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RESUMEN

Musculo y visceras (branquias-higado) del pezprochilodus lineatusse obtuvieron de cuatro sitios del curso bajo del rio Salado y
un sitio del rio Santa Fe cerca de su confluencia con el rio Salado de Santa Fe (Argentina) entre diciembre de 2021 y febrero de
2022. También se obtuvieron muestras de sedimentos de los mismos sitios. Todas las muestras se analizaron en busca de
residuos de plaguicidas siguiendo el método QUEChERS para cuantificar 136 compuestos mediante UHPLC-ESI-MS/MS y GC-EI-
MS/MS. En general, el tejido del musculo de los peces mostré concentraciones muy altas (concentraciones maximas
detectadas) del insecticida cipermetrina (204 pg/kg), herbicidas polares (glifosato; 187 pg/kg y su producto de degradacion
(acido aminometilfosfonico) AMPA; 3116 pg/kg, y glufosinato de amonio, 677 pg/kg), y el fungicida piraclostrobina (50 pg/kg).
En muestras de visceras, valores elevados de cipermetrina (506 pg/kg), clorpirifos (78 pg/kg), y lambdacihalotrina (73 pg/kg)
fueron los principales plaguicidas encontrados. Las concentraciones medias de residuos detectadas entre los sitios no fueron
significativamente diferentes ni en el musculo ni en las visceras deP. lineatusen la mayoria de los casos. Excepcionalmente, el
sitio de estudio mas al sur del rio Bajo Salado mostré diferencias significativas en la concentracién de residuos encontrados en
el musculo, debido a las altas concentraciones de glifosato y glufosinateamonio (KW = 11.879 y KW = 13.013, respectivamente,

PAG<0,05). Otro sitio del norte del rio Bajo Salado mostré una concentracion significativamente mayor de AMPA en las
visceras de los peces que en el resto de los sitios estudiados (KW = 12.86 PAG<0,05). Algunas muestras de sedimentos
mostraron niveles bajos de herbicidas como glifosato (24 pg/kg) y fungicidas. Sin embargo, los niveles mas altos del mundo de
herbicidas polares se registraron en el musculo de los peces. Los resultados de este estudio resaltan la necesidad de un
monitoreo periédico debido a la alta concentracion de plaguicidas y su potencial riesgo en un pez comercial de agua dulce
muy importante de Argentina, que se consume localmente y se exporta a otros paises para consumo humano.

1. Introduccién

Las principales cuencas fluviales de América del Sur son adyacentes a areas
agricolas que presentan altas concentraciones de pesticidas (Climent et al., 2018).
El uso de organismos genéticamente modificados depende de un amplio espectro
de plaguicidas (Rama, 2017). Por ejemplo, el uso del herbicida glifosato aumenté
desde la década de 1990, lo que aumenta el riesgo ambiental, para la vida silvestre
y para los seres humanos debido a exposiciones crénicas (p. ej., Lajmanovich et al.,
2010;Gandhietal., 2021;Cuzziol Boccioni et al., 2022). La aplicacién de herbicidas a
gran escala amenaza la provision de bienes y servicios ecosistémicos, asi como la
biodiversidad (Sharma et al., 2019). La contaminacién por agroquimicos es ahora
un problema global, sin embargo el 95 % de los cultivos transgénicos se produce
en China, Estados Unidos, Canada,

Brasil y Argentina. Argentina es el tercer pais con mayor nimero de
organismos genéticamente modificados y uso de tecnologias
transgénicas que se proyectan casi saturadas (Pengue, 2005). La
agricultura extensiva de cultivos de soja, maiz y trigo modificados
genéticamente y dependientes de plaguicidas predomina en gran
medida en la regién pampeana de Argentina (Ferraro et al., 2020).

Los plaguicidas se acumulan en los sedimentos y el agua de los rios y se
bioacumulan en organismos acuaticos como los peces (p.Abrantes et al.,
2010;Akan et al., 2014;Akoto et al., 2016;Shalaby et al., 2018). Su persistencia
depende de propiedades fisicoquimicas y también de las condiciones
climaticas y niveles hidrolégicos (Palikhe, 2007). Se ha demostrado que el
aumento de las concentraciones de plaguicidas en agua y sedimentos en el
curso bajo de un rio, donde las precipitaciones estacionales juegan un
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papel clave en el transporte de plaguicidas y otros compuestos (Nguyen et al.,
2019). Asimismo, los escurrimientos de pesticidas de las areas agricolas aumentan
durante la estacion seca en el curso bajo de los rios (Kishimba et al., 2004).

El curso bajo de la cuenca del rio Salado (afluente del rio Paranad)
atraviesa regiones con diferentes usos del suelo y recibe altos efluentes de
desechos agricolas, industriales y domésticos. La agricultura es la principal
actividad antropica y estd dominada por los cultivos transgénicos de soja,
trigo, maiz, girasol y sorgo (Gagneten et al., 2007). Los datos sobre la
presencia de plaguicidas en sedimentos y aguas del curso bajo del rio Salado
en la Provincia de Santa Fe son escasos. Lajmanovich et al. (2021)reportaron
glifosato (20-60 pg/kg) de sedimentos en dos localidades (ciudades de
Esperanza y Santo Tomé) en la mas cercana a este rio. Una investigacién
reciente detecto treinta pesticidas en todas las muestras de aguay
sedimentos del rio Salado Inferior, principalmente glifosato y AMPA con
concentraciones mas altas en la ciudad de Santo Tomé (Peluso et al., 2022).
La presencia de plaguicidas en peces de estas regiones agroindustriales de
Argentina en la cuenca del rio Salado no esta bien documentada. Sin
embargo, hay hallazgos de pesticidas en peces de otras regiones agricolas
riberefias circundantes (por ejemplo,Fanton et al., 2021;Brodeur et al., 2017,
2021).

