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REVISION SISTEMATICA CUALITATIVA DE LA IMPORTANCIA DEL USO
DE LOS BIOENSAYOS EN LA EVALUACION DEL EFECTO DE LOS
AGROQUIMICOS EN ANUROS DE LA ECORREGION PAMPA

RESUMEN

La creciente utilizacion de agroquimicos en la ecorregion Pampa ha generado preocupacion
debido a sus efectos adversos en el medio ambiente y la salud. Los anfibios, en particular los
anuros, se han empleado como bioindicadores para evaluar estos impactos. Esta revision
sistematica tiene como objetivo analizar investigaciones que utilizan bioensayos para
evaluar los efectos de agroquimicos en anuros de la ecorregion Pampa, proporcionando una
vision general de la situacion. Siguiendo la metodologia PRISMA, se seleccionaron 19
estudios de Scopus y Google Académico. Los andlisis bibliométricos revelaron que los
articulos se publicaron en revistas de alto impacto como Ecotoxicology and Environmental
Safety y Environmental Toxicology and Chemistry. Los estudios se centraron en siete
especies de anuros, principalmente Rhinella arenarum y Boana pulchella. Se identificaron
diez principios activos, destacando el herbicida imazetapir. Se observo la aplicacion de 17
bioensayos agudos semiestaticos en los que se midié el efecto subletal. Se utilizaron nueve
biomarcadores, y la mortalidad fue la mas evaluada. A pesar de 64 resultados significativos,
ninguno de los estudios incluyo pruebas de campo. Se concluye que es crucial expandir la
investigacion para incluir méas especies de anuros, ya que en la ecorregion Pampa existen
aproximadamente 35 especies. Ademas, es necesario evaluar agroguimicos prominentes
como la atrazina en esta region. Se recomienda realizar estudios de campo para validar los
resultados obtenidos en laboratorio, proporcionando una base mas solida para futuras

decisiones y politicas relacionadas con el uso de agroguimicos en la ecorregion Pampa.

Palabras clave: agroguimicos, bioensayo, bioindicadores, anfibios, agroecosistemas

SUMMARY
The increasing use of agrochemicals in the Pampa ecoregion has raised concerns over their
adverse effects on the environment and health. Amphibians, particularly anurans, have been

employed as bioindicators to assess these impacts. This systematic review aimed to analyze



studies using bioassays to evaluate the effects of agrochemicals on anurans in the Pampa
ecoregion, providing an overview of the situation. Following the PRISMA methodology, 19
studies were selected from Scopus and Google Scholar. Bibliometric analyses revealed that
articles were published in high-impact journals such as Ecotoxicology and Environmental
Safety and Environmental Toxicology and Chemistry. The studies focused on seven species
of anurans, mainly Rhinella arenarum and Boana pulchella. Ten active ingredients were
identified, being the herbicide imazetapir the prominent. Seventeen semi-static acute
bioassays were conducted to measure sublethal effects. Nine biomarkers were used, with
mortality being the most evaluated. Despite 64 significant results, none of the studies
included field tests. It is concluded that it is crucial to expand research to include more
anuran species, as there are approximately 35 species in the Pampa ecoregion. Additionally,
it is necessary to evaluate prominent agrochemicals such as atrazine in this region.
Conducting field studies to validate laboratory results is recommended, providing a more
solid foundation for future decisions and policies related to agrochemical use in the Pampa

ecoregion.

Keywords: agrochemicals, bioassay, bioindicators, amphibians, agroecosystems



INTRODUCCION

El aumento de la demanda de alimentos a nivel mundial ha generado un incremento
en el uso de cultivos genéticamente modificados, maquinaria agricola y, sobre todo, el uso
intensivo de agroquimicos (Ceccon, 2008; Molpeceres et al., 2019). En Argentina, la
agricultura desempefia un papel estratégico en su economia y se considera uno de los paises
con mayor potencial para esta actividad debido a su diversidad de suelos y climas (Andrade
et al., 2017). Una de las regiones de nuestro pais que evidencia lo mencionado desde hace
décadas es la ecorregion Pampa (Brown et al., 2006) la cual se caracteriza por la presencia
de extensos agroecosistemas (Quirds et al., 2006; Cabido, 2008; Viglizzo & Jobbagy, 2010).

Los agrogquimicos son sustancias o mezcla de sustancias destinadas a prevenir,
controlar o destruir cualquier organismo nocivo, como especies no deseadas de hongos,
plantas o animales, que causan perjuicio o interferencia negativa en la produccion,
elaboracion o almacenamiento de los vegetales y sus productos (COSAVE, 1996). La
utilizacion de estos, que si bien otorgan importantes beneficios sobre el rinde de los cultivos
(Tevez & dos Santos Afonso, 2011), afecta negativamente al ambiente y por ende a las
distintas poblaciones de organismos que en ellos desarrollan sus actividades, no estando
exentas las personas (Cid & Masia, 2011; Schmidt & Toledo Lépez, 2018; Elorza & Moavro,
2020). Diversos estudios sefialan que el empleo de dosis altas de agroguimicos en la
mencionada regién, son los principales determinantes del incremento del riesgo de
contaminacion. Pengue (2009) indica que la produccién de soja resistente a los herbicidas
generd problemas ambientales directos como la degradacion de los suelos, la contaminacion
del aire, de aguas superficiales y subterraneas, llegando a la desaparicion de paisajes enteros.
Véazquez et al. (2019) sefialan que la contaminacion por plaguicidas se incrementd un 155%
entre 2002 y 2015. lturburu et al. (2019) estudiaron la evolucién del riesgo ecoldgico en
ecosistemas de agua dulce detectando que el 29% de los sitios reportados presentd alto riesgo
por los plaguicidas. Mac Loughlin et al. (2022) realizaron una evaluacion del riesgo
ambiental midiendo las concentraciones de agroquimicos en aguas superficiales revelando
que la actividad horticola plantea un alto riesgo para la biota acuética, con un 30 % de las
muestras que superaban el valor umbral en mas de mil veces.

