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RESUMEN

El incremento en la produccion ganadera en humedales y la modalidad de explotacién
intensiva son foco de enfermedades asociadas al hacinamiento, como las parasitosis.
La Ivermectina (IVM), es ampliamente utilizada para el control de endo y ectoparasitos
gastrointestinales. Posee un corto periodo de retencion y asimilacion parcial por parte
del animal, planteando preocupaciones en torno a su posible riesgo ecotoxicologico.
Las macrdfitas son habituales en humedales. Salvinia biloba ha sido estudiada debido
a su uso en procesos de fitorremediacion. Sin embargo, el andlisis de los efectos
fitotdxicos de la IVM sobre esta especie es un campo pendiente de investigacion.

El presente trabajo propone analizar los efectos fitotoxicos de la IVM. Se expusieron 10

g de biomasa fresca vegetal en sistemas de 0,5 L a concentraciones de IVM 10, 20 y 30
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mg/l, y un control con solucién nutritiva durante 15 dias. Se evaluaron parametros
morfologicos y pigmentos fotosintéticos. Diferencias significativas fueron observadas
entre tratamientos y el control, los parametros morfoldgicos fueron los mas afectados.
El numero de hojas marrones presentd variaciones significativas en concentraciones
superiores a 20 mg/L IVM. Cabe sefialar que la cobertura total de los sistemas presenta
variaciones significativas en los tratamientos 10 mg/L IVM y 20 mg/L IVM. La cobertura
de hojas marrones aumenté significativamente en los tratamientos con IVM, en
contraposicion disminuyo la cobertura de hojas verdes en dichos tratamientos. Los
pigmentos fotosintéticos (clorofila a, b y carotenoides) no presentaron diferencias
significativas.

Los parametros morfoldgicos resultaron los mas sensibles frente a la exposicion a la
IVM. Por lo tanto, es posible considerar el nimero de hojas totales, verdes y marrones,
asi como también el area foliar como un marcador temprano del estado de salud de S.
biloba por exposicion a la IVM. Los presentes resultados permiten sentar las bases para
futuros estudios de S. biloba como una potencial especie fitorremediadora de IVM.
PALABRAS CLAVE: fitotoxicidad, ivermectina, macroéfitas, humedales.

ABSTRACT

Livestock production growth in wetlands and intensive farming practices are linked to
overcrowding-related diseases, such as parasitosis. Ivermectin (IVM) is widely used to
control gastrointestinal endo- and ectoparasites, but its short retention time and partial
assimilation raise concerns about its potential ecotoxicological risks. Macrophytes, such
as Salvinia biloba, are common in wetlands and have been studied for their potential in
phytoremediation. However, the phytotoxic effects of IVM on this species remain
underexplored. This study investigated the phytotoxic effects of IVM on S. biloba. A
sample of 10 g of fresh biomass was exposed to IVM concentrations of 10, 20, and 30
mg/L in 0.5 L systems for 15 days, with a control sample exposed to a nutrient solution.
Morphological parameters and photosynthetic pigment levels were assessed. Significant
differences were observed in the morphological parameters of the treated samples
compared to controls, with the number of brown leaves showing notable changes at IVM
concentrations greater than 20 mg/L. Additionally, the total cover of the systems
exhibited significant variations at 10 and 20 mg/L IVM. IVM treatment resulted in an
increase in the coverage of brown leaves and a decrease in green leaf coverage. No

significant differences were found in the levels of photosynthetic pigments (chlorophyll
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a, b, and carotenoids). Morphological parameters, particularly the number of green and

brown leaves and leaf area, were the most sensitive indicators of IVM exposure. These

findings suggest that these parameters could serve as early markers of S. biloba health

in response to IVM exposure, providing a foundation for future research on the use of S.

biloba in IVM phytoremediation.

KEY WORDS: phytotoxicity, ivermectin, macrophytes, wetlands.

INTRODUCCION

Se estima que el 87% de los humedales
del mundo han desaparecido en los
ultimos 300 afios (Convenciéon de Ramsar
sobre los Humedales, 2018). Estos
ecosistemas se encuentran afectados por
distintas actividades antropicas las cuales
modifican su extensién y funcién original.
En Argentina, el incremento de las areas
cultivadas, principalmente, con soja en la
region pampeana, generod el
desplazamiento de parte de la actividad
ganadera hacia humedales (Kandus et al.
2006). La creciente produccion animal y la
explotacion intensiva es foco de
enfermedades asociadas al hacinamiento

(Molinari, 2010). Gran parte de las
pérdidas economicas se deben a
nematodos helmintos y artrépodos

(Pereira, 2009).

