4
-5,5 1,4 0,2 0,0 0,2 0,1 0,2
-8,0 0,9 0,2 0,0 0,1 0,1 0,1
-10,5 0,8 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1
-13,0 0,8 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1
-15,5 0,7 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1
-18,0 0,6 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1
-20,5 0,5 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1
-23,0 0,5 0,2 0,0 0,1 0,1 0,1
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Tabla XXVII. Frecuencias en % de la direccion de la corriente por profundidad.

FRECUENCIAS DE DIRECCION DE CORRIENTES (%)

Prof. (m) | NORTE | NE ESTE SE SUR SO OESTE NO
-3,0 23,4 9,4 13,5 24,2 17,4 3,7 2,6 59
-5,5 17,3 7,7 10,1 254 17,9 5,2 4,7 11,9
-8,0 18,6 8,1 9,1 20,6 14,3 57 7,7 15,8
-10,5 21,3 7,8 8,6 16,9 12,5 6,8 8,5 17,5
-13,0 23,6 8,1 7,3 16,7 12,4 6,7 8,0 17,2
-15,5 22,4 5,7 7,2 18,1 13,6 6,9 7,9 18,4
-18,0 18,6 6,0 6,8 21,8 14,0 6,7 7,9 18,3
-20,5 16,1 59 7,3 25,0 16,2 5,2 6,9 17,5
-23,0 16,1 5,6 7,6 26,1 16,2 59 6,6 16,0
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111 Figura 111. Representacion grafica de velocidad y direccidon de corrientes de Centro A, capa 1 (3
metros de profundidad).

112 Figura 112. Representacion grafica de velocidad y direccion de corrientes de Centro A, capa 2
(5.5 metros de profundidad).
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113 Figura 113. Representacion grafica de velocidad y direccidon de corrientes de Centro A, capa 3 (8
metros de profundidad).

114 Figura 114. Representacion grafica de velocidad y direccion de corrientes de Centro A, capa 6
(15.5 metros de profundidad).
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Centro B

Las diferentes velocidades registradas con ambos equipos van de 0 a 0.9 nudos,
registrandose un maximo de 0.8 a 0.9 nudos, que corresponden a un porcentaje que no
supera el 0.01 % de los registros (2 registros) (Tabla XXVIII). Los datos sobre los 0.4 nudos
correspondieron a las velocidades de corrientes mas altas del periodo en estudio,

registradas por el correntdmetro ubicado a 8 metros de la superficie.

Se observa claramente que, a mayor profundidad, menor es la velocidad de corriente en el
sector. El correntometro instalado a 16 m de la superficie presentd la mayor frecuencia de
ocurrencia en velocidades menores a 0.2 nudos, cuyo valor asciende al 95.06% del total de

registros.

Los graficos polares (Fig. 115 y 116) muestran las veces que existieron registros en una
direccion determinada. En ambos correntometros se observo que la direccion predominante

es NORESTE especialmente en marea llenante (Fig. 117).

Tabla XXVIII. Estadisticas basicas para la magnitud de corriente.

VELOCIDAD DE CORRIENTE ( NUDOS )

Prof. (m) | Maximo Promedio Minimo Desv. Moda Mediana
Est.
-8,0 0,9 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1
-16,0 0,4 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1
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115 Figura 115. Diagrama polar de velocidad (nhudos) y direcciéon (8 m profundidad)

116 Figura 116. Diagrama polar velocidad (nudos) y direccién (16 m profundidad).
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117 Figura 117. Esquema de comportamiento de direccion de corrientes en mareas llenante y
vaciante en el Centro B.

Centro C

Durante la realizaciéon de los muestreos de agua en el Centro C se registré una velocidad
promedio de corriente a 2.5 metros de profundidad de 0.045 Nudos (boya de sefnal GPS,
Data Logger X-Route Modelo: XR-6100). La condicion fue de marea llenante y direccion de
corriente SURESTE.

Correntometria Centro C

Durante la realizacion de los muestreos de agua en el Centro C se registré una velocidad
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promedio de corriente a 2.5 metros de profundidad de 0.045 Nudos (boya de sefal GPS.
Data Logger X-Route Modelo: XR-6100). La condicion fue de marea llenante y direccién de
corriente SURESTE. En general esta zona de estudio se caracteriza por tener una tendencia
direccional definida en el flujo de corriente. Los valores promedios para cada fase
corresponden a 0.18 y 0.20 nudos para las fases llenante y vaciante respectivamente (Tabla
XXIX'y XXX). Con respecto a los valores maximos observados existe una diferencia no muy
amplia entre ambas fases ya que el promedio de los maximos para la fase llenante alcanzé
0.70 nudos y para la fase vaciante 0.86 nudos, presentando un maximo puntual en fase
vaciante de 0.93 nudos. La direccién de corriente predominante es NOROESTE y en
segunda componente SURESTE, para ambas mareas (Tabla XXXI). La representacion

grafica de la direccion de corriente y su intensidad se observan en las figuras 118, 119, 120

y 121 para las profundidades de 3, 6, 9 y 15 metros respectivamente.

Tabla XXIX. Estadisticas basicas para la magnitud de corriente en fase llenante.

VELOCIDAD DE CORRIENTE FASE LLENANTE ( NUDOS ) CENTRO C
Prof. (m) |Media Maximo Minimo Moda Mediana Desvest
-3 0.19 0.8 0 0.12 0.17 0.12
-6 0.19 0.7 0 0.12 0.16 0.12
-9 0.18 0.62 0 0.12 0.16 0.12
-12 0.17 0.72 0 0.16 0.16 0.11
-15 0.17 0.7 0 0.08 0.14 0.11
-18 0.15 0.68 0 0.1 0.14 0.1
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VELOCIDAD DE CORRIENTE FASE VACIANTE ( NUDOS ) CENTRO C
Prof. (m) Promedio | Maximo Minimo Moda Mediana Desvest
-3 0.22 0.93 0 0.08 0.17 0.15
-6 0.22 0.91 0 0.14 0.17 0.14
-9 0.2 0.89 0 0.08 0.17 0.13
-12 0.19 0.84 0 0.08 0.17 0.12
-15 0.18 0.8 0 0.1 0.16 0.12
-18 0.17 0.82 0 0.1 0.14 0.1
Tabla XXXI. Frecuencias en % de la direccion de la corriente por profundidad.
FRECUENCIAS DE DIRECCION DE CORRIENTES (%) CENTRO C
F;:T‘]’)f * | NORTE | NE | ESTE | SE SUR | so |OESTE| NoO
-3 12 6 7 13 10 5 11 38
-6 11 4 7 13 11 6 11 39
-9 11 4 6 15 11 6 10 37
-12 12 3 6 18 10 5 8 38
-15 12 4 8 20 10 5 9 34
-18 13 6 9 20 11 4 8 29
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118 Figura 118. Representacion grafica de velocidad y direccidon de corrientes de Centro C, capa 1 (3
metros de profundidad).

119 Figura 119. Representacion grafica de velocidad y direccion de corrientes de Centro C, capa 2 (6
metros de profundidad).
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120 Figura 120. Representacion grafica de velocidad y direccidon de corrientes de Centro C, capa 3 (9
metros de profundidad).

121 Figura 121. Representacion grafica de velocidad y direcciéon de corrientes de Centro C, capa 4 (15
metros de profundidad).
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9.4.2 Temperatura y oxigeno disuelto durante el muestreo.

La temperatura a los 5 m de profundidad para el dia del muestreo en los 3 centros fue
estable y se encontré en el rango de los 11 a 12.5 °C (Fig. 122 y 123). El oxigeno disuelto
fue algo mas variable, observandose condiciones mas estables en el Centro A, donde los
valores se ubicaron entre los 5.8 a 7.2 mgO2 L™'. En el Centro B se observaron variaciones
mayores con maximos de 8.4 y minimos de 5.2 mgO; L-'. En el Centro C el oxigeno disuelto

el dia del muestreo fluctud entre los 5.2 y los 10.2 mgO- L' (Fig. 122 y 123).

238



'LIBERTAS CAPITUR

Universidad Austral de Chile

Instituto de Acuicultura

122 Figura 122. Temperatura (°C) y Oxigeno disuelto (mg*L-1) a 5m de profundidad en los centros de
cultivo B y C para el dia del muestreo Azametifos.

239



'LIBERTAS CAPITUR

Universidad Austral de Chile

Instituto de Acuicultura

123 Figura 123. Temperatura (°C) y Oxigeno disuelto (mg*L-1) a 5m de profundidad en los centros de
cultivo A y B para el dia del muestreo Perdxido.
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9.4.3 Estimaciéon de concentraciones dentro y fuera de la jaula durante y posterior a un
bafio con lona cerrada de azametifos.

Centro B - Azametifos

Durante la ejecucion de un bafo con azametifos en el “Centro B”, se observd una
concentracion relativamente alta (25.9 ppm) en las botellas que recolectaron el agua previo
a la aplicacion del bafio (T 0 IN). A partir de los 10 minutos (T 1 IN) de la aplicacion del
compuesto, la concentracion se mantiene homogénea por sobre los 130 ppb (Fig. 124). Esta
concentracion no disminuyé manteniéndose con un nivel de concentracion similar hasta los
40 minutos de aplicacion (T2 IN). Si bien la concentracion esperada es de 100 ppb, el éxito
de un bafio depende de muchos factores operacionales y climaticos, por lo que lograr
exactitud con los volumenes de bano no es habitual. Una vez que el baio de 40 minutos
finalizo, la lona fue retirada y comenzé el monitoreo de la concentracion de la pluma de
dispersién. Para este centro se evaluaron 5 estaciones de muestreo; 7.5, 16, 21, 33 y 1000
metros desde la jaula bafiada, con tiempos acumulados de 3, 7, 12, 22 y 60 minutos. Los
valores de concentracion encontrados fueron de 0.7, 0, 1.5 y O ppm en cada estacion
respectiva, todos bajo el limite de cuantificaciéon del método de 2.1 ppb. Por otra parte, se
evalud la concentracion dentro de la jaula, pero 10 minutos después de liberada la lona,

encontrando una concentracion de 7.2 ppm (T3 IN).
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124 Figura 124. Centro B. Concentracion azametifos en la columna de agua durante y posterior a un
bafio con lona cerrada. Se muestran valores promedios +ds

Centro C- Azametifos

Durante la ejecucion de un bafio con azametifos en el “Centro C”, se observo una
concentracion relativamente baja en relacion a lo esperado (100 ppb). Las concentraciones
promedio dentro de la jaula se mantuvieron por debajo de 26 ppb, presentando bastante
variabilidad con valores maximos de 50 ppb. Las botellas que recolectaron el agua previo a
la aplicacién del bafio (T 0 IN) registraron valores de 0 ppb. A partir de los 10 minutos (T 1
IN) de la aplicacién del compuesto, la concentraciéon se mantuvo en promedio a 25.4 ppb
(Fig. 125). Esta concentracion disminuy6 al término del bafio, que en esta ocasion fue de

35 minutos, momento en que se liberd la lona y se registré un nivel de concentracion de 22
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ppb. Luego de 10 minutos desde la finalizacion del bafio (T3 IN) los valores llegaron a 2.8
ppb dentro de la jaula. Si bien la concentracion esperada es de 100 ppb, el éxito de un bafio
depende de muchos factores operacionales y climaticos, por lo que lograr exactitud con los
volumenes de bafio no es habitual. Una vez que el bano de 35 minutos finalizd, la lona fue
retirada y comenzd el monitoreo de la concentracion de la pluma de dispersion. Para este
centro se evaluaron 6 estaciones de muestreo: 4, 14, 32, 63, 100 y 1000 metros desde la
jaula bafada. Esto fue equivalente a tiempos acumulados de 5, 10, 20, 40, 60 y 68 minutos,
respectivamente. Las muestras de 1000 metros corresponden a aguas control fuera de la
influencia de la pluma de dispersidon de compuesto. Los valores de concentracion
encontrados fueron de 36.2 ppb a los 4 metros (5 min) fuera de la jaula 'y O ppb en los demas

puntos de muestreo (Fig. 125).
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125 Figura 125. Centro C. Concentracion azametifos en la columna de agua durante y posterior a un
baio con lona cerrada. Se muestran valores promedios + desviacidon estandar.
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9.5 Determinar la concentracion que alcanza el peroxido de hidrogeno en condiciones de
campo y compararla con los resultados obtenidos bajo condiciones controladas

9.5.1 Estimaciéon de concentraciones dentro y fuera de la jaula durante y posterior a un
bafo con lona cerrada de perdxido de hidrogeno.

