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Efecto de los insecticidas neonicotinoides y diamidas antranilicas sobre 
la metamorfosis de anfibios anuros 

 

RESUMEN 
 

Las familias de insecticidas de los neonicotinoides (NEO) y de las diamidas 

antranilicas (DIA) son altamente utilizadas en cultivos de importancia nacional en la 

Argentina como la soja y el maíz. En el país, mayormente son usados los insecticidas 

tiametoxam (TIA) e imidacloprid (IMI) en el caso de los NEO, y los insecticidas 

clorantraniliprol (CLO) y ciantraniliprol (CIAN) en el caso de las DIA. Como 

consecuencia del alto uso en campo y en relación con la persistencia en el medio ambiente 

y el alto potencial de lixiviación de las moléculas, la detección de estas clases de 

insecticidas en superficies acuáticas ha aumentado, particularmente en la región 

pampeana. Causando asi, un aumento de la contaminación y un posible riesgo en la fauna 

acuática. Información que se encuentra ampliamente descrita en el Capítulo 1. De acuerdo 

con esto, se plantea el desarrollo de la presente tesis que tiene como objetivo, evaluar el 

riesgo que representa la exposición de esta clase de insecticidas en renacuajos de anuros 

autóctonos de la región pampeana. De esta forma, se realizaron exposiciones agudas y 

subcronicas hasta la finalización de la metamorfosis en renacuajos del sapo común 

Rhinella arenarum, quien fue la especie modelo experimental. 

  Con el fin de iniciar la caracterización toxicológica de los NEO en anuros, se 

desarrolló el capítulo 2, en el que se evaluó la toxicidad aguda de TIA e IMI en tres 

especies de anuros autóctonos de la región pampeana (R. arenarum, Rhinella fernandezea 

y Scinax granulatus), y, además, se evaluaron los efectos de las altas concentraciones 

(mg/L) de TIA en la exposición subcronica a 21 dias y hasta la finalización de la 

metamorfosis del sapo común Rhinella arenarum.  A partir de los valores de toxicidad 

aguda obtenidos, se logró determinar que los renacuajos de R. arenarum en estadio 25 

(E25) y estadio 27 (E27) y S. granulatus en E25 presentan mayor sensibilidad a la 

exposición con el NEO, IMI. Tambien se logró observar que la exposición a altas 

concentraciones de TIA durante 21 dias y hasta la finalización de la metamorfosis en 

renacuajos de R. arenarum en E27, ocasionó inicialmente una pérdida en la ganancia de 

peso en los renacuajos, asi como tambien, una inhibición en el porcentaje de individuos 

que lograron finalizar la metamorfosis, un peso significativamente menor en los 



 
 

organismos juveniles y una alteración morfológica en la que los organismos juveniles 

expuestos a las dos concentraciones mas bajas de TIA (9 y 18 mg/L), resultaron con el 

brazo izquierdo mas corto.  

Asimismo, se inició la caracterización toxicológica de las DIA en anuros. En el 

Capítulo 3 se evaluó la toxicidad aguda de CLO y CIAN en tres especies de anuros 

autóctonos de la región pampeana (R. arenarum, R. fernandezea y S. granulatus), y, 

además, se evaluaron los efectos de las altas concentraciones (mg/L) de CLO en la 

exposición subcronica a 21 dias y hasta la finalización de la metamorfosis del sapo común 

R. arenarum.  A partir de los valores de toxicidad aguda obtenidos, se logró ver que en 

general CLO y CIAN, no mostraron altos valores de toxicidad en las especies expuestas 

y que, de acuerdo con el rango de valores registrados, los renacuajos de S. granulatus en 

E25 presentaron una mayor sensibilidad a la exposición con la DIA, CLO. Tambien se 

logró observar que la exposición a altas concentraciones de CLO durante 21 dias y hasta 

la finalización de la metamorfosis en renacuajos de R. arenarum en E27, ocasionó una 

respuesta no-lineal o no-monotonica en los valores correspondientes al tiempo de 

metamorfosis y proporción de individuos que lograron finalizar el desarrollo metamórfico 

desde el avance al estadio 42, lo que conllevo a que una menor proporción de individuos 

lograran finalizar la metamorfosis en las dos concentraciones mas bajas de CLO (20 y 40 

mg/L). Por otra parte, los rasgos de peso y largo de los organismos juveniles no se vieron 

afectados por la exposicion al insecticida. 

El conocimiento inicial sobre el efecto de los insecticidas NEO en anuros conllevó 

a evaluar en el Capítulo 4, el efecto de la exposición a bajas concentraciones (µg/L) 

incluidas las reportadas en la naturaleza de TIA e IMI en el desarrollo metamórfico del 

sapo común R. arenarum. Entre los resultados mas relevantes, se pudó determinar que la 

exposición de todos los tratamientos con TIA ocasionaron un retraso significativo en el 

tiempo que requirieron los individuos para finalizar la metamorfosis, efecto que no 

repercutió en la proporción de individuos que finalizaron el desarrollo, ni en los rasgos 

de peso y largo evaluados en los organismos juveniles. Por otra parte, la exposición con 

IMI no registró mayores efectos, al inicio del desarrollo los individuos expuestos se 

encontraron en un estado de aceleración, es decir, el requerimiento de menos días para 

avanzar en la metamorfosis, sin embargo, el efecto no se mantuvo en los siguientes 

estadios evaluados y finalmente solo ocurrió una disminución significativa en el número 

de individuos que lograron finalizar la metamorfosis en la concentración de exposición 



 
 

mas alta (3400 µg/L). Asimimo, los rasgos de peso y largo evualuados en los organismos 

juveniles, no se vieron afectados por la exposición al insecticida. 

De igual forma, el conocimiento inicial sobre el efecto de los insecticidas de las 

DIA en anuros conllevó a evaluar en el Capítulo 5, el efecto de la exposición a bajas 

concentraciones (µg/L) incluidas las reportadas en la naturaleza de CLO y CIAN en el 

desarrollo metamórfico del sapo común R. arenarum. Los resultados permitieron 

determinar que los dos insecticidas actuaron de manera similar, de tal manera, que 

ocasionaron una disminución significativa en la proporción de individuos que lograron 

finalizar la metamorfosis en la mayoría de los tratamientos de exposición, ademas de 

registrar una respuesta no-lineal o no-monotonica en la variable correspondiente al 

tiempo de metamorfosis, y en general, los rasgos de peso y largo evaluados en los 

organismos juveniles no se vieron afectados por la exposición a los insecticidas.   

Finalmente, el conocimiento de los efectos individuales de los insecticidas 

estudiados en la especie modelo R. arenarum, permitió desarrollar en el Capítulo 6, un 

primer acercamiento a una exposición realista a campo de los insecticidas, de esta manera, 

se evaluó el efecto de la exposición de las mezclas binarias de los insecticidas TIA, IMI 

y CLO en el desarrollo metamórfico del sapo común R. arenarum. En general, se pudó 

determinar que la exposición de los insecticias en la mezcla (TIA-IMI; CLO-TIA; CLO-

IMI), disminuye el efecto individual de los insecticidas en la metamorfosis de R. 

arenarum. En cuanto a los rasgos aptitudinales evaluados en los organismos juveniles, se 

observó que, la exposición en mezcla con los NEO, TIA-IMI ocasionó que los individuos 

tuvieran un peso significativamente menor, y que, en los individuos expuestos con TIA y 

CLO, y a las mezclas con TIA-IMI y CLO-IMI disminuyera significativamente la 

capacidad de salto. 

En general, a lo largo de las exposiciones realizadas durante la metamorfosis de 

R. arenarum, se evidenció que la mayoría de los efectos descritos con los insecticidas 

NEO y DIA sucedieron durante la transición de estadio 39 al estadio E42, esto, permitió 

discutir a lo largo de los capítulos, el efecto o acción que puede tener estas dos clases de 

insecticidas en la función tiroidea de R. arenarum y de ser esta, la posible via por la cual 

se ve alterado el desarrollo metamórfico en los individuos expuestos. En conclusión, los 

resultados obtenidos en esta tesis doctoral indican que, aunque los valores de toxicidad 

aguda de los insecticidas NEO, TIA e IMI y las DIA, CLO y CIAN en renacuajos de 

anuros de la región pampeana, no evidenciaron una alta toxicidad, las exposiciones de los 



 
 

insecticidas a lo largo de la metamorfosis de R. arenarum ocasionaron alteraciones 

relevantes en el desarrollo, efectos que se observaron tanto en las exposiciones 

individuales como en mezclas binarias y en concentraciones que han sido reportadas en 

la naturaleza, lo que puede significar un riesgo en las poblaciones naturales. Es por esto, 

que se recomienda tener en cuenta estos resultados y esta clase de estudios en las 

evaluaciones de riesgo de los insecticidas NEO y DIA en especies no objetivo.   

 

Palabras claves: Neonicotinoides, Diamidas antranílicas, Insecticidas, 

Metamorfosis, Anfibios 

    

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Effect of neonicotinoid insecticides and anthranilic diamides on the 
metamorphosis of anuran amphibians. 

ABSTRACT 
 

The neonicotinoid (NEO) and anthranilic diamide (AD) families of insecticides 

are heavily used on crops of national importance in argentina such as soybean and maize. 

In the country, the insecticides thiamethoxam (THIA) and imidacloprid (IMI) are mostly 

used in the case of NEO, and the insecticides chlorantraniliprole (CHLO) and 

cyantraniliprole (CYAN) in the case of AD. As a consequence of the high field use and 

in relation to the persistence in the environment and the high lixiviation potential of the 

molecules, the detection of these classes of insecticides on aquatic surfaces has increased, 

particularly in the Pampas region. Thus causing an increase in pollution and a possible 

risk to aquatic fauna. Information is described in detail in Chapter 1. Accordingly, the 

aim of this thesis is to evaluate the risk posed by exposure to this class of insecticides in 

tadpoles of anurans native to the Pampean region. In this manner, acute and sub-chronic 

exposures were performed until the completion of metamorphosis in tadpoles of the 

common toad Rhinella arenarum, which was the experimental model species. 

In order to initiate the toxicological characterisation of NEO in anurans, Chapter 

2 evaluated the acute toxicity of THIA and IMI in three species of anurans native to the 

Pampean region (R. arenarum, Rhinella fernandezea and Scinax granulatus), and the 

effects of high concentrations (mg/L) of THIA on sub-chronic exposure at 21 days and 

until the end of metamorphosis of the common toad R. arenarum were also evaluated. 

According to the acute toxicity values obtained, it was determined that the tadpoles of R. 

arenarum at stage 25 (S25) and stage 27 (S27) and S. granulatus at S25 are more sensitive 

to exposure with NEO, IMI. It was also observed that exposure to high concentrations of 

THIA for 21 days until the completion of metamorphosis in tadpoles of R. arenarum in 

E27, initially caused a loss in weight gain in tadpoles, as well as an inhibition in the 

percentage of individuals that reached the end of metamorphosis, a significantly lower 

weight in juvenile organisms and a morphological alteration in which juvenile organisms 

exposed to the two lowest concentrations of THIA (9 and 18 mg/L), had shorter left arms. 

The toxicological characterisation of AD in anurans was also initiated. In Chapter 

3, the acute toxicity of CHLO and CYAN was evaluated in three anuran species native to 

the Pampas region (R. arenarum, R. fernandezea and S. granulatus), and the effects of 



 
 

high concentrations (mg/L) of CHLO on sub-chronic exposure at 21 days and until the 

end of metamorphosis of the common toad R. arenarum were also evaluated. According 

to the acute toxicity values obtained, it was observed that in general CHLO and CYAN 

did not show high toxicity values in the exposed species and that, according to the range 

of values recorded, the tadpoles of S. granulatus at S25 showed a greater sensitivity to 

exposure with AD, CHLO. It was also observed that exposure to high concentrations of 

CHLO for 21 days until the completion of metamorphosis in R. arenarum tadpoles at 

S27, caused a non-monotonic response in the values corresponding to the metamorphosis 

time and proportion of individuals that reached the end of metamorphic development 

from the advance to stage 42, causing that, a lower proportion of individuals completed 

metamorphosis at the two lowest CLO concentrations (20 and 40 mg/L). In addition, 

weight and length traits of juvenile organisms were not affected by insecticide exposure. 

Initial knowledge on the effect of NEO insecticides on anurans allowed to evaluate 

in Chapter 4, the effect of exposure to low concentrations (µg/L) including those reported 

in nature of THIA and IMI on the metamorphic development of the common toad R. 

arenarum. Among the most relevant results, it was determined that exposure to all THIA 

treatments caused a significant delay in the time required for individuals to complete 

metamorphosis, an effect that did not affect the proportion of individuals that completed 

development, nor the weight and length traits assessed in juvenile organisms. While 

exposure to IMI showed no major effects, at the beginning of development exposed 

individuals were in an accelerated state, meaning they required fewer days to progress 

through metamorphosis, however, the effect was not maintained in the following stages 

evaluated and eventually there was only a significant decrease in the number of 

individuals reached the metamorphosis at the highest exposure concentration (3400 

µg/L). Also, weight and length traits, as assessed in juvenile organisms, were not affected 

by insecticide exposure. 

Similarly, initial knowledge of the effect of AD insecticides on anurans allowed 

to assessment in Chapter 5 of the effect of exposure to low concentrations (µg/L) 

including the reported in nature of CHLO and CYAN on the metamorphic development 

of the common toad R. arenarum. The results showed that the two insecticides acted in a 

similar manner, causing a significant decrease in the proportion of individuals that 

reached the end of metamorphosis in most of the exposure treatments, as well as a non-

monotonic response in the variable corresponding to metamorphosis time, and in general, 



 
 

the weight and length traits evaluated in the juveniles were not affected by exposure to 

the insecticides.  

Finally, the knowledge of the individual effects of the studied insecticides on the 

model species R. arenarum, allowed to develop in Chapter 6, a first approach to a realistic 

field exposure of the insecticides, thus, the effect of the exposure of binary mixtures of 

the insecticides THIA, IMI and CHLO on the metamorphic development of the common 

toad R. arenarum was evaluated. In general, it could be determined that exposure of the 

insecticides in the mixture (THIA-IMI; CHLO-THIA; CHLO-IMI), decreases the 

individual effect of the insecticides on the metamorphosis of R. arenarum. Regarding the 

fitness traits evaluated in juvenile organisms, it was observed that exposure in mixture 

with NEO, THIA-IMI caused individuals to have a significantly lower weight, and that, 

in individuals exposed to THIA and CHLO, and to mixtures with THIA-IMI and CHLO-

IMI, jumping ability decreased significantly. 

In general, throughout the exposures realized during the metamorphosis of R. 

arenarum, it was evidenced that most of the effects described with the insecticides NEO 

and AD occurred during the transition from stage 39 to stage E42, this allowed to discuss 

throughout the chapters, the effect or action that these two classes of insecticides can have 

on the thyroid function of R. arenarum and if this is the possible route of alteration in the 

metamorphic development in the exposed individuals. In conclusion, the results obtained 

in this doctoral thesis indicate that, although the acute toxicity values of the insecticides 

NEO, THIA and IMI and the AD, CHLO and CYAN in tadpoles of anurans from the 

Pampean region did not show high toxicity, the exposures of the insecticides throughout 

the metamorphosis of R. arenarum caused relevant alterations in development, effects 

that were observed both in individual exposures and in binary mixtures and in 

concentrations that have been reported in nature, which can represent a risk in natural 

populations. Therefore, it is recommended to take these results and these classe of studies 

into account in risk assessments of NEO and DIA insecticides in non-target species. 

 

Key words: Neonicotinoids, Anthranilic Diamides, Insecticides, Metamorphosis, 

Amphibians. 
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1. CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN GENERAL 

 
1.1 Agricultura Argentina 

 

Desde hace tres décadas, la agricultura industrial argentina adoptó una transformación 

tecnológica expansionista conocida como la “Segunda Revolución de las Pampas” (Pengue., 

2014). En la actualidad, los datos oficiales de la secretaria de agricultura, ganadería y pesca 

del país indicaron que para la campaña del 2020/21 la superficie sembrada, es de 

aproximadamente 40 millones de hectáreas. El 51,6% lo comprende los cereales, entre los 

que se incluyen: maíz, trigo, avena, cebada, centeno, sorgo y arroz; el 46.1% las oleaginosas, 

que incluye: soja, girasol y maní; y un 2,3% que incluye: poroto y algodón (SAGyP., 2022). 

La soja y el maíz representan los cultivos con mayor superficie de siembra y por ende los de 

mayor producción (Figura 1.1). Más del 60% de su producción ocurre en la provincia de 

Buenos Aires y Córdoba, de hecho, la región conocida como la pampa húmeda, entre los que 

se incluyen, soporta el 60% del total de la producción agropecuaria nacional (Pórfido., 2014). 

Particularmente, la adopción de cultivos genéticamente modificados, siembra directa y la 

adopción de aplicaciones de plaguicidas en mezcla ha aumentado la diversidad de productos 

y componentes activos que se utilizan (Oerke., 2005; Kahl y Kleisinger., 2016).  Aumentando 

con ello los riesgos de contaminación (Gaona et al., 2019). En el país, cerca de 400 productos 

fitosanitarios se encuentran habilitados para el uso en cultivos extensivos de cereales y 

oleaginosas (Guía online de productos fitosanitarios – CASAFE., 2022). 

 

 
KKK 

 
Figura 1.1. Cultivos extensivos de soja y maíz, ubicados en la localidad de Pergamino, provincia de 
Buenos Aires. 
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 Esta práctica agrícola basada en el monocultivo y en el alto uso de plaguicidas, ha 

ocasionado profundos cambios en el paisaje (Carrasco et al., 2012), siendo la reducción de 

la diversidad biológica y las alteraciones en el ecosistema, sus principales consecuencias 

(Chaudhary et al., 2021; Suarez et al., 2021). Por ejemplo, los cambios en la hidrología 

regional, se ha descrito como el resultado de la expansión y transformación de la agricultura 

en la región pampeana (Jobbágy et al., 2021). E incluso, a escala local, se ha comprobado 

que, en zonas de cultivo, la practica agrícola sostenida e intensiva, la aplicación continua de 

plaguicidas y el comportamiento de variables climáticas, aumenta la degradación de los 

suelos y los riesgos de contaminación de acuíferos freáticos (Montico y Di Leo., 2021). 

Además, a través de la deriva durante las aplicaciones y por flujos de lixiviación, los 

plaguicidas pueden contaminar otros compartimientos ambientales (Villaamil et al., 2013), 

como los sedimentos, suelos y cuerpos de agua aledaños a las zonas de cultivo, donde suelen 

ser muy persistentes (Gaona et al., 2019; Pérez et al., 2021). De esta forma, son cada vez más 

los reportes de detecciones de plaguicidas en cuencas agrícolas pampeanas (De Gerónimo et 

al., 2014; Pérez et al., 2017; Corcoran et al., 2020; Mac Loughlin et al., 2022; Peluso et al., 

2022).  

1.2. Contaminación de ambientes acuáticos por plaguicidas 
 

La producción agrícola a gran escala, con el fin de garantizar el mayor rendimiento y calidad 

posible, hace uso indiscriminado de plaguicidas y fertilizantes (Vieria et al., 2016; Kumar et 

al., 2021). Potenciando, la degradación física, química y biológica de los suelos (Virto et al., 

2014), y, en consecuencia, alterando el tiempo y la movilidad de los plaguicidas en el (Arias-

Estévez et al., 2008). De esta manera, ha adquirido importancia el conocimiento sobre el 

destino medioambiental de los plaguicidas. Pueden encontrarse, en el aire, en suelos y 

cuerpos de agua aledaños a las zonas agrícolas (Arias-Estévez et al., 2008). Generalmente, 

los plaguicidas llegan a los cuerpos de agua a través de la escorrentía, lixiviación, deriva de 

la pulverización e incluso por drenaje subterráneo (Figura 1.2) (Mojiri et al., 2020). La 

presencia y el comportamiento de las sustancias en ambientes acuáticos, dependen de las 

características fisicoquímicas de las moléculas y del control en el manejo de cultivos, como 

los márgenes de siembra, franjas de protección y el tipo y forma en que se realizan las 

aplicaciones (Reichenberger et al., 2007; Remucal., 2014). De hecho, tras la liberación en el 
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medio ambiente, los plaguicidas experimentan procesos interdependientes denominados “la 

quimiodinamica de los plaguicidas”, en el que intervienen las propiedades fisicoquímicas 

inherentes y parámetros ambientales, en la determinación de la persistencia, distribución y 

destino final de las moléculas en el ambiente (Zacharia., 2011). Por ejemplo, en ambientes 

acuosos, una de las características fisicoquímicas más importantes de las moléculas, es la 

fotodegradación, debido a que brinda información sobre la persistencia que pueden llegar a 

tener en el medio (Remucal., 2014).  

 

Figura 1.2. Cuenca hídrica aledaña a cultivos extensivos de soja y maíz, ubicado en la localidad de 
Pergamino, provincia de Buenos Aires.  

Monitoreos a escala local en la región pampeana argentina, han podido establecer que la 

presencia y concentración de plaguicidas en aguas superficiales, varían por las 

precipitaciones (O’Brien et al., 2016; Mac Loughlin et al., 2022), ciclo de las cosechas y los 

cambios de manejo en los cultivos (O`Brien et al., 2016). En actividades agrícolas que 

emplean periodos de inundación, como el arroz, se ha documentado que el uso de plaguicidas 

puede generar grandes cargas en la zona cultivada y en cuerpos de agua naturales cercanos. 

Este es el caso del reciente estudio realizado en el Parque Natural de la Albufera en España, 

en el que se describió que el cultivo de arroz, actividad agrícola dominante de la zona, genera 

una mayor carga de plaguicidas en el agua y en menor proporción en los sedimentos, tanto 

en la zona cultivada como en los lagos naturales cercanos (Calvo et al., 2021). En otro caso, 

el monitoreo de una cuenca fluvial de Costa Rica durante 5 años, identificó que la presencia 

de plaguicidas en el agua y el sedimento era similar, y, sin embargo, los plaguicidas de mayor 

uso se detectaron en mayor concentración en los sedimentos (Carazo-Rojas et al., 2018).    
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La presencia de plaguicidas en ambientes acuáticos ha generado estudios que buscan 

identificar la vulnerabilidad y efectos sobre la fauna acuática. Globalmente, a través de 

estudios de análisis de riesgos ecotoxicológicos y bioensayos de exposición a diferentes 

niveles (micro o meso-cosmos) se ha podido estimar el grado de sensibilidad de distintos 

taxones (Calamari y Zhang., 2002; Biggs et al., 2007; Arias-Andrés et al., 2016; Stadlinger 

et al., 2018). Estudios a estos niveles se han documentado en la región pampeana argentina 

(Peltzer et al., 2008; Brodeur et al., 2014; Solis et al., 2016; Hunt et al., 2016; Brodeur et al., 

2017; Solis et al., 2018; Agostini et al., 2020). En el caso de los anfibios, el frecuente uso y 

no controlado de plaguicidas se ha atribuido como una de las principales causas del fenómeno 

de disminución mundial de las poblaciones, siendo las especies con estadios larvales, 

organismos con características biológicas que le confieren gran sensibilidad (Boesten et al., 

2007; Sparling y Fellers., 2009; Bishop et al., 2012; Wagner y Viertel., 2017). A partir de 

estudios realizados con larvas de anuros autóctonos de la región pampeana se ha podido 

determinar los efectos de los plaguicidas con mayor uso en la región (Boccioni et al., 2021; 

Aronzón et al., 2016; Bahl et al., 2021; Agostini et al., 2020). El cambio gradual hacia una 

agricultura moderna e intensiva en el país, ha diversificado el mercado de plaguicidas, que 

desde un principio ha sido dominado por los herbicidas, siendo el glifosato la molécula más 

utilizada (Arias et al., 2011). Asimismo, la consolidación de la expansión agrícola aumentó 

el uso de otros plaguicidas. Según datos oficiales, los insecticidas son los segundos de mayor 

uso en el país (Pórfido et al., 2014). En un principio, los piretroides fueron los insecticidas 

más utilizados, seguidos por los organofosforados y ester cíclicos (Bernardos y Zaccagnini., 

2011). En la actualidad, el avance en la industria y el desarrollo de nuevas moléculas, 

catalogan a las familias de insecticidas de los neonicotinoides (NEO) y de las diamidas 

antranilicas (DIA) como unas de las más usadas en el país. Los principios activos 

mayormente comercializados son: tiametoxam (TIA) e imidacloprid (IMI), en el caso de los 

NEO y clorantraniliprol (CLO) y ciantraniliprol (CIAN) en el caso de las DIA (Anguiano y 

Ferrari., 2019). 

1.3 Neonicotinoides en ambientes acuáticos 
 

Los NEO son unas de las familias de insecticidas más utilizadas en el mundo 

(Sánchez-Bayo., 2014; Kundoo et al., 2018). Debido a sus propiedades sistémicas, los NEO 
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presentan actividad en un amplio número de insectos plaga, y se utilizan para el tratamiento 

de semillas y cultivos, comúnmente de soja, maíz, algodón, arroz, cereales, hortalizas, 

frutales y demás (Simon-Delso et al., 2015). Actúan uniéndose a los receptores nicotínicos 

de acetilcolina en organismos blancos, generando un trastorno nervioso que puede causar la 

parálisis o la muerte (Mullins., 1993; Maienfisch., 2001).  IMI fue el primer insecticida de 

esta familia en registrarse en el año 1991 (Hladik et al., 2018). TIA por su parte, fue el 

segundo insecticida NEO registrado en el año 1998. La naturaleza sistémica y las propiedades 

residuales de estos dos insecticidas han permitido que se utilicen en aplicaciones directas al 

suelo, foliares y en el tratamiento de semillas (Mullins., 1993; Maienfisch., 2001; Bonmatin 

et al., 2015).  

Las características fisicoquímicas de los insecticidas NEO, particularmente su alta 

solubilidad en agua (Wood y Goulson., 2017) y el uso continuo en campo, hacen que sean 

persistentes en el ambiente y que puedan tener un alto potencial de lixiviación y escorrentía 

(Morrisey et al., 2015; Bonmatin et al., 2019). Lo que hace posible encontrarlas en todos los 

compartimientos ambientales, sea el agua, el suelo y el aire (Simon-Delso et al., 2015). 

Contaminación de aguas superficiales por NEO se han documentado en la región pampeana 

y en países como Estados Unidos, Canadá y China (De Gerónimo et al., 2014; Pérez et al., 

2017; Pérez et al., 2021; Craddock et al., 2019; Montiel-León et al., 2019; Yi et al., 2019). 

Representando un alto riesgo para la fauna acuática y el ecosistema en general (Sanchez-

Bayo et al., 2016). 

1.4 Diamidas Antranílicas en ambientes acuáticos  
 

Las DIA son una familia de insecticidas de última generación, que actúan uniéndose 

a los receptores de rianodina, los cuales intervienen en la contracción muscular coordinada, 

regulando la liberación de las reservas internas de calcio en el retículo sarcoplásmatico (Lahm 

et al., 2005). Al actuar esta clase de insecticidas sobre el receptor, se afecta la liberación de 

calcio de manera que los canales quedan en un estado parcialmente abiertos, como 

consecuencia de esto los organismos blancos pueden presentar interrupción de la 

alimentación, letargo, parálisis y muerte (Lahm et al., 2005).  CLO fue el primer insecticida 

de la familia en registrarse en el año 2007, las formulaciones incluyeron productos: granular 

dispersable en agua (WG), suspensión concentrada (SC), curasemilla y granular (Bentley et 
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al., 2010). Está destinado para el control de lepidópteros, coleópteros y algunos dípteros, en 

su estado larval y en algunos adultos (Bentley et al., 2010). Por sus características residuales 

actúan mayormente por ingestión y también por contacto (Bentley et al., 2010) y la mayoría 

de las aplicaciones son foliares (Astor et al., 2009). En cuanto a CIAN, es un insecticida de 

la familia de segunda generación registrado en el 2014 (EFSA., 2014). Se desarrolló con el 

fin de mejorar la acción sistémica en la planta, logrando que la acción del insecticida pueda 

perdurar más tiempo (Selby et al., 2013; Barry et al., 2014). Tiene actividad contra un amplio 

espectro de insectos chupadores y masticadores (Tiwari y Stelinski., 2013).  

La distribución o destino de un plaguicida está determinado por el método y tasa de 

aplicación, tipo de vegetación, cubierta vegetal, topografía del terreno y condiciones 

climáticas (Tiryaki y Temur., 2010). Así mismo, la presencia de un plaguicida en sitios no 

objetivo ocurre mayormente a través de la escorrentía superficial y la lixiviación (Corcoran 

et al., 2020; Pandey et al., 2020). Investigaciones en laboratorio y campo han evidenciado el 

potencial de lixiviación de CLO y CIAN (Vela et al., 2017; Kolupaeva et al., 2019; Pandey 

et al., 2020) y que su persistencia en el medio acuoso está condicionado a las características 

fisicoquímicas y al comportamiento que puede tener las moléculas bajo distintas condiciones 

ambientales (Tiryaki y Temur., 2010; Kerle et al., 2007). Por ejemplo, la degradación del 

CLO y CIAN en agua sucede bajo una combinación de reacciones químicas y fotoquímicas, 

que dependen en gran medida del pH del medio en que se encuentra (Lavtižar et al., 2014; 

Redman et al., 2020). Contaminación de aguas superficiales por DIA se han reportado en 

países como estados unidos, malasia e indonesia (USEPA., 2008; CDPR., 2019; Elfikrie et 

al., 2020; Utami et al., 2020). Recientemente, en aguas agrícolas de la región pampeana 

argentina se ha detectado a los insecticidas CLO y CIAN (Brodeur et al., comunicación 

personal), e incluso, hay registros de detecciones de residuos de CLO en tejidos de anuros 

adultos autóctonos de la región pampeana (Brodeur et al., 2022). 

1.5 Aspectos del desarrollo larval en los anuros 
 

El desarrollo larval en anuros ha sido ampliamente estudiado en numerosas especies, 

por lo general, en aspectos relacionados al desarrollo ontogenético, morfo-fisiológico, 

ecológico, filogenético y evolutivo (Gomez et al., 2016). Durante la etapa larval y 

metamorfosis ocurren en simultaneo procesos morfogenéticos que incluyen: diferenciación 
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embrionaria, desarrollo y desaparición de estructuras larvales y diferenciación y desarrollo 

de estructuras propias del adulto (Fabrezi et al., 2012; Gomez et al., 2016). Los trabajos de 

Gosner, (1960) y Nieuwkoop y Faber, (1967) estandarizaron el desarrollo larval en función 

de los cambios morfológicos más representativos por medio de etapas o estadios y hasta la 

fecha siguen siendo los más utilizados.  

En anuros, el desarrollo larval ocurre bajo el estricto control del eje hipotálamo-

pituitaria-tiroides (HPT), mediante la acción de las hormonas tiroideas (HT), tiroxina (T4) y 

triyodotironina (T3) (Boorse y Denver., 2004; Tata., 2006; Buchholz y Shi., 2018). Cada 

tejido del renacuajo responde de manera diferente a las HT (Tata., 2006). Funcionalmente, 

T4 es transportada de la glándula tiroides al tejido destino, allí, por la actividad enzimática 

de las desyodasas, se convierte en T3, su forma más activa (Thambirajah et al., 2019). T3 es 

considerado como el precursor de la metamorfosis y su respuesta está determinada en función 

a los receptores nucleares o los transcriptores TR, en su forma TRα ó TRβ (Tata., 2006). De 

esta forma, T3 se une a los TR para regular la transcripción de genes diana (Paul et al., 2022), 

a través de estudios in vitro se ha demostrado que los TR funcionan como represores de los 

genes en ausencia de T3 y como activadores de esos mismos genes en presencia de T3 

(Buchholz et al., 2018). 

A partir de estudios pioneros, se han reconocido tres fases, durante la metamorfosis: 

1) premetamorfosis, 2) prometamorfosis y 3) clímax metamórfico, atribuidos en función de 

los cambios morfológicos y de los niveles de las hormonas tiroideas en circulación (Etkin., 

1936; Etkin., 1968). En ese sentido y según lo ilustrado por Thambirajah et al., (2019), la 

primera etapa es independiente de HT y ocurre el mayor crecimiento larval (Choi et al., 

2017), incluye los estadios de Gosner (G) del 25 al 34. En la segunda fase, las HT aumentan 

progresivamente y va acompañada del desarrollo de las extremidades posteriores, incluye los 

estadios G del 35 al 39 y finalmente, a mediados de la tercera se registra el máximo pico de 

las HT y el desarrollo de los cambios morfológicos más abruptos, incluye los estadios G 40 

y 46, durante esta misma etapa se registra un descenso de los niveles hormonales al finalizar 

la metamorfosis. 

El conocimiento sobre los diversos procesos que ocurren durante la metamorfosis en 

anuros y su estandarización en etapas o estadios, hacen que estos organismos sean modelos 
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adecuados en la determinación de efectos por la exposición a plaguicidas. Entre los objetivos 

más estudiados, incluyen la alteración de las etapas de desarrollo en condiciones de alta y 

baja (concentraciones ambientales) toxicidad y efectos sobre el sistema endocrino (Wagner 

y Viertel., 2017). Recientemente, lo revisado por Stoks et al., (2022), indica que las tasas de 

crecimiento y desarrollo larvario suelen ser los efectos que mayormente se registran tras la 

exposición a plaguicidas. 