La IVM, es un derivado semisintético de la
avermectina, una lactona macrociclica que
se administra como endo y ecto
antiparasitario para los ganados vacuno,
porcino, ovino y equino. Es un producto
veterinario de uso predominante en zonas
ganaderas (Boné et al. 2019). Se
caracteriza por su corto periodo de
retencidon y asimilacién parcial por parte
del animal. Tras su administracién se
excreta entre el 62 y el 98% (Foster et al.
2014), principalmente a través de las
heces. Si bien ofrece un método eficiente
y economico para tratar y controlar
parasitosis, su uso indiscriminado y el
contacto del compuesto con pulsos de
inundacion ha planteado preocupaciones
en torno a su posible riesgo
ecotoxicolégico (Mesa et al. 2017).

Estudios realizados en el Delta Medio e
Islas del Parana evidenciaron presencia
de IVM en cuerpos de agua (Mesa et al.
2020).

Las interacciones entre plantas y farmacos
se encuentran bajo investigacién, debido a
su potencial uso en procesos de
fitorremediacion (Carvalho et al. 2014). La
especie Salvinia biloba es una planta
acuatica flotante, nativa de Argentina y
habitual de zonas de humedal. Ha sido
ampliamente investigada y propuesta
como fitorremediadora. Estudios
confirman la presencia de IVM en plantas
del género Salviniaceae (Mesa et al.
2017). Se han reportado efectos
fitotoxicos de la IVM en Sinapis alba sobre
el crecimiento radicular (Vokral et al.
2019). Sin embargo, el estudio de los
efectos toxicos de la IVM en plantas
continda siendo un area de interés para su
investigacion.

El objetivo de este trabajo fue analizar los
efectos toxicos de la IVM sobre Salvinia
biloba, y sentar las bases para su
evaluacion como especie remediadora.

METODOLOGIA

Disefio Experimental

Los individuos de S. biloba fueron
obtenidos de la Reserva Ecologica
Costanera Sur, Buenos Aires, Argentina
(34°36'14"S 58°21'09"0). Previo a su uso,
se lavaron con agua destilada y se
aclimataron en soluciéon nutritiva (0,588
mg/L CaClz, 0,246 mg/L MgSOQOs, 0,126
mg/L NaHCOs, 0,055 mg/L KCI) durante
15 dias a 25 £ 2 °C, con ciclos de 12/12 h
luz /oscuridad, y 12000 LUX (Mendes et al.
2021).
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Se evaluaron los efectos crénicos de
toxicidad de IVM sobre S. biloba en
mMesocosSmMos en recipientes rectangulares
de vidrio de 10 cm de alto, 9 cm de lado y
9 cm de profundidad con 0,75 L de
volumen final. Se colocaron 10 + 0,5 g de
biomasa humeda vegetal en 0,5 L de
solucion nutritiva y se adiciond la cantidad
necesaria de Ivermectina lvomec®
(Boehringer-Ingelheim) para llegar a las
concentraciones finales 10, 20 y 30 mg/L.
Las concentraciones analizadas fueron
seleccionadas teniendo en cuenta
experimentos reportados para otros
contaminantes organicos (Loureiro et al.,
2023; Rapo et al., 2020). Ademas, se
realiz6 un control que contuvo solo
solucién nutritiva, sin el agregado del
contaminante. Todas muestras se
realizaron por cuadruplicado, en tres
ensayos independientes. La solucion de
exposicion se recambié completamente
cada 48 h.

Evaluacién de parametros morfolégicos

Se contabilizé el numero de hojas total, el
nuamero de hojas verdes y marrones, el
largo de la raiz mas larga y el peso
humedo de cada individuo por sistema
tanto al inicio del ensayo como al final
(dias 0 y 15) (Jampeetong y Brix, 2009).
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Asi  mismo, fueron identificadas vy
contabilizadas las hojas que presentaban
efectos de clorosis o necrosis. Mediante
registros fotograficos fue calculada el area
de cobertura vegetal (medida en mm?)
utiizando un software de edicion de
imagen, ImageJ®. Las areas verdes y
marrones fueron delimitadas contrastando
las imagenes con los parametros
observados a los 0 y 15 dias. Los
resultados se expresaron graficamente
como la diferencia entre los parametros
evaluados a tiempo inicial (0 dias) y
tiempo final (15 dias).