prochilodus lineatus(Valenciennes 1847) (comUnmente conocido como
“sabalo”) es un pez nativo neotropical de amplia distribucion que se extiende
hasta las cuencas de los rios Parana-Paraguay y Paraiba do Sul en América
del Sur (Bonetto et al., 1971, 1981). Esta especie tiene una amplia
distribucion en la cuenca del Plata (rios Paraguay, Bermejo, Salado, Parana,
Uruguay, Rio de la Plata). Realiza largas migraciones redfilas y sustenta una
importante subsistencia debido a las bajas calidades de los ambientes
acuaticos y la pesca comercial (Baigun et al., 2013). Sus peces adultos son un
pez detritivoro dominante que esta crénicamente expuesto a contaminantes
como pesticidas tanto en el agua como en los sedimentos. Por ello,
diferentes autores consideran a esta especie apta para el seguimiento
ecotoxicolégico (Esperanza y Colombo, 2009). Por ejemplo, Cazenave et al.
(2009)evaluaron los cambios en la calidad del agua del rio Salado utilizando
las respuestas de multiples biomarcadores (por ejemplo, enzimas
antioxidantes de desintoxicacion y peroxidacién lipidica en higado,
branquias y riiidn) en los pecesP. lineatus.

La calidad ambiental del curso bajo del rio Salado disminuy6 en la Ultima
década, produciendo episodios de muerte masiva de peces en los que se incluyen
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principalmenteP. lineatus(Lajmanovich et al., 2021). Aunque esta especie de pez es
una de las principales fuentes de alimento de los habitantes riberefios y es un
nivel importante en la red trofica acuatica, su salud no se controla (p. €j.,
bioacumulacién potencial, intoxicacion) como en otros peces comerciales
comunes (p. ej.,Ikpesu, 2015;Eissa et al., 2020). Debido a la amplia evidencia de la
presencia de pesticidas en los tejidos de los peces comestibles, las agencias
reguladoras deben abordar con urgencia los problemas de seguridad alimentaria (
Pérez-Parada et al., 2018). Sin embargo,Lenardon y Enrique (1998)en el muestreo
estacional deP. lineatusen el medio rio Parana y el lago somero Setubal
detectando pesticidas organoclorados (p. €j., heptacloro,clordano, dieldrin y DDT)
en su tejido graso. Asimismo,Esperanza et al. (2012)también determinaron
pesticidas organoclorados similares (valor maximo; 3,6 pg/kg) en muestras de
musculo recolectadas en el rio Parana.

El objetivo de este estudio fue evaluar la presencia de plaguicidas en
muestras de sedimentos y tejidos deP. lineatusdurante un periodo estival en
diferentes sitios del curso bajo de la cuenca del rio Salado en Argentina. Esta
especie es abundante en el drea de estudio, rasgo poblacional que permite
la comparacion entre diferentes sitios puntuales. El periodo estudiado
coincidié con un extraordinario agotamiento del nivel de este rio.

2. Materiales y métodos

21. Sitios de estudio

Se recolectaron muestras de sedimentos en el centro este de la provincia
de Santa Fe en cuatro sitios a lo largo del curso bajo del rio Salado y un sitio
ubicado en el rio Santa Fe cerca de su confluencia con el rio Salado (Figura 1
), durante diciembre de 2021 a febrero de 2022. Los sedimentos superficiales
de este rio varian entre arena limosa fina y limo arenoso grueso, con un
valor medio aproximado de 4 @ (Iriondo y Kréhling, 2007). Los primeros
cuatro sitios se distribuyen en el rio Salado y fueron el Sitio 1 (S1: “Puente
cerca de la ciudad de San Justo”, 30°44'44.4"S 60°37'19.2"W), Sitio 2 (S2:
“Costa riberefia de Villa Georgina” cerca de la ciudad de Esperanza; 31°26°
47.1" 60°47°04.5"W), Sitio 3 (S3: “Costa campestre Los Molinos” cerca de la
ciudad de Santa Fe; 31°33'00"S 60°45'56,8"W), Sitio 4 (S4: Playa Municipal de
la ciudad de Santo Tomé; 31°39'24"S 60°45'19.8"W). El Sitio 5 (S5: rio Santa Fe
cerca de su confluencia con el rio Salado; 31°41'02.5"S 60°44'35,0"W). La
distancia lineal entre el primer y Ultimo sitio de estudio

»

San Justo

SANTA FE
PROVINCE

Figura 1.El muestreo se sittia en torno al curso bajo de la cuenca del rio Salado. Sitios: S1: “Puente cerca de la ciudad de San Justo”, S2: “Costa del rio Villa Georgina”, S3: “Costa del pais

de Los Molinos”, S4: “Playa Municipal de la ciudad de Tomé”, y S5: “Rio Santa Fe cerca de su confluencia con el rio Salado”; con detalle de las costas riberefias (a) y ubicacion de los

pescadores artesanales donde se obtenia el pescado fresco en estos sitios (b).
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(S1y S5) estaba cerca de los 100 km. Se recogieron sedimentos enteros (2
kg) segunASTM (2014)en recipientes de plastico. Antes de su uso, los
recipientes se lavaron con HCl al 10 % y acetona, se enjuagaron con agua
desionizada y se almacenaron a 4 °C en oscuridad. Es importante sefialar
que el rio Salado experimentd un secado muy importante en la ultima
década (datos disponibles enhttp://fich.unl.edu.ar/cim/rios/historico/6).

