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Introduccion

1 INTRODUCCION

En las ultimas décadas, los grandes avances tecnologicos y el rapido
desarrollo de la investigacion, han permitido no solo la produccion de
multitud de compuestos quimicos que ayudan y facilitan el dia a dia al
ser humano, sino también su deteccion a niveles traza en el
medioambiente. Este amplio grupo de sustancias de nueva sintesis se
engloban bajo el término de compuestos emergentes, que abarcan
numerosos fines como la medicina, el cuidado personal, tensioactivos,

plaguicidas, o aditivos industriales entre otros (Magi y Di Carro, 2016).

La presencia de este tipo de compuestos es cada vez mas extensa en
el entorno natural. Debido al transporte de largo alcance y a la
acumulacion a través de la cadena alimentaria se han llegado a detectar
en areas muy alejadas de su entorno de aplicacion, llegando incluso a
alcanzar regiones consideradas virgenes como el Artico o cadenas
montafiosas remotas (Devi et al., 2015; Ademollo ef al., 2018). Aln bajo
esta premisa, a dia de hoy sigue existiendo un gran desconocimiento
sobre sus repercusiones en el medioambiente y los seres vivos. Varias
iniciativas promovidas tanto por la Organizacién Mundial de la Salud
(2013) como por la Unién Europea (2016), junto a otras instituciones,
tienen por objeto la estimacion de los dafios que puede causar su
presencia en el medio natural (de Oliveira et al., 2020). Es mas, un panel
de cientos de cientificos internacionales ya ha advertido que estos

avances han conllevado un elevado coste medioambiental en detrimento
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Introduccion

de la calidad del suelo, el agua, el aire, la regulacion climatica y la

preservacion de los habitats (Rosic et al., 2020).

Uno de los grandes grupos perteneciente a esta clase de contaminantes
emergentes es el de los plaguicidas. Su uso ha sido regulado a lo largo
de afios, y muchos de los empleados inicialmente, y altamente dafiinos,
tanto para el medioambiente como para el ser humano, han sido retirados
del mercado. Es mas, los usuarios son cada vez mas conscientes de las
medidas de precaucion que deben tomar tanto para ellos mismos como
para minimizar las repercusiones negativas y no diana en el entorno
natural. Sin embargo, su uso racional conlleva necesariamente estudios
asociados tanto de las formulaciones ya presentes en el mercado, como
de los nuevos compuestos que se sintetizan en sustitucion de los
retirados. Solo obteniendo esta informacion, y preferiblemente de
manera previa a su aplicacidn, serd posible proceder de la forma mas
conveniente, tanto para tratar el problema inminente, como para evitar

posibles afecciones futuras.

En la Figura 1 se representan porcentualmente englobados en 4
grupos los mas de 400 productos fitosanitarios activos convencionales y
categorizados como de bajo riesgo que podemos encontrar actualmente
en Espafia, incluidos en el Anexo A del Reglamento (CE) N.° 1107/2009
(actualizacion del 07 de mayo de 2021) “Lista comunitaria de sustancias
activas aprobadas, excluidas y en evaluacion comunitaria, sustancias de
bajo riesgo, sustancias candidatas a la sustitucion y lista de sustancias
basicas”, del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién. En este

listado, los fungicidas tienen la mayor representacion con un 34.5 % (150
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sustancias), seguidos por los herbicidas con un 27.6 % (120 sustancias),
y los insecticidas con un 20 % (87 sustancias). De forma minoritaria
estin representados en el 18 % restante los fitorreguladores,
molusquicidas, nematicidas, rodenticidas, topicidas, acaricidas,
larvicidas, repelentes, atrayentes, fumigantes, desinfectantes,

bactericidas y alguicidas.

= Fungicidas
= Herbicidas
Insecticidas

Otros

Figura 1.- Representacién gréfica de las sustancias activas convencionales y de

bajo riesgo incluidas en el Anexo A del Reglamento (CE) N.2 1107/2009

(actualizacién del 07 de mayo de 2021). Ministerio de Agricultura, Pesca y

Alimentacién.

A dia de hoy, el uso de los compuestos plaguicidas sigue
considerandose la forma mas rentable para aumentar el rendimiento de
los cultivos agricolas, previniendo, minimizando y/o erradicando las
plagas que los afectan (Rosic et al., 2020). Mas de un tercio de la
superficie terrestre, y casi tres cuartas partes de los recursos hidricos
dulceacuicolas se destinan a la produccion agricola y ganadera,
convirtiéndose en una de las principales causas por las que llegan al
medio natural. Asi, Diez et al., (2019) apelan a la necesidad de mas

estudios sobre su impacto en las vias fluviales locales.
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El gran aumento que ha acontecido en la produccion de alimentos,
piensos, fibras y bioenergias en las ultimas décadas ha permitido la
prosperidad econdmica para muchos paises, donde su empleo se ha
traducido en un mejor rendimiento de las cosechas y en la disminucion
de enfermedades transmitidas por vectores. Pero no debe obviarse el
hecho, pese a los beneficios obtenidos, de que el uso irracional y
frecuente de esta clase de productos puede ocasionar efectos adversos
sobre la salud humana y el medioambiente, bien por exposicion directa
o indirecta, aguda o cronica (Elvia et al., 2000; Gonzalez-Arias et al.,

2010).

Aunque los plaguicidas se aplican en grandes cantidades para evitar
pérdidas en los cultivos, menos del uno por ciento llega a la plaga diana,
de modo que gran parte del excedente acaba ingresando en los
ecosistemas acudticos a través de vias como los fendmenos de
escorrentia o lixiviacion (Racke, 2003). No obstante, su uso no se limita
unicamente a estos &mbitos fitosanitarios: productos como los fungicidas
se emplean de forma ubicua para tratar infecciones por hongos en la
medicina humana y veterinaria (Corcoran et al., 2010). Los insecticidas
por otra parte, se utilizan en el dmbito doméstico para el control de
plagas. Por ello, otra via de acceso a las aguas superficiales es a través
de los efluentes de las estaciones depuradoras de aguas residuales

(EDAR) (Carballa et al., 2004; Gagné et al., 2006).

De forma generalizada, los compuestos emergentes presentan
moléculas cuyas propiedades fisicoquimicas dificultan su degradacion,

identificacion y cuantificacion: reducido tamafio molecular, ionizacion,
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solubilidad en agua, lipofilia, polaridad o volatilidad (Bo et al., 2016;
Magi y Di Carro, 2016). La inmensa mayoria de las EDAR vigentes a
dia de hoy fueron disefiadas hace décadas y no se desarrollaron con la
idea de retirar y destruir este tipo de compuestos, siendo su enfoque
principal la eliminacion orgénica y bacteriologica. Por ello, aunque se
realice un tratamiento previo a su vertido, no es garantia de la ausencia

de esta clase de compuestos (Bolong ef al., 2009).

En la actualidad, muchas de estas plantas incorporan procesos
novedosos como la nanofiltracion, que consigue reducir la presencia de
contaminantes emergentes, aunque no su eliminacién completa (Wang
et al., 2021). En definitiva, el medioambiente acuatico recibe mezclas
muy diversas de contaminantes de diferente naturaleza y por multiples

vias, entre ellos los plaguicidas.

Uno de los motivos principales que hace que resulte complicado
controlar la presencia de plaguicidas en el entorno natural se deriva de la
elevada movilidad que presentan. Existen compuestos con una elevada
tasa de volatilidad que pasan a la atmosfera, otros llegan al medio
acuatico disueltos en el agua o adsorbidos en las particulas que contiene
y son transportados por las corrientes, mientras que otros pueden
permanecer acumulados en los sedimentos. De hecho, en multitud de
ocasiones su aplicaciéon se realiza directamente sobre un sistema
acuatico, como es el caso de acequias o lagunas, e incluso en cultivos
inundados como los arrozales, con el fin de controlar las plagas de
mosquitos que, aunque no dafien directamente a los cultivos, si resultan

un problema para la poblacion de los municipios colindantes a este tipo

25



Introduccion

de explotaciones (Nufiez-Torrent, 2014). De este modo, los seres vivos
que habitan en los entornos afectados, sean o no diana, reciben elevadas
concentraciones de estos compuestos al encontrarse en el propio foco de
emision. Aunque para la mayoria de ellos no supongan concentraciones
letales, si act@lan en numerosas ocasiones como cantidades subletales
pudiendo producir efectos cronicos en las poblaciones que conforman el
ecosistema afectado, llegando a derivar en graves dafios a largo plazo
que resultan muy complejos tanto de prever como de evaluar. Bodar et
al., (1988) ya apuntaban como estos efectos adversos podian inducir
alteraciones fisioldgicas y poblacionales sobre la reproduccion, el
crecimiento o la supervivencia entre otros. Por otra parte, su elevada
liposolubilidad, caracteristica fisico-quimica presente en la mayoria de
los plaguicidas, permitiria ser absorbidos por las membranas bioldgicas
pudiendo llegar a acumularse en los depdsitos grasos y atravesar las
membranas celulares de los organismos no diana. Asi, concentraciones
subletales en los niveles mas bajos de las cadenas tréficas podrian llegar
a ser letales en los eslabones superiores, debido a los procesos de

bioacumulacion y biomagnificacion (Skaare et al., 2000).

1.1 Ecotoxicologia

Sanz (1974), define la Ecotoxicologia como “la ciencia responsable
del estudio de los efectos negativos derivados de la contaminacion, el
origen, su evolucion espacial y temporal, y las distintas interacciones que
acontecen con organismos vivos de los ecosistemas implicados, teniendo
como objetivo principal la proteccion del medio natural en relacion a las

sustancias nocivas que a €l puedan acceder”. Calow (1993), ya abogaba
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por la necesidad de anticipar qué entornos pueden verse afectados y tratar
de minimizar su impacto negativo. Mas tarde, la [IUPAC (2009) redefine
el término de Ecotoxicologia como el estudio de los efectos toxicos de
los agentes tanto quimicos como fisicos sobre los organismos,
especialmente en poblaciones y comunidades dentro del ecosistema,
incluyendo las vias de transferencia de estos agentes y sus interacciones
con el medioambiente (Nordberg et al., 2009). Esta area cientifica ha
evolucionado enormemente durante las ultimas décadas, y el
conocimiento que ha generado es cada vez mas extenso, al igual que su
interrelacion con otras disciplinas cientificas hacen que su valor y

relevancia sean cada vez mas evidentes.

Son multiples las herramientas para evaluar la ecotoxicidad asociada
con el uso de un determinado compuesto, y su eleccion estara
directamente relacionada con el alcance buscado. Los ensayos agudos a
corto plazo proporcionan una primera aproximacion acerca de cémo el
compuesto o grupo de compuestos puede impactar sobre una
determinada especie, evaluando la tasa de supervivencia. Graney y Giesy
(1986), ya abogaban por la realizacion de investigaciones a medio y largo
plazo, pues permiten estudiar disfunciones en parametros como el
desarrollo y reproduccidn, crecimiento, bioquimica o fisiologia de los
individuos de una especie. Incluso podemos escalarlos a nivel
poblacional, de comunidad o del ecosistema en su totalidad. Sin
embargo, a dia de hoy, realizar estudios de laboratorio que reflejen todas
las interacciones que ocurren en la naturaleza sigue siendo muy
complicado y costoso. Los bioensayos llevados a cabo en condiciones

controladas se convierten en una herramienta muy til y necesaria. Son
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estudios realizados a corto y medio plazo encaminados a servir de base
para la obtencion de informacion sobre los posibles efectos nocivos de
estos compuestos en individuos de una especie determinada, pudiendo
utilizar los resultados para inferir qué posibles consecuencias tendria al
trasladarlo a un ecosistema si estas condiciones se diesen en el entorno

natural.

Mediante los estudios basados en toxicidad cronica, se puede estimar
los efectos nocivos que el compuesto provocara sobre la especie objeto
de estudio no diana a medio plazo. Se basan en la administracion de
concentraciones subletales de forma reiterada durante un tiempo que
abarca de forma significativa gran parte de la vida del organismo. Por lo
general, se realiza el seguimiento de una poblacidon procedente de una
misma cohorte, expuesta a un tUnico compuesto. Ello facilita la
interpretacion de resultados y aisla los efectos observados como
procedentes Unica y exclusivamente del compuesto al que se exponen,
pero dista mucho de lo que puede ocurrir en un escenario real. Si bien,
no deben dejarse de lado otros factores importantes que no se reflejan de
forma habitual en esta tipologia de ensayos. Es muy complejo determinar
las consecuencias de toda una amalgama de compuestos, y dificil
reproducir las condiciones ambientales naturales en un entorno de
laboratorio, entre otras; pero si pueden incluirse otros factores que nos
acerquen un poco mas a la realidad del entorno natural. Uno de ellos es
ampliar el periodo de exposicion, y no limitarlo exclusivamente bien a
una cohorte, bien a un periodo de desarrollo, teniendo en cuenta, por
ejemplo, qué papel juega el toxico en el proceso de la oogénesis y

embriogénesis, o como transfiere la generacion parental las afecciones o
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resistencias a los descendientes tras la exposicion (Baillieul et al., 1993;

Poulsen et al., 2021).

Actualmente, el tinico requisito legal en los paises miembros de la UE
para evaluar los riesgos asociados a un plaguicida se basa en el estudio
sobre una Unica generacion de individuos, mediante la deteccion de
concentraciones letales y en algunos casos, estudiando los efectos sobre
el desarrollo y la reproduccion (Reglamento (CE) No 1107/2009 del
Parlamento Europeo). Esta clase de estudios no contemplan escenarios
que se dan en la vida real, como la persistencia o aporte continuo de un
plaguicida en el entorno exponiendo a varias generaciones sucesivas de
una especie, o como repercuten las alteraciones producidas sobre la
generacion parental y que estos pueden trasladar a la descendencia aun
habiéndose eliminado ya los contaminantes en el ecosistema que

ocasionaron dichos desequilibrios (Poulsen ef al., 2021).

Al intentar seleccionar una especie entre todas las pertenecientes al
ecosistema, o grupo de ellos, para evaluar los efectos negativos
producidos en un medioambiente determinado, surge el concepto de
organismo bioindicador. Seglin su definicidn, se trata de una especie que
indica de forma clara, por su elevada sensibilidad, la presencia o ausencia
de compuestos contaminantes, lo que permite evaluar el nivel de
toxicidad de sustancias muy diversas a través de una facil interpretacion

(Capo6-Martin, 2007).

En los entornos acuaticos, la ecotoxicidad derivada de un plaguicida,
historicamente se estudiaba principalmente sobre vertebrados (peces),

por su impacto y envergadura no solo a nivel bioldgico, sino también
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econdémico y social. Sin embargo, los estudios avalaron el empleo de
otros grupos biologicos pertenecientes a niveles inferiores de la cadena
trofica, no solo como estudios complementarios sino con entidad propia
por diferentes causas (Hanazato, 1998; Abe et al., 2001). Vertebrados e
invertebrados pueden no verse afectados de manera negativa en la misma
forma y grado debido a que cada grupo presenta unos mecanismos
particulares de destoxificacion. Sin embargo, los invertebrados
acuaticos, generalmente, son mas sensibles a estos compuestos que los
vertebrados acuaticos. Asimismo, son mas numerosos que éstos y
constituyen un componente fundamental en el ecosistema, por lo que un
descenso significativo en estas poblaciones podria traducirse en
consecuencias negativas tanto a nivel ecoldgico como econdémico, por
ejemplo, al verse mermadas las especies explotables en ambientes
dulceacuicolas. Es importante enfatizar que incluso viéndose finalmente
afectado la totalidad del ecosistema, serd la comunidad zooplanctonica
uno de los niveles troficos que primero lo refleje, ya que pertenecen a la
base de la misma. El zooplancton desempefia un papel vital en los
ecosistemas acudticos, de ahi que su modificacién o alteracién pueda

acabar afectando a todos los niveles superiores (Lynch y Shapiro, 1981).

Dentro de la comunidad zooplanctonica de multitud de ecosistemas
dulceacuicolas, encontramos el crustaceo cladocero Daphnia magna
Straus (1820). Es objeto de cientos de publicaciones cientificas anuales,
no Unicamente por su relevancia en estudios de ecotoxicologia, sino
también en estudios evolutivos, fisioldgicos y ecoldgicos (Lampert,

2011; Smirnov, 2017). Por otro lado, se usa extensamente en acuicultura
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como alimento, principalmente, para crias de especies comerciales y

peces ornamentales (Bekker et al., 2018).

Para la ecotoxicologia acuatica, este animal se ha convertido en una
herramienta imprescindible desde hace mas de 3 décadas. Multiples
factores favorecen su uso como organismo bioindicador, y
organizaciones como la Environmental Protection Agency (EPA) de
Estados Unido (EEUU), la Unién Europea (UE) o la Organisation for
Economic Cooperation and Development (OECD) lo consideran un
estandar en los ensayos toxicoldgicos. Numerosas caracteristicas lo
sefialan como organismo idoneo para llevar a cabo estos estudios. Como
primer punto resaltar que su cultivo resulta muy econdmico en
comparacion con otras especies bioindicadoras de moluscos,
macrocrustaceos o peces. Ademads, su ciclo vital y reproductivo
relativamente cortos, y la produccion de una descendencia
genéticamente  homogénea al presentar una  reproduccion
partenogenética en entornos favorables, facilitan enormemente el
establecimiento de relaciones causa-efecto de manera uniforme (Mark y
Solbé¢, 1988). Se trata de una especie clave debido a su posicion cerca de
la base de la cadena trofica dentro de los ecosistemas que habita
(consumidor primario), actuando como nexo entre los productores
primarios y los depredadores en muchos de los sistemas dulceacuicolas
(Hebert, 1978; Larsson y Dodson, 1993). Ademas, la caracteristica mas
valiosa como organismo bioindicador es que presenta una elevada
sensibilidad frente a multitud de contaminantes, especialmente a los

plaguicidas (Baudo, 1987; Abe ef al., 2001).
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Desde hace décadas la especie D. magna ha sido ampliamente usada
tanto en los test de toxicidad aguda (I.S.O., 1982; U.S. E.P.A., 1983;
Enserink et al., 1990; Weyers et al., 2000; Hernando et al., 2003;
Zvinavashe et al., 2009; Horton et al., 2018; Marzo et al., 2020), como
cronica (Fairchild et al., 1992; Raby et al., 2018; Oda et al., 2019), para
evaluar el efecto de compuestos toxicos en el medio. La mayoria de
estudios llevados a cabo hasta la ultima década se basaban
principalmente en cambios fenotipicos, supervivencia, locomocion,
alimentacion o efectos sobre la reproduccion (Seyoum et al., 2019).
Estos efectos estudiados de forma convencional pueden considerarse el
resultado final del dafio acumulado a nivel suborganismico. Por ello, en
los ultimos afios, la tipologia de estudios se ha ido ampliando y
diversificando: estudios multigeneracionales (Agatz et al., 2013; Silva et
al., 2017), marcadores bioquimicos (Villarroel et al, 2009; Gottardi y
Cedergreen, 2019; Nkoom et al., 2019; Siciliano et al., 2019) o expresion
génica (Zeis et al.,2003; Seyoum et al., 2019; Seyoum et al., 2020), entre

otros.

En los estudios ecotoxicologicos, la combinacion de la informacion
desde diferentes areas de conocimiento, asi como procedentes de
diferentes niveles de organizacion bioldgica, proporcionan una mayor
relevancia y una amplia perspectiva para la evaluacién del impacto de
factores tensionantes o estresantes de los ecosistemas acuaticos; tal y
como recomiendan numerosos autores como Rodrigues et al., (2017).
Muchos autores anteriores y posteriores a Moore et al., (2004) ya
apuntaban a que la evolucién favorable o desfavorable de la poblacion

sujeta a un estudio puede no reflejarse de forma cortoplacista, y solo
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ahondando sobre distintos niveles de organizacion es posible obtener
informacion sobre como evolucionara en el futuro si las condiciones de

exposicion se prolongan en el tiempo.

El ensayo mas rapido que proporciona informacion relevante en esta
especie es la prueba de toxicidad aguda, en la cual la inmovilidad se usa
como criterio para evaluar la toxicidad de un compuesto. Son estudios a
corto plazo y simples en su ejecucion. Ademas, para la dafnia, el proceso
de filtracion e ingestion del alimento influye directamente en su
fisiologia en términos de crecimiento, metabolismo y reproduccion.
Ciertos compuestos tanto organicos como inorganicos son capaces de
alterar su comportamiento filtrador reduciendo la captacion de alimento
por los apéndices y por tanto, afectando a los procesos de ingesta y
digestion, lo que podria traducirse en un debilitamiento del animal y
hacerlo més vulnerable a los cambios que puedan acontecer en el medio
en el que vive (Orchard et al., 2002). Realizar por tanto ensayos sobre el
comportamiento alimenticio en individuos neonatos de esta especie
pueden resultar muy informativos, pudiendo evaluar en un tiempo
reducido (desde unas pocas horas a varios dias) las posibles alteraciones
derivadas de la exposicion de un contaminante. Sin embargo, ninguno de
estos ensayos tiene en cuenta posibles impactos en la capacidad
reproductiva. En condiciones normales, el buen estado de la poblacion
depende de la esperanza de vida, el tiempo hasta la madurez reproductiva
y la tasa de reproduccion, parametros fundamentales en investigaciones
ecotoxicologicas (Walthall y Strack, 1997). Por ello resulta de gran
interés ampliar la informacion con otra modalidad de ensayos, ya que,

aunque a través de los experimentos cronicos estandar, donde los
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individuos neonatos se exponen a concentraciones subletales del
compuesto abarcando varias semanas del ciclo de vida, podamos
incrementar la informacién obtenida, no debemos descartar otros tipos

de analisis que complementen la informacién obtenida.

En los individuos de D. magna se puede observar su respuesta frente
a los contaminantes ambientales y factores estresantes mediante el
seguimiento de los niveles en determinados marcadores bioquimicos, o
los perfiles de expresion génica como resultado de una exposicion tanto
directa como indirecta a estos compuestos (Steinberg et al., 2008). Se ha
demostrado que resultan herramientas eficientes para el control de la
toxicidad debido a su sensibilidad, velocidad y precision (Seyoum et al.,
2019). Pueden ayudar a mejorar la comprension de los procesos
involucrados en la exposicidon a factores ambientales estresantes, como
cambios en los parametros fisico-quimicos del medio, o la presencia de
contaminantes entre otros, ya que reflejan alteraciones relacionadas con
el metabolismo energético u otros criterios de valoracion individuales
como la reproduccion o el crecimiento, asi como la viabilidad tanto
individual como poblacional (Sokolova et al., 2012). También se utilizan
como indicadores de alerta temprana de contaminacion ambiental y sus
efectos posteriores, ya que estos marcadores pueden verse alterados a
bajas concentraciones de exposicion (Coelho et al, 2011). Por ello
resulta de gran utilidad ampliar la evaluacion de parametros
poblacionales, con el estudio a otros niveles de organizacion
intraespecificos y subindividuales mediante biomarcadores, al poner de

manifiesto alteraciones cuantificables de procesos biologicos (nivel
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molecular, celular, bioquimico, fisioldégico), como consecuencia de la

exposicion a un toxico (Van der Oost et al., 2003).

1.2 Problematica de los plaguicidas Procloraz y Piriproxifen

En este trabajo se han seleccionado dos plaguicidas ampliamente
usados actualmente en la Uniéon Europea, con el fin de evaluar los
posibles efectos negativos causados en individuos de la especie D.
magna, organismo presente en los ecosistemas dulceacuicolas sobre los
que directamente se emplean estos compuestos, o a los que llegan

grandes cantidades de los mismos a través de diferentes vias.

1.2.1 Fungicida Procloraz

Se trata de un fungicida de tipo imidazol empleado principalmente en
agricultura con actividad preventiva, aunque también puede actuar en la
curacion y erradicacion de plagas de hongos. No es propiamente un
fungicida sistémico, pero muestra cierta accion translaminar, por lo que
es capaz de penetrar parcialmente en la planta a través del follaje o las
raices y movilizarse por ella. Los productos comercializados, por lo
general, se formulan como complejo de manganeso a pH acido que le
proporciona estabilidad. Estan indicados para el control de forma directa
de hongos, especialmente ascomicetos y deuteromicetos, en variedad de
cultivos: arroz, melén, remolacha, espinacas, cereales, ... Aunque
también se emplea durante el almacenamiento de la cosecha (Gomez-

Hernandez, 2008).

Los fungicidas azoles estan disefiados para bloquear el crecimiento de

los hongos al inhibir la sintesis del citocromo (CYP) P450 (Gottardi y
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Cedergreen, 2019). Concretamente procloraz tiene un mecanismo de
accion centrado principalmente en la inhibicion de la sintesis de la
enzima CYP51. Esta enzima participa en la biosintesis del ergosterol,
componente esencial de la membrana celular de los hongos que le
proporciona integridad, e interviene tanto en el correcto funcionamiento
de multiples enzimas como en la division celular (Henry y Sisler, 1984).
Actua al unirse el grupo azol a la enzima. El nitrégeno nucleofilico
ubicado en la parte media del azol se une al hierro de la enzima
responsable de transformar el lanosterol en ergosterol e impide su

correcta sintesis (Henry y Sisler, 1984; Copping y Hewitt, 1998).

El gran grupo de enzimas monooxigenasas del citocromo P450
también juegan un papel fundamental en la catalizacién de una amplia
variedad de reacciones oxidativas, y en las rutas de destoxificacion por
medio de la biotransformacion en organismos no diana (Rosch, 2016).
Gottardi et al., (2017), demostraron que procloraz era capaz de inhibir la
actividad del citocromo P450 en neonatos D. magna tras exponerlos al
fungicida durante 48 horas. Se ha apuntado que procloraz actia de
manera no selectiva inhibiendo la aromatasa (CYP19) (Sanderson et al.,
2002), ademas de actuar como antagonista sobre la actividad de
receptores androgénicos como el receptor de estrogeno en ensayos in
vitro con células humanas (Andersen et al., 2002). Estudios realizados
sobre el efecto producido por el procloraz sobre el pez cebra
evidenciaron que a concentraciones altas (202 pg/L) actuaba sobre la
especie como disruptor endocrino agonista, ya que encontraron una
mayor proporcion de machos e individuos intersex, ademas de

alteraciones gonadales junto con una reduccion de los niveles de
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vitelogenina tanto en machos como en hembras. Sin embargo, a
concentraciones bajas (16-64 ug/L), producia un aumento significativo
de la vitelogenina en los individuos macho, evidenciando que procloraz
es un disruptor endocrino con multiples modos de accion (Kinnberg et

al., 2007).

Su presencia en el medio ambiente estd bastante extendida. Varios
estudios llevados a cabo en rios espafioles con el fin de analizar el
contenido en plaguicidas, han puesto de manifiesto su presencia en las
aguas corrientes. Masia et al., (2015), encontraron concentraciones de
procloraz de hasta 9.87 ng/L en el rio Llobregat (Barcelona), y
Ccanccapa et al., (2016a), determinaron su presencia a concentraciones
de hasta 486 ng/L en un estudio en los rios Turia (Teruel) y Jucar

(Cuenca).

1.2.2 Insecticida Piriproxifen

Piriproxifen es un insecticida utilizado actualmente por numerosos
paises para el control de plagas en cultivos agricolas como el algodon,
naranja, almendros, manzanos, o café entre otros (Sullivan y Goh, 2008).
También se emplea en &reas interiores para el control de plagas
domésticas como la cucaracha alemana (Saltzmann et al., 2006) o la
mosca comun (Biale ef al., 2017), y se comercializa para uso topico en
gatos y perros para el control profilactico de pulgas (Stanneck et al,
2002). Sin embargo, uno de sus usos mas extendidos es para el control
de plagas de mosquitos como las especies Anopheles arabiensis
(Lwetoijera et al., 2014), Anopheles gambiae (Jaffer et al., 2015), Culex

quinquefasciatus (Jambulingam et al., 2008), Aedes albopictus (Suman
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et al, 2018) o Aedes aegypti (Tsunoda et al., 2013), insectos que
mediante su picadura transmiten enfermedades como la malaria,
filariasis, fiebre amarilla, dengue o chikungunya respectivamente. Este
compuesto es utilizado en todo el mundo en programas de salud publica
como alternativa a los pesticidas organofosforados y piretroides, pues
debido a su uso extensivo han acabado generando resistencias sobre las
poblaciones de insectos diana en varias regiones del planeta (Lima et al.,
2011). Se emplea para el control de multiples plagas tanto en fuentes de
agua potable como en masas de agua, a concentraciones de hasta 10 y
100 pg/L respectivamente (Lajmanovich et al., 2019). Numerosos
estudios demuestran que este insecticida se encuentra presente en gran
cantidad de masas de agua fluviales (Campo et al., 2013; Masid et al.,
2015; Ccanccapa et al., 2016a). Concentraciones de hasta 37.74 ng/L se
han citado en el rio Ebro (Ccanccapa et al.,, 2016b), y de 99.59 ng/L
(equivalente al 1% respecto a la concentracion determinada como
concentracion segura para el agua potable por la Organizacion Mundial
de la Salud establecida en 10 pg/L, 2007) en el rio Jucar (Moura y Souza-
Santos, 2020).