Una vez tomadas las muestras fueron llevadas en oscuridad y frias a la UACh para la
medicion de concentracion mediante un espectrofotometro, a longitud de onda 240 nm. Los
datos fueron ajustados de acuerdo a las curvas de calibracién y de pérdida de concentraciéon
en el tiempo, utilizando 3 botellas de vidrio de 500 ml por concentracién y cada una seguida

en el tiempo, como se muestra en la figura 126.

Centro A Peroéxido de hidrégeno

Durante la ejecucidon de un bano con peréxido de hidrogeno en el “Centro A”, se observo
una concentracién relativamente alta (104 ppm) en las botellas que recolectaron el agua
previo a la aplicacion del bafio. A partir de los 5 minutos de la aplicacion del compuesto, la
concentracion se mantuvo homogénea por sobre los 540 ppm (Fig. 127). Esta concentracion
no disminuyé manteniéndose con un nivel de concentracion similar hasta los 20 minutos de
aplicacion. Si bien la concentracion esperada era de 750 ppm, el éxito de un bafio depende
de muchos factores operacionales y climaticos, por lo que lograr exactitud con los
volumenes de bano no es habitual. Una vez que el bafo de 20 minutos finalizd, la lona fue

retirada y comenzo el monitoreo de la concentracidn de la pluma de dispersion.
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126 Figura 126 Disminucién de la concentracion del compuesto peroxido de hidrégeno en el tiempo,
realizado con agua del mismo centro muestreado

Para este centro se evaluaron 4 estaciones de muestreo; 2, 7, 20 y 45 metros desde la jaula
bafiada, con tiempo acumulados de 4, 8, 18 y 30 minutos. Los valores de concentracion
encontrados fueron de 11.9, 5.2, -1.2 y -0.3 ppm en cada estacion respectiva, todos bajos

los limites de cuantificacion del método (25ppm). Por otra parte, se evalué la concentracion
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dentro de la jaula 10 minutos después de liberada la lona, encontrando una concentracion

de 6.9 ppm, también bajo el limite de cuantificacién del método.

127 Figura 127. Centro A. Concentracion de peréxido de hidrégeno durante y posterior a un bano con
lona cerrada. Se muestran valores promedios +SD.

Centro B Peréxido de hidrégeno

Durante la ejecucion de un bafio con perdxido de hidrogeno en el “Centro B”, se observo
una concentracion relativamente alta (323 ppm) en las botellas que recolectaron el agua
previo a la aplicacion del bafo (T 0). A partir de los 10 minutos de la aplicacion del
compuesto y hasta los 20 minutos, la concentracion se mantuvo homogénea por sobre los
2019 ppm (Fig. 128). Si bien la concentracion esperada era de 750 ppm, el plegamiento de
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la lona por corriente alta redujo el volumen aumentando la concentracion del compuesto.
Una vez que el bafio de 20 minutos finaliz6, la lona fue retirada y comenzo el monitoreo de
la concentracion de la pluma de dispersion. Para este centro se evaluaron 6 estaciones de
muestreo; 3.5, 15, 35, 57, 97 y 1000 metros desde la jaula bahada, con tiempo acumulados
de 3, 7, 14, 21, 26 y 60 minutos. Los valores de concentracién encontrados fueron de 4,
13.1, 1.2, -0.2, 1.2 y 0 ppm en cada estacion respectiva, todos valores bajo el limite de
cuantificacién del método. Por otra parte, se evalué la concentracion dentro de la jaula, 10

minutos después de liberada la lona, encontrando un nivel de 36.4 ppm (T 3).

128 Figura 128. Centro B. Concentracion de peréxido de hidrégeno durante y posterior a un bafio con
lona cerrada. Se muestran valores promedios + ds.
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10 DISCUSION

10.1 Revision bibliografica.

La revisidn bibliografica pone en evidencia que el quimioterapéutico azametifos utilizado
como bano en especies diferentes que los ectoparasitos caligidos, puede desencadenar
diferentes efectos como, por ejemplo: un efecto directo letal o subletales como afectar el
comportamiento, afectar la reproduccion, modular la actividad de la acetilcolinesterasa,
cambiar la asignacion de energia corporal, afectar la viabilidad de hemocitos y la funcién
inmune. La respuesta de las especies frente a este quimioterapéutico dependera de la
propia especie evaluada, con sus factores intrinsecos y extrinsecos de regulacion
poblacional, dependera ademas de las concentraciones del compuesto y el tiempo de
exposicion, asi como de la repetitividad de la exposicion. A medida que aumente la
concentracion del quimioterapéutico o el tiempo de exposicion, aumentaran las
probabilidades de afectar a una especie. Debido a la metodologia actual de bafios con lona
cerrada en los centros productivos de salmones, es muy probable que algunas especies no
objetivo coincidan con el momento del tratamiento antiparasitario o que estos organismos
se encuentren con la masa de agua que deriva una vez que la lona es retirada.

Los efectos del peroxido de hidrogeno son especie especificos, por lo que estos deben ser
cuidadosamente evaluados para la o las especies de interés, y usando una estimacion real
del tiempo de exposicion. La concentracion recomendada de perdxido de hidrégeno para el
control del Caligus, esta por sobre los valores LC50 reportados para crustaceos, y por sobre
las concentraciones necesarias para causar dafios a nivel fisioldgico, morfoldgicos y causar
respuestas a nivel molecular. Ademas, es importante considerar el tiempo de exposicion, ya
que aun en bajas concentraciones producto de la dilucion una vez liberado el peroxido de
hidrogeno al ambiente marino, puede ser letal bajo una exposicion prolongada. Estudios
muestran que la exposicion a bajas concentraciones de peréxido de hidrégeno tiene efectos
sobre la progenie de algunas especies, potencialmente no solo afectando poblaciones

futuras de esta especie, sino que también causando efectos en la trama trofica.
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Dada la alta toxicidad reportada para organismos acuaticos, incluyendo peces, y las
recomendaciones explicitas de extrema precaucion en su uso cercano a ambientes
acuaticos, es sorprendente que deltametrina sea usado por la industria salmonera para el
control de la caligidosis. Mas aun luego de la falta de informacién evidenciada por el
presente trabajo, concluyendo que los efectos de la exposicion a deltametrina en
invertebrados marinos, especialmente bivalvos y crustaceos, no son claros ni han sido

extensivamente evaluados.

La concentracion recomendada, de 2.0 ug L' (SEPA, 2005), la que se aplica por barios de
40 minutos es muy superior a la mayoria de las LCso encontradas en la literatura, por lo que
efectos negativos en poblaciones no objetivo son muy probables. Dado que la deltametrina
afecta la habilidad locomotora del organismo expuesto, esto lo imposibilita de desplazarse
correctamente, escapar de depredadores, alimentarse y por ende compromete su
sobrevivencia en forma directa. A bajas dosis, también incrementa el estrés oxidativo, por
lo que efectos negativos a largo plazo también son probables. Dada la elevada toxicidad de
la deltametrina y su intensivo uso por la industria salmonera, es fundamental realizar una
evaluacion mas acabada de sus potenciales efectos sobre poblaciones naturales no

objetivo.

Los efectos de la cipermetrina claramente dependen de la especie y estadio de desarrollo,
y de la concentracion, asi como del periodo de exposicion al piretroide. Las concentraciones
utilizadas de cipermetrina para el control de la caligidosis son 5000 ng L' (Excis) y 15000
ng L' (Betamax), las cuales exceden en la mayoria de los casos las concentracion letales
para las especies de invertebrados no objetivos estudiados, y en general concentraciones
significativamente menores causan dafos fisiologicos teniendo como consecuencia
peroxidacion de lipidos y carbonilacién de proteinas, dafios morfolégicos principalmente en
el hepatopancreas y branquias y probablemente una depresion en el sistema inmune. Sin

embargo, es importante considerar que, si bien la cipermetrina es altamente toxica, tiene
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rapida dilucion en el agua y la mayoria de los estudios consideran exposiciones mas
prolongadas (24 o mas horas) que las recomendadas por el fabricante (1 h para Excis® y
30 minutos para Betamax®). Tomando en cuenta estas consideraciones es posible indicar
basado en la informacién disponible que los anfipodos E. finmarchicus, P. flexuous, asi
como los adultos y el primer estadio larval de la langosta americana H. americanus serian
afectadas por concentraciones 1 orden de magnitud menor que las utilizadas para el control
de la caligidosis bajo periodos de exposicién al farmaco similares o0 menores a los

recomendados por el fabricante.

10.2 Efectos de cipermetrina, deltametrina, azametifos y peroxido de hidrégeno en la etapa
adulta y larval en jaiba marmola (Cancer edwardsii)

10.2.1 Efectos en la etapa adulta de jaiba marmola (Cancer edwardsii)

Aspectos reproductivos y mortalidad

Los porcentajes de viabilidad espermatica, asi como el efecto en el tejido ovarico de jaiba,
no mostraron mayores diferencias entre los tratamientos, incluidos el control, para los
compuestos cipermetrina, deltametrina, azametifos y peroxido de hidrégeno durante
exposiciones agudas. Luego de exposiciones cronicas a estos mismos compuestos
tampoco se observé un dafo evidente en tejido ovarico de jaiba, independiente del estadio
de desarrollo de la goénada. Aunque hay pocos antecedentes sobre el efecto de los
compuestos utilizados contra la caligidosis en la reproduccion de decapodos, reiteradas
exposiciones quincenales a azametifos pueden tener un efecto negativo en la supervivencia
y el desove de la langosta americana Homarus americanus (Burridge et al., 2008), sin
embrago, no se reporta dafio en génada.

Con respecto a la mortalidad de los adultos expuestos a estos compuestos se puede
concluir que, a excepcion de Azametifos, todos los compuestos analizados matan o dafan

severamente al 50% de los individuos a concentraciones inferiores a las concentraciones
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recomendadas por el fabricante CRF; Cipermetrina casi un orden de magnitud menor a
CRF, Deltametrina casi 2.5 veces menor a la CRF; perdxido, si bien no se registrd
mortalidad, los animales fueron severamente afectados (flotaron) a concentraciones por
debajo de la CRF. En la repeticion del experimento con azametifos se trabajé con 24 h de
exposicion al compuesto y se evaluaron concentraciones mucho mas altas que las
originalmente planificadas con el fin de intentar obtener una mortalidad que permitiese
determinar CLso para este compuesto. Si bien se obtuvo esta condicion, el analisis
estadistico ajustando una curva dosis-respuesta (o en el presente caso, concentracion-
respuesta) no convergidé y no se pudo estimar el valor y su error estadistico por este método.
Si se hace una estimacion manual utilizando el grafico, la concentracion que mata al 50%
de las jaibas estaria entre los 1000 y 2500 ppb, muy por encima de las concentraciones
utilizadas por la industria y cuantificada durante bafios en uno de los objetivos del presente
trabajo. Al comparar con la literatura se puede observar que la jaiba es mas resistente a
Azametifos que otros decapodos adultos como Crangon septemspinosa, que presentd LCso
de 19.2 ppb con 24 h de exposicion (Ernst et al., 2014) o hembras adultas de H. americanus
sometidas por 48 horas a un gradiente de concentraciones, donde se observo que la LCsp
fue de 0.6 ppb en época estival y de 3.2 ppb en los meses frios (Burridge et al., 2005).
Para el Peroxido de Hidrogeno la informacion sobre LCso encontrada en la literatura es
escasa Yy los valores reportados se ubicarian por encima de 3750 mg L' en adultos de
langosta americana (H. americanus) o 3182 mg L' en adultos de Crangon septemspinosa
para una exposicion de 1 hora (Burridge et al., 2014). El tiempo de exposicion tiene un
importante efecto sobre los animales por lo que las comparaciones con los valores obtenidos
en el presente estudio deben hacerse con cautela. Independientemente de esto, los valores
cercanos a 1500 mg L' encontrados en el presente trabajo para exposiciones por 24 h
evidencian una sensibilidad mayor de adultos de jaiba marmola al peréxido de hidrogeno
que las especies mencionadas anteriormente.