1.6 El sapo común Rhinella arenarum como modelo experimental 
 

Los anuros con etapa larval se consideran organismos con una alta plasticidad 

adaptativa, en la que, la variabilidad en su sensibilidad se relaciona con las características 

morfológicas de las especies y con el hábitat en el que se desarrollan (McDiarmid y Altig., 

1999; Natale., 2006). Rhinella arenarum es una especie con comportamientos gregarios, 

“resistente”, abundante y fácil de encontrar en el medio natural por su estrategia reproductiva, 

suelen estar en lugares fácilmente localizables e incluso en aquellos que han sido altamente 

degradados o modificados (Panigo et al., 2022), por lo general se reproducen por periodos 

prolongados durante la primavera y el verano, tiempo del más alto pico en su actividad por 

el aumento de las precipitaciones y la temperatura (Natale., 2006). Trabajos pioneros como 

el de, Del Conde y Sirlin., (1952) describieron morfológicamente los primeros estadios de la 

especie hasta que alcanzan su inicio en la alimentación (Estadio 25). Las puestas se 

caracterizan por ser cordones gelatinosos en las que los huevos se encuentran alineados 

individualmente y en la que puede haber más de 2000 huevos, los cuales poseen altas tasas 

de desarrollo (Figura 1.3), asimismo, por su desarrollo larval gregario y sus necesidades 

nutricionales de fácil obtención, su mantenimiento en el laboratorio no presenta 

inconvenientes. Por lo general, su tasa de supervivencia es del 50 al 75% (Natale., 2006). 

Estas características hacen que los renacuajos de R. arenarum sean adecuados como modelos 

experimentales en la realización de bioensayos.  
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Figura 1.3. Puesta de huevos de la especie Rhinella arenarum a. Puesta de huevos vista a través de 
la lupa. b. Parte de una puesta de huevos mantenida en el laboratorio.  
 
 

HIPÓTESIS GENERAL 
 
Mediante la evaluación ecotoxicologica de los insecticidas neonicotinoides y 

diamidas antranilicas se determina que la exposición individual y en mezcla de los 

insecticidas afecta negativamente la metamorfosis del sapo común Rhinella arenarum.   

 

OBJETIVOS GENERALES  
 

- Establecer la toxicidad aguda de los insecticidas neonicotinoides, tiametoxam e 

imadacloprid en estadios larvales de Rhinella arenarum, Rhinella fernandezae y 

Scinax granulatus. 

- Establecer el efecto de los neonicotinoides, tiametoxam e imadacloprid en 

concentraciones a escala mg/L sobre la metamorfosis del sapo común Rhinella 

arenarum. 

- Establecer la toxicidad aguda de los insecticidas de las diamidas antranilicas, 

clorantraniliprol y ciantraniliprol en estadios larvales de Rhinella arenarum, 

Rhinella fernandezae y Scinax granulatus. 

a. b. 
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- Conocer el efecto de los insecticidas de las diamidas antranilicas, clorantraniliprol 

y ciantraniliprol en concentraciones a escala mg/L sobre la metamorfosis del sapo 

común Rhinella arenarum. 

- Conocer el efecto de los neonicotinoides, tiametoxam e imadacloprid en 

concentraciones que incluyen las ambientales sobre la metamorfosis del sapo 

común Rhinella arenarum. 

- Conocer el efecto de los insecticidas de las diamidas antranilicas, clorantraniliprol 

y ciantraniliprol en concentraciones que incluyen las ambientales sobre la 

metamorfosis del sapo común Rhinella arenarum. 

- Conocer el efecto de las mezclas binarias con los insecticidas tiametoxam, 

imidacloprid y clorantraniliprol sobre la metamorfosis del sapo común Rhinella 

arenarum.  
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2. CAPÍTULO 2. Toxicidad aguda y subcrónica, e impacto sobre la 
metamorfosis de insecticidas formulados con los neonicotinoides 

tiametoxam e imidacloprid en renacuajos de anfibios anuros. 
 

2.1. INTRODUCCIÓN 
 

Los Neonicotinoides (NEO) son unas de las familias de insecticidas más utilizadas en 

el mundo (Sánchez-Bayo., 2014; Kundoo et al., 2018). Son altamente solubles en agua 

(Wood y Goulson., 2017) y poseen características potenciales de lixiviación y escorrentía 

(Bonmatin et al., 2019). Lo que hace posible encontrarlas en todos los compartimientos 

ambientales, sea el agua, el suelo y el aire (Simon-Delso et al., 2015).   

Valores de toxicidad aguda se han documentado en renacuajos por la exposición a 

NEO (Tabla 2.1). Se ha encontrado un mayor número de registros para imidacloprid (IMI) a 

diferencia de un único dato en tiametoxam (TIA). El valor más alto de toxicidad se encontró 

con el único valor reportado en TIA (CL2mg/L), correspondiente a un testeo con un producto 

formulado (Tabla 2.1), Optigard Flex en Lithobates sylvaticus (Pochini y Hoverman., 2017). 

Similar a esto, en el caso de IMI, el valor de toxicidad más alto se encontró también en el 

testeo con productos formulados (Tabla 2.1), Glacoxan en Boana pulchella (Perez-iglesias 

et al., 2014). 

En general, se considera que TIA e IMI presentan una baja toxicidad aguda en los 

vertebrados acuáticos (Thunnissen et al., 2020). En el caso de los peces, algunos valores 

sobre la toxicidad de TIA se encuentran por encima de los 100 mg/L (Finnegan et al., 2017; 

Rosado-Berrios., 2018; Kocamaz y Oruc., 2018), y otros autores reportan valores  

________________________ 

2 Capítulo publicado. 
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bajos de 10 y 83,71 mg/L (El Euony et al., 2020; Yang et al., 2020). En IMI, ocurre de manera 

similar, se han obtenido valores superiores a 100 mg/L (Qadir et al., 2014; Xia et al., 2016; 

Wang et al., 2016; Chang et al., 2020) y otros por debajo de 1 mg/L (Desai y Parikh., 2014; 

Islam et al., 2019; Naiel et al., 2020). En anfibios, como se mencionó previamente, un único 

valor de 2 mg/L ha sido reportado para TIA en renacuajos de Lithobates sylvaticus expuestos 

a una formulación comercial (Pochini y Hoverman., 2017). Mientras que en el caso de IMI 

se han informado valores de CL50 superiores a los 50 mg/L (Perez-Iglesias at al., 2014; Ruiz 

de Arcuate et al., 2014; Feng et al., 2004; Saka y Tada., 2021). En algunos casos, la 

combinación de factores de estrés ha llegado a aumentar significativamente la mortalidad de 

renacuajos en exposiciones a concentraciones bajas de IMI (Sievers et al., 2018; Kenko et 

al., 2017). 

Estudios que detallan los efectos de NEO en el desarrollo larval en anfibios son 

escasos. Actualmente se tiene conocimiento de nueve trabajos que examinaron el tema. 

Regularmente analizan efectos directos por la exposición a los insecticidas en aspectos de 

supervivencia, crecimiento y tiempo en el que ocurre la metamorfosis. Exposiciones a altas 

concentraciones de NEO han reportado efectos en renacuajos. En individuos de Lithobates 

pipiens la exposición a 8,5 mg/L de IMI ocasionó un retraso en el desarrollo y juveniles con 

un menor tamaño (Moe., 2017), así mismo, en renacuajos de Xenopus laevis expuestos a 20 

mg/L de TIA se observó un retraso en el desarrollo y juveniles con menor peso (Jenkins et 

al., 2021). Por otra parte, los organismos expuestos a concentraciones ambientales de NEO, 

en su mayoría no reportan efectos (Robinson et al., 2019; Saka y Tada., 2021; Danis y 

Marlatt., 2021; Robinson et al., 2021). Sin embargo, se conocen dos estudios que si reportan 

efectos con relación a la exposición con IMI (Moe., 2017; Robinson et al., 2017). Además, 

se ha comprobado que la combinación de factores de estrés puede alterar la metamorfosis. 

Por ejemplo, una exposición a concentraciones ambientales de IMI junto a la rápida 

disminución del volumen de agua en el estanque, conduce a una menor supervivencia durante 

la metamorfosis en renacuajos de Lithobates sylvaticus (Sweeney et al., 2021).  

Actualmente no se tiene conocimiento de estudios que hayan evaluado los efectos de 

los NEO en el desarrollo larval de especies de anuros autóctonos de la región pampeana, a 

pesar de que el uso de TIA e IMI es amplio y que existen registros de la presencia de estos 
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plaguicidas en aguas superficiales e incluso en tejidos de anuros adultos (De Gerónimo et al., 

2014; Pérez et al., 2017; Pérez et al., 2021; Brodeur et al., 2022). En este contexto, el objetivo 

del presente trabajo consiste en determinar la toxicidad aguda (96h) de TIA e IMI en tres 

especies de anuros (Rhinella arenarum, Rhinella fernandezae y Scinax granulatus) 

autóctonos de la región pampeana argentina y con amplia distribución en América del Sur. 

Además, se evaluará la toxicidad crónica (21d) de TIA e IMI y el efecto de TIA durante el 

desarrollo larval y finalización de la metamorfosis, en renacuajos del sapo común Rhinella 

arenarum.  

Tabla 2.1. Toxicidad aguda (CL50) de neonicotinoides en diferentes especies de anuros en 
su etapa larval. I.A.: Ingrediente Activo, I.C.: Intervalo de Confianza. G: Estadio Gosner. NF: Estadio 
Nieuwkoop y Faber. Los trabajos se agrupan por insecticida expuesto.  

Especies  Presentación del 
Compuesto  Estadio Tiempo de 

Exposición CL50 mg/L I.C. 95% Referencia 

Tiametoxam        

Lithobates sylvaticus  
Comercial 

Optigard Flex 
21,6% I.A 

G28 48h ̴ 2  Pochini y Hoverman 
2017 

Dinotefuran       

Silurana tropicalis I.A > 98% NF 49-50 96h > 100  Saka y Tada 2021 
       
Acetamiprid       
Silurana tropicalis I.A > 98% NF 49-50 96h > 100  Saka y Tada 2021 
       
Imidacloprid       
Silurana tropicalis I.A > 98% NF 49-50 96h > 100  Saka y Tada 2021 

Boana pulchella  
Comercial 
Glacoxan 
35 % I.A. 

G 35-37 96h 52,622 48,470-58.185 Pérez-Iglesias et al 
2014 

Boana pulchella  I.A. 95,1% G 35-37 96h 84,91 77,20-93,04 Ruiz de Arcaute et al 
2014 

Pelophylax 
nigromaculatus I.A. 95% 45 días de 

edad 96h 129  Feng et al 2004 

Rana limnocharis I.A. 95% 30 días de 
edad 96h 82  Feng et al 2004 

Clotianidina       

Silurana tropicalis I.A > 98% NF 49-50 96h > 100  Saka y Tada 2021 

Hyla vesicolor 
Comercial 

Arena 0,25% 
Granulos 

 48h >327  Miles et al 2017 

Lithobates clamitans 
Comercial 

Arena 0,25% 
Granulos 

 48h >327  Miles et al 2017 

Lithobates pipiens Comercial 
Arena 0,25%  48h >327  Miles et al 2017 
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2.2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

2.2.1. Especies estudiadas 
 

Tres especies de anuros fueron estudiadas: El sapo común Rhinella arenarum, el 

sapito cavador Rhinella fernandezae y la ranita roncadora Scinax granulatus. Las tres 

especies presentan poblaciones estables y un estado de preocupación menor (LC) según la 

IUCN (2022).  

Rhinella arenarum tiene amplia distribución en Argentina, desde el norte de la provincia de 

Jujuy hasta Chubut, esta, además, presente en el sur de Brasil, en Uruguay y Bolivia (Cei., 

1980).  Es una especie de gran tamaño (largo hocico-cloaca entre 8 y 11 cm) que presenta 

hábitos terrestres. Su actividad reproductiva se observa principalmente luego de las lluvias 

de primavera y principios de verano. La ovoposición tiene lugar en cuerpos de aguas lenticos 

temporales, pequeños estanques o pantanos presentes en zonas abiertas peri-urbanas, 

agrícolas, naturales, conservadas, entre otros (Cei., 1980). Las puestas se adhieren a objetos 

sumergidos en el agua y los renacuajos se alimentan y se desarrollan en el mismo lugar en 

donde son puestos los huevos. 

Rhinella fernandezae se encuentra en el noreste argentino (Buenos Aires, Córdoba, 

Corrientes, Entre Ríos, La Pampa, Santa Fe), en Uruguay, así como en el sur de Paraguay y 

de Brasil (IUCN., 2022). Es una especie de tamaño medio (largo hocico-cloaca entre 5 y 8 

cm) de hábitos terrestres y cavadores. Las cuevas pueden llegar a tener 30 cm de profundidad, 

estas se pueden encontrar en pastizales, pajonales y césped de jardines (Gallardo y Varela de 

Olmedo., 1992). Su actividad reproductiva se prolonga entre agosto y marzo, mayormente 

luego de lluvias importantes (Martori et al., 2010). La ovoposición ocurre en charcos 

temporarios y cuerpos de agua permanentes en zonas peri-urbanas, agrícolas, de pastizales y 

demás (Gallardo y Varela de Olmedo., 1992).    

Con respecto a Scinax granulatus, en la Argentina existen registros de su distribución en las 

provincias de Misiones, Entre Ríos y Buenos Aires (Cei 1980; Agostini y Roesler., 2011). S. 

granulatus habita áreas abiertas pantanosas boscosas o con árboles dispersos los cuales son 

utilizados como refugios naturales (Agostini y Roesler., 2011). El periodo reproductivo se da 
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en la primavera y el verano (Vaira et al 2012). La ovoposición se realiza en el suelo o en la 

vegetación baja cercana a los márgenes de un cuerpo de agua, el cual puede un charco 

temporal, un estanque o un pequeño lago.  

2.2.2.  Organismos Utilizados 
 

Las puestas de huevos de Rhinella arenarum y Rhinella fernandezae, fueron 

recolectadas durante la época de primavera en diversos cuerpos de agua permanentes y 

temporarios presentes en las 650 hectáreas (34o36’24S, 58o39’56W) del Centro Nacional de 

Investigación Agrícola (CNIA). Todos los huevos fueron recolectados dentro de las 24h de 

haber sido puestos y llevados enseguida al laboratorio donde fueron mantenidos en una 

habitación climatizada a 20 ± 2 oC y con un fotoperiodo de 16:8 h luz:oscuridad. En el caso 

de Scinax granulatus, en el lugar de muestreo previamente descrito, fue recolectado un 

amplexo, el cual, se mantuvo en un terrario y con las condiciones de humedad idóneas en el 

laboratorio, hasta que los huevos fueron depositados; después de que transcurrió un tiempo 

prudente y en el que se buscaba garantizar la fertilización correcta de los huevos, el amplexo 

fue liberado en el lugar inicialmente recolectado. Por otra parte, en el caso de R. arenarum, 

algunos de los huevos fueron utilizados para realizar bioensayos agudos con embriones. 

Todos los demás huevos fueron mantenidos hasta alcanzar los estadios 25 (E25) y 27 (E27) 

(Según clasificación, Gosner 1960).  Los renacuajos fueron alimentados con acelga hervida 

de manera ad libitum al llegar al estadio 24-25 (Gosner 1960); momento en el cual empiezan 

a alimentarse.  

2.2.3. Características físico-químicas del agua utilizada en los bioensayos 
 

El agua utilizada en los bioensayos presentaba las siguientes características 

fisicoquímicas: pH 8,15; color incoloro; turbiedad (UNT – unidad nefelometríca de turbidez) 

<5; solidos disueltos totales 424 mg/L; dureza total 170 mg CaCO3/L; fluoruros 1,14 mg/L; 

cloro activo residual 0 mg/L; cloruro 21 mg/L; sulfato <200 mg/L; nitrato 50 mg/L; nitrito 

<0,200 mg/L; amonio <0,200 mg/L. Todos los valores están dentro de las pautas aceptadas 

para las pruebas con renacuajos (ASTM, 1998). El agua se mantenía en bidones en la sala de 

ensayo durante 12h antes de ser utilizado, para que alcance y se estabilice a la temperatura 

experimental.  
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2.2.4. Sustancias testeadas 

 

 Dos formulados comerciales de insecticidas NEO fueron testeados: Actara® y 

Confidor®, los cuales son comercializados en la Argentina por las firmas Syngenta y Bayer 

respectivamente. Actara® es un granulado dispersable que contiene 25% de TIA 3-(2-cloro-

tiazol-5-ilmetil)-5-metil-[1,3,5] oxadiazinan-4-ilideno-N-nitroamina; CAS No. 153719-23-

4. Confidor® es una suspensión concentrada que contiene 20% de IMI 1-(6-Chloro-3-

pyridinyl-methyl)-N-nitro-2-imidazolidinimine (C.A.); CAS No. 138261-41-3. Ambos 

formulados contienen tensioactivos, aditivos o emulsionantes patentados de naturaleza 

molecular no revelada.        

2.2.5. Protocolos experimentales 
 

2.2.5.1. Preparación de las soluciones de prueba. 
 

Para los ensayos realizados con el formulado comercial actara®, se preparó una 

solución madre que contenía 750 mg/L de TIA, diluyendo 3 gramos del formulado solido en 

un litro de agua de ensayo llevada a pH 7. Cada solución madre servía para realizar al menos 

2 recambios de soluciones y se conservaba en la oscuridad a 4 oC entre los recambios. Para 

los bioensayos realizados con el formulado comercial de confidor®, se preparó una solución 

madre que contenía 200 mg/L de IMI, diluyendo de 1 ml del formulado en un litro de agua 

de ensayo. Una nueva solución madre de IMI se preparaba inmediatamente antes de cada 

recambio de soluciones. Las distintas concentraciones experimentales fueron preparadas 

diluyendo la solución madre en el volumen de agua de ensayo requerido.  

2.2.5.2. Bioensayos de toxicidad aguda  
 

Tanto para los distintos tratamientos como para el grupo control, el diseño 

experimental incluyo cuatro replicas, cada una con diez individuos.  En el caso de los 

bioensayos con Rhinella arenarum y Rhinella fernandezae, cada unidad experimental 

consistía en dos placas de petri de 10 cm de diámetro superpuestas que contenían 100 mL de 

solución experimental. Para Scinax granulatus, los replicados consistían en tubos de ensayos 

de vidrio de 16 mm de diámetro y 15 cm de largo, que contenían 15 ml de solución 
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experimental, el motivo de emplear estos tubos se debió a que los renacuajos de esta especie 

presentan la particularidad de permanecer en posición vertical adheridos al vidrio por el disco 

oral. Las soluciones de prueba eran renovadas en su totalidad cada 24 horas y la temperatura 

y el fotoperiodo fueron mantenidos a 20 ± 2 oC y 16:8 h luz:oscuridad durante las 96 horas 

(h) que duró el bioensayo.  La única excepción fue en los bioensayos con Rhinella arenarum 

en estadio 27 (E27), en los cuales las soluciones fueron renovadas cada 48 h, ya que este 

bioensayo correspondió a los cuatros primeros días de los bioensayos subcrónicos. En todos 

los bioensayos, se registró la supervivencia de los renacuajos y se removieron los individuos 

muertos al momento de recambiar las soluciones. Los siguientes bioensayos de toxicidad 

aguda fueron realizados:  

 Toxicidad de formulados de TIA e IMI en embriones estadio 1 (E1) (Gosner 1960) de 

Rhinella arenarum: Para ambos formulados, las concentraciones nominales 

ensayadas fueron 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 y 160 mg/L.  Los huevos fueron 

expuestos con su cubierta gelatinosa presente. Los bioensayos con el formulado de 

TIA fueron realizados en dos oportunidades distintas: una a 20 oC y la otra a 25 oC.  

 Toxicidad de formulados de TIA e IMI en renacuajos de Rhinella arenarum estadio 

25 (E25) y E27:  Las concentraciones nominales ensayadas fueron 20, 40, 60, 80, 

100, 120, 140 y 160 mg/L y 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 y 160 

mg/L, para TIA e IMI, respectivamente. Los bioensayos con TIA en renacuajos de R. 

arenarum E25 fueron realizados en dos oportunidades distintas: una a 20 oC y la otra 

a 25 oC.  

 Toxicidad del formulado de TIA en renacuajos de Rhinella fernandezae E25: Las 

concentraciones nominales ensayadas fueron 80, 100, 120, 140 y 160 mg/L. 

 Toxicidad del formulado de IMI en renacuajos de Scinax granulatus E25: Las 

concentraciones nominales ensayadas fueron 1, 5, 10, 20 y 40 mg/L.  

 

2.2.5.3. Bioensayos de toxicidad subcrónica 
 

      Este bioensayo representa la continuación por 21 días (d) del ensayo agudo de 96 h 

en renacuajos de Rhinella arenarum en E27.  Como se mencionó anteriormente, el diseño 

experimental incluyó cuatro replicas por tratamiento, cada una con diez individuos. Cada 
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unidad experimental consistió en dos placas de petri de 10 cm de diámetro superpuestas, que 

contenía 100 mL de solución experimental. Las soluciones de prueba eran cambiadas en su 

totalidad cada 48 horas y la temperatura y el fotoperiodo fueron mantenidos respectivamente 

a 20 ± 2 oC y 16:8 h luz:oscuridad durante los 21 días que duró el ensayo. Un trozo de acelga 

hervida de aproximadamente 1 cm2 era añadido a las unidades experimentales luego de cada 

recambio de solución con el fin de alimentar de manera ad libitum a los renacuajos. Las 

concentraciones ensayadas fueron 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 y 160 mg/L en el caso del 

formulado de TIA y 0,5, 1, 5, 10, 20, 40 y 60 mg/L para el formulado de IMI. Ambos ensayos 

se iniciaron con renacuajos de Rhinella arenarum en E27.  Cada 48 h, antes del recambio de 

las soluciones, se registraba la supervivencia de los renacuajos y los individuos muertos eran 

retirados. En el día en que se inició el bioensayo, antes de que empezará la exposición al 

insecticida, los diez individuos pertenecientes a cada replica fueron pesados en conjunto 

luego de apoyar brevemente los animales en un papel absorbente para eliminar el excedente 

de agua. El peso de los renacuajos volvió a ser determinado de la misma manera luego de los 

21 días de exposición. Con estos valores, se determinó la ganancia de peso en los individuos. 

El porcentaje de aumento de peso individual se obtuvo mediante la siguiente operación: 

(Peso grupal final-Peso grupal inicial ) / n
Peso grupal inicial / n

x 100 

en donde n representa el número de individuos presente en la réplica por la cual se calcula 

el peso de los renacuajos.   

2.2.5.4. Efecto de un formulado de tiametoxam sobre la metamorfosis de 
Rhinella arenarum 
 

Este bioensayo representó la continuación hasta la culminación de la metamorfosis 

del bioensayo agudo de 4 d y del bioensayo subcrónico de 21 d con un formulado de TIA 

iniciado con renacuajos de Rhinella arenarum en E27.  Luego de completado los 21 d de 

exposición, se aumentó gradualmente la temperatura de 20 a 25 oC (1oC por día), para simular 

un aumento de temperatura primaveral y llegar a una temperatura más representativa de las 

condiciones naturales de metamorfosis. Se continuó la exposición de los renacuajos a TIA a 

las mismas concentraciones nominales, con las mismas unidades experimentales por 

tratamiento y cantidad de individuos, y bajo las mismas condiciones descritas en la sección 
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2.2.5.3. Al momento de recambiar las soluciones (cada 48 h), se retiraban los individuos 

muertos y se registraba la supervivencia y estadio de desarrollo en el que se encontraban los 

renacuajos.  De acuerdo con la clasificación de Gosner (1960), los estadios de desarrollo 

utilizados fueron: estadio 39 (E39) individuos con patas posteriores completas; estadio 42 

(E42) individuos con patas posteriores y anteriores completas y finalización de la 

metamorfosis, estadio 46 (MET) individuos con reabsorción completa de la cola.  Se eligió 

registrar estos estadios por su facilidad en la identificación y por los claros cambios 

morfológicos que caracterizan a cada uno. A lo largo del bioensayo los individuos expuestos 

fueron observados detalladamente con el fin de identificar posibles alteraciones 

morfológicas. Asimismo, los juveniles o sapos que completaron la metamorfosis fueron 

examinados detalladamente en busca de malformaciones, enseguida fueron anestesiados y 

sacrificados en una solución de metanosulfonato de tricaina (MS-222). Con el fin de poder 

medir variables morfológicas, cada individuo fue fotografiado dorsal y ventralmente y 

pesado por medio de una balanza digital Mettler Toledo, modelo PL303, precisión de 0.001 

g, luego fueron preservados en una solución de formol al 10%. Finalmente, a través de las 

fotografías tomadas, se midió la longitud hocico cloaca (LHC) y la longitud de los brazos y 

antebrazos izquierdo y derecho. La medición de los brazos y antebrazos se determinó debido 

a que a lo largo del bioensayo se observó que, durante el avance del desarrollo, 

particularmente entre el E42 y MET algunos de los individuos expuestos a las dos 

concentraciones más bajas de TIA (9 y 18 mg/L), parecían tener una postura incorrecta.  La 

medición de los parámetros morfológicos mencionados (LHC, brazos y antebrazos), se 

realizó mediante el programa Imagej desarrollado por el Instituto Nacional de Salud (NIH 

por sus siglas en inglés) (Schneider et al., 2012). 

2.2.6. Verificación analítica de la concentración de las soluciones madres. 
 

La concentración de IMI presente en la solución madre fue determinada mediante 

cromatografía liquida de ultraperformancia y espectrometría de masas (UPLC-MS/MS). Se 

utilizó un equipo de cromatografía Acquity equipado con una columna BEH C18 (1,7 μm, 

100 x 2,1 mm) (Waters).  El flujo era de 0,2 mL min-1. Las fases móviles consistían en agua 

(fase A) y metanol (fase B) ambas con 0,1% de ácido fórmico. Se utilizó un gradiente donde 

el porcentaje de la fase B variaba de la siguiente manera: 0 min, 0%; 0,5 min, 0%; 3,5 min, 
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100%; 4,5 min, 100%; 5,0 min, 0%; and 6 min, 0%. La columna era mantenida a 35°C.  Para 

el análisis de MS/MS, el modo de ionización se realizó utilizando un voltaje cepillar de 3,5 

kV. El gas de colisión era Argon 99,995% con una presión de 4,04×10−3 mbar en la célula 

T-Wave. Los flujos de gas cónico y de desolvatación eran optimizados a 60 L h-1 y 600 L h-

1, respectivamente. La temperatura del gas de desolvatación era 400°C y la temperatura de 

la fuente 120°C. Tiempos de permanencia de 0,10 s/escaneo fueron empleados.  

Por su parte, las determinaciones de TIA fueron realizadas utilizando una columna 

BEH C18 (2,5 μm, 150 x 2,1 mm). Al igual que para IMI, las fases móviles consistían en 

agua (fase A) y metanol (fase B) ambas con 0,1% de ácido fórmico. Se utilizó el siguiente 

gradiente: (90:10)-(90:10) 0-0,5 min, (90:10)-(50:50) 0,5-2 min, (50:50)-(0:100) 2-6 min, 

(0:100)-(0:100) 6-7 min, (0:100)-(90:10) 7-8 min, (90:10)-( 90:10) 8-10 min. La columna era 

mantenida a 45 °C y el flujo era de 0,25 ml/min. Para el análisis de MS/MS, se utilizó el ion 

292 m/z para la confirmación y el ion: 211 m/z para la cuantificación. El tiempo de retención 

fue de 4,2 min.  

2.2.7. Análisis estadísticos 
 

En los bioensayos agudos (96h) y subcrónicos a 21 d, las concentraciones de 

plaguicidas que causaron la mortalidad del 50% de los individuos (CL50) fueron calculadas 

ajustando una ecuación de regresión logística de cuatro parámetros a los datos de 

supervivencia con el programa GraphPad Prim Versión 5.03. En los bioensayos subcrónicos 

de 21 d el incremento de peso corporal de los renacuajos en conjunto, es decir, por replica, 

fueron comparados entre tratamientos mediante un análisis de varianza de una vía (ANOVA) 

seguido de la prueba de comparaciones múltiples de Holm-Sidak, luego de comprobar que 

se cumplieran los supuestos de normalidad y homocedácea de los datos. 

El impacto de TIA sobre la proporción de individuos que lograron avanzar en el 

desarrollo metamórfico y el tiempo que necesitaron para hacerlo, fueron analizados según 

los métodos previamente descritos por Brodeur et al. (2009; 2013). Para cada tratamiento, 

así como para los controles se ajustó, con el programa GraphPad Prim Version 5.03, una 

ecuación de regresión logística de cuatro parámetros a la variable “número acumulado de 

individuos que alcanzaron E39, E42, y a los que completaban la MET”. Además, para cada 
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curva de ajuste se calculó el tiempo para que el 50% de los individuos alcancen T39 (T50-

E39), T42 (T50-E42), o MET (T50-MET). Las proporciones de renacuajos que alcanzaron 

los diferentes estadios durante el proceso de metamorfosis (E39, E42 y MET) en los distintos 

tratamientos, así como, los valores de T50-E39, T50-E42, T50-MET, los porcentajes de 

supervivencia general al momento de alcanzar los estadios (E39, E42 y MET), además del 

peso promedio, la LHC y el largo de brazos y antebrazos de los juveniles, fueron comparados 

con el grupo control mediante un análisis de varianza de una vía (ANOVA) seguido de una 

prueba de Holm-Sidak para comparaciones múltiples, luego de comprobar que se cumplieran 

los supuestos de normalidad y homocedácea de los datos. Todos los análisis de ANOVA y 

comparaciones múltiples se realizaron mediante el uso del software SigmaStat 12.5 (SPSS, 

Chicago, IL, USA). 

 

2.3 RESULTADOS 

2.3.1. Concentración de plaguicidas en las soluciones madres 
 

La concentración analítica de TIA determinada en la solución madre fue de 416 ± 66 

mg/L (N = 5, promedio ± deviación estándar (D.E.), lo que representa el 55,5 % del valor 

nominal. Como este valor es inferior a 80% del valor nominal, se usaron los valores de 

concentraciones correspondientes al 55,5 % de los valores nominales para el análisis de los 

resultados y el cálculo de las CL50, tal como es recomendado en varios protocolos 

estandarizados (OECD, 1992; USEPA, 2012). Las concentraciones nominales de TIA que 

tenían valores correspondientes a 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 y 160 mg/L correspondieron 

entonces a concentraciones reales de 9, 18, 26,7, 35,6, 44,5, 53,4, 62,3 y 71,2 mg/L, 

respectivamente.  

Por su parte, la concentración analítica de IMI determinada en la solución madre fue 

de 206 ± 45 mg/L (N = 3, promedio ± D.E.), lo que representa el 103 % del valor nominal.  

Como el valor obtenido es muy cerca del valor nominal, se usaron las concentraciones 

nominales para los distintos cálculos y análisis. 
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2.3.2. Toxicidad aguda de los formulados con tiametoxam y imidacloprid  
 

Según el Sistema Globalmente Armonizado de Clasificación y Etiquetado de 

Productos Químicos (ONU., 2019), la toxicidad aguda de ambos formulados se encuentra en 

la categoría 3 de menor toxicidad (CL50 > 10 y ≤ 100 mg/L) para todos los estadios de 

desarrollo y las especies de anuros examinadas (Tabla 2.2). En cuanto a la comparación entre 

plaguicida/especie/estadio, se encontró que el formulado IMI es más toxico que el de TIA en 

los E25 y E27, pero la toxicidad de ambos productos es similar en los embriones (E1) (Tabla 

2.2). Los renacuajos E25 de Scinax granulatus expuestos al formulado de IMI fueron los más 

sensibles con una CL50 de 11,28 mg/L. Teniendo en cuenta los intervalos de confianza 

obtenidos, los bioensayos conducidos a 20 o 25 °C con R. arenarum demostraron que la 

toxicidad varia poco en este rango de temperaturas. Además, los bioensayos realizados con 

R. arenarum demostraron que la sensibilidad de los embriones (E1) al formulado de TIA es 

similar a la de los renacuajos en E25; contrario a lo encontrado con IMI, donde los renacuajos 

en E25 son más sensibles que los embriones (E1) (Tabla 2.2). La sensibilidad de los 

renacuajos de R. arenarum a ambos plaguicidas tiende a disminuir entre los E25 y E27. 

Finalmente, los ensayos con el formulado de TIA demostraron que los renacuajos en E25 de 

R. fernandezae son menos sensibles que los renacuajos de R. arenarum en el mismo estadio. 

En el caso de IMI, los renacuajos de Scinax granulatus en E25 son más sensibles que los de 

R. arenarum (Tabla 2.2). 

Tabla 2.2 Toxicidad aguda de insecticidas formulados con tiametoxam e imidacloprid para 
los estadios 1, 25 y 27 (según Gosner, 1960) de Rhinella arenarum, Rhinella fernandezae y Scinax 
granulatus. La toxicidad se expresa en términos de las concentraciones que causan la muerte del 50% 
de los individuos en 96h (CL50-96h). Los intervalos de confianza 95% (I.C.) están indicados en 
paréntesis.  

 Tiametoxam Imidacloprid 
Estadio de 
desarrollo 

Rhinella 
arenarum 

Rhinella 
fernandezae 

Rhinella 
arenarum 

Scinax 
granulatus 

Embriones E1 25°C 
50,5 mg/L 

(I.C. 36,47-
67,72) 
20°C 

62,92 mg/L 
(I.C. 62,03-

63,81) 

 

62,35 mg/L 
(I.C. no 

calculado) 

 

Estadio 25 25°C 
61,45 mg/L >71,2 mg/L 25,98 mg/L 11,28 mg/L 

(I.C. 7,67-16,60) 
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(I.C. 58,74-64,3) 
20°C 

53,8 mg/L 
(I.C. 52,19-

55,44) 

(I.C. no 
calculado) 

Estadio 27 >71,2 mg/L  27,15 mg/L 
(I.C. 9,68-44,62) 

 

 

2.3.3. Bioensayos de toxicidad subcrónica  
 

2.3.3.1. Toxicidad subcrónica de un formulado con tiametoxam 
 

La tasa de supervivencia de renacuajos de R. arenarum en E27 expuestos durante 21 

días a concentraciones de TIA de hasta 71,2 mg/L fue mayor al 90% (Figura 2.1), ubicando 

la CL50-21 días a un valor superior a 71,2 mg/L (Figura 2.1). En cuanto al incremento del 

peso corporal de los renacuajos expuestos a TIA durante 21 días, se evidenció una tendencia 

en la que los renacuajos expuestos al insecticida presentaron un menor incremento de peso 

corporal, en comparación con el grupo control, a partir de la concentración 18 mg/L, 

resultando las exposiciones a partir de 53,4 mg/L significativamente diferentes al grupo 

control (Figura 2.2).    