Se trata de un agonista de la hormona juvenil, ya que su féormula
estructural es similar a ésta, aunque mucho mas estable, por lo que
compite activamente por sus receptores (Sullivan y Goh, 2008). En
condiciones naturales, el insecto deja de sintetizar esta hormona para dar
paso al estado adulto mediante la metamorfosis. En presencia de
andlogos, al seguir éstos uniéndose a los receptores de la hormona
juvenil, impide la interrupcion del proceso imposibilitando el paso de

fase larvaria a pupa, alterando su desarrollo natural y, por tanto,
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imposibilitando su metamorfosis a estadio adulto (Dhadialla et al.,

1998).

El efecto que piriproxifen produce en insectos es mas variado. Se ha
citado entre otros su capacidad de: impedir la eclosion de los huevos
(Ohba et al., 2013), afectar al desarrollo larvario (Wang et al., 2013), o
promover aberraciones morfoldgicas y reducir la fecundidad en adultos
(Maoz et al., 2017). Debido a ello se ha clasificado también como

disruptor endocrino (Sullivan y Goh, 2008).

En otros taxones no se conoce con certeza su modo de accion, pero
existen evidencias de su efecto en el desarrollo de vertebrados acuéticos
provocando un aumento de la mortalidad a dosis reducidas
(Dzieciolowska et al., 2017; Azevedo- Linhares et al., 2018),
malformaciones, y una potenciacion de su efecto cuando se asocia a
microcistina, toxina producida por cianobacterias en ambientes acuaticos
eutroficos (Azevedo-Linhares et al., 2018). Multitud de estudios han
demostrado que las concentraciones efectivas empleadas para el control
de plagas de mosquitos producen efectos adversos en otros organismos
terrestres como abejas meliferas, u organismos acuéaticos invertebrados
(anfipodos, cangrejos, dafnias), y vertebrados (pez cebra), tanto en
embriones como adultos (Truong ef al., 2016; Lawler (2017); Azevedo-

Linhares et al., 2018; Maharajan et al., 2018; Maharajan ef al., 2020).
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1.3 Biologia de Daphnia magna

1.3.1 Taxonomia y distribucion geografica

El organismo modelo seleccionado en este estudio como
bioindicador, Daphnia magna, es una especie perteneciente al subfilo
Crustacea, clase Branchiopoda, orden Diplostraca, superorden

Cladocera, familia Daphniidae (WoRMS, 2021).

D. magna es una especie cosmopolita. Los primeros estudios sobre su
distribucion geografica se centraron en Europa (De Gelas y De Meester,
2005; Fields et al., 2015), aunque esta especie también es comun en el
Medio Oriente, Asia Central, varias regiones de Siberia Oriental y
Occidental, China, Africa del Norte, Africa del Sur, y América del Norte
(Brooks, 1957; Benzie, 2005). Se distribuye generalmente en regiones
con clima arido, en zonas situadas a baja y media altura sobre el nivel
del mar. A pesar de que los individuos de esta especie son capaces de
tolerar un amplio rango de condiciones ambientales, con mayor éxito se
localizan en pequefios remanentes de agua como charcas o zanjas
inundadas con un bajo nivel de turbidez y alta radiacion solar. En
entornos acudticos de abundante vegetacion pueden encontrarse en
masas mas grandes formando enjambres (Alonso, 1996). Generalmente
quedara excluida de entornos como lagos tropicales donde la ictiofauna

ejerce una intensa depredacion sobre la especie (Brooks, 1957).

1.3.2 Morfologia y fisiologia

Daphnia magna (Figura 2) es un pequefio crustdceo con una longitud

maxima en hembras de 6 mm y en machos de 3 mm (sin contar la espina
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caudal), presenta un patron variable de coloracion entre pardo y
anaranjado, en funcion, de forma asilada o conjunta, de la salinidad y el
oxigeno disuelto en el medio acuatico (Alonso, 1996). La disponibilidad
de alimento en el medioambiente influye directamente en su tamafio: en
situaciones de escasez primard la supervivencia y el crecimiento. Las
hembras tenderan a producir una descendencia poco numerosa con
individuos relativamente grandes, mientras que, en condiciones Optimas,
las camadas seran mucho mas grandes con individuos mas pequefios (Mc
Kee y Ebert, 1996). El crecimiento del individuo esta ligado a la
generacion de una nueva muda, no solo durante su desarrollo hasta el

estadio adulto, sino también tras cada camada.

Morfolégicamente, dafnia presenta un caparazén bivalvo,
encontrandose comprimido lateralmente al menos de forma parcial. En
el caso de las hembras, cada valva presenta simetria central, mientras que
en el macho es asimétrica, formando la parte superior un éangulo
aproximado de 90°. El tronco esté protegido por el caparazon, quedando

fuera tanto el cefalon como la espina caudal.

En el cefalon se ubican las antenas primarias o anténulas (elongadas
en los machos), con funcidn sensorial, y las antenas secundarias. Estas
ultimas las emplea para para generar un movimiento principalmente
vertical y a impulsos, permitiéndole la natacion. Mediante su batido, el
individuo se impulsa hacia arriba hundiéndose posteriormente de forma
paulatina, pues a su vez las usa de amortiguador al descender en la

columna de agua. (Ebert, 2005)
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La capacidad de vision en el género Daphnia, es otorgada por un
unico ojo compuesto de coloracion oscura, situado en la regidon antero-
medial del cefalon, como resultado de la fusion de ambos ojos al inicio
del segundo estadio de desarrollo embrionario (Sobral et al., 2001).
Presenta fototactismo positivo, lo que le permite orientarse en el proceso
de natacion gracias a la deteccion de los cambios de luminosidad en el

entorno (Ebert, 2005).

Cefalon — Antenas secundarias

Ojo compuesto

O — ”y
Glandula antenal —F Intestino

R Corazén
Sedas especializadas —

s Ovarios
Pereidpodos _|
Camara incubadora
con embriones en
desarrollo

Caparazon
Ano

Espina caudal

Figura 2.- Morfologia y anatomia interna en género Daphnia. Fuente:

Modificado de Ebert (2005).

El cuerpo estd compuesto por cinco pares de apéndices troncales
(pereiopodos). Aunque en su conjunto la dafnia los emplea para generar
una corriente de agua, la finalidad del tercer al quinto par es la filtracion,

destinando los apéndices primero y segundo para retirar el poso
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provocado por los residuos de la filtracion (Nieto y Mier, 1985). Presenta
un tipo de alimentacioén suspensivora, ya que al generar la corriente es
capaz de filtrar las microalgas presentes en el medio, y mediante las
sedas especializadas situadas en la parte inferior de los apéndices, las
recolecta y transfiere al surco alimentario. Este organismo solo es capaz
de filtrar particulas de un tamafo entre 1 y 35 um (Geller y Miiller,
1981).

El organo excretor se encuentra en las gldndulas antenales (Ebert,
2005). La dafnia regula el equilibrio osmoético mediante absorcion activa
mas que a través de la dieta. En este proceso se ponen en practica tres
estrategias reguladoras para el mantenimiento del equilibrio i6nico. La
primera mediante la dilucion de la hemolinfa, lo que se traduce en una
minimizacion de la tasa del flujo osmoético (Waterman, 1961). En
segundo lugar, a través de la absorcion activa de cloruros que permite
reincorporar sales perdidas desde los sacos branquiales, mediante una
fina cuticula ubicada en la base de los apéndices toracicos. Y finalmente,
por medio de las glandulas antenales y en determinados casos a través de
la superficie general corporal, mediante la excrecion de los productos

nitrogenados como el amoniaco (Thorp y Covich, 1991).

1.3.3 Ciclo reproductivo

Existen dos tipos de reproduccion en el ciclo de los dafnidos con

alternancia generacional, resumidos en la Figura 4.

Partenogénesis: en condiciones medioambientales Optimas

(abundancia de recursos alimenticios, y con densidad
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poblacional baja), la poblacion estard conformada
exclusivamente por hembras. Una vez éstas alcanzan la
madurez reproductiva, generan huevos diploides. Los huevos
pasan del ovario a la cdmara dorsal de incubacion donde se
desarrollan, pudiendo incluso llegar a albergar embriones en
tres estadios diferentes de desarrollo. En el interior de los
ovarios tiene lugar la produccion de oocitos y la vitelogénesis
en algunos de estos oocitos, y en la cdmara incubadora se
encuentran los embriones en proceso de desarrollo (Zaffagnini,

1987).

En la Figura 3 puede verse la camara incubadora en hembras
adultas en diferentes fases de la reproduccion partenogenética.
El desarrollo embrionario es directo, y se da por finalizado
cuando los neonatos son expulsados al exterior abandonando la
camara de incubacion que se encuentra ubicada justo debajo del
caparazon. Este proceso va acompanado del desprendimiento
del exoesqueleto, generando una nueva muda. Los individuos
expulsados al exterior estan provistos de capacidad natatoria
para desplazarse en la columna de agua y alimentarse (Sobral et

al., 2001).

Una vez liberados, el crecimiento de los neonatos continia con
dos o tres estadios de intermuda, sucedidos por
aproximadamente cinco estados pre-reproductivos mas, previos

a la liberacion de la primera camada una vez alcanzada la
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madurez reproductiva (habitualmente tiene lugar entre el sexto

y noveno dia de vida).

A B

Figura 3.- Estado de la cdmara incubadora en hembras adultas de D. magna en

diferentes fases durante la reproduccién partenogenética. A: cdmara incubadora
vacia. B: cdmara con embriones en estadio temprano de desarrollo. C: camara
con embriones completamente desarrollados y préoximos a su liberacién al
exterior como neonatos. Fotografias tomadas con microscopio estereoscépico,
aumentos 30x.

En condiciones Optimas y con una alimentacion correcta, las
hembras pueden llegar a producir mas de 65 neonatos en cada
una de las camadas, aunque por término medio, suelen estar
compuestas por 12 individuos, produciendo a lo largo de su vida
entre 17 y 20 camadas. El tamafio medio de la camada variara
en funcion de los factores medioambientales, los recursos
alimenticios, y la propia edad de la hembra. La maxima puesta
suele encontrarse en torno a la quinta, momento a partir del cual
decrece nuevamente debido al proceso de envejecimiento de la
progenitora (Hallam et al., 1990). En la Figura 4 se muestra el
ciclo reproductivo de la dafnia en condiciones ambientales
favorables (reproduccion partenogenética) y desfavorables

(reproduccion sexual).
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Reproduccion sexual (Figura 4): las poblaciones de dafnidos
en el medio natural se encuentran integradas de forma
practicamente exclusiva por hembras gran parte del afio. La
aparicion de machos tiene lugar cuando las condiciones
ambientales se tornan adversas. Generalmente derivan de una
elevada densidad poblacional, lo que implica un aumento en la
acumulacion de productos de desecho (resultando en una
elevacion de la toxicidad para la poblacion), y una reduccion en
la disponibilidad de alimentos, aunque su apariciéon puede ser
resultado de otros factores como un déficit de oxigeno, o
cambios bruscos de las temperaturas. La presencia de machos
en estas condiciones conlleva que la hembra produzca solo dos
huevos haploides en cada puesta, uno por ovario, que seran
fecundados por el macho al introducir a través de las valvas del
caparazon de la hembra su postabdomen, depositando el
esperma en el interior de la cdmara incubadora. Una vez los
huevos son fecundados, se produce un engrosamiento de las

paredes de la camara incubadora convirtiéndose en capsulas de
proteccion con forma de estribo conocidas como efipias o
quistes de resistencia, lo que supone una menor inversion
metabolica en la reproduccion por parte de los parentales. Las
efipias son capaces de soportar la congelacion y desecacion,
incluso la digestion si es ingerida por organismos como peces,
aves o mamiferos. De esta forma, la especie es capaz de salvar
grandes distancias ademds de superar condiciones adversas

como las sequias estivales o las heladas invernales. Tras un
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periodo de diapausa, cuando las condiciones ambientales
vuelven a ser favorables, eclosionan liberando hembras
partenogenéticas que restituyen la poblacion (Thorp y Covich,

1991).

Condiciones desfavorables

. Hijo
Ciclo sexual partenogenético

g

Apareamiente

—
Huevos

Efipia haploides

Eclosion
tras diapausa

Hija partenogenética

Q

Ciclo partenogenético

Huevos
diploides

Condiciones favorables

Figura 4.- Ciclo reproductivo de Daphnia magna. En color naranja se muestra el
ciclo partenogenético durante condiciones medioambientales favorables. En
color azul, el ciclo sexual con la aparicion de machos ante condiciones
desfavorables y la formacién de huevos haploides que serdn fecundados por
éstos dando lugar a 2 huevos diploides protegidos en las efipias. Fuente:
Modificado de Ebert, 2005.
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1 OBJETIVOS

Los objetivos que se pretenden alcanzar en este estudio son:

1. Evaluar la toxicidad aguda del crustaceo Daphnia magna frente
a cada uno de los plaguicidas de estudio, procloraz y
piriproxifen, para el establecimiento de la CEso y seleccion de

concentraciones subletales para el resto de ensayos.

2. Determinar si los plaguicidas estudiados provocan alteraciones
en el comportamiento alimenticio de neonatos de D. magna
evaluando las tasas de filtracion e ingestion, tras exponerlos a
las concentraciones subletales que posteriormente se emplearan

en los ensayos de toxicidad cronica.

3. Estudiar los efectos producidos a largo plazo por los plaguicidas
procloraz y piriproxifen empleando para ello las mismas
fracciones de sus respectivas CEso a 48 horas, siguiendo las
recomendaciones de la OECD 211 para evaluar los pardmetros
de supervivencia, reproducciéon y crecimiento individual en
Daphnia magna. Asi como las posibles alteraciones

morfologicas o de pigmentacion.

4. Evaluar la existencia de recuperacion y/o efectos adversos en la
generacion filial (F1) de individuos de D. magna procedentes

de parentales (FO) expuestos a la concentracion mas elevada
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testada de cada uno de los plaguicidas, tras permitir el desarrollo

en medio exento de plaguicida durante 21 dias.

. Evaluar la existencia de efectos adversos en la generacion filial
(F1) de individuos de D. magna procedentes de parentales (FO)
expuestos a la concentracion mas elevada de cada plaguicida,
provocados por la exposicion de la generacion F1 a las mismas

condiciones que sus progenitoras durante 21 dias.

. Determinar la presencia de alteraciones fisiologicas en los
individuos expuestos de D. magna durante 21 dias a
concentraciones subletales de cada plaguicida mediante

marcadores bioquimicos.

. Determinar la existencia de cambios en la expresion génica
ligada a distintas rutas bioldgicas como consecuencia de la
exposicion a concentraciones subletales durante 21 dias de
individuos de D. magna a cada uno de los plaguicidas objeto de

estudio.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 Animales experimentales

3.1.1 Cultivo de Daphnia magna

El presente estudio se ha llevado a cabo utilizando individuos
pertenecientes a la especie Daphnia magna, clon K6 (Muyssen y
Janssen, 2001), cuya colonia se mantiene de forma permanente en el
Laboratorio de Ecotoxicologia y Calidad Ambiental (LEyCA) en el
departamento de Biologia Celular, Biologia Funcional y Antropologia
Fisica de la Universitat de Valéncia, segin las recomendaciones de la
OECD (2004). Los animales se mantienen en acuarios de 5 litros de
capacidad con una densidad de 30 individuos por acuario y cuyo medio
de cultivo se renueva semanalmente. Para ello se emplea agua de la red
de suministro municipal, previamente declorada mediante aireacion, y
con una saturacion en oxigeno superior al 90 %. Cada dos dias los
acuarios se filtran para eliminar los neonatos, manteniendo solo a las

hembras reproductoras.

El crecimiento, la reproduccion y la supervivencia de los
invertebrados acuaticos estan muy influenciados por las posibles
variaciones de los distintos factores medioambientales (Buikema et al.,
1980). La Tabla 1 muestra las caracteristicas fisico-quimicas del medio
de cultivo de D. magna en nuestro laboratorio. Todos los valores se
encuentran dentro de las recomendaciones establecidas por la OECD. El
mantenimiento constante de todos los pardmetros en el cultivo de la

colonia garantiza su mantenimiento Optimo. Ello conlleva la no
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inferencia en los resultados obtenidos en los ensayos de toxicidad
realizados. Los acuarios de la colonia se ubican en una camara
climatizada con fotoperiodo, aireacién y temperatura controlados. Su
alimentacion se realiza con algas cloroficeas unicelulares (Nannochloris

oculata).

Tabla 1.- Condiciones fisico-quimicas del medio de cultivo de
Daphnia magna en el LEyCA de la Universitat de Valéncia.

Propiedad Valor

Dureza total 210+ 10 mg/L de CaCO;
pH 7.9+0.2

Alcalinidad 4.1 mmol/L

Oxigeno disuelto >90 % saturacion
Temperatura 22+1°C

Fotoperiodo 16:8 horas (luz/oscuridad)

3.1.2 Alimentacion de Daphnia magna. Cultivo del alga
cloroficea Nannochloris oculata

N. oculata es un alga cloroficea unicelular que se cultiva de forma
continua en el LEyCA (Figura 5). Su tamafio celular estd comprendido
entre 1.5 - 2.0 pum (Ytfera et al., 1983) lo que permite que pueda ser
ingerida por las dafnias. El género Nannochloris posee un uUnico
cloroplasto ocupando gran parte de la célula semiesférica. Es inmovil,

desprovista de flagelos y con crecimiento vegetativo por fision binaria.

Segun Lubian (1979), las caracteristicas del crecimiento poblacional

de N. oculata son:
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1. Carencia de fase de latencia apreciable, siempre y cuando el
in6culo utilizado para la resiembra sea de un volumen
adecuado y se mantengan en las mismas condiciones que el
cultivo.

2. Fase de aceleracion con la que comienza el crecimiento y
que discurre dentro de las primeras 24 horas.

3. Fase de crecimiento exponencial entre 3 y 6 dias de
duracion.

4. Fase de desaceleracion, en la cual durante varios dias la
poblacion sigue aumentando paulatinamente.

5. Fase estacionaria.

10dm

Figura 5.- Imagen A: células vistas al microscopio binocular (400x). Imagen B:
ampliacion de imagen para mejorar la visualizacién de las células de N. oculata
procedentes del cultivo continuo del LEyCA de la Universitat de Valéncia.

El indculo inicial puro procede del “Institute of Freshwater Ecology.

The Windermere Laboratory” (Laboratory for Biological Research in
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Aquatic Pollution, Universidad de Gante, Bélgica). Su mantenimiento se
lleva a cabo en la camara climatizada del LEyCA. Para su cultivo,
siguiendo las recomendaciones de Bischoff y Bold (1963), se emplea un
medio compuesto por un 10 % de solucion BBM, y suplementado con
0.2 % de solucion de vitaminas y 0.2 % de solucion de metales

esenciales, por litro de agua destilada, reflejado en la Tabla 2.

Tabla 2.- Composicién de las soluciones de BBM, metales y vitaminas para el cultivo
de Nannochloris oculata en el LEyCA de la Universitat de Valéncia.

Solucion Compuesto Cantidad
NaNO; 2500 mg/L
CaCl; - 2,0 250 mg/L
MgS0O, - 7TH,0O 750 mg/L
Medio BBM
K,HPO, 750 mg/L
KH,PO, 1750 mg/L
NaCl 250 mg/L
NaFe-EDTA 5¢gL
MnCl; - 4H,O 180 mg/L
Metales CuSQ, - 5H,O 10 mg/L
ZnSO, - 6H,0 10 mg/L
NaMoQ, - 2H,0 6.4 mg/L
Tiamina 200 mg/L
Vitaminas Biotina 10 mg/L
B 10 mg/L

Fuente: Bischoff y Bold (1963)

El cultivo se mantiene en suspension mediante una columna de aire a
la temperatura constante de la camara (22 °C), proporcionando energia

luminica de potencia no inferior a 2000 luxes y fotoperiodo constante de
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24 horas. El cultivo en el laboratorio siempre se retira en la fase de
crecimiento exponencial, y se conserva refrigerado y en oscuridad hasta
su uso. Se renueva semanalmente mediante resiembras en medio fresco

contenido en recipientes de vidrio de 3 litros de capacidad.

El alimento fresco V. oculata se suministra a la colonia de dafnias tres
veces por semana a una concentracion de alga de 5 - 10 - 10° células/mL.
Concentracion de alga Optima recomendada por la bibliografia (Allen et
al., 1995; Taylor et al., 1998), y verificada por los estudios llevados a
cabo por el laboratorio LEyCA.

3.2 Plaguicidas

3.2.1 Fungicida procloraz

El producto técnico (pureza > 99.9 %) fue suministrado por la
empresa Sigma-Aldrich (nimero de registro CAS 67747-09-5), con
formula molecular Ci5sH16CI3N302, y peso molecular 376.67 g/mol. El
nombre quimico es N-propil-N-[2-(2,4,6-triclorofenoxi)etil Jimidazol-1-

carboxamida (Figura 6).

%
N
%N/\JO

H3C\) o Cl

Figura 6.- Férmula estructural del fungicida procloraz. Fuente:
www.sigmaaldrich.com
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3.2.2 Insecticida piriproxifen

El producto técnico fue suministrado por la empresa Plant Protection
Company S.L (PROPLAN, Espaiia), nimero CAS 95737-68-1, (> 97
%). Su formula molecular es C20H19NOs3, y su peso molecular 321.37
g/mol. El nombre quimico es 4-fenoxifenil (RS)-2-(2-piridiloxi)propil
éter (Figura 7).

Figura 7.- Férmula  estructural del insecticida piriproxifen. Fuente:
www.sigmaaldrich.com

3.3 Ensayo de toxicidad aguda en D. magna

Para estudiar la toxicidad aguda de los compuestos seleccionados, se
llevaron a cabo ensayos de inmovilizacién en D. magna, siguiendo las
recomendaciones de la OECD “Guideline for Testing of Chemicals,

Daphnia sp., Acute Immobilisation Test” (2004).

El objetivo del ensayo fue determinar la concentracion de toxico
necesaria para producir la inmovilizacion del 50 % de la poblacion objeto
de estudio durante 24 y 48 horas, conocida como Concentracion Efectiva

50 (CEso).
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Para determinar la CEso definitiva en las condiciones propias del
LEyCA, se llevaron a cabo ensayos preliminares con el fin de establecer
un rango de concentraciones apropiado para su calculo. Finalmente se
seleccionaron las concentraciones indicadas a continuacion para llevar a

cabo los ensayos de toxicidad aguda tanto a 24 como a 48 horas:

e Procloraz: 8,9, 10, 11y 12 mg/L
e Piriproxifen: 50, 150, 260, 440, 780 y 1000 pg/L

Los ensayos se llevaron a cabo frente a un grupo control exento de
plaguicida, y el respectivo grupo control con cada uno de los solventes
empleados (acetona en el caso de procloraz, y etanol en el piriproxifen)

con un rango de validez que no debia exceder el 10 % de inmovilizacion.

Se emplearon individuos neonatos (< 24 horas), de modo que 24 horas
previas al experimento, los cultivos de D. magna fueron filtrados con el
fin de retirar los juveniles preservando solo a adultas reproductoras.
Empleando la misma agua que para la colonia, se prepard una solucion
stock del plaguicida. A partir de esta solucidon, se obtuvieron las
disoluciones de ensayo. Para ello, se usaron recipientes de vidrio de 30
mL de capacidad con 25 mL de medio para cada una de las
concentraciones por triplicado. Mediante pipetas tipo Pasteur de 3 mL,
se introdujeron 10 neonatos en cada uno de los recipientes, y se anadid
una pequefia cantidad de alcohol cetilico en forma de pequefias lentejas
que quedan en suspension en el agua, inocuo para D. magna pero que
permite disminuir la tension superficial del agua, impidiendo que los
neonatos puedan quedar retenidos en la superficie y, como consecuencia,
causar su muerte interfiriendo en los resultados del experimento (Cotou,

1993).
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Los ensayos se mantuvieron en el interior de la cdmara climatizada.
Durante los experimentos de toxicidad aguda los dafnidos no fueron
alimentados y no se renovo el medio (condiciones estaticas), segin las

ya citadas recomendaciones.

A las 24 y 48 horas se determind y registrd para cada una de las
concentraciones la inmovilizacion de los individuos. El criterio seguido
fue: ausencia de movimiento al menos durante 15 segundos tras ligera

agitacion del recipiente (OECD, 2004).

3.4 Efecto de los plaguicidas sobre el comportamiento
alimenticio de D. magna

Los ensayos para evaluar el efecto de los plaguicidas sobre el
comportamiento alimenticio en D. magna se realizaron siguiendo la
metodologia descrita por Ferrando ef al., (1993), quienes llevaron a cabo
estudios con la finalidad de definir las condiciones mds propicias en
cuanto a densidad poblacional, tiempo de exposicion al toxico y

concentracion del alimento en el medio (alga), entre otros.

Basandose en los resultados obtenidos en los ensayos de toxicidad
aguda, se seleccionaron para cada uno de los plaguicidas 5
concentraciones subletales (Tabla 3), correspondientes a las fracciones
1/107, 1/71, 1/55, 1/40 y 1/24 de sus respectivas CEso a 48 h. En todos
los casos se incluy6 un control de animales exento de plaguicida. No se
incluyeron controles con disolvente ya que previos experimentos
realizados en nuestro laboratorio (Sancho et al., 2009) y apoyados por la
bibliografia, pusieron de manifiesto que las concentraciones finales

empleadas tanto de acetona (22 uL/L) en el caso de procloraz, como de
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etanol (0.28 pL/L) en el piriproxifen, no afectan a los parametros

analizados (Hannas et al., 2011).

Tabla 3.- Concentraciones finales ensayadas en los estudios del comportamiento
alimenticio en D. magna a 5 horas, para cada uno de los plaguicidas.

Compuesto Concentraciones ( pg/L)
Procloraz 87,130, 170,230 y 380
Piriproxifen 3.14,4.74, 6.12,8.41 y 14.02

Para ello, se seleccionaron individuos de menos de 24 horas de vida,
segin el procedimiento descrito anteriormente (apartado 3.3). Los
experimentos se realizaron en recipientes de vidrio de 30 mL de
capacidad, conteniendo 25 mL de medio fresco. Para cada uno de los
plaguicidas, y su correspondiente bateria de concentraciones mas un
grupo control exento de plaguicida, se realizaron 3 réplicas, colocando
10 neonatos en cada recipiente de vidrio. Los animales fueron
alimentados con el alga N. oculata a una concentracion inicial de 5-10°
células/mL. Todos los experimentos se llevaron a cabo en oscuridad

durante un periodo de 5 horas a 22 + 1 °C.

Tras las 5 horas de ensayo, se determind la concentracion de alga final

mediante recuento en camara cuentaglébulos Neubauer.
Con los datos obtenidos se calcularon los pardmetros:

e Tasa de filtracion (F): volumen medio filtrado por individuo y
unidad de tiempo (puL/ind/h).
e Tasa de ingestion (I): nimero de células consumidas por

individuo y unidad de tiempo (cel/ind/h).
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Los célculos se realizaron mediante las ecuaciones (Gauld, 1951):

V (InC, —InC
n t

InC, —InC'
Az%

I=F-/CC,

Donde:

Co: concentracion de alga inicial (células/mL)
Ct: concentracion de alga final (células/mL)
t: tiempo de duracion del experimento (5 horas)
n: niamero de individuos
V: volumen de liquido del medio en pL

A: factor de correccion que hace referencia a los cambios
producidos en la concentracion de alga inicial Co en ausencia de
animales tras haber transcurrido el tiempo t. C’¢ es la concentracion

de alga final del experimento (células/mL)
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3.5 Ensayos de toxicidad cronica. Test de reproduccion en D.
magna (OECD 211)

3.5.1 Ensayo cronico en generacion parental F0

El esquema general seguido para llevar a cabo los ensayos cronicos
de toxicidad con individuos de la especie D. magna se describe a

continuacion siguiendo las indicaciones de la OECD 211 (2012).

Los organismos empleados fueron neonatos (< 24 h) procedentes del
cultivo, siguiendo el mismo protocolo detallado en el apartado 3.3, y
empleando las mismas concentraciones subletales especificadas en el

apartado 3.4.

Las disoluciones de los compuestos plaguicidas se prepararon en
matraces aforados de vidrio (de 1 L de capacidad) justo antes de realizar
las renovaciones del medio, a partir de una disolucion inicial de 20 mg/L.
La solucion madre se renové cada 3 dias. Estudios previos estimaron
mediante HPLC que en ese intervalo de tiempo no se producia
degradacion significativa de los compuestos ensayados (Hassold y

Backhaus, 2014).

El experimento, para cada concentracioén de plaguicida y su control,
se compuso de 15 dafnias dispuestas de manera individual en recipientes

de vidrio de 60 mL de capacidad con 50 mL de medio.

De forma diaria se renové el medio y se trasvasaron las dafnias a
recipientes limpios con la ayuda de la pipeta. La transferencia de los
individuos de un recipiente a otro se realizd con precaucion para evitar

cualquier dafio fisico producido por su manipulacion.
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Una vez las hembras adquirieron la madurez sexual y a partir de la
primera cohorte, tras cambiar al individuo de recipiente se llevd un

registro del nimero de neonatos que integraron cada una de las camadas.