Las CLso encontradas en el presente trabajo para Deltametrina de 0.8 y 3.25 ppb

dependiendo de la biomasa expuesta a la concentracion, indican que C. edwardsii seria
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mas resistente que adultos de otros decapodos como la langosta quelada o bogavante
americano Homarus americanus (Burridge et al.,, 2014) o el camardén Crangon
septemspinosa (Fairchild et al., 2010). Al efectuar la comparacion con los resultados de
cipermetrina, podemos decir que para jaiba los valores de ClLsp 1.8 y 14.64 ppb,
dependiendo de la biomasa expuesta a la concentracién, son comparables a los obtenidos
para tiempos similares de exposicién en adultos de otros decapodos como Macrobrachium
lar (1.3 ppb, Bajet et al., 2012) y 1.8 ppb en H. americanus (Burridge et al., 2000a). Aunque
queda de manifiesto en el presente trabajo la diferencia entre los valores obtenidos
dependiendo de la biomasa expuesta, en ambas situaciones experimentales los valores de
CLso son inferiores a la Concentracion Recomendada por el Fabricante CRF y utilizada por

la industria para el tratamiento contra Caligus.

Efectos sobre ECso

En la literatura se han reportado algunos efectos sobre la conducta de varios crustaceos
ante exposiciones de los compuestos utilizados en el presente trabajo. Abgrall et al. (2000)
observaron que en H. americanus, exposiciones de 10 minutos a azametifos, reduce la
capacidad locomotora a medida que aumenta la concentracion del compuesto. Esto causé
un retardo en la busqueda de refugio cuando los animales fueron sometidos a 100 ppb,
comparado con los controles. Este retraso fue aun mas evidente en concentraciones de 500
y 1000 ppb. Copépodos marinos son inmovilizados al exponerlos a cipermetrina, siendo la
alimentacion de particulas inhibida y la ECso (determinada a través de la inhibicién de la
alimentacion) determinado en concentraciones de cipermetrina entre 0.098-0.36 ppb,
basado en una exposicion de 1 h y recuperacién de 5 h. (Van Geest et al., 2014). La
inhibicion de la alimentacion también ha sido observada por Barata et al. (2002a) en A. tonsa
indicando que ECsp fue de 0.065 (0.041-0.089 ppb) y para adultos de Tisbe battaglai de
0.098-0.32 ppb. Las concentraciones utilizadas si bien no conducen a la muerte
directamente, la inmovilizacion aumenta las probabilidades de mortalidad al aumentar los

riesgos de depredacién, asi como disminuir la probabilidad de permanecer en la columna
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de agua en el caso de los Copépodos. En el camardn P. serratus se demostré que la
velocidad de nado disminuye significativamente en concentraciones iguales o superiores a
0.6 ng L1 (0.0006 ug L") de deltametrina (Oliveira et al., 2012). Los autores enfatizan la
importancia de este efecto, ya que la capacidad de desplazarse determina su capacidad
para escapar de depredadores, encontrar alimento y una pareja para reproducirse. Adultos,
nauplii y copepoditos de distintas especies de copépodos mostraron cambios en su
comportamiento alimenticio luego de ser expuestos a 5 ppm peroxido de hidrégeno,
inhibiendo por completo su alimentacién; concentraciones de 10 mg L' o ppm de perdxido
de hidrogeno causaron la total paralisis luego de 15 minutos de exposicion (Van Geest et
al., 2014). En D. magna, similares concentraciones de 5 mg L' peréxido de hidrégeno han
sido reportadas de causar una disminucion en la velocidad de nado y en la frecuencia
cardiaca (Bownik and Stepniewska, 2015).

En jaiba marmola no se pudo observar una tendencia en la conducta de reincorporacion
proporcional a la concentracion de los diversos compuestos utilizados, o si alguno de ellos
provocaba una respuesta mas clara que otro, pero si es evidente que hay una disminucion
del porcentaje de jaibas reincorporadas en los animales expuestos comparados con los
controles sin adicion de compuestos.

Si bien se ha evaluado tradicionalmente el efecto de la letalidad de los compuestos (ver
Revision Bibliografica), el efecto de ellos sobre su conducta (provocar que las jaibas floten
por acumulacién de burbujas en la zona branquial luego de exponerlas a perdxido de
hidrogeno; afectar la transmision del impulso nervioso y por lo tanto su actividad muscular)
puede tener consecuencias en la capacidad de obtener y manipular su alimento asi como
disminuir su capacidad de huir de depredadores vy, por lo tanto, afectar su viabilidad en la
naturaleza.

Desde el punto de vista de la aproximacion fisiologica utilizada en el presente trabajo
podemos decir que se encontraron respuestas comparables en otros decapodos a los

compuestos utilizados. Del mismo modo, los valores encontrados para CAT y ACHE en jaiba
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marmola estan en el rango reportado para una variedad de organismos acuaticos, Io mismo
que los valores de consumo de oxigeno.

Estudios indican que la cipermetrina puede producir especies reactivas de oxigeno (ROS)
y por esto inducir el estrés oxidativo. ROS como el perdxido de hidrégeno (H202), superdxido
(02) y radicales de hidroxilos (OH) son capaces de reaccionar con macromoléculas
biolégicas y conducir a la carbonilacién de proteinas, peroxidacién de lipidos y dafio del
DNA (Bagchi et al., 1995). En el hepatopancreas del camarén de agua dulce Procambarus
clarkii, la exposicion a la cipermetrina en concentraciones entre 0.005 a 0.04 ug L' (ppb) a
partir de las 24 h de exposicion, produce un incremento en las especies reactivas de oxigeno
y presenta los mas altos niveles de ROS a las 48 h de exposicion a 0.04 ug L. Este aumento
en la actividad de las enzimas antioxidantes no es sostenido y decrece después de 72 h de
exposicion a la cipermetrina (Wei and Yang, 2015a), teniendo como consecuencia altos
niveles de carbonilacion de proteinas y peroxidacion de lipidos en el hepatopancreas de P.
clarkii con el aumento de la concentracién de cipermetrina. Considerando los antecedentes
que demuestran la generacion de ROS como consecuencia de una exposicion a
cipermetrina y que en jaiba marmola no se observé una modificacion de la actividad de la
enzima antioxidante CAT a las diferentes concentraciones y tiempos en musculo producto
de exposicién aguda, podria indicar potencial dafo en jaiba. Esto seria especialmente
importante en hepatopancreas donde disminuyé la actividad de CAT a mayores
concentraciones de cipermetrina y donde la exposicion cronica no mostro cambios en la
actividad de la enzima. Evaluaciones del dafio por estrés oxidativo deberian ser realizadas
para comprobar esta situacion.

Al igual que con cipermetrina, para el otro piretroide analizado se ha reportado peroxidacion
de lipidos producto de la exposicion a deltametrina de crustaceos decapodos (Dorts et al.,
2009, Oliveira et al., 2012). Como consecuencia de la exposicion a deltametrina, la actividad
de enzimas antioxidantes muestra diferentes patrones: un incremento en glutation
transferasa (entre 19 a 39 ng L' deltametrina) y catalasa (a 19 ng L' deltametrina) en P.

serratus (Oliveira et al., 2012), una inhibicion de catalasa y glutation peroxidasa en P.
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monodon (Tu et al., 2012) y actividad similar en adultos de P. monodon (Dorts et al., 2009).
En el presente trabajo, C. edwardsii presenté una disminucion de la actividad de CAT en
musculo y hepatopancreas al ser expuestos a mayores concentraciones de deltametrina por
24 h coincidiendo con lo reportado para P. monodon por Tu et al. (2012). Dado que se ha
reportado que deltametrina provoca un incremento en la generacion de ROS vy, que en el
presente trabajo se observd un incremento en la tasa metabdlica a mayores
concentraciones de deltametrina, la disminucion de la actividad de CAT provocaria mayor
vulnerabilidad al estrés oxidativo en jaiba.

Esta situacion es especialmente preocupante en las exposiciones cronicas donde un
incremento lineal en la tasa respiratoria a mayores concentraciones de deltametrina
generaria mayor liberacion de ROS. Esto, debido a que, en condiciones no estresantes,
entre un 1y un 4% del oxigeno consumido por un animal es destinado a la generacion de
ROS (Hochachka and Somero, 2002). Si aumenta el consumo de oxigeno, provocado por
deltametrina, por ejemplo, deberia traducirse en un incremento en la producciéon de ROS.
Este incremento en la generacion de ROS debe ser controlado por mecanismos
antioxidantes. Sin embargo, en C. edwardsii al mismo tiempo que incrementa el consumo
de oxigeno a mayores concentraciones de deltametrina durante la exposicidn cronica,
disminuye la actividad de la enzima antioxidante CAT en musculo (y permanece constante
en hepatopancreas). Esta interaccion sugiere que se incrementaria el riesgo potencial de
generar dano celular por estrés oxidativo, aunque se requieren estudios especificos
debiesen comprobar esta situacion.

En D. magna se ha descrito dafio por estrés oxidativo a concentraciones de 5ppm de
peréxido de hidrogeno (Bownik and Stepniewska, 2015). Un incremento en el dafio al ADN
branquial fue también observado en adultos de Sinopotamon henanense luego de 24 h de
exposicion a 170 mg L' perdéxido de hidrogeno (Wang et al., 2014) y en D. magna luego de
exposicion a concentraciones tan bajas como 0.17 mg L' (Pelegri et al., 2014). En general,
un incremento en la actividad y expresién de enzimas antioxidantes han sido reportadas

como respuesta del animal para protegerse del incremento del estrés oxidativo causado por
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la exposicidn al peroxido de hidrogeno. En el presente trabajo, sin embargo, no se observo
una modificacion de la actividad de CAT de musculo y hepatopancreas producto de
exposicion aguda a diferentes concentraciones de peroxido de hidrogeno. Al igual que para
los piretroides, esto estaria sugiriendo estrés oxidativo (no cuantificado en este trabajo).
Esta situacion se podria ver intensificada como consecuencia de los tratamientos crénicos,
donde hubo una disminucion de CAT en musculo y hepatopancreas en concentraciones de
500 y 1000 ppm. Estos resultados indican que el peréxido de hidrogeno produce un efecto
subletal significativo en musculo y hepatopancreas de jaiba cuando esta fue sometida
diariamente por 6 horas a concentraciones de perodxido inferiores a las concentraciones
recomendadas por el fabricante y utilizadas para el tratamiento contra Caligus

El efecto de azametifos en exposiciones agudas sobre C. edwardsii modul6 su tasa
metabdlica, la actividad de las enzimas CAT y ACHE en musculo. En general, los efectos
mas notorios se encontraron a concentraciones por sobre la CRF. La exposicion crénica a
este compuesto tuvo efectos mas marcados. En H. americanus el efecto de la exposicion
cronica a bajas concentraciones (61 ng L) de azametifos de forma continua durante 10
dias fue evaluada y se determiné que, el dafno oxidativo medido como carbonilacion de
proteinas en branquias y suero, aumentd (Coulliard and Burridge, 2015). Una situacion
similar seria esperable en C. edwardsii donde se produjo un incremento lineal del consumo
de oxigeno a mayor concentracién de azametifos, asociado con una constancia en la
actividad de CAT en musculo y hepatopancreas.