2.2. muestras de tejido de pescado

Para el andlisis de residuos de pesticidas, un total denorte=16 pescados
frescosP. lineatus(norte=13 mujeres ynorte=3 machos; 3-4 para cada zona de
sitios de estudio) (longitud media = 42,5 + 3,35 cm y peso = 1174 + 562 g) se
compraron a pescadores locales ubicados en los mismos cinco sitios de muestreo
donde se recolectaron los sedimentos (S1-S5). Es importante sefialar que estos
peces estaban a la venta para el consumo humano. Los individuos de peces fueron
validados taxonémicamente de acuerdo con caracteres morfométricos y
morfologicos (Almiron et al., 2015). En condiciones asépticas de laboratorio, un 64
cmade musculo (M), que se obtuvo del lado lateral derecho, y el grupo de visceras
(V; consistia en branquias + higado) se diseccionaron de cada pez y se
almacenaron a -80 ° C hasta que se realizaron los analisis de pesticidas. Todas las
muestras biolégicas se obtuvieron de acuerdo con las guias de referencia para la
investigacidn con animales de laboratorio, silvestres y de granja del Consejo
Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas de Argentina (CONICET, 2005).

2.3. Determinacién de residuos de plaguicidas

Un total denorte=Se analizaron 136 compuestos en sedimentos y tejidos
de peces siguiendo los métodos QUEChERS descritos enFanton et al. (2021).
Brevemente, el procedimiento de derivatizacion se realizé previo al analisis
instrumental para glifosato, AMPA y glufosinato (Demonte et al., 2018),
mientras que para otros plaguicidas se extrajeron con acetonitrilo, cuyos
extractos se limpiaron mediante extraccion dispersiva en fase soélida. Para la
determinacion de residuos de plaguicidas se utilizaron sistemas UPLC-MS/
MS (Ultra High Performance Liquid Chromatograph-Triple Quadrupole Mass
Spectrometer) y GC-MS/MS (Gas Chromatograph-Triple Quadrupole Mass
Spectrometer). Estas metodologias fueron certificadas como recomendadas
por la guia de la Comision Europea sobre reguladores de control de calidad
de laboratorio y técnicas de validacion de métodos analiticos para andlisis de
residuos de agroquimicos (SANTA, 2021). Después de la optimizacion de la
metodologia, se llevé a cabo la validacién completa siguiendoSANTA, 2021.
La Sensibilidad/Linealidad se realizé segun determinaciones analiticas
previas (Fanton et al., 2021). Por efecto matriz, se inyectaron curvas de
calibracion de cinco niveles en el extracto de matriz para verificar la
linealidad y cuantificar las muestras. Para la recuperacion, se evaluaron dos
niveles de concentracién (5 y 50 pg/kg) por quintuplicado para demostrar
que el método es adecuado para el andlisis cuantitativo. Los resultados se
incluyeron en Datos complementarios (Tablas S7 y S8). Para algunos
compuestos con niveles mas bajos (indicados como nr en las tablas), la
respuesta no coincidié con los criterios de SANTE (REC bajo o RSDr alto).
Compuestos que no coincidieron con la recomendacion de SANTE (REC = 70-
120 %, con una repetibilidad asociada RSDr<20 % o REC = 30-140 % con RSD

<20 %) tienen valores cercanos a estos. Para estos compuestos, en caso de
muestras positivas, se debe mejorar el rendimiento del método.

El limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) se determinaron
en base a tres y seis veces la SD promedio de las seis réplicas en blanco para cada
compuesto/matriz, respectivamente. Luego se determinaron experimentalmente
los LOQ analizando muestras en blanco enriquecidas a las siguientes
concentraciones: 0.5, 1,2, 5, 10, 20 y 50 mg kg-1. El nivel mas bajo para verificar
que los iones analiticos cumplen con los ajustes de abundancias relativas para alta
veracidad y precision se establecié como LOQ (datos complementarios. Tablas S9y
S10). Este ensayo se realizo por triplicado
porque el alto consumo estandar. Para detalles de la metodologia, ver
Material suplementario(Tablas S1-S11). Los datos entre el LOD y el LOQ
inferior se consideraron como LOQ/2 (USEPA, 2022). Asi, todos los pesticidas
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El analisis quimico de los cidas se realizé bajo aprobacion del comité
institucional Laboratorios Reglamento de Seguridad y Salud Ambiental-
Facultad de Ingenieria Quimica (Resolucién 487/01) y Plan de
Autoproteccion-Facultad de Ingenieria Quimica (Resoluciéon 189/18).

2.4. Anélisis de los datos

La concentraciéon de pesticida se expres6 en pg/k de sedimento o tejido segun
el tipo de muestra. Se estimé el promedio y la desviacion estandar (+) del nimero
de pesticidas detectados por sitio. Se estimé la frecuencia de deteccion (FD) para
cada plaguicida (% de sitios donde se detectd del nimero total de sitios). Se utilizd
la prueba de Kolmogorov-Smirnov para verificar la normalidad de las
distribuciones de las variables de concentracion de plaguicidas. La diferencia entre
la concentracion de plaguicidas de las muestras de tejido (para peces con una
presencia simultdnea >85 %) se analizé utilizando Mann-Whitneytuprueba. Se
realiz6 un diagrama de cajas que muestra el numero de plaguicidas por sitio. Los
residuos de plaguicidas se clasificaron considerando la concentraciéon media de
cada compuesto respecto a la mediana de la concentracion media y el LD,
siguiendoErnst et al. (2018): la media de los residuos encontrados por encima de
los valores medianos de la concentracion media y el DF fueron “dominantes”;
aquellos con una concentracion media superior a la mediana de la concentracion
media pero un DF inferior al valor de la mediana fueron "ocasionales", y aquellos
con una concentracion media baja y un DF bajo como "raros". Las diferencias de
concentraciones de pesticidas entre los sitios de muestreo se probaron con una
prueba no paramétrica unidireccional (Kruskal-Wallis) y una prueba de
comparacion multiple post hoc de Dunn. Todas las pruebas estadisticas fueron
analizadas utilizando el software Bio-Estat 5.0 (Ayres et al., 2008). un valor dePAG<
0,05 se consider¢ significativo.