Neonatos procedentes de la tercera camada en el caso del procloraz,
y segunda en el del piriproxifen, fueron reservados para llevar a cabo el
ensayo cronico de la generacion F1 (apartado 3.5.2). A partir de este
momento, tras el recuento, los neonatos fueron recolectados,
almacenados por dia y concentracion, y preservados en etanol para su
posterior analisis morfologico bajo el microscopio estereoscopico. Para
el estudio morfolédgico se escogieron al azar un minimo de 50 individuos
por dia y condicion, siempre que fue posible. Cuando la morfologia del
individuo lo permitia, se determiné el sexo del mismo, segun las pautas
indicadas por la OECD 211 (elongacion del primer par antenal en los
machos), y se evaluaron las malformaciones cuando las hubo. La
determinacion de las malformaciones se basd en estudios previos
realizados por LeBlanc ef al., (2000), Palma et al., (2009), Wang et al.,
(2011) y Hassold et al., (2014). Para ello, se observaron principalmente

alteraciones en:

e Desarrollo: individuos en estadios previos a un neonato
completamente formado o con morfologia andmala.

e Espina caudal: no extendida completamente, plegada o
morfologia andmala.

¢ Ojo: ojos sin fusionar o ausencia de ojo.

e (Caparazon: no recubriendo el tronco, valvas desplegadas u otras

deformaciones de las mismas.

e Antenas secundarias: subdesarrolladas o anémalas.
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El alimento fue proporcionado diariamente junto a la renovacion de

medio, a una concentracion de alga de 5 x 10° células/mL.

Durante los 21 dias que durd el ensayo se realizo el seguimiento de
los parametros individuales: capacidad reproductiva, supervivencia y
crecimiento (al finalizar el test: dia 21), asi como el parametro
poblacional tasa intrinseca de incremento natural (). Van Leeuwen et
al., (1985), demostraron que existia una correlacion superior al 99%
entre el valor obtenido de » durante los primeros 21 dias de vida de
D. magna y el valor correspondiente al mismo parametro calculado para
el ciclo de vida completo, resaltando la elevada importancia de la
reproduccion temprana para el establecimiento del crecimiento
poblacional. Es por ello que el test de tres semanas (21-d) se considera
apropiado para el célculo de la tasa intrinseca de crecimiento natural en
una poblacion de esta especie. La utilizacion de r en los estudios
toxicolégicos como parametro demografico ha sido ampliamente
recomendada (Allan y Daniels, 1982), debido a que su estadistica se basa
no solo en la supervivencia de los individuos de la poblacion expuesta,

sino también en su fecundidad.

El crecimiento individual fue evaluado al finalizar el ensayo
registrando la longitud corporal (LC), midiendo el caparazon desde la
parte anterior del rostro hasta la base de la espina caudal (Fernandez-
Casalderrey et al., 1995; Ferrando et al., 1996), como se refleja en la

Figura 8.
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w

Figura 8.- Medida de la longitud de D. magna. Fotografia tomada con

microscopio estereoscopico, aumentos 30x.

Ademas de esta medicion (LC, recomendada por la OECD), también
se registraron la longitud de la espina caudal (Seyoum et al., 2020), el
ancho del individuo, y el largo y ancho de la cdmara incubadora segun

se observa en la Figura 9. Con estos datos se establecieron las siguientes

relaciones:
p iOn ina Caudal = —Lec 100
2 E dal = %
roporcio Spi C oc
P 16 ! ] bad = —Ci *Let 100
*
roporcion camara incubaaora C*LC

Donde:

Lec: Longitud espina caudal

LC: Longitud corporal

AC: Anchura corporal

Aci: Anchura cdmara incubadora

Lci: Longitud cdmara incubadora
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Figura 9.- Medida de la anchura corporal (AC), longitud de la espina caudal (Lec),
anchura de la cdmara incubadora (Aci) y longitud de la cdmara incubadora (Lci)
en D. magna. Fotografia tomada con microscopio estereoscépico, aumentos 30x.
La medicion Lec se realizd desde su union ventral al caparazon, hasta
su extremo distal. Las medidas de longitud y anchura de la camara
incubadora se realizaron tomando el tubo digestivo como delimitacion.
El eje de medida de Lci se trazd de forma paralela a éste, y el eje Aci
como la perpendicular mayor desde el tubo digestivo hasta la parte dorsal
interior de la cdmara incubadora. En ambos casos la finalidad fue
determinar si el tamafio tanto de la espina caudal como de la cdmara
incubadora se veian alterados de forma no proporcional al aumento o

disminucion del tamafio individual de la dafnia.

Debido a que la espina caudal es muy sensible a la manipulacion y
puede romperse con facilidad, solo se contemplaron aquellas dafnias en

las que se comprobo su integridad en el microscopio estereoscopico.

Para el registro de las distintas mediciones se procedi6 a fotografiar a
todas las dafnias empleando microscopia estereoscopica con camara
incorporada Leica modelo S9i (software Leica Application Suites
V4.12.0). Cada individuo se coloco en una placa Petri, retirando el
exceso de humedad con papel secante para conseguir su inmovilizacion.
Tras obtener la imagen, el animal se trasvasé en seco a un tubo de

microcentrifuga  previamente etiquetado, y fue congelado
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(inmediatamente en nitrogeno liquido) y almacenado en wun
ultracongelador de -80 °C Froilabo (modelo BMT 690), hasta su
posterior andlisis. Cada imagen obtenida se analiz6 empleando el
software Image] (U. S. National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA).

La supervivencia (dias) de los animales se evalué de forma diaria en
el momento del trasvase de las dafnias de ensayo a los recipientes con

medio fresco.

Los parametros empleados para evaluar la capacidad reproductiva de

las dafnias fueron:

e Tiempo a la primera puesta, o tiempo de maduracion
reproductiva (dias): es el tiempo que transcurre entre el inicio
del ensayo y la liberacion de la primera camada.

e Numero de camadas por hembra: nimero medio de camadas
de descendientes generadas por hembra durante el ensayo.

e Tamaiio medio de la camada: nimero medio de neonatos que
integran las camadas de descendientes por hembra.

e Numero total de neonatos por hembra: niimero total de
descendientes producidos por cada hembra durante los 21 dias

de duracion del ensayo.

El parametro poblacional tasa intrinseca de crecimiento natural (r) se

calcul6 mediante la féormula de Lotka (1913):

Xl -m,-e" =1
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r: tasa intrinseca de crecimiento natural
Ix: supervivencia (nimero de individuos vivos / total)

myx: reproduccion (niimero total de descendientes / nimero de
hembras)

x: edad (dias transcurridos desde el inicio del experimento)

3.5.2 Ensayo cronico en generacion filial F1: ausencia vs
presencia del plaguicida

De forma paralela a la realizacion del ensayo cronico individual en la
generacion FO (3.5.1), se emplearon individuos pertenecientes a la
tercera camada en el caso del procloraz y la segunda en el caso del
piriproxifen (debido a los resultados observados en los pardmetros
reproductivos de la generacion FO expuesta a piriproxifen). La finalidad
del ensayo fue evaluar la capacidad de recuperacion o efectos adversos
producidos en los individuos expuestos desde su nacimiento a la
concentracion mas elevada de cada uno de los plaguicidas (considerada
como la condicién mas desfavorable). Tras el recuento, se separaron 30
individuos de los grupos tratados (que posteriormente se dividirian en 2
subgrupos de 15 individuos). Se procedi6 a realizar un segundo ensayo
cronico individual, siguiendo las mismas pautas y realizando los mismos

registros como se detallo en el apartado 3.5.1.

En todos los casos, se mezclaron los neonatos correspondientes a la
misma cohorte y condicién de exposicion, disponiéndose de forma

aleatoria e individual en los frascos de vidrio para realizar el ensayo.
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En el primer grupo experimental se mantuvieron las condiciones de
partida. Se continu6 con la exposicion al toxico a la misma concentracion
del medio de la que procedian (380 ug/L en el caso del procloraz, y 14.02
ng/L en el caso del piriproxifen). Este grupo se design6 como “TT”
(tratado/tratado), al ser hijos procedentes de madres expuestas. En el
segundo grupo se dispusieron los neonatos procedentes de madres
tratadas, en medio exento de plaguicida. Este grupo se design6 como

“TL” (tratado/libre de plaguicida).

Para ambos plaguicidas se reservaron neonatos procedentes de las
hembras control del mismo dia en el que se recolectaron los de madres
tratadas con el toxico, para hacer de control interno en cada uno de los

ensayos de la generacion F1.

Una vez alcanzada la madurez reproductiva de las hembras, los
neonatos procedentes del ensayo, tras su recuento, se recolectaron y
preservaron en etanol absoluto para su posterior andlisis en el
microscopio estereoscopico con el fin de determinar el sexo y detectar la
existencia de malformaciones, segin el procedimiento del apartado

3.5.1.
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3.6 Estudio para la determinacion de alteraciones
bioquimicas y genéticas tras la exposicion cronica de D.
magna a cada plaguicida

3.6.1 Exposicion conjunta generacion F0

Para realizar este estudio, los animales se dispusieron en recipientes
de vidrio de 3 litros de capacidad (uno por cada concentracion de toxico
mas el grupo control). En cada uno de ellos se dispensaron 2 litros de
solucion de plaguicida a cada una de las concentraciones testadas en el
ensayo cronico (apartado 3.5.1). El numero de neonatos empleados al
inicio del ensayo fue de 40 en cada frasco experimental, manteniendo la
proporcion de 50 mL por individuo. No se incluyeron controles con los
solventes ya que segun la bibliografia las concentraciones finales
empleadas en el presente trabajo no afectan a los parametros de estudio
(Soetaert et al, 2007; Ha y Choi, 2009; Jansen et al, 2013; Jeong et al,
2013; Wuerz et al, 2019).

Aunque la finalidad de realizar el tratamiento en estas condiciones fue
obtener suficiente biomasa para poder estudiar los pardmetros
bioquimicos y la expresion génica, también se realizo un registro diario
de los parametros reproductivos y supervivencia para cada una de las
condiciones ensayadas durante la renovacion del medio y alimento. La
supervivencia fue registrada diariamente, y los neonatos retenidos en el
proceso de filtracion de los medios para conservar solo las madres en el
experimento, fueron recolectados y preservados en etanol para su
posterior recuento y estudio morfolégico (determinacion del sexo y

presencia de malformaciones).
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Finalizados los 21 dias de duracion de la exposicion al plaguicida, las
hembras fueron fotografiadas (apartado 3.5.1) y congeladas en seco en

nitrogeno liquido de forma individual, y preservados a -80 °C.

3.6.2 Parametros bioquimicos

Debido a que los parametros bioquimicos son altamente sensibles a
las concentraciones subletales de numerosos agentes estresantes, pero a
menudo su respuesta es especifica del agente en cuestion (Sancho et al.,
2009), se optdo por seleccionar rutas generales implicadas en el
metabolismo energético de la dafnia: proteinas, lipidos, glucosa, y ruta
del lactato. Estas biomoléculas son esenciales para el correcto desarrollo
de los individuos, y alteraciones en sus concentraciones pueden ser
debidas al estrés provocado por encontrarse en presencia de un agente

contaminante (De Coen y Janssen, 2003).

Mientras que las reservas de lipidos se metabolizan cuando la
disposicion de alimento se ve reducida en el entorno, las reservas
proteicas solo se catabolizan bajo ausencia severa o completa del mismo
(Elendt, 1989). Por otro lado, la respuesta basica del metabolismo
intermedio ante factores de estrés parece derivar en una movilizacioén y
utilizacion de las reservas de carbohidratos, aportando la energia
necesaria para garantizar el correcto funcionamiento de diferentes rutas

anabolicas del organismo (De Coen et al., 2001).

La determinacion de los pardmetros bioquimicos se llevd a cabo
mediante protocolos adaptados a microplaca de 96 pocillos adaptando
los volimenes de cada protocolo indicados por el fabricante, y las

lecturas se realizaron con un espectrofotometro de microplaca modelo
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Varioskan™ LUX (ThermoScientific™). Los resultados fueron
normalizados al contenido en proteinas totales de cada muestra y se

expresaron finalmente como concentracion por individuo.

3.6.2.1 Preparacion de las muestras para los analisis
bioquimicos

Para cada concentracion y téxico ensayado, se realizaron 6 réplicas
formadas por dos individuos procedentes de cada una de las condiciones
ensayadas. Se dispusieron en tubos de microcentrifuga (1.5 mL de
capacidad), se anadieron 30 pL de tampoén fosfato (pH 7.2) y se
homogeneizaron sobre hielo picado, con la ayuda de un pistilo.
Posteriormente se centrifugaron (6 minutos, 3500 rpm), y el
sobrenadante se trasvasé a un tubo limpio preservado en hielo para su
uso inmediato. Todas las reacciones tuvieron lugar a temperatura

ambiente (25 °C).

3.6.2.2 Proteinas totales

El contenido proteico se determind mediante el ensayo Bradford
(1976) empleando el reactivo Bradford Protein Assay (Biorad). Para la

curva patrén se empled albimina de suero bovino (Sigma-Aldrich).

Se tomaron 3 pL de muestra y se afadieron 100 pL de reactivo
Bradford. Las muestras se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente
(25 °C) y posteriormente se realizo la lectura en el espectrofotometro de
microplaca a una longitud de onda (1) de 595 nm. Los datos obtenidos
se interpolaron en la curva patron para obtener los valores de

concentracion de proteinas en cada una de las muestras analizadas.
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3.6.2.3 Colesterol

Para la determinacion de colesterol total, se empled el kit de la casa
comercial SPINREACT (Ref: 1001090) “Determinacion cuantitativa de

colesterol CHOD-POD. Enzimatico colorimétrico”.

La disposicion de los reactivos en la placa multipocillo fue la

siguiente:

e Blanco: reactivos (250 uL)
e Patron: reactivos (250 pL) + patrén primario acuoso de

Colesterol 200 mg/dL (2.5 uL)
e Muestras: reactivos (250 pL) + muestra (2.5 pL sin diluir)

Las muestras se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente, y la

lectura ser realizd a una A = 505 nm.

El colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado
segln la reaccion:
Esteres colesterol + HO = CHE = Colesterol + Acidos grasos
Colesterol + O, - CHOD -> 4-Colestenona + H>O»
2H,0; + Fenol + 4-Aminofenazona = POD = Quinonimina + 4H,O

Para la determinacion de la concentracion de colesterol que habia
presente en cada muestra se empled la formula (establecida en el

protocolo):

(A)Muestra — (A)Blanco 200 (C Patrén) = mg d lesterol en | t
(A)Patrén — (A)Blanco one FAON) =gy ¢ coTesteronen fa muesta
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3.6.2.4 Triglicéridos

Los niveles de triglicéridos se determinaron empleando el kit de la
casa comercial SPINREACT (Ref: 1001310) “Determinacion

cuantitativa de triglicéridos GPO-POD. Enzimatico colorimétrico”.
La disposicion de los reactivos en la placa multipocillo fue:

e Blanco: reactivos (250 uL)
e Patron: reactivos (250 pL) + patrén primario acuoso de
Triglicéridos 200 mg/dL (2.5 uL)
e Muestras: reactivos (250 pL) + muestra (2.5 pL sin diluir)
Las muestras se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente, y la

lectura ser realizo a una A = 505 nm.

Los triglicéridos presentes en la muestra originan un compuesto
coloreado segun la siguiente reaccion:
Triglicéridos + HO = LPL - Glicerol + Acidos grasos libres
Glicerol + ATP - Glicerolquinasa = G3P + ADP
G3P+ 0, > GPO - DAP + H,0;
H>0; + 4-AF + p-Clorofenol = POD = Quinona + H,O

Para la determinacion de la concentracion de triglicéridos presente en

cada muestra se empleo la formula dada en el protocolo del kit empleado:

(A)Muestra — (A)Blanco
(A)Patréon — (A)Blanco

m
- 200 (Conc. Patrén) = d—f de triglicéridos en la muestra
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3.6.2.5 Glucosa

Para la determinacion de la concentracion de glucosa, se empleo el kit
de la casa comercial SPINREACT (Ref: 1001200) “Determinacion

cuantitativa de glucosa. Hexokinasa. Enzimatico — UV.

La disposicion de los reactivos en la placa multipocillo fue la

siguiente:

e Blanco: reactivos (250 uL)

e Patron: reactivos (250 pL) + patrén primario acuoso de
Glucosa 100 mg/dL (2.5 pL)

e Muestras: reactivos (250 pL) + muestra (2.5 pL sin diluir)
Las muestras se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente, y la

lectura ser realizd a una A = 340 nm.

La glucosa presente en la muestra origina un compuesto detectable en

el espectro ultravioleta seguin la siguiente reaccion:

Glucosa + ATP = HK = Glucosa-6-fosfato + ADP
G6F + NAD® > 6GF-DH - 6-Fosfogluconato + NADH + H*

Para la determinacion de la concentracion de glucosa presente en cada

muestra se aplicé la féormula indicada en el protocolo del kit empleado:

(A)Muestra — (A)Blanco
(A)Patron — (A)Blanco

m
100 (Conc. Patron) = d—f de glucosa en la muestra
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3.6.2.6 Lactato

Para realizar la medicion de lactato, se emple6 el kit de la casa
comercial SPINREACT “Determinacion cuantitativa de lactato. LO-
POD. Enzimatico colorimétrico”. (Ref: 1001330).

La disposicion de los reactivos en la placa multipocillo fue la

siguiente:

e Blanco: reactivos (250 uL)

e Patron: reactivos (250 pL) + patrén primario acuoso de lactato
10 mg/dL (2.5 pL)

e Muestras: reactivos (250 pL) + muestra (2.5 pL sin diluir)

Las muestras se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente, y la

lectura ser realizé a una A = 505 nm.
El lactato presente en la muestra origina un compuesto coloreado:

L-lactato + O, + HO = LO - Piruvato + H,O,
2H,0; + 4-AF + 4-Clorofenol » POD - Quinona + H,O

Para la determinacion de la concentracion de glucosa presente en cada

muestra se empleo la férmula indicada en el protocolo del kit empleado:

(A)Muestra — (A)Blanco
(A)Patréon — (A)Blanco

m
- 10 (Conc. Patrén) = d—f de lactato en la muestra
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3.6.2.7 Lactato deshidrogenasa (LDH)

La actividad LDH se determin6 mediante el kit de la casa comercial
SPINREACT “Determinacion cuantitativa de lactato deshidrogenasa.
Piruvato. Cinética UV. DGKC”. (Ref: 1001260).

La disposicion de los reactivos en la placa multipocillo fue la

siguiente:

e Blanco: reactivos (300 uL)

e Muestras: reactivos (300 pL) + muestra (3 pL sin diluir)

Se realizé una lectura inicial de la muestra, y posteriormente cada

minuto durante 3 minutos, A = 340 nm y temperatura ambiente.

La LDH presente en la muestra origina un compuesto detectable en el

espectro ultravioleta seglin la siguiente reaccion:
Piruvato + NADH+H® - LO - L-lactato + NAD"*

Para la determinacion de la concentracion de glucosa presente en
cada muestra se empleo la féormula indicada en el protocolo del kit

empleado:

AA 0]
——+4925 = — LDH en la muestra
min L

Siendo “U” la cantidad de enzima que convierte 1 pmol de substrato
por minuto, en condiciones estandar. La concentracion por tanto se

expresa en unidades por litro.
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3.6.3 Expresion génica

La eleccion de los genes objeto de estudio se realizd en funcion de la
estimacion de los posibles efectos producidos por ambos plaguicidas de
forma general en las dafnias expuestas. Se escogieron genes implicados
en rutas de destoxificacion de xenobidticos (sintesis de metalotioneinas),
respuesta a factores estresantes (sintesis de proteinas de choque térmico),
estrés oxidativo (glutation-S-transferasa y catalasa), factores
reproductivos (vitelogeninas), mecanismo de regulacion de dacidos
grasos (sintesis de proteinas transportadoras de acilos), y la captacion de
oxigeno (hemoglobina). Los resultados se muestran como fold-change
respecto al grupo control (nimero de veces que se ve modificada la

expresion del gen estudiado siendo 1 el valor del grupo control).

3.6.3.1 Extraccion ARN

Las muestras biologicas procedentes del ensayo cronico de
exposicion conjunta finalizado a los 21 dias de vida de los individuos
fueron conservadas en seco en un ultracongelador de -80 °C hasta su uso.
Tras realizar ensayos previos para estimar la cantidad optima de material
bioldgico necesario para obtener una concentracion adecuada de ARN,
se determind que un individuo adulto por réplica era suficiente, con un

total de 6 réplicas por condicion de exposicion.

Para la extraccion del ARN se empled el kit comercial de la casa
Norgen Biotek Corp. (Canadd) “Total RNA purification kit” (Ref:

17200), segtn las instrucciones del fabricante.

Una vez extraido, el ARN se analiz6 para determinar la concentracion

en cada una de las muestras (ng/pL), y la pureza de cada una de las
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mismas analizando las fracciones de absorbancia 260/280 y 260/230
empleando el equipo NanoDrop™ One (ThermoScientific™). En todos
los casos, las muestras empleadas para la posterior sintesis de ADN
complementario (ADNc) presentaron una pureza Optima de ARN
(valores comprendidos entre 2.0 - 2.2 para la fraccion 260/280), y sin
presencia de contaminacion por sales, carbohidratos, o fenoles (>1.5 para
la fraccion 260/230) (BancoADN, Universidad Carlos III, Salamanca
2020). EI RNA extraido fue preservado a -80 °C para evitar su

degradacion.

3.6.3.2 Sintesis ADNc¢

Para la sintesis del ADNc se emple¢ el kit “PrimeScript™ RT Reagent
Kit (Perfect Real Time)”’ (Ref: RR037A) de la casa comercial Takara Bio
Inc. Siguiendo las instrucciones del fabricante se calculd la cantidad

necesaria de ARN para obtener en la reaccion 1 ug de ADNCc.

Para realizar la transcripcion inversa se prepard cada una de las
muestras de forma independiente, conteniendo los volimenes de
reactivos indicados en la Tabla 4. La incubacion para la transcripcion
inversa se llevd a cabo en un termociclador T100 (BIO-RAD) durante 15
minutos a 37 °C, 5 segundos a 85 °C para la inactivacioén de la enzima
mediante choque térmico. Se incluyd un control con todos los reactivos
menos enzima retrotranscriptasa que garantizd que en el proceso de

extraccion no hubiese quedado residuos de ADN.

Todas las muestras de ADNc se preservaron inmediatamente a -20 °C

hasta la realizacion de la PCR a tiempo real.
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Tabla 4.- Transcripcién inversa. Volumen empleado por reaccion. Cantidades
calculadas en base a la concentracidn de partida del ARN extraido (*).

Reactivo Cantidad (ul) Concentracion final
5X PrimeScript Buffer 2 Ix

Enzima 0.5 -

Oligo dT Primer (50 uM) 0.5 25 pmol

Random 6 mers (100 pM) 0.5 50 pmol

Total RNA * *

H-0 libre de RNasas * *

Fuente: www.takarabio.com

3.6.3.3 Expresion de los genes

El estudio de la expresion génica se realizO de manera
semicuantitativa, empleando como gen de referencia GAPDH
(Heckmann et al., 2006), utilizando el Sistema de Deteccion de PCR en
Tiempo Real QuantStudio 5 (ThermoScientific™) con bloque para placa
de 384 pocillos. Se realizo un triplicado técnico para cada una de las 6
réplicas biologicas que contuvo en un volumen final de 10 pL: 5 uL de
TB Green Premix Ex Taq (Takara), 0.5 pL de cada una de las parejas de
cebadores especificos para el gen diana procedentes de un stock 5 uM,
0.25 uL de cDNA de la muestra, 3.55 puL de agua bidestilada estéril y
0.2 uL del control interno ROX (Takara) para la normalizacion de la

fluorescencia ajena al ensayo.

La PCR a tiempo real se llevo a cabo en las condiciones siguientes:
un paso inicial de activacion a 95 °C durante 10 minutos, seguido de 40

ciclos de amplificacion con 15 segundos a 95 °C, 30 segundos a 60 °C
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seguidos de 15 segundos a 72 °C. Para poder determinar que la
amplificacion era debida a un unico producto en cada reaccion
(especifica del gen), se llevo a cabo una fase de disociacion al finalizar

los ciclos de amplificacion a 90 °C.

Las secuencias de las parejas de oligonucleétidos especificos, tal y
como se indica en la Tabla 5, se obtuvieron de la bibliografia. Su sintesis
fue llevada a cabo por la casa Condalab. Antes de proceder a realizar los
ensayos, se testd cada una de las parejas con ADNc procedente de
dafnias control con el fin de establecer los pardmetros 6ptimos para la
realizacion de la PCR a tiempo real. Todas las parejas dieron buenos
resultados de eficiencia (valores comprendidos entre 80 y 106 %) para

una temperatura de hibridacion de 60 °C.

El analisis de los datos obtenidos en las PCR a tiempo real, fue
realizado mediante el programa “QuantStudio™ Design & Analysis

Software” de la casa ThermoFisher.
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Tabla 5.- Pares de cebadores empleados en el andlisis de expresién génica

mediante PCR a tiempo real.

Gen Cebador Secuencia 5°-3’ Referencia
Gliceraldehido- F-TGCTGATGCCCCAATGTTTGTTGT
Heckmann et
3-fosfato DMqgapdh 1., 2006
deshidrogenasa R-GCAGTTATGGCGTGGACGGTTGT a.,
F-CCAGCGAATCCTACACCGTCAAG
DMgqvtgl
R-GAGCCGCACAGACCACAGAG
Vitelogeninas
F-CGTCCGCCACTGGTTGGGTC
DMqvtg2
R-GGGGCAGCCAAGACAGAGCG
F-GAGCGCCATGCCAAAATCCC
DMgmmt-a
R-TCGTCGTTGTAAAATCCGGCT
F-TGGAACCGAATGCAAATGCG
Metalotioneinas DMgmmt-b
R-CGGACTTGCATGGACAACTG
F-AAAGTGTGCCCTCGTTGTCA
DMgmmt-c
R-CTTACAGTCGTCCCCACACG S
eyoumy
Gluation-s- vy F-TCAGGCTGGTGTTGAGTTTG Pradhan, 2019
tranferasa R-GAGCAAGCATTTGTGCATCA
F-TGGCGGAGAAAGCGGTTCAGC
Catalasa DMgqcatF
R-GTGCGTGGTCTCTGGGCGAA
F-CGACGGCGGGAGATACGCAC
; DMghsp70
Proteinas de R-CCACGGAAAAGGTCGGCGCA
choque
térmico F-CCCTCTGTGACACTGGTATTGGCA
DMqghsp90
R-GCCCATGGGTTCTCCATGGTCAG
Proteina F-GCCAACTACCTGTATCCTGAATG
transportadora ~ DMqfab
de acilo R-GTGGAACGCTCCGCTAACT
F-ACAAATTGCTCTGGTTGCCG
DMqdhb1
R-AAGGTTTTTGAGTGCCACGT
F-TGTTACCACCAGTGTCACCA :
Hemoglobina DMqdhb2 Zeis et al.,
R-TATTCAGGGTGGGCCTTGAT 2003
F-ACTACTGTCACCACCCTTTC
DMgqdhb3

R-TTGGTCAAAAGCTCGGCTTG
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3.7 Analisis estadistico

Se realizo el analisis Probit de regresion para determinar los valores
de CEso y sus limites de confianza (95 %) en el ensayo de toxicidad
aguda para los plaguicidas procloraz y piriproxifen en D. magna a 24 y

48 horas.

La normalidad de las variables (datos no transformados procedentes
de los resultados obtenidos para los bioensayos en el alga y en dafnia) se
verifico mediante el test de Kolmogorov-Smirnov y Lilliefors, y la

homogeneidad en la varianza mediante el test de Levene.

Los ensayos comprendidos por 15 individuos por condicion (ensayos
crénicos OECD) se subdividieron en 5 grupos de 3 individuos
obteniendo 5 réplicas finales, sobre los que se calculd la media para
posteriormente realizar la estadistica correspondiente. En los casos en los
que el namero de individuos fue inferior, se traté cada uno como réplica

independiente.

Los resultados obtenidos en todos los ensayos para procloraz y
piriproxifen fueron comparados con el fin de determinar los posibles
efectos toxicos causados mediante el andlisis de la varianza de una via
(ANOVA). El test post- hoc Dunnett se empled en aquellos supuestos
donde se contrasto si los tratamientos resultaban ser diferentes respecto
al grupo control. El test post- hoc Tukey se empleo en el estudio cronico
de la generacion F1 de recuperacion vs presencia de plaguicida para
evaluar posibles diferencias entre todos los grupos que compusieron el
ensayo. En todos los casos el nivel de significacion se fijo en p < 0.05.

Cuando fue posible, se calculo la CEso, y el coeficiente de correlacion de
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Pearson para los diferentes pardmetros estudiados frente a las

concentraciones ensayadas.