0 9 18 26,7 35,6 44,5 53,4 62,3 71,2
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Figura 2.1. Supervivencia de renacuajos de R. arenarum expuestos a distintas 
concentraciones de un formulado de tiametoxam durante 7, 14 y 21 días a partir del estadio 27. Los 
valores de las concentraciones letales 50 (CL50) para 7, 14 y 21 días fue mayor a 71,2 mg/L.  
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Figura 2.2. Porcentaje del incremento del peso corporal (media ± E.S.) de renacuajos de R. 

arenarum expuestos a distintas concentraciones de un formulado de tiametoxam durante 21 días a 
partir del estadio 27. 

 

2.3.3.2. Toxicidad subcrónica de un formulado con imidacloprid.  
 

La tasa de supervivencia de renacuajos de R. arenarum en E27 expuestos durante 21 

días a concentraciones de IMI de hasta 20 mg/L fue mayor al 95%, mientras que todos los 

individuos expuestos a 40 y 60 mg/L murieron durante las primeras 24 horas de exposición; 

las CL50 calculadas a 7, 14 y 21 días fueron iguales con un valor de 27,15 mg/L (Figura 2.3). 

En cuanto al aumento de peso corporal de los renacuajos expuestos al formulado de IMI, se 

encontró que en las concentraciones 1, 10 y 20 mg/L el aumento fue significativamente 

superior al control, mientras que en 0,5 y 5 mg/L fue equivalente y no presentó diferencias 

significativas con el grupo control (Figura 2.4). 
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Figura 2.3. Supervivencia de renacuajos de R. arenarum expuestos a distintas 

concentraciones de un formulado con imidacloprid durante 7, 14 y 21 días a partir del estadio 27. Los 
valores de las concentraciones letales 50 (CL50) para 7, 14 y 21 días fue mayor a 27,15 mg/L (i.c 
9,68-44,62).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.4. Porcentaje del incremento del peso corporal (media ± E.S.) de renacuajos de R. 
arenarum expuestos a distintas concentraciones de un formulado de imidacloprid durante 21 días a 
partir del estadio 27. 
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2.3.4. Efecto de un formulado de tiametoxam sobre la metamorfosis de Rhinella 
arenarum 
 

2.3.4.1. Supervivencia  
 

La Figura 2.5 ilustra la supervivencia de los renacuajos expuestos a un formulado de 

TIA hasta alcanzar la metamorfosis. Menos del 20% de los renacuajos expuestos a la 

concentración más alta (71,2 mg/L) sobrevivieron. El tratamiento (71,2 mg/L) después del 

día 25 de exposición presentó una mortalidad significativa que se mantuvo hasta la 

culminación del bioensayo (Figura 2.5), registrándose el mayor porcentaje de mortalidad 

entre los días 26 y 50 de exposición. El resto de los grupos para el día 75 registraba una 

supervivencia superior al 80% a excepción de la concentración 53,4mg/L quien registraba 

una supervivencia aproximada al 60%. Como se puede analizar en las Tablas 2.3, 2.4 y 2.5 

el tiempo para que el 50% de los individuos lograran su proceso de metamorfosis ocurrió 

antes de los 100 días, incluso para el día 100 el 75% de los individuos que se 

metamorfosearon ya lo habían logrado.  La Tabla 2.5 permite evidenciar que del 80% de los 

individuos vivos en los controles el 44% lograron la metamorfosis, así mismo 

aproximadamente el 25% de los individuos vivos en los grupos expuestos se 

metamorfosearon a excepción de la concentración 53,4 mg/L en la cual el 50% de los 

individuos vivos completaron su desarrollo.  

Con lo anterior, se puede analizar que la aceleración en la mortalidad registrada a 

partir del día 100 (Figura 2.5), se relaciona con los individuos que no iniciaron la 

metamorfosis o aquellos que se quedaron en el E39, ya que aproximadamente el 90% de los 

individuos expuestos lo alcanzaron (Tabla 2.3), esto se registró tanto en el grupo control y en 

mayor proporción en los grupos expuestos (Figura 2.5). Por otra parte, si bien el ensayo 

crónico a 21 d en renacuajos E27, dio un valor de CL50 mayor a 71,2 mg/L de TIA, indicando 

una muy baja toxicidad, una exposición más larga en cuanto al tiempo demuestra que los 

renacuajos no sobreviven a una exposición mayor a 44,5 mg/L de TIA. 
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 Figura 2.5. Supervivencia de renacuajos de R. arenarum expuestos a partir del estadio 27 a 

distintas concentraciones de un formulado de tiametoxam durante los 25, 50, 75, 100, 125 y 150 días 
de transcurso del ensayo. La línea roja corresponde al día 100, tiempo en el cual el 75% de los 
individuos que se metamorfosearon ya lo habían logrado.  * indica diferencias significativas respecto 
al grupo control.  

 
 
2.3.4.2. Tiempos de Metamorfosis 

 

Las curvas que describen la progresión de la metamorfosis hasta el E39 (patas 

posteriores completas), E42 (patas posteriores y anteriores completas) y MET (absorción 

completa de la cola) están ilustradas en las Figuras 2.6, 2.7 y 2.8 respectivamente. Los 

primeros individuos en alcanzar el E39 lo hicieron después de 20 días de exposición y para 

el día 60, ya se había completado la transformación (Figura 2.6). Todas las concentraciones 

de exposición a excepción de 53,4 y 71,2 mg/L tuvieron un porcentaje superior de individuos 

que alcanzaron el E39 en comparación al grupo control (Tabla 2.3). El menor porcentaje de 

transformación al E39 observado con 53,4 y 71,2 mg/L se relaciona a la mayor mortalidad 

registrada para estos tratamientos entre los días 20 y 60 (Figura 2.5 y 2.6). El tiempo medio 

para que el grupo control alcanzara el E39 fue de 33 días, sin embargo, grupos tratados con 

18, 35,6, 53,4 y 62,3 mg/L necesitaron significativamente más tiempo que los controles, en 

promedio 10 días más.  Este retraso en la metamorfosis a E39 se debió a que el proceso de 
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transformación empezó más tarde en estos tratamientos, ya que la tasa de transformación 

(pendiente) fue igual para todos los grupos (Tabla 2.3).    

 
Figura 2.6.  Número acumulado de renacuajos de Rhinella arenarum que alcanzaron el 

estadio 39 de acuerdo con el tiempo de exposición transcurrido para el grupo control y grupos 
expuestos a distintas concentraciones de un formulado de tiametoxam. Las líneas representan la 
modelización de la curva sigmoidea calculada para cada tratamiento. 

 

Tabla 2.3. Tiempo para que el 50% de los renacuajos de R. arenarum expuestos a distintas 
concentraciones de un formulado de tiametoxam alcanzan el estadio 39 (T50-E39), supervivencia 
general registrada al momento de alcanzar T50–E39, tasa de transformación y porcentaje de 
individuos que alcanzaron el estadio 39. Los datos de las columnas sombreadas y con * presentaron 
diferencias significativas respecto al control (P<0,05).  

  
T50 – E39 

(días) 

Supervivencia 

T50 – E39 

Tasa de 

transformación  

(%/día) 

Individuos que 

alcanzaron el 

estadio 39 (%) 

Control  33,41±0,75 90±10 0,08±0,01  80,18±1,02 

9mg/l 36,59±0,44 90±7,07 0,09±0,007 *87,47±0,68 

18mg/l *41,22±0,45 92,5±4,78 0,06±0,003 *84,91±0,59 

26,7mg/l 34,89±0,30 90±7,07 0,13±0,01 *88,80±0,56 

35,6mg/l *42,99±0,71 97,5±2,5 0,04±0,003 *91,82±0,87 

44,5mg/l 37,87±0,24 92,5±4,78 0,08±0,003 *88,93±0,36 

53,4mg/l *40,38±2,02 72,5±17,96 0,07±0,02 *59,84±1,93 

62,3mg/l *43,10±0,68 97,5±2,5 0,07±0,008 *89,71±1,03 

71,2mg/l 36,04±3,99 *25±25 0,12±0,11 *24,60±1,96 
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Contrario a lo que se venía registrando, donde la mayoría de los tratamientos se 

estaban metamorfoseando de manera similar, incluso con algo más de éxito que el grupo 

control, la proporción de individuos que alcanzaron el E42 fue significativamente menor en 

todos los grupos tratados con el formulado de TIA que en el grupo control (Figura 2.7). 

Efectivamente, el 50% de los individuos del grupo control alcanzaron el E42, mientras que 

ese valor varió sistemáticamente entre 15 y 38% en los grupos expuestos a TIA, sin que se 

pudiera observar una relación concentración-respuesta (Tabla 2.4). El avance en el desarrollo 

de los individuos para alcanzar el E42 se extendió durante un mayor periodo que lo registrado 

en el E39, ocurriendo entre los días 30 y 100 (Figura 2.7). El menor porcentaje de alcance al 

E42 por parte de los individuos tratados, no puede relacionarse con la tasa de mortalidad 

registrada. Como se menciona en la sección 2.3.4.1., el mayor registro de mortalidad en los 

grupos tratados ocurre principalmente a partir del día 100, momento en el cual el avance en 

el desarrollo a E42 ya había alcanzado su máximo en la mayoría de los tratamientos (Figura 

2.7). El efecto de TIA sobre el tiempo para alcanzar el E42 no fue tan claro. Los tratamientos 

a 9, 18 y 62,3 mg/L resultaron equivalentes con el grupo control, mientras que el tratamiento 

a 26,7 mg/L registró un T50-E42 significativamente mayor y los tratamientos restantes 35,6, 

44,5 y 53,4 mg/L registraron un T50-E42 significativamente menor. Es probable que la 

variabilidad ocurriera por la inhibición que estaba ocurriendo en el número de individuos 

tratados durante el alcance al E42 y que en algunos casos se extendió en un mayor tiempo. 

 
Figura 2.7. Número acumulado de renacuajos de Rhinella arenarum que alcanzaron el 

estadio 42 de acuerdo con el tiempo de exposición transcurrido para el grupo control y grupos 
expuestos a distintas concentraciones de un formulado tiametoxam. Las líneas representan la 
modelización de la curva sigmoidea calculada para cada tratamiento. 
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Tabla 2.4. Tiempo para que el 50% de los renacuajos de R. arenarum expuestos a distintas 
concentraciones de un formulado de tiametoxam alcanzan el estadio 42 (T50-E42 supervivencia 
general registrada al momento de alcanzar T50–E42, tasa de transformación y porcentaje de 
individuos que alcanzaron el estadio 42. Los datos de las columnas sombreadas y con * presentaron 
diferencias significativas respecto al control (P<0,05). 

  

  
T50 – E42 

(días) 

Supervivencia 

T50- E42 

Tasa de 

transformación 

(%/día) 

Individuos que 

alcanzaron el  

estadio 42 (%) 

Control  77,73±2,63 80±8,16 0,02±0,003  50,61±1,81 

9mg/l 64,33±0,95 77,5±11,08 *0,16±0,05 *24,43±0,59 

18mg/l 65,55±3,40 87,5±7,5 0,03±0,006 *20,71±0,91 

26,7mg/l *113,25±11,2 67,5±7,5 0,01±0,001 *38,07±5,41 

35,6mg/l *49,55±4,5 97,5±2,5 0,05±0,02 *20,41±1,29 

44,5mg/l *59,44±3,03 92,5±4,78 0,03±0,007 *25,72±1 

53,4mg/l *59,52±4,9 55±20,20 0,04±0.02 *24,44±1,73 

62,3mg/l 83,33±10,11 71,3±5,78 0,01±0,003 *14,05±1,68 

 

Similar a lo ocurrido en el E42, la proporción de individuos que alcanzaron MET fue 

significativamente menor en todos los tratamientos en comparación al grupo control (Figura 

2.8). El 44% de individuos del grupo control finalizaron la metamorfosis, mientras que ese 

valor se situó entre el 10 y 22% en los grupos expuestos al formulado de TIA. El pase de E42 

a la culminación de la metamorfosis tardó en promedio 2 días (datos no ilustrados) y ocurrió 

entre los días 30 y 100; es decir que se superpuso en el tiempo con el pase entre E39 y E42 

si se considera la totalidad de los individuos (Figura 2.8). Igual a lo ocurrido en el avance al 

E42, los tratamientos con 35,6, 44,5 y 53,4 mg/L de TIA requirieron de menos tiempo que el 

grupo control para finalizar la metamorfosis (MET), mientras que el tratamiento con 26,7 

mg/L de TIA tardo más (Tabla 2.5).   

Estas observaciones indican que el efecto de TIA en los renacuajos expuestos ocurrió 

durante la transición del E39 al E42. Si bien no se registró una mortalidad importante durante 

los tiempos en el que los individuos alcanzaron el punto máximo para el E39, E42 y MET, 

es clara la inhibición en cuanto el número de individuos que lo lograron.  
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Figura 2.8. Numero acumulado de renacuajos de Rhinella arenarum que lograron finalizar 

el proceso de metamorfosis de acuerdo con el tiempo de exposición transcurrido para el grupo control 
y grupos expuestos a distintas concentraciones de un formulado de tiametoxam. Las líneas 
representan la modelización de la curva sigmoidea calculada para cada tratamiento. 

 

Tabla 2.5. Tiempo para que el 50% de los renacuajos de R. arenarum expuestos a distintas 
concentraciones de un formulado de tiametoxam completen la metamorfosis (T50-MET), 
supervivencia general registrada al momento de alcanzar T50–MET, tasa de transformación y 
porcentaje de individuos que completaron la metamorfosis. Los datos de las columnas sombreadas y 
con * presentaron diferencias significativas respecto al control (P<0,05). Los datos con N.D. se refiere 
a datos no determinables.  

  

  
T50 – MET 

(días) 

Supervivencia 

T50 - MET 

Tasa de 

transformación  

(%/día) 

Individuos que 

finalizaron la 

metamorfosis (%) 

Control 76,01±2,77 80±8,16 0,03±0,004 44,17±1,71 

9mg/l 66,95±0,94 77,5±11,08 *0,15±0,04 *23,65±0,56 

18mg/l 70,6±1,84 87,5±7,5 0,04±0,008 *15,68±0,44 

26,7mg/l 77,06±5,46 85±5 0,02±0,005 *19,38±1,37 

35,6mg/l *51,12±3,98 95±5 0,05±0,02 *19,86±1,19 

44,5mg/l *55,07±3,42 92,5±4,78 0,05±0,01 *19,17±0,96 

53,4mg/l *61,85±5,82 55±20,20 0,04±0,02 *21,91±1,79 

62,3mg/l N.D  55±20,20 0,01±0,003 *14,72±5,44 

71,2mg/l N.D  71,3±5,78 0,01±0,009 *9,53±4,7 
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2.3.4.3. Peso y longitud hocico cloaca de los individuos recién metamorfoseados  
 

El peso promedio de los individuos que finalizaron la metamorfosis se puede ver en 

la figura 2.9. En general, el peso de los individuos recién metamorfoseados que fueron 

expuestos al formulado de TIA durante su desarrollo fue significativamente menor a la del 

grupo control, indistintamente de la concentración de exposición (Figura 2.9). De manera 

similar, la longitud hocico cloaca (LHC) de los individuos recién metamorfoseados luego de 

ser expuestos al formulado de TIA durante su desarrollo resultaron significativamente más 

cortos respecto al grupo control, a excepción de la concentración 9 mg/L que, aunque 

mantuvo la tendencia no presentó diferencias significativas (Figura 2.10). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
  

 

Figura 2.9. Peso promedio de individuos de Rhinella arenarum al finalizar la metamorfosis 
en el grupo control y grupos expuestos a concentraciones de un formulado de tiametoxam durante su 
desarrollo. Las barras con la misma letra no mostraron diferencias significativas (P<0.05). 
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Figura 2.10. Longitud hocico cloaca de individuos de Rhinella arenarum al finalizar la 

metamorfosis en el grupo control y grupos expuestos a concentraciones de un formulado de 
tiametoxam durante su desarrollo. Las barras con la misma letra no mostraron diferencias 
significativas (P<0.05). 

 
 
2.3.4.4 Alteraciones Morfológicas  

 

Observaciones de alteración en la postura en los individuos expuestos a las dos 

concentraciones más bajas de TIA (9 y 18 mg/L) (Figura 2.11), durante la transición del E42 

a MET, dio indicios de posibles alteraciones en el largo de los brazos. Tal alteración se pudo 

evidenciar de acuerdo a las diferencias significativas encontradas en la proporción del largo 

del brazo izquierdo y la longitud hocico cloaca de los individuos en comparación con el grupo 

control (Figuras 2.12C y 2.13C).  

 

Figura 2.11. Alteración de la postura de un individuo juvenil recién metamorfoseado expuesto a la 
concentración de 9 mg/L de tiametoxam durante su desarrollo.   
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                        A.                                                               

 
                         B. 

 
                           C. 

 
Figura 2.12. Proporción: largo del brazo y longitud hocico cloaca de metamorfos de R. 

arenarum expuestos a 9 mg/L de tiametoxam. A. brazo izquierdo y brazo derecho B. brazo derecho 
control y brazo derecho C. brazo izquierdo control y brazo izquierdo. *diferencias significativas. 
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                            A. 

 
                             B. 

 
                              C. 

 
Figura 2.13. Proporción: largo del brazo y longitud hocico cloaca de metamorfos de R. arenarum 
expuestos a 18 mg/L de tiametoxam. A. brazo izquierdo y brazo derecho B. brazo derecho control y 
brazo derecho C. brazo izquierdo control y brazo izquierdo. *diferencias significativas. 
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1.3. DISCUSIÓN 
 

De manera general, los datos de toxicidad obtenidos en este trabajo son coherentes 

con la literatura disponible e indican que TIA e IMI no presentan un riesgo de mortalidad 

directa para los anuros en estadios larvales por la exposición aguda o subcrónica a estos 

insecticidas, debido a que los valores que causan mortalidad (CL50) (Tabla 2.1 y Tabla 2.2) 

se encuentran muy por encima de las concentraciones reportadas en ambientes acuáticos que 

varían entre 0,004-9140 ng/L (media 119,5 ng/L) para IMI y 0,002-3820 ng/L (media 59,7 

ng/L) para TIA, según un reciente meta análisis de datos globales (Wang et al., 2022). Por 

otra parte, el valor de toxicidad más alto para NEO reportado en renacuajos corresponde a 

2000 µg/L, el cual fue obtenido a partir de individuos de Lithobates sylvaticus expuestos a 

TIA (Pochini y Hoverman, 2017). El presente trabajo es el segundo en estimar la toxicidad 

aguda de TIA en renacuajos, y el primero en examinar efectos subcrónicos. Con los valores 

obtenidos para Rhinella arenarum se demuestra que los renacuajos pueden sobrevivir hasta 

los 21 días en concentraciones de hasta 71,2 mg/L. Resultados que se asemejan a los valores 

reportados en peces (El Euony et al., 2020; Yang et al., 2020). 

En exposiciones con IMI, hasta la fecha se tenía a 52,62 mg/L como el valor de 

toxicidad aguda más alto reportado en renacuajos (Pérez-Iglesias et al., 2014), sin embargo, 

el presente estudio identifico que los renacuajos de R. arenarum y Scinax granulatus son 

algo más sensibles, ya que se obtuvieron valores de toxicidad aguda a 96h de 25,98 y 11,28 

mg/L respectivamente. Para R. arenarum, este valor de CL50 es similar al encontrado en la 

exposición subcrónica a 21 días en renacuajos (Figura 2.1), lo que significa que la 

concentración critica para la letalidad se define en los primeros días y luego se estabiliza. 

Uno de los factores que puede estar involucrado en la sensibilidad de las especies a IMI es el 

estadio y el tamaño de los individuos expuestos. Por ejemplo, Pérez-Iglesias et al., (2014) 

expuso renacuajos de Boana pulchella en estadios de desarrollo avanzado 35-37 (Gosner, 

1960), cuando los individuos suelen tener un mayor tamaño. Los expuestos en este estudio 

se encontraban en E25, momento en el que los renacuajos empiezan alimentarse y a crecer 

(Gosner, 1960). Por otra parte, los renacuajos de S. granulatus eran más pequeños y delgados 

que los de R. arenarum, lo que pudo influir en el valor de la CL50. En general, se puede 
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concluir que los anfibios presentan una sensibilidad a IMI similar a la de los peces más 

sensibles (Desai y Parikh, 2014; Islam et al., 2019; Naiel et al., 2020).  

En anfibios, algunos registros sugieren que la etapa de embrión es menos sensible que 

la etapa larval en la exposición aguda a plaguicidas (Brodeur et al., 2009; Svartz et al., 2014; 

Wagner et al., 2015a; 2015b; Macagnan et al., 2017). En este estudio, los embriones de 

Rhinella arenarum fueron menos sensibles a las exposiciones agudas de TIA e IMI (Tabla 

2.2), y representan el primer registro de exposición de NEO en embriones de anuros. La 

menor sensibilidad ha estado relacionada a la función protectora que presenta la capa 

gelatinosa que los recubre (Pauli et al., 1999) y que difiere en su composición entre especies 

(Marquis et al., 2006), es decir, que la susceptibilidad puede estar influenciada por la especie 

y al compuesto que se expone, lo que hace necesario conocer la sensibilidad de otras especies 

a los NEO.  

La exposición a TIA durante la metamorfosis de R. arenarum registró efectos en todas 

las etapas estudiadas. Inicialmente se observó que la proporción de individuos que alcanzaron 

el E39 era mayor en casi todos los tratamientos y que, además, desde los primeros 21 días de 

exposición el insecticida afectaba negativamente el peso de los renacuajos (Figura 2.2). 

También se observó que, algunas concentraciones requirieron de 10 días más para alcanzar 

el E39 (Tabla 2.3) debido a que iniciaron más tarde el proceso de metamorfosis y no porque 

la tasa de transformación hubiera cambiado. La transición del E39 al E42 marco la tendencia 

hasta el final de la metamorfosis. Sin registrarse una mortalidad significativa, se observó una 

inhibición en el avance del proceso metamórfico de los renacuajos expuestos al insecticida. 

Significativamente, cerca de un 30% menos, alcanzaron el E42 y finalizaron la metamorfosis. 

Además, los juveniles obtuvieron significativamente un menor peso en todas las 

concentraciones de exposición y un menor tamaño (LHC) a partir de 18 mg/L. 

Efectos directos de los NEO sobre la metamorfosis ha sido evaluado también en otros 

anuros. Resultados semejantes a los de este estudio se han descrito en Lithobates pipiens y 

Xenopus laevis, exposiciones a 8,5 mg/L de IMI y 20 mg/L de TIA, respectivamente, 

redujeron el número de renacuajos que finalizaron la metamorfosis y los metamorfos 

registraron un menor tamaño (Moe, 2017; Jenkins et al., 2021). Cuando la exposición a NEO 

se realiza a concentraciones ambientales, la mayoría de las veces no reportan efectos 



38 
 

(Robinson et al., 2019; Robinson et al., 2017; Saka y Tada, 2021; Boone, 2018). Se tiene 

conocimiento de dos estudios que sí, uno, en renacuajos de Lithobates sylvaticus que a 

concentraciones de 10 y 100 µg/L de IMI se atrasó la metamorfosis (Robinson et al., 2017), 

y el segundo, en Lithobates pipiens que al exponerse a 250 ng/L de IMI se registró un menor 

tamaño en los metamorfos y además se relacionó con la reducción en el porcentaje de 

individuos que lograron metamorfoseasen (Moe, 2017). Teniendo en cuenta los efectos 

encontrados en R. arenarum, se hace necesario poder conocer la implicancia que puede tener 

la exposición a concentraciones ambientales de TIA en la especie estudiada.  

La alteración del entorno en el que se desarrolla un organismo puede modificar los 

tiempos de desarrollo, la morfología, fisiología o comportamiento de los individuos (Denver, 

2009). Lo ilustrado en el día 21 de exposición (Figuras 2.2 y 2.4) permitió identificar que la 

exposición de TIA e IMI en los renacuajos afectaba la ganancia de peso de los individuos. 

Observaciones a lo largo del bioensayo identificaron la falta de apetito por parte de los 

renacuajos expuestos a TIA, reflejándose en un menor peso y tamaño de los metamorfos 

(Figura 2.9 y 2.10). Efectos relacionados a la alteración del comportamiento alimenticio han 

sido descrito en abejas y aves tras la exposición del NEO, IMI (Menon y Mohanraj, 2018). 

Por otra parte, observaciones en la postura a partir del E42, permitió identificar que el brazo 

izquierdo era más corto en los juveniles expuestos a 9 y 18 mg/L de TIA, este efecto, 

encontrado a partir de la concentración más baja, puede influir en la capacidad de huida y en 

la supervivencia de los sapos en la naturaleza. Curiosamente, esta observación representa un 

ejemplo típico de asimetría fluctuante (AF), que se denota como un cambio a largo plazo en 

el estado corporal de los organismos cuando las temperaturas extremas o los contaminantes 

causan inestabilidad durante la autogenia (Gondim et al., 2020). La asimetría fluctuante se 

observa con frecuencia en el desarrollo de los anfibios y se ha propuesto como herramienta 

para evaluar la estabilidad en el desarrollo de las poblaciones y calidad medioambiental del 

hábitat de estos organismos (Zhelev et al., 2022). 

Aunque este estudio no fue diseñado para examinar los posibles mecanismos por los 

que TIA podría influir en la metamorfosis, se pueden proponer hipótesis generales sobre el 

posible modo de acción mediante el cual TIA pudo haber inhibido el proceso metamórfico. 

En anuros, la metamorfosis se realiza bajo el estricto control del eje hipotálamo-pituitaria-
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tiroides (HPT), mediante la acción de las hormonas tiroideas (HT), tiroxina (T4) y 

triyodotironina (T3) (Boorse y Denver, 2004; Tata, 2006; Buchholz y Shi, 2018), y su acción 

sinérgica con los ejes hipotálamo-pituitario-adrenal/interrrenal (HPA/HPI) ó hormonas del 

estrés, mediante la activación del factor liberador de corticoprina (CRF) hormona encargada 

de estimular la tirotropina pituitaria (TSH), quien regula directamente la acción correcta de 

las HT (Denver., 2021; Kikuyama et al., 2021). Miranda y Pisano (1996), evaluaron la 

actividad de la glándula tiroides de Rhinella arenarum a través de parámetros morfológicos 

y determinaron que al final de la prometamorfosis (Ver Figura 1 en Thambirajah et al., 2019), 

la glándula alcanza el mayor almacenamiento de HT y a mediados del clímax metamórfico 

ocurre la mayor liberación de las HT, evento relacionado a los cambios morfológicos más 

abruptos que suceden en la metamorfosis. Es muy probable que la disminución significativa 

del porcentaje de renacuajos que lograron transitar del E39 al E42 por la exposición a TIA 

esté relacionado a un efecto del insecticida sobre la función tiroidea.  

Las afectaciones de los NEO sobre la función tiroidea en otros organismos 

vertebrados indican que TIA pudo haber intervenido en la acción tiroidea durante la 

prometamorfosis en R. arenarum. Estudios han demostrado que los NEO afectan la 

transformación de T4 a T3 en las glándulas tiroideas en lagartos (Wang et al., 2020) y 

también, las concentraciones de T4 en el plasma en aves, ratas y peces (Pandey y Mohanty., 

2015; 2017; Ibrahim et al., 2015; El Okle et al., 2016; Wu et al., 2018). Las formas por las 

que TIA pudo haber afectado la acción tiroidea en los renacuajos son desconocidas, sin 

embargo, lo encontrado en otros estudios pueden ser referencia en futuras investigaciones. 

Se ha descrito que exposiciones de TIA en lagartos ocasionan daños morfológicos en la 

glándula tiroides (Wang et al., 2020). Por otra parte, la inapetencia observada en los 

renacuajos pudo haber ocasionado un déficit en la captación de yoduro, alterando su función.      

En Conclusión, TIA posee efectos sobre la metamorfosis de Rhinella arenarum, lo 

que se evidencia por la disminución del porcentaje de organismos que logran finalizar la 

metamorfosis desde la dosis más baja estudiada (9mg/L), además de ocasionar una 

disminución del peso y del tamaño en los individuos metamorfoseados. Lo encontrado indica 

que el insecticida puede causar alteraciones en el comportamiento alimenticio de los 

renacuajos y de la función tiroidea durante la prometamorfosis. Es necesario conocer el 
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alcance que pueden tener los efectos encontrados en R. arenarum en una exposición de TIA 

a concentraciones ecológicamente relevantes.  
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3. CAPÍTULO 3. Toxicidad aguda y crónica, e impacto sobre la 
metamorfosis de insecticidas formulados con las diamidas 

antranilicas clorantraniliprol y ciantraniliprol en renacuajos de 
anfibios anuros. 

 

3.1. INTRODUCCIÓN 
 

Clorantraniliprol (CLO) y ciantraniliprol (CIAN) fueron los primeros insecticidas de 

la familia de las diamidas antranilicas (DIA) en ser registrados (Bentley et al., 2010; EPA, 

2014). Se caracterizan por ser altamente persistentes y móviles en los suelos (EFSA., 2013), 

lo que hace posible su ingreso a ambientes acuáticos (Pandey et al., 2020). por medio de la 

escorrentía superficial y lixiviación (Vela et al., 2017; Kolupaeva et al., 2019), En Argentina, 

estas moléculas son muy utilizadas en numerosos cultivos entre los que se incluye la soja y 

maíz, considerados los de mayor producción nacional (CASAFE, 2022; SAGyP 2022). 

Valores de toxicidad aguda en organismos no blanco han sido documentados. La 

Tabla 3.1 informa los valores correspondientes a las concentraciones letales 50 (CL50) de un 

grupo de organismos acuáticos tras la exposición a insecticidas pertenecientes a las DA. Entre 

los valores informados, se observa que los invertebrados acuáticos son altamente sensibles a 

esta clase de insecticidas (Tabla 3.1). En peces, los valores de CL50 son superiores a 10 

mg/L, lo que indica una toxicidad baja (Tabla 1). Hasta la fecha, un único valor de toxicidad 

aguda ha sido informado para anfibios (CL50 4,68 mg/L) y corresponde a la exposición de 

renacuajos de Hoplobatrachus chinensis (G34-36) a un producto comercial que contiene 

CLO (Wei et al., 2014) (Tabla 3.1). En general, el mayor número de registros se han obtenido 

con CLO a diferencia de solamente dos con CIAN y uno único con flubendiamida (FLU) 

(Tabla 3.1). 

________________________ 

3 Capítulo publicado. 
 

Fonseca Peña, S. V. D., Brodeur, J. C. 2023. Toxicity and effects on anuran tadpole 

metamorphosis of the anthranilic diamide insecticides chlorantraniliprole and 

cyantraniliprole. Journal of Toxicology and Environmental Health, Part A, 1-16. 
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Tabla. 3.1. Toxicidad aguda (CL50) de las diamidas en diferentes especies acuáticas. I.A.: 
Ingrediente Activo. G: Estadio Gosner.  

 

Especies  Presentación 
del Compuesto  

Estadi
o 

Tiempo de 
Exposición 

CL50 
mg/L Referencia 

Clorantraniliprol      
 
Renacuajos 

     

Hoplobatrachus chinensis       Coragen® G34-36 72h 4,68 Wei et al 2014 

Peces           
Cirrhinus mrigala      Coragen®  96h 16,465 Rathnamma y Nagaraju 

2014a 
Channa punctatus       Coragen®  96h 14,424 Nagaraju y Rathnamma 

2013 
Ctenopharingodon idella      Coragen®  96h 11,008 Rathnamma y Nagaraju 

2014b 
Oreochromis niloticus        Ferterra®  96h 11,008 Mondal et al 2019 

Labeo rohita       Coragen®  96h 12,7 Rathnamma y Nagaraju 
2013 

Invertebrados      

Procambarus clarkii  Rynaxypyr® 
97.1% 

 96h 0,951 Barbee et al 2010 

Daphnia magna I.A. 95%  48h 0,0085 Cui et al 2017 

Daphnia magna Rynaxypyr® 
95.3% 

 96h 0,0116 USEPA 2008, EFSA 2014 

Centroptilum triangulifer  Rynaxypyr® 
95.3% 

 96h 0,0116 USEPA 2008, EFSA 2014 

Chimarra atterima Rynaxypyr® 
95.3% 

 96h 0,0117 USEPA 2008, EFSA 2014 

Chironomus riparius Rynaxypyr® 
95.3% 

 96h 0,0859 USEPA 2008, EFSA 2014 

Chironomus riparius I.A.   48h 0,0775 Rodrigues et al 2015 

Gammarus 
pseudolimnaeus                         

Rynaxypyr® 
95.3% 

 96h 0,0351 USEPA 2008, EFSA 2014 

Oronectes virilis  Rynaxypyr® 
95.3% 

 48h 1,42 USEPA 2008, EFSA 2014 

Ciantraniliprol      

Peces      

Oreochromis mossambicus I.A. 95%  96h 38 Xu et al 2020 

Invertebrados       

Daphnia magna I.A. 95%  48h 0,0239 Cui et al 2017 

Flubendiamida      

      
Invertebrados 
 

     

Daphnia magna I.A. 95%  48h 0,0635 Cui et al 2017 
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Las DIA, actúan uniéndose a los receptores de rianodina (RyR), alterando las 

liberaciones de calcio e interviniendo en la contracción muscular coordinada de los 

organismos blanco (Lahm et al., 2005). De acuerdo con las diferencias moleculares de los 

RyR en insectos y vertebrados (Sattelle et al., 2008) fueron diseñadas las DIA, caracterizadas 

por tener gran afinidad con los insectos y representar un bajo riesgo para mamíferos, aves y 

peces (Cordova et al., 2006, Oberemok et al., 2015, Hadiatullah et al., 2022; Stinson et al., 

2022). Sin embargo, interacciones a nivel celular y molecular entre CLO y los RyR de 

mamíferos y peces, han sido documentados (Chen et al., 2018; Truong y Pessah, 2019; 

Stinson et al., 2022). 