3. Resultados

En todos los sitios estudiados, se detectaron pesticidas en muestras de
sedimentos (tabla 1). Principalmente se detectaron residuos de herbicidas en los
sitios S3 y S4. Las concentraciones detectadas de glifosato y AMPA (valores mas
altos en S4), indican una tendencia de gradiente de contaminacién norte-sur, que
es la direccion del curso de este rio. En contraste, el Sitio 5 (rio Santa Fe cerca de
su confluencia con el rio Salado) no presenta rastros de contaminacion en sus
sedimentos.

Los resultados analiticos de 16 muestras de peces se muestran enTabla 2.
Todos los peces tenian multiples residuos de plaguicidas (4 herbicidas y un
producto de degradacion, 3 insecticidas y 1 fungicida) en sus musculos y visceras.
El herbicida glifosato y AMPA fueron frecuentemente (DF 100 %) de-

tabla 1

Resumen de residuos de plaguicidas detectados en muestras de sedimentos
(expresados como pg/kg de sedimento) del area de estudio del curso bajo del rio
Salado y su confluencia con el rio Santa Fe (S1-S5). ND (no detectado). LODy LOQ
verMaterial suplementario(Tablas S4-S5). Datos entre el LOD y el LOQ inferior
como LOQ/2. Para cada pesticida, se dan los valores absolutos y medios para cada
sitio, la desviacién estédndar y la frecuencia de deteccion (% de sitios donde se
detectd del numero total de sitios) para los sitios muestreados en el rio Salado.

Compuestos Sitios de muestra Rio Salado Inferior
seccion muestreada (S1-S4)
S1 S2 S3 S4 S5 Media + DE %DF

herbicidas

metolacloro <LOQ 12 <LOQ <LOQ ND 6,75 + 3,5 <LOQ 100
prometrina suors oz nonre <LOQ oaxors et nowre oncora o1 293 & 2,88 50
glifosato oweonoenowe <LOQ 13 24 owornoe 135 + 10,47 75
AMPA saxor oec vore osvore oewowre <LOQ 20 onorn 026025 + 9,46 50
Fungicida

azoxistrobina onxora e worre SLOQY oacorn oew nerre oaxorn oet woare owxora o1 4g25 % 2,5 25
Total de 1 4 4 3 oaor oL NoRTE

compuestos

detectado por
sitio
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Tabla 2
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Resumen de residuos de plaguicidas detectados en musculo (M) y visceras (V) de pescado (prochilodus lineatus) (expresado como pg/kg de tejido) de cinco sitios del curso
bajo del rio Salado y el rio Santa Fe cerca de su confluencia con el rio Salado (S1-S5). Los valores se dan como media * desviacion estandar (DE) y valor maximo registrado
(entre paréntesis) del total de peces muestreados en cada sitio. Los nimeros en negrita indican el valor maximo registrado de cada plaguicida del total de muestras
analizadas. ND (no detectado). LOD y LOQ verMaterial suplementario(Tablas S5-S6). Datos entre el LOD y el LOQ inferior como LOQ/2. Para cada plaguicida, se dan los
valores para cada sitio, asi como la media + SD y la frecuencia de deteccion (DF) (% de sitios donde se detecté del nimero total de sitios) tanto para el curso bajo del rio
Salado muestreado (S1-S4 , excepto S5) y el total de los sitios muestreados (S1-S5). La clasificacion en cuatro clases se hizo siguiendo Ernst et al. (2018)considerando la
concentracion media de cada plaguicida respecto a la mediana de la concentracion media y el LD.