En este sentido, los organismos no destinatarios de los tratamientos con agroquimicos
pueden ser utilizados como bioindicadores y asi poder determinar si existen 0 no secuelas
negativas de su uso en el ambiente (Vargas & Ubillo, 2001), siendo los anuros excelentes
para este fin debido a su tegumento permeable, la dependencia del agua para su

reproduccion, la ausencia de cascara en sus huevos y la presencia de una larva de vida libre
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acuatica, que los hace sensibles a diferentes factores fisicos, quimicos y bioldgicos desde las
etapas mas tempranas de su desarrollo (Hopkins, 2007; Blaustein et al., 2011), ya sea en
ecosistemas acuaticos como terrestres (Lips et al., 1999; Manzanilla & Péfaur, 2000). De las
176 especies que se citan para Argentina (Lavilla & Heatwole, 2010), aproximadamente 35
se observan en la ecorregion Pampa (Cei, 1980; Di Tada & Bucher, 1996).

Una de las metodologias utilizadas en investigaciones con anuros son los bioensayos
(Britson & Threlkeld, 1998; Herkovits & Pérez-Coll, 1999; Hayes et al., 2006; Ruiz De
Arcaute et al., 2014; Wrubleswski et al., 2018). Estos, son técnicas de evaluacion de los
efectos tdxicos, tanto de sustancias quimicas conocidas como de muestras ambientales de
composicion incierta (Silva et al., 2007) realizadas en diversos organismos bajo condiciones
controladas de laboratorio (Avila Cervantes et al., 2019). Se los puede clasificar en agudos
o cronicos dependiendo del tiempo al cual sean expuestos los organismos; en letales o sub-
letales de acuerdo con el tipo de efecto (Amé et al., 2021) y estaticos 0 semiestaticos segln
la renovacion del medio (Carballo Hondal et al., 2003). Si bien es sabido que los bioensayos
presentan limitaciones para realizar extrapolaciones a escala ambiental, los mismos
constituyen una fuente de informacion predominante para la evaluacion ecoldgica de los
efectos de los contaminantes (Castillo Morales, 2004) y suelen ser usados como primer paso
para decidir la relevancia de investigar si alguna sustancia podra ser empleada en plantas,
animales o humanos (Avila Cervantes et al., 2019). Entre los efectos adversos que se pueden
observar en los bioensayos se incluyen la mortalidad y efectos sub-letales (Natale et al.,
2000, 2006; Agostini et al., 2010, 2013; Henao et al., 2015), como alteraciones en el
desarrollo (Svartz et al., 2015, 2016), la reproducciéon (Hayes et al., 2003, 2006);
histomorfoldgicas (Salibian, 1992; Ferrari et al., 2005; Chiesa et al., 2006), enzimaticas
(Curi et al. 2017, 2019) y genéticas (Samojeden et al., 2022).

En base a lo sefialado, es importante la realizacion de revisiones sistematicas (RS)
sobre el tema. Estas son investigaciones cientificas en donde la unidad de andlisis son los
estudios originales primarios (Gonzélez et al., 2014), constituyendo un estandar reconocido
para el acceso, evaluacion y sintesis de informacion cientifica (Colaboracion para la
Evidencia Ambiental, 2013) permitiendo incrementar la validez de las conclusiones de
estudios individuales e identificando &reas de incertidumbre donde sea necesario realizar
investigaciones (Gonzélez et al., 2014). Las RS, involucran ademas, estudios bibliométricos,
los que tienen por objeto el tratamiento y analisis cuantitativo de las publicaciones (Tomas-
Gorriz & Toméas-Castera, 2018) para obtener un panorama global del desempefio y la

repercusion de la actividad cientifica en determinada regién con lo cual se hace mas facil
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entonces la toma de decisiones a la hora de adjudicar recursos a lineas investigativas,
eleccion por parte de investigadores de revistas de gran impacto para publicar sus estudios

0 apoyo a especialidades de baja productividad (Davila Rodriguez et al., 2009).

OBJETIVOS
Objetivo general
e Realizar una revision sistematica de las investigaciones cientificas publicadas desde
2011 que utilicen bioensayos para la evaluacion de los efectos de los agroquimicos en
anuros de la ecorregion Pampa.
Objetivos especificos
o ldentificar el idioma de publicacion, las revistas elegidas para la divulgacion del
articulo, los autores con un mayor nimero de publicaciones, como asi también su
filiacion y principales fuentes de financiacion.
e Determinar las palabras claves utilizadas por los autores.
o Identificar las especies indicadoras y los estadios de desarrollo de las mismas, como
asi también los biomarcadores utilizados.
e Conocer cuales son los agroquimicos mas utilizados y los tipos de bioensayos mas
empleados.
o Identificar los distintos efectos de los agroquimicos sobre los individuos bajo estudio.
e Establecer si los trabajos realizan investigaciones a campo para complementar o

comparar los datos obtenidos en bioensayos.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se realiz6 aplicando las pautas estandar de revision sistematica,
de acuerdo con la declaracion PRISMA (Page et al., 2021). Considerando que el punto de
partida es especificar en forma de pregunta la problematica que se abordara (Khan et al.,
2003), el proceso metodoldgico fue conducido por el siguiente interrogante ¢es importante
el uso de los bioensayos en la evaluacion del efecto de los agroquimicos en anuros de la
ecorregion Pampa?

Para responder a la pregunta, se efectué una busqueda de documentos cientificos
disponibles en la base de datos Scopus, considerada la mayor y mas completa a nivel mundial
(Bar-1lan, 2008), con mas de 20 mil revistas indexadas (Thelwall & Sud, 2022) que incluye

editoriales cientificas de todo el mundo y con un proceso de seleccion riguroso para la



inclusion del contenido (Baas et al., 2020). La busqueda se ejecuto el dia 13 de octubre de
2022 por cuatro investigadores de forma simultanea, para corroborar que sea reproducible
(Ferreira Gonzélez et al., 2011). Se emple6 la formula: (agrochemicals OR pesticides)
(laboratory OR bioassays) (amphibians OR anura) (argentina). Se establecié como fecha
limite de publicacion que no fuera anterior al afio 2011 y no se aplicaron restricciones de
idioma.

Posteriormente, se utilizd la misma féormula y filtro de fecha en una bdsqueda
avanzada en Google Académico con el fin de detectar articulos potencialmente relevantes
que no estuvieran indexados en la base revisada. Se descargaron por orden de relevancia y
se analizaron los primeros 100 resultados de dicha bldsqueda (Bernes et al., 2013).

Por ultimo, la lista de publicaciones obtenida fue revisada por un experto en el tema
a los fines de determinar si algun trabajo importante para el presente estudio no fue detectado
por la base de datos y el motor de busqueda utilizados (Colaboracién para la Evidencia
Ambiental, 2013).