La acetilcolinesterasa ACHE es una enzima que degrada el neurotransmisor acetilcolina
luego de la liberacion de éste al espacio interneuronal en la sinapsis. Una inhibicion de
ACHE afecta la transmision del impulso nervioso entre neuronas

En H. americanus la exposicidn cronica a bajas concentraciones (61 ppb) provoca un efecto
de neurotoxicidad, encontrando niveles de colinesterasa disminuidos en el musculo
(Coulliard and Burridge, 2015). Una situacion similar se observo para jaiba marmola en el
presente estudio, pero el efecto se percibe especialmente a concentraciones por sobre la
CRF de 100 ppb.
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En términos generales, al incluir en el analisis los efectos sobre la fisiologia de adultos de
jaiba expuestos en forma aguda y cronica a los compuestos (incremento en la tasa
respiratoria, alteracion de la actividad de enzimas antioxidantes y vinculadas a la
transmisién del impulso nervioso), se puede afirmar que el impacto de los compuestos es
mayor que la que se puede evidenciar analizando la mortalidad exclusivamente. La
mortalidad representa la variable mas extrema, utilizada entre otras razones, por la facilidad
para ser cuantificada, pero la incorporacion de otras variables que permitan medir
“afectacion” a un determinado nivel (conductual, fisiolégico, ecoldgico, etc.) permite una
mejor comprension del efecto del factor (en este caso un compuesto quimico) sobre el
organismo y el potencial impacto en su desempefio y rol en el ecosistema. Estos efectos
subletales pueden tener implicancias a corto o largo plazo en el desempeino del animal.
Para jaiba marmola, por ejemplo, un incremento provocado por alguno de los compuestos
estudiados sobre la tasa respiratoria implica una serie de limitaciones para el animal que se
relacionan con su gasto energético aumentado, la necesidad de compensar ese incremento
en los costos energéticos con mecanismos de ahorro energético (suspender sintesis de
proteinas por ejemplo) y/o incremento en la incorporacion de energia via aumento en la
ingesta, un aumento en la vulnerabilidad a factores abidticos como hipoxia (dado que
requiere mas oxigeno por minuto, no puede incursionar en ambientes con menor
disponibilidad de oxigeno), etc. Una “afectacion” en la actividad de ACHE altera la
transmision del impulso nervioso. En el presente trabajo se observaron espasmos y perdida
de la posicion vertical durante las exposiciones a los compuestos. Desde el punto de vista
del desempefio individual, la pérdida del control por parte del sistema nervioso impactara
severamente la capacidad de desplazarse, buscar refugio, huir de depredadores,
alimentarse, o en estadios larvales mantenerse nadando en la columna de agua y capturar
su alimento, etc.

Del mismo modo, para jaiba marmola, el presente trabajo presenta indicios que permiten

hipotetizar sobre la generacion de estrés oxidativo, cuyo impacto no necesariamente es
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instantaneo. Las especies reactivas de oxigeno ROS pueden provocar daino en lipidos
(peroxidacion de lipidos), proteinas (carbonilacion de proteinas), ADN (provocando
mutaciones y/o ruptura del esqueleto de azucares y grupos fosfato) (Hermes-lima et al.,
2001). Estos dafos pueden provocar un envejecimiento precoz, disminucion de respuesta
inmune o inclusive afectar el potencial reproductivo (Monaghan et al., 2009). Especies de
aguas frias tienden a incorporar mayor cantidad de acidos grasos poliinsaturados PUFA con
el fin de mantener el desempefio de las membranas a baja temperatura. Sin embargo, los
PUFA son especialmente sensibles a la peroxidacion por las ROS. De esta forma, estos
animales serian mas vulnerables al estrés oxidativo que especies que habitan menores
latitudes. Para combatir el estrés oxidativo hay varios mecanismos (Hermes-lima et al.,
2001) pero todos ellos requieren energia para ponerlos en funcionamiento (Monaghan et
al., 2009). De esta forma, los compuestos aqui evaluados no solo podrian provocar dafio
celular por estrés oxidativo, sino que para evitar o reparar ese dafio, los animales deben
destinar energia que podria haber sido utilizada en otros procesos fisiolodgicos y/o en
crecimiento y/o en reproduccion (Monaghan et al., 2009). De esta forma, un animal
“afectado” por un compuesto, aunque sobreviva, puede tener comprometido severamente

su desempeiio individual y su rol ecologico.

10.2.2 Efectos de cipermetrina, deltametrina, azametifos y perdxido de hidrogeno en larvas
de jaiba marmola (Cancer edwardsii) y centolla (Lithodes santolla)

Todos los farmacos utilizados contra el Caligus, cipermetrina, deltametrina, azametifos y
peroxido de hidrogeno, por la industria salmonera a las concentraciones y tiempo de
exposicion recomendadas por el fabricante tienen efectos letales en el primer estadio larval
de C. edwardsii. La exposicion cronica de las Zoea | de C. edwardsii por 7 dias a azametifos
en las concentraciones entre 0.00625 a 0.5 ppb no tiene efectos sub letales en el tiempo de

desarrollo de las larvas, pero si incrementa la mortalidad aproximadamente en un 20%. Por
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su parte las exposiciones cronicas a peroxido de hidrégeno a concentraciones entre 187.5
a 1500 ppm provocan altas mortalidades en todas las concentraciones, pero ningun efecto
en el tiempo de desarrollo de las pocas larvas sobrevivientes. Sibien las Zoea | de L. santolla
fueron mas resistentes a la cipermetrina que las de C. edwardsii, las primeras a las 96 horas
post-aplicacion también presentaban un 100% de larvas muertas a la concentracion
recomendada por el fabricante, similar efecto fue observado en las megalopas de L. santolla.
La concentracion de deltametrina (3ppb) utilizada para los bafos contra Caligus también
provoca el 100% de Zoea | y megalopas muertas y/o moribundas de L. santolla. En las Zoea
| de L. santolla no se observaron efectos del azametifos a concentraciones similares a las
utilizadas contra la caligidosis en el tiempo de desarrollo y/o mortalidad. Los resultados
obtenidos de las megalopas a la exposicion de azametifos no permiten realizar
conclusiones, debido que la calidad de las larvas no fue el adecuado, presentando alta
mortalidad en todos los tratamientos y control. La concentracion de peréxido de hidrogeno
recomendada por el fabricante no produce efectos en la sobrevivencia ni en el tiempo de
desarrollo de las larvas de L. santolla (Zoea | y Megalopa)

En el caso de la cipermetrina el 100% de las larvas de C. edwardsii murieron antes de las
24 horas post-exposicion en la concentracion 10 menor que la recomendada por el
fabricante y a las 48 horas post-exposicion el 100% de las larvas habian muerto en la
concentracion 100 veces menor que la recomendada por el fabricante. Presentandose este
farmaco como uno de los mas letales y de rapido efecto en el caso de las larvas de C.
edwardsii. Para este farmaco no fue posible calcular la concentracion letal so, debido a las
altas mortalidades producidas por todas las concentraciones utilizadas lo que conllevo a que
al ajustar la curva para calcular concentracion letalso, no convergiera. Las Zoea | de L.
santolla fueron mas resistentes a la cipermetrina que las de C. edwardsii, y la concentracién
letal 50 a las 24 horas fue levemente menor a la utilizada contra el control del Caligus, sin
embargo, la concentracién letal 50 a las 96 horas post-aplicacion es aproximadamente 3
veces menor que la concentracion recomendados y encontrandose 100% de las larvas

muertas y/o moribundas a 15 ppb de cipermetrina. Ademas, en el caso de las Zoea | de L.
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santolla se detectaron efectos subletales en el tiempo de desarrollo en la concentracién
recomendada por el fabricante. Las megalopas de L. santolla fueron mas sensibles a la
cipermetrina que las Zoeas |

Antecedentes sobre efecto de la cipermetrina en estadios larvales de crustaceos se
restringen a los realizados en Homarus americanus por Burridge et al. (2000 a, b), donde la
concentracion letalso para los estadios larvales I-1l-lll y IV, después de una exposicion de 48
horas, fue de 0.18, 0.12, 0.06 y 0.12 ppb, respectivamente. Otras estimaciones de
concentracion letalso para larvas de H. americanus (estadio Il) bajo distintas condiciones de
exposicion, 5 minutos de exposicién + 12 horas de recuperacion o 12 horas de exposicion
+ 12 de recuperacion, realizadas por Pahl and Ortiz (1999) son 0. 66 ppb y 0.058 ppb. En
general, en los estudios antes mencionados las exposiciones son mas extensas a las
realizadas en el presente estudio lo que estaria indicando que las larvas de C. edwardsii
son altamente sensibles a la cipermetrina, asi el 78% de las larvas expuestas por 30 minutos
a 0.15 ppb mueren a las 24 horas post-exposicidon, esta misma concentracion, pero con 48
horas de exposicion, afectaria (mataria) al 50% de las larvas de H. americanus. Los
resultados en Zoea | de Lithodes santolla indican que estas larvas serian menos sensibles
que las de C. edwardsii, debido las diferencias en el tiempo de exposicién de las larvas de
H. americanus con las utilizados en el presente estudio no es posible realizar comparaciones
con los resultados obtenidos para las larvas de centolla. En general, es posible postular que
la alta sensibilidad de las larvas de C. edwardsii estaria dado por su pequefio tamafo en
comparacion a las larvas de L. santolla, y ademas podria estar jugando algun rol que las
primeras son planctotréficas y las segundas son lecitotréficas.

Todas las concentraciones de deltametrina utilizadas ocasionaron el 100% de mortalidad a
las 48 post exposicion y todas las larvas de C. edwardsii inmediatamente después de la
exposicion a las distintas concentraciones de deltametrina o murieron o estaban
moribundas. Al igual que en el caso de la cipermetrina las Zoea | de L. santolla fueron mas
resistentes al farmaco presentando 100% de larvas muertas y/o moribundas a las 96 horas

post aplicacion en concentraciones iguales o superiores a 1 ppb y las megalopas de L.
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santolla a su vez fueron mas resistentes a la deltametrina que las Zoea | de ambas especies.
Es importante indicar que, si bien las larvas pueden sobrevivir por algunos dias post-
exposicidén a las concentraciones utilizadas de deltametrina en condiciones de laboratorio,
en condiciones de campo probablemente sean facil presa de depredadores y ademas
precipiten rapidamente al fondo debido a la nula capacidad natacién, teniendo como
consecuencia la muerte de las larvas.

Al igual que en la cipermetrina los estudios del efecto de la deltametrina en los estadios
tempranos de crustaceos se reducen al estudio en larvas de H. americanus (Burridge et al.
2014). En este estudio se determind la concentracion letalso siendo esta para los estadios |,
II'y IV con 24 horas de exposicion de 0.0008, 0.0006 y 0.0017 ppb. Con una hora de
exposicion lo que podria ser mas comparable con las condiciones del presente estudio que
considero 40 minutos de exposicidn la concentracion letalso fue de 0.0034 ppb para el
estadio | y 0.0037 para estadio lll, ambos valores inferiores a las concentraciones donde se
contabilizo el 50% de mortalidad de las larvas de C. edwardsii que fueron 0.5 y 1ppb,
ajustandose una concentracion letal 50 a las 24 horas post-aplicacion de 1.25 ppb. Las Zoea
| de L. santolla nuevamente fueron mas resistentes que las Zoea | de C. edwardsii
presentando una concentracion letal 50 a las 96 horas de 2.28 ppb, y mas resistentes que
las megalopas de su especie presentando estas una concentracion letal 50 a las 96 horas
post-aplicacion de 0.79 ppb. La concentracion letal de las megalopas de L. santolla a las 24
horas (1.04) fue levemente inferior que la ajustada para las Zoea | de C. edwardsii. La
deltametrina a concentraciones de 1ppb presenta efectos subletales en el tiempo de
desarrollo de la Zoea | de L. santolla prolongandose este en un 157%.