Para los datos registrados de forma secundaria a lo largo de los
ensayos realizados conjuntamente con FO (siendo la finalidad principal
la evaluacion de posibles alteraciones en la bioquimica y expresion

génica de los individuos), se realizé una estadistica descriptiva.

Todos los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa
informdtico GraphPad Prism (Version 7) para Windows (GraphPad
Software, Inc.).
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Resultados

4 RESULTADOS

4.1 Fungicida procloraz

4.1.1 Toxicidad aguda

Los porcentajes de inmovilizacidén obtenidos en el ensayo agudo (24
y 48 horas) para el fungicida procloraz en D. magna se muestran en la
Tabla 6, para cada una de las concentraciones testadas, al igual que la
CEso y los limites de confianza correspondientes. Las concentraciones
ensayadas fueron 8, 9, 10, 11 y 12 mg/L para el ensayo a 24 y 48 horas.
Tras analizar los valores obtenidos para la CEso a cada uno de los tiempos
de ensayo, conforme aument6 el tiempo de exposicion al fungicida
aumentd ligeramente la inmovilizacion de los animales, pues la
concentracion necesaria para obtener el 50 % de animales inmoviles a 48

horas fue ligeramente inferior (9.228 mg/L) que a 24 horas (9.637 mg/L).

Tabla 6.- Concentraciones empleadas para cada uno de los tiempos de exposicién
de procloraz en D. magna, porcentajes (%) de inmovilizacién obtenidas, y calculo de
la CEsg v limites de confianza.

24 horas 48 horas
Con(c;ngt/gcién % Inmovilizacién Con(c;:lngtllzt)cién % Inmovilizaciéon
8 0 8 20

9 50 9 65

10 63 10 45

11 76 11 85

12 93 12 100
CEso =9.637 mg/L [8.730 — 10.355] CEso =9.228 mg/L [8.602 - 9.705]
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En ambos casos, la relacion dosis-dependiente se comporta de manera
lineal. En las Figuras 10 y 11, donde se representan graficamente los
porcentajes de inmovilizacion frente a las diferentes concentraciones
ensayadas del fungicida procloraz. A las 24 y 48 horas la correlacion

lineal entre ambas variables presenta una 1> de 0.90 y 0.80

respectivamente.
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Figura 10.-Curva dosis-respuesta obtenida tras 24 horas de exposicién al
fungicida procloraz en neonatos de D. magna.
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Figura 11.-Curva dosis-respuesta obtenida tras 48 horas de exposicion al
fungicida procloraz en neonatos de D. magna.
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Se observa que el principal efecto ejercido por el fungicida sobre la
inmovilizacidn se registra en las primeras 24 horas, ya que la diferencia
entre ambas CEso supone solo un descenso en la concentracion del 5 %

de procloraz para conseguir el mismo efecto a 48 horas.

4.1.2 Efecto sobre el comportamiento alimenticio

Como se indico en el apartado 3.4 de Material y Métodos, neonatos
procedentes de la colonia fueron expuestos durante 5 horas al fungicida
procloraz, haciendo uso de las mismas concentraciones que
posteriormente se emplearan en los ensayos de toxicidad cronica, con la
finalidad de evaluar si se producia alguna alteracion sobre la capacidad

de filtracion o ingesta del alga Nannochloris oculata.

El fungicida no caus6 ningun efecto sobre los pardmetros de filtracion
e ingestion derivados de la exposicion (Figura 12). El analisis ANOVA
no mostrd diferencias estadisticamente significativas entre ninguna de

las concentraciones ensayadas frente al grupo control.

600+ 250+
£ £ .|
3 § 200
§ 400 =
= g 150
c c
0 19 1004
S 200- %
= > 50
i £

0- 0-

& R IR & SRR FOJ
@) (b) &
Procloraz (ug/L) Procloraz (pg/L)

Figura 12.- Tasas de filtracion (a) e ingestion (b) del alga N. oculata por parte
de D. magna expuesta durante 5 horas a diferentes concentraciones subletales
del fungicida procloraz.
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4.1.3 Toxicidad cronica

El estudio de la toxicidad cronica para el fungicida procloraz, sigui6
el protocolo reflejado en el apartado de Material y Métodos 3.5. Las
concentraciones subletales en los ensayos de la generacion parental FO a
las que se expusieron cada uno de los grupos, corresponden a las
fracciones equivalente de la CEso a 48 horas 1/107, 1/71, 1/55, 1/40 y
1/24, como se indicé en el apartado 3.4. Las concentraciones
equivalentes en pg/L se recogen en la Tabla 3 del mismo apartado. En el
ensayo cronico generacion filial F1, se emple6 tinicamente la fraccion de
CEsomas alta, 1/24 (380 ug/L). A lo largo del ensayo se registraron los
datos de todos los parametros indicados en el apartado 3.5.1 para la
evaluacion del efecto toxico sobre el crecimiento y la reproduccion de

los individuos.

1.1.3.1 Exposicion individual generacion F0. Test de
reproduccion de D. magna

Los resultados del estudio de toxicidad cronica durante 21 dias
(OECD 211, 2012), se muestran en la Tabla 7. Los datos que se
registraron de los parametros reproductivos pusieron de manifiesto que
ninguna de las concentraciones ensayadas del fungicida provoco
alteraciones en la reproduccion de las hembras FO expuestas durante 21
dias: tamafio de la camada, nimero de camadas, tiempo a la primera

puesta, nimero de neonatos por hembra, y longevidad.

Tras realizar el andlisis estadistico ANOVA, se evidencié que no
existian diferencias estadisticamente significativas en los diferentes
tratamientos frente al grupo control. Sin embargo, al observar los valores

de tamafio de la camada y nimero de neonatos por hembra, si se vio una
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ligera disminucidon en la concentracion mas baja ensayada, 87 pg/L,
aunque no resulté ser estadisticamente significativa al compararla frente

al grupo control.

La tasa intrinseca de crecimiento natural, indice que contempla
varios de los parametros estudiados, como se indicé en el apartado 3.5.1,
si se alterd. En la Figura 13 se representan porcentualmente los valores
obtenidos para la tasa intrinseca de crecimiento natural en los diferentes
tratamientos. El grupo expuesto a la concentracion mas baja de fungicida
mostrd diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo

control, con una reduccion promedio del 12 % respecto a éste.

1209
1009 M/
80
60
40

201

Tasa Intrinseca Crecimiento
(% vs C)

Procloraz (ug/L)

Figura 13.- Porcentaje de variacion frente al control (C), de los valores de la tasa
intrinseca de crecimiento natural determinados en D. magna expuesta a
diferentes concentraciones del fungicida procloraz. *p < 0.05.
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El crecimiento individual se valord a partir de los datos de longitud
corporal de las dafnias expuestas al fungicida. Las dafnias que
estuvieron expuestas a la mayoria de concentraciones del ensayo
alcanzaron una longitud corporal inferior a la de las hembras del grupo
control a los 21 dias de edad. La Figura 14 representa el porcentaje de
los valores (% respecto al grupo control). En los diferentes tratamientos
la longitud corporal media de las hembras se redujo entre un 3 y un

5.3 % frente al tamafio de las dafnias del grupo control.
1201
100 =
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Figura 14.- Porcentaje de variacion frente al control (C), de los valores de
longitud corporal determinados en D. magna expuesta a diferentes
concentraciones del fungicida procloraz. *p < 0.05.

El andlisis de la varianza (ANOVA) mostro diferencias
estadisticamente significativas. El posterior test de Dunett determind
que, para todas las concentraciones ensayadas salvo 170 pg/L, la
longitud media de las hembras expuestas al fungicida disminuyo tras los

21 dias de exposicion.

De forma paralela también se registraron medidas de la anchura y la
longitud de la cdmara incubadora, y se relacionaron con la anchura y la
longitud corporal del individuo, no hallandose diferencias

estadisticamente significativas entre el grupo control y los tratamientos.
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Tampoco se hallaron diferencias en la relacion entre la longitud de la
espina caudal y la longitud total del individuo, a ninguna de las

concentraciones de exposicion respecto al grupo control.

En la Figura 15 se muestran fotografias de un individuo perteneciente
al grupo control, y un individuo de la concentracion mas alta ensayada,

380 ng/L, al finalizar el ensayo.

A B

Figura 15.-Imagen A: hembra del grupo control del experimento crénico con
procloraz con un fenotipo propio de un individuo normal a los 21 dias de edad.
Imagen B: hembra tras 21 dias de tratamiento con procloraz a una concentracion
de 380 pg/L, con coloracién anaranjada mas evidente en las puestas dentro de
la cdmara incubadora. Fotografias tomadas con microscopio estereoscoépico,
aumentos 30x.

Cualitativamente se observo que las dafnias expuestas a las
concentraciones mas elevadas de procloraz presentaban una coloracion
distinta, pasando de tener una tonalidad parda en las dafnias control, a
anaranjada en las tratadas, siendo este cambio mas evidente en los

embriones de la camara incubadora.
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Analisis morfologico de las camadas

Tras analizar los individuos pertenecientes a la 3%, 4* y 5* camadas
(recolectados y preservados en etanol absoluto para su andlisis en el
microscopio estereoscopico), se observéd que tanto en el grupo control,
como en las concentraciones 87 y 130 ug/L, todos los neonatos fueron
hembras con una morfologia normal. A partir de la concentracién de 170
ng/L empezaron a registrarse malformaciones, y la presencia de las
mismas se incrementd conforme lo hizo la concentracion de exposicion.
Solo se pudo determinar el sexo de los individuos con morfologia normal
pertenecientes a las tres concentraciones mas elevadas, y todos fueron

hembras.

Respecto a la aparicion de malformaciones, para la concentracion de
170 png/L solo se registraron el dia 21 del ensayo. Para la concentracion
de 230 pg/L, el registro de malformaciones tuvo lugar los dias 17 y 21
del ensayo, aunque la mayor incidencia tuvo lugar el dia 21, en el que la
totalidad de los individuos analizados, pertenecientes a 2 camadas
integras, presentaron malformaciones (44 individuos de 2 madres). Para
la concentracion de 380 pg/L, el porcentaje total de neonatos con
malformaciones fue inferior a las dos concentraciones anteriores, pero la
presencia de malformaciones fue mas homogénea durante todas las
camadas, encontrandose individuos malformados los dias 16, 17, 19, 20
y 21 del ensayo. La prevalencia de individuos malformados respecto al
total de neonatos observados fue del 10, 15 y 8.6 % para las

concentraciones 170, 230 y 380 pug/L respectivamente.
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Todos los individuos que registraron  malformaciones
independientemente de la concentracion, presentaron la misma anomalia
en el caparazon. En la Figura 16 se muestran dafnias neonatos con dicha
aberracion en la morfologia del caparazon el cual, en lugar de presentar
las valvas simétricas y juntas cubriendo dorsolateralmente al animal, se
encuentran separadas dejando el cuerpo del animal expuesto. Los
neonatos estaban vivos en el momento de la recoleccion, y aunque esta
anomalia probablemente imposibilitaria la correcta nataciéon, no se
realiz6 un seguimiento de los mismos ya que se preservaron directamente

en etanol.

1 mm

Figura 16.- Neonatos malformados de dafnias expuestas a procloraz durante el
test de reproduccién en D. magna. Se observa: cuerpo eyectado del caparazén
que no cubre la totalidad del animal a partir de la zona torcoabdominal.
Fotografia tomada con microscopio estereoscépico, aumentos 55x.
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4.1.3.2 Exposicion individual generacion F1: ausencia vs
presencia del plaguicida

Los neonatos correspondientes a la tercera puesta de la concentracion
mas alta testada (380 pg/L), se destinaron a realizar un nuevo ensayo
cronico siguiendo el protocolo establecido por la OECD 211 (2012)

como ya se indico en el capitulo 3.5.2 de Material y Métodos.

Para diferenciar los grupos se empleara la abreviacion “TT 380~
(tratado/tratado) para aquel grupo que vuelve a someterse a la misma
condicién que las progenitoras, y “TL 380” (tratado/libre de plaguicida)
para el que se establece en medio exento de toxico. El grupo control
estuvo integrado por hijas procedentes de madres control del ensayo
cronico FO. En la Figura 17 se observan fotografias de tres hembras al

finalizar los experimentos.

v

\~__/,’

A C

Figura 17.-Hembras F1 de 21 dias de edad del ensayo con procloraz. A: dafnia
perteneciente al grupo control. B: hembra del grupo TL, con morfologia similar a
la del grupo control. C: hembra del grupo TT, con coloracién de los huevos en
desarrollo (anaranjados). Diferente a la observada en los grupos control y TL
(marrén-pardo). Fotografias tomadas con microscopio estereoscopico,
aumentos 30x.

Se observa que la hembra control (A) y TL 380 (B) presentan una
morfologia acorde a una hembra de 21 dias de edad. Sin embargo, la

hembra del grupo TT 380 (C), presenta una coloracion diferente (al igual
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que en las madres FO, apartado 4.1.2.1), siendo mas evidente en los

huevos de la camara incubadora.

Como se refleja en la Tabla 8, los pardmetros individuales tamafio de
la camada y nimero de neonatos por hembra fueron los que registraron
alguna alteracion en contraste con los determinados en el grupo control.
El nimero de camadas, tiempo a la primera puesta, longevidad y longitud

no se vieron afectados.

El tamafio de la camada se vio ligeramente alterado en ambos grupos
experimentales respecto al grupo control. El analisis ANOVA y posterior
test de Tukey mostraron que en el caso de los individuos del grupo TT
380, se produjo un aumento en el tamafio de la camada (17 % respecto
al grupo control). Contrariamente, en las dafnias del grupo TL 380, se
observé un descenso del tamafio de la camada (15 % respecto al grupo
control). Ademas, se evidenci6 que las diferencias en el tamafio de la
camada entre los grupos TT 380 y TL 380 también eran estadisticamente
significativas. La Figura 18 muestra la representacion grafica de los

resultados como porcentaje respecto al grupo control.

A150- $
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Procloraz (ug/L.
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Figura 18.- Porcentaje de variacion frente al control (C) y entre tratamientos, de
los valores del tamafo de la camada determinados en D. magna en el ensayo
con F1. *Diferencias estadisticamente significativas frente al control (p < 0.05).
SDiferencias entre tratamientos (p < 0.05).
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En el caso del nimero de neonatos por hembra, el analisis de la
varianza (ANOVA) y test post hoc Tukey mostrd que el grupo que habia
sido puesto en medio libre de procloraz tras proceder de madres
expuestas a la concentracion mas alta del fungicida, mostré diferencias
estadisticamente significativas respecto al grupo control con una
reduccion del 15 %. El grupo que mantuvo las condiciones de exposicion
al plaguicida no mostré diferencias estadisticamente significativas
respecto al grupo control, tal y como se observa en la Figura 19.

Ambos grupos de neonatos procedentes de madres expuestas a la
concentracion mas alta de procloraz, TL 380 y TT 380, mostraron

diferencias estadisticamente significativas entre si.

140 7
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Figura 19.- Porcentaje de variacion frente al control (C) y entre tratamientos, de
los valores del nUmero de neonatos por hembra determinados en D. magna en
el ensayo con F1. *Diferencias estadisticamente significativas frente al control (p

—

< 0.05). *Diferencias entre tratamientos (p < 0.05
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Respecto a la tasa intrinseca de incremento natural, solo se
observaron alteraciones al comparar ambos grupos procedentes de
madres expuestas, TL 380 y TT 380. En la Figura 20 se muestran los

datos obtenidos como porcentaje respecto al grupo control.

El test post-hoc Tukey puso de manifiesto que dichas diferencias se
encontraban entre ambos grupos tratados, mientras que no se hallaron

diferencias de éstos frente al grupo control.

I N

Procloraz (ug/L)

Figura 20.- Porcentaje de variacion frente al control (C) y entre tratamientos, de

los valores de la tasa intrinseca de crecimiento natural determinados en D.

magna en el ensayo con F1. *Diferencias entre tratamientos (p < 0.05).

En la Figura 21 se observa como, a pesar de no haber encontrado
diferencia en la longitud corporal de los distintos grupos, la relacion del
tamafio de la camara incubadora respecto al tamafio del individuo si
aument6 en el grupo TT un 20% respecto al grupo control de forma
estadisticamente significativa, al igual que la proporcion entre la espina
caudal y la longitud total del individuo (aument6 en un 23 %). Las
diferencias entre ambos grupos TT no resultaron estadisticamente

significativas.
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Figura 21.- Porcentaje de variacion frente al control (C) y entre tratamientos, de
la longitud corporal (LC), proporcion camara incubadora (Aci-Lci) respecto al
tamanio corporal (AC-LC), y proporcidn espina caudal (Le) respecto a la longitud
total (Le+LC) en D. magna en el ensayo con F1 con procloraz. *Diferencias
estadisticamente significativas respecto al control (p < 0.05).
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4.1.3.3 Exposicion conjunta generacion F0

A lo largo del ensayo, se registro la supervivencia de las madres y se
recolectaron las camadas diariamente. Con ambos datos se configur6 un
grafico para ver de qué forma evolucionaron ambos parametros a lo largo
de los 21 dias de experimentacion. En la Tabla 9 se muestra el tamafo
promedio de la camada respecto al nimero de hembras en cada
momento, y en la Tabla 10 los datos de supervivencia de las hembras
asociado a cada camada (la agrupacion de camadas, f, se realizo cada 3
dias desde el primer dia en que se registro progenie en el grupo control,
agrupandose en 5 camadas totales, referidas a la supervivencia promedio

de las madres correspondiente a esa franja periddica).

Tabla 9.- Tamafio promedio de la camada agrupada en funcién del nimero de
neonatos y supervivencia de las hembras expuestas a procloraz en el ensayo
conjunto FO.

Grupo S f12 f13 fla f1s

Control 15.95 19.40 13.78 16.85 14.20

Concentracion Procloraz pg/L

87 22.08 22.51 18.72 15.21 20.72
130 17.83 20.90 13.74 27.89 23.78
170 20.93 21.70 14.52 31.60 21.19
230 13.25 20.33 16.89 33.12 29.73
380 7.74 20.20 15.84 27.04 37.90
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Tabla 10.- Supervivencia promedio de las dafnias control y expuestas a procloraz
correspondiente a cada una de las agrupaciones de camadas a lo largo del ensayo
conjunto.

Grupo S f12 f13 fla f1s

Control 40 40 40 40 40
Concentracion Procloraz pg/L
87 40 39 38,5 37,5 36
130 40 39 36 33,5 31,5
170 40 39,5 36,5 29 23,5
230 40 39 33,5 24 18,5
380 40 38,5 31,5 22,5 18,5

En la Figura 22 se representan los resultados globales obtenidos en
este ensayo para el nimero acumulativo de neonatos recolectados y la
supervivencia de las hembras a lo largo de los 21 dias de duracion del
ensayo. Mientras que la supervivencia de las hembras a lo largo del
tiempo fue decreciendo conforme aumentaba la concentracion de toxico,
el nimero de neonatos aumentd, no produciéndose un descenso
proporcional en el nimero de neonatos respecto a las hembras que
quedaron en el experimento a lo largo del tiempo. Al finalizar el ensayo
(dia 21), todas las concentraciones excepto la mas alta (380 pg/L),
tuvieron en total mas neonatos que las hembras del grupo control, a pesar
de ser el unico grupo en el que todos los individuos adultos alcanzaron

los 21 dias de edad.
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Se observo el patron de coloracion citado en el apartado 4.1.2.1 de los
ensayos cronicos de reproduccion de D. magna (OECD): mientras que
las hembras control tendieron a ser pardas, las tratadas adquirieron una
tonalidad anaranjada, mas evidente en los embriones. La Figura 23
recoge las imagenes de una hembra del grupo control, y una hembra del

grupo tratado a 380 ug/L, a dia 21.

A

Figura 23.- Dafnias a 21 dias procedentes del ensayo conjunto de FO expuestas

a procloraz. A: dafnia procedente del grupo control. B: dafnia procedente del

grupo tratado con 380 pg/L, a los 21 dias. Fotografias tomadas con microscopio

estereoscdpico, aumentos 30x.

Se realiz6 la medicion de 10 individuos de cada grupo experimental
el dia 21 (Figura 24). El analisis estadistico determin6d que todas las
dafnias expuestas a las diferentes concentraciones del fungicida
alcanzaron un tamafo superior, entre un 5y 7 %, respecto de las dafnias
control. Ademas, la relacion tamafio de la cdmara incubadora y tamafio
del individuo aument6 de forma estadisticamente significativa para todos
los tratamientos, llegando a alcanzar casi un 30 % respecto al grupo

control en los individuos expuestos a la concentracion més alta de

procloraz.

La relacion longitud de la espina caudal y longitud total del individuo

también aumentd casi un 100 % respecto a los valores obtenidos para el
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grupo control, de forma estadisticamente significativa en todos los

tratamientos.
1 tLc
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Figura 24.- Porcentaje de variacion frente al control (C) y entre tratamientos, de
la longitud corporal (LC), proporcion cdmara incubadora (Aci-Lci) respecto al
tamanio corporal (AC-LC), y proporcidn espina caudal (Le) respecto a la longitud
total (Le+LC) en D. magna en el ensayo FO conjunto con procloraz. *Diferencias
estadisticamente significativas respecto al control (p < 0.05).
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Estudio morfolégico de los neonatos

Se recolectaron mas de 20000 neonatos que se preservaron y
analizaron siguiendo el protocolo indicado en el apartado 3.7. La Tabla
11 muestra la prevalencia de individuos malformados hallados en cada

una de las concentraciones de ensayo y el grupo control.

Tabla 11.- Presencia de neonatos malformados (%) respecto al total de individuos
recolectados durante los 21 dias para el grupo control y cada uno de los tratamientos
de procloraz (pg/L).

Grupo Control 87 130 170 230 380

Total 3322 3861 3837 3888 3441 3220

Neonatos

0.48 0.81 1.37 1.12 1.10 3.60
malformados

El porcentaje de neonatos malformados aumentoé con la concentracion
de exposicion. En el grupo control se registrd un 0.48 % de neonatos con
malformaciones; para los neonatos procedentes de la exposicion a
procloraz aumento el porcentaje de individuos malformados llegando a

alcanzar en la concentracion mas alta de exposicion un 3.6 %.

Entre las malformaciones halladas en los neonatos encontramos
espina caudal no extendida o deformada (Figura 25, B-C), ojos no
desarrollados o subdesarrollados (Figura 25, D-E), antenas
subdesarrolladas o malformadas, defectos en el caparazon, e individuos
con malformaciones a nivel general (Figura 25 D-H). Sin embargo, el
porcentaje mayoritario (54%), estuvo representado por individuos que se

encontraban en un estadio de desarrollo inferior al correspondiente para
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neonatos de 24 horas (Figura 25, A). Un 30 % de los individuos
malformados estuvo representado por defectos en la espina caudal, y un
6 % por individuos con anomalias en el caparazon. El 10 % restante
presentaban combinacion de malformaciones. No se observo vinculacion
entre la aparicion de un determinado tipo de malformacion y la
concentracion de exposicion, pues en todas las concentraciones de
procloraz se encontraron neonatos con cualquiera de las malformaciones

descritas.

1mm 1mm 1mm 1mm

,:.‘ ¥ ’,; i

E F G H

ey

Figura 25.-Imagenes de neonatos (F1) procedentes del ensayo conjunto FO
(edad < 24 horas). Neonato control (A) con desarrollo normal, (B-H) neonatos
con algunas de las malformaciones encontradas durante el ensayo conjunto de
FO expuesta a procloraz.
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4.1.4 Parametros bioquimicos

Los resultados obtenidos para cada uno de los pardmetros estudiados

se recogen en las Tabla 12.

Como se observa en la Figura 26, la concentracion de proteinas
totales aumentd6 en las dafnias expuestas conforme lo hizo la
concentracion de exposicion a procloraz respecto a los valores obtenidos
para el grupo control. Se corrobord estadisticamente que dichas
diferencias eran significativas (p < 0.05). Este aumento varid en
promedio un 16 % para las concentraciones ensayadas mas bajas,

llegando a alcanzar un 37 % en las concentraciones mas altas.
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Figura 26.- Porcentaje de variacion frente al control (C), del contenido proteico

en D. magna expuesta a diferentes concentraciones del fungicida procloraz.

*Diferencias estadisticamente significativas frente al control (p < 0.05).

Ni el contenido en colesterol total ni el contenido en triglicéridos
varid en los grupos expuestos a procloraz de forma estadisticamente
significativa, respecto de las dafnias del grupo control (p > 0.05). Aunque

en la Tabla 12 se observan fluctuaciones en los valores normalizados por
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proteinas, estos valores no son distintos respecto a los obtenidos para el

grupo control de manera estadisticamente significativa.

Los niveles de glucosa determinados en las dafnias expuestas a
procloraz aumentaron a todas las concentraciones de exposicion con
respecto al grupo control con significacion estadistica (p < 0.05). Como
se observa en la Figura 27, los porcentajes respecto al grupo control

aumentaron en promedio un 70 %.
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Figura 27.- Porcentaje de variacion frente al control (C), de los niveles de
glucosa en D. magna expuesta a diferentes concentraciones del fungicida.
*Diferencias estadisticamente significativas frente al control (p < 0.05).

El contenido en lactato total disminuy6 conforme la concentracion de
exposicion aument6 (Figura 28). El analisis estadistico ANOVA puso de
manifiesto que existian diferencias entre los diferentes grupos que
componian el ensayo. El test post-hoc Dunnett indicé que dichas
diferencias se encontraban en los grupos que habian sido expuestos a las
mayores concentraciones, 170, 230 y 380 pg/L de procloraz,

reduciéndose en promedio un 50 % respecto a los valores obtenidos para

116



Resultados

el grupo control, llegando a ser maxima en la concentracion mas elevada
(54 %).

La actividad lactato deshidrogenasa (LDH) aument6 en todas las
dafnias independientemente de la concentracion de exposicion (Tabla
12). El analisis estadistico ANOVA y post-hoc Dunnett evidenciaron que
todos los grupos ensayados mostraron diferencias estadisticamente
significativas respecto al grupo control. Aunque en promedio este
parametro aumentd para todas las concentraciones de exposicion en un
117 %, el mayor registro se obtuvo para la concentracion de 230 pg/L,

con un incremento proximo al 160 % (Figura 28).
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Figura 28.- Porcentaje de variacion frente al control (C), del contenido lactato y
LDH en D. magna expuesta a diferentes concentraciones del fungicida.
*Diferencias estadisticamente significativas frente al control (p < 0.05).
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4.1.5 Expresion génica

4.1.5.1 Proteinas de choque térmico

Los resultados obtenidos muestran que tras 21 dias solo en las dafnias
expuestas a la concentracion mas elevada (380 pg/L), mostraron alterada
la expresion del gen Asp70 de manera estadisticamente significativa
(p < 0.05) con un fold-change de 2, mientras que en Asp90 no se

produjeron alteraciones estadisticamente significativas (Figura 29).
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Figura 29.- Representacion grifica (media y SEM) de la expresion relativa de
hsp70y hsp90 respecto al gen de referencia GAPDH en dafnias expuestas 21 dias
a diferentes concentraciones del fungicida procloraz. *Diferencias
estadisticamente significativas frente al control (p < 0.05).

4.1.5.2 Metabolismo de lipidos

Para evaluar posibles alteraciones en la sintesis lipidica, se estudi6 la
expresion del gen fadb en las dafnias expuestas a concentraciones
crecientes del fungicida procloraz frente al grupo control (Figura 30). El
analisis ANOVA indicé que no existian diferencias estadisticamente
significativas en la expresion de los grupos expuestos al fungicida frente

al grupo control.
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fabd

Expresion relativa a GAPDH

Procloraz (ug/L)

Figura 30.- Representacion gréfica (media y SEM) de la expresion relativa de
fabd respecto al gen de referencia GAPDH en dafnias expuestas a diferentes
tratamientos del fungicida procloraz. (---) representa la media del grupo control.

4.1.5.3 Vitelogeninas

En la Figura 31 se muestran los resultados obtenidos para la expresion
relativa de vtgl y vtg2 respecto al gen de referencia GAPDH y frente al
grupo control. Aunque los resultados muestran una tendencia a la
sobreexpresion de ambos genes, el andlisis estadistico ANOVA
evidencid que no existian diferencias estadisticamente significativas en
ninguno de ellos tras someter a las dafnias a los diferentes tratamientos

con procloraz respecto al grupo control (p > 0.05).
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Figura 31.- Representacion gréfica (media y SEM) de la expresion relativa de
vtgl y vtg2 respecto al gen de referencia GAPDH en dafnias tras 21 dias de
exposicion a diferentes concentraciones del fungicida procloraz.
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4.1.5.4 Estrés oxidativo

Para evaluar posibles alteraciones en rutas relacionadas con el estrés
oxidativo producido por la presencia de fungicida en D. magna, se
seleccionaron los genes gst y cat, y se estudid la expresion relativa de
ambos respecto al gen de referencia GAPDH. En la Figura 32 se

muestran los resultados obtenidos.
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Figura 32.- Representacion grafica de la media y SEM de la expresion relativa de
caty gst respecto al gen de referencia GAPDH en dafnias expuestas a diferentes
tratamientos del fungicida procloraz.