Los resultados de las blasquedas se descargaron en archivos con formato RIS. Se
utilizé el programa de gestion de bibliografia Mendeley Desktop (2021) para el analisis
automaético de los articulos, donde fueron filtrados de la siguiente manera: (1) se eliminaron
los trabajos sin autor; (2) se quitaron los duplicados; (3) se apartaron los registros
clasificados como libros y como capitulos de libros; (4) posteriormente se aplicaron en forma
sucesiva los términos “anura” y “amphibian”, conservandose solo las investigaciones
resultantes.

Se utiliz6 el mencionado gestor de bibliografia para analizar los registros
conservados de manera individual mediante la lectura del titulo y del resumen con el fin de
filtrar los articulos de acuerdo con los siguientes criterios de inclusién y exclusion. Los
primeros fueron: (1) que trataran el tema efecto de agroquimicos; (2) que sean estudios
realizados en la ecorregion Pampa de Argentina; (3) que la metodologia empleada se
corresponda con algun tipo de bioensayo; (4) que hayan sido publicados entre 2011 y la
fecha de busqueda; (5) que tengan formato de articulo cientifico y (6) que los articulos que
cumplieron con los criterios anteriores, pero que se refirieran especificamente a los impactos
de los agroquimicos sobre anuros. A continuacion, se detallas los criterios de exclusion: (1)
presentaran un tema diferente al de interés de este trabajo; (2) que fueran publicados antes
de 2011; (3) que tengan formato de tesis, disertaciones, videos o libros; (4) que fueran

articulos de revision y (5) que las publicaciones abordaran los efectos de los agroquimicos
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sobre grupos distintos a anuros. Tras la busqueda y filtrado de las bases de datos, se elabord
el listado de los articulos y se procedi6 a buscar el texto completo.

Se analizaron los articulos en texto completo, para lo cual se utilizé una hoja de
calculo con el fin de sistematizar en una tabla la informacion obtenida. Los datos registrados
de cada articulo fueron: (1) base de datos de origen; (2) titulo; (3) autor/es; (4) afio de
publicacién; (5) revista; (6) afiliacion/es de/l los autor/es; (7) nacionalidad/es de/l los
autor/es; (8) entidad/es financiante/s; (9) idioma de publicacién; (10) agroquimico/s
utilizado/s; (11) especie/s estudiada/s; (12) estadio/s del ciclo bioldgico de los individuos
analizados; (13) metodologia/s utilizada/s: se determin6 el tipo de bioensayo; (14)
biomarcador/es medido/s y (15) significancia del efecto.

En la Fig. 1 se presenta el flujograma segin PRISMA (Page et al., 2021) del proceso
de seleccion de los estudios.

Para el andlisis bibliométrico se emplearon datos obtenidos de la lectura de los
articulos en analisis, la informacion aportada por la base Scopus debido a que es una fuente
principal y completa de metadatos de publicaciones e indicadores de impacto (Pranckuté,
2021) y se complement6 mediante el empleo del programa VOSviewer (Van Eck &
Waltman, 2010) para construir redes bibliométricas y hacer mapas de visualizacion, basados
en relaciones de cocitacion, acoplamiento bibliografico y palabras clave (Van Eck &
Waltman, 2010, 2017).

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 muestra los 19 trabajos obtenidos en el proceso de seleccion, donde se
detallan los autores, el afio de publicacién, el titulo del articulo, la revista de publicacion con
su factor de impacto Scimago Journal & Country Rank (SJR), cuartil (Q) y el pais de

procedencia.

Anélisis bibliométrico
Sobre el idioma de publicacion y las revistas

El anélisis bibliométrico revela que todos los articulos fueron redactados en inglés y
publicados en ocho revistas procedentes de cuatro paises diferentes: Estados Unidos de
América (3), Paises Bajos (2), Reino Unido (2) y Alemania (1). La revista mas destacada en
términos de publicaciones es Ecotoxicology and Environmental Safety, con seis articulos
(Fig. 2). Science Direct describe a esta revista como multidisciplinaria y con un enfoque en

comprender la exposicion y los efectos de la contaminacion ambiental en los organismos, lo
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que esta estrechamente relacionado con el tema de estudio de las investigaciones analizadas.
Las siguientes revistas mas empleadas para publicar son Environmental Science and
Pollution Research y Ecotoxicology, cada una con tres articulos. Es importante destacar que
estas Ultimas revistas son originarias de paises diferentes, Estados Unidos de Ameérica,
Alemania y Reino Unido, paises que concentran las principales editoriales cientificas
(Luchilo, 2019). Se observa que la revista con el mayor impacto es Chemosphere (1,73 SJIR)
de los Paises Bajos, la cual Unicamente cuenta con dos publicaciones incluidas en esta
revision (Tabla 1).

El hecho de que los trabajos estén en inglés coincide con lo que sefiala la editorial
Elsevier (2019), especializada en contenido cientifico y que entre sus productos se incluyen
revistas como The Lancet, Cell, la coleccion ScienceDirect y la base de datos Scopus, que
el 52% de la produccion cientifica mundial se hace en inglés, lo que les da mayor
probabilidad de ser indexados en las bases de datos y por ende mayor visibilidad, lo que
permite la posibilidad de ser citados (Di Bitetti & Ferreras, 2017).

Se puede verificar que los articulos estan acoplados bibliograficamente, es decir que
los investigadores han recurrido a la misma bibliografia (Fig. 3). Se identificaron 881
trabajos, publicados principalmente en Environmental Toxicology and Chemistry (48),
Chemosphere (33), Ecotoxicology and Environmental Safety (31) y Aquatic Toxicology
(30) (Fig. 4). El acople bibliografico es una herramienta que permite encontrar
investigaciones relacionadas realizadas en el pasado (Jarneving, 2007) por lo que consultar
la bibliografia de alguno de los estudios incluidos en la revision, seria un buen inicio si se

esta por comenzar una investigacion que coincida con la temética de los mismos.