Hasta la fecha, no se tiene conocimiento de estudios que hayan evaluado los efectos 

de las DIA sobre el desarrollo metamórfico de especies de anfibios, y como lo demuestra la 

Tabla 3.1, son escasos los trabajos donde se evaluó la toxicidad en anfibios. En Argentina, 

nuestro grupo de trabajo recientemente detectó CLO y CIAN en respectivamente 43,2 y 4,5% 

de las muestras de aguas analizadas en un arroyo agrícola de la región pampeana (Brodeur et 

al.  comunicación personal). Asimismo, Brodeur et al. (2022) recientemente reportó la 

presencia de CLO en tejidos de ranas adultas provenientes de una zona cultivada. En este 

contexto, el objetivo del presente capitulo consistió en obtener los primeros registros de 

toxicidad aguda y subcrónica de CLO y CIAN en especies de anfibios neotropicales de la 

región pampeana argentina, además de evaluar el efecto de CLO sobre la metamorfosis del 

sapo común Rhinella arenarum  

 

3.2. MATERIALES Y METODOS  
 

3.2.1. Especies estudiadas 
 

Tres especies de anuros fueron estudiadas: El sapo común Rhinella arenarum, el 

sapito cavador Rhinella fernandezae y la ranita roncadora Scinax granulatus. La descripción 

detallada sobre la distribución y características del ciclo biológico de las especies, así como 

la obtención y mantenimiento de huevos y renacuajos fueron descriptas en las secciones 2.2.1 

y 2.2.2, respectivamente, de materiales y métodos del Capítulo 2. 
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3.2.2. Sustancias testeadas y agua de ensayo 
 

 Se utilizaron dos formulados comerciales de insecticidas de la familia de las DIA: 

Coragen® y Fortenza® semillero. Estos productos son comercializados en la Argentina por 

las firmas FMC Química S.A. y Syngenta, respectivamente. Coragen es una suspensión 

concentrada que contiene 20% de CLO (CAS No. 500008-45-7).  Fortenza semillero es una 

suspensión concentrada que contiene 60% de CIAN (CAS No. 736994-63-1). Ambos 

formulados contienen, tensioactivos, aditivos o emulsionantes patentados de naturaleza 

molecular no revelada. Características del agua utilizada en los ensayos, control y 

tratamiento, esta descrito en la sección 2.2.3 de materiales y métodos del capítulo 2.  

3.2.3. Soluciones de prueba 
 

En el caso de CLO, se preparó una solución madre de 200 mg/L de CLO, diluyendo 

1 ml del formulado en un litro de agua de ensayo. Mientras que para CIAN se preparó una 

solución madre de 600 mg/L de CIAN, diluyendo 1 ml del formulado en un litro de agua de 

ensayo. Las soluciones madre se prepararon antes de cada renovación de las soluciones de 

prueba y el diluyente utilizado para las soluciones de exposición fue el agua de ensayo 

descrita anteriormente.  

La concentración de CLO presente en la solución madre fue determinada mediante 

cromatografía liquida de ultraperformancia y espectrometría de masas (UPLC-MS/MS). Se 

utilizó un equipo de cromatografía Waters Acquity equipado con un detector de masa 

cuádruple simple y una columna BEH C18 (2,5 μm, 150 x 2,1 mm). Las fases móviles 

consistieron en agua (fase A) y metanol (fase B) ambas con 0.1% de ácido fórmico. Se utilizó 

el siguiente gradiente: (90:10)-(90:10) 0-0,5 min, (90:10)-(50:50) 0,5-2 min, (50:50)-(0:100) 

2-6 min, (0:100)-(0:100) 6-7 min, (0:100)-(90:10) 7-8 min, (90:10)-( 90:10) 8-10 min. La 

columna era mantenida a 45 °C y el flujo era de 0,25 ml/min. Para el análisis de MS/MS, se 

utilizó el ion 543 m/z para la cuantificación y el ion: 484 m/z para la confirmación. El tiempo 

de retención fue de 6,7 min. En el caso de CIAN, no fue posible verificar la concentración 

en la solución madre. 
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3.2.4. Protocolos experimentales  
 

3.2.4.1. Bioensayos de toxicidad aguda (96horas) 
 

Los procedimientos específicos y los recipientes de bioensayo fueron descritos 

previamente en la sección 2.2.5.2 de materiales y métodos del Capítulo 2. Se realizaron los 

siguientes bioensayos de toxicidad aguda.  

● Toxicidad de un formulado de CLO en embriones estadio 1 (E1) de Rhinella 

arenarum: Las concentraciones nominales ensayadas fueron 20, 40, 60, 80, 100, 120, 

140 y 160 mg de ingrediente activo (I.A.)/L; los huevos fueron expuestos con su 

cubierta gelatinosa presente.  

● Toxicidad de formulados de CLO y CIAN en renacuajos de Rhinella arenarum 

estadio 25 (E25) y E27: Las concentraciones ensayadas fueron 20, 40, 60, 80, 100, 

120, 140 y 160 mg I.A./L para ambos insecticidas y estadio de desarrollo. 

● Toxicidad de un formulado de CLO en renacuajos de Rhinella fernandezae E25: Las 

concentraciones ensayadas fueron 80, 100, 120, 140 y 160 mg I.A./L. 

● Toxicidad de formulados de CLO y CIAN en renacuajos de Scinax granulatus E25: 

Las concentraciones ensayadas fueron 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 y 160 mg I.A./L 

para ambos insecticidas. 

3.2.4.2. Bioensayos de toxicidad subcrónica  
 

Las pruebas se realizaron según lo descrito en la sección 2.2.5.3 de materiales y 

métodos del Capítulo 2, incluyendo la evaluación del incremento de peso corporal. Las 

concentraciones ensayadas de CLO y CIAN fueron 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 y 160 mg 

I.A./L. Los bioensayos iniciaron con renacuajos de Rhinella arenarum en E27 según Gosner 

(1960).  Cada 48 h, antes del recambio de las soluciones, se retiraron los renacuajos muertos 

y se registró la supervivencia.  

3.2.4.3 Efecto de clorantraniliprole (CLO) sobre la metamorfosis de Rhinella 
arenarum. 
 

Este bioensayo representó la continuación hasta la finalización de la metamorfosis 

del bioensayo agudo de 96h y del bioensayo subcrónico de veintiún (21) días de renacuajos 

de Rhinella arenarum en E27 expuestos a CLO.  Tras completar los primeros veintiún (21) 
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días de exposición, se aumentó gradualmente la temperatura de 20 a 25 oC (1oC por día), para 

simular un aumento de temperatura primaveral y llegar a una temperatura más representativa 

de las condiciones naturales de la metamorfosis. La exposición a CLO continuó bajo las 

condiciones anteriormente descritas: cuatro réplicas por tratamiento dispuestas en dos placas 

de Petri superpuestas de 10 cm de diámetro, cada una con diez individuos y 100 ml de 

solución de exposición, además, un trozo de acelga hervida de aproximadamente 1 cm2 fue 

adicionado como alimento ad libitum. Las concentraciones nominales ensayadas fueron 

mantenidas (20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 y 160 mg/L). Cada 48 h se realizó el recambio de 

las soluciones experimentales, el retiro de los individuos muertos, el registro actualizado de 

la supervivencia y estadio de desarrollo en el que se encontraban los renacuajos.  

De acuerdo con la clasificación de Gosner (1960), los estadios de desarrollo 

registrados fueron: estadio 39 (E39) individuos con patas posteriores completas; estadio 42 

(E42) individuos con patas posteriores y anteriores completas y finalización de la 

metamorfosis, estadio 46 (MET) individuos con reabsorción completa de la cola.  Se eligió 

registrar estos estadios por su facilidad en la identificación y por los claros cambios 

morfológicos que caracterizan a cada uno. Los sapos que completaron la metamorfosis fueron 

examinados detalladamente en busca de malformaciones, enseguida fueron anestesiados y 

sacrificados en una solución de metanosulfonato de tricaina (MS-222). Con el fin de poder 

medir variables morfológicas, cada individuo fue fotografiado dorsal y ventralmente y 

pesado por medio de una balanza digital Mettler Toledo, modelo PL303, precisión de 0.001 

g, luego fueron preservados en una solución de formol al 10%. Finalmente, a través de las 

fotografías tomadas, se midió la longitud hocico cloaca (LHC), mediante el uso del programa 

Imagej desarrollado por el Instituto Nacional de Salud (NIH por sus siglas en inglés) 

(Schneider et al 2012). 

3.2.5. Análisis estadísticos. 
 

En los bioensayos agudos (96h) y subcrónicos a 21 d, las concentraciones de 

plaguicidas causantes de la mortalidad del 50% de los individuos (CL50) fueron calculadas 

ajustando una ecuación de regresión logística de cuatro parámetros a los datos de 

supervivencia con el programa GraphPad Prim Version 5.03. En los bioensayos subcrónicos 

de 21 d el incremento de peso corporal de los renacuajos en conjunto, es decir, por replica, 
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fueron comparados entre tratamientos mediante un análisis de varianza de una vía (ANOVA) 

seguido de la prueba de comparaciones múltiples de Holm-Sidak, luego de comprobar que 

se cumplieran los supuestos de normalidad y homocedácea de los datos. 

El impacto de CLO sobre la proporción de individuos que logran avanzar en el 

desarrollo metamórfico y el tiempo que necesitan para hacerlo, fueron analizados según los 

métodos previamente descritos por Brodeur et al. (2009; 2013). Para cada tratamiento, así 

como para los controles se ajustó, con el programa GraphPad Prim Version 5.03, una 

ecuación de regresión logística de cuatro parámetros a la variable “número acumulado de 

individuos que alcanzaron E39, E42, y a los que completaban la MET”. Además, para cada 

curva de ajuste se calculó el tiempo para que el 50% de los individuos alcancen T39 (T50-

E39), T42 (T50-E42), o MET (T50-MET). Las proporciones de renacuajos que alcanzaron 

los diferentes estadios durante el proceso de metamorfosis (E39, E42 y MET) en los distintos 

tratamientos, así como, los valores de T50-E39, T50-E42, T50-MET, los porcentajes de 

supervivencia general al momento de alcanzar los estadios (E39, E42 y MET), además, el 

peso promedio y la LHC de los juveniles, fueron comparados con el grupo control mediante 

un análisis de varianza de una vía (ANOVA) seguido de una prueba de Holm-Sidak para 

comparaciones múltiples, luego de comprobar que se cumplieran los supuestos de 

normalidad y homocedácea de los datos. Todos los análisis de ANOVA y comparaciones 

múltiples se realizaron mediante el uso del software SigmaStat 12.5 (SPSS, Chicago, IL, 

USA). 

3.3 RESULTADOS 
 

3.3.1. Concentración de plaguicidas en las soluciones madres. 
 

La concentración analítica de CLO determinada en la solución madre fue de 185.7 ± 

110 mg/L (N = 6), lo que representa el 92.86 % del valor nominal.  Como el valor obtenido 

es cercano al valor nominal, se usaron las concentraciones nominales para los distintos 

cálculos y análisis. También se usaron los valores nominales para CIAN, ya que no se pudo 

verificar las concentraciones analíticamente, por la falta de estándares disponibles.  

 



48 
 

3.3.2. Toxicidad aguda de los formulados con clorantraniliprol (CLO) y 

ciantraniliprol (CIAN) en embriones y renacuajos.  

 

Los valores de CL50 agudas (96h) obtenidos para CLO y CIAN en los distintos 

estadios de desarrollo y las distintas especies de anfibios están descriptas en la Tabla 3.2.  De 

todas las combinaciones formulado/especie/estadio ensayadas, la toxicidad del formulado de 

CLO en S. granulatus en E25 fue la mayor registrada con una CL50 de 46,78 mg/L. Según 

el sistema globalmente armonizado de clasificación y etiquetado de productos químicos 

(ONU, 2019), este valor de toxicidad corresponde a la categoría 3 de menor toxicidad (CL50 

>10 y ≤ 100 mg/L). Todas las otras combinaciones de formulado, especie y estadio ensayadas 

presentaron una toxicidad aguda aún menor, con valores de CL50 superiores a 100 mg/L. 

Los bioensayos realizados con R. arenarum, demostraron que los renacuajos en E25 son 

ligeramente más sensibles a CLO que los embriones E1 y los renacuajos en E27. 

 En el caso de CIAN, todas las combinaciones formulado/especie/estadio ensayadas 

(Tabla 3.2) registraron CL50 superiores a los 100 mg/L, valores que según el sistema 

globalmente armonizado de clasificación y etiquetado de productos químicos (ONU, 2019), 

corresponden a la categoría 4 de productos que normalmente no ofrecen peligros (CL50 >100 

mg/L). 

Tabla 3.2. Toxicidad aguda de insecticidas formulados con clorantraniliprol y 
ciantraniliprol para los estadios 1, 25 y 27 de Rhinella arenarum, Rhinella fernandezae y 
Scinax granulatus. La toxicidad se expresa en términos de las concentraciones que causan la 
muerte del 50% de los individuos en 96h (CL50-96h). los intervalos de confianza 95% (I.C.) 
están indicados en paréntesis. 

 Clorantraniliprol Ciantraniliprol 

Estadio de 
desarrollo 

Rhinella 
arenarum 

Rhinella 
fernandezea 

Scinax 
granulatus Rhinella arenarum 

Scinax 
granulatus 

Estadio 1 >160 mg/L    
 

Estadio 25 
138,1mg/L 
(I.C. 132 – 

144,5) 
>160 mg/L 

46,78 mg/L 
(I.C. 44,28 – 

49,41) 
>160 mg/L 

138,4 mg/L 
(I.C. 125,4 – 

152,9) 

Estadio 27 >160 mg/L   >160 mg/L  
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3.3.3. Bioensayos de toxicidad subcrónica  
 

3.3.3.1. Toxicidad subcrónica de un formulado de clorantraniliprol (CLO) 
 

La exposición subcrónica por 21 días a concentraciones de CLO de hasta 160 mg/L 

en renacuajos de R. arenarum en E27, registró una supervivencia superior al 90% durante 

los primeros 14 días de exposición en todas las concentraciones evaluadas (Figura 3.1) y 

recién a los 21 días de exposición se observó una mortalidad significativa en la concentración 

más alta testeada (160 mg/L), ubicando la CL50-21 días a un valor de 151.4 mg/L (Figura 

3.1). Durante los 21 días de exposición, todos los individuos expuestos a CLO e incluso los 

del grupo control, aumentaron su peso corporal a un valor cercano al 70% de su peso inicial, 

sin que se observaran diferencias significativas (Figura 3.2). 
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Figura 3.1. Supervivencia de R. arenarum en estadio 27 luego de una exposición a 
7, 14 y 21 días a distintas concentraciones de un insecticida formulado con clorantraniliprol. 
Los valores de las concentraciones letales 50 fueron: CL50-7 días: >160mg/L, CL50-14 días: 
>160mg/L y CL50-21 días: 151,4mg/L (I.C. 147,8 – 155). 
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Figura 3.2. Porcentaje de aumento del peso corporal (promedio ± E.S.) de renacuajos 
de R. arenarum en estadio 27 luego de 21 días de exposición a distintas concentraciones de 
un insecticida formulado con clorantraniliprol.  

Es interesante notar que, luego de cada recambio de soluciones, los renacuajos en E25 

y E27 expuestos a concentraciones de CLO mayores o iguales a 80 mg/L presentaban una 

letargia temporaria que se revertía luego de 5 horas.   

 

3.3.3.2. Toxicidad subcrónica de un formulado con ciantraniliprol (CIAN).  
 

La tasa de supervivencia de renacuajos de R. arenarum en E27 expuestos durante 21 

días a concentraciones de CIAN de hasta 160 mg/L fue mayor al 95% (Figura 3.3), ubicando 

la CL50-21 días a un valor mayor a 160 mg/L. El aumento de peso corporal de los renacuajos 

expuestos a CIAN durante 21 días varió entre 40 y 80% del peso inicial, por la variabilidad 

de los datos no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos y el grupo 

control (Figura 3.4).  
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Figura 3.3. Supervivencia de R. arenarum en estadio 27 luego de una exposición a 
7, 14 y 21 días a distintas concentraciones de un insecticida formulado con ciantraniliprol.                 
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Figura 3.4. Porcentaje de incremento del peso corporal (promedio ± E.S.) de 
renacuajos de R. arenarum en estadio 27 luego de 21 días de exposición a distintas 
concentraciones de un insecticida formulado con ciantraniliprol.  
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3.3.4. Efecto de un formulado con clorantraniliprol (CLO) sobre la metamorfosis 
de Rhinella arenarum. 
 

3.3.4.1 Supervivencia. 
 

La Figura 3.5 ilustra la supervivencia de los renacuajos de R. arenarum expuestos a 

CLO desde el E27 hasta la finalización de la metamorfosis. Las tres concentraciones más 

altas, correspondientes a 120, 140 y 160 mg/L evidenciaron una mortalidad superior a la del 

grupo control durante los días 50 y 75 de exposición. Mientras que los tratamientos restantes, 

presentaron una mortalidad gradual, no significativa con el grupo control, a lo largo del 

experimento.  Si bien el bioensayo subcrónico a 21 días, dio un valor de CL50 de 151,4 mg/L, 

un tiempo de exposición más largo, demuestra que los renacuajos no sobreviven a una 

exposición mayor a 120 mg/L de CLO. 
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Figura 3.5. Supervivencia de R. arenarum expuestos a distintas concentraciones de 
clorantraniliprol desde el estadio 27 hasta la culminación de la metamorfosis. * indica 
diferencias significativas respecto al grupo control.  

 
3.3.4.2 Tiempos de Metamorfosis 

 

Las curvas que describen la progresión de la metamorfosis hasta E39 (patas 

posteriores completas), E42 (patas posteriores y anteriores completas) y MET (absorción 

completa de la cola) se ilustran en las figuras 3.6, 3.7 y 3.10, respectivamente. Los primeros 
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individuos que alcanzaron E39 lo hicieron después de 25 días de exposición (contando desde 

E27) y para el día 77, todos los individuos que iban alcanzar el E39 lo habían logrado en 

todos los tratamientos y el grupo control (Figura. 3.6). La proporción de renacuajos que 

alcanzaron el E39 fue significativamente inferior a la de los controles en todos los grupos de 

exposición, excepto en el de 60 mg/L, que no presentó diferencias significativas (Tabla 3.3). 

Este menor porcentaje de alcance al E39, por parte de los individuos, no se debió a una mayor 

mortalidad, ya que la supervivencia en los grupos de tratamiento no fue significativamente 

diferente del grupo control durante el T50-E39 (Tabla 3.3). En general, los tratamientos 

tuvieron poco efecto sobre la tasa de transformación a E39 y el tiempo necesario para 

alcanzar el estadio, debido a que el T50-E39 de los grupos tratados no difirió 

significativamente de los controles, excepto en los individuos tratados con 100 mg/L, que 

tardaron unos días más en alcanzar el E39 (Tabla 3.3). 
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Figura 3.6. Número acumulado de renacuajos de Rhinella arenarum que alcanzaron 
el estadio 39 luego de una exposición a distintas concentraciones de clorantraniliprol. Las 
líneas representan la modelización de la curva sigmoidea calculada para cada tratamiento. 
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Tabla 3.2. Tiempo para que el 50% de los renacuajos de R. arenarum expuestos a 
distintas concentraciones de un formulado con clorantraniliprol alcancen el estadio 39 (T50–
E39), supervivencia general registrada al momento de alcanzar T50–39, tasa de 
transformación y porcentaje de individuos que alcanzaron el E39. los datos de las columnas 
sombreadas y con * presentaron diferencias significativas respecto al control (P<0,05). 

  

T50 – E39 
(días) 

Supervivencia 
T50 - E39 (%) 

Tasa de 
transformación  

(%/día) 

Individuos que 
alcanzaron el 
estadio 39 (%) 

Control 36,18±0,37 97,5±2,5 0,1±0,008 86,1±0,58 
20mg/l 37,31±0,6 94,44±5,55 0,15±0,03 *72,53±0,96 
40mg/l 35,98±0,35 93,92±3,61 0,1±0,007 *78,08±0,48 
60mg/l 36,22±0,37 100±0 0,09±0,007 87,37±0,57 
80mg/l 37,97±0,71 97,5±2,5 0,08±0,01 *78,01±0,92 
100mg/l *40,3±0,56 100±0 0,05±0,003 *82,03±0,64 
120mg/l 36,59±0,8 87,5±12,5 0,1±0.01 *55,18±0,81 
140mg/l 36,56±2,13 83,75±9,86 0,09±0,03 *39,28±1,43 

160mg/l 34±3,4 *7,5±7,5 0,3±0,62 *16,68±1,69 
 

En general, menos del 50% de los renacuajos presentes al inicio del bioensayo 

alcanzaron el E42, incluso en el grupo de control. La transformación al E42 ocurrió entre los 

días 46 y 82 de exposición (Figura 3.7), tiempo en el que se produjo la mayor mortalidad en 

todos los grupos, incluidos los controles (Figura 3.5). Es probable que el alto porcentaje de 

mortalidad, este relacionado con el menor porcentaje de individuos que alcanzaron el E42, 

en comparación al porcentaje de individuos que alcanzaron el E39. No obstante, esta 

mortalidad no impide comparar el impacto de los tratamientos sobre el desarrollo, ya que se 

produjo de forma similar en todos los grupos, incluidos los controles, como lo muestra la 

supervivencia equivalente durante el T50-E42 (Tabla 3.4).  

Durante la transformación al E42, se observó una relación dosis-respuesta no-

monotónica en forma de U invertida entre las concentraciones de exposición, el porcentaje 

de individuos que alcanzaron E42 y el tiempo que necesitaron para lograrlo (T50-E42) 

(Figuras 3.8 y 3.9). De esta forma, en los tratamientos más bajos (20 - 40 mg/L), el T50-E42 

y la proporción de individuos que alcanzaron el E42 fueron significativamente menores que 

el grupo control, mientras que en los tratamientos con concentraciones medias (60 – 80 

mg/L), el T50-E42 y el porcentaje de individuos que alcanzaron el E42 fue semejante al 

grupo control, e incluso, significativamente mayor, en el caso del porcentaje de individuos 
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que alcanzaron el E42 en la tratamiento a 80 mg/L (Figuras 3.8, 3.9 y Tabla 3.3). Así, en los 

tratamientos con las concentraciones más altas, el T50-E42 y la proporción de individuos que 

alcanzaron E42, fueron significativamente menores que el grupo control, como ocurrió en 

los tratamientos de exposición más bajos (Figuras 3.8, 3.9 y Tabla 3.3). 
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Figura 3.7. Número acumulado de renacuajos de Rhinella arenarum que alcanzaron 
el estadio 42 luego de una exposición a distintas concentraciones de clorantraniliprol. Las 
líneas representan la modelización de la curva sigmoidea calculada para cada tratamiento.  
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Figura 3.8. Proporción de individuos expuestos a clorantraniliprol que alcanzaron el 
estadio 42. Las columnas con * presentaron diferencias significativas con el grupo control. 
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Figura 3.9. Tiempo en el que el 50% de los individuos expuestos a clorantraniliprol 
alcanzaron el estadio 42. Las columnas con * presentaron diferencias significativas con el 
grupo control.  

 
Tabla 3.3. Tiempo para que el 50% de los renacuajos de R. arenarum expuestos a 

distintas concentraciones de un formulado con clorantraniliprol alcancen el estadio 42 (T50 
-E42), supervivencia general registrada al momento de alcanzar T50–E42, tasa de 
transformación y porcentaje de individuos que alcanzaron el E42. los datos de las columnas 
sombreadas y con * presentaron diferencias significativas respecto al control (P<0,05). ND* 
no disponible. 

  

T50 – E42 

(días) 

Supervivencia 

T50 – E42 (%) 

Tasa de 

transformación  

(%/día) 

Individuos que 

alcanzaron el 

estadio 42 (%) 

Control 82,59±2,25 82,5±6,29 0,02±0,002 47,22±1,39 

20mg/l *53,18±1,38 88,19±4,55 0,04±0,005 *26,43±0,48 

40mg/l *54,69±3,70 88,92±4,22 0,03±0,008 *34,33±1,56 

60mg/l 81,67±7,03 65,62±5,98 0,019±0,004 45,22±4,01 

80mg/l 74,46±4,30 74,16±8,85 0,02±0,004 *59,72±3,20 

100mg/l *60,19±2,52 82,84±3,26 0,02±0,004 46,79±1,42 

120mg/l *48,51±1,26 73,61±15,27 *0,05±0,009 *33,80±0,63 

140mg/l *46,29±2,56 47,22±27,3 0,03±0,007 *17,51±0.53 

160mg/l ND ND ND *8,33±0,83 
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La finalización de la metamorfosis se produjo entre los días 50 y 87 de exposición 

(Figura 3.10). La mayoría de los individuos que alcanzaron el E42 completaron la 

metamorfosis poco tiempo después (Tabla 3.4 vs. Tabla 3.5). La relación dosis-respuesta no-

monotónica observada entre los tratamientos de exposición, el porcentaje de individuos que 

lograron alcanzar el E42 y el tiempo requerido para lograrlo, se mantuvo igual hasta el final 

de la metamorfosis MET (Tabla 3.5).  
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Figura 3.10. Número acumulado de renacuajos de R. arenarum que finalizaron la 
metamorfosis de acuerdo al tiempo transcurrido para el grupo control y los grupos expuestos 
a clorantraniliprol. Las líneas representan la modelización de la curva sigmoidea calculada 
para cada tratamiento.  
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Tabla 3.4. Tiempo para que el 50% de los renacuajos de R. arenarum expuestos a 
distintas concentraciones de un formulado con clorantraniliprol finalicen la metamorfosis 
(T50-MET), supervivencia general registrada al momento de alcanzar T50–MET, tasa de 
transformación y porcentaje de individuos que finalizaron la metamorfosis. Los datos de las 
columnas sombreadas y con * presentaron diferencias significativas respecto al control 
(P<0,05).  

 
T50 – MET 

(días) 

Supervivencia 

T50 – MET (%) 

Tasa de 

transformación  

(%/día) 

Individuos que 
finalizaron la 
metamorfosis 

(%) 
Control 87,91±2,99 82,5±6,29 0,02±0,003 41,25±1,70 
20mg/l *55,13±1,86 88,19±4,55 0,04±0,007 *23,60±0,58 
40mg/l *58,11±3,76 86,42±6,24 0,03±0,008 *31,47±1,46 
60mg/l 81,70±5,52 65,62±5,90 0,02±0,005 38,38±2,79 
80mg/l 78,67±5,08 74,16±8,85 0,02±0,004 *57,11±3,68 
100mg/l *65,69±3,60 80,06±2,68 0,027±0,006 41,55±1,87 
120mg/l *50,65±1,26 71,11±13,98 *0,058±0,009 *33,80±0,63 

140mg/l *58,71±6,15 41,94±24,34 0,03±0,015 *11,94±0,93 
  

3.3.4.3 Peso y longitud hocico cloaca de los individuos recién metamorfoseados 
  

Los individuos recién metamorfoseados que fueron expuestos a CLO durante su 

desarrollo, mostraron un peso promedio y una longitud hocico-cloaca (LHC) semejante a los 

valores encontrados en los individuos del grupo control, es decir, no se registraron diferencias 

significativas (Figuras 3.11 y 3.12). 
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Figura 3.11. Peso promedio de los individuos de Rhinella arenarum que finalizaron el 
proceso de metamorfosis en el grupo control y grupos expuestos a concentraciones de un formulado 
con clorantraniliprol (P<0.05). 
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Figura 3.12. Longitud hocico cloaca promedio de los individuos de Rhinella arenarum que 
finalizaron el proceso de metamorfosis en el grupo control y grupos expuestos a concentraciones de 
un formulado con clorantraniliprol. (P<0.05). 

 

3.4. DISCUSIÓN       
 

Los datos de toxicidad obtenidos en este estudio indican que igual a lo considerado 

para peces, CLO y CIA no presentan un riesgo de mortalidad directa para los anuros en 

estadios larvales por la exposición aguda o subcrónica a estos insecticidas, debido a que las 

concentraciones que causan mortalidad (Tabla 3.2), están muy por encima de las que se han 

registrado en ambientes acuáticos y de las que suelen oscilar entre 0,04 – 950 µg/L en CLO 

(Jayasiri et al 2022, Utami et al 2020, CDPR 2019, Elfikrie et al 2020, Song et al 2019, 

Redman et al 2020, Lalonde y Garron 2020)  y entre 0,1 y 12,5 µg/L en CIA (Kolupaeva et 

al 2019, EFSA 2014, Zhang et al 2013). En las evaluaciones realizadas a 96 horas y 21 días, 

los organismos tratados lograron sobrevivir a concentraciones superiores de 130 mg/L de 

CLO y CIAN, a excepción de Scinax granulatus (E25), quien resultó ser la especie más 

sensible a la exposición con CLO. Previo a este trabajo, existía en la literatura científica un 

solo registro de toxicidad aguda en renacuajos expuestos a CLO documentado en larvas E34 

- E36 de Hoplobatrachus chinensis (Wei et al., 2014).  

La exposición de CLO durante el proceso metamórfico de R. arenarum, evidenció 

una relación dosis-respuesta no-monotónica en forma de “U” invertida, en el alcance al E42 

y MET. De esta forma, se redujo significativamente la proporción de individuos que 
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avanzaron en el desarrollo y el tiempo que necesitaron para lograrlo, en las dos 

concentraciones más bajas (20 y 40 mg/L) y más altas evaluadas (120 y 140 mg/L) (Figuras 

3.8 y 3.9), mientras que, en los tratamientos intermedios, la proporción de individuos que 

avanzaron en el desarrollo fue semejante al grupo control e incluso significativo y superior 

en 80 mg/L.  

Las curvas dosis/respuesta no-monotónicas (CDRNM) se han asociado a alteraciones 

endocrinas (Vandenberg et al., 2012, Hill et al., 2018) que pueden estar mediadas por 

receptores celulares (Calabrese et al., 2013; Shi et al., 2016) o por vías de señalización celular 

(Calabrese et al., 2013). Recientemente, Greenwood et al., (2022) describió un mecanismo 

conservado de hormesis o respuesta no-lineal a nivel molecular, basado en la capacidad y 

respuesta de los homo-multímeros proteicos en la interacción simultánea con el sustrato y un 

competidor (estresor). Aunque la información es limitada por el desconocimiento del 

mecanismo, efectos no-monotónicos de CLO han sido descritos en aspectos reproductivos 

de insectos no-blanco (Tuelher et al., 2017; Santos et al., 2018); y este trabajo representa el 

primer hallazgo en anfibios.     

Existen registros de que la exposición de otros plaguicidas en anuros ha ocasionado 

afectaciones en el proceso metamórfico de forma no-monotónica. Este ha sido el caso de los 

herbicidas, atrazina (Brodeur et al., 2013), butaclor (Shuman-Goodier et al., 2021) y el ácido 

aminometilfosfónico, metabolito del glifosato (Cheron and Brischoux., 2020), y el caso de 

los insecticidas, tiametoxam (Jenkins et al., 2021) y clorpirifos (McClelland and Woodley., 

2022). En el caso de atrazina, Brodeur et al., (2013) evidenció que en renacuajos de R. 

arenarum, la exposición al herbicida ocasionaba una respuesta no-monotónica sobre los 

tiempos de metamorfosis, al igual que ocurrió con CLO, sin embargo, los efectos sucedieron 

en momentos diferentes, mientras que la exposición con atrazina aceleró el desarrollo 

metamórfico entre el E25 y el E42, la exposición con CLO aceleró el desarrollo metamórfico 

entre el E42 y MET. Lo que sugiere que atrazina y CLO afectan el proceso metamórfico de 

R. arenarum por diferentes vías. De hecho, se cree que atrazina actúa a través de receptores 

endocrinos (Brodeur et al., 2013). 

Es posible, que la respuesta no-monotónica observada durante la transición del E39 

al E42 en R. arenarum haya sido ocasionada por la alteración en la función sinérgica del eje 
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hipotálamo-hipófisis-tiroides (HPT) y el eje hipotálamo-pituitario-adrenal/interrrenal 

(HPA/HPI) ó hormonas del estrés. En los anuros, el avance en la metamorfosis durante el 

E39 y E42 sucede bajo el estricto control de las hormonas tiroideas (HT), tiroxina (T4) y 

triyodotironina (T3) (Tata., 2006; Thambirajah et al., 2019). La estimulación correcta de las 

HT depende de la acción de la tirotropina pituitaria (TSH) hormona controlada y estimulada 

por la hormona del estrés conocida como el factor liberador de corticoprina (CRF) (Denver., 

2021). De esta forma, los plaguicidas pueden llegar a alterar el desarrollo metamórfico de los 

anfibios por diferentes vías. Por ejemplo, en renacuajos de Osteopilus septentrionalis (E25) 

la exposición al herbicida atrazina ocasionó niveles no-monotónicos de corticosterona 

(CORT), un glucocorticoide estimulado por CRF, que en anfibios actúa sinérgicamente con 

las HT promoviendo el desarrollo de tejidos, el crecimiento de los individuos y el tiempo en 

el que ocurre la metamorfosis (Denver., 2009; Kulkarni y Buchholz., 2014; McMahon et al., 

2017; Kikuyama et al., 2019). En la actualidad, no se conoce a CLO como disruptor 

endocrino, aunque hay reportes de que pueden llegar a intervenir el HPT en los vertebrados. 

Por ejemplo, se evidenció que la exposición de CLO en ratas disminuye significativamente 

los niveles plasmáticos de las hormonas tiroideas T3 y T4 (Hassan et al., 2021), además, se 

han observado adenomas tiroides en ratas hembra expuestas crónicamente a 156 mg de CLO 

por kg de peso corporal al día (EFSA, 2013).  

