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Introduccién

1.1. INTRODUCCION

La situacion de deterioro que sufren los ecosistemas acuaticos, fruto de
la actividad humana, ha despertado en los ultimos afos un creciente
interés general por la conservacidon de estos ambientes que, a su vez, ha
estimulado la aparicién de un nimero cada vez mayor de investigaciones
relacionadas con la detecciéon de alteraciones de origen antrépico en

medios dulceacuicolas.

El elevado numero de sustancias que entran en los ecosistemas acuaticos,
bien por vertidos directos, bien por contaminacion difusa procedentes del
medio terrestre, hace que cualquier intento de caracterizaciéon quimica
se convierta en una tarea larga y costosa, a lo que hay que anadir las
restricciones impuestas por la técnica: la capacidad de analisis y deteccion,
en muchos casos, es muy limitada y dificulta la identificacién de los
posibles agentes causales del dafio. Asi, en las ultimas décadas asistimos
a un vertiginoso desarrollo de métodos de deteccion y evaluacion de la
toxicidad de diferentes contaminantes basados en el estudio de sus efectos
sobre organismos indicadores, de este modo se puede cuantificar el
impacto de la perturbacién, pudiendo incluso detectar fuentes de estrés

cuya naturaleza no sea quimica.

LUBCHENKOETAL. (1991) han sefialado que un método debiomonitorizacién
ideal deberia ser capaz de detectar un problema antes de que éste pueda
ejercer un efecto mayor en el ecosistema. La respuesta de los individuos a
cualquier tipo de estrés proporciona informacion antes que la respuesta de
poblaciones, comunidades o ecosistemas, ya que el estrés desestabiliza en
primer lugar los procesos fisiologicos y del desarrollo de los individuos.
Estos efectos anivel individual ocurren antes de que puedan verse afectados

otros parametros indicadores de la alteraciéon a un nivel de integraciéon
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mas alto (supervivencia, fecundidad, etc.).

Aunque los trabajos de evaluaciéon del estado de los ecosistemas cada
vez emplean mas los biomarcadores como herramienta de andlisis, la
mayoria de las lineas de investigacion se centran en la cuantificaciéon de
actividades enzimaticas o concentraciones de proteinas clave, que reflejan
alteraciones producidas por un determinado contaminante o grupo de
ellos (CALLAGHAN ET AL., 1998; STURM & HANSEN, 1999; ZHANG ET AL.,
2004; AISEMBERG ET AL., 2005; BINELLI ET AL., 2005; AMIARD ET AL., 2006;

BINELLI ET AL., 2006; YI ET AL., 2007; GAGNAIRE ET AL., 2008).

Los biomarcadores especificos resultan muy utiles para evaluar los efectos
deun episodio de contaminacion del cual se sospecha el agente perturbador,
pero cuando se desconoce el agente causal o se trata de realizar un analisis
exhaustivo de la situacion ecoldgica, es necesaria la utilizacion de baterias
de distintos biomarcadores (VAN DER OOST ET AL., 1996; CHOI, 1998; DE
COEN & JANSSEN, 2003 A; HYNE & MAHER, 2003; DAMASIO ET AL., 2008;

JEMEC ET AL., 2008), lo que alarga, dificulta y encarece el método.

Algunos investigadores han comenzado a usar los niveles de diferentes
macromoléculas e indices derivados de ellas para evaluar los efectos de
distintos tipos de estrés sobre los organismos y como influyen éstos en
las poblaciones, comunidades y ecosistemas. Los organismos del bentos
parecen ser la comunidad mas adecuada para aplicacion de estos métodos
en ecosistemas de agua dulce, ya que la mayor parte de estdn expuestos a
las alteraciones presentes en el medio durante al menos una buena parte de
su ciclo vital y eso se traduce en un magnifico potencial como indicadores
de los efectos de los contaminantes en los ecosistemas acuaticos. Ese
potencial se ha visto reflejado en el diseio de numerosisimos indices que
permiten caracterizar el grado de dicha contaminaciéon (ROSENBERG &

RESH, 1993)