Aproximadamente el 50% de las larvas de C. edwardsii sometidas a concentraciones de
azametifos de 1-3 ppb mueren a las 24 horas post-exposicion, similares concentraciones
son encontradas como concentracion letalsp en los estadios I, I, Il y IV de Homarus
americanus, sin embargo, esto es obtenido a las 48 horas post-exposicion (Burridge et al.
1999). Bajo condiciones de aplicaciones prolongadas, crénica, a concentraciones entre

0.0625 a 0.5 ppb disminuye aproximadamente en un 30% la supervivencia de las larvas de
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C. edwardsii, pero no produce efectos subletales en el tiempo de desarrollo. Las Zoea | de
L. santolla presenta una concentracion letal 50 a las 24 horas post-aplicacién 217 veces
mas alta que la determinada para la Zoea | de C. edwardsii. Para tanto H. americanus como
C. edwardsii las concentraciones criticas mas bajas se encuentran aproximadamente al 1%
de la concentracion utilizada para combatir la caligidosis y en el caso del primer estadio
larval de centolla la concentracion critica (50% de mortalidad) se encuentra cercana a la
concentracion utilizada contra la caligidosis (100 ppb).

Dentro de los farmacos utilizados por la industria salmonera contra el Caligus el peroxido
de hidrégeno se presenta como el menos dafiino. Los tres anteriores farmacos cipermetrina,
deltametrina y azametifos ocasionan alta mortalidad en las larvas de las dos especies
estudiadas a la concentracidn sugerida por los fabricantes. En cambio, para el peroxido de
hidrogeno se reporta una mortalidad cercana al 50% a las 96 horas post exposicion a 1500
ppm para las Zoea | de C. edwardsii y de 2000 y 3000 ppm para las Zoea | y megalopas de
L. santolla. Sin embargo, hay que considerar que inmediatamente después de la aplicacion
de peroxido de hidrégeno a la concentracion utilizada para los banos contra el Caligus, el
100% de las larvas de C. edwardsii se encuentran en el fondo del recipiente sin capacidad
de nadar y alimentarse. Si esta condicion se da en condiciones de campo, estas larvas
tendran altas probabilidades de morir. La exposicion cronica (4 dias) a perdxido de
hidrégeno a concentraciones entre 375 a 1500 ppm generan sobre un 80% de mortalidad
en las larvas de C. edwardsii y aplicaciones a 187.5 ppm por 7 dias prolongan el desarrollo
por 12.2 dias finalizando con la muerte de la mayoria de las larvas antes de mudar a Zoea
II. El efecto del peréxido de hidrogeno sobre estadios larvales de crustaceos al igual que
en los farmacos antes mencionados han sido restringido a larvas de H. americanus,
especificamente ha sido determinada la concentracion letal so para estadio | de la langosta
americana en 1637 ppm con una exposicion de una hora (Burridge et al. 2014), valor similar
al determinado para Zoea | de C. edwardsii de 1642 ppm a las 24 horas de post-exposicion,
para L. santolla tanto las Zoea | y Megalopa a las 96 horas post-exposicién a 1500 ppm de

peroxido de hidrogeno alcanzan el 20% y 45 % de mortalidad, respectivamente . Para los
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estadios larvales de H. americanus como C. edwardsii, asi como la Megalopa de L. santolla
aproximadamente el 50% de las larvas moririan con las concentraciones utilizados para el
control del Caligus.

En resumen, en general se observa que las larvas Zoea | de C. edwardsii son mas sensibles
a los quimioterapéuticos utilizados contra el control del Caligus que las larvas de centolla y
siendo el ultimo estadio larval de esta especie mas sensible que el primero. Probablemente,
en las diferencias de sensibilidad juegue un rol importante el tamafio de la larva y las
caracteristicas de alimentacion. El 100% de las larvas de C. edwardsii mueren con una
concentracion 100 veces menor a la recomendada por el fabricante para la cipermetrina a
las 24 horas post- exposicion. A las 48 horas post exposicion el 100% de las larvas mueren
al ser expuesta una concentracion de deltametrina 20 veces menor a la utilizada contra el
Caligus. Una concentraciéon 10 veces menor de azametifos a la recomendada por el
fabricante mata el 100% de las larvas de C. edwardsii después de 72 horas de exposicidon
y por ultimo el 50% de las larvas mueren al ser sometidas a las concentraciones de perdxido
de hidrogeno utilizadas contra la caligidosis a las 96 horas post-exposicion bajo condiciones
controladas de laboratorio. En el caso de las larvas de centolla el 100% de las larvas se
encuentran moribundas y/o muertas a la concentracion recomendada por el fabricante de
cipermetrina a las 96 horas post-exposicion. Para la deltametrina el 100% de las larvas estan
muertas o moribundas a concentraciones 33% inferiores a las recomendadas por el
fabricante. Una concentracion superior 200 ppb de azametifos a la utilizada contra la
caligidosis genera el 100% de larvas de L. santolla muertas y/o moribundas. Por ultimo, el
50% de las larvas de L. santolla son afectadas por concentraciones de 2000 ppm (1500 ppm
recomendadas por el fabricante) de peréxido de hidrogeno después de 96 horas post
aplicacion. Presentandose este quimioterapéutico como el menos dafino para las especies
no objetivo evaluadas en este estudio.

Es importante destacar que comparaciones entre especies deben ser realizadas
cuidadosamente debido a las diferencias de tamanfo, caracteristicas de alimentacion, tiempo

de exposicion y a las diferencias en las condiciones experimentales.
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10.3 Efectos de azametifos y peroxido de hidrogeno en la etapa adulta y larval de chorito

(Mytilus chilensis)

En términos generales se observa un mayor efecto en las tasas fisioldgicos cuando los
mejillones adultos son expuestos a perdxido de hidrogeno que cuando se exponen a
azametifos. El crecimiento potencial no mostré diferencias significativas ante la exposiciéon
a las concentraciones de azametifos y el control, es decir, el azametifos en el agua de mar
no tiene un efecto instantaneo en el crecimiento. El efecto del peroxido de hidrogeno no ha
sido extensivamente evaluado en bivalvos, por lo que no es posible dimensionar los
alcances que el uso de perdxido de hidrogeno pueda tener sobre las poblaciones de
bivalvos, comunes en las cercanias de los centros de cultivo de salmones. Un estudio
reporta una mortalidad de ~30% en adultos de Perna viridis luego de 14 dias de exposicion
a~2mgL" (Leung et al., 2011). Tanto en el nUmero de espermatozoides moéviles como en
la fecundacion, se observa un efecto mas notorio del perdxido de hidrégeno en comparacion

a azametifos. Mas marcado es el efecto sobre la sobrevivencia larval, donde menos que un

5% sobrevive luego de ser expuestas a concentraciones de peréxido de hidrégeno 30 veces

menores a la CRF. Para Azametifos el efecto sobre la sobrevivencia larval de M. chilensis

también es significativo a concentraciones 30 veces menores que CRF con solo un 20%.

Ambos compuestos, Peroxido de Hidrogeno y Azametifos, bajo las condiciones
experimentales en las que se realizd el ensayo inhiben la fecundacion Mytilus chilensis. Sin
embargo, el efecto que causa el compuesto Peréxido de Hidrogeno a las concentraciones
utilizadas en el experimento sobre la anfimixis es letal. En la figura 94 se observa que la
fecundacion se reduce en un 80% para la concentracion de 50 ppm y en un 93% en la
concentracion de 100 ppm. La inhibicién de la fecundacion es total en todas las demas
concentraciones experimentales (300, 750, 1500, 2000, 3000 ppm). Esto se produce por
dos vias simultaneas: (i) la primera detonada por la citdlisis del ovocito como consecuencia

del contacto del Perdxido de Hidrogeno con los lipidos de la membrana celular; por lo tanto,
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la membrana se degrada en presencia de este compuesto. Esto se refleja en la figura 94 en
el numero de células no fecundadas, que aumenta de forma significativa cuando la
fecundacion se realiza en presencia de Perédxido de Hidrégeno. La segunda explicacion se
debe a que el compuesto Perdéxido de Hidrogeno causa un efecto importante sobre la
movilidad espermatica de Mytilus chilensis, imposibilitando de esta forma la fertilizacion. Lo
anterior se observa en la figura 93 donde la movilidad espermatica se reduce a partir de la
exposicion de Peroxido de Hidrégeno a la concentracion de 50 ppm. Los espermatozoides
de Mpytilus chilensis se categorizan dentro del tipo acuaesperma. Estos poseen un
acrosoma, un nucleo, cinco mitocondrias y un flagelo que le entrega un movimiento
helicoidal (Oyarzun et al. 2014). Este movimiento es trascendental para que se produzca la
fecundacion (Liu et al. 2011). No obstante, el flagelo de los espermatozoides tiene una
disposicién 9+2 de microtubulos lipidicos, y por tanto es sensible al contacto con el Peréxido
de Hidrégeno. Es importante destacar que este tipo de espermatozoides lo poseen varios
animales marinos de interés comercial (i.e. Choro malton, Cholga, Almejas y Machas;
Garrido and Gallardo, 1996). Por lo tanto, podria hipotetizarse que el compuesto Peréxido
de Hidrogeno podria tener un efecto similar en las células germinales masculinas de
moluscos con fecundacién externa, sin embargo, se deben realizar los estudios al respecto.
La utilizacién de Peréxido de Hidrogeno para combatir la caligidosis es comun y al parecer
eficiente en la eliminacion del ectoparasito del salmon. Algunos datos indican que los niveles
de eficiencia en la eliminacién del Caligus bordean el 90%, utilizando la concentracion de
1500 ppm (Armasur, 2016). En la mesa de trabajo del “Peroxido de Hidrégeno para el
tratamiento de la caligidosis”, constituido por SERNAPESCA el afo 2014, se expuso sobre
los bajos impactos ambientales que tiene la utilizacion del compuesto Peréxido de
Hidrégeno, considerandolo como un compuesto amigable ya que se degrada facilmente en
el agua y oxigeno (Sernapesca 2015). Sin embargo, en base a los resultados obtenidos en
este estudio esta degradacién no seria rapida. Nuestros resultados indican que la
concentracion del compuesto (Peréxido de Hidrogeno) recomendada por el fabricante [1500

ppm] se degrado6 un 15% [1275 ppm] luego de un periodo de 7 horas (Fig. 2). Por tanto, el
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compuesto Perdxido de Hidrégeno podria permanecer activo en el medio acuatico al menos
por mas de 7 horas. En base a los resultados obtenidos, si el cuerpo de agua marino
contiene Peroxido de Hidrogeno, aun en bajas concentraciones, durante el periodo de
desove de Mytilus chilensis (principalmente entre los meses de octubre y enero — Oyarzun
et al. 2011), el resultado seria la inhibicién de la fecundacion en esta especie, lo que podria
reducir la disposicion de semillas para la industria mitilicultura. Por otro lado, Azametifos
bajo las condiciones experimentales utilizadas, también inhibe la fecundacion, pero nuestros
datos muestran que es de forma menos aguda que el compuesto Perdxido de Hidrégeno.
Azametifos a partir de la concentracion de 10 ppb produce un negativo efecto en la anfimixis,
reduciéndola en un 19% con respecto al control. Especificamente la presencia de este
compuesto afecta la movilidad espermatica de los choritos experimentales, lo que se
traduce en la muerte de la célula germinal masculina. Desde que fue introducido en mayo
de 2013, el organofosforado Azametifos ha sido el producto mas eficaz en el control del
Caligus en Chile. Por tanto, ha tenido una masiva utilizacién principalmente en la Regiones
de los Lagos y Aysén a través de bafos en jaulas, lo que se convierte en una via directa del
ingreso de este pesticida al ambiente marino. Sin embargo, aun son escasos los estudios
respecto al efecto que puede tener este compuesto en choritos (Mytilus spp). Se ha descrito
que la exposicion de Mytilus spp a esta pesticida causa una reduccion significativa en la
actividad de la acetilcolinesterasa (AChE) tanto en la hemolinfa como en las branquias y
ademas altera la viabilidad celular (Canty et al. 2007). Es decir, tendria un efecto toxico en
estos animales. Pero hasta ahora no se habian realizado ensayos exponiendo este
compuesto a células germinales. En base a los resultados obtenidos, se recomienda utilizar
estos compuestos (método lona cerrada, faldén o wellboat) solo durante periodos donde no
exista la etapa reproductiva externa en Mytilus chilensis (i.e. entre los meses de octubre y