El analisis estadistico ANOVA indic6 que no existian diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo control y los grupos

tratados con procloraz (p > 0.05).

4.1.5.5 Metalotioneinas

Para evaluar posibles alteraciones en rutas relacionadas con el
metabolismo de los xenobidticos por la presencia de fungicida en D.
magna, se seleccionaron los genes mt-a, mt-b y mt-c, y se estudio la
expresion relativa de las tres metalotioneinas respecto al gen de

referencia GAPDH. En la Figura 33 se muestran los resultados obtenidos.
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El analisis estadistico ANOVA y post-hoc Dunnett evidenciaron que
solo se produjeron alteraciones estadisticamente significativas para el
gen mt-b, produciéndose un descenso en la expresion a las
concentraciones de toxico mas bajas con un fold-change inferior a 0.5
(reduccion de la expresion de un 50 %). Aunque también se observo una
disminucién en la expresion de m#-b en las concentraciones mas altas,

230y 380 pg/L, no resultaron ser estadisticamente significativas.
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Figura 33.- Representacion grafica (media y SEM) de la expresion relativa de mt-
a, mt-b'y mt-c respecto al gen de referencia GAPDH en dafnias expuestas durante
21 dias a diferentes concentraciones del fungicida procloraz. *p < 0.05.

4.1.5.6 Hemoglobina

Los genes hgbl 'y hgb2 que codifican para la sintesis de hemoglobina
resultaron alterados por la exposicion de las dafnias a procloraz. Segin
se observa en la Figura 34 el gen hgbl se sobreexpresoé en las dafnias de
todos los grupos expuestos al fungicida, sin embargo, solo las
concentraciones mas altas, 170, 230 y 380 pug/L, fueron estadisticamente

significativas con un fold-change promedio de 270 respecto a la
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expresion en el grupo control. Para el gen hgb2 la sobreexpresion fue
estadisticamente significativa en todos los casos (p < 0.05). El test post-
hoc (Dunnett) evidencié que todas las concentraciones presentaban
diferencias respecto al grupo control, con un fold-change promedio

cercano a 50.

*

g 400
5 8 . l . 3 hgb1
- <L i
E 5 300 i l B hgb2
[

© 4t r1r 11 Control
2 3 200

=
5 =
s 2 1001 * ﬁ * * N *
S s Irmem B = = B
iy 2
c 2 ANl Nl .

z 0 T T L L L

= A 9 Q Q Q

® ) R o> R
Procloraz (ug/L)

Figura 34.- Representacion gréafica (media y SEM) de la expresion relativa de
hgb1y hgb2 respecto al gen de referencia GAPDH en dafnias expuestas durante
21 dias a diferentes concentraciones del fungicida procloraz. *p < 0.05.

4.1.6 Resumen resultados procloraz

A continuacion, se muestra un cuadro resumen (Figura 35) de los
principales resultados obtenidos en los diferentes ensayos realizados en

D. magna con el fungicida procloraz a diferentes concentraciones.
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PROCLORAZ

Aumento respectoaC {
Disminucién respectoaC |

Sin cambios respectoaC —

Progenie —— Q

- » 380 pg/L
Crecimiento —— R e
Supervivencia —— Progenie | | Q
Crecimiento |
Supervivencia 11
Bioquimica
Proteinas T
£ = Lipidos
4"’ Q,""b Glucosa T t
=— ’» Lactato
LDH
: . 1
&
< qRT-PCR
Q I Progenie 19 Proteinas choque térmico T
—— Crecimiento — nitos
Vitelogeninas
—— Supervivencia —

Estrés oxidativo

Metalotoneinas 1
Hemoglobina TI

Figura 35.- Resumen de los resultados obtenidos en los ensayos realizados en
D. magna expuestas al fungicida procloraz.
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4.2 Insecticida piriproxifen

4.2.1 Toxicidad aguda

En la Tabla 13 se muestran las concentraciones testadas para el
insecticida piriproxifen y los porcentajes obtenidos de inmovilizacion a
cada uno de los tiempos de exposicion, 24 y 48 horas. También se refleja
el calculo de la CEsoy los limites de confianza a ambos tiempos de
exposicion. Las concentraciones ensayadas fueron 50, 260, 440, 780 y
1000 pg/L para el ensayo a 24 horas, y 50, 150, 260, 440 y 780 ng/L para
el de 48 horas. Piriproxifen caus6 un aumento de la inmovilizacion en
las dafnias al aumentar el tiempo de exposicion, pues el valor obtenido
para 48 horas resultd ser inferior (336.477 ug/L), lo que implicaria un
aumento de la toxicidad respecto de 24 horas (479.804 ng/L). Con ello,
la concentracion necesaria para causar el 50 % de inmovilizacion de los

individuos result6 ser un 30 % inferior a 48 horas que a 24.

Tabla 13.- Concentraciones testadas de piriproxifen en D. magna, porcentajes (%)
de inmovilizacién, y calculo de la CEsp y limites de confianza a diferentes tiempos de

exposicion.
24 horas 48 horas

COﬂ((::I;:if;ci()ll % Inmovilizacion Com(:;];f;cién % Inmovilizacion

50 | 3 50 13

260 | 26 150 30

440 | 66 260 46

780 76 440 73

1000 | 86 780 86
CEso =479.804 ng/L [388.382 — 568.962] CEso=336.477 ng/L [262.699 —416.515]
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En las Figuras 36 y 37, donde se muestra la representacion grafica de
los porcentajes de inmovilizacion frente a las diferentes concentraciones
testadas, puede observarse como la dosis-dependencia tiene una relacion
lineal. La correlacion lineal (%) entre ambas variables fue de 0.88 y 0.92

para 24 y 48 horas respectivamente.
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Figura 36.- Representacion grafica de los resultados obtenidos para la CEso del
insecticida piriproxifen a las 24 horas de exposicién aguda en neonatos de
D. magna.
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Figura 37.- Representacion grafica de los resultados obtenidos para la CEso del
insecticida piriproxifen a las 48 horas de exposicién aguda en neonatos de
D. magna.
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4.2.2  Efecto sobre el comportamiento alimenticio

Como se indico en el apartado 3.4 de Material y Métodos, neonatos
procedentes de la colonia fueron expuestos durante 5 horas al insecticida
piriproxifen, empleando las mismas concentraciones que posteriormente
se usaran en los ensayos de toxicidad crdnica, con la finalidad de evaluar
si producian alguna alteracion sobre la capacidad de ingesta o filtracion

del alga Nannochloris oculata por parte de los individuos.

La exposicion a piriprofixen no causdé ningin efecto sobre los
pardmetros de filtracion e ingestion derivado de la exposicion (Figura
38), pues el analisis ANOVA no mostr6 diferencias estadisticamente
significativas entre ninguna de las concentraciones ensayadas frente al

grupo control.

500~ 200~
= =
< 400 £
3 T 150
:é . g 100
= J
© 2004 S
8 ®
£ 1004 & 50
i £
0- 0-
N » 0 Ul N a N ™ »
o N Al N » N S A A
& A \ A b S & A A
(a) OOQ ] ™ © @ NS (b) 0°° ) &

Piriproxifen (pg/L) Piriproxifen (pg/L)

Figura 38.- Tasas de filtracion (a) e ingestion (b) del alga N. oculata por parte
de D. magna expuesta durante 5 horas a diferentes concentraciones subletales
del insecticida piriproxifen.
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4.2.3 Toxicidad cronica

En el estudio de la toxicidad cronica se siguid el protocolo reflejado
en el apartado de Material y Métodos 3.5.1. Las concentraciones
subletales en los ensayos de la generacion FO a las que se expusieron
cada uno de los grupos, corresponden a las mismas fracciones
equivalentes de la CEso a 48 horas 1/107, 1/71, 1/55, 1/40 y 1/24, que se
emplearon para los estudios del fungicida procloraz, como se indicé en
el apartado 3.5.1. Las concentraciones equivalentes en pug/L se recogen
en la Tabla 3 del mismo apartado. En el ensayo cronico generacion F1,
se empled tnicamente la fraccion de CEsomas alta, 1/24 (14.02 pg/L). A
lo largo del ensayo se registraron datos de todos los pardmetros indicados
en el apartado 3.5.1 para la evaluacién del efecto téxico sobre el

crecimiento y la reproduccion de los individuos.

4.2.3.1 Exposicion individual generacion F0. Test de reproduccion
de D. magna

Durante la ejecucion del estudio de toxicidad cronica se registraron
tanto datos de supervivencia como de reproduccion a lo largo de los 21
dias de duracion del ensayo. Finalizado el estudio, se fotografiaron todos
los individuos para posteriormente realizar las distintas mediciones. En
la Figura 39 se muestra una dafnia perteneciente al grupo control, y una
dafnia procedente de la concentracion mas alta ensayada, 14.02 pg/L a
los 21 dias. Como se verd mas adelante, los individuos que se expusieron
a las diferentes concentraciones de piriproxifen alcanzaron un tamano
significativamente inferior a los individuos del grupo control. Ademas,

el nimero de descendencia se redujo drasticamente.
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En el andlisis externo de los animales, se observo que el patron de
coloracion se altero en los individuos expuestos al insecticida, pasando
de tener una tonalidad parda en las dafnias, a ser rosa anaranjada en las

dafnias expuestas al insecticida.

1mm 1mm

A B

Figura 39.- Dafnias del experimento crénico individual FO a 21 dias. A: hembra
control del experimento crénico con piriproxifen con un fenotipo propio de un
individuo normal a los 21 dias de edad. Imagen B: hembra tras 21 dias de
tratamiento con piriproxifen a una concentracion de 14.02 pg/L. Se observa una
reduccién en el tamafio, nUmero de huevos, y alteracién general en la coloracion.
Fotografias tomadas con microscopio estereoscdpico, aumentos 30x.

En la Tabla 14 se recogen los valores obtenidos de los parametros
analizados en este ensayo. Todas las dafnias del experimento llegaron al
ultimo dia de ensayo (21 dias), con lo que la longevidad no se vio
afectada por el insecticida piriproxifen. El resto de parametros

individuales y poblacionales si se vieron alterados.

El tamaiio de la camada se redujo ya con la concentracién mas baja
de toxico un 80 % (3.14 pg/L), hasta alcanzar casi un 90 % en la mas
alta, 14.02 pg/L. El andlisis estadistico de la varianza mediante el test
ANOVA vy test post-hoc Dunnett pusieron de manifiesto que dichas
diferencias eran estadisticamente significativas entre el grupo control y

todos los grupos tratados (p < 0.05).
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Se determind la existencia de correlacion lineal estadisticamente
significativa entre la concentracion de insecticida y el tamafio de la
camada con r* de 0.94, indicativo de que este parametro se alterd de
manera dosis-dependiente. En la Figura 40 se representan graficamente

los valores obtenidos como porcentaje respecto al grupo control.
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Figura 40.- Porcentaje de variacion frente al control (C), de los valores del
tamafio de la camada determinados en D. magna expuesta a diferentes
concentraciones del insecticida. *p < 0.05.

La CEso para este parametro no fue determinada ya que la
concentracion mas baja ya provocd un descenso superior al 50 %
respecto a los datos obtenidos para el grupo control, lo que imposibilitd

su calculo sin recurrir a la extrapolacion.

El nimero de camadas se alter6 en todas las dafnias expuestas a las
diferentes concentraciones de toxico respecto al grupo control. El
analisis estadistico mostro que las diferencias entre los tratamientos y el
control eran estadisticamente significativas. Mientras que el grupo
control tuvo en promedio 5 camadas, en la concentracion mas baja

ensayada (3.14 pg/L) este parametro se redujo a 3-4 (disminucion del 33
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%), llegando a solo 2-3 camadas en la concentracion ensayada mas alta
(14.02 pg/L), conllevando una disminucion casi del 50 % en promedio
respecto al grupo control. En la Figura 41 se representan los porcentajes
obtenidos respecto al grupo control de este pardmetro para cada una de

las concentraciones ensayadas.
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Figura 41.- Porcentaje de variacion frente al control (C), de los valores del n2 de

camadas determinados en D. magna expuesta a diferentes concentraciones del

insecticida. *p < 0.05.

Aunque la relacion dosis-respuesta parece que sigue una tendencia
lineal, al estudiar la correlacion entre ambas variables (concentracion y
tamafio de la camada) no resulté ser estadisticamente significativa. Para

este parametro si fue posible determinar la CEso resultando en 11.2 pg/L,

con una r* de 0.74.

El parametro tiempo a la primera puesta también se alter6 por la
exposicion al insecticida para todas las concentraciones testadas. En la
Figura 42 se representan porcentualmente los datos obtenidos para este
parametro respecto al grupo control. La primera puesta en el grupo tuvo
lugar el dia 8, mientras que la concentracion de 3.14 pg/L se retrasé hasta
el dia 12, llegando hasta los 14 dias en las dafnias expuestas a las

concentraciones de 8.41 y 14.02 pg/L, lo que supuso un aumento del
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tiempo del 60 % en la concentracion mas baja, hasta casi alcanzar un 80

% en la mas alta.

El andlisis ANOVA evidenci6 que estas diferencias eran
estadisticamente significativas (p < 0.05) a todas las concentraciones

ensayadas de piriproxifen al compararlas con el grupo control.

Al igual que el parametro nimero de camadas, a pesar de observarse
una relacion entre la concentracion y la demora en la primera puesta, la
correlacion lineal tampoco resultd estadisticamente significativa. El
calculo de la CEso determin6 que el valor para este pardmetro fue de 3.26

ng/L con una r? de 0.82.
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Figura 42.- Porcentaje de variacion frente al control (C), de los valores del

tiempo a la primera puesta determinados en D. magna expuesta a diferentes

concentraciones del insecticida. *p < 0.05.

El n° total de neonatos por hembra es el pardmetro que mas
descendio, desde un 87 % en el caso de las dafnias expuestas a la
concentracion ensayada mas baja, 3.14 pg/L, al 94 % en la concentracion
mas alta testada, 14.02 pg/L. Los datos obtenidos se representan

graficamente en la Figura 43 como porcentaje respecto al grupo control.
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El analisis estadistico ANOVA y test post-hoc Dunnett mostraron que
todos los grupos presentan una diferencia estadisticamente significativa

respecto al control (p < 0.05).

Este pardmetro mostr6 una buena correlacion lineal dosis-
dependiente. Resulto estadisticamente significativo con una r* de 0.88.
Sin embargo, debido a que la concentraciéon mas baja ya causd una
reducciéon muy por encima del 50 % respecto al valor obtenido en el

grupo control, el calculo de la CEso para este parametro tampoco fue

posible.
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Figura 43.- Porcentaje de variacion frente al control (C), del n2 de neonatos por

hembra determinados en D. magna expuesta a diferentes concentraciones del

insecticida. *p < 0.05

Respecto a la longitud corporal, como puede observarse en la
Figura 44 (% respecto al grupo control), se vio alterada en todas las
concentraciones testadas, produciendo una reduccion en el tamano de los
individuos tratados comprendida entre el 17 % en el caso de la
concentracion de 3.14 pg/L, y un 23 % para 14.02 ng/L. El anélisis de
la varianza (ANOV A) mostr6 diferencias estadisticamente significativas

con un p-valor inferior a 0.0001, evidenciando el test post-hoc Dunnett

133



Resultados

que dichas diferencias se encontraban todas las dafnias expuestas a

piriproxifen frente a las dafnias control.

La correlacion lineal entre la concentracion de exposicion y la
longitud corporal alcanzada por los individuos al finalizar el ensayo

resulto estadisticamente significativa (1> = 0.87).

Por otra parte, la relacion de la longitud de la espina caudal respecto
a la longitud corporal se vio reducida un 55 % en promedio de forma
estadisticamente significativa en todos los tratamientos respecto al grupo
control.
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Figura 44.- Porcentaje de variacion trente al control (L) y entre tratamientos, de
la longitud corporal (LC), proporcidon cdmara incubadora (Aci-Lci) respecto al
tamafio corporal (AC-LC), y proporcion espina caudal (Le) respecto a la longitud
total (Le+LC) en D. magna en el ensayo FO con piriproxifen. *Diferencias
estadisticamente significativas respecto al control (p < 0.05).
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La relacion tamaiio de la camara incubadora / tamafio del individuo,
disminuy6 en las dafnias expuestas a la concentracion mas elevada de
exposicion al insecticida respecto al grupo control, con un descenso
promedio del 12 %. En la Figura 44 se representan las tres mediciones

realizadas como porcentaje respecto al grupo control.

La Figura 45 representa los valores obtenidos para la tasa intrinseca
de crecimiento natural como porcentajes respecto al grupo control. Los
valores absolutos estdn comprendidos entre 0.32 para el grupo control, y
0.11 para la concentracion mas alta ensayada del insecticida piriproxifen
(14.02 pg/L). El andlisis de la varianza (ANOVA) mostré diferencias
estadisticamente significativas con un p-valor inferior a 0.0001. EI test
post-hoc Dunnett mostrd que dichas diferencias se encontraban en todas

las dafnias expuestas a piriproxifen frente a las dafnias control.

Se observo un descenso en el parametro inversamente proporcional al
aumento de las concentraciones, partiendo el valor para » en 0.16 para la
concentracion de 3.14 pg/L, y finalizando en 0.11 para 14.02 pg/L de

piriproxifen, suponiendo una reduccion del 50 al 65 % respectivamente.
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Figura 45.- Medias + SEM de la tasa intrinseca de crecimiento natural del ensayo

cronico OECD para el piriproxifen. (*) Diferencias estadisticas (p < 0.0001) de los
tratamientos respecto al grupo control.
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El coeficiente de correlacion de Pearson puso de manifiesto la
existencia de dependencia lineal entre las variables concentracion y tasa
intrinseca de crecimiento natural (R?= 0.80; p < 0.05). El célculo de la

CEso para el pardmetro poblacional fue de 4.99 pg/L con una r> de 0.81.

Analisis morfoldgico de las camadas

Los neonatos de la segunda camada en adelante fueron recolectados
y preservados en etanol absoluto para su andlisis en el microscopio
estereoscopico, excepto los destinados a realizar el ensayo en la
generacion F1 (ausencia vs exposicion al insecticida). Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 15. Se analiz6 la totalidad de
individuos recolectados. En el caso del grupo control, se seleccionaron
50 individuos de cada dia al azar para su analisis. Cada individuo se
observo para determinar su sexo, y la presencia/ausencia de
malformaciones. Como se refleja en la Tabla 15, en el grupo control
todos los neonatos fueron hembras con morfologia acorde a su estado de

desarrollo.

Los neonatos procedentes de madres tratadas, independientemente de
la concentracion de exposicion, fueron mayoritariamente machos.
Respecto a las malformaciones, el 100 % presentd algun tipo de
anomalia. Aquellos que quedaron excluidos de la determinacion de sexo
fue debido a que presentaban un estadio de desarrollo temprano,

imposibilitando la diferenciacion del sexo del individuo.
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Tabla 15.- Resultados obtenidos en el andlisis de los neonatos del ensayo
cronico de dafnias expuestas a piriproxifen. Se indica el n2 total de neonatos
analizados por tratamiento, y el porcentaje (%) de hembras, de machos, y de
malformaciones encontradas en cada grupo analizado. Entre paréntesis se indica
el % de individuos excluidos en la determinacién del sexo.

Sexo
G Total Malformados
rupo . dividuos (%) Hembras Machos
(%) (%)
Control 200 0 100 0
3.14 pg/L 39 100 5 95
4.72 pg/L 45 100 2.5 97.5
6.12 ng/L 33 100 (6) 2.5 97.5
8.41 ng/L 22 100 (9) 0 100
14.02 pg/L 13 100 (7) 15 85

En la Figura 46 se muestra una fotografia de neonatos macho
procedentes del ensayo. En ella se senala la presencia del primer par
antenal elongado, dimorfismo sexual en esta especie en individuos
inferiores a 24 horas de vida que permite realizar la diferenciacion de
sexos segiin la OECD 211. También se observa la leve malformacion en
la espina caudal (no extendida por completo) que prevalecié en todos los
individuos expuestos a piriproxifen, excepto aquellos que presentaron un
estadio de desarrollo temprano, en los cuales la espina caudal se

encontraba completamente plegada.
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Figura 46.- Individuos neonatos de dafnia procedentes de madres (FO)
expuestas al insecticida piriproxifen. Las flechas sefalan la localizacién del primer
par antenal, indicativo de que se trata de individuos macho. Fotografias tomadas
con microscopio estereoscopico, aumentos 55x.

4.2.3.2 Exposicion individual generacion F1: ausencia vs
presencia del plaguicida

Como se explico en el apartado 3.5.2, para llevar a cabo este estudio,
la seleccion de neonatos F1 procedentes de madres expuestas (F0) a la
concentracion mas elevada de piriproxifen se realiz6 de forma aleatoria.
Las hembras presentes en cada subgrupo fueron empleadas para el
estudio de los diferentes pardmetros reproductivos (tamafio de la camada,
nimero de camadas, tiempo a la primera puesta, nimero total de
neonatos por hembra). Los parametros longevidad y longitud se

analizaron para cada sexo por separado.

Para diferenciar los grupos, como se indic6 en material y métodos, se
empleara la abreviacion “TT 14.02” (tratado/tratado) para aquel grupo
que vuelve a someterse a las mismas condiciones de procedencia, y “TL
14.02” (tratado/libre de insecticida) para el que se establece en medio
exento de toxico. En el caso del grupo TL 14.02, el nimero de hembras

presentes fue de n =3, y en el grupo TT 14.02 de n = 4, siendo machos
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el resto de los neonatos. Para poder realizar la estadistica de forma mas
equilibrada, en lugar de escoger las 15 hembras del grupo control, se
seleccionaron 4 al azar (equivalente al maximo numero de hembras
encontrada en el grupo TT). En el caso de los machos, el andlisis

estadistico se realizo entre ambos grupos tratados.

La Figura 47 muestra las fotografias de individuos adultos (hembras
y machos) al finalizar el experimento. La determinaciéon de machos se
realiz6 en base al tamafio del individuo adulto al finalizar el ensayo
(apartado 1.3.2), la elongacion del primer par antenal (PA), y la forma
de las valvas (en las hembras, las valvas son simétricas y redondeadas,
mientras que, en el macho, la parte superior (VA) forma casi un angulo
de 90°). En la Tabla 16 se resumen los valores medios obtenidos y las

desviaciones tipicas para todos los parametros analizados en este ensayo.
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D E

Figura 47.- Individuos F1 de 21 dias procedentes de madres FO expuestas a
piriproxifen (14.02 pg/L). A: dafnia hembra del grupo control. B: dafnia hembra
del grupo TL. C: dafnia macho del grupo TL. D: dafnia hembra del grupo TT. E:
dafnia macho del grupo TT. PA: par antenal elongado en los individuos macho.
VA: valvas asimétricas en el macho. Fotografias tomadas con microscopio

estereoscdpico, aumentos 30x.
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El anélisis de todos los parametros se llevo a cabo mediante el estudio
de la varianza (ANOVA) con el fin de determinar si existian diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos, y posteriormente se
realiz6 el test post hoc Tukey para reflejar entre qué grupos existian

dichas diferencias.

Tras analizar todos los parametros, se observd como la retirada del
insecticida (grupo TL) permiti6 una clara recuperacion de los individuos,
llegando en algunos de los pardmetros individuales a valores

equivalentes a los obtenidos para el grupo control.

Respecto al tamaifio de la camada, el andlisis post-hoc Tukey
evidenci6 que las diferencias se encontraban entre el grupo control y el
grupo TT 14.02 (medio con plaguicida), reflejando un descenso del
parametro en promedio de un 87 %. En la Figura 48 se representan
graficamente los valores obtenidos para el tamafio de la camada como

porcentajes respecto al grupo control.
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Figura 48.- Porcentaje de variacion frente al control (C) y entre tratamientos, de
los valores del tamafio de la camada determinados en D. magna en el ensayo
con F1. *Diferencias estadisticamente significativas frente al control (p < 0.05).
*Diferencias entre tratamientos (p < 0.05).

142



Resultados

En el caso del grupo TL 14.02 (medio libre de plaguicida) los
resultados no mostraron diferencia respecto al grupo control, poniendo
de manifiesto que la recuperacion para este parametro fue completa una
vez los organismos dejaron de estar en presencia del piriproxifen. Si se
registraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

TT 14.02 y TL 14.02.

En cuanto al numero de camadas, ambos grupos presentaron
diferencias respecto a los valores obtenidos para el grupo control. Sin
embargo, mientras que en el caso del grupo TT este valor se redujo en
un 55 % en promedio, el grupo TL 14.02 solo experimentd un descenso
del 19 %, lo que supuso una recuperacion de casi el 60 % en las dafnias
al eliminar el factor exposicion al toxico. Los valores obtenidos para el
pardmetro nimero de camadas se representan graficamente en la

Figura 49 como porcentajes respecto al grupo control.
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Figura 49.- Porcentaje de variacion frente al control (C) y entre tratamientos, de
los valores del n2 de camadas determinados en D. magna en el ensayo con F1.
*Diferencias estadisticamente significativas frente al control (p < 0.05).
*Diferencias entre tratamientos (p < 0.05).
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El analisis de la varianza y post hoc Tukey pusieron de manifiesto
que, para el tiempo a la primera puesta, tanto en el grupo que se
mantuvo en las mismas condiciones de procedencia (TT) como el que
estuvo en medio libre de plaguicida (TL), siguié viéndose un retraso
respecto al grupo control. En la Figura 50 se representan

porcentualmente los valores obtenidos respecto al grupo control.
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Figura 50.- Porcentaje de variacion frente al control (C) y entre tratamientos, de

los valores tiempo a la primera puesta en D. magna en el ensayo con F1.

*Diferencias estadisticamente significativas frente al control (p < 0.05).

*Diferencias entre tratamientos (p < 0.05).

En el caso de los individuos que se mantuvieron en el medio con
insecticida, este retraso duplico el tiempo a la primera puesta, ya que para
el grupo control este parametro fue en promedio 7 dias, mientras que
para el grupo TT se retraso hasta los 14. El grupo que se transfirio a
medio sin plaguicida mostrd un retraso respecto al grupo control en este
parametro, pero en este caso solo se redujo a 10 dias en promedio, lo que
supuso una recuperacion del 40 % en este parametro al eliminar la

exposicion al insecticida.
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El pardmetro nimero de neonatos por hembra mostr6 diferencias
entre los tratamientos y entre el grupo TT y el grupo control (p < 0.05).
El grupo TT 14.02 mostrd una reduccion en este parametro del 94 %,
mientras que el grupo TL 14.02 no resulto estadisticamente significativo,
indicativo de que este parametro se vio recuperado completamente al
eliminar la exposicion al toxico. Los resultados obtenidos se representan

graficamente en la Figura 51 como porcentajes respecto al grupo control.
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Figura 51.- Porcentaje de variacion frente al control (C) y entre tratamientos, de
los valores del n? de neonatos por hembra determinados en D. magna en el
ensayo con F1. * Diferencias estadisticamente significativas frente al control (p <
0.05). *Diferencias entre tratamientos (p < 0.05).

Lalongevidad de las dafnias no se vio comprometida en ningtin caso,

llegando a los 21 dias la totalidad de individuos, tanto hembras como

machos.

El parametro longitud corporal se alterd en el grupo que continuaba
expuesto al insecticida. Los resultados obtenidos se muestran
porcentualmente respecto al grupo control en la Figura 52 para las

hembras, y Figura 53 para los machos.
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El andlisis ANOVA y post-hoc Tukey mostrd que las hembras TL
alcanzaron tras los 21 dias de duracion del experimento el mismo tamafo
que las pertenecientes al grupo control, por lo que este pardmetro no
resulté afectado en el desarrollo de las dafnias una vez eliminada la
presencia del toxico. Contrariamente, las hembras TT sufrieron en

promedio una disminucion del tamaio del 23 %.

Al estudiar la relacion entre el tamafio de la camara incubadora y el
tamafio de las hembras, se observd que las expuestas de nuevo al
insecticida vieron reducida la proporcion respecto al grupo control en un
17 %, mientras que las que se encontraban en medio exento de plaguicida
obtuvieron proporciones equivalentes a las del grupo control. El tamafio
de la espina caudal en proporcion a la longitud corporal también se vio
reducida en los individuos expuestos de nuevo a piriproxifen (proporcion

un 47 % inferior a la de los grupos control y TL).
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Figura 52.- Porcentaje de variacion frente al control (C) y entre tratamientos, de
la longitud corporal (LC), proporcidn cdmara incubadora (Aci-Lci) respecto al
tamafio corporal (AC-LC), y proporcidn espina caudal (Le) respecto a la longitud
total (Le+LC) en D. magna en el ensayo F1 con piriproxifen. *Diferencias

estadisticamente significativas respecto al control (p < 0.05). *Diferencias entre
tratamiento (p < 0.05).
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Figura 53.- Medias + SEM de la longitud de los machos como % respecto al
grupo TL del ensayo crénico OECD de recuperacion para el piriproxifen. (*) Indica
las diferencias estadisticas (p < 0.05) entre los tratamientos.
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Para el calculo de la tasa intrinseca de crecimiento natural, solo se
tuvieron en cuenta los individuos hembra, al igual que para el resto de
parametros reproductivos. Los datos obtenidos se representan

graficamente como porcentaje respecto al grupo control en la Figura 54.