20



Introduccién

1.2. OBJETIVOS

Las tendencias actuales en el analisis y monitorizaciéon ambiental
convergen en el estudio de las alteraciones a nivel individual, cuyo objetivo
es predecir y prevenir consecuencias en niveles bioldgicos superiores. En
este punto entran en juego los biomarcadores moleculares y dentro de éstos
los indicadores metabdlicos. En esta categoria se incluye la cuantificacion
de diferentes macromoléculas que constituyen los organismos y que, por
diferentes motivos, aporta una idea general del estado metabdlico de los
individuos (MEYER, 1990; ABOU-SEIF ET AL., 1993; CASAS ET AL., 2003;

SERVIA ET AL., 2006 A).

Hayvarios aspectosimportantes a tener en cuenta cuando se trata de evaluar
el estado de niveles superiores de organizacion a partir de organismos, se
ha de tener presente que estos sufren variaciones fisioldgicas importantes
relacionadas con el sexo, el estado reproductivo, la edad, la etapa del
desarrollo, la dieta y la estacionalidad (M ACKEY, 1977; HAMBURGER ET AL.,
1996; TIMMERMANN & BRIEGEL, 1999; VREDE ET AL., 2002; CAVALETTO ET
AL., 2003; HYNE & MAHER, 2003; SERVIA ET AL., 2006 B; DUTRA ET AL.,
2007; SILVA-CASTIGLIONI ET AL., 2007; VINAGRE ET AL., 2007; DUTRA ET

AL., 2008; SCHLECHTRIEM ET AL., 2008).

Tomando como base los estudios previos al respecto, intentaremos aportar
la informacién pertinente acerca de los niveles de ciertos indicadores
metabdlicos, morfoldgicos y moleculares en larvas de las especies
Chironomus riparius Meigen, 1804 y Prodiamesa olivacea (Meigen, 1818)
(Diptera, Chironomidae). Asi, los objetivos de este trabajo se centran en los

siguientes puntos:
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1. Estudiar las variaciones de algunos biomarcadores morfoldgicos,
moleculares y metabdlicos entre cuatro poblaciones de C. riparius; tres de

ellas silvestres y una procedente de laboratorio.

2. Determinar y comparar las variaciones estacionales en la
concentraciéon de glucégeno, de proteinas totales, y en la relacion RNA/
DNA en una poblacion silvestre de Chironomus riparius y otra de

Prodiamesa olivacea.

3. Cuantificar las variaciones a lo largo del desarrollo larvario
en la concentracion de glucédgeno, de proteinas totales, y en la relacién
RNA/DNA en sendas poblaciones silvestres de Chironomus riparius y

Prodiamesa olivacea.

4. Comprobar estadisticamente la relevancia de dichas variaciones
interpoblacionales, estacionales y ontogénicas, con respecto a la

variabilidad intraespecifica.

5. Realizar una evaluacion preliminar de la bondad como indicadores
metabdlicos del glucégeno, proteinas totales y relacion RNA/DNA
en las especies estudiadas y en ecosistemas naturales; en funcién de la

variabilidad espacial, estacional y ontogénica.

6. Proponer estrategias para evitar el posible sesgo producido por
los factores estudiados, si lo hubiese, y poder emplear con fiabilidad los
indicadores metabodlicos sefalados como herramientas de evaluacién

ambiental en ecosistemas naturales.
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Breve repaso a la biolog{a de los quironémidos

2.1. SISTEMATICA Y TAXONOMIA

Las dos especies animales utilizadas en este trabajo, Chironomus riparius
y Prodiamesa olivacea, forman parte de la familia Chironomidae, un grupo
monofilético de dipteros nematdceros tremendamente diversificado. Las
larvas de esta familia son un componente frecuente de las comunidades
de macroinvertebrados de practicamente cualquier héabitat dulceacuicola.
La posicion filogenética de Chironomidae dentro del subreino Eumetazoa
es la siguiente:

Filo Arthropoda.
Subfilo Hexapoda.
Clase Insecta.
Subclase Pterygota.
Infraclase Neoptera.
Orden Diptera.
Suborden Nematocera.
Infraorden Culicomorpha.
Superfamilia Chironomoidea.