Compuesto Sitios de muestra Rio Salado Inferior Seccion total muestreada Clasificacion
seccion muestreada (S1-S4) (S1-S5)
S1 S2 S3 S4 S5 Media + DE DF Media + DE DF
norte = 3 norte=4 norte=3 norte = 3 norte = 3 (%) (%)
Insecticidas
cipermetrina wro 8,25 +9,60 62,75 + 94,92 5,33+9,23 oAKOTA DEL NoRTE oAKOTA DEL NoRTE 21,69 £ 55,63 38,46 17,62 £ 50,52 31.25 Ocasional
(15) (204) (decistis
vV 18+31,17 182,5 + 235,74 66,33 +77,82 SAKOTA DEL NORTE 10+£17,32 73,53 + 144,45 46,15 61,62 + 131,87 43.75 Dominante
(54) (506) (152) (30)
clorpirifos wro 6+ 6,55 18,5 +24,47 1,66 £ 2,88 oRKoTA EL NORTE oRKoTA L NORTE 7,46 + 14,89 46,15 6,06 + 13,65 37.5 Ocasional
(13) (54) (<LOQ)
V 6+10,39 34,5+ 33,07 8,66 £ 7,57 OAKOTA DEL NORTE oaKor DEL NoRTE 14,31 £ 22,65 53,84 11,37 £ 21,033 43.75 Dominante
(18) (78) (14)
lambda- wo 1,66 £ 2,88 16,25 + 25,94 1,66 £ 2,88 SAKOTA DEL NORTE DAKOTA DEL NORTE 5,77 £ 14,98 38,46 4,68 + 13,60 31.25 Dominante
cihalotrina (<LOQ) (<LOQ) (<LOQ)
V 416,92 31,75+ 35,22 9,33+ 12,09 SAKOTA DEL NORTE SAKOTA DEL NORTE 12,84 + 22,93 46,1510,43 + 21,15 43.75 Dominante
(12) (73) (23)
herbicidas
metolacloro VETRO 9AKOTA DEL NORTE oAKOTA DEL NoRTE 13,33 £ 23,09 oAKOTA DEL NoRTE OAKOTA DEL NORTE 3.076 + 11.09 7692510 6.25 Ocasional
(40)
V' oaomoeLnorte oakoTA L NoRTE 7,33+£12,7 OAKOTA DEL NORTE OAKOTA DEL NORTE 1.692 + 6.102 7,69137+55 6.25 Ocasional
(22)
Prometerina VETRO 0AKOTA DEL HoATE 21+28,35 5,33+9,24 OAKOTA DEL NORTE oAKOTA DEL NoRTE 7.692 £ 17.47 23.07 6,25+ 15,93 18.75 Ocasional
(60) -
V 10+17,32 5+10 5,33+9,24 oAKOTA DEL NoRTE oAKOTA DEL NoRTE 5.076 £ 10.08 23.07 4,125+9,25 18.75 Raro
(30) (20) aaseis)
glifosato wmo 6,66 * 2,88 5+0 5+0 91+84 3,33+2,89 25.23+ 50,83 100 21,12 +46,32 93.75 Dominante
(10) (<LOQ) (<LOQ) (187) (<LOQ)
V 50 3,75+25 3,33 +2,89 5+0 1,66 + 2,89 4,23 +1,88 84,613,75+2,23 75 Dominante
(<LOQ) (<LOQ) (<LOQ) (<LOQ) (<LOQ)
AMPA wro 723,6 = 312,67 1692,7 + 1052,3 882,33 + 94,36 555,6 + 143,60 920 + 534,56 1019,7 £ 727,8 100 1001 £ 680,8 100 Dominante
(1075) (3116) (990) (721) (1537)
V 212+79 1463,2 + 369 662,33 + 393,2 238,66 + 66,36 145,33+ 78,5 707,07 £611,5 100  601,7 £592,7 100 Dominante
(303) (2019) (1115) (298) (224)
glufosinato VETRO 0AKOTA DEL NORTE 1,25+25 1,66 + 2,89 292,6 + 333,04 6,66 + 2,89 68,31 + 186,68 38.46 56,75 £ 168,21 50 Dominante
amonio (<LOQ) (<LOQ) (677) (10)
V' oacomoeLnorte OAKOTA DEL NORTE DAKOTA DEL NORTE 34 £ 29,51 OAKOTA DEL NORTE 7.846 + 19.17 15,38 6,375 + 17,43 12.5 Ocasional
(53)
Fungicida
piraclostrobina o 8,66 + 15,01 6,5+ 13 32+12,49 9,33+ 16,16 16,66 + 28,87 13,53 + 16,17 46,15 14,125 + 17,94 43.75 Dominante
(26) (26) (42) (28) (50)
V' oacomoeLnorre OAKOTA DEL NORTE DAKOTA DEL NORTE DAKOTA DEL NORTE 13,33 £ 23,09  ouommost nowre DN 2510 6.25 Ocasional
(40)
Rango de totales 4-6 4-7 4-8 34 5
n? de
compuesto
en total el

cuerpo de pescado

plaguicidas detectados en ambos tejidos en el total de tramos de rio muestreados.
Asimismo, se detect6 el fungicida piraclostrobina en el 100 % de las muestras de
musculo. Los insecticidas piretroides (cipermetrina y lambda-cihalotrina) se
encontraron en el 43,75 % de las muestras de visceras de peces de todos los sitios
estudiados. Los peces presentaron diferentes pesticidas en sus cuerpos que
alcanzaron un maximo de ocho y un minimo de tres pesticidas. De acuerdo con los
valores medios y la mediana de concentracion y LD, la lambda-cihalotrina y el
glifosato (y AMPA) fueron dominantes en ambos tipos de tejidos. En musculo, el
glufosinato de amonio y la piraclostrobina también fueron dominantes mientras
que el resto de residuos detectados fueron ocasionales. En visceras, los
insecticidas cipermetrina y clorpirifos también fueron dominantes, la prometrina
raray el resto ocasional.

La diferencia en la concentracion de glifosato y AMPA (solo dos
representados simultdneamente en ambos tejidos en >85 % de los peces

muestras) fue estadisticamente significativa (pag<0,05) y mostré una tendencia al
aumento en el tejido muscular (Figura 2).

La lista de plaguicidas detectados en musculo y visceras deP. lineatus se
mostraron muestras enFig. 3. La comparacion de cada residuo en musculo
de peces entre los sitios de estudio mostro significativa en S4, que presenta
las mayores concentraciones de glifosato y glufosinato-amonio (KW = 11.879
y KW = 13.013, respectivamente,PAG<0,05). La comparacion de residuos en
visceras de peces mostro diferencias significativas en S2 con respecto a la
concentracion de AMPA, la cual fue mayor que en el resto de sitios (KW =
12.86 P < 0.05). Para el resto de residuos de plaguicidas, no se encontraron
diferencias significativas ni en musculo ni en visceras entre las
concentraciones detectadas entre sitios.
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Figura 2.Comparacién de diferencias significativas (Mann-Whitneytu prueba; *PAG<0,05, **PAG<0.05) de concentraciones de glifosato y AMPA encontradas en musculos y visceras en
prochilodus lineatus muestras del curso bajo del rio Salado y rio Santa Fe cerca de su confluencia con el rio Salado (>85 % por ciento del total de peces muestreados). Los gréficos de

barras mostraron la media + DE.

4. Discusién

El muestreo de campo deP. lineatusestudiados (13 machos y 3 hembras)
reforzo la tendencia general de la poblacién sexual que incluye una gran
proporcién de hembras segun lo observado porPlaza (2021)de la cuenca del rio
Parana. De manera similar, los tamafios promedio (media de 42,5 cm) obtenidos
aqui indican que los individuos muestreados tenian una talla a la edad de 4 afios (
Morgan et al., 2007) que esta de acuerdo con estudios previos en la planicie de
inundacién del Paranéa paraP. lineatuspoblaciones y una progresién modal de los
tamanfos (de Santana y Minte-Vera, 2017).