Determinacion de pigmentos fotosintéticos
Se maceraron 0,1 g de biomasa vegetal
con etanol absoluto, y luego se agitaron a
150 rpm. Se dejaron reposar en oscuridad
durante 24 horas. Transcurrido el periodo
de incubacion, se tomd una alicuota del
sobrenadante y se centrifugd a 25.000 rpm
durante 20 minutos (Liu et al. 2018).

El sobrenadante fue medido por
espectrofotometria UV-Visible a 470, 649
y 665 nm. La cuantificacion de Clorofila a
(Ca), b (Cp) y Carotenoides (Cx+), se
calcul6 segun Ecuacion 1, 2 y 3
respectivamente (Lichtenthaler y
Wellburn, 1983). Los datos se expresaron
en ug/ml de extracto de S. biloba.

(D 13,95A4665 — 6,88A649DDDCaD
2) 24,96A649 — 7,32A665DDDCbD
3) ]()()()/1470—2,05CQDDDDDDDD CQDDDCXH:
goo0000ooooooooooooo ooo

Andlisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA
de un factor) seguido de una prueba de
comparacion multiple de Dunnet para
comparar los datos obtenidos en el control
y tratamientos con IVM. Se comprobd la

normalidad de los datos utilizando el
programa GraphPad Prism 8.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacién de parametros morfolégicos
Si bien algunos autores reportan efectos
sobre la raiz en plantas del género

115



Y/
revista

publicacion digital del CINEA

Salviniaceae exposicion a
contaminantes como altas
concentraciones de NaCl (Jampeetong y
Brix, 2009) y cobre (Liu et al. 2018), en las
concentraciones de IVM utilizadas en este
estudio, el largo de raiz no presentd
diferencias significativas. El peso humedo
tampoco presentd diferencias
significativas ente el control y los
tratamientos con IVM.

Luego de exponer los individuos de S.
biloba durante 15 dias a distintas

por
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concentraciones de IVM, el numero de
hojas total evidencid una disminucion
significativa entre el control y los
tratamientos con IVM (Fig. 1). Este efecto
puede atribuirse a procesos de inhibicion
del crecimiento vegetal, como fue
reportado previamente en individuos del
género Salviniaceae en presencia de
compuestos organicos como el glifosato
(Liu et al. 2018).

N° de Hojas
T

*k*k

Tratamiento

Figura 1. Variacion del numero de hojas totales por tratamiento luego de 15 dias de exposicion
a distintas concentraciones de IVM (***p<0.001).

La exposicion de los individuos de S.
biloba a concentraciones igual o superior
a 10 mg/L IVM afecté negativamente el
crecimiento de hojas verdes (Fig. 2). La
reduccién en las hojas verdes de los

sistemas contaminados puede deberse a
la disminucién en la tasa fotosintética, la
cual puede perjudicar el crecimiento de la
planta (Clemens, 2006).
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N. Hojas
én
|

Tratamiento

Figura. 2. Variacion del numero de hojas verdes por tratamiento luego de 15 dias de exposicion
a distintas concentraciones de IVM (***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05).

Asi mismo el numero de hojas marrones
presentd diferencias significativas en el
tratamiento 20 mg/L IVM y 30 mg/L IVM
(Fig. 3). Las lesiones observadas en hojas,
clorosis y necrosis pueden asociarse a
efectos nocivos sobre el metabolismo
primario de las plantas (Mendes et al.
2021). El aumento  de areas

10

N. Hojas

cloréticas/necroticas podria reducir la tasa
de crecimiento vegetal debido a
ineficiencias en el proceso de fotosintesis
(Ulfah et al. 2022). Este ultimo puede
deberse a la reduccion en la
absorcion/transporte de nutrientes
(Clemens, 2006).

Tratamiento

Figura 3. Variacion del numero de hojas marrones por tratamiento luego de 15 dias de
exposicién a distintas concentraciones de IVM (*p<0.05 vs control).
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La cobertura vegetal total presentd
diferencias significativas en los
tratamientos 10 mg/L IVM y 20 mg/L IVM.
Este efecto, en conjunto con Ila
disminucion del nimero de hojas totales,

Volumen 12 N°2, aiio 2024
ISSN: 2347-0941

puede ser causado por la disminucién en
la tasa fotosintética, la cual perjudica el
crecimiento de la especie (Ulfah et al.
2022).
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Figura 4. Cobertura total por tratamiento luego de 15 dias de exposicion a distintas
concentraciones de IVM medida en mm? (**p<0.01; *p<0.05).