Hasta la fecha, CLO es la única diamida antranilica en tener registro sobre el impacto 

que puede tener en larvas de anuros. Efectos descritos indican que la exposición al insecticida 

durante 20 días, puede alterar la supervivencia y crecimiento de Fejervarya limnocharis y 

Microhyla fissipes (Wei et al., 2021). Mientras que la exposición durante el avance de la 

metamorfosis realizada en este trabajo causó una respuesta no-monotónica sobre los tiempos 

del desarrollo y una disminución significativa del número de individuos que lograron 

finalizar la metamorfosis en R. arenarum, específicamente en la transición de E39 al E42, 

evidenciando un posible impacto en la acción sinérgica de los ejes HPT y HPI/HPA. 

En conclusión, el presente estudio demostró que, si bien es poco probable que los 

insecticidas de las diamidas antranilicas causen toxicidad aguda sobre las larvas de anuros de 

especies neotropicales en el medio natural, los resultados descritos y en los que se detallan 

respuestas no-monotónicas sobre los aspectos evaluados en la metamorfosis de R. arenarum, 
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sugieren un efecto endocrino sobre el sistema hormonal tiroideo de forma directa o a través 

de la interacción con el sistema hormonal del estrés. Estas observaciones son importantes 

debido a que actualmente esta clase de insecticidas no son conocidos como disruptores 

endocrinos. Se necesitan más investigaciones para aclarar las vías que conducen a estos 

efectos, además, de evaluar si las concentraciones acuáticas y relevantes para el medio 

ambiente de las DIA están afectando a las poblaciones de anfibios naturales. 
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4. CAPÍTULO 4. Efecto de dos insecticidas formulados con los 
neonicotinoides tiametoxam e imidacloprid sobre el desarrollo 

larval y metamorfosis del sapo común Rhinella arenarum: 
acercamiento a un escenario natural de exposición. 

 

4.1 INTRODUCCIÓN  
 

Los neonicotinoides (NEO) son una familia de insecticidas sistémicos altamente 

utilizados en la industria agrícola y en el campo de la veterinaria en el control de parásitos 

(Ensley, 2018). En los sistemas agrícolas, se aplican en diversos cultivos y en productos de 

importancia mundial como los cereales y oleaginosas, a través, del recubrimiento de semillas, 

fumigaciones foliares, empapado del suelo y aplicaciones en el tronco (Van der Sluijs et al., 

2015). La combinación entre el continuo uso y las propiedades fisicoquímicas de estos 

insecticidas, han generado la contaminación de suelos y su frecuente presencia en cuerpos de 

agua dulce (Van der Sluijs et al., 2015). En ambientes acuáticos, se han encontrado 

concentraciones de NEO que varían entre 0,08 y 320 µg/L (Gibbons et al., 2015, Sánchez-

Bayo et al., 2016, Casillas et al., 2022) y, en consecuencia, algunos estudios analizan los 

posibles riesgos que pueden estar causando sobre las comunidades biológicas naturales que 

los habitan (Cavallaro et al., 2019, Casillas et al., 2022).  

En organismos acuáticos como las larvas de anuros, el efecto de los NEO ha sido 

estudiado. Las evaluaciones de exposición aguda, indican que los insecticidas de esta familia 

no presentan valores de toxicidad alarmantes, de acuerdo, a las concentraciones letales 50 

(CL50) obtenidas (Feng et al., 2004; Perez-Iglesias et al., 2014; Pochini y Hoverman, 2017; 

Miles et al., 2017; Saka y Tada, 2021; Fonseca et al., 2022), sin embargo, en exposiciones 

subletales se han encontrado efectos a escalas de genotoxicidad (Feng et al., 2004; Perez-

Iglesias et al., 2014; Ruiz de Arcaute et al., 2014; Moe, 2017; Samojeden et al., 2022),  

_______________________ 

4 Capítulo publicado. 
 
Brodeur, J. C. Fonseca Peña, S. V. D. F. (2023). Effects of the neonicotinoid insecticides 
thiamethoxam and imidacloprid on metamorphosis of the toad Rhinella arenarum at environmentally-
relevant concentrations, Journal of Toxicology and Environmental Health, Part 
A, DOI: 10.1080/15287394.2023.2213259. 
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citotoxicidad (Jenkins et al., 2021), factores enzimáticos (Samojeden et al., 2022) y 

comportamentales (Sievers et al., 2018, Holtswarth et al., 2019, Samojeden et al., 2022). Otra 

de las evaluaciones realizadas, es el que corresponde al efecto de los NEO sobre la 

metamorfosis. Resultados a exposiciones a altas concentraciones de NEO indican que 

concentraciones superiores a 8 mg/L de imidacloprid (IMI) o tiametoxam (TIA) pueden 

disminuir el número de individuos que logran finalizar la metamorfosis y que además los 

metamorfos pueden resultar con un menor peso y tamaño, en renacuajos de Lithobates 

pipiens y Xenopus laevis (Moe 2017; Jenkins et al., 2021). Hasta la fecha, seis estudios han 

evaluado el efecto de concentraciones ambientales de los NEO sobre la MET en anfibios, de 

los cuales tres no registraron efectos (Robinson et al., 2019; 2021; Saka y Tada, 2021), los 

siguientes estudios reportaron efectos sobre los tiempos de metamorfosis. Se encontró que, 

renacuajos de Lithobates sylvaticus tras la exposición a 10 y 100 µg/L de IMI atrasaron la 

finalización de la MET (Robinson et al., 2017). Mientras que, en otro estudio, la exposición 

a 10 µg/L de IMI en esta misma especie, registró una ligera aceleración en la MET 

(Thompson et al., 2022), y, por último, en larvas de Ambystoma gracile la exposición a 100 

µg/L de IMI aceleró el desarrollo (Danis y Marlatt, 2021). Algunos registros han sugerido 

que la exposición de NEO durante la metamorfosis puede generar efectos en los organismos 

juveniles. Por ejemplo, las exposiciones realizadas por Robinson et al., (2017) y (2019), 

ocasionaron una alteración en la respuesta de escape en juveniles de Lithobates sylvaticus 

(Lee-Jenkins y Robinson, 2018) y efectos hematológicos y metabólicos en juveniles de L. 

sylvaticus y Lithobates pipiens (Gavel et al., 2019; 2021), respectivamente.   

Fonseca et al, (2022), describieron la primera evaluación del efecto del NEO, TIA 

sobre la metamorfosis del sapo común, Rhinella arenarum, autóctono de la región pampeana 

argentina. El efecto más importante observado, fue la disminución del número de individuos 

que lograron finalizar la metamorfosis y la reducción del peso y tamaño promedio de los 

juveniles a partir de la concentración más baja trabajada (9 mg/L). En este contexto, y con el 

fin de acercarse a un posible escenario natural, el objetivo del presente trabajo consistió en 

evaluar el efecto de TIA e IMI en concentraciones que incluyeron a las encontradas en la 

naturaleza sobre el desarrollo metamórfico de R. arenarum.     
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4.2. MATERIALES Y METODOS 
 

4.2.1. Organismos Utilizados  
 

Puestas de huevos de Rhinella arenarum fueron recolectadas durante la primavera del 

2019 en diversos cuerpos de agua permanentes y temporarios presentes en las 650 hectáreas 

(34o36’24S, 58o39’56W) del Centro Nacional de Investigación Agrícola (CNIA), 

Hurlingham, Buenos Aires. La descripción detallada de la especie y el mantenimiento de los 

huevos y renacuajos se encuentran en las secciones 2.2.1 y 2.2.2, respectivamente, de 

materiales y métodos del Capítulo 2. 

 

4.2.2. Sustancias testeadas y agua de ensayo 
 

 Dos formulados comerciales de insecticidas NEO fueron testeados: Actara® y 

Confidor®. Las características del agua utilizada en los ensayos, control y tratamiento y la 

descripción de los formulados comerciales se encuentran descritos en las secciones 2.2.3 y 

2.2.4, respectivamente, de materiales y métodos del capítulo 2. 

 

4.2.3. Soluciones de prueba 
 

En el caso de TIA, se preparó una solución madre de 50 mg/L, diluyendo 200 

miligramos del formulado solido en un litro de agua de ensayo previamente equilibrada a pH 

7. Mientras que para IMI, se preparó una solución madre 50 mg/L, diluyendo 0.5 ml del 

formulado en dos litros de agua de ensayo. Las soluciones madres se prepararon y fueron 

conservadas a 4 °C durante 10 días, las mismas fueron utilizadas para al menos 5 recambios 

de soluciones. A partir de las soluciones madres, se realizaron las respectivas diluciones 

seriadas con el fin de obtener las diferentes concentraciones de prueba, el diluyente utilizado 

fue el agua de ensayo (características detalladas en la sección 2.2.3 de materiales y métodos 

del capítulo 2).  

La concentración de TIA e IMI presente en la respectiva solución madre fue 

determinada tal como fue descrito en la sección 2.2.6 de materiales y métodos del Capítulo 

2. 
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4.2.4 Diseño Experimental 
  
Renacuajos de Rhinella arenarum en E27 (Gosner 1960) fueron expuestos a 

concentraciones individuales de 5, 50, 500 y 5000 µg/L de TIA e IMI. Se dispuso de tres 

replicas por cada tratamiento, con seis individuos cada una. Cada unidad experimental 

consistió en dos placas de Petri de 10 cm de diámetro superpuestas que contenían 100 mL de 

solución experimental. Las soluciones de prueba fueron renovadas en su totalidad cada 48 

horas. La temperatura y el fotoperiodo fueron mantenidos estables a 25 ± 2 oC y 16:8 h 

luz:oscuridad, durante todo el bioensayo. Un trozo de acelga hervida de aproximadamente 1 

cm2 fue añadido a las unidades experimentales luego de cada recambio de soluciones, como 

alimento ad libitum.  Durante el recambió de soluciones (cada 48 h), fueron retirados los 

individuos muertos, se registró la supervivencia y estadio de desarrollo en el que se 

encontraban los renacuajos, según la clasificación Gosner (1960): 1) estadio 39 (E39), 2) 

estadio 42 (E42) y 3) finalización de la metamorfosis, estadio 46 (MET), descritos en la 

sección 2.2.5.4 de materiales y métodos del capítulo 2. Los individuos que completaron la 

metamorfosis fueron anestesiados en una solución de metanosulfonato de tricaina (MS-222) 

y pesados por medio de una balanza digital Denver TP-214 con una precisión de 0.001 g. Se 

les examinó detalladamente en busca de malformaciones, y se les tomó una fotografía ventral 

y dorsal, con los brazos extendidos con el fin de medir la longitud hocico cloaca (LHC), 

después de realizado el procesamiento, los individuos fueron fijados en bouin, con el fin de 

poder ser utilizados en posteriores estudios. Asimismo, a partir de las fotografías tomadas se 

realizó la medición de la LHC mediante el uso del programa Imagej desarrollado por el 

Instituto Nacional de Salud (NIH por sus siglas en inglés) (Schneider et al 2012). 

4.2.5. Análisis estadísticos 
 

El impacto de TIA e IMI sobre la proporción de individuos que logran avanzar en el 

desarrollo metamórfico y el tiempo que necesitan para hacerlo, fueron analizados según los 

métodos previamente descritos por Brodeur et al. (2009; 2013). Para cada tratamiento, así 

como para los controles se ajustó, con el programa GraphPad Prism Versión 5.03, una 

ecuación de regresión logística de cuatro parámetros a la variable “número acumulado de 

individuos que alcanzaron E39, E42, y a los que completaban la MET”. Además, para cada 

curva de ajuste se calculó el tiempo para que el 50% de los individuos alcancen T39 (T50-
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E39), T42 (T50-E42), o MET (T50-MET). Las proporciones de renacuajos que alcanzaron 

los diferentes estadios durante el proceso de metamorfosis (E39, E42 y MET) en los distintos 

tratamientos, los valores de T50-E39, T50-E42, T50-MET, y el peso promedio y la LHC de 

los individuos recién metamorfoseados, fueron comparados con el grupo control mediante 

un análisis de varianza de una vía (ANOVA) seguido de una prueba de Holm-Sidak para 

comparaciones múltiples, luego de comprobar que se cumplieran los supuestos de 

normalidad y homocedácea de los datos. Todos los análisis de ANOVA y comparaciones 

múltiples se realizaron mediante el uso del software SigmaStat 12.5 (SPSS, Chicago, IL, 

USA). 

 

4.3 RESULTADOS 
 

4.3.1. Concentración de plaguicidas en las soluciones madres 
 

La concentración analítica de TIA determinada en la solución madre fue de 10,56 ± 

0,28 mg/L (N = 3, promedio ± desviación estándar (D.E.), lo que representa el 21,1 % del 

valor nominal. Como este valor es inferior a 80% del valor nominal, se usaron los valores de 

concentraciones correspondientes al 21,1 % de los valores nominales para el análisis de los 

resultados, tal como recomendado en varios protocolos estandarizados (OECD, 1992; 

USEPA, 2012).  Las concentraciones nominales de TIA que tenían valores correspondientes 

5, 50, 500, y 5000 µg/L correspondieron entonces a concentraciones reales de 1,05, 10,5, 105 

y 1050 µg/L, respectivamente.  

Por su parte, la concentración analítica de IMI determinada en la solución madre fue 

de 34,14 ± 4,09 mg/L (N = 3, promedio ± D.E.), lo que representa el 68,3 % del valor 

nominal.  Como este valor es inferior a 80% del valor nominal, se usaron los valores de 

concentraciones correspondientes al 68,3 % de los valores nominales para el análisis de los 

resultados, tal como recomendado en varios protocolos estandarizados (OECD, 1992; 

USEPA, 2012).  Las concentraciones nominales de IMI que tenían valores correspondientes 

a 5, 50, 500, y 5000 µg/L correspondieron entonces a concentraciones reales de 3,4, 34, 340, 

3400 µg/L, respectivamente.  
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4.3.2. Efecto de un formulado de tiametoxam sobre la metamorfosis de Rhinella 
arenarum. 
 

4.3.2.1. Tiempos de metamorfosis.   
 

Las curvas ilustradas en la Figura 4.1 describen la progresión de la metamorfosis hasta 

E39 (patas traseras completas) en los distintos grupos experimentales incluido el control. En 

general, todos los individuos expuestos a TIA y los del grupo control alcanzaron el E39 

(Tabla 4.1). Sin embargo, lo hicieron en momentos diferentes. La Figura 4.1 permite 

evidenciar que los renacuajos tratados a 1050 µg/L de TIA, iniciaron más tarde el proceso de 

transformación, lo que le significó un T50-E39 superior al del grupo control (Tabla 4.1). 

Contrario, ocurrió en las concentraciones a 1,05 y 10,5 µg/L, que por el inicio temprano en 

el avance al E39, registraron un T50-E39 significativamente menor (Figura 4.1 y Tabla 4.1), 

valor que posiblemente compensó la menor tasa de transformación registrada en el 

tratamiento a 10,5 µg/L. Finalmente, el tratamiento a 105 µg/L registró un T50-E39 

semejante al grupo control, debido a que el avance hacia E39 ocurrió simultáneamente 

(Figura 4.1 vs Tabla 4.1).    
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Figura 4.1. Número acumulativo de individuos que alcanzaron el estadio 39 a lo largo del 

tiempo en renacuajos de Rhinella arenarum expuestos a concentraciones entre 1,05 y 1050 µg/L de 
tiametoxam. Las líneas representan la curva sigmoidea calculadas para cada tratamiento. 
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Tabla 4.1. Tiempo para que el 50% de los renacuajos de Rhinella arenarum expuestos a 
distintas concentraciones de un formulado de tiametoxam alcancen el estadio 39 (T50–E39), tasa de 
transformación y porcentaje de individuos que alcanzaron el E39. los datos de las columnas 
sombreadas y con * presentaron diferencias significativas respecto al control (P<0,05). 

 

  T50 – E39 
(días) 

Tasa de 
transformación 

(%/día) 

Individuos que 
alcanzaron el 
estadio 39 (%) 

Control 67,19±0,58 0,03±0,001 100±1,05 

1,05 µg/L *59,28±0,67 0,03±0,001 100±1,1 

10,5 µg/L *56,74±1,89 *0,02±0,002 100±2,68 

105 µg/L 67,65±1,01 0,03±0,002 100±1,82 

1050 µg/L *76,16±1,05 0,03±0,001 100±1,95 

 

En el avance, Las curvas ilustradas en la Figura 4.2 describen la progresión de la 

metamorfosis hasta el E42 (4 patas completas) en los distintos grupos experimentales, 

incluido el grupo control. Los renacuajos del grupo control en promedio tardaron entre 4 y 6 

días para avanzar del E39 al E42. La proporción de individuos que alcanzaron el E42 en los 

grupos de exposición a TIA, no registraron diferencias significativas con el grupo control. 

En general, más del 85% de los renacuajos alcanzaron el estadio (Tabla 4.2). Según los 

valores encontrados en el T50-E42, los tratamientos a 105 y 1050 µg/L de TIA requirieron 

de manera significativa, más días para alcanzar el E42 (Tabla 4.2), debido a que iniciaron 

más tarde la transformación (Figura 4.2). Mientras que, 1,05 y 10,5 µg/L resultaron con un 

T50-E42 semejante al grupo control (Tabla 4.2). En este caso, a pesar de que el tratamiento 

1,05 µg/L tardó en iniciar el avance al estadio, la mayor tasa de transformación registrada, 

compensó el tiempo que requirió, a diferencia de 10,5 µg/L, que fue el inicio temprano en el 

desarrollo, lo que compensó la menor tasa de transformación registrada y el tiempo que 

necesitó para alcanzar el estadio (Figura 4.2 vs Tabla 4.2).      
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Figura 4.2. Número acumulativo de individuos que alcanzaron el estadio 42 a lo largo del 
tiempo en renacuajos de Rhinella arenarum expuestos a concentraciones entre 1,05 y 1050 µg/L de 
tiametoxam. Las líneas representan la curva sigmoidea calculadas para cada tratamiento.  

 
Tabla 4.2. Tiempo para que el 50% de los renacuajos de Rhinella arenarum expuestos a 

distintas concentraciones de un formulado de tiametoxam alcancen el estadio 42 (T50–E42), tasa de 
transformación y porcentaje de individuos que alcanzaron el E42. los datos de las columnas 
sombreadas y con * presentaron diferencias significativas respecto al control (P<0,05). 

 

  T50 – E42  
(días) 

Tasa de 
transformación 

 (%/día) 

Individuos que  
alcanzaron el 
estadio 42 (%) 

Control 77,56±1,32 0,03±0,002 89,92±2,52 
1,05 µg/L 78,28±0,52 *0,05±0,002 89,76±1,07 
10,5 µg/L 78,37±2,13 *0,02±0,001 93,08±3,40 
105 µg/L *85,07±0,70 0,03±0,001 100±1,64 
1050 µg/L *86,62±1,13 0,03±0,002 94,97±2,47 

 

Finalmente, las curvas ilustradas en la Figura 4.3 describen la progresión de la 

metamorfosis hasta su finalización (MET) (absorción completa de la cola) en los distintos 

grupos experimentales, incluido el grupo control. Los renacuajos del grupo control, tardaron 

en promedio 4 días para pasar de E42 a MET. Igual a lo ocurrido en E42, la proporción de 

individuos que finalizaron la MET en los grupos expuestos a TIA, no registraron diferencias 

significativas con el grupo control. En general, más del 80% de los renacuajos lograron 
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finalizar el proceso metamórfico (Tabla 4.3). En cambio, los valores correspondientes al T50-

MET mostraron que todos los grupos expuestos a TIA requirieron de significativamente más 

días para completar el desarrollo, en comparación con el grupo control (Tabla 4.3). Esto pudo 

deberse a que los tratamientos correspondientes a 1,05; 105 y 1050 µg/L de TIA, iniciaron 

tarde la transformación al estadio, y que en el caso del tratamiento a 10,5 µg/L de TIA, el 

registro de una tasa de transformación mucho menor que la registrada en el E42 (Tabla 4.2) 

no le permitió compensar el inicio temprano de transformación a lo largo del desarrollo 

metamórfico (Figura 4.3 vs Tabla 4.3).  
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Figura 3.3. Número acumulativo de individuos que finalizaron la metamorfosis a lo largo del 
tiempo en renacuajos de Rhinella arenarum expuestos a concentraciones entre 1,05 y 1050 µg/L de 
tiametoxam. Las líneas representan la curva sigmoidea calculadas para cada tratamiento. 
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Tabla 3.3. Tiempo para que el 50% de los renacuajos de Rhinella arenarum expuestos a 
distintas concentraciones de un formulado de tiametoxam finalicen la metamorfosis MET (T50–
MET), tasa de transformación y porcentaje de individuos que finalizaron la MET. los datos de las 
columnas sombreadas y con * presentaron diferencias significativas respecto al control (P<0,05). 

  T50 – MET  
(días) 

Tasa de 
transformación 

 (%/día) 

Individuos que  
finalizaron la 

metamorfosis (%) 
Control 77,23±1,84 0,03±0,004 88,09±3,58 
1,05 µg/L *83,3±0,68 0,04±0,003 84,50±1,44 
10,5 µg/L *92±3,94 *0,01±0,001 93±6,15 
105 µg/L *96,18±1,02 0,03±0,001 100±2,57 
1050 µg/L *97,70±1,97 0,02±0,002 94±4,10 

 

4.3.2.2. Peso y longitud hocico cloaca de los individuos recién metamorfoseados   
 

El peso promedio de los individuos que finalizaron la metamorfosis está ilustrado en 

la figura 4.4. En general, no se encontraron diferencias significativas entre los valores del 

peso promedio de los metamorfos expuestos a TIA y los del grupo control (Figura 4.4). En 

cuanto a los valores de longitud hocico cloaca (LHC) (Figura 4.5), el grupo expuesto a 10,5 

µg/L de TIA fue el único en registrar valores significativamente menores que el grupo 

control, lo que indica que los metamorfos de este grupo de exposición (10,5 µg/L)  resultaron 

con un menor tamaño (Figura 4.5).  
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Figura 4.4. Peso promedio de individuos de Rhinella arenarum al finalizar la metamorfosis 
en el grupo control y grupos expuestos a concentraciones de un formulado de tiametoxam durante su 
desarrollo.  
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Figura 4.5. Longitud hocico cloaca de individuos de Rhinella arenarum al finalizar la 
metamorfosis en el grupo control y grupos expuestos a concentraciones de un formulado de 
tiametoxam durante su desarrollo. La barra con el * mostró diferencias significativas con el grupo 
control (P<0.05). 

 

4.3.3. Efecto de un formulado de imidacloprid a concentraciones 
ambientalmente relevantes sobre la metamorfosis de Rhinella arenarum 
 

4.3.3.1. Tiempos de metamorfosis 
 

Las curvas ilustradas en la Figura 4.6 describen la progresión de la metamorfosis hasta 

E39 (patas traseras completas) en los distintos grupos experimentales incluido el control. 

Todos los individuos expuestos a IMI y los del grupo control alcanzaron el E39 (Tabla 4.4). 

Según los valores correspondientes al T50-E39, todos los tratamientos de exposición a IMI 

necesitaron significativamente menos tiempo para alcanzar el E39 (Tabla 4.4), en relación a 

que iniciaron antes la transformación al estadio, que en el caso del tratamiento de exposición 

a 3400 µg/L de IMI, le permitió compensar la menor tasa de transformación registrada 

(Figura 4.6 vs Tabla 4.4). 
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Figura 4.6. Número acumulativo de individuos que alcanzaron el estadio 39 a lo largo del 

tiempo en renacuajos de Rhinella arenarum expuestos a concentraciones entre 3,4 y 3400 µg/L de 
imidacloprid. Las líneas representan la curva sigmoidea calculadas para cada tratamiento.  

 
 Tabla 4.4. Tiempo para que el 50% de los renacuajos de Rhinella arenarum expuestos a 

distintas concentraciones de un formulado de imidacloprid alcancen el estadio 39 (T50–E39), tasa de 
transformación y porcentaje de individuos que alcanzaron el E39. los datos de las columnas 
sombreadas y con * presentaron diferencias significativas respecto al control (P<0,05). 

 

  T50 – E39 
(días) 

Tasa de 
transformación 

(%/día) 

Individuos que 
alcanzaron el 
estadio 39 (%) 

Control 68,41±0,63 0,03±0,001 100±1,20 

3.4 µg/L *59,04±0,72 0,03±0,001 100±1,30 

34 µg/L *65,57±0,69 0,03±0,001 100±1,28 

340 µg/L *55,03±1 0,03±0,001 100±1,62 

3400 µg/L *63,29±1,34 *0,02±0,001 100±2,13 

 

En el avance, las curvas ilustradas en la Figura 4.7 describen la progresión de la 

metamorfosis hasta E42 (4 patas completas) en los distintos grupos experimentales, incluido 

el grupo control. En general, los individuos del grupo control en promedio tardaron entre 4 y 

6 días para pasar de E39 a E42. En cuanto a la proporción de individuos que alcanzaron el 

E42, los grupos expuestos a 3,4, 34 y 340 µg/L de IMI no presentaron diferencias 

significativas con el grupo control, mientras que el grupo expuesto a 3400 µg/L de IMI, si 
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registró diferencias significativas con el control, debido a la menor proporción de individuos 

que avanzaron al E42 (Tabla 4.5). En cuanto a los valores correspondientes al T50-E42, 

contrario a lo registrado en E39, los tratamientos de exposición a 3,4, 34 y 3400 µg/L de IMI 

no registraron diferencias significativas con el grupo control, mientras que el tratamiento a 

340 µg/L de IMI, registró un valor significativamente menor (Tabla 4.5), en relación a que 

fue el único tratamiento que inició temprano la transformación al estadio (Figura 4.7 vs Tabla 

4.5).  
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Figura 4.7. Número acumulativo de individuos que alcanzaron el estadio 42 a lo largo del 
tiempo en renacuajos de Rhinella arenarum expuestos a concentraciones entre 3,4 y 3400 µg/L de 
imidacloprid. Las líneas representan la curva sigmoidea calculadas para cada tratamiento.  

 
Tabla 4.5. Tiempo para que el 50% de los renacuajos de Rhinella arenarum expuestos a 

distintas concentraciones de un formulado de imidacloprid alcancen el estadio 42 (T50–E42), tasa de 
transformación y porcentaje de individuos que alcanzaron el E42. los datos de las columnas 
sombreadas y con * presentaron diferencias significativas respecto al control (P<0,05). 

  T50 – E42  
(días) 

Tasa de 
transformación 

 (%/día) 

Individuos que  
alcanzaron el 
estadio 42 (%) 

Control 79,18±1,10 0,03±0,003 91,57±2,93 
3.4 µg/L 79±1,18 0,03±0,002 93,2±2,38 
34 µg/L 80,77±1,16 0,02±0,001 92,42±2,24 
340 µg/L *72,82±0,78 0,03±0,001 100±1,59 
3400 µg/L 76,34±0,71 0,03±0,001 *80,92±1,20 
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Finalmente, las curvas ilustradas en la Figura 4.8 describen la progresión de la 

metamorfosis hasta su finalización (MET) (absorción completa de la cola) en los distintos 

grupos experimentales, incluido el grupo control. En promedio, los individuos del grupo 

control tardaron 4 días para pasar de E42 a MET. Además, igual a lo que ocurrió durante el 

E42, la proporción de individuos que lograron finalizar el proceso de metamorfosis en los 

grupos de exposición a 3,4, 34, y 340 µg/L de IMI no registraron diferencias significativas 

con el grupo control, en general, más del 90% de los individuos lo lograron. Mientras, que 

en el caso del tratamiento de exposición a 3400 µg/L de IMI, la proporción de individuos que 

finalizaron el proceso metamórfico fue significativamente menor (Tabla 4.6). Los valores 

correspondientes al T50-MET en los grupos de exposición a IMI no presentaron diferencias 

significativas con el grupo control, tampoco se encontraron efectos sobre las tasas de 

transformación (Tabla 4.6). 
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Figura 4.8. Número acumulativo de individuos que finalizaron la metamorfosis a lo largo del 
tiempo en renacuajos de Rhinella arenarum expuestos a concentraciones entre 3,4 y 3400 µg/L de 
imidacloprid. Las líneas representan la curva sigmoidea calculadas para cada tratamiento.  
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Tabla 4.6. Tiempo para que el 50% de los renacuajos de Rhinella arenarum expuestos a 
distintas concentraciones de un formulado de imidacloprid finalicen la metamorfosis (T50–E42), tasa 
de transformación y porcentaje de individuos que finalizaron la metamorfosis. los datos de las 
columnas sombreadas y con * presentaron diferencias significativas respecto al control (P<0,05). 

  T50 – MET  
(días) 

Tasa de 
transformación 

 (%/día) 

Individuos que  
finalizaron la 

metamorfosis (%) 
Control 84,19±1,49 0,03±0,003 91,95±3,38 
3.4 µg/L 86,49±1,53 0,03±0,002 93±3,01 
34 µg/L 88,73±1,64 0,02±0,001 92±2,99 
340 µg/L 79,44±0,98 0,03±0,001 100±2,1 
3400 µg/L 85,78±0,53 0,04±0,001 *66,01±0,94 

 

4.3.3.2. Peso y longitud hocico cloaca de los individuos recién metamorfoseados   
 

El peso promedio de los individuos que finalizaron la metamorfosis se puede ver en la figura 

4.9. En general, no se encontraron diferencias significativas entre los valores del peso 

promedio de los metamorfos expuestos a IMI y los del grupo control (Figura 4.9). De la 

misma forma ocurrió con los valores de longitud hocico cloaca (LHC), no se registraron 

efectos ni diferencias significativas entre los valores de los metamorfos expuestos a IMI y el 

grupo control (Figura 4.10).  
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Figura 4.9. Peso promedio de individuos de Rhinella arenarum al finalizar la metamorfosis 
en el grupo control y grupos expuestos a concentraciones de un formulado de imidacloprid durante 
su desarrollo.  
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Figura 4.10. Longitud hocico cloaca de individuos de Rhinella arenarum al finalizar la 

metamorfosis en el grupo control y grupos expuestos a concentraciones de un formulado de 
imidacloprid durante su desarrollo. La barra con el * mostró diferencias significativas con el grupo 
control (P<0.05). 

 

4.4 DISCUSIÓN  
 

Renacuajos de Rhinella arenarum (E27) fueron expuestos a concentraciones 

relevantes para el medio ambiente de TIA e IMI a lo largo de su desarrollo metamórfico, con 

el fin de poder evaluar el posible impacto que la presencia generalizada de los insecticidas 

NEO en ambientes acuáticos naturales puede tener en el desarrollo de anfibios con estadios 

larvales. TIA causó un retraso significativo en la transición de E39 a E42, generando un 

aumento del tiempo necesario para que los renacuajos completaran su desarrollo, efecto que 

hacía MET se observó desde la concentración más baja probada, 1,05 µg/L. En cambio, IMI 

no causó mayor incidencia en el desarrollo de R. arenarum, y en general, ambos insecticidas 

no afectaron el tamaño del cuerpo y el peso de los individuos al finalizar la metamorfosis.  

En anfibios, rasgos como la edad y el tamaño de la metamorfosis intervienen en la 

aptitud de los adultos (Earl and Whiteman., 2015; Székely et al., 2020). Es común, que, por 

diversos factores de estrés, esos rasgos sean alterados. Por ejemplo, es bien conocido que la 

desecación de un estanque larvario, disminuya el tiempo de desarrollo, resultando 

metamorfos de menor tamaño, y en algunos casos, ocasionando una alteración en la función 

inmunitaria de los individuos (Gervasi and Foufopoulos., 2008; Crespi y Warne., 2013; 
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Brannelly et al., 2019; Kohli et al., 2019). En otros casos, un incremento en el tiempo de 

desarrollo se relaciona a una estrategia de adaptación que evitaría metamorfos de menor 

tamaño al tener más tiempo de forrajeo (Thompson and Popescu., 2021; Stoks et al., 2022), 

aunque pueden existir riesgos involucrados a la depredación y a la imposibilidad de 

completar el desarrollo, sobre todo en los individuos que se reproducen en estanques efímeros 

(Mann et al., 2009). En un mayor número de casos, la exposición a plaguicidas como factor 

de estrés, ocasiona un retraso en la metamorfosis de insectos y anfibios semiacuáticos (Stoks 

et al., 2022). 

Los resultados obtenidos a bajas concentraciones (µg/L) de TIA en este estudio, 

difieren de los obtenidos previamente, en el que expusimos renacuajos de R. arenarum a altas 

concentraciones (mg/L) de TIA (Fonseca Peña et al., 2022). En las altas concentraciones, 

TIA no tuvo mayor efecto sobre el tiempo de metamorfosis en los organismos, y en cambio, 

se observó una disminución sistemática en la proporción de individuos que lograron finalizar 

el desarrollo metamórfico y, además, los metamorfos resultaron de menor tamaño. Es 

posible, que los efectos de TIA sobre el proceso metamórfico de los anuros en etapa larval 

dependa de la concentración. Por lo general, la exposición a altas concentraciones afecta 

principalmente la proporción de individuos que logran avanzar en el proceso metamórfico, 

mientras que las bajas concentraciones intervienen retrasando el proceso. Esto posiblemente 

explica, los resultados contradictorios existentes en la bibliografía científica en la que se han 

detallado retrasos, aceleraciones o ausencia de efecto, en el desarrollo metamórfico en 

anfibios, tras la exposición de NEO (Moe, 2017; Robinson et al., 2017; 2019; 2021; Boone, 

2018; Jenkins et al., 2021; Danis y Marlatt, 2021; Thompson et al., 2022). 

A pesar de las diferencias, la exposición de TIA a altas concentraciones (Fonseca 

Peña et al., 2022) y bajas (presente capítulo) presentan una similitud, en ambos casos, la 

afectación en el proceso metamórfico de R. arenarum ocurrió durante la transición de E39 a 

MET, lo que sugiere un efecto sobre la acción sinérgica de los ejes hipotálamo-hipófisis-

tiroideo (HPT) e hipotálamo-pituitario-adrenal/interrrenal (HPA/HPI) o hormonas del estrés. 