Recientemente,Lajmanovich et al. (2021)registraron 2,4-D (20 pg/kg) y
clorpirifos (30-80 pg/kg) en visceras deP. lineatusdurante un evento de
mortalidad masiva de peces en el rio Salado. Otros autores, detectaron
varios plaguicidas en una especie cogenérica,P. costatus,que contenia 17
residuos de pesticidas diferentes en el musculo, estanque de visceras de
Brasil (rio Sdo Francisco) (Oliveira et al., 2015). Los insecticidas eran
organofosforados (es decir, clorpirifos, diazinon, diclorvos), fungicidas (es
decir, carbendazim, benalaxil, piraclostrobina) y solo dos herbicidas (piridato
y fluasifop p-butilo). En este estudio, los pesticidas fueron mas altos que el
LOD pero mas bajos que el LOQ. Ademas, enP. lineatusdel rio Rio Negro
(Uruguay), que se encuentra préximo a agroecosistemas con cultivos
intensivos de soja transgénica, asi como de produccidn de maiz, trigo y
sorgo, concentraciones de residuos de multiples plaguicidas (insecticidas,
herbicidas y fungicidas) con un promedio de 10 pg/kg con se encontr6 un
valor maximo de 194 ug/kg para clorpirifos (Ernst et al., 2018). Asimismo, en
nuestro estudio se encontraron en musculo y visceras un total de 9
plaguicidas, principalmente herbicidas (organofosforados, cloroacetamidas y
triazinas), insecticidas (piretroides y organofosforados) y un fungicida
(estrobilurinas). En el presente estudio, la concentracién media de clorpirifos
enP. lineatusmusculo en la seccién muestreada del rio Salado Inferior fue de
14.31 pg/kg, mientras que para cipermetrina fue de 73.53 pg/kg y para
AMPA de 1019.7 pg/kg. Los plaguicidas dominantes estan representados por
un grupo con FD alta y concentracion media que representan los principales
usos agricolas para el control de malezas en la regién estudiada
fundamentalmente herbicidas (p. €j., glifosato mas AMPA y glufosinato de
amonio), asi como insecticidas (p. €j., cipermetrina) y fungicidas
(piraclostrobina). De la misma manera, ocasionales y raras

sustancias (otros herbicidas) son poco frecuentes. Este es el primer estudio que
alerta sobre la presién combinada de la presencia de pesticidas aprobados para
agricultura en P. lineatuslo que indica una exposicion regular a mdltiples
sustancias en concentraciones con valores medios altos y rangos superiores
extremos. De acuerdo con Ernst et al. (2018)especies de peces migratorios (p. ej.,P.
lineatus) acumulan plaguicidas en diferentes exposiciones espacio-temporales a lo
largo de su vida.

Inesperadamente, los resultados de nuestro estudio determinaron concentraciones
maximas muy altas de herbicidas polares, principalmente glifosato y sus productos de
degradacion (AMPA), y glufosinato de amonio en tejido muscular de peces que los
registrados para peces de agua dulce en otros estudios a nivel mundial. La propiedad
polary la alta solubilidad en agua del glifosato, AMPA y glufosinato hacen que la
determinacion sea problematica, principalmente a niveles de residuos (Chamkasem et al.,
2015). Ademas, en nuestro estudio se encontraron altas concentraciones de cipermetrina
(506 pg/kg), clorpirifos (78 pg/kg) y lambdacialotrina (73 pg/kg) en las visceras. Estos
resultados indican que los peces bioacumulan multiples residuos de plaguicidas en sus
tejidos y en todo el cuerpo, lo que disminuye la salud y la supervivencia de los peces
cuando los individuos estan expuestos de forma crénica a la contaminacion del agua del
rio (Bacchetta et al., 2014). Ya queP. lineatuses consumido por otros vertebrados
acuaticos y humanos (Thanomsit et al., 2020), es necesario estudiar adecuadamente la
biomagnificacién y la bioacumulacién potenciales mediante el control simultdneo de los
residuos de plaguicidas en el agua, los sedimentos, los peces y otros organismos
acuaticos de la cadena alimentaria. El consumo cronico de dosis bajas de glifosato a
través de los residuos en los alimentos y el agua puede conducir a la metabolizacion del

glifosato con consecuencias nocivas para la salud humana (Swanson et al., 2016).

El uso masivo de agroquimicos en Argentina determin6 en 2017 un
consumo de 196.008,03 toneladas de plaguicidas, de las cuales el 93,7 % fue
glifosato;Gonzalo Mayoral et al., 2021. Este alto porcentaje se reflejé en
glifosato y AMPA, la deteccion frecuente en rios y humedales sumergidos o
en las tierras agricolas mas cercanas y la deteccion potencial en organismos
acuaticos como peces (p.Ronco et al., 2016; Castro Berman et al., 2018;Pérez
etal., 2021;Fantén et al., 2021;Mac Loughlin et al., 2022). En nuestro estudio,
los tejidos de peces de todos los sitios estudiados presentan glifosato y
AMPA que tenian concentraciones mayores de 187 pg/kgy 3116 pg/kg,
respectivamente, que las mencionadas anteriormente. Ademas, no hay
datos suficientes sobre la afinidad del glifosato y AMPA y
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Fig. 3.Lista de plaguicidas detectados en musculo y visceras deprochilodus lineatusmuestreado del curso bajo del rio Salado (Sitios S1-S4) y del rio Santa Fe cerca de su confluencia con el
rio Salado (Sitio 5, S5). Las diferencias significativas en la concentracion de cada plaguicida entre los sitios muestreados se indican con diferentes combinaciones de letras (prueba de

Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn,PAG<0,05).

tejidos animales Sin embargo, en nuestro estudio se determiné una mayor
concentracién en musculo para ambos compuestos (Gotti et al., 2022;0sesta y
Omoniyi, 2022).