El andlisis estadistico ANOVA vy post-hoc Tukey mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes grupos del
ensayo, evidenciando una recuperacion superior al 65 % del grupo TL
frente al grupo TT. Sin embargo, en el calculo de este pardmetro solo se
tuvieron en cuenta las hembras. Al no reflejarse la proporcion que éstas
suponen respecto a cada uno de los grupos experimentales
(aproximadamente un 25 % en ambos casos), el parametro no refleja la
capacidad real reproductiva de la poblacion ensayada, debiendo ser

inferior a la obtenida.
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Figura 54.- Porcentaje de variacion frente al control (C) y entre tratamientos,
de los valores de la tasa intrinseca de crecimiento natural determinados en D.
magna en el ensayo con F1. *Diferencias estadisticamente significativas frente
al control (p < 0.05). *Diferencias entre tratamientos (p < 0.05).
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Analisis morfologico de las camadas

Debido al bajo nimero de individuos recolectados, todos los neonatos
que integraron cada uno de los subgrupos (TL/TT) fueron analizados
conjuntamente. En el caso del grupo control se procedié de la misma
forma que en los ensayos anteriores, analizando una muestra de 50
individuos por dia. Tanto en las puestas de las hembras del grupo control
(n =200) como en las puestas procedentes de las 3 hembras adultas del
grupo TL (n = 167), toda la descendencia estuvo integrada por neonatos

hembra con morfologia externa normal.

En el grupo TT (n = 17) todos los individuos tuvieron la misma
malformacion en la espina caudal (apartado 4.2.2.1, Figura 46). Respecto

al sexo, las hembras representaron el 30 %.

4.2.3.3 Exposicion conjunta generacion F(

A lo largo del ensayo se registro la supervivencia de las madres y se
recolectaron diariamente los neonatos. No hubo mortalidad a lo largo de
todo el ensayo ni en el grupo control ni en las dafnias expuestas a las
diferentes concentraciones. La supervivencia fue del 100 % al finalizar

el ensayo (21 dias).

La Tabla 17 el tamafio promedio de la puesta respecto al nimero de
hembras. Al igual que para procloraz, para el establecimiento de las
camadas estas se agruparon cada tres dias consecutivos a partir de la
primera puesta registrada en el grupo control (f=5). Sin embargo, a la
vista de los resultados obtenidos en el experimento cronico individual de
FO0, el nimero de puestas en los grupos tratados seria inferior a 5, ya que

este parametro se encuentra alterado. Se opto6 por esta division para poder
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realizar una comparacion respecto al grupo control, pues la distincion
entre puestas no fue posible al estar todos los individuos expuestos de
manera conjunta. En el caso de las concentraciones de piriproxifen 6.12
y 14.02 pg/L, el valor fli1 es 0.00, indicando que para estas
concentraciones el tiempo a la primera puesta promedio se retrasd un
minimo de 3 dias respecto al grupo control. En el caso de 3.14, 4.72, y
8.41 ng/L, este parametro se retras6 como maximo 2 dias, por lo que si

hubo registro para la f11.

Tabla 17.- Tamafio promedio de la camada en funcién del nimero de neonatos y
supervivencia de las hembras expuestas a piriproxifen para cada una de las puestas.

Grupo S f12 f13 fla f1s
Control 20.23 25.53 15.05 23.05 10.88

Concentracion Piriproxifen pg/L

3.14 0.13 1.40 1.95 2.35 2.18
4.72 0.13 0.93 2.18 1.70 1.68
6.12 0.00 0.53 1.28 1.28 1.08
8.41 0.15 0.93 2.03 1.68 1.05
14.02 0.00 0.30 1.60 1.43 0.78

En el grafico que se muestra a continuacion (Figura 55), se observa
coémo el nimero de neonatos acumulado en todos los tratamientos es muy
reducido en comparacion con el grupo control que registr6 un valor final

cercano a 3800 animales.
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Figura 55.- Representacion grafica del nimero de neonatos acumulado para

cada una de las concentraciones ensayadas de piriproxifen a lo largo del

experimento.

Por otro lado, de forma cualitativa se observd un marcado cambio en
el patrén de coloracion de las dafnias que habian estado expuestas a
piriproxifen, independientemente de la concentracion. Mientras que los
controles presentaron una coloracion parda, las hembras tratadas
adquirieron una tonalidad rosada. Se procedid a realizar la medicion de
10 individuos, ya que se observd no solo que las dafnias tratadas con
piriproxifen alcanzaban un tamafio inferior a las del grupo control (entre
un 15 y un 20 % por debajo de las dafnias control), sino que también la
proporcioén que representaba la espina caudal frente a la longitud total
del individuo era inferior, lo que podria indicar no solo en el tamafno
anomalias, sino también en el desarrollo de los individuos. La Figura 56
muestra fotografias de dafnias pertenecientes al ensayo conjunto de
piriproxifen en la generacion F0O. Se observa la marcada diferencia tanto
en la coloracidon, como en la longitud corporal y longitud de las espinas

caudales de ambos individuos.
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Figura 56.-Imagen A: hembra del grupo control al finalizar el experimento.

Imagen B: hembra del grupo tratado con piriproxifen a una concentracion de

14.02 pg/L al finalizar el ensayo. Fotografias tomadas con microscopio

estereoscdpico, aumentos 30 x.

En la Figura 57 se representan graficamente los resultados obtenidos.
La relacion entre el tamafio de la cdmara incubadora y el tamafio del

individuo no se vio alterada en las dafnias expuestas a ninguna de las

concentraciones ensayadas.
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Figura 57.- Porcentaje de variacion frente al control (C) y entre tratamientos, de
la longitud corporal (LC), proporcion camara incubadora (Aci-Lci) respecto al
tamafio corporal (AC-LC), y proporcidn espina caudal (Le) respecto a la longitud
total (Le+LC) en D. magna en el ensayo FO conjunto con piriproxifen. *Diferencias
estadisticamente significativas respecto al control (p < 0.05).
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Analisis morfologico de los neonatos

A lo largo del experimento todas las camadas fueron recolectadas y
preservadas en etanol para su posterior andlisis con el microscopio
estereoscopico como se indicé en el apartado de Material y Métodos. Se
contaron y analizaron en total casi 5000 neonatos, que se clasificaron en
normales, si presentaban una morfologia acorde a su estadio de
desarrollo, o con malformaciones, si se observo alguna anomalia que
pudiera comprometer su normal desarrollo. En la Tabla 18 se muestra la
prevalencia total de malformaciones en cada uno de los tratamientos con
piriproxifen y en el grupo control del experimento. La totalidad de los
neonatos nacidos de madres expuestas a piriproxifen en el ensayo
conjunto presentaron alguna malformacion respecto a los individuos
neonatos control. La malformacion mas frecuente fue la no completa

extension de la espina caudal (apartado 4.2.2.1).

Por otra parte, como queda reflejado en la Tabla 18, conforme
aumento la concentracion del insecticida, también lo hizo el porcentaje

de individuos que presentaron malformaciones.

153



Resultados

Tabla 18.- Resultados obtenidos en el andlisis de los neonatos recolectados

durante el ensayo crdnico de dafnias expuestas a diferentes tratamientos del

insecticida piriproxifen. Se indica el nimero total de neonatos analizados por

tratamiento, y el porcentaje de hembras, de machos, y de individuos

malformados encontrados en cada grupo analizado. Entre paréntesis se indica el

% de individuos excluidos del sexaje.

Grupo in('ll;gitgiws Malf(();n)lados Hembras Machos
A
(%) (%)
Control 3789 0.37 100 0
Lldpgl 320 100 (18) 53 95
472 ugl. 264 100 (18) 42 97.5
6.12 pg/L 166 100 (22) 4.6 97.5
8.41pug/l. 233 100 (20) 43 100
14.02 pg/L 164 100 (28) 5.1 85

Mientras que en la concentracion de 3.14 pg/L se descarté un 18 %

de los neonatos debido a que no fue posible determinar el sexo debido al

elevado nivel de malformaciones, en la concentracion de 14.02 pg/L este

porcentaje ascendid hasta un 28 %.

Entre las malformaciones observadas se encontraron las siguientes

(Figura 58): individuos con malformaciones a nivel general (imagen B),

neonatos sin 0jos o subdesarrollados (imagenes C y D), individuos

subdesarrollados (imagenes E derecha, F y G), espina caudal no

extendida o deformada (imagen E izquierda), o defectos en el caparazon

(imagen H).
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Figura 58.- Neonatos de D. magna (< 24 horas) de madres FO expuestas de
forma conjunta a piriproxifen. Imagen A: neonato control con desarrollo normal.
Imagenes B-H: algunas malformaciones encontradas en los neonatos
procedentes de madres expuestas a diferentes concentraciones de piriproxifen.

Fotografias tomadas con aumento 55x.

Al igual que en los neonatos estudiados en los ensayos cronicos
individuales de las generaciones FO y F1, la malformaciéon que mayor
incidencia tuvo lugar fue la mostrada en el apartado 4.2.2.1, Figura 43,
correspondiendo en promedio a un 80 % de los neonatos analizados
(Tabla 18). Del porcentaje restante, un 16 % se compuso por individuos
subdesarrollados. En el 4 % restante se englobaron el resto de

malformaciones determinadas.
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4.2.4 Parametros bioquimicos

Los resultados obtenidos para cada uno de los parametros
bioquimicos analizados en las dafnias expuestas a las diferentes

concentraciones del insecticida piriproxifen se recogen en la Tabla 19.

El contenido en proteinas totales no se vio afectado por ninguna de
las concentraciones del insecticida a la que fueron expuestos los animales
del ensayo. Sin embargo, se observaron fluctuaciones en el contenido en
colesterol total en las dafnias expuestas a las concentraciones inferiores
y superior (Tabla 19, Figura 59), produciéndose una reduccion promedio
del 30 %. Las concentraciones intermedias (6.12 y 8.41 pg/L) aunque se
mostraron también por debajo del valor control, no mostraron diferencias
significativas probablemente debido al margen de las desviaciones. Por
ello, el analisis estadistico confirmd la existencia de diferencias
estadisticamente significativas solo para las dafnias expuestas a las
concentraciones de 3.14, 4.74 y 14.02 ng/L frente a los valores obtenidos

en el grupo control.

150 7

100 4

50 4

Colesterol (% vs C)

Piriproxifen (ug/L)

Figura 59.- Porcentaje de variacion frente al control (C), del contenido en
colesterol total en D. magna expuesta a diferentes concentraciones del
insecticida. *Diferencias estadisticamente significativas frente al control
(p <0.05).

156



Resultados

A diferencia de lo ocurrido con el colesterol total, los valores de
triglicéridos no se vieron alterados en las dafnias expuestas a las
diferentes concentraciones del insecticida al compararlas frente al grupo

control.

Con respecto a los carbohidratos analizados, ni la glucosa total ni el
lactato medidos en las dafnias mostraron diferencias estadisticamente
significativas frente al grupo control tras los 21 dias de exposicion al
insecticida (p > 0.05). Sin embargo, en la actividad LDH si se observo
un aumento conforme lo hizo la concentracion de exposicion a
piriproxifen. El analisis estadistico mostr6 que este aumento en
comparacion con el grupo control era estadisticamente significativo en
las dafnias expuestas a la concentracion mas elevada, con un aumento de
la actividad del 30 %, respecto al grupo control. En la Figura 60 se
representan graficamente los resultados obtenidos como % respecto al
grupo control. En la Tabla 19 se muestran los valores obtenidos para

LDH expresados en U/mL/ind.
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Figura 60.- Porcentaje de variacion frente al control (C), de LDH en D. magna
expuesta a diferentes concentraciones del insecticida. *Diferencias
estadisticamente significativas frente al control (p < 0.05).
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4.2.5 Expresion génica

4.2.5.1 Proteinas de choque térmico

Los resultados obtenidos en el estudio de la expresion de los genes
que codifican para las proteinas de choque térmico se muestran en la
Figura 61. Mientras que la expresion de 4sp70 se mantuvo en linea con
la del grupo control, para el gen hsp90 se redujo su expresion,
inhibiéndose en promedio un 50 % (fold-change de 0.5) frente al valor
obtenido en el grupo exento de plaguicida. El andlisis estadistico
ANOVA puso de manifiesto que efectivamente esas diferencias eran
estadisticamente significativas (p <0.05). El test post-hoc Dunnett indicé
que todos los grupos que habian sido tratados eran diferentes respecto al

grupo control.
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Figura 61.- Representacion grafica de la media y SEM de la expresion relativa de
hsp70 y hsp90 respecto al gen de referencia GAPDH en dafnias expuestas a
diferentes  tratamientos del insecticida  piriproxifen.  *Diferencias
estadisticamente significativas frente al control (p < 0.05).
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4.2.5.2 Metabolismo de lipidos

Para evaluar si se producian alteraciones en la sintesis de lipidos en
D. magna, se estudiaron las posibles alteraciones que podia sufrir el gen
fadb al estar los individuos expuestos a concentraciones crecientes del
insecticida piriproxifen. En la Figura 62 se muestran los resultados
obtenidos para la expresion de este gen en cada uno de los tratamientos
respecto al grupo control. Tras realizar el andlisis de la varianza
(ANOVA), y test de Dunnett para determinar diferencias respecto a los
tratamientos frente al grupo control se evidencié que todos los grupos
presentaron inhibida la expresion de este gen al compararlas con el grupo
control. En promedio, la expresion de este gen se redujo en los grupos

tratados un 40 % (fold-change de 0.6) en promedio.

0.8 . * *
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Figura 62.- Representacion grafica de la media y SEM de la expresion relativa de
fabd respecto al gen de referencia GAPDH en dafnias expuestas a diferentes
tratamientos del insecticida piriproxifen. *Diferencias estadisticamente
significativas frente al control (p < 0.05). (---) representa la media del grupo
control.

4.2.5.3 Vitelogeninas

Con el fin de evaluar posibles efectos en la reproduccion se estudio la

expresion de los genes vigl/ y vtg2, involucrados en la sintesis de
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proteinas del vitelo, y necesarias para su maduracion. La Figura 63
muestra los resultados obtenidos para la expresion relativa de ambos
genes respecto al gen de referencia GAPDH para el grupo control y los

grupos tratados con el insecticida piriproxifen.

Se observa una clara disminucidn en la expresion de ambos genes,
con fold-change por debajo de 0.2 (reduccion en la expresion superior al
80 %) respecto a la del grupo control. El anélisis ANOVA vy test post-
hoc Dunnett indicaron que entre todos los tratamientos y el grupo control

dichas diferencias eran estadisticamente significativas.
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Figura 63.- Representacion grafica de la media y SEM de la expresion relativa de
vtgl y vtg2 respecto al gen de referencia GAPDH en dafnias expuestas a
diferentes  tratamientos del insecticida  piriproxifen.  *Diferencias
estadisticamente significativas frente al control (p < 0.05).

4.2.5.4 Estrés oxidativo

Para evaluar posibles alteraciones en individuos de D. magna en rutas
relacionadas con el estrés oxidativo producido por la presencia de

insecticida, se seleccionaron los genes gst y cat, y se estudié la expresion
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relativa de ambos respecto al gen de referencia GAPDH. En la Figura 64

se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 64.- Representacion grafica de la media y SEM de la expresion relativa de
gst y cat respecto al gen de referencia GAPDH en dafnias expuestas a diferentes
tratamientos del insecticida piriproxifen. *Diferencias estadisticamente
significativas frente al control (p < 0.05).

Tras realizar el analisis estadistico ANOVA, este indico que en el caso
del gen gst la exposicion a insecticida no modifico la expresion de este
gen respecto a la del grupo control. Sin embargo, en el caso de cat, se
produjo una inhibiciéon de la expresion estadisticamente significativa
(p < 0.05) Se determind que todas las concentraciones ensayadas de
piriproxifen indujeron un descenso en la expresion superior al 50 % (fold

change por debajo de 0.5) en promedio.

4.2.5.5 Metalotioneinas

Para evaluar posibles alteraciones en rutas relacionadas con el
metabolismo de los xenobiodticos por la presencia de insecticida en
D. magna, se seleccionaron los genes m¢-a, mt-b y mt-c, y se estudio su

expresion relativa respecto al gen de referencia GAPDH. En la Figura 65
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se muestran los resultados obtenidos. A pesar de observarse una
sobreexpresion en los genes mt-a y mt-c, ninguna de las concentraciones
ensayadas del insecticida modificé la expresion de las metalotioneinas
de forma estadisticamente significativa, tal y como corrobor¢ el analisis

estadistico ANOVA.
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Figura 65.- Representacion grafica de la media y SEM de la expresion relativa de
mt-a, mt-b y mt-c respecto al gen de referencia GAPDH en dafnias expuestas a
diferentes  tratamientos del insecticida  piriproxifen.  *Diferencias
estadisticamente significativas frente al control (p < 0.05).

4.2.5.6 Hemoglobina

Los genes que codifican para la sintesis de hemoglobina si vieron
modificada su expresion tras la exposicion de las dafnias al insecticida

piriproxifen (Figura 66).
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Figura 66.- Representacion grafica de la media y SEM de la expresion relativa de
hgbl y hgb2 respecto al gen de referencia GAPDH en dafnias expuestas a
diferentes tratamientos del insecticida piriproxifen. *p < 0.05.

Tras realizar el analisis ANOVA vy test de Dunnett a posteriori, se
puso de manifiesto que las diferencias para la expresion de hgbl, solo
eran estadisticamente significativas frente al grupo control (p < 0.05) en
las dafnias expuestas a las dos concentraciones mas altas, 8.41 y 14.02
ng/L, con un fold-change por encima de 5. Respecto de las diferencias
en la expresion de hgh2, el analisis estadistico indico se encontraban en
las dafnias expuestas a las concentraciones 4.74, 8.41 y 14.02 ng/L al
comparar la expresion respecto a la obtenida en el grupo control, con

fold change en torno a 2.

4.2.6 Resumen resultados insecticida piriproxifen

A continuacion, se muestra un cuadro resumen (Figura 67) de los
resultados principales obtenidos en los diferentes ensayos realizados en

D. magna con el fungicida procloraz a diferentes concentraciones.
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Figura 67.- Resumen de los resultados de los ensayos realizados en D. magna
expuestas al insecticida piriproxifen.
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5 DISCUSION

5.1 Estudio de la toxicidad aguda

Durante décadas, el crusticeo Daphnia magna se ha empleado
extensamente como bioindicador de aguas contaminadas debido, entre
otras caracteristicas, a su alta sensibilidad. Los estudios relacionados con
la especie son cada vez mas amplios e interdisciplinares, permitiendo
analizar a diferentes niveles de organizacion biologicos (nivel de
organismo, fisioldgico, bioquimico y molecular) de qué forma el
individuo interacciona con las diferentes sustancias contaminantes que

pueden llegar a su habitat.

En el capitulo 4 se expusieron los resultados obtenidos en los estudios
de toxicidad aguda en D. magna para los plaguicidas seleccionados.
Ambos resultaron ser mas toxicos a 48 que a 24 horas de exposicion, ya
que las CEso disminuyeron conforme aument6 el tiempo de ensayo. En
el caso del fungicida procloraz, las CEso que se obtuvieron fueron 9.6 y
9.2 mg/LL para 24 y 48 horas respectivamente, indicando que para
alcanzar a 48 horas el mismo efecto que a 24, hubo que reducir la
concentracion de exposicion un 5 %, evidenciando que existe solo un
leve aumento de la toxicidad aguda a 48 horas. En el caso del insecticida
piriproxifen, los resultados para la CEso fueron 479.8 y 336.5 pug/L para
24 y 48 horas respectivamente. En este caso la reduccion de la
concentracion a 48 horas supuso un 30 % respecto a 24 horas para

conseguir la inmovilizacion del 50 % de los neonatos expuestos,
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reflejando que la toxicidad del insecticida aumentaba considerablemente
al prolongar la exposicion de los animales a las concentraciones

ensayadas.

Piriproxifen no resultdé unicamente ser mas toxico que procloraz a
corto plazo, al potenciar su efecto conforme se aumentd el tiempo de
exposicion de los animales, sino que la concentracion necesaria de
insecticida para conseguir el mismo efecto a ambos tiempos de

exposicion fue 20 veces inferior respecto al fungicida.

Estudios previos de toxicidad aguda llevados a cabo por otros autores
han puesto de manifiesto que ambos productos son mas toxicos para D.
magna en relacion con los resultados obtenidos en el presente estudio.
Gottardi y Cedergreen (2019) obtuvieron una CEso tras 48 horas de

exposicion al fungicida procloraz en D. magna de 4.8 mg/L.

Por su parte, autores como Abe et al, (2015) obtuvieron para el

insecticida piriproxifen una CEso a 48 horas de 185 pg/L.

En ambos casos la CEso obtenida fue casi la mitad que la registrada
en este estudio, siendo los medios utilizados en los ensayos mencionados
para realizar las diferentes diluciones de los plaguicidas, M4 y M7
respectivamente, recomendados por la OECD 211. Esta diferencia en las
toxicidades obtenidas podria ser reflejo de las diferentes composiciones
del medio empleado, ya que esta demostrado que ambos medios pueden
reducir la toxicidad aparente producida por determinados compuestos,
entre ellos metales como el cadmio, debido a que en su composicion esta

presente el agente quelante EDTA (OECD, 1997). En este trabajo, se
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utilizo agua declorada procedente de la red de agua potable municipal,
cuya dureza total se ajustd empleando sales y/o agua destilada (misma
agua que se emplea para el mantenimiento de la colonia). La OECD
establece que la dureza del medio empleado debe ser superior a 140 mg/L
de CaCOs3. Aunque ninguno de los trabajos referidos especifico la dureza
final del medio empleado, podria ser que en el presente estudio la dureza
fuera superior a la de los medios M4 o M7. Ello podria influir en la
toxicidad de los plaguicidas al interferir las diferentes caracteristicas del

medio de cultivo.

En estudios previos, plaguicidas pertenecientes al grupo de los azoles
como el tebuconazole o el triciclazole, fueron menos toxicos que
procloraz para D. magna a 48 horas, con CEso de 40.1 y 34 mg/L
respectivamente (Sancho et al., 2009; Rossaro y Cortesi, 2013).

Por otro lado, la elevada toxicidad de piriproxifen obtenida en el
presente estudio concuerda con los resultados obtenidos por otros
investigadores en otras especies acudticas, aunque D. magna seguiria
siendo el organismo mas sensible frente a este plaguicida. Brown et al.,
(1996), quienes estudiaron la toxicidad aguda del piriproxifen en adultos
del decapodo marino Leander tenuicornis, y obtuvieron un valor de CLso
a 96 horas de 98 pg/L. Haselman et al., (2018), determinaron que en
estadios larvarios tempranos del anfibio Xenopus laevis concentraciones

superiores a 200 ug/L de piriproxifen causaban una elevada mortalidad.

Sin embargo, la baja toxicidad registrada para procloraz en contraste

con otros plaguicidas, como los insecticidas, debe evaluarse mas en
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profundidad. Kretschmann et al., (2015), observaron que los fungicidas
procloraz y propiconazol se comportaban de una forma similar en cuanto
a toxicidad aguda al exponer a individuos de D. magna a cada uno de
ellos por separado, obteniendo CEso a 0 y 8 horas dentro del mismo orden
de magnitud tanto en grado de toxicidad como en aumento de la misma
tras 8 horas de exposicion (7.4/7.2 uM para el procloraz, y 6.2/5.8 uM
respectivamente). Sin embargo, aunque el plaguicida a-cipermetrina
presentd una CEso menos todxica, su efecto se potencié al aumentar el
tiempo de exposicion (4.2/2.2 uM). Al evaluar el efecto en combinacion
que presentaban cada uno de los fungicidas azoles (concentracion
constante a 1.5 puM) con el insecticida piretroide o-cipermetrina,
observaron que la mezcla conformada por procloraz incrementaba
significativamente la toxicidad de a-cipermetrina sobre D. magna,
presentando un efecto sinérgico entre ambos plaguicidas (ECso a 20 y
100 horas, 8 y 0.08 nM respectivamente), mientras que la mezcla con
propiconazol tenia un efecto aditivo (ECso a 20 y 100 horas, 9 y 5 nM

respectivamente).

En vista de los valores obtenidos de CEso para los plaguicidas
estudiados de forma aislada, el insecticida piriproxifen es mucho mas
toxico para D. magna que el fungicida procloraz, resultados esperables
tanto segln la bibliografia como la finalidad descrita para cada uno de
ellos, pues cabe esperar que un insecticida afecte a otros organismos
invertebrados aun no siendo la especie diana, mientras que este efecto no
deberia derivarse de la exposicion a un fungicida. Sin embargo, aunque

de forma individual procloraz no tenga una elevada toxicidad en la
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dafnia, como se observa en los resultados de este trabajo, de forma
conjunta con otros compuestos presentes en el medio podria provocar un
efecto sinérgico, resultando en una mayor toxicidad que la causada de
forma aislada por cada uno de los toxicos. Deberia pues prestarse
especial atencién no solo a la presencia de este compuesto de forma
individual, sino a la potenciacion de los efectos toxicos que podria estar

induciendo derivado de la coexposicidon con otros contaminantes.

5.2 Efecto sobre el comportamiento alimenticio

En el apartado de resultados se mostré como los individuos que se
expusieron al fungicida procloraz y al insecticida piriproxifen a
diferentes concentraciones, no mostraron alteraciones en los parametros
de ingesta o filtracion del alga Nannochloris oculata, cuando fueron
comparados respecto al grupo control. Este ensayo se llevo a cabo con
individuos neonatos, y su duracion fue de 5 horas (tal y como se describid

en Material y Métodos).

Estudios previos han mostrado coémo el efecto sobre el
comportamiento filtrador en las primeras horas de vida se vio claramente
comprometido en dafnias expuestas a otros plaguicidas. Fernandez-
Casalderrey et al., (1994) observaron como los insecticidas endosulfan y
diazinon, provocaban un descenso en ambos parametros al exponer a
individuos de D. magna a diferentes concentraciones de estos
plaguicidas. También ensayos llevados a cabo con el insecticida
tebuconazole pusieron de manifiesto esta disminucion en el

comportamiento filtrador tras solo 5 horas de exposicion a
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concentraciones crecientes del toxico (Sancho et al., 2009). Sin embargo,
la alteracion de estos parametros puede venir determinada por la propia
accion del compuesto, ya que el éxito en la alimentacion de los
individuos filtradores viene dado por la capacidad del individuo para
movilizar los apéndices y de esta forma, al generar corriente, poder filtrar
el alimento que se encuentre en el medio (Day y Kaushik, 1987). Si el
toxico altera el sistema nervioso y reduce la coordinacidn, o provoca una
parélisis total o parcial, las tasas de ingesta y filtraciéon se veran
reducidas. Incluso determinados compuestos como los insecticidas
permetrina o fenvalerato pueden provocar la adhesion en los apéndices
de particulas de alimento dificultando el movimiento de los mismos

(Christensen et al., 2005; Reynaldi et al., 2006).

La alimentacién en la dafnia es un comportamiento complejo, pues
esta regulada por la interaccion de mecanismos fisiologicos, abarcando
tanto la coordinacion del funcionamiento intestinal con el aparato
filtrador (Hartman y Kunkel, 1991). Por tanto, el envenenamiento
intestinal o la alteracion de la capacidad de filtrado pueden afectar a las
tasas de filtracion e ingestion. Se sabe que bajas concentraciones de
metales como el cadmio o el cobre perjudican la alimentacion en caso de
intoxicacion intestinal en la dafnia, muy probablemente al causar estrés
oxidativo en los tejidos intestinales y las enzimas digestivas (Barata et

al., 2005).

Autores como De Castro-Catala et al., (2017) estudiaron los efectos
producidos por el fungicida procloraz en la alimentacion de Gammarus

pulex sometidos durante 14 dias a concentraciones inferiores a las
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ensayadas en nuestro estudio. Tras el periodo de exposicion
determinaron que 6 pg/L de procloraz inducia un descenso de mas del

70 % respecto al grupo que no habia estado expuesto al fungicida.

Sin embargo, ninguno de estos efectos se vio reflejado en el presente
estudio en el que se evaluaron estos parametros en neonatos expuestos
durante 5 horas a las concentraciones ensayadas de cada uno de los
plaguicidas, pues no hubo diferencias estadisticamente significativas al
contrastar los resultados con los obtenidos en el grupo control. Otros
autores (Araujo et al., 2019), estudiaron el comportamiento filtrador en
D. magna ampliando el tiempo de estudio a 24 horas. Observaron como
tanto el plomo como el fungicida mancoceb reducian significativamente
tanto la tasa de ingestion como de filtracion al compararla frente al grupo
control tras el tiempo de exposicion. En este caso, ademads, optaron por
incluir un periodo de recuperacion de los individuos trasvasandolos
posteriormente a medio exento de toxico para evaluar la tasa de
recuperacion durante un periodo post-exposicion de 4 horas (todos los
individuos excepto la concentracion mas alta testada de plomo
alcanzaron tasas iguales a las del grupo control). Li et al., (2020), por
otro lado, optaron por el uso de individuos de 7 dias de edad en lugar de
neonatos, y observaron los efectos que el antibidtico azitromicin tenia
sobre la tasa de ingestion de D. magna durante 24, 48, 72 y 96 horas.
Aunque ya obtuvieron una clara disminucion a las 24 horas, ésta se vio

agravada tras las 96 horas de exposicion.

