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RESUMEN

El fipronil esuninsecticida que actlapor contacto eingestausado en el control integrado de plagas en laagricultura,
veterinariay en salud publica. En lapisciculturade aguasfrias, Oncorhynchus mykiss “truchaarcoiris’ eslaespecie
mas cultivadaeimportante en el Per(. Este recurso hidrobiol 6gico fueintroducido al Perti en 1928 con fines de pesca
deportiva. Latruchatambién es empleada como organismo acuético de referencia en ensayos ecotoxicol 6gicos para
evaluar plaguicidas y muestras ambientales. El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto subletal del
fipronil en e desenvolvimiento de los embriones de O. mykiss a cinco diferentes concentraciones (0,32 ug-L™; 1,6
ug-L™; 8ug-L™; 40 ug-L™y 200 ug-L ™) durante 11 dias de exposicion. Se realizaron bioensayos empleando embriones
de O. mykiss del estadio |1 (embriones con presenciade notocorda). Se empled aguadeclorinaday filtrada, oxigenada
a>8mg-L"y aunatemperaturade 16°C y 40 embriones por concentraci on que procedieron delaPiscigranjade Inge-
nio, Huancayo, Per(.. Se observaron efectos significativos en el desenvolvimiento delos embriones desde la concen-
tracion masbaja(LOEC = 0,32 ug-L ™) y desdelos 4 diasde exposicion. LaCE,, alas 264 h de exposicion fue de 0,97
ug-L™. Alos 11 dias de exposicion se encontré alastres concentraciones masaltas (8 ug-L *; 40 ug-L 'y 200 ug-L ™) del
fipronil unretraso en el nimero de embrionesque pasaban del estadio |1 alossiguientesestadiosdedesarrallo.

Palabras claves: Ecotoxicologia, Fipronil, Oncorhynchus mykiss.

SUMMARY

Fipronil is an insecticide that acts by contact and ingestion used in the Integrated Pest Management in Agriculture,
Veterinary and Public Health. In cold-water fishery, rainbow trout Oncorhynchus mykiss isthe most important specie
cultivatedin Peru. Thishydrobiological resourcewasintroduced to Peruin 1928 for sport fishing. Trout isalso used as
reference aguatic organism in ecotoxicological tests for assessing pesticide and environmental samples. The aim of
this study was to determine the sublethal effects of fipronil in the development of the embryos of O. mykiss to five
different concentrations (0.32 ug-L*, 1.6 ug-L ™, 8 ug-L™, 40 ug-L *and 200 ug-L *) for 11 days of exposure. Bioassays
were conducted using embryos of O. mykiss stage |1 (embryos with presence of notochord). Dechlorinated water,
filtered, oxygenated at> 8 mg-L * wasusedand atemperature of 16°C and 40 embryos per concentration that camefrom
thefish farm of Ingenio, Huancayo, Peru. Significant effects on embryos devel opment from the lowest concentration
(LOEC = 0.32 ug-L™) since 4 days of exposure was observed. EC,, at 264 h exposure was 0.97 ug-L™. At 11 days of
exposureat three higher concentrations (8 ug-L *, 40 ug-L *and 200 ug-L ™) of fipronil adelay inthe number of embryos
that passed stage || to next stageswasfound.

Keywords: Ecotoxicology, Fipronil, Oncorhynchus mykiss.

INTRODUCCION de los 90, exhibe una alta selectividad en términos de

toxicidady un alto poder disruptor del sistemanervioso

El fipronil es un insecticida que actlia por contacto e central enlosinsectosal inhibir laacetilcolinesterasaen
ingestidn en insectos picadores-chupadores y mastica- comparacion a los mamiferos (Medina et al., 2004;
dores. Este producto quimico desarrollado en ladécada Bedient et al., 2005). El fipronil produce perdidadela
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sefidlizacion neuronal, hiperexcitacion, y muerte en
insectos. Es un compuesto quiralico conformado por
una mezcla racémica de dos enantiomeros (R, -) y (S,
+), y antagonista que bloguea | os receptores del lamb-
da-&cido amino butirico (GABA) de los insectos, 10s
cuales son muy diferentes en estructuramolecular y en
perfil farmacol 6gico que en los vertebrados (Jones et
al., 2007; Overmyer et a., 2007). También €l fipronil
inhibe el sistema nervioso central al bloguear el gluta-
mato que activa los canales de cloro (Narahashi et al.,
2007). Desde que fue prohibido el furadan ® (carbofu-
rano) en muchospaises, €l fipronil se consideracomo el
reemplazodeesteplaguicida(Bedientet a., 2005).