enero — Jaramillo y Navarro 1995; Oyarzun et al. 2011).
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10.4 Determinacién de la concentracion de azametifos y peréxido de hidrogeno en

condiciones de campo

Los valores de correntometria para las capas superficiales cuantificados para los centros
estudiados coinciden con los valores aproximados calculables el dia del muestreo para cada
compuesto. Para el Centro A los valores promedio para el tiempo de registro del equipo
reportado por el correntémetro fluctuaron en torno a los 0.7 nudos (unos 21 m*min-') y
durante el muestreo para peréxido los derivadores se ubicaron a 45 m de distancia luego
de 30 min de haber sido liberados, lo que indica unos 1.3 m*min-'. Para el Centro B los
valores reportados por el correntometro fluctuaron entre 0 a 0.9 nudos (0 - 28 m*min") y
durante el muestreo de peroxido los derivadores se ubicaron a 97 m luego de 26 min de
haber sido liberados lo que sugiere una velocidad superficial comparable (3.7 m*min'),
mientras que para el muestreo de azametifos los derivadores se ubicaron a 33 m luego de
22 min de haber sido liberados lo que sugiere una velocidad superficial de 1.5 m*min-".
Para el Centro C los valores promedio para el tiempo de registro del equipo reportado por
el correntémetro fluctuaron en torno a los 0.2 nudos (unos 6 m*min-') y durante el muestreo
para azametifos los derivadores se ubicaron a 32 m de distancia luego de 20 min de haber
sido liberados, lo que indica unos 1.6 m*min-'.

El comportamiento de los compuestos durante el bafo al interior de la lona fue, en general
homogéneo, especialmente para peroxido. Para azametifos del Centro B esto también es
aplicable, pero la alta desviacion estandar observada para la concentracion de azametifos
en el Centro C durante la aplicacion sugiere que en este centro la aplicacion no fue
homogénea. También cabe mencionar que, salvo en el Centro C para azametifos, en todos
los casos se observo un valor inicial (previo a la aplicacion del compuesto en cada jaula)
diferente de cero. Esto podria deberse a que en estos casos la jaula muestreada no fue la
primera en ser tratada y la lona utilizada es la misma durante toda la maniobra de
tratamiento del centro. Probablemente la corriente podria haber desplazado el agua recién

tratada, aun con el compuesto, de la jaula vecina. Por otra parte, la lona podria traer una
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cantidad residual del compuesto producto de la aplicacion en la jaula previa solo algunos
minutos antes, el que pudo haber sido muestreado por nuestro sistema, dado que fue
ubicado relativamente préximo a la lona en los 4 puntos considerados en el disefo. Esta
idea se fortalece al considerar que el Tiempo 0 o inicial debia muestrearse tan pronto la lona
fuese ubicada en su sitio con el fin de no retrasar/entorpecer la maniobra de bafio de todo
el centro.

Durante las evaluaciones de azametifos como las de perdxido de hidrégeno se evidencio
una caida de la concentracion importante a los 10 min, incluso antes de 10 metros desde la
jaula tratada. Si bien se pudo detectar una sefal de presencia de los compuestos, los
valores estan por debajo del limite de cuantificacion del método, por lo tanto, con la
metodologia utilizada estos valores no debiesen ser considerados.

En comparacién a los resultados de laboratorio, resultados de evaluacion de
quimioterapéuticos en campo son muy poco explorados. Ernst et al. (2014) demostraron
que inmediatamente después de un bafo con lona cerrada de azametifos a 100 ppb de
concentracion, equivalente a la CRF en Chile también, este compuesto se diluia a niveles
indetectables a una distancia de 1000 m del bafio una vez que la lona fue retirada. Esto
coincide con los resultados obtenidos en el presente estudio. Sin embargo, los limites de
deteccion de Ernst et al. (2014) (0.07 ppb para muestras de agua de mar) estan muy por
debajo de los limites de deteccion/cuantificacion del laboratorio contratado para el presente
proyecto (1.4 y 2.1 ppb, respectivamente).

Al incorporar en esta discusion los valores de mortalidad encontrados para Zoea | de jaiba;
exposicion aguda (CLsp 0.22 ppb luego de 48 h post-exposicién) y cronica (menor a 0.5 ppb
provoca mas del 30% de mortalidad de Zoea | de jaiba), podemos indicar que
concentraciones “indetectables” o “incuantificables” por los laboratorios de analisis podrian
estar provocando hasta un 80% de afectacién severa (muertas+moribundas) de Zoea | de
jaiba luego de exposicidon aguda y seguimiento hasta 48 h post-exposicion.

Por lo tanto, con estos limites de cuantificacion usados por la industria salmonera no es

posible extrapolar el radio de impacto de los compuestos liberados sobre los organismos
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estudiados, dado que una condicién 0 ppb podria indicar efectivamente 0 ppb o 1.3 ppb, lo
que podria implicar 0 afectacion severa o un 80% de afectacion, respectivamente. Ante este
escenario, se debe recurrir a informacién de la literatura donde las evaluaciones de los
compuestos en el mar han sido mas precisas. Ernst et al. (2014) detectan concentraciones
de azametifos cercanas a 3 ppb (CLso para Zoeas | de jaiba en el presente trabajo) a 100 m
de distancia de la jaula tratada.

Por otra parte, el peroxido de hidrogeno es totalmente miscible en agua y tiene un Kow
(Coeficiente de octanol-agua) calculado de menos de 1 (Kow = -1,5) indica que hay muy
escasa posibilidad de que sea persistente o se bio-acumule (HERA, 2005). El peroxido de
hidrogeno se considera generalmente como un método de tratamiento de bajo riesgo
ambiental, ya que se descompone en oxigeno y agua. Sin embargo, a4 y 15 °C, el peréxido
de hidrogeno se descompone 21 y 54%, respectivamente, después de 7 dias en agua de
mar. Si el agua de mar se airea la descomposicién después de 7 dias es de 45% y 67%,
respectivamente (Bruno and Raynard, 1994). Las observaciones de campo sugieren que la
descomposicion es mas rapida, debido a la reaccidén con la materia organica en la columna
de agua (Haya et al., 2005; Burridge, 2013).

Los valores de las variables fisico-quimicas del agua durante el desarrollo de los muestreos
coinciden con otras fuentes para las fechas de muestreo: la temperatura superficial del mar
fue de 13°C para el Seno de Reloncavi (ACS 2) el 17/11/2015 y 12/4/2016 y de 12°C para
el 27/4/2016, y que es coincidente con lo reportado recientemente por la Comision Marea
Roja (Buschmann et al 2016) para fines de mayo 2016 (estaciones E15; Temp: ca 12°C,
Salinidad ca 32 PSU; O2 ca 200uM equivalentes a ca 6.5 mgO2/L). Para el mar Interior de
Chiloé (ACS 14), abarcando la zona del Centro C, esta Comision reporta valores de 12°C,
salinidad de 33 PSU, Oz ca 220uM equivalentes a ca 7 mgO2/L. Estos valores son
comparables entre los diferentes centros muestreados y son muy similares a las condiciones
en que se realizaron los experimentos en laboratorio. Esto favorece una comparacioén entre

los resultados obtenidos en los experimentos en laboratorio con las condiciones de campo.
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Los bafos de los piretroides, cipermetrina y deltametrina, y del organofosforado, azametifos
son coordinados en Chile a través de un calendario de aplicacion a cargo del Servicio
Nacional de Pesca y Acuicultura (SERNAPESCA), el cual consiste en aproximadamente 8
dias de aplicacion de piretroides o azametifos y 8 dias sin aplicacion, bajo este régimen los
organismos no objetivos pueden estar sometidos a exposiciones prolongadas a los
farmacos. Como muestran nuestros resultados la exposicién aguda y cronica de adultos,
larvas y gametos (cuando corresponda) de las especies estudiadas jaiba marmola y chorito,
provocan una disminucion en la viabilidad y desempefio. Asi esta estrategia de control del
parasito podria ocasionar mayores dafios en las especies no objetivos que los considerados
en estudios previos.

Los tratamientos de bafio requieren un considerable esfuerzo humano y por lo general sélo
hay suficiente personal para tratar desde una hasta cuatro jaulas por dia. Asi, es posible
que las especies no objetivo puedan estar expuestas periodicamente durante varias horas
a los tratamientos de bario liberado del mismo sitio o, posiblemente, de varios sitios en la

misma zona (multiples exposiciones o exposiciones crénicas a los quimioterapéuticos).

La informacion sobre la toxicidad generada en laboratorio sugiere que estos pesticidas

presentan un riesgo alto para el zooplancton y especies de invertebrados bentonicos.
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11 CONCLUSIONES
11.1 Revision bibliografica.

Con la literatura disponible a la fecha incluidas en esta revision, queda en evidencia que las
concentraciones de estos quimioterapéuticos utilizadas por la salmonicultura superan las
concentraciones que provocan un 50 % de mortalidad en muchos de los organismos
analizados (concentracion recomendada > LCsp). La informacion disponible también
muestra que incluso luego de diluir estos farmacos y quimicos, producto de su liberacién al
medio, concentraciones superiores a las LCsp de varios organismos aun persisten a varios

metros (100 — 1000 m) de la jaula bafiada o del agua liberada por los wellboats.

Sin embargo, cabe mencionar que la mayoria de las evaluaciones reportadas son producto
de exposiciones a los compuestos por tiempos mayores a los utilizados por la industria.

Se evidencia la falta de estudios en estadios tempranos del ciclo de vida de invertebrados
marinos, tales como larvas, en comparacion con estadios adultos, pese a que estadios
tempranos presentan mayor sensibilidad a los compuestos y su desarrollo ocurre en el
mismo cuerpo de agua que es utilizado para los barfos.

Adicionalmente se observdé que hay pocos estudios que evaluen efectos subletales
(conducta, respuestas fisiologicas, sistema inmune, reproductivas, etc.), concentrandose la

mayoria en reportar valores de mortalidad solo hasta 96 h post-exposicion.

11.2 Efectos de cipermetrina, deltametrina, azametifos y perdxido de hidrogeno en la etapa

adulta y larval en jaiba marmola (Cancer edwardsii)

Los porcentajes de viabilidad espermatica, asi como el efecto en el tejido ovarico de jaiba,

no mostraron mayores diferencias entre los tratamientos, incluidos el control, para los
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compuestos cipermetrina, deltametrina, azametifos y peroxido de hidrégeno. Con respecto
a la mortalidad de los adultos expuestos a estos compuestos se puede concluir que, a
excepcion de Azametifos, todos los compuestos analizados matan o dafian severamente al
50% de los individuos a concentraciones inferiores a las concentraciones recomendadas
por el fabricante CRF; Cipermetrina casi un orden de magnitud, Deltametrina casi 2.5 veces
menor a la CRF; peroxido, si bien no se registr6 mortalidad, los animales fueron
severamente afectados (flotaron) a concentraciones por debajo de la CRF.