A diferencia de,Kruger et al. (2014) no se determinaron diferencias de
concentraciéon de estos compuestos en 6rganos de vacas que incluyeron higado,
musculo, bazo y rifién. De la misma manera, no deja de ser muy interesante que
estos compuestos caracterizados por su alta polaridad, aparezcan de forma
impredecible en los tejidos animales, aspecto que aun no ha sido completamente
dilucidado (Bittermann et al., 2018).

Aunque el glifosato es el herbicida mas utilizado en el mundo, no hay
muchos datos disponibles sobre sus residuos de presencia en tejidos de
peces silvestres. Por ejemplo, Abrantes et al. (2010)determinaron
concentraciones bajas (<0,03 pg/kg) en tejidos de peces de un lago rodeado
de tierras agricolas en Portugal. Ademas, en los rios de Africa, Ogbeid et al.
(2015)yAikpo et al. (2017)concentraciones detectadas (0,86 pg/kgy 0,191 ug/
kg, respectivamente). Segun nuestros datos, la contaminacion

cion de P. lineatuspor glifosato y AMPA se generaliza en el bajo Salado.
Aunque los niveles de ambos residuos obtenidos en las muestras de
sedimentos no mostraron concentraciones muy altas en el curso bajo del rio
Salado. De manera similar, en muestras de agua recolectadas de 23 sitios
especificos de otros rios locales, los rios Parana y Paraguay, asi como sus
afluentes, se encontraron niveles detectables de glifosato (0.60 pg/L) en el
15 % de los sitios, mientras que niveles no detectables de AMPA Fue
reportado (Ronco et al., 2016). En cambio, en los agroecosistemas
argentinos,Sasal et al. (2017)reportaron que el glifosato en muestras de
agua entre 0.1 pg/L (4.7 % por encima de 240 pg/L) y 105 mg/L, segun los
periodos de muestreo.

Es importante sefialar que se sabe que el glifosato es una molécula polar
altamente soluble en agua (11,6 g/L, 25 °C), una vida media de 7 a 142 dias
que depende de la matriz rodeada y un acido poliprético conpKa, cuyos
valores oscilan entre <2y 5,6 (Annett et al., 2014). Estas tres caracteristicas
aumentan su toxicidad en medios acuaticos y facilitan su
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hacerse cargo del tiempo a través de biomembranas (Bonansea et al., 2017, Ehrl et
al., 2018), una posible explicacion de por qué los peces tenian altas
concentraciones. En este sentido, las altas concentraciones de pesticidas
encontradas en nuestras muestras podrian sugerir un riesgo de bioacumulacion.
En general, los plaguicidas con log Kow > 3 y semivida en el suelo > 30 dias es
probable que se bioacumulen en la biota acuatica (Andreu y Pico, 2012). Ademas,
el glifosato se aplica mezclado con varios tensioactivos (es decir,
polioxietikeneamina-POEA y alquilpolifosfato de amina).Giesy et al. (2000)informé
que el glifosato a base de herbicida Roundup® puede entrar en las
biomembranas, especificamente en las células branquiales de los peces y otros
organismos acuaticos, debido a la facilitacion del surfactante POEA. Ademas, el
uso excesivo y continuo no permite su degradacion natural, afectando los niveles
tréficos inferiores de las cadenas alimentarias acuaticas (Alvarado-Suarez et al.,
2022), como nuestro pez detritivoro estudiado (Saigo et al., 2015).

El segundo herbicida mas detectado en los dos rios muestreados en musculo
de pescado (50 % de las muestras) fue el glufosinato de amonio con
concentraciones altas (677 pg/kg). En los ultimos afios, este agroquimico es uno
de los herbicidas mas utilizados en cultivos transgénicos en muchos paises del
mundo (Geng et al., 2021) incluyendo Argentina (Lajmanovich et al., 2022). Dado
que el glufosinato de amonio es absorbido por la materia organica y la arcilla del
suelo, y es transportado a las aguas subterraneas y superficiales por la escorrentia
durante las lluvias, representa un alto riesgo para los ambientes acuaticos y
antropicos (Lin et al., 2012). Estudios recientes mostraron que la bioconcentracion
de glufosinato de amonio es claramente preferida, especialmente a bajas
concentraciones (Wang et al., 2022). Por el contrario, no se encontraron
referencias a residuos de glufosinato de amonio en organismos acuaticos. Sin
embargo, en el agua de los rios del noreste de ltalia, las concentraciones
promedio (0,10 pg/L) de glufosinato de amonio en el limite europeo es el nivel
superior tolerable para pesticidas (Masiol et al., 2018). Ademas, se detectaron
concentraciones significativas de glufosinato de amonio en mas del 60 % de los
tanques de reservorio de agua potable abiertos directamente expuestos al
ambiente de la granja en Argentina (Demonte et al., 2018). Asimismo,Thompson et
al. (2019)detect6 contaminacion por glufosinato de amonio en el 65 % de muestras
de miel hasta una concentracién maxima de 33,0 pg/kg del oeste de Canada. Al
igual que el herbicida glifosato y AMPA, nuestros datos son los primeros registros
de residuos de glufosinato de amonio para peces en América del Sur.