El fipronil esuninsecticidade amplio espectro que per-
tenecealosfenil pirazolicosofiprélicos(Fig. 1), dealta
selectividad usado paraplagasenlaagriculturaenel cul-
tivo de arroz contra Oryzophagus oryzae (CostaLima,
1936) (Coleoptera: Curculionidae) (Schlenk et al.,
2001; Grutzmacher et a., 2008), en nabos contra
Phyllotreta spp. (Coleoptera: Chrysomelidae) (Tansey
etal., 2009), en el cultivo de papacontralapolilladela
papa Phthorimaea operculella Zeller 1873 (Lepidopte-
ra: Gelechiidae) (Dodramaci & Tingey, 2008), enlalan-
gosta migratoria Schistocercagregaria (Forskal, 1775)
(Orthoptera: Acrididae) (Al-Ajlan, 2007), y en cultivos
de tabaco y algoddn contra Spodoptera litura (Fabri-
cius, 1775) (Lepidoptera: Noctuidae) (Huang et al.,
2006).
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Figura 1. Fipronil: formula quimica.

El fipronil ha sido ampliamente usado en veterinariay
salud publica(Schlenk et al., 2001; Tingleet a., 2003).
De igua formael empleodel fipronil sehaincrementa
do en los ambientes urbanos parael control de plagasy
vectores (Maul et al., 2008). Sele haempleado parael
control delaavispachaquetaamarillaVespula germani-
ca (Fabricius, 1793) (Hymenoptera: Vespidae) (Ulloa
et al., 2006; Sackman & Corley, 2007), de la garrapata
del perro Ixodes ricinos (Linnaeus, 1758) (Ixodidag)
(Bonneauet al., 2010), delapulgadel gato Ctenocepha-
lides felis felis (Bouche 1835) (Siphonaptera: Pulici-
dae) (Jacobset al., 2001), de la cucaracha Blatella ger-
manica (Linnaeus, 1767) (Dictyoptera: Blattellidae)
(Durier & Rivault, 2000), y del piojo humano Pediculus
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capitis (De Geer, 1778 ) (Phthiraptera: Pediculidag)
(Downsetal., 2000).

Al realizarse unaeval uacion de riesgos se haencontra-
do que agunas formulaciones del fipronil presentan
riesgo para aves, anfibios como Xenopus laevis (Dau-
din, 1802) (Anura: Pipidae) (Overmyer et al., 2007)
peces como Pimephales promelas Rafinesgue, 1820
(Beggd et d., 2010), crustéaceos como Daphnia magna
Straus, 1820, Ceriodaphnia dubia (Richard 1894),
Palaemonetes pugio Holthuis, 1949, Procambarusclar-
kii (Girard, 1852) y Procambarus zonangulus Hobbs
and Hobbs, 1990 (Schlenk et a., 2001; Konwick et .,
2005; Overmyer et a., 2007), invertebrados acuéticos
gue conforman las comunidades bénticas como Chiro-
nomus tentans Fabricius1805 (Tingleet al., 2003; Maul
et al., 2008), larvas de Simulium vittatum (Zetterstedt,
1838) (Diptera: Simuliidae) (Overmyer et al., 2007), lar-
vasgloquidiasdecuatro pel ecipodos (Unionidae) como
Villosa constricta (Conrad 1838), Elliptio complanata
(Lightfoot, 1786), Lampsilis fascista 'y Lampsilis sili-
quoidea (Branes, 1823), en otrosbivalvoscomo Merce-
naria mercenaria (Linnaeus, 1758) (Bringolf et al.,
2007) y finalmente en componentes del fitoplancton
como Dunaliella tertiolecta Butcher (Overmyer et al.,
2007).

Deigual formase han observado efectosdel fipronil en
insectos que forman parte del control bioldgico de pla
gasagricolascomo en el depredador Chrysoperla car-
nea (Stephens, 1836) (Neuroptera: Chrysopidae) (Me-
dinaet a., 2004), en los parasitoides Anagyrus sp. (Gi-
rault, 1913) y Coccidoxenoides perminutus (Timberla-
ke, 1919) (Hymenoptera: Encyrtidae) (Mgocheki &
Addison, 2009). Se haencontrado efecto del fipronil en
Apis mellifera Linnaeus, 1758 (lannacone & Alvarifio,
2009; Lieta.,2010).