Sobre los autores y los organismos de financiacion

Se identificaron un total de 34 autores, pertenecientes a dos paises: Argentina (30) y
Brasil (4). Estos se concentran en 7 grupos, de los cuales 5 estan relacionados entre si (Fig.
5). Ademas, se observa que hay 23 autores estrechamente vinculados que forman 6 grupos
(Fig. 6). El autor mas productivo en términos de numero de articulos es Marcelo
Larramendy, quien ha publicado 12 trabajos. Le sigue Guillermo Natale con 11 y Sonia
Soloneski con 10 (Fig. 7). Los 12 trabajos en los que participa Larramendy han sido citados
un total de 313 veces. Entre estos, el méas consultado, con 71 menciones, es Pérez Iglesias et
al. (2014) (Fig. 8). De los 34 autores analizados, 22 de ellos (64,71%), solo han publicado
un trabajo. Considerando los 881 trabajos citados por los articulos en revision, Larramendy

y Soloneski siguen siendo los autores mas productivos (Fig. 9).
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La coautoria permite identificar los principales grupos de investigacion, y en esta
revision hay dos grupos bien diferenciados, el integrado por Larramendy, Pérez Iglesias,
Natale, Solonesky y Ruiz de Arcaute y el grupo de Svartz, Perez Coll, Aquaroni y Herkovits.
Nabout et al. (2015) indican que para las ciencias bioldgicas se evidencia la disminucion del
namero relativo de articulos de un solo autor, lo cual puede estar relacionado con el aumento
en el nimero de autores y el nimero de citas, contribuyendo a un mayor impacto cientifico
de la investigacion. Por otro lado, la coautoria se puede relacionar positivamente con el
apoyo economico para el desarrollo de la investigacion y con la productividad de un autor
(Aleixandre-Benavent et al., 2017). Es decir, que la cantidad de publicaciones se suelen
utilizar como indicadores de desempefio académico. En el caso de esta revision, como ya se
ha mencionado, el autor mas productivo es Marcelo Larramendy, Docente-Investigador de
la Universidad Nacional de La Plata quien trabaja en la tematica desde hace mas de 15 afios,
aungue no se encuentre al mismo como primer autor en los articulos analizados.

Se identificaron 12 instituciones en los que los autores trabajan, de las cuales 8
corresponden a universidades publicas, tanto de Argentina como de Brasil; 3 a instituciones
estatales no educativas y 1 a una organizacién no gubernamental (Fig.10). Se puede detectar,
ademas, la relacion existente entre las distintas instituciones, encontrandose el Consejo
Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) y la Universidad Nacional
de La Plata (UNLP) como las mas colaborativas (Fig.11). Con respecto a la afiliacion de los
autores se verifica que esta estrechamente relacionada con la fuente de financiacién de los
estudios, destacdndose en estos casos la UNLP y CONICET (Fig. 12). Esto permite inferir
el interés de la temética por organismos estatales, quienes por medio de subsidios y becas
fomenta este tipo de investigaciones. CONICET destind aproximadamente un 50% de las
becas doctorales a las Ciencias Bioldgicas y de la Salud entre los afios 2019 y 2022 (Sarthou,
2023). En tanto la UNLP, entre sus prioridades, tiene el crecimiento de los desarrollos
cientificos y tecnoldgicos enfocados en las necesidades sociales y el cuidado ambiental y
sefiala que como universidad pablica tiene que ser una herramienta imprescindible para el

progreso colectivo nacional (Tauber, 2022).

Sobre las palabras clave

Se identificaron 46 palabras clave definidas por los autores, con distinta frecuencia y
fuerza de relacion entre ellas (Fig.13). Las mismas se agruparon en 8 clusters relacionados
a los agroquimicos empleados, la metodologia utilizada, los biomarcadores y los efectos

obtenidos como resultados (Tabla 2). La palabra clave méas empleada es ensayo cometa con
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8 menciones, le siguen efecto letal con 7 y micronucleos con 6. El bioensayo cometa, como
se referenciard més adelante, es uno de los més empleados en los articulos de esta revision,
también conocido como electroforesis alcalina de células individuales (del inglés: Single
Cell Gel Electrophoresis Assay). Este estudio es una prueba que evalla el dafio del material
genético causado por diferentes agentes quimicos y fisicos (Kassie et al., 2000). Es
importante sefialar que la mayoria de las palabras clave eran distintas a las incluidas en los
titulos de los trabajos.

Springer Science + Business Media o Springer, la mayor editorial de libros, y la
segunda méas grande a nivel mundial en publicaciones cientificas, después de Elsevier
(Luchilo, 2019), define a las palabras clave como una herramienta para ayudar a los
indexadores y motores de blsqueda a encontrar articulos relevantes. Estas deben elegirse
con eficacia, porque de ello dependera la difusion y recuperacion del articulo, lo que puede
aumentar la probabilidad de ser citado. También, las palabras clave son fundamentales para
poder localizar los trabajos relacionados y analizar los trabajos por la materia estudiada,
permitiendo asi descubrir la evolucion de las corrientes investigadoras y los aspectos que
mas 0 menos interesan a los investigadores (de Granda Orive et al., 2003). Las palabras clave
se convierten entonces, en una herramienta esencial de doble via, es decir, de quienes
escriben y de quienes buscan la informacion de articulos o areas temaéticas relacionadas
(Gonzélez Tous & Mattar, 2012).

Andlisis de los articulos
La Tabla 3 muestra las especies, los principios activos, los bioensayos y los
biomarcadores utilizados, como asi también la significancia o no del efecto en la presente

revision.

Sobre las especies

Se observa que se trabajo con 7 especies de anuros, siendo Rhinella arenarum y
Boana pulchella las mas estudiadas con 7 investigaciones cada una. Le sigue Leptodactylus
latinasus con 2; en tanto que Leptodactylus luctator, Rhinella fernandezae, Elachistocleis
bicolor y Scinax nasicus con 1 cada una. Es importante destacar que solo un articulo, el de
Pérez Iglesias et al. (2021) trabaj6 con individuos en etapa adulta. R. arenarum es la especie
en la que se evaluo el efecto de un mayor numero de agrogquimicos, en tanto que en B.

pulchella y L. latinasus fueron sobre las que se emplearon mas biomarcadores.
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R. arenarum y B. pulchella son dos de las especies mas comunes de la region
pampeana (Cei, 1980), siendo la primera de habitos mas terrestres y periurbanos y la
segunda, mas lacustres (Ghirardi et al., 2022), por lo que son buenas especies bioindicadoras
de contaminacién ambiental, sumado a que, segun la Union Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza, el estado de conservacién de ambas especies es de
preocupacion menor (UICN, 2022). Ademas, tanto las poblaciones de R. arenarum como B.
pulchella en esta ecorregion, debido a su abundancia, son factibles de muestrear
periddicamente sin comprometer la estabilidad de las mismas, y los individuos son lo
suficientemente resistentes como para poder manipularlos, transportarlos al laboratorio y
hacer experimentos y andlisis con ellos (Zuarth Gonzalez et al., 2014).