De hecho, los cambios morfológicos más abruptos en la metamorfosis de los anfibios ocurren 

durante la transición de los E39, E42 y MET, y, suceden bajo la regulación de las hormonas 

tiroideas (HT), tiroxina (T4) y triyodotironina (T3) (Thambirajah et al., 2019). En 
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consecuencia, los resultados de estos dos estudios evidencian que los insecticidas NEO 

posiblemente impactan el sistema hormonal tiroideo de R. arenarum. Así mismo, existe en 

la bibliografía científica otros reportes de que, durante el desarrollo metamórfico de anfibios, 

la exposición a NEO altera específicamente a las HT. Recientemente, Zhou et al., (2023) 

describió que en renacuajos de Rana nigromaculata expuestos a IMI (1,74 y 4,27 mg/L) se 

observó una supresión significativa en el desarrollo de los individuos en paralelo a una 

inhibición en la síntesis de las HT, T4 y T3. En otro caso, en larvas de la salamandra del 

noroeste Ambystoma gracile expuestas a 750 y 2250 μg/L de IMI, disminuyeron 

significativamente los niveles de expresión del ARNm del receptor β de la tiroides (TRβ) 

(Danis y Marlatt., 2021). También, en otros organismos vertebrados como peces, aves y 

mamíferos, se ha demostrado que los NEO alteran los niveles plasmáticos de TSH, T4 y T3 

(Pandey y Mohanty 2015; Ibrahim et al., 2015; Mohanty et al., 2017; El Okle et al., 2016). 

Incluso, se ha reportado que esta clase de insecticidas produce daños morfológicos y alteran 

la transformación de T4 a T3 en la glándula tiroides en los reptiles (Wang et al., 2020).  

Los resultados de este estudio son los primeros en evaluar el efecto de IMI en el 

desarrollo metamórfico de R. arenarum. IMI disminuyó significativamente la proporción de 

individuos que lograron finalizar la metamorfosis solo en el tratamiento más alto, lo que se 

asemeja a los efectos descritos en nuestro estudio previo con R. arenarum tras la exposición 

a altas concentraciones de TIA (Fonseca Peña et al., 2022). Esto pudo deberse, a que, en el 

capítulo actual, las concentraciones de exposición de IMI son tres veces mayores que las de 

TIA. De todos modos, los datos obtenidos en el presente capítulo demuestran que TIA puede 

afectar el desarrollo de los renacuajos a partir de concentraciones muchos menores (LOEC 

de 1,05 µg/L), en comparación con IMI, que no presento ningún efecto en concentraciones 

de hasta 340 µg/L. 

Los anfibios son el grupo de vertebrados más amenazado y en rápido declive (Stuart 

et al., 2004; Roelants et al., 2007). Es preocupante que el aumento del tiempo necesario para 

que R. arenarum completara la metamorfosis ocurriera a partir de la concentración más baja 

probada de TIA (1,05µg/L), la cual se encuentra en el rango de las concentraciones reportadas 

en ambientes acuáticos naturales (Sánchez-Bayo et al., 2016; CDPR, 2019; Wang et al., 

2022; Jayasiri et al., 2022). Es necesario seguir investigando los impactos de los NEO en el 
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desarrollo metamórfico de esta clase de organismos. En este caso, determinar la manera en 

que los retrasos de la metamorfosis pueden influir negativamente en la aptitud de las 

poblaciones de anfibios en la naturaleza, es importante determinar el impacto de las 

concentraciones ambientales en una gama más amplia de especies, con el fin de poder realizar 

una evaluación rigurosa del riesgo. Además, debe prestarse especial atención a la 

determinación de los posibles modos de acción de los NEO sobre los ejes HPT e HPA/HPI 

de los anfibios y otros animales, debido a que se sigue acumulando en la literatura pruebas 

de su accionar sobre estos sistemas, en especial el tiroideo. 
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5. CAPÍTULO 5. Efecto de dos insecticidas formulados con las 
diamidas antranilicas, clorantraniliprol y ciantraniliprol sobre el 

desarrollo larval y metamorfosis del sapo común Rhinella 
arenarum: acercamiento a un escenario natural de exposición. 

 

5.1 INTRODUCCIÓN 

Los insecticidas de la familia “Diamidas antranilicas” (DIA) actúan sobre los 

receptores de rianodina, interviniendo en la contracción muscular coordinada en los 

organismos blanco (Lahm et al., 2005). Esta clase de insecticidas se han presentado como 

una alternativa prometedora frente a los neonicotinoides y los piretroides (Schmidt-Jeffris y 

Nault., 2016).  Debido a que son altamente selectivos por su modo de acción y presentan un 

bajo impacto en insectos beneficiosos (Larson et al., 2012; Larson et al., 2013; Hadiatullah 

et al., 2022). Aspectos relacionados con la química ambiental, indican que son altamente 

persistentes en el ambiente (EFSA., 2013) y que pueden ingresar a ambientes acuáticos por 

lixiviación y escorrentía (Vela et al., 2017; Pandey et al., 2020; Kumar et al., 2021). En 

cuerpos de agua superficiales se han encontrado concentraciones de DI 

A que varían entre 0,0635 y 950 µg/L (Tabla 1).  

Tabla 5.1. Concentraciones de los insecticidas con las diamidas antranilicas, clorantraniliprol y 
ciantraniliprol detectados en aguas superficiales. 

Concentración µg/L País  Referencia  

CLORANTRANILIPROLE   

20 - 950 Sri Lanka Jayasiri et al 2022 

9,12 Unión Europea EFSA 2013 

4,47 EE.UU CDPR 2019 

1,35 China Song et al 2019 

0,98 EE.UU Redman et al 2020 

0,155 Canadá  Lalonde y Garron 2020 

0,0635 Malasia Elfikrie et al 2020 
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0,04 Indonesia Utami et al 2020 

0,012 China Zhang et al 2012 

CIANTRANILIPROL   

12,5 Rusia Kolupaeva et al 2019 

2,6 Rusia Kolupaeva et al 2019 

2,8 China Zhang et al 2013 

0,1 Unión Europea EFSA 2014 

 

En organismos acuáticos como los peces, el efecto de clorantraniliprol (CLO) y 

ciantraniliprol (CIAN) se ha estudiado. Las evaluaciones de exposición aguda indican que 

los insecticidas de esta familia no presentan valores de toxicidad alarmantes, de acuerdo, a 

las concentraciones letales 50 (CL50) obtenidas (Tabla 3.1 - capítulo 2), sin embargo, efectos 

por exposiciones subletales han sido reportadas. La exposición a CLO en especies como 

Labeo rohita, Ctenopharyngodon idella, Channa punctuatus, Cyprinus carpio, Cirrhinus 

mrigala y Oreochromis niloticus han provocado alteraciones bioquímicas a nivel enzimático 

y por estrés oxidativo (Jipsa and Logaswamy, 2013; Nagaruju et al., 2013; Rathnamma and 

Nagaraju, 2014; Nagaraju et al., 2017; Clasen et al., 2018; Pawar y Bhilave, 2019; 2020; 

2021; Temiz et al., 2018). También, se ha evidenciado el potencial de bioacumulación de 

CLO en tejidos de branquias, hígado, cerebro y músculo en peces de las especies Labeo 

rohita y Cyprinus carpio (Nagaraju et al., 2016; Clasen et al., 2018). Alteraciones al nivel 

del sistema endocrino en Rhamdia quelen (Seben et al., 2021) y alteraciones en aspectos de 

locomoción en larvas de Denio rario tras la exposición a 1 mg/L de CLO por 24h (Hussain 

et al., 2020). En el caso de CIAN, larvas de tilapia Oreochromis mossambicus expuestas 

durante 28 días presentaron genotoxicidad a nivel hepático e inhibición del crecimiento (Xu 

et al., 2020). En anuros en etapa larval, hasta la fecha, solo hay dos estudios que reportan 

efectos subletales (Wei et al., 2021; Fonseca y Brodeur., 2023).  En renacuajos de Fejervarya 

limnocharis y Microhyla fissipes expuestos durante 20 días a concentraciones de 1 y 2 mg/L 

de CLO, se encontró que el insecticida interviene en la supervivencia y en parámetros de 

crecimiento y desarrollo de los organismos (Wei et al., 2021).  
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En el capítulo 3 (Fonseca y Brodeur., 2023), se describió el primer estudio que evaluó 

el efecto de la diamida antranilica, CLO sobre la metamorfosis del sapo común, Rhinella 

arenarum, autóctono de la región pampeana argentina. El efecto más importante observado, 

fue la disminución en la proporción de individuos que lograron finalizar la metamorfosis y 

el requerimiento de menos tiempo para completar el desarrollo en las dos concentraciones 

más bajas trabajadas (20 – 40 mg/L) como respuesta a la relación dosis-respuesta no-

monotónica en forma de “U” invertida, encontrada. En este contexto, y con el fin de 

acercarnos a un posible escenario natural, el objetivo del presente trabajo consistió en evaluar 

el efecto de CLO y CIAN en concentraciones que incluyeron a las encontradas en la 

naturaleza sobre el desarrollo metamórfico de R. arenarum. 

 

5.2. MATERIALES Y METODOS 
 

5.2.1. Especie estudiada y organismos utilizados 
 

Puestas de huevos de Rhinella arenarum fueron recolectadas durante la primavera del 

2019 en diversos cuerpos de agua permanentes y temporarios presentes en las 650 hectáreas 

(34o36’24S, 58o39’56W) del Centro Nacional de Investigación Agrícola (CNIA), 

Hurlingham, Buenos Aires. La descripción detallada de la especie y el mantenimiento de los 

huevos y renacuajos se encuentran en las secciones 2.2.1 y 2.2.2, respectivamente, de 

materiales y métodos del Capítulo 2. 

5.2.2. Sustancias testeadas y agua de ensayo 
 

Dos formulados comerciales de insecticidas de las DA fueron testeados: Coragen® y 

Fortenza® semillero. La descripción de los formulados comerciales y las características del 

agua utilizada en los ensayos, control y tratamiento, se encuentra descrito en la sección 2.2 

de materiales y métodos del capítulo 3 y en la sección 2.2.3 de materiales y métodos del 

capítulo 2, respectivamente.  

5.2.3 Soluciones de prueba  
 

En el caso de CLO, se preparó una solución madre de 50 mg/L, diluyendo 500 µl del 

formulado en dos (2) litros de agua de ensayo. Mientras que, para CIAN, se preparó una 
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solución madre de 150 mg/L, diluyendo 500 µl del formulado en dos (2) litros de agua de 

ensayo. Las soluciones madres se prepararon y fueron conservadas a 4 °C durante 10 días, 

las mismas fueron utilizadas para al menos 5 recambios de soluciones. A partir de las 

soluciones madres, se realizaron las respectivas diluciones seriadas con el fin de obtener las 

diferentes concentraciones de prueba, el diluyente utilizado fue el agua de ensayo descrita 

anteriormente.  

La concentración de CLO y CIAN presente en la respectiva solución madre fue 

determinada tal como fue descrito en la sección 2.3 de materiales y métodos del Capítulo 3. 

 

5.2.4 Diseño Experimental  
  

Renacuajos de Rhinella arenarum en estadio 27 (E27) (Gosner 1960) fueron 

expuestos a concentraciones individuales de 5, 50, 500 y 5000 µg/L de CLO y CIAN. Se 

dispuso de tres replicas por cada tratamiento, con seis individuos cada una. Cada unidad 

experimental consistió en dos placas de Petri de 10 cm de diámetro superpuestas que 

contenían 100 mL de solución experimental. Las soluciones de prueba fueron renovadas en 

su totalidad cada 48 horas. La temperatura y el fotoperiodo fueron mantenidos estables a 25 

± 2 oC y 16:8 h luz:oscuridad, durante todo el bioensayo. Un trozo de acelga hervida de 

aproximadamente 1 cm2 fue añadido a las unidades experimentales luego de cada recambio 

de soluciones, como alimento ad libitum.  Durante el recambió de soluciones (cada 48 h), 

fueron retirados los individuos muertos, se registró la supervivencia y estadio de desarrollo 

en el que se encontraban los renacuajos, según la clasificación Gosner (1960): 1) estadio 39 

(E39), 2) estadio 42 (E42) y 3) finalización de la metamorfosis, estadio 46 (MET), descritos 

en la sección 2.2.5.4 de materiales y métodos del capítulo 2. Los individuos que completaron 

la metamorfosis fueron anestesiados en una solución de metanosulfonato de tricaina (MS-

222) y pesados por medio de una balanza digital Denver TP-214 con una precisión de 0.001 

g. Se les examinó detalladamente en busca de malformaciones, y se les tomó una fotografía 

ventral y dorsal, con los brazos extendidos con el fin de medir la longitud hocico cloaca 

(LHC), después de realizado el procesamiento, los individuos fueron fijados en bouin, con el 

fin de poder ser utilizados en posteriores estudios. Asimismo, a partir de las fotografías 

tomadas se realizó la medición de la LHC mediante el uso del programa Imagej desarrollado 

por el Instituto Nacional de Salud (NIH por sus siglas en inglés) (Schneider et al 2012). 
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5.2.5. Análisis estadísticos 
 

El impacto de CLO y CIAN sobre la proporción de individuos que logran avanzar en 

el desarrollo metamórfico y el tiempo que necesitan para hacerlo, fueron analizados según 

los métodos previamente descritos por Brodeur et al. (2009; 2013). Para cada tratamiento, 

así como para los controles se ajustó, con el programa GraphPad Prism Versión 5.03, una 

ecuación de regresión logística de cuatro parámetros a la variable “número acumulado de 

individuos que alcanzaron E39, E42, y a los que completaban la MET”. Además, para cada 

curva de ajuste se calculó el tiempo para que el 50% de los individuos alcancen T39 (T50-

E39), T42 (T50-E42), o MET (T50-MET). Las proporciones de renacuajos que alcanzaron 

los diferentes estadios durante el proceso de metamorfosis (E39, E42 y MET) en los distintos 

tratamientos, los valores de T50-E39, T50-E42, T50-MET, y el peso promedio y la LHC de 

los individuos recién metamorfoseados, fueron comparados con el grupo control mediante 

un análisis de varianza de una vía (ANOVA) seguido de una prueba de Holm-Sidak para 

comparaciones múltiples, luego de comprobar que se cumplieran los supuestos de 

normalidad y homocedácea de los datos. Todos los análisis de ANOVA y comparaciones 

múltiples se realizaron mediante el uso del software SigmaStat 12.5 (SPSS, Chicago, IL, 

USA). 

 

5.3. RESULTADOS 
 

5.3.1. Concentración de plaguicidas en las soluciones madres 
 

La concentración analítica de CLO determinada en la solución madre fue de 61,41 ± 

3,5 mg/L (N = 2), lo que representa el 122,82 % del valor nominal.  Como el valor obtenido 

es cercano al valor nominal, se usaron las concentraciones nominales para los distintos 

cálculos y análisis. También se usaron los valores nominales para CIAN, ya que no se pudo 

verificar las concentraciones analíticamente, por la falta de estándares disponibles.   
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5.3.2. Efecto de un formulado con clorantraniliprol sobre la metamorfosis de 
Rhinella arenarum. 
 

5.3.2.1. Tiempos de metamorfosis.  
 

Las curvas que describen la progresión de la metamorfosis hasta el E39 (patas 

posteriores completas) se ilustra en la Figura 5.1. Todos los individuos del grupo control y 

los expuestos a los tratamientos con CLO alcanzaron E39 (Tabla 5.2). Sin embargo, se 

encontraron diferencias significativas en el tiempo que requirieron para lograrlo (T50-E39). 

A pesar de que la mayoría de los tratamientos iniciaron antes que el control la llegada al 

estadio, solo los renacuajos expuestos a la concentración 5000 µg/L lo hicieron en un tiempo 

significativamente menor al del grupo control, mientras que, los tratamientos restantes (5, 50 

y 500 µg/L), registraron un T50-E39 significativamente mayor al del grupo control, debido 

a que registraron una tasa de transformación significativamente menor (Figura 5.1 vs Tabla 

5.2).   
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Figura 5.1. Número acumulativo de individuos que alcanzaron el estadio 39 a lo largo del 

tiempo en renacuajos de Rhinella arenarum expuestos a concentraciones entre 5 y 5000 µg/L de 
clorantraniliprol. Las líneas representan la curva sigmoidea calculadas para cada tratamiento. 
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Tabla 5.2. Tiempo para que el 50% de los renacuajos de Rhinella arenarum expuestos a 
distintas concentraciones de un formulado de clorantraniliprol alcancen el estadio 39 (T50–E39), tasa 
de transformación y porcentaje de individuos que alcanzaron el E39. los datos de las columnas 
sombreadas y con * presentaron diferencias significativas respecto al control (P<0,05). 

 

  T50 – E39 
(días) 

Tasa de 
transformación 

(%/día) 

Individuos que 
alcanzaron el 
estadio 39 (%) 

Control 68,26±0,60 0,03±0,001 100±1,01 
5 µg/L *72,47±1,09 *0,03±0,001 100±2,02 
50 µg/L *70,67±0,98 *0,02±0,0009 100±1,57 
500 µg/L *72,73±0,97 *0,02±0,001 100±1,66 
5000 µg/L *65,04±0,64 0,03±0,001 100±1,18 

 

En el avance, las curvas que describen la progresión de la metamorfosis hasta E42 

(cuatro patas completas) se ilustra en la Figura 5.2. Un número significativamente menor de 

individuos expuestos a 50, 500 y 5000 µg/L de CLO, alcanzaron el E42, mientras que la 

proporción de individuos que alcanzaron el estadio fue superior al 90% en el grupo control y 

en el tratamiento a 5 µg/L (Tabla 5.3 y Figura 5.3). Además, se encontró una respuesta no-

monotónica en los valores correspondientes al T50-E42 (Tabla 5.3), en ese sentido, los 

individuos expuestos al tratamiento de exposición 5 µg/L requirieron significativamente más 

días para alcanzar el estadio, mientras que los individuos de los tratamientos a 50 y 500 µg/L 

requirieron de un tiempo significativamente menor (Tabla 5.3 y Figura 5.4), y, en el caso de 

los individuos del tratamiento a 5000 µg/L, el valor T50-E42 que registraron, no presentó 

diferencias significativas con el grupo control. Es interesante destacar que, estos valores no 

estuvieron relacionados a las tasas de transformación.   
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Figura 5.2. Número acumulativo de individuos que alcanzaron el estadio 42 a lo largo del 
tiempo en renacuajos de Rhinella arenarum expuestos a concentraciones entre 5 y 5000 µg/L de 
clorantraniliprol. Las líneas representan la curva sigmoidea calculadas para cada tratamiento. 

 

Tabla 5.3. Tiempo para que el 50% de los renacuajos de Rhinella arenarum 
expuestos a distintas concentraciones de un formulado con clorantraniliprol alcancen el 
estadio 42 (T50-E42), tasa de transformación y porcentaje de individuos que alcanzaron el 
E42. los datos de las columnas sombreadas y con * presentaron diferencias significativas respecto al 
control (P<0,05). 

 

  T50 – E42  
(días) 

Tasa de 
transformación 

 (%/día) 

Individuos que  
alcanzaron el 
estadio 42 (%) 

Control 81,11±1,38 0,03±0,003 91,38±2,76 
5 µg/L *85,26±1,16 0,02±0,001 92,71±2,19 
50 µg/L *70,61±0,75 0,03±0,001 *68,27±0,98 
500 µg/L *73,35±0,73 0,03±0,001 *74,28±1,04 
5000 µg/L 81,55±0,68 0,03±0,001 *76,44±1,13 
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Figura 5.3. Proporción de individuos expuestos a clorantraniliprol que alcanzaron el 
estadio 42. Las columnas con * presentaron diferencias significativas con el grupo control. 
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Figura 5.4. Tiempo en el que el 50% de los individuos expuestos a clorantraniliprol 
alcanzaron el estadio 42. Las columnas con * presentaron diferencias significativas con el 
grupo control.  
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Finalmente, las curvas que describen la progresión de la metamorfosis hasta su 

finalización MET (absorción completa de la cola) se ilustra en la Figura 5.5. Igual a lo 

ocurrido en E42, un número significativamente menor de individuos expuestos a los 

tratamientos 50, 500 y 5000 µg/L de CLO lograron finalizar el desarrollo metamórfico (Tabla 

5.4). En general, se mantuvieron las proporciones de individuos entre el E42 y MET, tanto 

en el grupo control como en los tratamientos de exposición a CLO, es decir, que más del 90% 

de los renacuajos del grupo control y los expuestos al tratamiento 5 µg/L llegaron a MET 

(Tabla 5.4). Por otra parte, la respuesta no-monotónica descrita en los valores de T50-E42, 

se reportó de la misma manera en los valores correspondientes al T50-MET (Tabla 5.4). En 

este caso, el requerimiento de un tiempo (T50-MET) significativamente mayor en el 

tratamiento a 5 µg/L, se relacionó al registro de una tasa de transformación significativamente 

menor (Tabla 5.4).      
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Figura 5.5. Número acumulativo de individuos que finalizaron la metamorfosis a lo largo del 

tiempo en renacuajos de Rhinella arenarum expuestos a concentraciones entre 5 y 5000 µg/L de 
clorantraniliprol. Las líneas representan la curva sigmoidea calculadas para cada tratamiento. 
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Tabla 5.4. Tiempo para que el 50% de los renacuajos de Rhinella arenarum 
expuestos a distintas concentraciones de un formulado con clorantraniliprol finalicen la 
metamorfosis (T50-MET), tasa de transformación y porcentaje de individuos que finalizaron 
la metamorfosis. los datos de las columnas sombreadas y con * presentaron diferencias 
significativas respecto al control (P<0,05). 

 

  T50 – MET  
(días) 

Tasa de 
transformación 

 (%/día) 

Individuos que  
finalizaron la 

metamorfosis (%) 
Control 86±1,33 0,03±0,003 91,42±2,76 
5 µg/L *102±2,87 *0,02±0,001 92±4,62 
50 µg/L *78,79±0,79 0,03±0,001 *68,12±1,10 
500 µg/L *81,27±0,84 0,03±0,001 *74±1,25 
5000 µg/L 88,35±0,75 0,03±0,001 *75,49±1,29 

 

5.3.2.2. Peso y longitud hocico cloaca de los individuos recién metamorfoseados.   
 

El peso promedio y la longitud hocico cloaca (LHC) de los individuos que finalizaron 

la metamorfosis se puede ver en las Figuras 5.6 y 5.7. En términos generales y de acuerdo a 

los valores obtenidos, no se encontraron diferencias significativas entre el peso promedio y 

la LHC de los metamorfos expuestos a CLO y los del grupo control.  
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Figura 5.6. Peso promedio de los individuos de Rhinella arenarum que finalizaron el proceso 
de metamorfosis en el grupo control y grupos expuestos a concentraciones de un formulado con 
clorantraniliprol (P<0.05). 
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Figura 5.7. Longitud hocico cloaca promedio de los individuos de Rhinella arenarum que 
finalizaron el proceso de metamorfosis en el grupo control y grupos expuestos a concentraciones de 
un formulado con clorantraniliprol. (P<0.05). 

 
5.3.3. Efecto de un formulado con ciantraniliprol sobre la metamorfosis de 

Rhinella arenarum 
 

5.3.3.1. Tiempos de metamorfosis  
 

Las curvas que describen la progresión de la metamorfosis hasta el E39 (patas 

posteriores completas) se ilustra en la figura 5.8. Todos los individuos del grupo control y 

los expuestos a los tratamientos con CIAN alcanzaron el estadio (Tabla 5.5). Los valores 

correspondientes al T50-E39 mostraron una respuesta no-monotónica. En general, los 

individuos expuestos a los tratamientos 5, 500 y 5000 µg/L de CIAN registraron valores 

significativamente menores en comparación al grupo control, a diferencia de los individuos 

expuestos al tratamiento 50 µg/L de CIAN que registraron un T50-E39 significativamente 

mayor (Tabla 5.5). En el caso de los tratamientos a 5 y 5000 µg/L los valores obtenidos se 

relacionaron con el inicio temprano hacia el estadio y a la mayor tasa de transformación 

registrada, respectivamente (Figura 5.8 vs Tabla 5.5).     
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Figura 5.8. Número acumulativo de individuos que alcanzaron el estadio 39 a lo largo del 

tiempo en renacuajos de Rhinella arenarum expuestos a concentraciones entre 5 y 5000 µg/L de 
ciantraniliprol. Las líneas representan la curva sigmoidea calculadas para cada tratamiento. 

 

Tabla 5.5. Tiempo para que el 50% de los renacuajos de Rhinella arenarum expuestos a 
distintas concentraciones de un formulado de ciantraniliprol alcancen el estadio 39 (T50–E39), tasa 
de transformación y porcentaje de individuos que alcanzaron el E39. los datos de las columnas 
sombreadas y con * presentaron diferencias significativas respecto al control (P<0,05). 

 

  T50 – E39  
(días) 

Tasa de 
transformación 

 (%/día) 

Individuos que  
alcanzaron el 
estadio 39 (%) 

Control 67,41±0,63 0,03±0,001 100±1,20 
5 µg/L *51,11±1,11 *0,02±0,001 100±1,69 
50 µg/L *70,76±0,64 0,03±0,001 100±1,33 
500 µg/L *60±0,55 0,03±0,001 100±1,02 
5000 µg/L *58,08±0,40 *0,04±0,001 100±0,79 

 
 

En el avance, las curvas que describen la progresión de la metamorfosis hasta E42 

(cuatro patas completas) se ilustra en la Figura 5.9. La proporción de individuos que 

alcanzaron el E42 fue significativamente menor en los tratamientos de exposición a 50, 500 

y 5000 µg/L de CIAN, mientras que la proporción de individuos que alcanzaron el estadio 

fue superior al 90% en el grupo control y en el tratamiento a 5 µg/L (Tabla 5.6 y Figura 5.10). 
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Así mismo, la respuesta no-monotónica descrita en los valores correspondientes al T50-E39, 

se reportó de la misma manera en los valores correspondientes al T50-E42 (Tabla 5.6 y 

Figura 5.11). De esta forma, los tratamientos de exposición a 5, 500 y 5000 µg/L de CIAN 

registraron un T50-E42 significativamente menor en comparación con el grupo control, a 

diferencia del tratamiento a 50 µg/L de CIAN que registró un T50-E42 significativamente 

mayor (Figura 5.11). Por otra parte, igual a lo descrito en E39, el inicio temprano hacia el 

estadio en el tratamiento de exposición a 5 µg/L de CIAN, compensó el registro de la tasa de 

transformación significativamente menor (Figura 5.9 vs Tabla 5.6).  
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Figura 5.9. Número acumulativo de individuos que alcanzaron el estadio 42 a lo largo del 

tiempo en renacuajos de Rhinella arenarum expuestos a concentraciones entre 5 y 5000 µg/L de 
ciantraniliprol. Las líneas representan la curva sigmoidea calculadas para cada tratamiento. 

Tabla 5.6. Tiempo para que el 50% de los renacuajos de Rhinella arenarum expuestos 
a distintas concentraciones de un formulado con ciantraniliprol alcancen el estadio 42 (T50-
E42), tasa de transformación y porcentaje de individuos que alcanzaron el E42. los datos de 
las columnas sombreadas y con * presentaron diferencias significativas respecto al control (P<0,05). 

 

  T50 – E42  
(días) 

Tasa de 
transformación 

 (%/día) 

Individuos que  
alcanzaron el 
estadio 42 (%) 

Control 78,18±1,43 0,03±0,003 91,57±2,93 
5 µg/L *72,25±2,49 *0,02±0,001 95,67±3,89 
50 µg/L *82,15±0,80 0,03±0,001 *83,46±1,50 
500 µg/L *73,07±0,57 0,04±0,001 *65,95±0,82 
5000 µg/L *68,71±0,85 0,03±0,002 *69,17±1,17 
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Figura 5.10. Proporción de individuos expuestos a ciantraniliprol que alcanzaron el 
estadio 42. Las columnas con * presentaron diferencias significativas con el grupo control. 
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Figura 5.11. Tiempo en el que el 50% de los individuos expuestos a ciantraniliprol 
alcanzaron el estadio 42. Las columnas con * presentaron diferencias significativas con el 
grupo control.  

 

Finalmente, las curvas que describen la progresión de la metamorfosis hasta su 

finalización MET (absorción completa de la cola) se ilustra en la Figura 5.12. Solo los 

tratamientos de exposición a 500 y 5000 µg/L de CIAN mantuvieron la disminución 

significativa en la proporción de individuos que lograron finalizar el desarrollo metamórfico 
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(Tabla 5.7). En promedio, más del 80% de los renacuajos alcanzaron a MET en el grupo 

control y en los grupos de exposición a 5 y 50 µg/L. Así mismo, la respuesta no-monotónica 

descrita en los valores correspondientes al T50-E39 y T50-E42, no se observó en esta 

instancia del desarrollo. En general, no se encontraron diferencias significativas entre los 

valores del T50-MET registrados en los tratamientos de exposición y el grupo control, a 

excepción del tratamiento 5000 µg/L que fue el único en registrar un T50-MET 

significativamente menor (Tabla 5.7).  Por otra parte, curiosamente el inicio temprano hacia 

los estadios registrados (E39, E42 y MET) en el tratamiento a 5 µg/L, compensó el registro 

de las tasas de transformación significativamente menores a lo largo de los estadios, y que, 

en este caso, resultó ser mucho menor que las anteriores (Figura 5.12 vs Tabla 5.7).     
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Figura 5.12. Número acumulativo de individuos que finalizaron la metamorfosis a lo largo 

del tiempo en renacuajos de Rhinella arenarum expuestos a concentraciones entre 5 y 5000 µg/L de 
ciantraniliprol. Las líneas representan la curva sigmoidea calculadas para cada tratamiento. 
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Tabla 5.7. Tiempo para que el 50% de los renacuajos de Rhinella arenarum 
expuestos a distintas concentraciones de un formulado con ciantraniliprol finalicen la 
metamorfosis (T50-MET), tasa de transformación y porcentaje de individuos que finalizaron 
la metamorfosis. los datos de las columnas sombreadas y con * presentaron diferencias 
significativas respecto al control (P<0,05). 

 

  T50 – MET  
(días) 

Tasa de 
transformación 

 (%/día) 

Individuos que  
finalizaron la 

metamorfosis (%) 
Control 83,13±1,43 0,03±0,003 91,78±3,15 
5 µg/L 80,45±3,62 *0,01±0,001 95±5,05 
50 µg/L 88,09±1,19 0,02±0,001 83±2,09 
500 µg/L 81,36±0,90 0,04±0,002 *59,76±1,30 
5000 µg/L *73,90±0,95 0,03±0,002 *69,98±1,39 

 

5.3.3.2. Peso y longitud hocico cloaca de los individuos recién metamorfoseados.   
 

El peso promedio y la longitud hocico cloaca (LHC) de los individuos que finalizaron 

la metamorfosis se puede ver en las figuras 5.13 y 5.14. En términos generales y de acuerdo 

a los valores obtenidos, no se encontraron diferencias significativas entre el peso promedio 

y la LHC de los metamorfos expuestos a CIAN y los del grupo control.  
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Figura 5.13. Peso promedio de los individuos de Rhinella arenarum que finalizaron el 
proceso de metamorfosis en el grupo control y grupos expuestos a concentraciones de un formulado 
con ciantraniliprol (P<0.05). 
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Figura 5.14. Longitud hocico cloaca promedio de los individuos de Rhinella arenarum que 
finalizaron el proceso de metamorfosis en el grupo control y grupos expuestos a concentraciones de 
un formulado con clorantraniliprol. (P<0.05). 

 

 

5.4. DISCUSIÓN  
 

Renacuajos de Rhinella arenarum (E27) fueron expuestos a concentraciones 

relevantes para el medio ambiente de CLO y CIA a lo largo de su desarrollo metamórfico, 

con el fin de poder estimar los posibles impactos de los insecticidas de las diamidas 

antranilicas presentes en cuerpos de agua naturales en el desarrollo de los anfibios. Ambos 

insecticidas causaron una disminución significativa en la proporción de individuos que 

lograron completar su desarrollo (MET) y una relación dosis-respuesta no-monotónica 

(RDRNM) en el tiempo requerido para el avance del desarrollo, a partir de la progresión de 

E39 al E42 a excepción de CIAN que registró la relación no-monotónica desde más 

temprano, hacia la llegada a E39. La disminución de la proporción de individuos que 

alcanzaron a MET ocurrió en un mayor número de tratamientos con CLO y la respuesta no-

monotónica se mantuvo hasta el final del proceso metamórfico solo en la exposición con ese 

mismo insecticida. El tamaño del cuerpo y el peso de los metamorfos no se vieron afectados 

por la exposición a las concentraciones probadas de CLO y CIAN.  
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La abundancia de anfibios en un escenario de exposición a contaminantes ambientales 

durante la metamorfosis puede determinar dinámicas de la etapa adulta o terrestre de las 

especies (Wesner et al., 2020). A partir de monitoreos, ensayos de exposición y meta-análisis, 

se ha podido conocer que los plaguicidas están involucrados en la disminución global de los 

anfibios, principalmente por los efectos que tienen en los organismos en etapa larval 

(Sparling y Fellers., 2009; Baker et al., 2013; Figueiredo y Rodrigues., 2014). Siendo los 

cambios poblacionales y la alteración de las funciones ecológicas, las principales 

consecuencias en las comunidades naturales (Relyea y Diecks., 2008; Hayes et al., 2010; 

Köhler y Triebskorn., 2013; Agostini et al., 2020). A pesar de la limitada información sobre 

los efectos de las diamidas antranílicas en anfibios, este trabajo es el primero en reportar que 

concentraciones ambientales de CLO (50 µg/L) (Jayasiri et al., 2022), insecticida 

recientemente detectado en aguas agrícolas de la región pampeana argentina (Brodeur et al., 

comunicación personal), disminuye la proporción de individuos que logran finalizar la  

metamorfosis en R. arenarum, efecto que ya fue reportado en exposiciones a altas 

concentraciones de CLO (Fonseca y Brodeur., 2023). 