En lapisciculturade aguasfrias, Oncorhynchus mykiss
(Walbaum, 1792) “ Truchaarcoiris’ (Osteichthyes: Sal-
monidae) eslaespecie més cultivadaeimportanteen el
Pert (Mariano & Mayta, 2008). Este recurso hidrobio-
|6gico fue introducido a nuestro pais en 1928 con fines
dePescaDeportivaen Cerro dePasco (CARES, 2010).

L os peces son extremadamente sensibles ala perturba-
cion ambiental (lannacone et al., 2007a). Numerosas
especi es han sido propuestas como model os biol 6gicos
paraeval uar laecotoxicidad de sustanciasquimicascon-
taminantes (lannacone et a., 2007a,b). Los alevinesde
truchas O. mykiss han sido un modelo bastante utiliza-
do, debido a su elevada sensibilidad a toxicos contami-
nantes, asi como su importanciacomo recurso acuicola
(lannaconeet a., 2007b).

De hecho, O. mykiss constituye uno de los principales
recursos hidrobiol 6gicos de |a actividad de acuicultura
continental en el Per(, siendo unaespecie muy sensible
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alascontaminacionesorganicas. Estaesunadelasespe-
cies mas usadas en bioensayos para evaluar el impacto
dediversas sustancias quimicas en |os ecosi stemas dul -
ceacuicolas. La trucha es empleada como organismo
acuético de referencia en ensayos ecotoxicol 6gicos
paraeval uar plaguicidasy muestrasambiental es.

El objetivodel presentetrabajo fue determinar el efecto
subletal del fipronil en el desenvolvimiento de los
embriones de O. mykiss a cinco diferentes concentra-
ciones (0,32 ug-L™; 1,6 ug-L™; 8ug-L™; 40 ug-L™y 200
ug-L™) durante 11 diasde exposicion.

MATERIALES Y METODOS

Fipronil

Es un producto quimico que presenta un CAS N°
120068-37-3. Un peso molecular de437,2g-L™. Lasolu-
bilidad en el aguaesde0,0019g-L ™ apH de5. El tiempo
de vidamedio en el aguaesde 4 a 12 h. El tiempo de
vida medio en suelo aerdbicos es de 122-128 dias. El
valor de toxicidad oral aguda DL, del fipronil es de
0,13y 41 mg-Kg" paralas moscadomesticay el raton,
respectivamente (Narahashi et a ., 2007). Paralosensa-
yos, €l formulado defipronil a 95% de purezase disol-
vid a 1% en aguadeclorinaday filtrada(pH = 7,2; con-
ductividad especifica= 70 mhos.cm™). En |os ensayos
seaplicaron concentracionesdeingredienteactivo (i.a.)
defipronil en pg-L ™y con un factor de dilucién mayor-
mente de 0,2 a cinco diferentes concentraciones (0,32
bg-L™ 1,6 pg-L™; 8 pg-L™; 40 pgL™ y 200 pgL™)
durante 11 dias de exposicion. Las dosis se selecciona
ron en base aladosis de aplicacién en laagriculturade
0,6a200gdeiaha’.

Oncorhynkus mykiss

Los embriones se obtuvieron de las instalaciones del
L aboratoriode Sanidad del Centro Piscicola, El Ingenio
(75°15'W; 11°952°S). Dicho centro estalocalizado en la
provinciade Concepcion, Departamento de Junin, Pert
a3510 msnm (lannaconeet a., 2007b). Losembriones
y laslarvasfueron caracterizadas en seis categorias: |1:
embriones con presencia de notocorda; I11: embriones
con notocorda visible, a veces muy marcaday un 0jo;
IV: embriones con notocorda mayormente marcada y
un ojo; V: embrionescon presenciade unapequefiapro-
tuberancia, consecuencia del proceso de eclosion; VI:
larvas con eclosién de cabeza, total o parcid; VII: larva
eclosionada totalmente y con presencia de saco viteli-
no. Estos embrionesfueron acondicionadosy aclimata-
dospor 48 henacuariosdevidriode90 cmdelargox 30
cm de ancho x 20 cm de largo. Las condiciones cultivo
parcia detemperaturafueronde 14°C.