Adultos de jaiba mostraron un efecto diferencial en la tasa metabdlica y actividad de la
enzima antioxidante catalasa en musculo y hepatopancreas dependiendo del compuesto al
que fueron expuestos. Exposiciones agudas a azametifos y deltametrina provocaron un
aumento de la tasa metabdlica. Con Cipermetrina no se observé un efecto en esta variable
mientras que con peréxido de hidrogeno la tasa metabdlica tendié a disminuir excepto en la
concentracion mas alta (2000ppm) donde se observé un gran incremento. El efecto sobre
la actividad de la enzima antioxidante catalasa CAT fue diferente dependiendo del
compuesto estudiado. Mientras que deltametrina provocd una disminucién en musculo y
hepatopancreas al incrementar las concentraciones, cipermetrina disminuyo6 la actividad
solo en hepatopancreas, y azametifos provocé un incremento de la actividad en musculo y
no en hepatopancreas a mayores concentraciones. Luego de exposiciones cronicas por 6 h
diarias a cipermetrina y peréxido no se observé un efecto sobre la tasa metabdlica, pero
esta variable aumentoé en forma lineal con el incremento de la concentracion de deltametrina
y azametifos. La exposicion cronica a cipermetrina y peréxido de hidrégeno no provocaron
alteraciones en la tasa metabodlica de adultos de jaiba. La actividad de CAT luego de
exposiciones cronicas a cipermetrina, deltametrina y peroxido disminuyo al incrementar las
concentraciones de los compuestos. Azametifos no afect6 la actividad de CAT. Azametifos
disminuy6é la actividad de la enzima acetilcolinesterasa, especialmente luego de
exposiciones cronicas.

El 100% de las larvas de C. edwardsii mueren con una concentracion 100 veces menor a la

CREF para Cipermetrina a las 24 horas post- exposicion. Especialmente preocupante resulta
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el hecho de que esta concentracion (0.15 ppb) que provoca 100% de mortalidad de la Zoea
| de C. edwardsii esta bajo el limite de deteccion de las técnicas usadas por los laboratorios
comerciales que monitorean estos productos en la industria salmonera (0.7 - 0.8 ppb), por
lo tanto, estan ejerciendo su efecto letal sin ser detectable. A las 48 horas post exposicion
el 100% de las larvas mueren al ser expuesta a una concentracion de Deltametrina 20 veces
menor a la utilizada contra Caligus. Una concentracion 10 veces menor de Azametifos a la
CRF mata el 100% de las larvas después de 72 horas de haber sido expuestas y, por ultimo,
el 50% de las larvas mueren al ser sometidas a las concentraciones de Peroxido de
Hidrogeno utilizadas contra la caligidosis a las 96 horas post-exposicion bajo condiciones
controladas de laboratorio.

En el caso de las larvas de centolla, el 100% de las larvas se encuentran moribundas y/o
muertas a la concentracion recomendada por el fabricante de cipermetrina a las 96 horas
post-exposicion. Para deltametrina el 100% de las larvas estan muertas o moribundas a
concentraciones 33% inferiores a las recomendadas por el fabricante. Una concentracién
de 100 ppb de azametifos afecta al 40% de larvas de L. santolla. Por ultimo, el 50% de las
larvas de L. santolla son afectadas por concentraciones de 2000 ppm (1500 ppm
recomendadas por el fabricante) de perdéxido de hidrogeno después de 96 horas post
aplicacion.

Exposiciones cronicas sobre larvas de jaiba marmola indican que cerca del 100% de larvas
fueron afectadas luego de 4 dias de aplicaciones por 20 min de Peréxido de hidrogeno a
1500 ppm y aproximadamente el 80% de ellas fueron afectadas a 375y 750 ppm.

En azametifos, el 44% de las larvas murieron a 0.0625 — 0.25 ppb, y 54% a 0.5 ppb después

de 7 dias de aplicaciones diarias de 30 min.

Es importante indicar que, si bien las larvas pueden sobrevivir por algunos dias post-
exposicion a algunas concentraciones utilizadas para algunos compuestos en condiciones
de laboratorio, en condiciones de campo probablemente sean facil presa de depredadores

y ademas precipiten rapidamente al fondo debido que pierden la capacidad para nadar, asi
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como pierden la capacidad de alimentarse, teniendo como consecuencia altas
probabilidades de morir.

Cabe destacar que, en términos generales, en C. edwardsii las larvas resultaron mas
sensibles que los adultos a las mismas concentraciones experimentales a pesar de que los

tiempos de exposicion fueron menores.

11.3 Efectos de azametifos y perdxido de hidrogeno en la etapa adulta y larval de chorito

(Mytilus chilensis)

En términos generales se observa un mayor efecto en las tasas fisiolégicos cuando los
mejillones adultos son expuestos a perdxido de hidrogeno que cuando se exponen a
azametifos. El crecimiento potencial no mostré diferencias significativas ante la exposicion
a las concentraciones de azametifos y el control, es decir, el azametifos en el agua de mar
no tiene un efecto instantdneo en el crecimiento. Este mayor efecto de Perdxido de
Hidrégeno en comparacion con Azametifos es aun mas notorio sobre viabilidad de gametos
y, especialmente sobre larvas de Mytilus chilensis, donde menos que un 5% sobrevive luego
de ser expuestas a concentraciones de peroxido de hidrégeno 30 veces menores a la CRF.
Para Azametifos el efecto sobre la sobrevivencia larval de M. chilensis también es

significativo a concentraciones 30 veces menores que CRF con solo un 20%.

11.4 Determinacion de la concentracion de azametifos y perdoxido de hidrogeno en

condiciones de campo

La concentracion de los compuestos durante el bafio al interior de la lona fue, en general,
homogénea especialmente para peroxido de hidrégeno y con algo de mayor variabilidad
para azametifos. Durante las evaluaciones de ambos compuestos se evidencié una caida

de la concentracion importante a los 10 min del retiro de la lona. Del mismo modo, a los 10
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m de la jaula tratada los valores cayeron bajo los limites de cuantificacién de los métodos.
Sin embargo, estas conclusiones deben ser considerados sitio-especificas puesto que hay
caracteristicas ambientales de los centros de cultivo como exposicién al viento, corrientes
de marea y otros factores hidrograficos que pueden influir en la dilucion y/o dispersion de
los productos quimicos.

En términos generales, los resultados del presente proyecto indican que hay un efecto
significativo de los compuestos utilizados sobre todos los estadios de desarrollo estudiados
en chorito y jaiba en casi todas las variables analizadas. El efecto observado es diferente
para cada compuesto dependiendo de la especie estudiada y estado de desarrollo
analizado, siendo los estadios tempranos del desarrollo los afectados en forma mas severa.
La viabilidad de los estadios analizados se vio severamente afectada en todas las
condiciones por concentraciones inferiores a la Concentracion Recomendada por el
Fabricante CRF.

Mientras que para chorito el peréxido de hidrégeno provocdé mayores efectos en las
variables estudiadas, al compararlo con azametifos, en jaiba el peréxido provoco efectos
menos perjudiciales. Para esta ultima especie, donde se analizaron cuatro compuestos
quimicos, el efecto de piretroides sobre el desarrollo larval de jaiba y centolla es devastador,
presentando un efecto significativo en la sobrevivencia larval a concentraciones érdenes de
magnitud menores a la CRF. Mas aun, para el caso de larvas de jaiba, las concentraciones
letales en algunos de los compuestos estudiados, estan por debajo del limite de deteccion
del compuesto por parte de los laboratorios comerciales y esto representa una situacion
muy preocupante. Esto es especialmente importante al contrastar los resultados obtenidos
bajo condiciones controladas de laboratorio con la informacion obtenida de terreno o campo.
Si bien, el enfoque del proyecto era marcadamente de laboratorio, dos de los objetivos
buscaban tener una aproximacioén a las condiciones experimentadas en terreno. El efecto
de dilucién/degradacion de los compuestos utilizados en los banos sugiere que no hay
presencia cuantificable del compuesto a poca distancia (o tiempo) del lugar de aplicacion,

sin embargo, esto es debido a la capacidad limitada de deteccidon y cuantificacion del
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compuesto, dado que en laboratorio los efectos de concentraciones nominales por debajo
de los limites de deteccion del compuesto son evidentes. Dicho de otra forma, el efecto de
los compuestos sobre los diferentes estadios de desarrollo de los animales estudiados
podria estarse generando, aunque el compuesto no pueda ser cuantificado en el ambiente
por la metodologia utilizada en el presente proyecto y por los laboratorios comerciales. La
principal dificultad radica entonces en la estimacion de la cantidad de compuesto en el
ambiente y el tiempo y frecuencia al que los animales podrian estar expuestos en
condiciones de campo (objetivos no requeridos en el presente proyecto).

Otro aspecto interesante dice relacién con el concepto de aplicar banos basados en la
concentracion del compuesto en el medio y no en términos de concentracién de compuesto
por unidad de biomasa a tratar. La importancia de suministrar compuestos quimicos
terapéuticos basados en dosis relativas a la biomasa, reconocida por la medicina tanto
humana como animal, no se aplica a los tratamientos con bafos en acuicultura. Esto es
especialmente interesante puesto que las caracteristicas de cada compuesto utilizado por
la industria son diferentes en términos de reactividad (con materia organica, por ejemplo), o
de hidrofobicidad (mantenerse disuelto o adherirse a superficies o particulas, ser
bioacumulados, etc.), entre otros. Dado que no se considera la biomasa de peces a tratar,
la disponibilidad de compuesto para afectar a Caligus podria ser diferente si en un bafo hay
mas biomasa de peces que, por su presencia y caracteristicas del compuesto, disminuya la
cantidad de compuesto que efectivamente pueda actuar sobre Caligus, traduciéndose en
banos potencialmente menos efectivos. En el presente proyecto se observé un aumento de
la CLsp cuando la biomasa de animales tratada era mayor. Una hipotesis explicatoria estaria
dada por la disponibilidad de compuesto por gramo de animal, ie. igual concentracién, pero
distinta concentracion-peso especifica. Parte de la mayor sensibilidad de gametos y larvas
a los compuestos estudiados podria estar dada por la mayor relacion superficie/volumen de
organismos mas pequefios y/o una mayor relacion entre g de compuesto disponible/g de
biomasa. O sea, aunque la concentracion del compuesto disuelto en el agua sea mantenga,

la concentracion por g de animal disminuye. Esto provocaria que la CLsp aumente cuando
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hay mayor biomasa tratada durante la aplicacion. Esto también podria explicar parte de la
variabilidad reportada en la literatura de ecotoxicologia en variables de especies acuaticas
para el mismo compuesto y concentracion aplicado. En general se reporta la concentracion
aplicada y no siempre se mantiene la dosis masa-dependiente. Cuando la biomasa en
relacion al volumen de agua es muy pequenfia, el efecto de la relacion concentracion/dosis
también es pequena y la biomasa no ejerceria un impacto muy notorio en la disponibilidad
efectiva de compuesto. Sin embargo, por varias razones, entre otras que los recursos son
limitados tanto para experimentos de laboratorio como para realizar bafios en terreno, en la
practica se trata de concentrar la biomasa a aplicar con el fin de utilizar la menor cantidad
de compuesto en el menor volumen posible para alcanzar la concentracion requerida. Esto

podria cambiar la relacion cantidad de compuesto /g de biomasa.