Otro aspecto a considerar es que las investigaciones se hayan realizado en su mayoria
con renacuajos. Esto cobra sentido, ya que el desarrollo embrionario de los anuros es un
sistema experimental Unico debido al gran tamafio de los ovocitos, la fertilizacién como el
desarrollo embrionario son externos, el gran numero de individuos obtenidos
simultaneamente en cada ovulacion, la posibilidad de inducir hormonalmente a las hembras
y realizar fertilizaciones y desarrollos embrionarios in vitro sin necesidad de agregar
nutrientes, la transparencia de la ganga que facilita la observacion, la posibilidad de su
remocién quimica o quirdrgica y la factibilidad de realizar microcirugias y microinyecciones

en los embriones (Mardirosian, 2015).

Sobre los agroquimicos

Se identificaron diez principios activos diferentes de los cuales 6 fueron herbicidas.
Que las investigaciones se centraran en este grupo de agroquimicos tiene sentido debido a
que son los que mas se producen (Andrade, 2016) y utilizan a nivel mundial (Ramirez
Mufioz, 2021).

El agroquimico mas usado fue imazetapir, utilizado en 6 investigaciones, aunque solo
se evalud su efecto en bioensayos agudos semiestaticos y en tres especies, R. arenarum, B.
pulchella y L. latinasus. El glifosato fue el mas utilizado en mezclas y solo en R. arenarum.

El imazetapir perteneciente a la familia quimica de las imidazolinas, se utiliza como
ingrediente activo de herbicidas selectivos comercializados bajo varias marcas. Se emplea
para controlar diferentes tipos de malezas particularmente en soja, mani, alfalfa y maiz
(Gonzalez et al., 2020). En tanto que el glifosato es el nombre del ingrediente activo de un
herbicida no selectivo, de accidn foliar y sistémico, por lo que es ampliamente usado para el

control tanto de plantas herbaceas como lefiosas, anuales o perennes y en diversos estados
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de crecimiento (Ramirez Mufioz, 2021). Segln el informe del 2021 de la Camara de la
Industria Argentina de Fertilizantes y Agroquimicos (CIAFA), se importaron casi 400
toneladas de imazetapir y 58.000 de glifosato, esta Ultima cifra indica que Argentina es uno
de los paises con mayor consumo de glifosato a escala global junto con Brasil y los Estados
Unidos (Cacace, 2022). Por otro lado, de la atrazina que es un herbicida selectivo sistémico,
pre y post- emergente de malezas de hoja ancha y pastos en general, y que se usa
principalmente en cultivos de maiz, sorgo, cafia de azucar y trigo (Hansen et al., 2013), se
importaron 25000 toneladas (CIAFA, 2021). Considerando que se encuentra dentro de los
agroquimicos mas utilizados en el pais (Alonso et al., 2018) y solo fue utilizado en uno de
los articulos de esta revision, es conveniente realizar mas investigaciones sobre su efecto.
Con respecto a las concentraciones utilizadas en los ensayos, en las conclusiones de
los articulos se puede leer oraciones tales como: “el rango de concentraciones representa un
extremo relativamente alto del valor umbral encontrado en aguas subterraneas y
superficiales”, “las concentraciones utilizadas pueden considerarse altas y no relevantes” y
“se esperaria que las concentraciones empleadas fuera improbable en el medio ambiente”.
Considerando que el objetivo de estas pruebas es generar informacion sobre los efectos no
deseados de los xenobidticos para su regulacion y proteger la biota (Amé et al., 2021) no es
entendible que se evallen concentraciones que ya se encuentren reguladas por los diferentes

organismos de control.

Sobre los bioensayos

Se observé la aplicacion de 17 bioensayos agudos semiestaticos en los que se evaluo
el efecto subletal. Los ensayos cronicos solo se emplearon en 4 investigaciones, y solo una
aplico bioensayo estético.

Dependiendo del tiempo al cual sean expuestos los organismos en los ensayos de
toxicidad, los mismos pueden ser de tipo agudo o crénico. Los ensayos de toxicidad agudos
son pruebas de corta duracion con el objetivo de medir el efecto de sustancias toxicas sobre
los organismos durante un periodo corto de su ciclo de vida. En cambio, los ensayos cronicos
estan disefiados para evaluar los efectos de los toxicos durante una porcién significativa del
ciclo de vida (Amé et al., 2021). Los anfibios, salvo algunas excepciones, poseen un ciclo
de vida bifasico, pasando la primera parte del mismo como renacuajos acuéticos. Esta etapa
de renacuajo es breve en comparacion a la adulta y suele durar, en la mayoria de los casos,
dias 0 a lo sumo meses (Duellman & Trueb, 1994). Esto explica por qué los ensayos agudos

son los mas empleados.
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Durante el ensayo puede ser necesario renovar la solucién de prueba si la sustancia
que se esta evaluando se deteriora, es absorbida, o se pierde por cualquier otra razon, con
suficiente rapidez para influir considerablemente en los resultados (FAO, 1981). Teniendo
en cuenta que los investigadores efectuaron pruebas quimicas para determinar si las
concentraciones de los principios activos mostraban cambios significativos durante el
intervalo de renovacién de las soluciones, se explica que los bioensayos hayan sido
semiestaticos. En los cultivos, las dosis de agroquimicos mas bajas generalmente ocurren
después de la aplicacion inicial, ya que se degradan por varios factores abioticos, como la
lluvia, la temperatura y la luz solar. De esta manera, en condiciones de campo, los
organismos no destinatarios de los tratamientos pueden estar expuestos a concentraciones
subletales y pueden experimentar efectos perniciosos relacionados (Franca et al., 2017) los
que pueden ser sefiales de alerta temprana de que una exposicion mas intensa podria causar
efectos letales (Heinz, 1989).

Sobre los biomarcadores y la significancia de los efectos

Se utilizaron 11 biomarcadores, siendo la mortalidad la mas evaluada, seguido del
comportamiento, las anomalias morfologicas y las genéticas. Los biomarcadores
hormonales, histolégicos y de estrés oxidativo fueron los menos empleados.