Bioensayos

Se siguieron las normas estandarizadas de la USEPA
(1996), detoxicidad cronicasubletal deciclodevida en
peces. Seiniciaron los ensayos con embriones del esta-

dioll (ovascon presenciade notocorda), los cuales pre-
sentaron unaaparienciasal udable externaparasu uso en
los ensayos ecotoxicol 6gicos. Los ensayos de caracter
subagudo semiestéticos tuvieron una duracion de 11
dias, con recambio de aguacadadosdiasy aunatempe-
ratura de 14°C. El fotoperiodo empleado fue de 12h de
luz y 12 h de oscuridad. Cada recipiente de plastico
empleado contuvo 500 mL de la solucion prueba. Las
pruebas para |os bioensayos estuvieron compuestas de
un control y cinco concentraciones nominales de fipro-
nil. En cadaunidad se colocaron 10 ovas con embriones
de pecesdell estadio que se distribuyeron a azar alos
distintos tratamientos de fipronil. Los ensayos fueron
realizados por duplicado. Los bioensayos ecotoxicol 6-
gicosconé fipronil serealizaron duranteel 2008.

ANALISIS DE DATOS

Las pruebas detoxicidad subletal seevaluaronen cinco
concentraciones mas el control, con cuatro repeticio-
nes, en un disefio en bloque compl etamenterandomiza-
do (DBCR). Seusb un andlisisde varianza(ANDEVA)
de dos vias, previa transformacion de los datos a raiz
cuadradadel arcoseno. En el caso de existir diferencias
entre los tratamientos y las repeticiones se empled la
pruebadeTukey. Losvaloresde L OEC (Concentracion
maés baja de efectos observables), TE,, (Tiempo efecti-
vo medio) y las CEs,, (Concentracion efectivamedia)
secalcularonusando €l programacomputarizado Probit
version 1,5. Para la determinacion de los estadisticos
descriptivoseinferencialesseuso €l paqueteestadistico
SPSS, version 16,00 paraWindows98.

RESULTADOS

LaTabla 1 nos muestrael efecto del fipronil en lades-
truccion de las ovas y eliminacion del vitelo de O.
mykiss acuatro diferentesperiodosde exposicion. A las
48 h de exposicién no se observaron efectosdel fipronil
aningunadelascinco concentracionesen comparacion
al control. A 96 h, 168 h'y 264 h de exposicién se obser-
v0 alaconcentracion mas bajade 0,32 ug-L™ del fipro-
nil efectossignificativosen comparacionconel control.
Desdelas 96 h hastalas 264 h de exposicion €l valor de
LOEC parad fipronil fue la concentracion més baja.
Las CE,s y sus limites inferior y superior fueron
aumentando su toxicidad desde las 96 h hastalas 264 h
de exposicion (Tablal). Deigual laTE,, fue disminu-
yendo a medida que incrementé la concentracion del
fipronil enel agua(Tablal). Enel control seobservéun
desenvolvimientodelasovasdel || estadiode O. mykiss
en 11 dias de exposicién hastainclusivelos estadios de
desarrollodel V al V1. Se puede observar amedidaque
aumenta la concentracion del fipronil unadisminucién
y retraso en €l porcentajede ovasque pasaron alosesta-
diosllly 1V (Tabla2). Desdelaconcentracion masbaja
de0,32 ug-L ™ defipronil ningunaovade O. mykiss paso
al estadio V de desarrollo alos 11 dias de exposicion.

11



Biotempo 2010, Volumen 10, 9-14

Tabla 1. Efecto del fipronil (ug.L") en el porcentaje del destruccion de las ovas y eliminacion del vitelo

de O. mykiss a 4 diferentes periodos de exposicion.

ug-L* 48 h 96 h 168 h 264h  TEsh

Control Oa Oa Oa Oa ND

0,32 Oa 20b 20,3b 44b 388

1,6 Oa 26,6b 26,9b 52bc 294

8 Oa 33,3bc 46,8¢ 60c 184

40 Oa 46,6¢ 53,5c 84d 118

200 Oa 53,3c 60,1c 84d 97
CEso (ug-L™) ND 105,6 29,8 0,97
Limite inferior (ug-L™) ND 41,8 7.1 0,38
Limite superior (ug-L™) ND 511 123 1,88
LOEC (ug-L™) ND 0,32 0,32 0,32

ND = no determinado.