De forma cualitativa en el estudio con piriproxifen, conforme fueron

pasando los dias del ensayo cronico (y las dafnias tratadas presentaban

175



Discusion

un tamafio inferior a las del grupo control), se observo con el cambio
diario de medio y recipiente que mientras los frascos del grupo control
presentaban el fondo practicamente transparente, los que contenian las
dafnias tratadas con piriproxifen presentaban una tonalidad verdosa,
indicativo del alga precipitada que no habia sido filtrada e ingerida por
los organismos (efecto no observado en las expuestas a procloraz). Este
fenomeno podria estar asociado a una reduccion en la ingesta,
probablemente debido a su tamafio inferior y por tanto a la reducciéon en
la cantidad de alga filtrada. Alteraciones de estos pardmetros podrian
solo ser reflejo por tanto de una exposicion mas prolongada que la
ensayada en el presente estudio, o ser necesario el empleo de individuos

juveniles en lugar de neonatos.

5.3 Estudio de la toxicidad cronica

La finalidad perseguida con el ensayo cronico de toxicidad siguiendo
las recomendaciones de la OECD, fue evaluar posibles alteraciones
provocadas por la exposicion cronica a concentraciones subletales de los
plaguicidas objeto de estudio. Asi pues, se realizaron registros de los
parametros reproductivos seleccionados para determinar si los
compuestos ensayados causaban alteraciones al comparar los resultados
obtenidos frente a los individuos control. Se realizd el seguimiento del
tamafio de la camada, del nimero de camadas totales, del tiempo
transcurrido hasta la primera puesta, del nimero de neonatos por hembra,
y de la longitud corporal de los individuos al finalizar el ensayo sobre un
primer grupo de animales obtenidos de la colonia, generacion FO, durante

21 dias. También se registraron datos adicionales como la longitud de la
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espina caudal, anchura del individuo, largo y anchura de la cdmara
incubadora, o el anélisis morfologico de las camadas. De forma paralela,
se evaluaron los mismos parametros que los descritos para la generacion
FO, en individuos (generacion F1) procedentes del ensayo cronico
individual con FO de los grupos control y la concentracion testada mas
alta de cada plaguicida, 380 pg/L en el caso de procloraz, y 14.02 pg/L
en el del piriproxifen, con la finalidad de estudiar la evolucion de la
generacion F1, al estar o no sometidos nuevamente a la concentracion de
plaguicida de origen. Por otra parte, para analizar posibles alteraciones a
nivel bioquimico y genético se expuso de forma conjunta a un grupo
homogéneo de individuos (F0). Durante la fase de exposicion se
registraron todos los pardmetros reproductivos y de supervivencia que
fue posible obtener de forma conjunta. Se obtuvo informaciéon en
términos de supervivencia, desarrollo y reproduccion de tres formas
diferentes: exposicion individual de la generacion FO, exposicion
individual de la generacion F1, y exposicion conjunta de la generacion

FO.

En el caso del fungicida procloraz, en el apartado de resultados, se
mostrd como en el ensayo de exposicion individual de la generacion FO
en lineas generales ni los pardmetros reproductivos ni la supervivencia
de los animales se vieron alterados de forma notable por la exposicion al
plaguicida. Cifiéndonos estrictamente a lo observado en el estudio,
aunque al finalizar el ensayo la longitud corporal alcanzada por las
dafnias tratados fue inferior a los del grupo control, esta diferencia

probablemente no sea relevante en términos bioldgicos, ya que ninguno
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de los demds parametros reproductivos se vio afectado a las

concentraciones ensayadas.

Sin embargo, parece que existid transmision vertical madre-hija ya
que en los individuos de la generacion F1 procedentes de la tercera
camada de los grupos control y procloraz 380 ug/L, se observd que
algunos de los parametros reproductivos comenzaron a sufrir
alteraciones en los grupos tratados al compararlos con el grupo control.
El hecho mas relevante fue que aquellos individuos que procedian de
madres expuestas a dicha concentracion, y que se mantuvieron en las
mismas condiciones de forma individual (TT 380), sufrieron un
incremento del 17 % en el tamafio de la camada, mientras que en el grupo
procedente de madres expuestas pero transferidas a medio exento de

plaguicida (TL 380), se produjo un descenso del 15 % en este parametro.

Al contrario que en los ensayos individuales, en el ensayo conjunto se
observd un aumento en la mortalidad conforme aumentd Ia
concentracion de toxico. Este fendmeno se asocid en primera instancia a
la diferencia en la manipulacion de los individuos: mientras que en los
dos primeros ensayos los individuos fueron trasvasados de un recipiente
a otro empleando una pipeta Pasteur, en este ensayo los medios se
pasaron por un filtro. Se trata de un proceso habitual, y que como
demostrd el grupo control al tener una tasa de mortalidad del 0 %, en
condiciones normales este estrés mecanico no deberia afectar a la
supervivencia de los individuos. Sin embargo, conforme se aument6 la
concentracion de procloraz, parece ser que las dafnias se volvieron mas

sensibles reflejandose en un aumento de la mortalidad. Conforme la
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supervivencia se vio comprometida, el nimero de neonatos por hembra
se incrementd, por lo que al finalizar el ensayo, aunque en las
concentraciones ensayadas mas altas lleg6 a producirse mas de un 50 %
de mortalidad, la supervivencia de la poblacioén no se vio afectada, pues
el nimero total de neonatos llegd a alcanzar practicamente valores

equivalentes a los que se obtuvo en el grupo control.

También se observd que los individuos expuestos al fungicida
alcanzaron longitudes superiores a los del grupo no expuesto, aunque
solo supuso un 5 % de aumento respecto al grupo control. Sin embargo,
al evaluar la relacion entre el tamafio de la cdmara incubadora y el
tamafio total de la dafnia, se observdé un aumento mas acentuado, no
habiéndose hallado esta diferencia en las hembras del ensayo individual
FO. Se opt6 por realizar este estudio ya que, aun no habiéndose
encontrado referencias en la bibliografia, pues unicamente esta
estandarizada la medicion de la longitud del individuo sin contemplar la
espina caudal, se observd de forma cualitativa que las hembras tratadas
presentaban un aspecto mas esférico en contraste con las hembras
control, por lo que se decidié intentar cuantificar esta diferencia. En
primera instancia, al no encontrar diferencias notables en la medicion de
la longitud, se procedié a comparar la anchura de los individuos, pero
tampoco se hallaron cambios significativos. Solo al relacionar el tamafo
de la camara incubadora respecto al tamafio total del individuo se vieron
alteraciones significativas, pues ésta abarcaba un porcentaje mayor
frente al tamano del individuo en las hembras tratadas respecto a las del

grupo control. Y también se observo que la espina caudal en relacion al
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tamafio individual aument6 hasta duplicar practicamente su tamano
respecto a la de las hembras control. Se ha asociado de manera directa
las alteraciones en la morfologia de D. magna (aumento de la longitud
individual, anchura individual, y longitud de la espina caudal) con la
presencia de depredadores. Autores como Rabus y Laforsch (2011)
relacionaron el aumento del tamafio de la espina caudal en hembras de
D. magna y en sus neonatos con la presencia del crustdceo branquiépodo
Triops cancriformis (predador de datnia). De modo que las kairomonas
liberadas por el depredador al medio las reciben las hembras y son
capaces de reaccionar y actuar sobre la descendencia. Estos autores
indican que este proceso en la especie D. magna ayudaria a los
individuos frente a este depredador por su mayor envergadura, esta
mayor envergadura también se observo en las hembras primiparas
expuestas a la presencia del depredador y no solo en su descendiente. No
se ha encontrado bibliografia al respecto, pero la presencia de procloraz
en el medio ha conllevado un aumento de tamafio en las dafnias y la
espina caudal ha llegado a ser de hasta el doble en las madres expuestas

a las concentraciones mas elevadas de procloraz.

La tonalidad de los individuos fue otro pardmetro evaluado de forma
cualitativa mediante el registro fotografico de los dafnidos al finalizar el
ensayo. Se observo en los tres supuestos, una marcada diferencia en el
patron de coloracion de las madres expuestas a procloraz, que
adquirieron un tono anaranjado, siendo esta variacion mucho mads
evidente en los embriones ubicados en la cAmara incubadora. Tal y como

apuntaron Enserink er al., (1990), la exposicion a diferentes toxicos
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podria contribuir a una modificacion en la dotacion de lipidos por parte
de la madre a los embriones gestados con el fin de garantizar su
supervivencia en condiciones adversas. Los autores encontraron que en
los embriones procedentes de madres expuestas a cadmio, aparecian
pequetias gotas de lipidos de color naranja. Podria ser una posible
explicacion al fenomeno observado en este estudio, pues los embriones
adquirieron una coloracion anaranjada conforme se aumento la
concentracion de exposicion a procloraz. Otra posible explicacion podria
estar en linea con la composicion propia del procloraz ya que contiene
tres moléculas de cloro en su estructura, lo que podria estar provocando
un desequilibrio osmético induciendo ese cambio tan evidente en la
coloracion de los individuos. Como se describi6 en el apartado 1.3.2, la
coloracion de la dafnia puede verse alterada tanto por modificaciones en
la concentracion de oxigeno presente en el medio como en la salinidad,
se han descrito por varios autores como variaciones hacia anaranjados
(Alonso, 1996), aunque en contrapartida estos cambios de coloracion,
ligados sobre todo a modificaciones en la concentracion de Oz del medio,
se han descrito como variaciones hacia tonos rosados o rojizos (Fox et
al., 1951; Pirow et al., 2001). Rider et al, (2005) demostraron la
asociacion entre el aumento de los niveles de hemoglobina y el cambio
en la coloracion de D. magna, derivado de la exposicion a varios
compuestos andlogos de la hormona juvenil como el metil farnesoato o
el piriproxifen. Contrariamente a los resultados del presente estudio con
el fungicida procloraz, estuvo asociado ademds con la presencia de

machos entre las camadas de las madres expuestas.
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Coakley et al., (2018), estudiaron procesos adaptativos en individuos
de la especie D. magna, y observaron como tanto el nimero total de
neonatos, como el tamafio de los descendientes, y su capacidad
reproductiva, variaba en funcién de si las condiciones ambientales eran
mas o menos Optimas para la supervivencia de la especie. Aunque existe
cierta controversia respecto a las diferentes estrategias empleadas por la
dafnia, ya que la aparicién de puestas mas numerosas y de peor calidad,
0 mds pequefias pero con individuos mds resistentes, parece no seguir
una pauta comun clara (Tessier et al., 1983; Enserink et al., (1990).
Autores como Wilson et al., (2005) pusieron de manifiesto que las
condiciones ambientales o fenotipicas de una madre podian condicionar
de forma significativa multitud de aspectos de su descendencia, no solo
en el caso de los vertebrados como mamiferos (Glezen, 2003), peces
(McGhee et al., 2012), o aves (Boulinier y Staszewski, 2008), sino
también en invertebrados (Stjernman y Little, 2011), e incluso en plantas
(Vivas et al., 2015). Varios estudios teoricos han demostrado el gran
potencial que pueden tener los efectos maternos para alterar la dinamica
poblacional (Ginzburgh, 1998), la estructura genética de la poblacion
(Wolf et al., 1998), o incluso en ultima instancia, el potencial evolutivo

de la misma (Kuijper y Hoyle, 2015).

Kinbberg et al., (2007), determinaron el efecto que tenia procloraz
sobre el pez Danio rerio. Determinaron que la exposicion de esta especie
al fungicida inducia un aumento en la tasa de machos y en la aparicién
de individuos intersex en la poblacion, actuando como androgénico.

Haselman et al., (2018) demostraron que en anfibios el procloraz tenia
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un potente efecto antiandrogénico: al exponer a individuos
pertenecientes a la especie Xenopus laevis a diferentes concentraciones
de este fungicida, encontraron alteraciones en ambos sexos. Asi,
mientras que en los machos la reabsorcion del conducto de Miiller se
inhibid, en las hembras se desarrolld prematuramente dando lugar a los
oviductos (en el mismo periodo de tiempo, mientras que solo el 56% de
las hembras control habian llegado a esta fase, todas las expuestas a

procloraz ya la habian alcanzado).

Entre el grupo de individuos de D. magna que se expusieron a
procloraz no se encontraron machos, y tampoco se hallaron en la
descendencia. Sin embargo, el aumento en el tamafio de las puestas en el
estudio conjunto de la generacion FO, podria estar asociado, de forma
conjunta o aislada, tanto a un mecanismo de supervivencia como
estrategas de la r, como a un posible efecto antiandrogénico producido
por el compuesto y potenciado por el tipo de exposicion, ya que en el
caso del ensayo crénico individual se observo solo un incremento
demorado en la generacion filial (F1), mientras que en el ensayo
conjunto, este cambio se produjo desde la exposicion de los parentales

(FO).

Los resultados expuestos concuerdan con los obtenidos por Poulsen
et al., (2021). En sus estudios, varias generaciones de D. magna fueron
tratadas con procloraz de forma individual, a una concentracién de
100 pg/L. Observaron que la toxicidad producida por el compuesto no
se reflejaba de forma directa en la primera generacion expuesta, sino que

el efecto tuvo lugar en la generaciéon F2. Encontraron que en las
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generaciones FO y F1, los parametros reproductivos no sufrian
alteraciones respecto a los obtenidos en el grupo control, aunque
registraron un tamafio inferior en la longitud de los neonatos procedentes
de madres expuestas a esta concentracion en FO, fendmeno que dejaron
de observar en la F1 y asociaron a un proceso adaptativo de los
individuos parentales a la presencia del toxico. En la generacion F2 el
aumento de puestas fue estadisticamente significativo en el grupo tratado
con procloraz respecto a los valores obtenidos para el grupo control. En
nuestro caso, la exposicion multigeneracional solo llega hasta la F1 auna
concentracion 3 veces superior a la testada en este estudio, observandose
un aumento en el tamafio de las camadas de las hijas expuestas (F1)
respecto al grupo control. Por otra parte, en el ensayo de exposicion
conjunta, esta marcada diferencia en cuanto al tamafio de las camadas se

observo desde la generacion FO.

Otros autores como Silva et al, (2017) también han referido los
mismos efectos tras exponer a dafnia a diferentes concentraciones del
fungicida carbendazima, obteniendo un aumento en el numero de
neonatos en los animales expuestos. Asociaron estos cambios a un
mecanismo compensatorio tratandose de estrategas de la r, ya que bajo
condiciones desfavorables las hembras de la especie pueden producir una
mayor descendencia conformada por individuos de menor tamafo.
Hammers-Wirtz y Ratte (2000), realizaron una comparacion en D.
magna expuesta al dispersante Dispersogen A (dispersante empleado
principalmente en pinturas y tintes), de manera individual y en ensayo

conjunto. En ambos casos encontraron que el compuesto a una
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concentracion de 0.001 mg/L aumentaba el tamafio de las camadas de las
madres frente al grupo control, aunque a su vez observaron que las
camadas producidas, aunque con mayor numero de descendientes,
presentaban una calidad inferior: menor tamafio, menor peso seco, y
mayor mortalidad, concluyendo que el reparto de biomasa en los
neonatos respondia a un proceso adaptativo de las dafnias debido al
cambio en los parametros ambientales para poder mantener a la
poblaciéon bajo esas condiciones. Los autores resaltaron que para
determinar la supervivencia de la especie no basta inicamente con hacer
recuento de la descendencia y evaluar si los neonatos estan vivos o no,
sino que habria que tener en cuenta también la viabilidad de la misma.
Otros autores como Seyoum y Pradhan (2019), también observaron un
incremento del 150 % en el nimero de neonatos tras exponer a grupos

de 10 hembras de forma conjunta al plastificante etilhexil ftalato 1 uM.

Sin embargo, bien la ausencia de efecto en el caso del estudio
individual de la generacion FO, como el aumento en el tamafio de las
camadas observado en el ensayo conjunto de la generaciéon FO del
presente estudio, son contradictorios con los resultados obtenidos por
Hassold y Backhaus (2009), quienes determinaron que la concentracion
de 0.76 pmol/L (280 pg/L) de procloraz reducia en un 50 % Ila
fecundidad de las dafnias, junto a un retraso en el tiempo a la primera

puesta.

Tras el estudio morfoldgico de la progenie de la generacion FO del
ensayo individual, todos los individuos que registraron malformaciones

visibles, presentaron el mismo tipo de anomalia (morfologia de
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caparazon). Esta clase de malformacion ha sido citada previamente por
Wang et al., 2011: Estudiaron el efecto de 5 compuestos reguladores del
crecimiento en plantas en embriones de D. magna. El paclobutrazol,
perteneciente al grupo de los azoles, no resultd ser el mas toxico, pero si
el que mayor indice registré de malformaciones en embriones a menor
concentracion. Aunque con diferente finalidad, ambos azoles parecen

inducir el mismo tipo de malformaciéon en neonatos de esta especie.

Respecto a la proporcion de sexos en el presente trabajo, en ninglin
caso se encontraron individuos macho, por lo que, junto al aumento del
tamafio de las camadas por parte de las madres, estaria en linea con los
resultados obtenidos por Haselman et al., (2018), al observar en anfibios
un efecto antiandrogénico tanto en machos como en hembras. También
explicaria el fendmeno observado en el ensayo en la generacion F1, ya
que el grupo procedente de madres expuestas a procloraz y continud con
la misma concentracion de exposicion (TT 380) aumentd el nimero de
neonatos por camada respecto al grupo control, fendmeno observado en
el ensayo de exposicion conjunta. Mientras que en el grupo de individuos
procedentes de madres expuestas a los que se les retiro el toxico (TL 380)
este parametro se redujo, lo que podria deberse a un efecto provocado
por la retirada del plaguicida. Los resultados extraidos de las diferentes
generaciones y formas de exposicion estarian en linea con los obtenidos
por Poulsen ef al., (2021), demostrando que los efectos de la exposicion
al procloraz en D. magna pueden tener lugar en las generaciones
sucesivas a la expuesta, y que podria haber un intervalo de tiempo entre

la exposicion y la aparicion de los efectos. Ademas, parece que la forma
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de exposicion al fungicida (individual o conjunta) puede modificar la

velocidad de respuesta frente al toxico en esta especie.

El insecticida piriproxifen resultd ser muy téxico en las tres
modalidades de ensayo, induciendo una gran reduccidon tanto en los
parametros reproductivos de los animales expuestos, como en la longitud
individual alcanzada, a pesar de que en ningun caso la supervivencia de
las dafnias se vio comprometida pues todas alcanzaron los 21 dias de

edad.

El nimero total de neonatos por hembra se redujo de idéntica forma
en los tres supuestos, llegando a alcanzar un descenso en torno al 95 %
en todos los casos para la concentracion mas alta de exposicion (14.02
ng/L) respecto a las hembras control. El tiempo a la primera puesta,
indicativo de la edad a la que se alcanza la madurez reproductiva,
también se vio demorado de manera similar en las dafnias expuestas al
insecticida de los tres ensayos, reflejando un retraso entre los 12 y 14
dias para la concentracion mads alta ensayada. El parametro individual
longitud se redujo, de manera dosis-dependiente, un 20 % en promedio
respecto al tamafo alcanzado por los individuos control. La proporcion
de la espina caudal respecto al tamafio corporal también disminuy6 en
todos los casos llegando a ser la proporcion casi un 50 % inferior en los
individuos tratados frente a las dafnias control. Respecto al numero
medio de camadas y neonatos por camada, no se pudieron comparar los
tres ensayos, ya que no fue posible calcular estos pardmetros en el ensayo
conjunto. Sin embargo, los resultados de las hembras entre la generacion

FO y la F1 también resultaron practicamente idénticos. Asi pues,
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independientemente de la forma de exposicidon, o de la generacion
expuesta (al menos hasta la F1), el insecticida produjo toxicidades
practicamente idénticas. Varios autores (Naddy et al., 2000; Zalizniak y
Nugegoda, 2006) observaron que insecticidas como el clorpirifos,
inducian una reduccién en los parametros reproductivos cuando las
dafnias eran expuestas a concentraciones entre 0.005 y 0.5 pg/L, sin
embargo, Palma et al, (2009), testaron el mismo compuesto a las
concentraciones de 0.01 y 0.03 pg/L y no observaron una reducciéon en
dichos parametros, aunque si registraron un incremento en las

malformaciones de los neonatos.

La toxicidad observada producida por piriproxifen concuerda con los
resultados obtenidos en el grupo TL del ensayo individual sobre la
generacion F1: Todos los pardmetros mostraron una rapida recuperacion,
llegando algunos incluso a valores equivalentes a los del grupo control,
al encontrarse los individuos en medio libre del insecticida, y poniendo
por tanto de manifiesto que la accion del insecticida ejerce su principal
efecto cuando esta en contacto directo con el organismo. Otros autores
también han estudiado la capacidad de recuperacion de sucesivas
generaciones de D. magna al exponer a una primera generacion ante un
agente toxico. Martins y Guilhermino (2018), observaron como en
dafnias expuestas a microplésticos, varios de los pardmetros en la
generacion sucesiva se mantenian en niveles idénticos a los del grupo
control (supervivencia, n° de camadas, tiempo a la primera puesta), una
vez el toxico era eliminado del medio, mientras que otros (n° de neonatos

por hembra totales, o tamafio de la camada), necesitaban varias
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generaciones para recuperarse por completo. Por otro lado, en estudios
realizados por Volker et al, (2013), observaron como tres especies
diferentes de dafnia respondian de forma distinta ante nanoparticulas de
plata. Mientras que la segunda generacion de Daphnia galatea y
Daphnia pulex ya mostraba una recuperacion completa, Daphnia magna
necesitaba mas de 4 generaciones consecutivas para alcanzar los valores
del grupo control, evidenciando que esta especie del género dafnia era la

mas sensible de las tres empleadas.

Al margen de los efectos toxicos producidos por el insecticida sobre
los parametros individuales de reproduccion, desarrollo y supervivencia,
es interesante resaltar el hecho de que en el ensayo individual de la
generacion F1, donde se emplearon neonatos pertenecientes a la segunda
camada del grupo control y de la concentracion mas alta, 14.02 pg/L,
entre los animales experimentales hubo machos, con una representacion
del 75 %. Es por ello que, aunque la tasa intrinseca de crecimiento
natural, como pardmetro poblacional, alcanz6 practicamente los valores
del grupo control para TL, el empleo de este indice solo podria resultar
representativo de la evolucion de la poblacion siempre y cuando esta se
componga unicamente por hembras. En nuestro caso, el elevado
porcentaje de machos no se ve reflejado ni afecta a su calculo (pues solo
se contemplaron las hembras), por lo que distorsiona la realidad, pues a
pesar de que las hembras consiguiesen alcanzar valores muy similares a
los del grupo control, la capacidad de reproduccion de la poblacion no es
la misma, ya que solo representaron un 25 % de éste en el grupo

experimental.
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En el presente estudio, la prevalencia de machos en algunas de las
camadas analizadas fue del 100%, pero en otras si aparecieron hembras.
En el posterior ensayo de recuperacion que se realizd con individuos de
la generacion F1, procedentes de la 2* camada de la generacion FO, se
observo la presencia de 3 y 4 hembras respectivamente en los grupos TL
y TT del total de 15 individuos. Al comparar el sexo de los neonatos de
ambos grupos, las de las hembras TL 14.02 fueron integramente
hembras, mientras que en las TT 14.02 seguia habiendo presencia
también de machos. Los resultados presentados en esta tesis doctoral se
encuentran en linea con los observados por Kato ef al., 2010, quienes
demostraron que el periodo critico para la accion de la hormona juvenil
en el desarrollo de los oocitos respecto a la induccion de machos en la
especie D. magna se establece entre 7 y 8 horas antes de la ovulacion en
el ovario. En nuestro caso, las hembras expuestas en medio exento de
plaguicida, pero procedentes de madres tratadas a la concentracion mas
alta de piriproxifen, no tuvieron entre los individuos de sus camadas
ningun macho. Podria decirse que el efecto que produce el insecticida no
tiene accion multigeneracional sobre la determinacion del sexo de la
descendencia, sino que la accion del plaguicida solo tiene lugar a través

de la exposicion directa.

Nuestros resultados también se encuentran en linea con estudios
anteriores realizados por Ginjupalli ez al., (2013). La exposicién en este
caso no se inicié6 como en el nuestro desde la edad < 24 horas de las
dafnias, si no en individuos adultos de 10, 17 o 23 dias de edad, lo que

podria justificar que tampoco registrasen una incidencia tan manifiesta
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en la reduccion de las puestas, ya que, aun siendo todos los descendientes
machos, el nimero total de neonatos no fue estadisticamente diferente
respecto al grupo control. Por otro lado, en otro estudio evaluaron la
prevalencia de machos en las camadas de D. magna sometidas a
diferentes concentraciones de piriproxifen (25-400 ng/L), con diferentes
tiempos de exposicion, aunque tampoco emplearon neonatos, Sino
juveniles de 3 dias de edad, o individuos adultos de 10 dias de edad
(Ginjupalli ef al., 2013). En ambos casos observaron que mientras una
exposicion prolongada inducia la aparicion de machos (aunque seguia
habiendo hembras entre la descendencia) y reduccion del tamafio de las
camadas, una exposicion puntual inicial permitia una recuperacion

normal de los animales en tiempos relativamente cortos.

Otros estudios también evaluaron la incidencia de machos presentes
en las camadas de dafnias (Abe et al., 2015), y determinaron que a partir
de la concentracion de 1 pg/L de piriproxifen la prevalencia de machos
fue del 100 %. En el presente estudio, contrariamente, incluso en la
concentracion mas alta ensayada (14 veces superior), siguieron
apareciendo hembras entre la descendencia. Watanabe et al., (2018),
compararon la exposicion continua de D. magna a 50 ng/L de
piriproxifen mediante el ensayo cronico de 21 dias, sin ningiin impacto
en el tamafio de las camadas o alteracion en la ratio de machos/hembras
en la descendencia, con exposiciones de 2 dias de duraciéon a
concentraciones de 131 o 525 ng/L en individuos de diferentes edades
(desde 0 hasta 15 dias). Observaron que en este caso si se alteraban tanto

la proporcion de sexos, con un aumento de individuos macho, y el
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tamafio de las camadas, con una disminucion respecto al grupo control.
Olmstead y LeBlanc (2007) observaron que la exposicion de juveniles
de D. magna durante 24 horas a diferentes concentraciones (rango
comprendido entre 0.019 y 0.59 pg/L) provocaba la aparicion en las
camadas posteriores de individuos con ginandromorfismo a
concentraciones intermedias. Mientras que a concentraciones bajas solo
aparecian hembras, a las mas altas solo habia presencia de machos, y solo
cuando ambos sexos estaban presentes en las camadas aparecian
individuos con ginandomorfismo. A pesar de que en el presente estudio
la concentracion mas baja empleada es mas de 5 veces superior a la mas
alta ensayada por estos autores, en todas las camadas hubo presencia de
ambos sexos, y en ningin caso se observaron individuos con
ginandromorfismo. En linea con los estudios anteriormente
mencionados, podria ser que debido a la larga exposicion a las que estan
sometidos los individuos desde su nacimiento, tenga lugar un proceso
adaptativo, no induciéndose de forma tan acusada la desaparicion de la

progenie hembra en nuestro caso.

En relacion al estudio de presencia de malformaciones, tras el analisis
de los neonatos, tanto en el ensayo individual de FO, como F1, y ensayo
conjunto FO, el 100 % de los individuos presentaron como minimo
malformada la espina caudal (extension incompleta). Como se observo
en los individuos que crecieron de la F1, este fendmeno no comprometio
su posterior desarrollo, ya que probablemente se corrigidé con las
sucesivas mudas hasta la fase adulta, aunque si se observo una reduccion

en la proporcion tamaio espina caudal y tamafio total del individuo.
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La bibliografia contrastada asocia los cambios en la coloracion de los
individuos principalmente como consecuencia de una exposicion a
ambientes hipoxicos, pasando de una tonalidad palida a rosada e incluso
rojiza, debido al incremento de hemoglobina en los animales para
contrarrestar el bajo contenido en oxigeno disuelto del medio (Fox et al.,
1951; Pirow et al., 2001). Al igual que ocurria en los ensayos con
procloraz, el contenido en oxigeno del medio fue constante en todos los
grupos. La féormula estructural de piriproxifen no presenta ningiin grupo
que justifique un desequilibrio en el contenido de sales en el individuo,
por lo que una posible explicacion seria que el propio insecticida
estuviese impidiendo a los animales la correcta captacion de moléculas
de oxigeno, provocandoles un déficit de oxigeno y consecuente cambio

de coloracion al incrementar el contenido en hemoglobina.

Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Rider et al.,
(2005) quienes describieron como determinados compuestos podian
estimular cascadas neuroendocrinas, tras observar que la exposicion de
D. magna 'y D. pulex durante 48 h a metil farnesoato u otros analogos de
la hormona juvenil, entre ellos el piriproxifen (23 — 64 ng/L), inducian
como respuesta al estrés un aumento en los niveles de hemoglobina junto
con la produccion de machos en la descendencia y un cambio de

coloracion en los progenitores hacia tonos entre amarillentos y rosados.

Por otro lado, la sintesis de hemoglobina inducida por el insecticida
piriproxifen actuaria como un mecanismo defensivo frente al estrés
toxico producido por otros compuestos, como hipotetizaron Eytcheson y

LeBlanc (2018) al demostrar que la exposicion a concentraciones bajas
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de piriproxifen (96 ng/L) durante 48 h, reducia la toxicidad del nitrito de
sodio presente en el medio como consecuencia de la activacion en D.
magna de la sintesis de hemoglobina, actuando por tanto como

mecanismo de defensa frente a éste producto contaminante.

5.4 Efecto sobre la respuesta bioquimica

5.4.1 Efecto sobre el contenido proteico

En el caso de los individuos que se expusieron de forma conjunta al
fungicida procloraz, se determind un aumento en el contenido proteico
llegando a ser hasta un 37 % superior, al compararlos con los individuos
del grupo control. Sin embargo, en los expuestos a piriproxifen no se
registraron alteraciones en el contenido proteico, aunque las dafnias
expuestas si alcanzaron tamanos inferiores a las del grupo control, tras

21 dias de exposicion.

Autores como McKee y Knowles (1986), sugirieron que un descenso
en el contenido proteico estaria asociado a una reduccion en el
crecimiento de los animales derivado de la exposicion al insecticida
fenvalerato. De Coen y Janssen (1997), expusieron a concentraciones
crecientes del insecticida organoclorado lindano a dafnias durante 96
horas, y observaron cdémo a pesar de provocar una disminucion
significativa en el tamafio de los individuos expuestos a las
concentraciones mas altas del insecticida, no todos vieron disminuido el
contenido proteico en comparacion con los animales control. Los
resultados presentados, en nuestro caso, tampoco parecen establecer esta

relacion, pues a pesar de que las hembras expuestas al insecticida
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piriproxifen alcanzaron un tamano promedio un 20 % inferior a los
controles, el contenido proteico no presento diferencias. Sin embargo, en
las hembras expuestas a procloraz, con solo un aumento en la longitud
del 5 % respecto a las dafnias control, si se increment6 el contenido

proteico hasta un 37 %.

Los resultados obtenidos en las hembras expuestas a procloraz y
piriproxifen concuerdan con los obtenidos en los estudios realizados por
Gottardi ef al. (2017), tras exponer a D. magna a concentraciones bajas
del fungicida azol epoxiconazole o del insecticida piretroide
a-cipermetrina. Las madres expuestas al fungicida crecieron en inicio
mas que las no expuestas, asociado con un mayor contenido proteico.
Este crecimiento fue a expensas de tener camadas con individuos mas
pequefios y numerosos, aunque el contenido proteico de los neonatos no
se vio alterado entre los procedentes de madres tratadas y los del grupo
control. Sin embargo, al finalizar el ensayo, el tamafio de las hembras
expuestas no resulto diferente de las del grupo control. Por contra, las
hembras tratadas con a-cipermetrina alcanzaron tamafios inferiores, y el
tamafio de los neonatos fue también inferior a los del grupo control. Las
respuestas subletales de D. magna a los dos pesticidas fueron muy
diferentes. A pesar de que la exposicion a ambos plaguicidas resultd
inicialmente en una descendencia mas pequeia, para la a-cipermetrina
parecia deberse a un coste energético adicional o la disminucion de la
alimentacion de las madres, mientras que para el epoxiconazol parecio
deberse a algun cambio en la asignacion de energia, lo que hizo que las

madres inicialmente crecieran mas rapido en detrimento del tamafio de
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la descendencia. Con el tiempo, las madres tratadas con epoxiconazol
produjeron mas descendientes que las madres no tratadas, aunque en su
caso no hubo ninguna compensacion aparente en el resto de los

parametros medidos.

De acuerdo con los modelos energéticos fisiologicos y el principio de
asignacion, para un aporte fijo de recursos, un aumento en los recursos
asignados a un proceso fisioloégico (crecimiento, reproduccién o
metabolismo) disminuye los recursos disponibles para los otros dos
procesos (Forbes, 2000). En este estudio se sugiere una compensacion
por la mayor cantidad de recursos asignados a la descendencia en los
organismos tratados con epoxiconazole, aunque no se refleje en un
aumento final del crecimiento individual. Plantearon la hipdtesis de que
la energia podia estar menos disponible para el sistema inmunolégico,
provocando que los organismos tratados con epoxiconazol fuesen mas
propensos a infecciones y parasitismo, como se observa también para los
insecticidas neonicotinoides (Di Prisco et al., 2013). Ello podria ofrecer
una posible explicacion a los resultados observados en el presente
estudio, ya que los efectos observados tanto en nuestro fungicida como
en el insecticida se encuentran en linea por los observados por Gottardi

etal. (2017).

5.4.2 Efecto sobre el metabolismo lipidico

El colesterol es el esterol principal de los crustdceos, componente

estructural indispensable de las membranas celulares. Sirve como
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precursor de las hormonas esteroides, como los ecdisteroides, que

participan en el proceso de muda (Goad, 1981).

A diferencia de lo determinado con el contenido total proteico, tras el
tratamiento con procloraz, el colesterol total en las hembras no mostr6
diferencias entre los grupos tratados y el grupo control. En contraste, si
se determind un descenso del colesterol en las hembras expuestas al
insecticida, acompafiado de un tamafio inferior de los individuos y
consecuente menor nimero de mudas (vinculadas con el crecimiento y
las puestas del individuo). Ademas, las camadas también fueron muy
inferiores a las obtenidas en el grupo control. Al comparar las imagenes
de las hembras tratadas y no tratadas, se observo que los huevos parecian
cualitativamente mds grandes en las hembras expuestas a piriproxifen
que los de las hembras control. A pesar de que la concentracion de
alimento se mantuvo constante y fue renovada diariamente durante todo
el experimento, podria ser que los animales expuestos a piriproxifen no

se alimentasen correctamente.

Gliwicz y Guisande (1992), demostraron que las hembras de dafnidos
son capaces de evaluar los niveles de alimentos (cantidad de alimentos)
y, en consecuencia, ajustar la asignacion fraccional de recursos
reproductivos para la descendencia, por ello cuando los compuestos
esenciales son escasos, los adultos pueden asignar provisiones
adicionales a cada huevo. Establecieron que los niveles altos de
alimentos conducen a la produccion de camadas mas grandes con huevos
mas pequeflos, en contraste con niveles bajos de alimentos que conducen

a la produccion de camadas pequenas con huevos mas grandes que daran
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lugar a una progenie con un mayor contenido de proteina y lipidos siendo
mas resistentes al hambre. Este fendmeno no solo ocurre ante escasez de
alimento, ya que cuando el alimento presenta deficiencias en algin
compuesto bioquimico esencial, las dafnias también producen una

progenie de mayor tamafio (Martin-Creuzburg ef al., 2005).

Elendt (1989) establecio que ante bajas concentraciones de alimento,
las reservas lipidicas en la dafnia se metabolizarian en primer lugar,
mientras que las proteinas solo serian movilizadas bajo condiciones mas
severas como largos periodos de ayuno. De esta manera los resultados
obtenidos para las dafnias expuestas al insecticida piriproxifen, a pesar
de tener un aporte constante de alimento, podrian estar evidenciando una
disminucion en su capacidad de ingesta y filtracion, incorporando menos
alimento al organismo y por tanto metabolizando las reservas lipidicas
sin llegar a la necesidad de utilizar las proteicas. En el caso de procloraz,
aunque las hembras expuestas tuvieron camadas mas abundantes que las
del grupo control, el contenido en lipidos no se vio alterado, sugiriendo
que el aporte extra de energia proviene de otra fuente distinta a la

lipidica.

5.4.3 Efecto sobre los niveles de glucosa y la ruta del lactato

En términos generales, la via glucolitica es considerada la principal
via de generacion de energia en los crustaceos, ya que a través de ella los
animales son capaces de producir ATP y reducir NADH bajo
condiciones anaerobicas (Chang y O'Connor, 1983). La LDH es la

enzima responsable en la via glucolitica de la conversion reversible del
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piruvato en lactato en invertebrados (Stentiford et al., 2001), y segun
Diamantino et al., (2001) estaria involucrada en la produccion de
energia, sobre todo cuando ésta se requiere de forma puntual en grandes

cantidades.

En este trabajo, ambos plaguicidas produjeron un aumento en la
actividad de la enzima LDH. El fungicida procloraz lo provocé en las
tres concentraciones mas elevadas, mientras que para el insecticida
piriproxifen solo se observo este aumento a la mas alta. Estos resultados
estarian en relaciéon con lo observado en la expresion de los genes
involucrados en la sintesis de hemoglobina, ya que ambos plaguicidas
indujeron su sobreexpresion, lo que podria estar poniendo de manifiesto
que las dafnias no estaban teniendo una captacion normal de las
moléculas de oxigeno, o su consumo estaba aumentado a causa del estrés
producido por la presencia de los plaguicidas en el medio acudtico. Wu
y Lam (1997) determinaron en D. magna la existencia de correlacion
negativa entre la actividad de LDH con los niveles ambientales de
oxigeno, sugiriendo un posible ajuste bioquimico como respuesta a
ambientes hipoxicos. El aumento de la actividad LDH estuvo
acompafiado por una reduccion en el lactato y un claro aumento en la
glucosa en las hembras expuestas a procloraz. Podia ser indicativo de la
necesidad por parte de los organismos de grandes cantidades de energia
durante periodos de hipoxia celular causada por el fungicida, por lo que
podria asociarse la transformacion del lactato en glucosa a este

fenémeno, o también podria deberse a una alteracion en los recursos
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metabolicos necesaria para la produccion de mas descendencia, o una

combinacion de ambos en mayor o menor medida.

De Coen et al., 2001, tras exponer a D. magna a mercurio observaron
que tanto la actividad de la LDH como el contenido en glucosa
aumentaron en respuesta a la presencia del toxico. Zheng et al., 2020,
también observaron un incremento en el contenido de glucosa en dafnias
tras la exposicion al compuesto estrogénico 17B-estradiol. En otros
crustaceos como la gamba Macrobrachium nipponense, también se
observo un aumento en los niveles de LDH tras exponer a los animales

a condiciones de hipoxia (Sun et a/, 2018).

En resumen, las alteraciones producidas por cada uno de los
compuestos son completamente diferentes. Las reservas energéticas en
dafnia son consideradas indicativas de su estado general; mientras que,
en condiciones normales las destina de forma equilibrada al metabolismo
basal, crecimiento y reproduccion, la presencia de un toxico en su
entorno puede desajustar dicho equilibrio. Los efectos finales observados
como una menor descendencia o un tamafio inferior del individuo pueden
considerarse como el resultado del dafio acumulado a nivel
suborganistico (Villarroel ez al., 2009). Asi, la asignacion de recursos por
parte de las madres expuestas a piriproxifen parecen centrarse en el
crecimiento y supervivencia en detrimento de la descendencia, con un
gasto energético vinculado a las reservas lipidicas. Sin embargo, las
hembras tratadas con procloraz, incrementan sus reservas en proteinas y

carbohidratos, en pro de la descendencia en lugar de la supervivencia.
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5.5 Efecto sobre la expresion génica

5.5.1 Proteinas de choque térmico

Las proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins, HSP) estan
involucradas en las fases de plegamiento y estabilizacion de las
proteinas, y en la regulacion de la homeostasis celular (Boston et al.,
1996; Sitia y Braakman, 2003), por lo que alteraciones en la expresion
de los genes asociados se consideran biomarcadores indicativos de una

respuesta en general al estrés medioambiental (Rhee et al., 2009).

En las dafnias expuestas a procloraz, no se encontr6 una
sobreexpresion para el gen hsp90. La expresion del gen Asp70 en las
dafnias expuestas a la concentracion mas alta, 380 pg/L, aument6 en
promedio un 130 % respecto al grupo control. En las dafnias tratadas con
piriproxifen, no se encontraron modificaciones en la expresion del gen
hsp70. A todas las concentraciones de ensayo se produjo una inhibicion
en torno al 50 % en la expresion del gen Asp90. La sobreexpresion del
gen hsp90 ha sido referida en D. magna tras exponerla al retardante de
llama trifenil fosfato (500 pg/L) tras 21 dias de exposicion (Yuan ef al.,
2018). Y también parece que la inhibicion de la expresion en Asp90 en
dafnia se ha relacionado con la exposicion a metales pesados. Asi, Kim
et al., (2017), observaron modificaciones en la expresion de Asp90
inducidos por la exposicion de D. magna a mercurio. Los patrones de
expresion variaron en funcion del tiempo de exposicion, de manera que
exposiciones agudas a mercurio provocaron una sobreexpresion del gen,

mientras que con el paso del tiempo se produjo una inhibicidon del mismo.
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La expresion de hsp70 o hsp90 se ha relacionado en Daphnia pulex
con la exposicion a microplasticos (Z. Liu et al., 2018). Los autores
encontraron una sobreexpresion maxima de ambos genes el dia 21 de
vida, mientras que a edades inferiores estos genes podrian estar o al
mismo nivel o inhibidos respecto a los valores obtenidos en el grupo

control.

La sobreexpresion de Hsp60, 70 y 90 no solo se observa frente a la
presencia de xenobioticos, sino también por la presencia en el medio de
predadores (Pauwels ef al., 2005), o a modificaciones en la temperatura
de la columna de agua. Mikulski et al., (2011) observaron que mientras
los machos de dafnia preferian ambientes profundos mas estables, pero
menos viables para el desarrollo y la reproduccion, las hembras optaban
por las fases superficiales, con mayores alteraciones térmicas pero mas
favorables para la reproduccion, encontrando sobreexpresion en las
hembras, mientras que en los machos los valores se mantenian constantes

respecto al grupo control.

5.5.2 Metabolismo de lipidos

En los ensayos realizados con el fungicida procloraz, la expresion de
este gen no resultd alterada, acorde con lo observado en la medicion de
los parametros bioquimicos colesterol y triglicéridos. Sin embargo, la
exposicion a piriproxifen si causo en las dafnias una inhibicion en el gen
fabd que podria estar vinculada a la reduccion observada en el contenido

en colesterol total, provocando por tanto que los recursos energéticos se
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viesen destinados a la supervivencia y crecimiento de los individuos, y

no a la reproduccion.

Los resultados presentados en este trabajo son contrarios a los de
Yuan et al., 2018. Estos autores determinaron que tras exponer a D.
magna a trifenil fosfato a concentraciones de 500 pg/L durante 21 dias,
el gen fabd aumentaba su expresion respecto al grupo control, asociado
a una reduccién en la fecundidad y un menor tamano de las dafnias
expuestas. Seyoum ef al., (2019) también estudiaron genes relacionados
con el metabolismo lipidico en D. magna, y aunque la expresion de fabd
no se modificd respecto al grupo control tras los tratamientos con
diferentes ftalatos, otros genes como magro o ceramidasa si fueron
inhibidos por la accién de los téxicos ensayados; ello asociado a un

tamafo individual inferior respecto a los controles.

5.5.3 Vitelogeninas

Vtgl y vtg2 son genes que codifican para la sintesis de las principales
proteinas precursoras de la sintesis del vitelo, necesario para su
maduracion (Sun y Zhang, 2015). En las dafnias que fueron expuestas a
procloraz no se alterd la expresion de estos genes. Aunque parece que
existe una tendencia a la sobreexpresion ésta no fue estadisticamente
significativa. Podria deberse a que, en este caso, la expresion de ambos
genes esté muy asociada al momento reproductivo en el que se encuentre
el individuo (no se hizo distincion entre hembras con la cdmara vacia, o
hembras con neonatos en la camara a punto de ser liberados).

Contrariamente, en las hembras expuestas a piriproxifen, la expresion de
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ambos genes se inhibié mas de un 80 % a todas las concentraciones
ensayadas, lo que estaria en relacion con la baja fecundidad observada
en las hembras. Las sustancias alquilicas perfluoradas a concentraciones
de 10 y 25 uM también inducen una inhibicién en el gen v¢g2, lo que se
asocia a una reduccion en el nimero de neonatos por dafnia, determinado

por Seyoum et al., (2020).

La vitelogenina, proteina esencial del vitelo, podria ser estimulada por
productos anti-ecdisteroides, como es el caso del procloraz, tal y como
demostraron Hannas et al., (2011) en la dafnia, fomentando el desarrollo
del huevo. Y no solo el imidazol procloraz, también otros compuestos
fungicidas como el tetrazol epoxiconazole afectarian a la
esteroidogénesis. Asi, Monod et al, (2004) observaron que la
maduracion de los ovocitos en peces se podia inducir directamente in
vitro al exponerlos al fungicida. Procloraz parece tener un efecto
estrogénico en machos, como determind el estudio realizado por
Maharajan et al., (2020) en pez cebra (Danio rerio). Se observo que tras
21 dias de exposicion a diferentes concentraciones, a la concentracion de
100 pg/L las vitelogeninas en plasma de las hembras disminuyeron
(21.69 % respecto a los valores control), mientras que aumentaron en
machos (16.21 % respecto a los machos control). Contrariamente, en
otros estudios realizados con los fungicidas fenarimol y propiconazole
se observo una inhibicion en la expresion de estos genes (Soetaert et al,
20006; Soetaert et al, 2007). Es por ello que la vitelogenina es considerada
un potencial biomarcador de altera temprana para predecir posibles

efectos reproductivos en los dafnidos expuestos a diferentes plaguicidas.
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5.5.4 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo celular tiene lugar cuando la presencia de radicales
libres de oxigeno (ROS) alcanza concentraciones superiores a las que la
célula es capaz de neutralizar de forma natural (Flora, 2009). La
transcripcion de genes implicados en estas rutas antioxidantes incluye
los genes para la transcripcion de glutation-S-transferasa (gst) y catalasa
(cat), dos de las principales enzimas antioxidantes funcionales
empleados por muchos organismos acudticos para minimizar los efectos
nocivos producidos por los ROS (Yu et al., 2018). En consecuencia, las
alteraciones en su expresion se consideran marcadores de estrés
oxidativo producido por cambios medioambientales negativos
(Valavanidis et al., 2006). Las enzimas antioxidantes CAT y GST
participan en la destoxificacion del H»O,, ya que actuarian
sinérgicamente convirtiéndola en agua y oxigeno, contrarrestando asi el

dafio inducido por los radicales libres (Y. Liu et al., 2018)

GST juega un papel clave en la sintesis de enzimas de fase II
relacionadas con la destoxificacion de sustancias electrofilicas. Estudios
previos realizados por Liu ef al.,, (2013) demostraron que esta enzima
estd asociada con la peroxidacion lipidica, y dafos en el ADN. Es por
ello que tanto su actividad como su expresion se utilizan ampliamente
como biomarcadores para evaluar la oxidacion como condicion

estresante en organismos acuaticos (Carvalho ef al., 2012; Won et al.,

2012).
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La exposicion de las dafnias a procloraz a las concentraciones
ensayadas no llegd a provocar alteraciones estadisticamente
significativas, aunque se observo una tendencia inhibitoria derivada de
la exposicion. Otros xenobidticos como los ftalatos, si han mostrado la
inhibicioén en la expresion de ambos genes en D. magna a diferentes
concentraciones (Wang et al., 2018; Seyoum et al., 2019). En las dafnias
expuestas a piriproxifen, tampoco se observaron alteraciones en la
expresion del gen gst tras 21 dias a diferentes concentraciones del
insecticida. En otras especies como D. pulex se ha observado un aumento
en la actividad de GST por la exposicion a piriproxifen a la concentracion
ensayada (2 pg/L) (Kim et al, 2017). También la presencia de
microplasticos en el medioambiente como observaron Z. Liu et al.,
(2018) parece afectar en la expresion en D. magna de diferentes edades,
inhibiendo su expresion o sobreexpresandolos. Parece que la inhibicion
estaria en relacion a las edades de juveniles de 7 y 14 dias para el gen
GST, mientras que la sobreexpresion se relacionaria con edades muy
tempranas (24 — 96 horas) y tardias (21 dias). Para el gen CAT se observo
una gran sobreexpresion y solo tras la exposicion a los 21 dias de edad

de las dafnias.

5.5.5 Metalotioneinas

Las metalotioneinas son unas proteinas de bajo peso molecular, que
pertenecen a una familia rica en cisteinas, y juegan un papel importante
tanto en la prevencion de la toxicidad producida por metales, como por

otros oxidantes dafiinos (Janssens et al., 2009).
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En los ensayos con el fungicida procloraz se observé una reduccion
significativa en la expresion de m¢-b para concentraciones crecientes de
toxico con un promedio en torno al 65 %. A diferencia de lo que ocurre
en las dafnias expuestas al insecticida piriproxifen, donde en ningun
tratamiento se determind alguna alteracion. Numerosos estudios han
relacionado la inhibicién en estos genes con el aumento a la toxicidad
producida por metales, estrés oxidativo, y su vinculacion con
desequilibrios metabdlicos (Sato ef al,, 2010; Rodriguez-Menéndez et
al., 2018). También Seyoum et al., (2020), observaron una inhibicion en
los tres genes producida por sustancias alquilicas perfluoradas a

concentraciones de 10 y 25 uM tras exponer a dafnia.

5.5.6 Hemoglobina

La hemoglobina es el pigmento respiratorio presente en la hemolinfa
en D. magna, Se induce principalmente en situaciones de hipoxia, y
puede ser estimulada por variaciones en la presion parcial del oxigeno
(Po2) en los liquidos circulatorios. Su sintesis tiene lugar en las células
grasas y en las células epiteliales de los apéndices antenales (Goldmann
et al., 1999). El transporte de oxigeno en la hemolinfa esta regulado para
adaptarse a las variaciones de Po, medioambientales a las que se
enfrentan los animales (Zeis ef al., 2003). En 2001, Weber y Vinogradov
observaron como las dafnias expuestas a condiciones de hipoxia,
presentaban mayor concentracion de hemoglobina, y ésta tenia mayor
afinidad por el Oz, que la hemoglobina de las dafnias en condiciones de

normoxia.
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Respecto a los genes hbl y hb2, los principales estudios sobre su
expresion se hacen en relacion con la Por del medioambiente o con
variaciones en la temperatura medioambiental (Cuenca-Cambronero et
al., 2018), y también como biomarcador de contaminacién por diferentes
toxicos. Ya se ha observado anteriormente sobreexpresion de estos genes
al exponer a individuos de D. magna a distintas concentraciones del
fungicida fenarimol (Soetaert ef a/, 2007). Ha 'y Choi (2009), estudiaron
las alteraciones producidas en los genes involucrados en la sintesis de la
hemoglobina en D. magna expuesta a diferentes sustancias como
nonilfenol, bisfenol A, clorpirifés, o nitrato de plomo entre otros.
Observaron que efectivamente, se producia una sobreexpresion de estos
genes en presencia de toxicos. Aunque no se pudo establecer una
correlacion entre los parametros reproductivos y su expresion, ya que los
productos toxicos ensayados actuaban de forma diferente. Mientras
bisfenol A tenia una correlacion de manera directa, otros como
nonilfenol, lo hacian de forma inversamente proporcional. Nuestros
resultados estarian en linea con los obtenidos por Rider et al., (2005)
quienes ya plantearon que la sintesis de hemoglobina podia ser regulada
por rutas endocrinas como respuesta a sefiales medioambientales por
compuestos andlogos de la hormona juvenil como el metil farnesoato o

el piriproxifen durante cortos periodos de exposicion en D. magna.

En el caso de piriproxifen la bibliografia avala dichos cambios y daria
explicacion a los mecanismos de activacion. Pero en nuestro estudio con
procloraz no esta tan claro. No se han encontrado referencias al respecto.

Podria estar relacionada con la formulacion del propio compuesto o sus
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metabolitos, modificando los mecanismos de captura de las moléculas
de oxigeno, provocando en el individuo una condicion de hipoxia y
obligandolo por tanto a aumentar la concentracion de hemoglobina para
compensar ese déficit en la incorporacion de Oz, y que se haria evidente

por el cambio en la coloracion de los individuos.

En este sentido, tanto en las dafnias expuestas a procloraz como a
piriproxifen, el aumento en la expresion de ambos genes estaria en
relacion con el aumento observado de los niveles enziméaticos de LDH
para ambos tratamientos. Wu y Lam (1997), concluyeron que podia
existir una correlacion entre la actividad enzimatica de LDH y la
concentracion de oxigeno presente en el medio, cuando investigaron los
niveles de LDH en el mejillon verde asidtico (Perna viridis) como

biomarcador de ambientes hipoxicos.
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6 CONCLUSIONES

1. El ensayo de toxicidad aguda con procloraz en D. magna
evidencio que el fungicida no present6 una elevada toxicidad,
ademds de registrarse la mayor accién aguda del toxico

durante las primeras 24 horas de exposicion.

2. Los resultados obtenidos tras exposicion aguda del crustaceo
D. magna al insecticida piriproxifen evidenciaron su elevada
toxicidad. Ademas, el efecto toxico producido tras 48 horas

resultd potenciado respecto a las 24 horas.

3. Ninguna de las concentraciones subletales ensayadas de cada
plaguicida afectdé al comportamiento alimenticio de los

neonatos de D. magna expuestos durante 5 horas.

4. En el ensayo cronico de la generacion FO el fungicida
procloraz no mostrd efectos adversos significativos. Sin
embargo, el ensayo sobre la generacion F1 puso de manifiesto
que podia estar teniendo lugar una transmision vertical de la
toxicidad en ambos grupos (TL y TT), junto con un efecto
antiandrogénico causado por el fungicida (grupo TT) ya que
varios parametros reproductivos se vieron incrementados tras

la exposicion reiterada.
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Los individuos expuestos de forma conjunta procedentes de la
generacion FO de D. magna para procloraz vieron potenciados
e incluso adelantados los efectos observados en los pardmetros
reproductivos que pudieron estudiarse frente a la exposicion

individual de la generacion FO y F1.

La exposicion conjunta de D. magna al fungicida procloraz
puso de manifiesto que los individuos se volvian mas sensibles
a lo largo del ensayo conforme aument6 la concentracion de
téxico, al aumentar la mortalidad conforme lo hizo la

concentracion de exposicion.

En la progenie de las dafnias expuestas al fungicida el nimero
de neonatos malformados aument6 conforme lo hizo la

concentracion de exposicion.

Procloraz caus6 un aumento de los requerimientos energéticos
de los animales expuestos al toxico, evidenciado por la
activacion de la  gluconeogénesis al  disminuir
significativamente la concentracion de lactato y aumentar las

reservas de glucosa.

El aumento de la actividad LDH junto con sobreexpresion de
los genes implicados en la sintesis de la hemoglobina en los

individuos expuestos al fungicida manifestaron la necesidad
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10.

11

12.

extra de oxigeno por parte de los animales, aunque no esta

claro el motivo que derivo el déficit del mismo.

La exposicion a procloraz alter6 la expresion de varios genes
relacionados con los procesos de destoxificacion y

estabilizacion de las proteinas.

En el ensayo cronico con la generacion FO de D. magna, tras
la exposicion al insecticida piriproxifen todos los parametros
reproductivos se vieron disminuidos. El tamafio alcanzado por
los individuos también se vio comprometido al reducirse

significativamente respecto a los individuos control.

El ensayo sobre la generacion F1 con piriproxifen mostrd que,
en los individuos hembra procedentes de madres expuestas,
tras eliminar el toxico del medio, se produjo una alta
recuperacion en todos los parametros, llegando algunos
incluso a valores equivalentes al control. Sin embargo, no se
incrementd significativamente la toxicidad en los individuos
que se sometieron de nuevo al insecticida respecto a los
valores obtenidos para sus madres. La tasa intrinseca de
crecimiento natural (r) no result6 ser un buen indicador en el
caso de la contaminacion por piriproxifen en D. magna, ya que

en su calculo no se tiene en cuenta la ratio de sexos.

215



Conclusiones

13. La generacion FO de D. magna expuesta conjuntamente al
insecticida piriproxifen resultd afectada en el mismo grado

que el observado en la exposicion individual.

14. La exposicion a piriproxifen indujo la aparicion de machos en
las camadas procedentes de las madres tratadas con el
insecticida en las tres modalidades de ensayo. Lo que pone de
manifiesto el estrés medioambiental inducido por el

insecticida en los dafnidos expuestos.

15. Todas las camadas procedentes de dafnias expuestas a
piriproxifen sufrieron malformaciones en distintos grados,
mostrandose asi el efecto de este compuesto en el desarrollo

de D. magna.

16. La exposicion a piriproxifen produjo un descenso en el
contenido de colesterol de los individuos, junto con una
inhibicion en el gen fabd implicado en las rutas lipidacas,

indicando que el metabolismo de los lipidos estaba alterado.

17. La exposicion a piriproxifen inhibié significativamente la
expresion de los genes involucrados en la sintesis de
vitelogenina, mientras que sobreexpresoé los genes implicados

en la sintesis de hemoglobina.
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