Los biomarcadores son parametros medibles a nivel suborganismo (genético,
enzimatico, fisioldgico, morfoldgico) en los que los cambios estructurales o funcionales
indican influencias ambientales en general y la accion de los contaminantes en particular,
siendo Utiles como sefales de alerta temprana (Huggett et al., 2018). Lo recomendable es
utilizar maltiples biomarcadores para describir los sintomas que sugieren la relacion causa-
efecto para una especie (Toro Restrepo, 2011)

En cuanto a la significancia del efecto, 64 resultados fueron significativos mientras
que solo en 5 ocasiones no lo fueron. Solo en tres casos hubo diferencias entre los resultados
obtenidos por los grupos de investigacion. Esto es debido a que se utilizaron diferentes
concentraciones del principio activo y/o al estadio de Gosner en el cual se encontraban los

renacuajos.

Sobre estudios complementarios al bioensayo
Es importante destacar que ninguno de los articulos analizados indicé haber realizado
pruebas a campo. Se debe tener en cuenta, que los puntos finales de toxicidad en los ensayos

de laboratorio ignoran los factores de estrés fisicos y biologicos que los organismos
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encuentran en su entorno natural. Lo mismo sucede con la exposicion a una concentracion
constante de sustancias quimicas individuales que a menudo no reflejan los escenarios reales
(Connon et al., 2012). Por lo tanto, si bien los estudios de laboratorio son una primera
herramienta fundamental para conocer los efectos de un contaminante sobre una poblacion,
la extrapolacion de los resultados obtenidos en esas condiciones a una poblacion natural,
requiere estudios adicionales que incorporen de manera secuencial complejidad al sistema

de estudio (estudios de semi-campo y campo) (Amé et al., 2021).

CONCLUSIONES

Del anélisis bibliométrico realizado de las investigaciones incluidas en la presente
revision se observa que para que los articulos tengan mayor posibilidad de ser indexados en
las bases de datos y con ello aumente su visibilidad deben ser publicados en inglés y en
revistas con factores de impacto altos. Ecotoxicology and Environmental Safety,
Environmental Toxicology and Chemistry y Chemosphere son revistas que cumplen con
estos requisitos.

Las nacionalidades de los autores de los trabajos son argentina y brasilefia y
conforman siete grupos de trabajo, siendo el de Marcelo Larramendy, Guillermo Natale,
Sonia Soloneski, Juan Pérez Iglesias y Carlos Ruiz de Arcaute el méas productivo y
consultado. Los mencionados investigadores pertenecen, todos, a la Universidad Nacional
de La Plata, lo que coincide con que esta institucién es la que méas recursos destina a este
tipo de estudios. Estos hechos indican que, a la hora de realizar una investigacion relacionada
al efecto de los agroquimicos sobre poblaciones de anuros, este grupo debe ser consultado.

En relacién a las palabras clave es importante sefialar que deben ser elegidas con
sumo cuidado dejando en claro el tema de la investigacion para llegar a un mayor nimero
de lectores y/o autores interesados en la tematica y no deben estar incluidas en el titulo.

Del examen realizado en relacion a las especies, los principios activos, los bioensayos
y los biomarcadores utilizados, se concluye que es necesario acrecentar las investigaciones
incluyendo a mas especies de anuros considerando que en la ecorregién Pampa hay alrededor
de 35 especies de anuros y que varias de ellas cumplen con los aspectos para ser utilizadas
en bioensayos. También, es aconsejable evaluar en concentraciones ambientalmente
relevantes el efecto de los agroquimicos mas utilizados en la mencionada ecorregion, como
por ejemplo la atrazina; y utilizar distintos bimarcadores que permitan evaluar

holisticamente el efecto de los principios activos.
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Finalmente, es recomendable realizar estudios a campo que validen los resultados
obtenidos en condiciones de laboratorio. La interaccion entre los distintos agroquimicos
aplicados por los productores y la variabilidad debida a factores ambientales, debe ser

comprendida para evitar falsos negativos o falsos positivos.
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Tabla 1. Listado de los 19 articulos revisados organizados por autor, afio de publicacion,
titulo del articulo, revista de publicacion con su factor de impacto Scimago Journal &

Country Rank (SJR) y cuartil (Q), y el pais al que pertenece.

Autores Afio | Titulo Revista Pais de la
SIR-Q revista

Ruiz De Arcaute, C., | 2012 | Influence of existing site Ecotoxicology | Reino
Costa, C. S,, contamination on sensitivity | 0,58 - Q2 Unido
Demetrio, P. M., of Rhinella fernandezae
Natale, G. S., & (Anura, Bufonidae) tadpoles
Ronco, A. E. to Lorsban 48E formulation

of chlorpyrifos
Svartz, G. V, 2012 | Sublethal effects of atrazine | Ecotoxicology | Reino
Herkovits, J., & on embryo-larval 0,58 - Q2 Unido
Pérez-Coll, C. S. development of Rhinella

arenarum (Anura:

Bufonidae)
Svartz, G. V., & 2013 | Comparative toxicity of International Reino
Pérez--Coll, C. S.* cypermethrin and a Journal of Unido

commercial formulation on Environment

Rhinella arenarum larval and Health

development (Anura: 0,15-Q4

Bufonidae)
Nikoloff, N., Natale, | 2014 | Flurochloridone-based Ecotoxicology | Estados
G. S., Marino, D., herbicides induced and Unidos de
Soloneski, S., & genotoxicity effects on Environmental | América
Larramendy, M. L. Rhinella arenarum tadpoles | Safety

(Anura: Bufonidae) 1,35-Q1
Pérez Iglesias, J. M., | 2014 | The genotoxic effects of the | Ecotoxicology | Estados
Ruiz de Arcaute, C., imidacloprid-based and Unidos de
Nikoloff, N., Dury, insecticide formulation Environmental | América
L., Soloneski, S., Glacoxan Imida on Safety
Natale, G. S., & Montevideo tree frog 1,35-Q1
Larramendy, M. L. Hypsiboas pulchellus

tadpoles (Anura, Hylidae)
Ruiz De Arcaute, C., | 2014 | Genotoxicity evaluation of Ecological Paises
Pérez Iglesias, J. M., the insecticide imidacloprid Indicators Bajos
Nikoloff, N., Natale, on circulating blood cells of | 1,4-Q1
G. S., Soloneski, S., Montevideo tree frog
& Larramendy, M. Hypsiboas pulchellus
L. tadpoles (Anura, Hylidae) by

comet and micronucleus

bioassays
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2015

Toxic and genotoxic effects

Ecotoxicology

Estados

Soloneski, S., of the imazethapyr-based and Unidos de
Nikoloff, N., Natale, herbicide formulation Pivot Environmental | América
G.S., & Hs on montevideo tree frog Safety
Larramendy, M. L. Hypsiboas pulchellus 1,35-Q1

tadpoles (Anura, Hylidae)
Soloneski, S., Ruiz 2016 | Genotoxic effect of a binary | Environmental | Alemania
de Arcaute, C., & mixture of dicamba and Science and
Larramendy, M. L. glyphosate-based Pollution

commercial herbicide Research

formulations on Rhinella 0,94 -0Q1

arenarum (Hensel, 1867)