Tabla 2. Efecto del fipronil (ug-L") sobre el desenvolvimiento de las ovas y embriones de O. mykiss a los
11 dias de exposicion. Se muestran los datos con ajuste en el control y en valores porcentuales.

ug L™ destruidos I W V VI VII
Control 0 27,5 17,5 5 2,5 10
0,32 44 32 24 0 0 0

1,6 52 32 16 0 0 0

8 60 0 40 0 0 0

40 84 16 0 0 0 0

200 84 16 0 0 0 0

Il al VII = estadios de desarrollo del desenvolvimiento de los embriones de O

mykiss.

Finalmente a partir de la concentracion de 40 ug-L™ de
fipronil ninguna ova paso a |V estadio de desarrollo
(Tabla2).

DISCUSION

En € presente trabajo desde 0,32 ug-L™ de fipronil se
observé efectos sobre e desenvolvimiento de los
embrionesal no pasar del estadio l11 al estadioV en O.
mykiss. Latoxicidad del fipronil a pecesy otros verte-
brados no esta bien caracterizada, y especialmente en
los estadi ostempranosde desarroll o no esta bien enten-
dida(Stehretal., 2006).

Deigual formase han encontrado efectosdel fipronil en

larespuestamotora, en ladegeneracion delanotocorda,
en el acortamiento delalongitud corporal y enlamorfo-
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logiaanormal delasfibras muscularesen losembriones
del pez zebra[Danio rerio (Hamilton, 1822)] a concen-
traciones de 333 y 500 ug-L™. Estas concentraciones
son més de 1000 veces mas altas que la concentracion
encontradade LOEC de 0,32 ug-L™ del presente estudio
(Stehr et al., 2006). En Lepomis macrochirus Rafines-
que, 1819, Cyprinodon variegatus Lacepéde, 1803 y
Oryzias latipes (Temminck & Schlegel, 1846) se han
obtenido valores de CL.s de 83, 130y 94,2 ug-L™ de
fipronil, respectivamente (Konwick et a., 2005; Nillos
et a., 2010). Connelly (2001) sefidaque O. mykiss pre-
senta un valor crénico de NOECy LOEC de 6,6 y 15
ug-L™, dentro del rango delosresultados obtenidosen el
presente estudio (Tabla 1). Se han observado efectos de
100% y 78% de mortalidad larvaria de O. mykiss a 60
dias de eclosionados de | os huevos aconcentraciones de
60ug-L"y26ug-L™ defipronil (HSE, 1999). A 26 ug-L™
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se encontrd perdidas de equilibrio a 60 dias de post-
eclosion.

Otros estudios en invertebrados han mostrado efectos
del fipronil en lareproduccion del copépodo estuarino
Amphiascus tenuiremis (Brady & Robertson, 1875) en
un 94%a0,42 ug-L™ conunincremento enlasinfertili-
dad del macho y en la toxicidad subletal de Daphnia
pulex DeGeer 1877 (Crustacea: Cladocera) de16ug-L
'(Walseet al., 2004; Stark & Vargas, 2005).

Los resultados muestran que el fipronil desde la con-
centracion mas bajade 0,32 ug-L * produceun el retraso
en el desenvolvimiento delosembrionesde O. mykiss a
las 11 dias de exposicién. Deigual formaalas 96 h de
exposicion yase observan diferencias estadisticamente
significativas entre el control y la concentracién mas
bajadel fipronil. Alos1ldiasdeexposicione valor de
CE,, resulto ser sumamente téxico en comparacion a
otras especies acudticas ensayadas (Konwick et al.,
2005; Bringolf et al., 2007).

Aunque en el Perti no se tienen registros de concentra-
cionesdefipronil en el ambiente. USEPA paralosEsta-
dos Unidos sefida valores del fipronil en agua de 1,7
ug.L™ cuando se emplea para el control de hormigas
(Konwikc et al., 2005). Teniendo en consideracion esta
concentracién determinada, los valores de CE,, y de
LOEC dél fipronil a 11 dias de exposicién sefialan un
riesgo parael desenvolvimiento de losembrionesdela
trucha, pues los valores de toxicidad subletal es obteni-
dos en este trabajo fueron menores que las concentra-
ciones ambientales registrados en la literatura. Se
requi ereinvestigacionadicional paradeterminar el ries-
go en el ambiente acuatico de otras formulaciones de
fipronil y la evaluacion ecotoxicol égica en peces nati-
vosdel Per(.

CONCLUSIONES

Al Sr. Isaac Turcke y a Srta. Thalia Bocanegra por su
colaboracion en el mantenimiento de O. mykiss bajo
condicionesdelaboratorio.
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