Si bien la cobertura de hojas marrones
presentd diferencias significativas entre
los tratamientos con IVM y el control, cabe
sefalar que la cobertura total del
tratamiento  30mg/L no  presentd
diferencias significativas con el control. El
aumento significativo del area de hojas
marrones del tratamiento 30 mg/L podria
deberse al aumento de areas
cloréticas/necroticas. Este proceso
ocasiona la pérdida de turgencia de las
células vegetales (Jampeetong y Brix,
2009) y, en consecuencia, podria generar
un aumento en el area total de la planta.
Esto podria explicar el aumento en el area
de cobertura total del tratamiento 30 mg/L.
La cobertura de hojas verdes presentd
diferencias  significativas entre los

tratamientos con IVM y el control. Los
tratamientos 10 mg/L y 20 mg/L fueron los
mas afectados, datos que contrastan con
los resultados obtenidos en relacién con el
numero de hojas totales y marrones (Tabla
1). Estos resultados junto con el aumento
en la cobertura de hojas marrones pueden
asociarse a efectos de clorosis/necrosis
en hojas (Clemens, 2006).

Determinacion de pigmentos fotosintéticos
La clorofila es un pigmento fotosintético
considerado un indicador de la capacidad
fotosintética de las plantas (Mesa et al.
2017). Sin embargo, la clorofila a, b y
carotenoides no presentaron diferencias
significativas (Tabla 2).
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Tabla 1. Variacion en la cobertura de hojas totales, marrones y verdes de sistemas expuestos a
distintas concentraciones de IVM

Tratamiento Cobertura total

Cobertura Hojas Cobertura Hojas

Verdes Marrones
Control 830,34 + 221,37 4547,06 + 2116,52 -47,22 + 55,17
10 mg/L IVM 463,85 + 115,41** 4168,97 + 332,03** 127,48 + 110,09*
20 mg/L IVM 392,20 + 117,98** 3905,59 + 882,53*** 192,23 + 95,18
30 mg/L IVM 714,23 £ 120,37" 4658,99 + 114,83* 228,50 + 74,35**

Cobertura total, de hojas verdes y de hojas marrones expresados en mm? calculados como la
diferencia entre los resultados observados a los dias 15 y 0 dias de exposicion a distintas
concentraciones de IVM (mean + SD, n = 4, ***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05, ns p>0.05).

Tabla 2. Concentracion de pigmentos fotosintéticos en individuos de S. biloba expuestos a
distintas concentraciones de IVM

Tratamiento Clorofila a Clorofila b Carotenoides
Control 357,40 £ 36,22 134,71 £ 17,05 1122,98 + 109,34
10 mg/L IVM 288,34 £ 92,72 113,22 + 45,89 945,71 + 350,04
20 mg/L IVM 318,95 + 49,99 130,21 + 36,46 1000,81 + 192,22
30 mg/L IVM 321,86 + 44,34 119,40 + 26,46 1027,32 + 157,69

Concentracion de clorofila a, clorofila b y carotenoides expresados en ug/mL de extracto de S.
biloba a los 15 dias de exposicion de las plantas a distintas concentraciones de IVM (mean £
SD, n =4).

CONCLUSIONES

Individuos del género Salviniaceae han
demostrado ser sensibles ante la
presencia de contaminantes de origen
organico como pesticidas, aceites, grasas
e hidrocarburos. Sus hojas proporcionan
la energia necesaria para propiciar el
crecimiento de la planta eficazmente
gracias al proceso de fotosintesis (Liu et
al. 2018). Este trabajo aporta evidencia
sobre los efectos fitotoxicos de la IVM
sobre individuos de S. biloba. Sin
embargo, el estudio de la toxicidad de
compuestos organicos en especies de
este género es un campo reciente de
investigacion.

Es importante estudiar los efectos
fitotoxicos del formulado comercial, dado
que sus caracteristicas y amplia
aplicabilidad en ganaderia, potencian su
ingreso al ambiente mediante escorrentia
y lixiviacion de excretas. La exposicién de
individuos de S. biloba a concentraciones
superiores a 10 mg/L afectd
significativamente los parametros
morfolégicos de la especie. Sin embargo,
la produccion de pigmentos fotosintéticos
no se vio afectada.

Los parametros morfoldgicos resultaron
los mas sensibles frente a la exposicion a
la IVM. Por lo tanto, es posible considerar
estos parametros como un marcador
temprano del estado de salud de S. biloba
por exposiciéon a la IVM.
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