 

Las exposiciones a bajas (µg/L) y altas (mg/L) concentraciones de CLO que causaron 

una disminución significativa en la proporción de individuos que lograron finalizar la   

metamorfosis en R. arenarum (Presente capitulo; Fonseca y Brodeur., 2023), presentaron 

otra similitud, en ambos casos, se observó una RDRNM en el tiempo que requirieron los 

individuos para avanzar en el desarrollo, efecto que también se observó a bajas 

concentraciones de CIAN. Aunque en los tres casos las RDRNM se distinguieron, el reporte 

de este efecto, da indicios de que CLO y CIAN podrían estar asociados a alteraciones 

endocrinas (Hill et al., 2018), las cuales según investigaciones recientes pueden estar 

mediadas por vías celulares o moleculares (Calabrese et al., 2013; Shi et al., 2016; 

Greenwood et al., 2022), e incluso, hay evidencia de que esta respuesta o estímulo podría 

deberse a un condicionamiento previo que se transmite generacionalmente, catalogado 

recientemente como “transhormesis” (Constantini., 2022). En este caso, es conveniente 

aumentar las concentraciones de exposición con CLO en el rango de 500 y 5000 µg/L con el 

fin de poder distinguir si la RDRNM se mantiene, teniendo en cuenta que la concentración 

5000 µg/L durante E42 y MET no se diferenció con el grupo control.   
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El retraso o la aceleración en la metamorfosis en anfibios causado por la exposición 

a plaguicidas, se ha descrito como adaptaciones estratégicas que en el primer caso se evita 

tener individuos juveniles de menor tamaño y en el segundo, se evita estar mayor tiempo en 

un ambiente desfavorable o contaminado (Stoks et al., 2022). En uno de nuestros trabajos 

más recientes observamos que tras la exposición a concentraciones ambientales del 

neonicotinoide tiametoxam se retrasó el desarrollo metamórfico de R. arenarum, sin llegar a 

alterarse la proporción de individuos que finalizan la metamorfosis y tamaño y peso de los 

individuos juveniles (Brodeur y Fonseca., 2023). En este caso, a pesar de que las 

exposiciones de CLO y CIAN no afectaron el peso ni el tamaño de los metamorfos, la 

RDRNM de CLO permitió observar que los renacuajos expuestos a la concentración más 

baja (5µg/L) requirieron más tiempo para alcanzar E42 y MET, lo que le significó ser el 

único tratamiento en el que no se disminuyó la proporción de individuos que finalizaron la 

metamorfosis, es decir, que la disminución observada en los demás tratamientos puede 

relacionarse a la aceleración descrita (Tabla 5.3 y Tabla 5.4), a excepción del tratamiento 

5000 µg/L que ante la ausencia de efecto en el tiempo de desarrollo, se le atribuye a la 

concentración, la disminución significativa en la proporción de individuos que finalizaron la 

metamorfosis, de hecho, en trabajos anteriores, la exposición a concentraciones similares se 

ha relacionado con la disminución en la supervivencia y proporción de individuos que 

lograron completar el desarrollo metamórfico en anuros (Wei et al., 2021; Fonseca y 

Brodeur., 2023).  

 

En general, igual que lo discutido en el capítulo 3, los efectos descritos sugieren que 

la exposición a bajas concentraciones de CLO y CIAN en R. arenarum intervinieron en la 

acción sinérgica de los ejes hipotálamo-hipófisis-tiroides (HPT) e hipotálamo-hipófisis-

adrenal/interrenal (HPA/HPI) ó hormonas del estrés, quienes son los encargados de regular 

el desarrollo metamórfico en anfibios (Rousseau et al., 2021; Paul et al., 2022).  Numerosos 

estudios detallan que la metamorfosis ocurre durante la transición de E39 al E42 (Gosner., 

1960), bajo la producción y acción coordinada de las hormonas tiroideas (HT), tiroxina (T4) 

y triyodotironina (T3) (Navarro-Martín et al., 2012; Thambirajah et al., 2019). La función 

correcta de las HT inicia con el factor liberador de corticoprina (CRF) una hormona del estrés 

que regula y activa a la tirotropina pituitaria (TSH) quien finalmente es la hormona encargada 
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de controlar y estimular directamente a las HT (CRF) (Denver., 2021). De manera que el eje 

HPA/HPI puede regular el inicio y la tasa general de la metamorfosis (Rousseau et al., 2021; 

Paul et al., 2022).  

 

Factores como la exposición a plaguicidas pueden alterar el desarrollo de anfibios, 

interviniendo por múltiples vías en la función normal de los ejes HPT e HPA/HPI (Trudeau 

et al., 2020).  Hasta la fecha ningún estudio abordó el posible efecto de las diamidas 

antranílicas sobre la función de los ejes HPT e HPA/HPI en anfibios, sin embargo, algunos 

evaluaron el posible efecto de esta clase de insecticidas en la función del eje HPT en 

vertebrados. Los registros disponibles indican que la exposición a los insecticidas 

flubendamina y CIA pueden generar afectaciones histológicas leves como hipertrofia en la 

glándula tiroides en mamíferos (EFSA et al., 2019) y que la exposición de CLO en ratas, 

puede disminuir significativamente los niveles plasmáticos de las hormonas tiroideas T3 y 

T4 (Hassan et al 2021). 

 

Uno de los principales factores que contribuye al declive mundial de anfibios, es la 

presencia de plaguicidas en ambientes acuáticos (Sparling y Fellers 2009, Bishop et al., 

2012). Sin embargo, el conocimiento sobre los efectos de nuevos plaguicidas es muy 

limitado, este es el caso de los insecticidas de las diamidas antranilicas. Los resultados 

obtenidos en el presente estudio son un primer aporte que indican la necesidad de seguir 

investigando los impactos de esta nueva clase de insecticidas sobre el desarrollo metamórfico 

en anfibios. En este caso, sería relevante poder estimar el alcance que puede tener la 

disminución de la proporción de individuos que logran completar el desarrollo metamórfico 

y la forma en que la RDRNM obtenida en el tiempo de desarrollo, pueden llegar a influir 

directamente en las poblaciones naturales. Es urgente poder conocer el impacto que pueden 

tener las concentraciones más críticas en otras especies y así, poder realizar una efectiva 

evaluación del riesgo. Hasta el momento se cuenta con dos reportes que dan indicios de una 

posible alteración endocrina y afectación de la acción sinérgica de los ejes HPT y HPA/HPI 

en renacuajos por parte de las diamidas antranilicas (Fonseca y Brodeur., 2023, presente 

capítulo), es importante conocer si el efecto se encuentra con otras especies y poder examinar 

los posibles mecanismos en los anfibios y otros animales.  
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6. CAPITULO 6: Efecto de los insecticidas neonicotinoides, tiametoxam e 
imidacloprid y la diamida antranílica, clorantraniliprol en la 

metamorfosis del sapo común Rhinella arenarum en sus exposiciones 
individuales y mezclas binarias 

 
6.1 INTRODUCCIÓN 
 

En cuerpos de aguas superficiales se encuentran complejas mezclas de plaguicidas 

que comúnmente incluyen herbicidas, insecticidas y fungicidas (De Souza et al., 2020). 

Debido al gran número de posibles combinaciones que pueden darse y a las dificultades en 

la estimación de efectos sobre la biota, se han desarrollado modelos que tienen como objetivo 

poder caracterizar los plaguicidas con mayor potencial de toxicidad para las especies (Nowell 

et al., 2018; Munaron et al., 2023) y otros que buscan poder predecir la toxicidad e interacción 

de las mezclas. Desde un punto de vista teórico, las sustancias químicas en mezclas pueden 

interactuar de tres formas: adición, sinergia o antagonismo. La adición de efectos es 

característica de sustancias que presentan el mismo modo de acción y el efecto de la mezcla 

puede, en teoría, estimarse por adición por dosis o concentración.  Por otro lado, cuando las 

sustancias presentes en la mezcla presentan diferentes modos de acción es más difícil estimar 

su efecto final, ya que puede resultar en adición, sinergia o antagonismo (Hernández et al., 

2017). Por lo general, la interacción de los plaguicidas en ambientes acuáticos está 

influenciado por las concentraciones, tiempo de exposición y el organismo en particular 

(Maloney et al., 2017; Liu., 2018; Freitas et al., 2022). Los dos primeros, suelen ser variables, 

por el régimen climático estacional (Munaron et al., 2023) y la persistencia diferencial de los 

plaguicidas en la mezcla (Rico et al., 2018). 

Los neonicotinoides (NEO) y las diamidas antranílicas (DIA), son dos familias de 

insecticidas muy utilizadas en la Argentina (CASAFE 2022), se caracterizan por ser 

altamente solubles y móviles en el agua (EFSA., 2013; Morrissey et al., 2015), por lo que es 

frecuente su detección en aguas superficiales (Borsuah et al., 2020; Jayasiri et al., 2022; Egan 

et al., 2023; Peluso et al., 2022). Los NEO, actúan sobre los receptores nicotínicos de 

acetilcolina en organismos blancos, generándoles un trastorno nervioso que le puede causar 

parálisis o la muerte (Mullins 1993, Maienfisch 2001). Mientras que las DIA, actúan sobre 

los receptores de rianodina, los cuales intervienen en la contracción muscular coordinada 
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(Lahm et al 2005). Los organismos afectados pueden presentar interrupción de la 

alimentación, letargo, parálisis y muerte (Lahm et al 2005). En organismos acuáticos, el 

efecto de la mezcla de estas dos familias ha sido poco estudiada, hasta el momento se cuenta 

con dos registros que reportaron una interacción sinérgica entre los insecticidas (Stinson et 

al., 2022; Egan et al., 2023). En cambio, se cuenta con un mayor número de estudios sobre 

los efectos de las mezclas de NEO en organismos como los invertebrados acuáticos. Por 

ejemplo, en Daphnia magna se han denotado interacciones sinérgicas y antagónicas 

(Loureiro et al., 2010; Pavlaki et al., 2011), mientras que, en Chironomus dilutus se han 

reportado respuestas aditivas e incluso interacciones sinérgicas que dependen de la 

concentración de exposición a los insecticidas NEO (Maloney et al., 2017; Rico et al., 2018; 

Maloney et al., 2018; Schmidt et al., 2022). 

Efectos de la mezcla de NEO y/o DIA en anuros en etapa larval no ha sido estudiado, 

sin embargo, hay registro de exposiciones en mezcla que incluyeron un NEO y una DIA, 

respectivamente (Uçkun et al., 2021; Wei et al., 2021). En trabajos previos, reportamos los 

efectos individuales de los NEO, tiametoxam (TIA) e imidacloprid (IMI) y las DIA, 

clorantraniliprol (CLO) y ciantraniliprol, en un rango de concentraciones que incluyeron las 

reportadas en la naturaleza, sobre el proceso metamórfico del sapo común Rhinella 

arenarum, especie autóctona de la región pampeana Argentina. Los efectos más importantes 

observados fue el retraso del proceso metamórfico tras la exposición al NEO, TIA y la 

disminución significativa de individuos que lograron finalizar el proceso metamórfico tras la 

exposición a las DIA, CLO y CIAN (Brodeur y Fonseca 2023; Capitulo 5). En este contexto 

y con el fin de seguir acercándonos a un posible escenario natural, el objetivo del presente 

trabajo consistió en generar los primeros registros en la evaluación del efecto de las mezclas 

binarias de dos insecticidas con igual modo de acción, los NEO, TIA e IMI, moduladores 

competitivos del receptor nicotínico de la acetilcolina y el insecticida CLO, modulador del 

receptor de la rianodina, perteneciente a la familia de las DIA, sobre el desarrollo 

metamórfico del sapo común R. arenarum. 
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6.2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

6.2.1. Especie estudiada y organismos utilizados 
 

El sapo común Rhinella arenarum fue la especie estudiada. En la sección 2.2.1 de 

materiales y métodos del capítulo 2, se encuentra en detalle la descripción de la especie.  

Puestas de huevos de Rhinella arenarum fueron recolectadas durante la primavera en 

diversos cuerpos de agua permanentes y temporarios ubicados en zonas libres de aplicación 

de plaguicidas a las afueras de la ciudad de La Plata, Buenos Aires. Todos los huevos fueron 

recolectados dentro de las primeras 24 horas de haber sido puestas y llevadas enseguida al 

laboratorio, donde fueron mantenidos en una habitación climatizada a 23 ± 2 oC y con un 

fotoperiodo de 16:8 h luz:oscuridad. En total, los huevos de cuatro (4) puestas fueron 

combinados. Una vez los renacuajos alcanzaron el estadio 24-25 (E 24-25) (Gosner 1960) 

momento en el cual empiezan a alimentarse, se les ofreció acelga hervida de manera ad 

libitum. Los renacuajos fueron mantenidos en estas condiciones hasta alcanzar el estadio 35 

(E35) (Gosner 1960).  

6.2.2. Sustancias testeadas y agua de ensayo 

Tres formulados comerciales de insecticidas fueron testeados: Actara® y Confidor®, 

que contienen los NEO, TIA e IMI respectivamente, y, Coragen® que contiene la DIA, 

CLO.  La descripción de los formulados comerciales se encuentra, en la sección 2.2.4 del 

capítulo 2, en el caso de los NEO y en la sección 3.2.2 del capítulo 3 en el caso de la DIA. 

Así mismo, en la sección 2.2.3 del capítulo 2, se encuentra descrito las características físico-

químicas del agua de pozo utilizada en los bioensayos. 

6.2.3 Soluciones de prueba 

Con cada insecticida se preparó una solución madre (SM) de 50 mg/L y a partir de 

esta se realizó la respectiva dilución hasta obtener la concentración de prueba que 

correspondía a (50 µg/L) para los tres insecticidas. En el caso de TIA, se preparó una SM de 

50 mg/L, diluyendo 200 miligramos del formulado sólido en un litro de agua de ensayo 

previamente equilibrada a pH 7 con ácido clorhídrico, cada SM alcanzaba para realizar al 

menos cinco (5) recambios de soluciones de exposición y se conservaba en la oscuridad a 4 
ºC entre los recambios por un máximo de 10 días. En el caso de CLO e IMI, se preparó una 
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SM para cada insecticida de 50 mg/L, diluyendo 500 µl del respectivo formulado en dos (2) 

litros de agua de ensayo, cada SM alcanzaba para realizar al menos siete (7) recambios de 

soluciones de exposición y se conservaba en la oscuridad a 4 ºC entre los recambios por un 

máximo de 14 días. 

La concentración de los NEO y de la DIA presentes en la respectivas SM fue 

determinada por cromatografía líquida acoplada a un detector de masa, descrito en la sección 

2.2.6 y 3.2.3 de los capítulos 2 y 3, respectivamente 

6.2.4 Diseño experimental 

Renacuajos del sapo común Rhinella arenarum en estadio 35 (E35) según la 

clasificación Gosner (1960), fueron expuestos a la concentración nominal de 50 µg/L de TIA, 

IMI y CLO respectivamente, y a la concentración nominal de 25 µg/L, correspondientes, a 

las mezclas binarias TIA-IMI, CLO-TIA y CLO-IMI, de forma que, cada insecticida presente 

en la mezcla tenía una concentración individual de 25 µg/L. Todas las exposiciones se 

realizaron en simultáneo y cada bioensayo en mezcla tuvo la exposición individual de los 

insecticidas, lo que significa que los compuestos en estudio tuvieron una exposición 

individual por duplicado (Tabla 6.1). Se dispuso de tres réplicas para cada tratamiento, cada 

una con ocho individuos. Cada unidad experimental consistió en dos placas de Petri de 10 

cm de diámetro superpuestas conteniendo un volumen de 100 ml de solución experimental. 

Las soluciones fueron renovadas en su totalidad cada 48 horas y la temperatura y el 

fotoperiodo se mantuvieron estables a 25 ± 2 oC y 16:8 h luz:oscuridad, respectivamente, 

durante todo el bioensayo. Antes de cada recambio, de ser el caso, se retiraban los individuos 

muertos y se procedía a registrar la supervivencia y estadio de desarrollo de los individuos. 

Los estadios de desarrollo registrados fueron (3) tres y se establecieron según la clasificación 

de Gosner (1960): 1) Estadio 39 (E39); 2) Estadio 42 (E42), y 3) la finalización de la 

metamorfosis (MET), ampliamente descritos en la sección 2.2.5.4 del capítulo 2. Con el fin 

de alimentar a los renacuajos, un trozo de acelga hervida de aproximadamente de 1 cm2 fue 

añadido a las unidades experimentales inmediatamente después de cada recambio. 

 

 



107 
 

Tabla 6.1. Descripción de las mezclas binarias expuestas en renacuajos del sapo 
común Rhinella arenarum, con las respectivas exposiciones individuales de los insecticidas.   

   Exposición individual de los insecticidas (50µg/L) 

Bioensayos en mezcla (25µg/l) Control Tiametoxam Imidacloprid Clorantraniliprol 
Tiametoxam-Imidacloprid X X X   
Clorantraniliprol-Tiametoxam X X   X 
Clorantraniliprol-Imidacloprid X   X X 

 
Los individuos que completaron la metamorfosis fueron sometidos a una prueba de 

capacidad de salto. En un inicio, en la zona ventral de las patas de los metamorfos se colocó 

pintura de agua diluida con el fin de marcar con mayor exactitud los saltos. Cada metamorfo 

se ubicó sobre una hoja en la que se marcó el punto de inicio, y se procedió a estimular el 

salto, mediante el contacto dorsal en la zona cercana al urostilo-cloaca por medio de un 

palillo. El registro se realizó por triplicado y en cada estimulación se marcó los primeros tres 

(3) saltos, entre las repeticiones hubo un “descanso” de 5 minutos. Después, los individuos 

fueron anestesiados en una solución de metanosulfonato de tricaina (MS-222) y pesados por 

medio de una balanza digital Denver TP-214 con una precisión de 0.001 g. Se les examinó 

detalladamente en busca de malformaciones y se les tomó una fotografía ventral y dorsal, 

con los brazos extendidos con el fin de medir la longitud hocico cloaca (LHC), mediante el 

programa Imagej desarrollado por el Instituto Nacional de Salud (NIH por sus siglas en 

inglés) (Schneider et al 2012). 

6.2.5. Análisis estadísticos 
 

El impacto de TIA, IMI y CLO y de sus mezclas binarias, sobre la proporción de 

individuos que logran avanzar en el desarrollo metamórfico y el tiempo que necesitan para 

hacerlo, fue analizado según los métodos previamente descritos por Brodeur et al. (2009; 

2013)., y detallados en la sección 2.2.7 del capítulo 2. Luego de comprobar que se cumplieran 

los supuestos de normalidad y homocedacea de los datos, las proporciones de renacuajos que 

alcanzaron los diferentes estadios durante el proceso de metamorfosis (E39, E42 y MET) en 

los distintos tratamientos, los valores correspondientes al tiempo en el que el 50% de los 

individuos expuestos alcanzan el E39, E42 y MET (T50-E39, T50-E42, T50-MET), el peso 

promedio, la LHC y la capacidad de salto promedio de los individuos recién 
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metamorfoseados, fueron comparados con el grupo control mediante un análisis de varianza 

de una vía (ANOVA) seguido de una prueba de Holm-Sidak para comparaciones múltiples. 

Todos los análisis de ANOVA y comparaciones múltiples se realizaron mediante el uso del 

software SigmaStat 12.5 (SPSS, Chicago, IL, USA). 

 

6.3 RESULTADOS 
 

6.3.1 Concentración de plaguicidas en las soluciones madres  
 

La concentración analítica de TIA determinada en la solución madre fue de 10,83 ± 

0,87 mg/L (N = 3, promedio ± desviación estándar (D.E.), lo que representa el 21,7 % del 

valor nominal. Como este valor es inferior a 80% del valor nominal, se usó el valor 

correspondiente al 21,7 % del valor nominal para el análisis de los resultados, tal como es 

recomendado en varios protocolos estandarizados (OECD, 1992; USEPA, 2012).  La 

concentración nominal de TIA que tenía el valor correspondiente a 50 µg/L correspondió 

entonces a la concentración real de 11 µg/L.  

Por su parte, la concentración analítica de IMI determinada en la solución madre fue 

de 34,69 ± 1,15 mg/L (N = 2, promedio ± D.E.), lo que representa el 69,39 % del valor 

nominal.  Como este valor es inferior a 70% del valor nominal, se usó el valor 

correspondiente al 69,39 % del valor nominal para el análisis de los resultados, tal como es 

recomendado en varios protocolos estandarizados (OECD, 1992; USEPA, 2012).  La 

concentración nominal de IMI que tenía el valor correspondiente a 50 µg/L correspondió 

entonces a la concentración real de 35 µg/L.  

Finalmente, la concentración analítica de CLO determinada en la solución madre fue 

de 42,85 ± 4,9 mg/L (N = 2, promedio ± D.E.), lo que representa el 85,71 % del valor 

nominal. Como este valor es inferior a 90% del valor nominal, se usó el valor correspondiente 

al 85,71 % del valor nominal para el análisis de los resultados, tal como es recomendado en 

varios protocolos estandarizados (OECD, 1992; USEPA, 2012).  La concentración nominal 

de CLO que tenía el valor correspondiente a 50 µg/L correspondió entonces a la 

concentración real de 43 µg/L. 
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6.3.2 Efecto de la exposición individual y mezcla de tiametoxam e imidacloprid 
en la metamorfosis de Rhinella arenarum. 
 

6.3.2.1 Tiempos de metamorfosis 
 

En general, se registró una supervivencia superior al 80% a lo largo de la exposición, 

en el grupo control y en los grupos de exposición a los insecticidas de forma individual y en 

mezcla, sin que se encontraran diferencias significativas entre los grupos de exposición 

incluido el control (Figura 6.1).  El número acumulado de individuos que lograron alcanzar 

el E39, el E42 y que completaron la metamorfosis (MET) se encuentra ilustrado en la Figura 

6.2. Entre los días 20 y 37 de exposición, el 50% de los individuos del grupo control y los 

expuestos a los tratamientos individuales a 11 y 35 µg/L de TIA e IMI respectivamente y su 

correspondiente mezcla con 5,5 µg/L de TIA y 17,5 µg/L de IMI, alcanzaron los estadios 

evaluados (Figura 6.2 y Tabla 6.2). El porcentaje de organismos que alcanzaron E39, E42 y 

MET, fue significativamente menor en los tratamientos individuales a diferencia de los 

organismos expuestos a la mezcla y el grupo control. Asimismo, se observó que, a lo largo 

del desarrollo, los grupos de exposición a los NEO de manera individual estuvieron 

retrasados, es decir, requirieron de significativamente más tiempo para alcanzar los tres 

estadios evaluados (Tabla 6.2). En general, valores registrados en las variables expuestas 

anteriormente (porcentaje de individuos y tiempo de alcance a los E39, E42 y MET) en los 

tratamientos de exposición y el grupo control, presentaron diferencias significativas (Tabla 

6.2). Por ejemplo, todos los valores registrados con TIA presentaron diferencias 

significativas con el grupo control y con la mezcla, mientras que, los valores de la mezcla no 

registraron diferencias significativas con el grupo control y la mayoría de los valores 

registrados con IMI (Tabla 6.2). 
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Figura 6.1: Supervivencia registrada durante los días 20, 40 y 60 de exposición de los 

insecticidas tiametoxam e imidacloprid de manera individual a 11 y 35 µg/L, respectivamente y su 
correspondiente mezcla con 5,5 µg/L de tiametoxam y 17,5 µg/L de imidacloprid, sobre renacuajos 
de Rhinella arenarum. 
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Figura 6.2. Número acumulado de renacuajos de Rhinella arenarum que alcanzaron: a) 

Estadio 39 b) Estadio 42 y que c) Finalizaron la metamorfosis, en el grupo control y los grupos 
expuestos a concentraciones individuales de 11 y 35 µg/L de tiametoxam e imidacloprid, 
respectivamente y su correspondiente mezcla con 5,5 µg/L de tiametoxam y 17,5 µg/L de 
imidacloprid. Las líneas representan la modelización de la curva sigmoidea calculada para cada 
tratamiento. 
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Tabla 6.2. Tiempo requerido para que el 50% de los renacuajos de R. arenarum, alcancen a) 
Estadio 39 (T50-E39), b) Estadio 42 (T50-E42) y c) Completan la metamorfosis (T50-MET). Tasa 
de transformación y proporción de individuos que alcanzan cada estadio, en renacuajos expuestos a 
11 µg/L de tiametoxam, 35 µg/L de imidacloprid y una mezcla binaria conteniendo 5,5 µg/L 
tiametoxam y 17,5 µg/L imidacloprid. Los datos de las columnas que no contienen la misma letra 
presentaron diferencias significativas (P<0,05). 

a) 

  T50- E39 
(Días) 

Tasa de 
transformación 

(%/día) 

Individuos que 
alcanzaron el 
estadio 39 (%) 

Control  21,75±0,69a 0,06±0,006 96,70±1,29a 

Tiametoxam  27,03±0,84b 0,06±0,008 82,84±1,82b 

Imidacloprid  25,25±0,86b 0,06±0,008 88,11±1,78bc 

Mezcla 24,33±0,64a 0,07±0,006 95,30±1,46ac 
 

b) 

  T50- E42 
(Días) 

Tasa de 
transformación 

(%/día) 

Individuos que 
alcanzaron el 
estadio 42 (%) 

Control  26,21±0,58a 0,06±0,005 95,31±1,44a 

Tiametoxam  32,88±1,01b 0,061±0,008 79,37±2,60b 

Imidacloprid  31,21±0,77bc 0,07±0,008 86,19±2,07bc 

Mezcla 28,37±0,60ac 0,06±0,006 94,56±1,62ac 
 

c) 

  T50- MET 
(Días) 

Tasa de 
transformación 

(%/día) 

Individuos que 
finalizaron la 
metamorfosis 

(%) 

Control  29,96±0,57a 0,06±0,005 95,62±1,64a 

Tiametoxam  37,04±0,94b 0,06±0,008 79,10±2,82b 

Imidacloprid  35,57±0,79bc 0,06±0,007 87,10±2,52bc 

Mezcla  33,01±0,60ac 0,06±0,006 94,35±1,90ac 
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6.3.2.2 Peso y longitud hocico cloaca (LHC) promedio de los individuos 
metamorfoseados. 
 

El peso y el largo (LHC) promedio de los metamorfos que lograron completar su 

desarrollo se encuentra ilustrado en la Figura 6.3. Se encontró que en general las exposiciones 

individuales a los NEO no alteraron los rasgos evaluados, a diferencia de la exposición a la 

mezcla de TIA-IMI que disminuyó significativamente el peso promedio de los metamorfos.  
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Figura 6.3. a) Peso y b) Longitud hocico-cloaca (promedio ± E.S.) de Rhinella arenarum al 
finalizar la metamorfosis en el grupo control y grupos expuestos a 11 µg/L de tiametoxam, 35 µg/L 
de imidacloprid y la correspondiente mezcla de estos dos insecticidas a 5,5 y 17,5 µg/L 
respectivamente, durante su desarrollo. 
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6.3.3 Efecto de la exposición individual y mezcla de clorantraniliprol y 
tiametoxam en la metamorfosis de Rhinella arenarum. 
 

6.3.3.1 Tiempos de metamorfosis. 
 

A lo largo del desarrollo metamórfico se registró una supervivencia superior al 80%, 

en el grupo control y en los grupos de exposición a los insecticidas de forma individual y en 

mezcla, sin que se encontraran diferencias significativas entre los grupos de exposición 

incluido el control (Figura 6.4). El número acumulado de individuos que lograron alcanzar 

el E39, el E42 y que completaron la metamorfosis (MET) se encuentra ilustrado en la Figura 

6.5. En general, entre los días 21 y 38 de exposición, el 50% de los individuos del grupo 

control y los expuestos a los tratamientos individuales a 43 y 11 µg/L de CLO y TIA 

respectivamente, y su correspondiente mezcla a 21,5 µg/L de CLO y 5,5 µg/L de TIA, 

alcanzaron los estadios evaluados (Figura 6.5 y Tabla 6.3). Se observó que para la llegada a 

E39, un porcentaje significativamente menor de individuos lo lograron en los tratamientos 

individuales, mientras que en el avance hacia E42 y MET, tanto los tratamientos individuales 

como la mezcla, registraron un porcentaje significativamente menor de individuos (Tabla 

6.3). En cuanto al tiempo que requirieron los individuos para alcanzar los estadios evaluados 

(E39, E42 y MET), se encontró que, los organismos expuestos a los tratamientos individuales 

requirieron significativamente más días para alcanzar E39, E42 y MET, en el caso de los 

organismos expuestos a la mezcla, el requerimiento significativo de más días para alcanzar 

los estadios evaluados se registró a partir de la llegada al E42 y MET (Tabla 6.3). En general, 

los valores registrados en las variables expuestas anteriormente (porcentaje de individuos y 

tiempo de alcance a los E39, E42 y MET) en los tratamientos de exposición y el grupo 

control, presentaron diferencias significativas (Tabla 6.3). Por ejemplo, desde el E42 todos 

los tratamientos de exposición individuales y en mezcla, presentaron diferencias 

significativas con el grupo control (Tabla 6.3 b y c). Asimismo, durante el alcance a MET, 

los valores correspondientes al tiempo (T50-MET), presentaron diferencias significativas 

entre los grupos de exposición individual y la mezcla, mientras que los valores 

correspondientes al porcentaje de individuos que finalizaron la metamorfosis (MET), 

presentaron diferencias significativas solo entre los tratamientos individuales y no respecto 

al tratamiento con la mezcla (Tabla 6.3c).   
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Figura 6.4: Supervivencia registrada durante los días 20, 40 y 60 de exposición de los 
insecticidas clorantraniliprol y tiametoxam de manera individual a 43 y 11 µg/L respectivamente, y 
su correspondiente mezcla con 21,5 µg/L de clorantraniliprol y 5,5 µg/L de tiametoxam, sobre 
renacuajos de Rhinella arenarum. 



116 
 

0 20 40 60 80
0

20

40

60

80

100 Control
Clorantraniliprol
Tiametoxam
Mezcla

Tiempo de exposición (días)

N
úm

er
o 

ac
um

ul
ad

o 
de

 in
di

vi
du

os
qu

e 
al

ca
nz

ar
on

 e
l e

st
ad

io
 3

9 
(%

)

0 20 40 60 80
0

20

40

60

80

100 Control
Clorantraniliprol
Tiametoxam
Mezcla

Tiempo de exposición (días)

N
úm

er
o 

ac
um

ul
ad

o 
de

 in
di

vi
du

os
qu

e 
al

ca
nz

ar
on

 e
l e

st
ad

io
 4

2 
(%

)

c)

0 20 40 60 80
0

20

40

60

80

100 Control
Clorantraniliprol
Tiametoxam
Mezcla

Tiempo de exposición (días)

N
úm

er
o 

ac
um

ul
ad

o 
de

 in
di

vi
du

os
qu

e 
fin

al
iza

ro
n 

la
 m

et
am

or
fo

si
s 

(%
)

b)

a)

 
Figura 6.5 Número acumulado de renacuajos de Rhinella arenarum que alcanzaron: a) Estadio 39 b) 
Estadio 42 y que c) Finalizaron la metamorfosis, en el grupo control y los grupos expuestos a 
concentraciones individuales de 43 y 11 µg/L de clorantraniliprol y tiametoxam respectivamente, y 
su correspondiente mezcla con 21,5 µg/L de clorantraniliprol y 5,5 µg/L de tiametoxam. Las líneas 
representan la modelización de la curva sigmoidea calculada para cada tratamiento. 
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Tabla 6.3. Tiempo requerido para que el 50% de los renacuajos de R. arenarum, alcancen a) 
Estadio 39 (T50-E39), b) Estadio 42 (T50-E42) y c) Completan la metamorfosis (T50-MET). Tasa 
de transformación y proporción de individuos que alcanzan cada estadio, en renacuajos expuestos a 
43 µg/L de clorantraniliprol, 11 µg/L de tiametoxam y una mezcla binaria conteniendo 21,5 µg/L 
clorantraniliprol y 5,5 µg/L tiametoxam. Los datos de las columnas que no contienen la misma letra 
presentaron diferencias significativas (P<0,05). 

a) 

  T50- E39 
(Días) 

Tasa de 
transformación 

(%/día) 

Individuos que 
alcanzaron el 
estadio 39 (%) 

Control  21,44±0,74a 0,06±0,005a 96,82±1,05a 

Clorantraniliprol  29,23±0,66b 0,06±0,006a 87,58±1,33bc 

Tiametoxam  27,26±0,81bc 0,06±0,008a 83,20±1,46c 

Mezcla 22,55±3,57ac 0,03±0,007b 93,36±3,70ab 
b) 

  T50- E42 
(Días) 

Tasa de 
transformación 

(%/día) 

Individuos que 
alcanzaron el 
estadio 42 (%) 

Control  26,38±0,55a 0,06±0,005a 95,83±1,11a 

Clorantraniliprol  34,68±0,61b 0,07±0,006a 85,69±1,48b 

Tiametoxam  32,75±0,90bc 0,06±0,008a 79,17±1,87c 

Mezcla 29,99±1,37c 0,05±0,008b 86,83±2,57b 
c) 

  T50- MET 
(Días) 

Tasa de 
transformación 

(%/día) 

Individuos que 
finalizaron la 
metamorfosis 

(%) 
Control  30,02±0,49a 0,06±0,005 95,91±1,18a 

Clorantraniliprol  38,87±0,66b 0,06±0,006 85,90±1,75b 

Tiametoxam  36,31±0,79c 0,07±0,008 77,86±1,83c 

Mezcla 33,26±1,13d 0,05±0,008 83,65±2,44bc 
 

6.3.3.2 Peso y longitud hocico cloaca (LHC) promedio de los individuos 
metamorfoseados. 
 

El peso y el largo (LHC) promedio de los metamorfos que lograron completar su 

desarrollo se encuentra ilustrado en la Figura 6.6. Se encontró que en general la exposición 

individual a CLO y TIA y su respectiva mezcla CLO-TIA, no alteraron los rasgos evaluados. 