Finalmente, dadas las caracteristicas de los experimentos realizados en laboratorio en
términos de condiciones controladas y calidad del agua utilizada, aclimatacion de animales,
etc., la aplicabilidad directa a condiciones de terreno debe hacerse con cautela
considerando que las condiciones de terreno son mas complejas, donde interactuan mas
factores que los analizados en el presente proyecto. Se requiere mucho mayor informacion
del comportamiento de los compuestos en terreno, tanto en la columna de agua como su
potencial acumulacién en material particulado y sedimentos, asi como en la flora y fauna
marina tanto pelagica como bentdnica, asi como su transferencia o flujo en la trama trofica.
Del mismo modo como se sugiere cautela al extrapolar los datos obtenidos en laboratorio a
condiciones de terreno, la informacién obtenida es concluyente en términos de evaluacién
del efecto negativo de la mayoria de los compuestos utilizados como quimioterapéutico para
el control de Caligus sobre diferentes etapas del ciclo de vida de dos especies de

importancia ecolégica y socioeconémica para el pais.
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ANEXO |

1. Carta Gantt

Carta Gantt FIP N° 2014-65
“IMPACTO DE LOS PRODUCTOS UTILIZADOS EN EL CONTROL DEL ECTOPARASITO Caligus rogercresseyi, SOBRE LOS RECURSOS CHORITO Y JAIBA MARMOI

MESES DEL PROYECTO
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obijetivo y actividad F

1.1 Revisar la literatura nacional e internacional disponible a la fecha sobre
los efectos de los organofosforados, con especial énfasis en azametifos y peréxido
de hidrégeno sobre organismos acuaticos
revision bases de datos literatura
confeccion base de datos y analisis
1.2 Determinar la toxicidad aguda y cronica de la cipermetrina, deltametrina,
azametifos y perdxido de hidrégeno en la etapa adulta y larval en jaiba marmola
(Cancer edwardsii), bajo condiciones controladas
adquisicion de reproductores y aclimatacion
Adultos
exposicion aguda
cuantificaciones fisiologicas
exposicion cronica
cuantificaciones fisiologicas
evaluacion de efecto en fecundacion
analisis viabilidad espermatica e histologia de ovarios
Larvas
cultivo larval Jaiba
exposicion aguda Jaiba
exposicion cronica Jaiba
cultivo larval Centolla
exposicion aguda Centolla
1.3 Determinar la toxicidad aguda y crénica de azametifos y perdxido de
hidrégeno en la etapa adulta y larval de chorito (Mytilus chilensis) y su efecto en
la fijacion de las mismas, bajo condiciones controladas

Coleccion de los animales adultos para experimentos larvales

Ensayo agudo de las larvas de chorito

Analisis de los datos del ensayo agudo de larvas

Ensayo crdnico de las larvas de chorito

Andlisis de los datos del ensayo cronico de larvas

Andlisis de identificacion taxondmica de Mytilus spp

Coleccion de los animales para experimentos en adultos

Ensayo agudo en adultos de Mytilus chilensis

Andlisis de los datos de ensayo agudo

Ensayo crénico en adultos de Mytilus chilensis (Fisiologia)

Andlisis de los datos de ensayo crénico

Andlisis de la relacion hembra/macho en dos localidades

Coleccién de animales adultos para analisis reproductivos

Metodologia histologica

Estimacioén de parametros reproductivos de Mytilus chilensis
1.4 Determinar la concentracion que alcanza el azametifos en condiciones
de campo y compararla con los resultados obtenidos bajo condiciones controladas
recoleccion ocenografica de ambos centros de cultivo X
estudio preliminar de campo en ambos centros de cultivo X
muestreo y cuantificacion de Azametifos en ambos centros X
analisis de muestras e informacion oceanografica de ambos centros X
1.5 Determinar la concentracién que alcanza el perdxido de hidrogeno
en condiciones de campo y compararla con los resultados obtenidos bajo conc,
recoleccion ocenografica de ambos centros de cultivo X
estudio preliminar de campo en ambos centros de cultivo X
muestreo y cuantificacion de Perdxido de Hidrégeno en ambos centros X
analisis de muestras e informacion oceanografica de ambos centros X

Coordinacion y Administacion del Proyecto

Reuniones Coordinacion Inicial Subpesca X

Reuniones Coordinacion equipo de trabajo X X

coordinacion Talleres de difusion

Taller difusion Puerto Aysen

Taller difusion Puerto Montt

Informe avance

Preinforme final

Informe Final

analisis y respuesta a eventuales observaciones informe final

xX X X X

(X) representa potencial repeticion de experimento

X X X X X
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Figura 1. Vista de acuarios experimentales de 205 L de vidrio, con 100 L de agua

de mar filtrada 5um-UV, con burbujeo, para la aplicacién de los tratamientos.

Figura 2. Vista del proceso de recambio de agua (“lavado”) para restituir la
concentracion inicial de cada tratamiento y luego de finalizada la exposicion al

compuesto.
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Figura 3. Fotografias de experimento preliminar con Peroxido 1500 ppm por 24 h.
Los animales se encontraron flotando, vivos, pero al disectarlos se observo gran
numero de burbujas al interior de las branquias (flechas rojas) y dafo severo a
simple vista en las lamelas (manchas blanquecinas opacas cerca de flechas) y

otros 6érganos como hepatopancreas.



Figura 4. Vista de sistema de mantencion con 144 acuarios plasticos
transparentes que permiten evaluar la conducta de los animales experimentales.
Los acuarios estan ubicados en 4 niveles correspondientes a los tiempos de
evaluacion post-tratamiento (24 h (nivel superior), 48 h (segundo nivel), 72 h
(tercer nivel) y 96 h (nivel inferior). En cada nivel de cada uno de los 3 racks hay 3

réplicas de las cuatro concentraciones experimentales correspondientes



Figura 5. Vista de recimpeintes para exposicion a larvas de jaiba y para su

posterior seguimiento en bano termorregulado



Figura 6. Esquema de los puntos de muestreo dentro y fuera (radios de impacto)
de las jaulas de cultivo, representados por las boyas naranjas.

Figura 7. Esquema de botellas para toma de muestras de agua a 2.5m de

profundidad.
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Figura 8. Dispositivo para muestreo de agua de mar, en posicion de muestreo
(botella abierta). B: Botella de muestreo tipo Schott; BO: boyarin; R1-3: Réplicas
accionadas simultaneamente por el sistema de apertura; RPB: rack porta botellas
con tapa desmontable por medio de pernos y tuerca-mariposa para reemplazo de
botellas; SA: sistema de apertura que consiste en un monofilamento conectado a
otros tres que van atados a un extremo de cada manguera de cierre de la tapa
modificada de la botella de muestreo (réplica). Cada monofilamento es accionado

solo una vez (tiempo y posicion de muestreo) desde el pasillo de la jaula.



Figura 9. Detalle de dispositivo para muestreo de agua de mar



Figura 10. Espectrofotometro para mediciones de perdxido en terreno.

Tabla I: Articulos relacionados a) Azametifos, b) Peroxido de Hidrogeno, c)

Deltametrina, d)Cipermetrina, e)Expertos
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Tabla Il. Informacién sobre los productos utilizados en el presente trabajo. Incluye

nombre commercial, presentacion, fabricante y distribuidor en Chile,

recomendaciones de aplicacion.

Compuesto

Deltametrina

Nombre comercial

Alpha Max®

Fabricante

Fabricado por Intervet S.A.- bajo licencia de
PHARMAQ AS Noruega-Importado y distribuido por
PHARMAQ AS Chile.

Presentacion

Deltametrina 1% solucion externa para el
tratamiento de Caligus en peces. Frascos de
aluminio de 250ml a una concentracién de 10mg de
Deltametrina/ml.

Recomendaciones de
uso del fabricante

Producto antiparasitario para uso en peces via
bafo, indicado para el tratamiento y control del
Caligus (Caligus rogercresseyi), adulto y pre-adulto
a temperatura del agua superiores a 8°C.

Dosis de tratamiento: 0,2 a 0,3 ml de Alpha Max ®
por m3 (1000 I) de agua de mar en la unidad de
tratamiento, dependiendo del procedimiento de
tratamiento a utilizar. Esto corresponde a 2 ug -3 ug
de Deltametrina/ litro de agua de mar.

Tiempo de tratamiento: 30 minutos
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Compuesto

Cipermetrina

Nombre comercial

Betamax®

Fabricante

Vericore Ltd.- Importado y Distribuido en Chile por
NOVARTIS CHILE S.A.

Presentacion

Cipermetrina 5% solucion externa. Envase con
200 cc de producto al 5 % p/v.

Cada ml de solucién contiene:

Cipermetrina 50 mg

Excipientes c.s.p 1 ml

Recomendaciones de
uso del fabricante

Tratamiento y control de Caligus (Caligus
rogercresseyi).

Betamax® se utiliza en dilucidon en agua de mar.
Dosis de tratamiento: 15ug/litro equivalente a 15
mg de Cipermetrina en 1000 litros de agua (0,015
ppm).

Tiempo de tratamiento: 30 minutos

Compuesto Azametifos
Nombre comercial Calfree®
Fabricante Farmacologia en Aquacultura Veterinaria FAV SA

Presentacion

Polvo para solucion externa
Cada 100 g de polvo contiene:
Azametifos 50 g

Excipientes c.s.p. 100 g

Recomendaciones de
uso del fabricante

Antiparasitario externo para el control y tratamiento
de los estadios adultos de Caligus (Caligus
rogercresseyi) en salmonidos.

Dosis de tratamiento: 0,2 ppm (mg/L) de CalFree®
por litro de agua de mar (equivalente a 0,1 ppm de
Azametifos),

Tiempo de tratamiento: 30 minutos a partir del
momento en que se concluye el suministro del
producto.

Compuesto

Peréxido de hidrogeno

Fabricante

DuPont Soluciones en Salud Animal USA -
distribuido en Chile por Europharma

Nombre comercial

Hyperox®

Presentacion

solucién acuosa al 50%

Recomendaciones de
uso del fabricante

Tratamiento y control de Caligus (Caligus
rogercresseyi).

Hyperox® se utiliza en dilucién en agua de mar.
Dosis de tratamiento: 1500 mg/litro (1500 ppm).
Tiempo de tratamiento: 20 minutos
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ANEXO I
Personal participante por objetivo
Objetivos

1.1 Revisar la literatura nacional e internacional disponible a la fecha sobre los
efectos de los organofosforados, con especial énfasis en azametifos vy

peroxido de hidrogeno sobre organismos acuaticos.

Dra. Paulina Gebauer, Universidad de Los Lagos
Dr. Mauricio Urbina, Universidad de Exeter

Dr.(c). Juan Pablo Cumillaf, Universidad Austral de Chile UACh

1.2 Determinar la toxicidad aguda y cronica de la cipermetrina, deltametrina,
azametifos y perdxido de hidrogeno en la etapa adulta y larval en jaiba

marmola (Cancer edwardsii), bajo condiciones controladas

Dr. Luis Miguel Pardo, UACh
Biol Mar. Marcela Riveros, UACh
Biol Mar. Jorge Lopez, UACh
Dra. Paulina Gebauer ULA

Ing. Ac. Claudia Vera, UACh

Ing. Ac. Miguel Herrera, UACh
Ing. Ac. Roberto Retamal, ULA

Dr. Kurt Paschke, UACh



1.3 Determinar la toxicidad aguda y crénica de azametifos y peréxido de hidrégeno
en la etapa adulta y larval de chorito (Mytilus chilensis) y su efecto en la fijacién

de las mismas, bajo condiciones controladas

Dr. Jorge Toro, UACh
Dr.(c). Pablo Oyarzun, UACh
Carmen Baeza, UACh

Alex lllesca, UACh

1.4 Determinar la concentracion que alcanza el azametifos en condiciones de
campo Yy compararla con los resultados obtenidos bajo condiciones
controladas

Dr.(c). Juan Pablo Cumillaf, UACh

Dr. Kurt Paschke, UACh

1.5 Determinar la concentracion que alcanza el peroxido de hidrogeno en
condiciones de campo y compararla con los resultados obtenidos bajo
condiciones controladas

Dr.(c). Juan Pablo Cumillaf, UACh

Dr. Kurt Paschke, UACh