(Anura, Bufonidae) late-

stage larvae
Pérez Iglesias, J. M., | 2017 | Evaluation of imazethapyr- Ecotoxicology | Estados
Ruiz de Arcaute, C., induced DNA oxidative and Unidos de
Natale, G. S., damage by alkaline Endo Il1- | Environmental | América
Soloneski, S., & and Fpg-modified single-cell | Safety
Larramendy, M. L. gel electrophoresis assay in 1,35-Q1

Hypsiboas pulchellus

tadpoles (Anura, Hylidae)
Bach, N. C., Marino, | 2018 | Effects of glyphosate and its | Chemosphere Paises
D. J. G., Natale, G. commercial formulation, 1,73-0Q1 Bajos
S., & Somoza, G. M. Roundup® Ultramax, on

liver histology of tadpoles of

the neotropical frog,

Leptodactylus latrans

(amphibia: Anura)
Natale, G. S., Vera- | 2018 | Lethal and sublethal effects Ecotoxicology | Estados
Candioti, J., Ruiz de of the pirimicarb-based and Unidos de
Arcaute, C., formulation Aficida® on Environmental | América
Soloneski, S., Boana pulchella (Duméril Safety
Larramendy, M. L., and Bibron, 1841) tadpoles 1,35-0Q1
& Ronco, A. E. (Anura, Hylidae)
Pérez Iglesias, J. M., | 2018 | Are the damaging effects Ecotoxicology | Estados
Natale, G. S., induced by the imazethapyr | and Unidos de
Soloneski, S., & formulation Pivot® H in Environmental | América
Larramendy, M. L. Boana pulchella (Anura) Safety

reversible upon ceasing 1,35-Q1

exposure?
Carvalho, W. F., 2019 | DNA damage exerted by Ecotoxicology | Reino
Ruiz de Arcaute, C., mixtures of commercial 0,58 - Q2 Unido

Pérez Iglesias, J. M.,
Laborde, M. R. R,,
Soloneski, S., &
Larramendy, M. L.

formulations of glyphosate
and imazethapyr herbicides
in Rhinella arenarum
(Anura, Bufonidae) tadpoles
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Barreto, E., Salgado

2020

Sensitivity of Boana

Environmental

Estados

G. S., Brodeur, J. C.,
& Larramendy, M.
L.

(Anura) Adult Frogs

and Toxicology
0,89-0Q1

Costa, C., Demetrio, pulchella (Anura: Hylidae) Toxicology and | Unidos de
P., Lascano, C., tadpoles to environmentall y | Chemistry América
Venturino, A., & relevant concentrations of 1,03-Q1
Natale, G. S.** chlorpyrifos: effects at the

individual and biochemical

levels
Pérez Iglesias, J. M., | 2020 | Animazethapyr-based Environmental | Alemania
Brodeur, J. C., & herbicide formulation Science and
Larramendy, M. L. induces genotoxic, Pollution

biochemical, and individual Research

organizational effects in 0,94 -Q1

Leptodactylus latinasus

tadpoles (Anura:

Leptodactylidae)
Ruiz De Arcaute, C., | 2020 | Toxicity to Rhinella Chemosphere Paises
Brodeur, J. C., arenarum tadpoles (Anura, 1,73-0Q1 Bajos
Soloneski, S., & Bufonidae) of herbicide
Larramendy, M. L. mixtures commonly used to

treat fallow containing

resistant weeds:

glyphosateedicamba and

glyphosateeflurochloridone
Acquaroni, M., 2021 | Developmental Toxicity Archives of Estados
Svartz, G., & Pérez Assessment of a Environmental | Unidos de
Coll, C. Chlorothalonil-Based Contamination | América

Fungicide in a Native and Toxicology

Amphibian Species 0,89 - Q1
Attademo, A. M., 2021 | Effects of the emulsifiable Environmental | Alemania
Lajmanovich, R. C., herbicide Dicamba on Science and
Peltzer, P. M., amphibian tadpoles: an Pollution
Boccioni, A.P. C., underestimated toxicity risk? | Research
Martinuzzi, C., 0,94-0Q1
Simonielo, F., &
Repetti, M. R.
Pérez Iglesias, J. M., | 2021 | Multiple Level Efects of Archives of Estados
Fanali, L. Z., Franco- Imazethapyr on Environmental | Unidos de
Belussi, L., Natale, Leptodactylus latinasus Contamination | América

*Esté articulo se obtuvo de Google académico y no esta indexado en Scopus
**E| articulo no aparecio en la primera blsqueda de Scopus, fue indexado de Google académico y luego
buscado de manera independiente en Scopus.
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Tabla 2. Agrupacion de palabras clave utilizadas por los autores, su ocurrencia y el enfoque

temaético de la relacién entre ellas. Realizado con VosViewer (atraccion2, repulsion -1).

Cluster

Palabras

Ocurrencia

Enfoque temético

1 (rojo)

amphibians
glyphosate
agrochemical mixtures
anuran larvae
contamination

credit®
flurochloridone
hepatic damage
histological effects

4

Efecto de herbicidas en
larvas de anfibios

2 (verde)

dicamba

biomarker
herbicide

tadpoles
acetylcholinesterase
antioxidant systems
thyroid hormone
transaminase

Biomarcadores
empleados en renacuajos
en relacion al herbicida
Dicamba

3 (azul)

comet assay
micronucleus

acute toxicity
imidacloprid

commercial formulations
rainbow®

twin pack gold®

Bioensayos con
plaguicidas

4 (amarillo)

sublethal effects
amphibian development
atrazine

neurotoxicity

rhinella arenarum
teratogenesis

Efecto de la atrazina en
el desarrollo de Rhinella
arenarum

5 (lila)

imazethapyr

genotoxicity
endonuclease Il
formamidopyrimidine-dna
glycosylase
morphological and
alterations

oxidative stress

behavioral

PP NNARPRPPRPRPRPRORPRRPRPNNOORPRRPRPRPNNNORPRRPRPERR,ERNDW®W

=

efectos de Imazetapir

6 (celeste)

insecticide
biochemical level
multi effect approach
swimming alterations

Efectos de insecticidas

7 (naranja)

lethal effects
chlorpyrifos
rhinella fernandezae

Efecto letal de
Clorpirifos en Rhinella
fernandezae

8 (marron)

pivot® h
morphological abnormalities
recovery capabilities

U N

Efecto de la formulacién
comercial Imazetapir
pivot® h

32



Tabla 3. Especies, principios activos, bioensayos, biomarcadores y efecto utilizados en los

articulos revisados. Abreviaturas= S: significativo; NS: no significativo.