118 
 

Pe
so

 (g
r)

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

Control Clorantraniliprol 
43µg/L 

Tiametoxam 
11µg/L 

Mezcla

a)

 

LH
C

 (m
m

)

0

2

4

6

8

10

12

14

16

Control Clorantraniliprol 
43µg/L 

Tiametoxam
 11µg/L 

Mezcla

b)

 

Figura 6.6. a) Peso y b) Longitud hocico-cloaca (promedio ± E.S.) de Rhinella arenarum al 
finalizar la metamorfosis en el grupo control y grupos expuestos a 43 µg/L de clorantraniliprol, 11 
µg/L de tiametoxam y la correspondiente mezcla de estos dos insecticidas a 21,5 µg/L y 5,5 µg/L 
respectivamente, durante su desarrollo. 
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6.3.4 Efecto de la exposición individual y mezcla de clorantraniliprol e 
imidacloprid en la metamorfosis de Rhinella arenarum. 
 

6.3.4.1 Tiempos de metamorfosis. 
 

Durante el desarrollo metamórfico se registró una supervivencia superior al 80%, en 

el grupo control y en los grupos de exposición a los insecticidas de forma individual y en 

mezcla, sin que se encontraran diferencias significativas entre los grupos de exposición 

incluido el control (Figura 6.7). El número acumulado de individuos que lograron alcanzar 

el E39, el E42 y que completaron la metamorfosis (MET) se encuentra ilustrado en la Figura 

6.8. En general, entre los días 20 y 38 de exposición, el 50% de los individuos del grupo 

control y los expuestos a los tratamientos individuales a 43 y 35 µg/L de CLO e IMI 

respectivamente, y su correspondiente mezcla a 21,5 µg/L de CLO y 17,5 µg/L de IMI, 

alcanzaron los estadios evaluados (Figura 6.8 y Tabla 6.4). Se observó que, en los 

tratamientos individuales y en la mezcla, un porcentaje significativamente menor de 

individuos lograron alcanzar E39, E42 y MET, y además, requirieron significativamente de 

un mayor tiempo para alcanzar los tres estadios evaluados (E39, E42 y MET) (Tabla 6.4). En 

general, los valores registrados en las variables expuestas anteriormente (porcentaje de 

individuos y tiempo de alcance a los E39, E42 y MET) en los tratamientos de exposición y 

el grupo control, presentaron diferencias significativas (Tabla 6.4). Por ejemplo, todos los 

valores registrados en los tratamientos de exposición individual y en mezcla, registraron 

diferencias significativas con el grupo control desde la llegada al E39, sin que se registraran 

diferencias significativas entre los tratamientos, a excepción del tratamiento individual 

correspondiente a CLO y la mezcla (CLO-IMI) que se diferenciaron a partir del E42 en la 

variable correspondiente al tiempo (T50-E42 y T50-MET) (Tabla 6.4 b y c)  
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Figura 6.7: Supervivencia registrada durante los días 20, 40 y 60 de exposición de los 

insecticidas clorantraniliprol e imidacloprid de manera individual a 43 y 35 µg/L, respectivamente, y 
su correspondiente mezcla a 21,5 µg/L de clorantraniliprol y 17,5 µg/L de imidacloprid, sobre 
renacuajos de Rhinella arenarum. 
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Figura 6.8. Número acumulado de renacuajos de Rhinella arenarum que alcanzaron: a) Estadio 39 
b) Estadio 42 y que c) Finalizaron la metamorfosis, en el grupo control y los grupos expuestos a 
concentraciones individuales de 43 µg/L de clorantraniliprol y 35 µg/L imidacloprid y su 
correspondiente mezcla a 21,5 µg/L de clorantraniprol y 17,5 µg/L de imidacloprid. Las líneas 
representan la modelización de la curva sigmoidea calculada para cada tratamiento. 
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Tabla 6.4. Tiempo requerido para que el 50% de los renacuajos de R. arenarum, alcancen a) 
Estadio 39 (T50-E39), b) Estadio 42 (T50-E42) y c) Completan la metamorfosis (T50-MET). Tasa 
de transformación y proporción de individuos que alcanzan cada estadio, en renacuajos expuestos a 
43 µg/L de clorantraniliprol, 34 µg/L de imidacloprid y una mezcla binaria conteniendo 21,5 µg/L 
clorantraniliprol y 17,5 µg/L imidacloprid. Los datos de las columnas que no contienen la misma letra 
presentaron diferencias significativas (P<0,05).  

a) 

  T50- E39 (Días) 
Tasa de 

transformación 
(%/día) 

Individuos que 
alcanzaron el 
estadio 39 (%) 

Control  20,42±0,79ª 0,06±0,005 96,79±1,00a 

Clorantraniliprol  28,78±0,71b 0,06±0,006 88,10±1,28b 

imidacloprid  24,51±0,88c 0,06±0,006 88,35±1,31b 

Mezcla 25,79±1,45bc 0,05±0,007 88,93±1,95b 
b) 

  T50- E42 
(Días) 

Tasa de 
transformación 

(%/día) 

Individuos que 
alcanzaron el 
estadio 42 (%) 

Control  25,66±0,60a 0,06±0,004a 96,25±1,08ª 

Clorantraniliprol  34,56±0,59b 0,07±0,006b 85,88±1,37b 

imidacloprid  30,94±0,67c 0,07±0,007b 86,23±1,41b 

Mezcla 29,42±1,07c 0,05±0,006b 88,83±1,89b 
c) 

  T50- MET 
(Días) 

Tasa de 
transformación 

(%/día) 

Individuos que 
finalizaron la 
metamorfosis 

(%) 
Control  29,65±0,52a 0,06±0,004a 96,40±1,13a 

Clorantraniliprol  38,55±0,57b 0,07±0,006b 85,84±1,50b 

Imidacloprid  34,94±0,60c 0,07±0,007b 86,37±1,48b 

Mezcla 33,20±0,98c 0,05±0,006b 89,10±2,08b 
 

6.3.4.2 Peso y longitud hocico cloaca (LHC) promedio de los individuos 
metamorfoseados. 
 

El peso y el largo (LHC) promedio de los metamorfos que lograron completar su 

desarrollo se encuentra ilustrado en la Figura 9. Se encontró que en general la exposición 

individual a CLO e IMI y su respectiva mezcla CLO-IMI, no alteraron los rasgos evaluados. 
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Figura 6.9. a) Peso y b) Longitud hocico-cloaca (promedio ± E.S.) de Rhinella arenarum al 

finalizar la metamorfosis en el grupo control y grupos expuestos a 43 µg/L de clorantraniliprol, 35 
µg/L de imidacloprid y la correspondiente mezcla de estos dos insecticidas a 21,5 y 17,5 µg/L, 
respectivamente, durante su desarrollo. 
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6.3.5 Evaluación de la capacidad de salto de los individuos recién 
metamorfoseados 
 

La prueba realizada con los individuos recién metamorfoseados arrojó que en 

promedio los metamorfos expuestos individualmente a TIA y a CLO, así como los expuestos 

a las mezclas binarias de TIA-IMI y CLO-TIA presentan significativamente una menor 

capacidad de salto en comparación con el grupo control (Figura 6.10), mientras que la 

capacidad de salto de los metamorfos expuestos a IMI y a su mezcla con CLO (CLO-IMI) 

no registraron diferencias significativas con el grupo control (Figura 6.10). Las 

comparaciones entre los grupos de exposición, permitieron observar que la capacidad de salto 

de los metamorfos expuestos a la mezcla de NEO (TIA-IMI) no presentaron diferencias 

significativas con los metamorfos expuestos a los insecticidas individualmente (Figura 

6.10a), a diferencia de lo ocurrido con la mezcla (CLO-TIA), en la que la capacidad de salto 

de los metamorfos fue significativamente menor a la de los metamorfos expuestos 

individualmente (Figura 6.10b), y, finalmente, en el caso de la mezcla (CLO-IMI), la 

capacidad de salto de los metamorfos solo se diferenció significativamente con los 

metamorfos expuestos al insecticida CLO (Figura 6.10c).  
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Figura 6.10 Capacidad de salto promedio de los individuos recién metamorfoseados de 

Rhinella arenarum, expuestos a la concentración individual de 11, 35 y 43 µg/L de tiametoxam, 
imidacloprid y clorantraniliprol respectivamente, y su correspondiente mezcla binaria con 5,5, 17,5 y 
21,5 µg/L de tiametoxam, imidacloprid y clorantraniliprol, según el caso. a) Tiametoxam,-
Imidacloprid b) Clorantraniliprol-Tiametoxam c) Clorantraniliprol-Imidacloprid. 
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6.4. DISCUSIÓN 
 

La exposición individual de TIA, IMI y CLO a las concentraciones ambientales de 

11, 35, y 43 µg/L, respectivamente, en renacuajos de Rhinella arenarum, ocasionó un retraso 

y una disminución significativa en la proporción de individuos que lograron finalizar la 

metamorfosis. Mientras que la exposición a las mezclas binarias (TIA-IMI; CLO-TIA y 

CLO-IMI) ocasionó una disminución del efecto individual de los insecticidas. De esta forma, 

el retraso de la metamorfosis fue menor en el número de días y la proporción de individuos 

que lograron finalizar la metamorfosis llegó a ser equivalente a las exposiciones individuales 

en el caso de las mezclas de CLO-TIA y CLO-IMI, y significativamente mayor en la mezcla 

de TIA-IMI (Tablas 6.2; 6.3; 6.4). En general, los rasgos correspondientes a peso y largo de 

los individuos juveniles no fueron alterados por la exposición individual y mezclas binarias 

de los insecticidas, a excepción de la mezcla de los NEO, TIA-IMI en la que los individuos 

resultaron con un peso significativamente menor. Por otra parte, la prueba correspondiente a 

la capacidad de salto de los metamorfos, demostró que la exposición individual de TIA y 

CLO y las mezclas binarias de TIA-IMI y CLO-TIA disminuyeron significativamente la 

distancia de salto de los individuos.     

A diferencia de las DIA, los NEO cuentan con un mayor número de registros de 

exposiciones individuales, en la evaluación de efectos sobre la metamorfosis de anuros. 

Exposiciones ambientales de IMI han descrito retrasos y aceleraciones en el desarrollo 

(Robinson et al., 2017; Danis y Marlatt., 2021; Thompson et al., 2022), e incluso, la 

exposición de NEO durante el desarrollo metamórfico en anuros ha denotado efectos 

comportamentales y alteraciones inmunológicas en organismos juveniles (Lee-Jenkins and 

Robinson., 2018; Gavel et al., 2019; 2021; Robinson et al., 2021). Lo informado por Brodeur 

y Fonseca., (2023) y el presente capítulo, reportan que la exposición ambiental de TIA e IMI, 

puede causar un retraso en el tiempo de metamorfosis y una disminución significativa en la 

proporción de individuos que completan el desarrollo en anuros y que, además, TIA puede 

causar una disminución en la capacidad de salto en los organismos juveniles. Asimismo, lo 

descrito en el capítulo 5 y el presente capítulo, son los primeros y únicos reportes hasta la 

fecha, que evidencian que la exposición ambiental de CLO y ciantraniliprol (CIAN), puede 

causar un retraso en el tiempo de metamorfosis y una disminución significativa en la 
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proporción de individuos que completan el desarrollo en anuros, y que, en el caso de CLO, 

puede causar también una disminución de la capacidad de salto de los organismos juveniles.       

Los plaguicidas de acuerdo con su modo de acción son metabolizados por una serie 

de enzimas, el proceso puede verse afectado por la acción de otras sustancias químicas, que 

en conjunto pueden inducir o inhibir las vías de detoxificación, provocando cambios en la 

toxicidad o lo que se conoce como interacciones antagónicas o sinérgicas, respectivamente 

(Thompson., 1996). Estas interacciones pueden producirse a nivel toxicocinético (TC) ó 

toxicodinamico (TD) (Hernández et al; 2017). En organismos acuáticos, existe un mayor 

registro de exposiciones en mezcla de plaguicidas con NEO que con DIA. En la mayoría de 

los casos, la mezcla de NEO ha denotado interacciones tanto aditivas, como antagónicas y 

sinérgicas, que varían de acuerdo con la concentración, tiempo de exposición y parámetro 

evaluado (Loureiro et al., 2010; Pavlaki et al., 2011; Maloney et al., 2017; Rico et al., 2018; 

Maloney et al., 2018; Schmidt et al., 2022; Veedu et al 2022). En el caso de las DIA, se han 

descrito interacciones sinérgicas en exposiciones binarias que incluyeron a CLO (Wei et al., 

2021; Stinson et al., 2022; Egan et al., 2023; Odetti et al., 2023). La determinación de 

interacciones entre plaguicidas se suele realizar a través de modelos específicos (Rodney et 

al., 2013). Teóricamente, los plaguicidas con modo de acción similar suelen presentar 

aditividad, lo que significa, la no interacción entre ellos (Hernández et al; 2017), mientras 

que los plaguicidas con diferente modo de acción pueden presentar tanto aditividad, como 

antagonismo o sinergismo (Hernández et al; 2017). Aunque en este trabajo no se realizaron 

modelos de interacción, la exposición de la mezcla binaria de los insecticidas TIA, IMI y 

CLO permitieron identificar que las respuestas variaron de acuerdo con el parámetro 

evaluado. Por ejemplo, contrario a lo descrito en las exposiciones individuales, la mezcla de 

los NEO, TIA e IMI causó que una mayor proporción de individuos lograran finalizar la 

metamorfosis, en un menor tiempo. También, ocasionó que los organismos juveniles 

obtuvieran un peso significativamente menor, y que al igual que TIA, registraran una menor 

capacidad de salto. En el caso de las mezclas de CLO-TIA y CLO-IMI, se observó un menor 

retraso del proceso metamórfico y un porcentaje de individuos que finalizaron la 

metamorfosis semejante con la exposición individual de los insecticidas.  Asimismo, se 

evidenció que la mezcla de CLO-TIA potenció los efectos individuales de las moléculas, 

disminuyendo significativamente la capacidad de salto de los organismos juveniles. 
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Entre las reacciones enzimáticas involucradas en la metabolización de plaguicidas, se 

encuentran las monooxigenasas microsomales (P450s), glutatión-S-transferasas y esterasas 

(Thompson., 1996). En anuros al igual que en peces, los plaguicidas se metabolizan a través 

de las monooxigenasas microsomales (P450s) (Venturino et al., 2003), siendo esta una 

posible vía de interacción y alteración en la exposición a mezclas de plaguicidas (Stinson et 

al., 2022). Los NEO, al ser insecticidas de la misma familia y con igual modo de acción -

agonistas del receptor AChE-, se cree que actúan en el organismo sobre la misma diana 

molecular (Loureiro et al., 2010). En este caso, las respuestas diferenciales de la mezcla de 

los NEO, TIA-IMI con las exposiciones individuales de los insecticidas, pudo haber estado 

relacionado a una interacción al nivel TD, en la que la presencia de los dos compuestos 

modifica la respuesta individual de los insecticidas, interacción que puede ocurrir en el 

mismo receptor o diana molecular (Reffstrup et al., 2010). Incluso, es posible que existiera 

diferencias entre los mecanismos de toxicidad de acuerdo con los puntos finales evaluados 

(Loureiro et al., 2010), lo que suele estar relacionado también, con las diferentes propiedades 

TC-TD de los insecticidas y sus respectivos metabolitos (Rico et al., 2018). En este sentido, 

aunque no sabemos la acción e incidencia de cada insecticida en la mezcla, los efectos 

individuales determinaron que, IMI (17,5 µg/L) fue el insecticida con menor efecto en 

Rhinella arenarum, a diferencia de CLO (21,5 µg/L) y TIA (5,5 µg/L) que tuvieron un mayor 

efecto. Teniendo en cuenta que las concentraciones de exposición de los insecticidas en la 

mezcla fueron diferentes, se hace relevante poder determinar la acción de cada insecticida en 

la mezcla y su incidencia en las respuestas obtenidas.  

   El rendimiento locomotor es un factor importante en la sobrevivencia de los 

vertebrados y comúnmente está relacionado con la aptitud o fitness de los organismos. En 

anuros, este factor está directamente relacionado con el tamaño corporal de los individuos, 

siendo el largo y el peso, los rasgos más importantes (James et al., 2005; Bi et al., 2023). 

Interesantemente, la capacidad de salto de los metamorfos de R. arenarum se vio disminuida 

en las exposiciones individuales de TIA y CLO, y en las mezclas binarias de TIA-IMI y 

CLO-TIA. Aunque en ningún caso se vio alterado el largo de los individuos, es posible que 

el bajo peso de los metamorfos haya influido en el resultado en la mezcla de los NEO. 

Reportes previos indican que la exposición individual a un NEO durante el desarrollo 

metamórfico en anuros puede afectar la respuesta de ataque en los metamorfos (Lee-Jenkins 
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y Robinson, 2018), aunque en este caso no medimos la respuesta al estímulo, contribuimos 

a la evidencia de que la exposición a los NEO durante el desarrollo larval en anuros puede 

afectar la aptitud de los metamorfos o juveniles. Por otra parte, lo ocurrido en la mezcla CLO-

TIA evidenció un efecto sinérgico que potenció la respuesta individual de los insecticidas. 

Reportes han indicado que exposiciones con NEO y DIA ocasionan alteraciones en el 

desplazamiento de organismos acuáticos (Rodrigues et al., 2016; Hussain et al., 2020; Egan 

et al., 2023). Aunque en este caso la mezcla con CLO y el NEO, IMI, no arrojó un efecto 

significativo, la exposición de la mezcla en individuos del pez Pimephales promelas, sobre-

activó la expresión génica de los receptores de rianodina (RyR) (Stinson et al., 2022), 

involucrados en la función neuromuscular de organismos invertebrados y vertebrados, 

incluido los renacuajos (Cordova et al., 2006; Haremaki y Weinstein., 2012). Teniendo en 

cuenta que CLO actúa sobre los (RyR) en organismos blancos (Lahm et al 2005), sería 

conveniente poder evaluar si CLO y TIA intervinieron en la función de los RyR en R. 

arenarum y su posible relación con la disminución de la capacidad de salto en los organismos 

juveniles. 

El conocimiento sobre la función reguladora de las hormonas tiroideas (HT), tiroxina 

(T4) y triyodotironina (T3), en la metamorfosis de anuros (Tata, 2006), nos ha permitido 

discutir en trabajos anteriores, la hipótesis de que exposiciones ambientales e individuales de 

los NEO, TIA e IMI y las DIA, CLO y CYAN, pueden estar interviniendo en la acción 

tiroidea de R. arenarum, en relación con las alteraciones encontradas durante la metamorfosis 

(Brodeur et al., 2023 y Capítulo 5). En este caso, el retraso en el desarrollo y la disminución 

en la proporción de individuos que lograron finalizar la metamorfosis, por parte de los 

individuos expuestos, nos permite reportar evidencia de que la alteración tiroidea puede 

suceder tanto en exposiciones individuales como en mezclas binarias de insecticidas que 

incluyeron un NEO y una DIA. Contrario a lo que venimos documentando en trabajos 

anteriores, los efectos aquí descritos ocurrieron desde la llegada al E39, esto, pudo deberse a 

que los renacuajos fueron expuestos en un estadio más avanzado (E35) y en el que 

normalmente los niveles de las HT están en ascenso (Thambirajah et al., 2019). Es 

importante, que posteriores trabajos puedan determinar el accionar intrínseco de los 

insecticidas NEO y DIA sobre la acción tiroidea en el desarrollo metamórfico en anuros y el 
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alcance que pueden llegar a representar cuando son expuestos de forma individual y en 

mezcla. 

En ambientes acuáticos naturales, se ha identificado que las mezclas de NEO pueden 

representar efectos sinérgicos que ponen en riesgo a la biodiversidad y a sus dinámicas 

ecológicas (Schmidt et al., 2022), esto, y su frecuente detección en zonas agrícolas ha 

impulsado el uso de las DIA (Raby et al., 2022). Es así, como las detecciones de esta clase 

de insecticidas en aguas superficiales han aumentado en diversas partes del mundo incluida 

la Argentina (CDPR 2019; Jayasiri et al., 2022; Stinson et al., 2022; Brodeur et al., 

comunicación personal). Con el fin de seguir conociendo el riesgo que representan los NEO 

y DIA en especies de anuros autóctonos de la región pampeana, hemos identificado que la 

exposición individual y en mezcla a una concentración ambiental, altera el desarrollo 

metamórfico de R. arenarum, y que, además, rasgos como el peso y la capacidad de salto de 

los juveniles se ven significativamente afectados por la mezcla. Lo reportado tras la 

exposición a las mezclas binarias de esta clase de insecticidas representan los primeros 

reportes en anuros. Es importante seguir investigando el alcance que pueden tener estos 

efectos en las poblaciones naturales y el mecanismo por el que puede verse alterado la acción 

tiroidea, debido a que seguimos aumentado la evidencia de que la exposición de los 

insecticidas NEO y DIA de forma individual y en mezcla altera su función. Asimismo, el 

estudio del desarrollo metamórfico en anuros tras la exposición a plaguicidas es un aspecto 

esencial en la evaluación de riesgo, por lo que es esencial conocer el alcance que pueden 

tener en otras especies.  
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7. CONCLUSIONES 
 

Argentina es conocida a nivel mundial, como uno de los países líderes en la 

producción y exportación de productos agrícolas (Maydana et al., 2020). Entre las áreas más 

productivas se encuentra la región pampeana, quien soporta el 60% del total de la producción 

agropecuaria nacional (Pórfido., 2014). La alta productividad ha sido posible con la 

implementación de semillas transgénicas y el alto uso de plaguicidas (Oerke., 2005; Kahl y 

Kleisinger., 2016). 

Entre los tipos de plaguicidas más utilizados se encuentran los insecticidas, quienes 

son los segundos con mayor aplicación en el país (Pórfido., 2014). En ese sentido, los 

neonicotinoides (NEO) y las diamidas antranilicas (DIA) representan unas de las principales 

familias de insecticidas con mayor uso (Anguiano y Ferrari., 2019), siendo el tiametoxam 

(TIA) e imidacloprid (IMI) en el caso de los NEO y el clorantraniliprol (CLO) y 

ciantraniliprol (CIAN) en el caso de las DIA, las sustancias más comercializadas (Anguiano 

y Ferrari., 2019). El ingreso de estas moléculas en cuerpos de aguas superficiales es uno de 

los riesgos más importantes, debido a la contaminación y a los efectos que pueden tener sobre 

la fauna acuática (Gaona et al., 2019; Stadlinger et al., 2018). 

Entre los organismos acuáticos más sensibles a la exposición de plaguicidas se 

encuentran los anfibios, en especial en aquellas especies con estadios larvales (Bishop et al., 

2012; Wagner y Viertel., 2017). De acuerdo con esto y debido a la falta de información sobre 

el efecto de los insecticidas en especies de anfibios autóctonos, se desarrolló el presente 

trabajo de tesis, con el fin de contribuir al conocimiento sobre el impacto de las familias de 

insecticidas de los NEO y de las DIA, en especies de renacuajos de anuros autóctonos de la 

región pampeana argentina, mediante una evaluación ecotoxicologica que incluyó, la 

exposición aguda (96 horas) y subcronica de las especies con los insecticidas TIA, IMI, CLO 

y CIAN.  

En particular, las exposiciones subcronicas se realizaron hasta la culminación de la 

metamorfosis del sapo común Rhinella arenarum, con concentraciones ambientales de los 

insecticidas de manera individual y en sus mezclas binarias, con el fin de simular un escenario 

natural de exposición y poder determinar los efectos que ocurren en etapas criticas del 
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desarrollo como lo es la metamorfosis (Stoks et al., 2022). Además de poder generar y aportar 

valores de ecotoxicidad de los compuestos, para que puedan ser utilizados en las evaluaciones 

de riesgos reglamentarias requeridas en el registro de plaguicidas (Boivin y Poulsen., 2017), 

que, en este caso, correspondería al eventual re-registro de los insecticidas NEO y DIA 

aprobados en argentina. 

Se conoce que una evaluación de riesgo se realiza mediante la relación entre la concentración 

ambiental prevista del compuesto (PEC-Predicted Environmental Concentration) y la 

concentración prevista sin efecto del compuesto (PNEC-Predicted No Effect Concentration) 

(Martins et al., 2012; Iturburu et al., 2019). De esta forma, los valores de ecotoxicidad 

correspondientes a la: concentración letal 50 (CL50), concentración sin efecto observado 

(NOEC-No Observed Effect Concentration) y la concentración más baja con efecto 

observado (LOEC-lowest observed effect concentration), obtenidos en este trabajo podrán 

ser utilizados para el cálculo de PNEC (Amiard y Amiard-Triquet., 2015; Iturburu et al., 

2019; Carriquiriborde et al., 2021).  

En ese sentido, los primeros valores de ecotoxicidad que se obtuvieron fueron los 

correspondientes a la toxicidad aguda (CL50) de los NEO, TIA e IMI y las DIA, CLO y 

CIAN en tres especies de anfibios autóctonos de argentina (Tabla 2.2 y Tabla 3.2). Las CL50 

no representaron un peligro de letalidad directa en estadios larvales de Rhinella arenarum, 

Rhinella fernandezea y Scinax granulatus y los valores fueron consecuentes con los reportes 

ya existentes (Tabla 2.1 y Tabla 3.1). En el caso de IMI de acuerdo con la relación 

especie/estadio/formulado comercial ó /ingrediente activo, los valores de toxicidad aguda 

obtenidos en este trabajo con R. arenarum en estadio (E) 25 y E27 y S. granulatus en E25 

resultaron ser los más altos registrados hasta la fecha (Tabla 2.2 vs Tabla 2.1). Por otra parte, 

las CL50 reportadas en este trabajo con los insecticidas TIA, CLO y CIAN son los primeros 

en obtenerse en especies de anfibios autóctonos de argentina.         

La exposición subcronica de R. arenarum con los insecticidas NEO y DIA durante la 

metamorfosis (MET), permitió conocer el impacto que tienen sobre el tiempo que requirieron 

los individuos para finalizar la MET y la proporción de individuos que lograron completarlo. 

Además de evaluar el impacto que la exposición causó sobre rasgos aptitudinales en los 
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juveniles, como el peso, largo y la capacidad de salto. Determinando así, las variables más 

sensibles o afectadas por la exposición especifica de los insecticidas.    

La determinación de los efectos de los NEO en concentraciones ambientales sobre la 

metamorfosis de R. arenarum, permitió analizar que los individuos fueron más sensibles a la 

exposición con TIA (capítulo 4 y capítulo 6). De esta forma, con TIA, obtuvimos el LOEC 

más bajo registrado hasta la fecha para anfibios autóctonos (1,01 µg/L), correspondiente al 

retraso significativo que tuvieron los individuos durante la finalización de la metamorfosis 

(MET) (capítulo 4). Previo a este trabajo, registros detallaron que la exposición con TIA no 

impactaba negativamente la MET de Lithobates sylvaticus y Lithobates pipiens especies de 

anfibios autóctonos de Canadá (Robinson et al, 2017; 2019). Entre los rasgos aptitudinales 

evaluados, fue la capacidad de salto el parámetro más sensible en los individuos juveniles de 

R. arenarum (LOEC de11 µg/L) (Capítulo 6). Lee-Jenkins y Robinson (2018), reportó que 

la exposición con 1, 10 y 100 µg/L de TIA no impactaba en el rendimiento locomotor en 

juveniles de Lithobates sylvaticus. Este trabajo, representa el primer registro de efectos del 

TIA en parámetros comportamentales en juveniles de anfibios autóctonos.  

El impacto de IMI sobre la MET de anfibios autóctonos ha tenido un mayor reporte 

(Robinson et al., 2017; Danis y Marlatt, 2021; Thompson et al., 2022). En este trabajo, 

encontramos que la exposición de IMI en R. arenarum afectó tanto el tiempo de MET como 

la proporción de individuos que completaron el desarrollo (capítulo 6). Sin embargo, frente 

a los datos existentes, reportamos el LOEC más bajo hasta la fecha (i.e. 35 µg IMI/L), que 

correspondió a la disminución de individuos que completan la MET. 

El desarrollo de los capítulos 5 y 6 son los primeros reportes acerca del impacto de 

las DIA en concentraciones ambientales sobre la MET y rasgos aptitudinales de anfibios 

autóctonos. Entre los resultados más interesantes se destaca que CLO y CIAN afectaron de 

manera similar la MET de R. arenarum, aunque los individuos resultaron ser más sensibles 

a la exposición con CLO. De esta forma, CLO causó un retraso en la finalización de la MET 

y una disminución de los individuos que lograron completar el desarrollo (LOEC de 5 µg/L 

y NOEC de 50 µg/L, respectivamente). Además, los juveniles tuvieron una menor capacidad 

de salto (45 µg/L). En el caso de CIAN, los individuos se encontraron acelerados, es decir, 

requirieron de un menor tiempo para finalizar la MET y, además, ocurrió una disminución 
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de los individuos que completaron el desarrollo (NOEC de 500 µg/L y 50 µg/L, 

respectivamente)  

El desarrollo del capítulo 6, representó un primer acercamiento a la exposición 

realista (en campo) de los insecticidas en poblaciones naturales de anfibios autóctonos. Se 

obtuvieron los primeros reportes de efectos tras la exposición de mezclas binarias con TIA 

(5,5 µg/L), IMI (17,5 µg/L) y CLO (22,5 µg/L) en concentraciones ambientales sobre la MET 

y rasgos aptitudinales del sapo común R. arenarum. Hasta el momento se conocía un único 

registro previo que evaluó el efecto de la mezcla binaria CLO-IMI en un organismo acuático, 

correspondiente a individuos del pez Pimephales promelas (Stinson et al., 2022). Teniendo 

en cuenta que los resultados obtenidos son los primeros en reportarse, detallamos que las 

mezclas binarias (TIA-IMI) (CLO-TIA) (CLO-IMI) retrasaron la MET y disminuyeron la 

proporción de individuos que completaron el desarrollo en R. arenarum, al igual que ocurrió 

con la exposición individual de los insecticidas. Asimismo, rasgos aptitudinales como el peso 

y capacidad de salto de los juveniles se vieron significativamente afectados en las mezclas 

binarias con TIA-IMI y CLO-TIA. 

Teniendo en cuenta los valores de ecotoxicidad obtenidos a lo largo del presente 

trabajo, al comparar los efectos individuales de los insecticidas en R. arenarum, se pudo 

determinar que nuestra especie modelo fue más sensible a la exposición con TIA durante la 

metamorfosis y que al estar expuesto en mezcla con IMI o con CLO los efectos sobre los 

juveniles se ven potenciados. Esto indica que concentraciones ambientales de los insecticidas 

TIA, IMI y CLO (Wang et al., 2022; Jayasiri et al 2022; Stinson et al., 2022), representan un 

riesgo para los anfibios autóctonos. En la literatura se encuentra descrito que, en un mayor 

número de casos la exposición a plaguicidas ocasiona un retraso en la metamorfosis de 

anfibios (Stoks et al., 2022). De acuerdo con nuestros resultados, es posible que R. arenarum 

sea más sensible a la prolongación de su desarrollo metamórfico en presencia de TIA y CLO. 

En algunos casos se cree que un retraso en el desarrollo puede ser una estrategia de adaptación 

para evitar tener metamorfos de menor tamaño (Thompson and Popescu., 2021; Stoks et al., 

2022), sin embargo, pueden existir riesgos de depredación o la imposibilidad de completar 

su desarrollo, en especies que se reproducen en estanques efímeros (Mann et al., 2009), como 

es el caso de nuestra especie modelo (Natale., 2006). En anfibios, rasgos como la edad y el 
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tamaño de la metamorfosis intervienen en la aptitud de los adultos (Earl and Whiteman., 

2015; Székely et al., 2020). En este caso, la capacidad de salto de los juveniles fue el rasgo 

aptitudinal más sensible tras la exposición con los insecticidas TIA y CLO. Efecto que se vio 

potenciado negativamente en las dos mezclas binarias con TIA, (TIA-CLO) y (TIA-IMI). La 

mezcla TIA-IMI, obtuvo además los metamorfos con menor tamaño.  Esto podría tener 

consecuencias ecológicas en las poblaciones naturales, debido a que el efecto está 

directamente relacionado a la capacidad de huida y sobrevivencia de los individuos (James 

et al., 2005; Bi et al., 2023).   

Los efectos de los NEO y las DIA sobre la metamorfosis de R. arenarum fueron 

registrados entre el estadio 39 y estadio 42. Se estima que el impacto sobre el desarrollo de 

los individuos fue ocasionado por la alteración de la función tiroidea por la exposición con 

los insecticidas. Teniendo en cuenta que en anuros el avance de la metamorfosis sucede bajo 

el estricto control de las hormonas tiroideas (HT) entre los estadios 34 y 42 (Thambirajah et 

al., 2019). Se espera que en futuros estudios se pueda evaluar la acción especifica de los 

insecticidas en la alteración de la función tiroidea en R. arenarum.  

Finalmente, los resultados obtenidos a partir de esta tesis determinan que el estudio 

sobre la metamorfosis es una etapa del desarrollo de los anfibios sensible y adecuada para la 

evaluación de los efectos de los plaguicidas en organismos acuáticos. Se pudo contribuir con 

un nuevo conocimiento científico sobre los efectos de los insecticidas NEO y DIA en el 

desarrollo de los anfibios autóctonos. Siendo esta, información de base para el grupo 

taxonómico que cuenta con pocos datos en la literatura científica en comparación con otros 

grupos. Teniendo en cuenta que los efectos suceden en etapas críticas del desarrollo de los 

anfibios, es conveniente mitigar la presencia de los insecticidas durante el ciclo reproductivo 

de las especies. Se espera que los resultados puedan ser considerados y adoptados por los 

organismos reguladores encargados de realizar las respectivas evaluaciones de riesgo de los 

plaguicidas autorizados en argentina.  
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