Ademas, se detectd el fungicida piraclostrobina (valor maximo de 50 pg/ kg)
enP. lineatusmusculo de todos los sitios estudiados. Esta estrobilurina es
ampliamente utilizada para producir efectos sobre la salud en los cultivos de soja
transgénica para aumentar su cosecha y productividad (Mahoney et al., 2015). Es
importante sefialar que este fungicida lipofilico es altamente téxico para los
organismos acuaticos, especialmente para los peces (Li et al., 2020, 2021). Cabe
sefialar que el uso extensivo e irrazonable de este fungicida ha provocado que un
exceso fluya al medio acuéatico a través del riego agricola y escorrentia superficial,
provocando su bioacumulacién en los ecosistemas acuaticos (Li et al., 2017).
También se detecto piraclostrobina, con altas tasas de ocurrencia (51 %), en tejido
muscular deP. lineatusde un agroecosistema sudamericano similar
(principalmente soja transgénica) de Uruguay (Ernst et al., 2018). Otro compuesto
muy toxico para los peces (enumerado en el Anexo | de las normas de calidad
ambiental para sustancias prioritarias y otros contaminantes en la UniénDirectiva,
2013) que se encuentra en el masculo deP. lineatuses la cipermetrina, con un valor
maximo de 204 pg/ kg. Otros autores encontraron residuos de cipermetrina en
musculo de pescado solo a 0,114 pg/kg (Topal y Onac, 2020).

La contaminacién por pesticidas del rio Salado representa una amenaza
dafina para la viabilidad de la poblacién de peces y otros organismos acuéticos y
representa un gran riesgo para los consumidores humanos ya que el consumo de
pescado se considera una de las principales fuentes de exposicion a pesticidas (p.
Colmillo et al., 2015;Akoto et al., 2016;Eissa et al., 2020;Rahman et al., 2021). Falta
normativa que establezca tolerancias para el pescado como los Limites Maximos
de Residuos u otras tolerancias, muy utilizadas para la aplicacion y evaluacion del
riesgo dietético (Pérez-Parada et al., 2018). La mayoria de los limites maximos de
residuos (LMR) establecidos para tejidos de especies animales oscilaron entre 10 y
100 pg/kg (SENASA, 2011;FAO-OMS, 2022;
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Union Europea, 2022) para los pesticidas encontrados en nuestro estudio, cuyo
rango superé ampliamente a nuestros hallazgos. Observacion directa de los
parametros toxicologicos: IDA, Ingesta Diaria Admisible (mg kg-1peso corporal (pc)
dia-1) y ARfD, dosis de referencia aguda (mg kg-1bw), puede explicar
potencialmente la importancia de nuestros hallazgos de pesticidas en el tejido de
los peces (ver Material complementario, Tabla S7). En nuestro caso, el glifosato
con una concentracién maxima en musculo de 187 pg/k y su principal metabolito
AMPA, con porcentajes iguales o > 50 % de deteccion en muestras de musculo,
encontrado en todas las muestras de pescado con un nivel maximo de 3116 pg/kg,
podria ser significativo para evaluar la exposicién al riesgo crénico (IDA = 500 pg/
kg bw dia). Se pueden predecir mayores riesgos potenciales considerando los
valores de ARfD para este herbicida (500 pg/kg bw) para exposicion aguda, cuyas
altas concentraciones maximas indican potencialmente un riesgo potencial grave,
principalmente para los rangos de edad mas bajos de la poblacion (es decir,
ninos). Aunque la frecuencia y cantidad de consumo de pescado de agua dulce es
baja en Argentina (ENNYS, 2012), muchas areas regionales relacionadas con los
rios, afluentes y arroyos dependen en gran medida de las actividades pesqueras
locales, principalmente en el medio oriente y medio norte donde convergen los
rios mas importantes de este pais (Rios Parana-Paraguay, Pilcomayo, Uruguay y
Salado). Igual consideracion se puede hacer con los hallazgos de concentraciones
de glufosinato-amonio, con un valor maximo de 677 pg/kg en tejido muscular.
Este compuesto presenta valores superiores de los parametros toxicolégicos
mencionados (IDA = 0,021 pg/kg por diay ARfD = 0,021 pg/kg). En este caso, es
importante considerar la suposicion de la existencia incluso de riesgos elevados en
caso de exposicion aguda.

Otros hallazgos de pesticidas también son significativos debido a que la
mayoria de ellos son pesticidas altamente peligrosos con parametros
toxicologicos extremadamente bajos (Material complementario; Tabla S7), por
ejemplo, para cipermetrina (maximo 204 pg/kg), clorpirifos (maximo 54 pg/kg) y
lambdacihalotrina (55 pg/kg). Asimismo, la presencia de piraclostrobina (50 pug/
kg), metolacloro (50 pg/kg) y piraclostrobina (50 pg/kg), junto con las
anteriormente mencionadas, configuran un escenario altamente complejo en
cuanto a la existencia multicomponente de plaguicidas de alta toxicidad. en esta
especie de pez de agua dulce.

5. Conclusiones

Las concentraciones de herbicidas polares detectadas enP. lineatusmusculo
son los mas altos registrados en el mundo. Nuestros resultados demuestran que
las poblaciones deP. lineatus, en una cuenca fluvial rodeada de cultivos
genéticamente modificados, han incorporado multiples residuos de plaguicidas en
sus tejidos. Este grado de contaminacién provoca un aumento significativo de los
efectos nocivos para la salud de los peces por la presencia simultanea de
plaguicidas en dosis subletales y, ademas, puede suponer un grave riesgo para
toda la fauna acuatica y la salud humana. En conclusién, el deterioro de la calidad
ambiental observado en la cuenca del rio Salado amenaza a los organismos
acuaticos, al medio ambiente, a los servicios socioculturales ya la poblacion
humana. Como primera medida de mitigacion, existe una necesidad urgente de
aumentar la distancia de los cultivos modificados genéticamente dependientes de
plaguicidas de los ecosistemas acuéticos o la aplicacion de la agroecologia libre de
plaguicidas, asi como mejorar la evaluacién del riesgo ambiental, en particular de
los organismos acuaticos.
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