Bioindicador  Principio Bioensayo Biomarcador Efecto
activo Duracion  Efecto SINS
Rhinella Atrazina Agudo Letal Mortalidad S
arenarum Subletal  Morfoldgicos S
(n=7) Comportamiento S
Cronico Letal Mortalidad S
Subletal ~ Morfologicos S
Comportamiento S
Cipermetrina  Agudo Letal Mortalidad S
Subletal ~ Morfologicos S
Comportamiento S
Cronico Letal Mortalidad S
Subletal  Morfolégicos S
Comportamiento S
Clorotalonil Agudo Letal Mortalidad S
Subletal  Morfolégicos S
Comportamiento S
Cronico Letal Mortalidad S
Subletal  Morfologicos S
Comportamiento S
Dicamba Agudo Letal Mortalidad S
Subletal  Genético S
Flurocloridona Agudo Letal Mortalidad S
Subletal ~ Genético S
Glifosato Agudo Letal Mortalidad S
Subletal  Genético S
Glifosato+ Agudo Subletal ~ Genético S
Imazetapir MB
Glifosato+ Agudo Letal Mortalidad S
Dicamba ME
Glifosato+ Agudo Letal Mortalidad S
Flurocloridona
ME
Glifosato+ Agudo Letal Mortalidad S
Dicamba MNE
Glifosato+ Agudo Letal Mortalidad S
Flurocloridona
MNE
Glifosato+ Agudo Subletal ~ Genético S
Dicamba MB
Imazetapir Agudo Letal Mortalidad S
Subletal ~ Genético S
Clorpirifos Agudo Letal Mortalidad S
Subletal  Morfologicos NS
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Boana
pulchella
(n=7)

Comportamiento

S

Enzimaético

S

De estrés oxidativo

NS

Crecimiento
desarrollo

NS

Imazetapir

Agudo

Subletal

Morfologicos

S

Comportamiento

S

Genético

SINS

Crecimiento
desarrollo

SINS

Letal

Mortalidad

Imidacloprid

Agudo

Letal

Mortalidad

Subletal

Genético

Pirimicarb

Agudo

Letal

Mortalidad

Subletal

Morfologicos

Comportamiento

Genético

Citoldgico

0numnunununununwm

Crecimiento
desarrollo

w
~~
Z
wn

Leptodactylus
latinasus (n=2)

Imazetapir

Agudo

Letal

Mortalidad

Subletal

Morfologicos

Comportamiento

Genético

Enzimaético

Imazetapir*

Agudo

Subletal

Comportamiento

Genético

Histopatoldgico

Enzimatico

Cond. corporal

Rhinella
fernandezae
(n=1)

Clorpirifos

Agudo

Letal

Mortalidad

Subletal

Morfoldgicos

Comportamiento

Crecimiento

Croénico

Letal

Mortalidad

Subletal

Crecimiento

Leptodactylus
luctator (n=1)

Glifosato

Agudo

Subletal

Histopatoldgico

n|z|ln|lun|lnlnln|zlnln|ln|zln|ln|lnln|n

Elachistocleis
bicolor (n=1)

Dicamba

Agudo+

Subletal

Hormonal

Enzimatico

Scinax nasicus
(n=1)

Dicamba

Agudo+

Subletal

Hormonal

Enzimatico

nununwm

*Investigacion con adultos. + Bioensayo estético

34



Figura 1. Diagrama de flujo PRISMA (Page et al., 2021) del proceso de seleccién de los

estudios incluidos en la revision.

Diagrama de flujo PRISMA 2020
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Figura 2. Revistas en los cuales se publicaron los articulos analizados. Abreviaturas= Q1:
cuartil 1; Q2: cuartil 2; Q4: cuartil 4.
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Revistas

EEcotoxicology and Environmental Safety Q1
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mEcotoxicology Q2
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m Archives of Environmental Contamination and Toxicology Q1
= Environmental Toxicology and Chemistry Q1

mEcological Indicators Q1

mInternational Journal of Environment and Health Q4
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Figura 3. Mapa VOSviewer (distribucion: atraccion 2, repulsion -1) de acople bibliogréafico

entre los articulos.
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Figura 4. Primeras 10 revistas citadas en los articulos en revision. Abreviaturas= Q1: cuartil

1; Q2: cuartil 2; Q3: cuartil 3.
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Figura 5. Mapa VOSviewer (distribucion: atraccion 3,

trabajos en estudio.
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Figura 6. Mapa VOSviewer (distribucién: atraccion 2, repulsion -1) considerando

autores con mas relaciones en el total de publicaciones.
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Figura 7. Autores con més de una publicacion en los articulos analizados.
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Figura 8. Cantidad de citas que han recibido los articulos en revision entre el periodo de

publicacion y febrero de 2023.
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Figura 9. Autores mas citados dentro de la bibliografia de los articulos en revision.
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Figura 10. Afiliacién de los autores por tipo de institucion.
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Figura 11. Mapa VOSviewer de afiliacion de los autores (distribucion: atraccion 3,

repulsion -1).
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Figura 12. Fuentes de financiacion indicada por los autores. Abreviaturas= UNLP:
Universidad Nacional de La Plata; CONICET: Consejo Nacional de Investigaciones
Cientificas y Técnicas; ANPCYT: Agencia Nacional de Promocion Cientifica y
Tecnologica; UNL: Universidad Nacional del Litoral; PROSAMA: Pro Salud y Medio
Ambiente; UNSAM: Universidad Nacional de San Martin.
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Figura 13. Mapa VVOSviewer de co-ocurrencia (atraccion2, repulsion -1) de palabras claves

indicadas por los autores.
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