Familia Chironomidae
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Chironomidae
I~ Aphroteniinae
NA| Buchonomyiinae
N\ Chilenomyiinae
Na| Chironominae | Chironomini|—>| Chironomus |5 Chironomus riparius
Meigen, 1803 Meigen, 1804
N\| Diamesinae
N\| Orthocladiinae
N\ Podonominae
= Prodiamesa
| Prodiamesinae »| Prodiamesa —» olivacea
Kieffer, 1906 (Meigen, 1818)
B Tanypodinae
| Telmatogetoninae
Figural. Subfamilias pertenecientes al grupo Chironomidae y posicion de las dos

especies estudiadas en esta tesis.
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Breve repaso a la biolog{a de los quironémidos

2.2. DISTRIBUCION

Los quironémidos son la familia de insectos mas ampliamente distribuida,
practicamente no existe una masa de agua, no importa la latitud o la
altitud, en la cual no puedan vivir sus larvas, encontrandose representantes
de la familia desde el Artico hasta el Antirtico y desde alturas como las
del Himalaya hasta profundidades de mas de 1000 m en el lago Baikal
(ARMITAGE ET AL., 1995); ¥, por supuesto, son una parte importante de la
entomofauna de la Peninsula Ibérica (SORIANO ET AL., 1997).

Con frecuencia es el grupo de Insectos mds abundante y diverso en medios
acuaticos continentales. ARMITAGE ET AL. (1995) calcularon que pueden
existir en el mundo mas de 15.000 especies de quironémidos, aunque esto
es s0lo una estima y la cifra puede ser incluso mayor.

2.3. CicLO VITAL Y CRECIMIENTO

Su ciclo vital comprende cuatro estados de duracion desigual: huevo, larva,
pupa e imago. Todo el ciclo puede durar desde unos pocos dias hasta afos
dependiendo de la especie y los factores ambientales (LINDEGAARD, 1997).

El desarrollo del embrion, desde la puesta de los huevos, hasta que se
produce la eclosion dura entre 2.5 y 6 dias (THIENEMANN, 1954), pero
éste depende en gran medida de la temperatura y de la duracion global
del ciclo (STRIXINO & STRIXINO, 1985). El numero de huevos puestos por
una hembra varia mucho de una especie a otra. Por ejemplo, la hembra
de Camptochironomus tentans pone entre 1400 y 3300, mientras que la
de Corynoneura scutellata pone unicamente entre 20 y 35 huevos (ALBU,
1980).

El exoesqueleto de los quirondmidos, al igual que ocurre en el resto de
insectos y otros artrépodos, limita su crecimiento ya que impide que
aumente su volumen corporal de forma continua y constante como en otros
animales. En lugar de eso su crecimiento es discontinuo o escalonado: para
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incrementar su tamafio corporal primero deben deshacerse del esqueleto,
para después crear uno mas grande, este proceso, la muda o ecdisis, es una
fase breve en la que se produce el crecimiento efectivo en volumen.

Cada muda esta precedida de una fase de intermuda relativamente larga, en
la que el organismo almacena sustancias de reserva, incrementa el nimero
celular e incluso aumenta su masa, pero no su tamafno. El aumento del
volumen es discontinuo por los efectos de la cuticula rigida; el peso del
organismo sigue un patrén mas continuo; aunque también marcado por
los breves periodos de muda en los que la masa corporal se reduce debido a
la pérdida que supone la eliminacion del viejo esqueleto y el gasto derivado
del crecimiento tisular y de la deposicién de la nueva cuticula.

Dentro de la clase Insecta existe una amplia variabilidad interespecifica en
el numero de mudas o estados, como corresponde a la amplia diversidad
especifica del grupo, llegando en casos, como el de los tisanuros del género
Thermobia, que contintan creciendo y mudando en la etapa adulta, alas 60
ecdisis. Incluso dentro de la misma especie el nimero de mudas realizadas
durante su vida puede variar de unos individuos a otros en funcién de
distintos factores, tanto innatos como ambientales (genética, temperatura,
estado nutricional, etc.).

El desarrollo de las larvas de los quironémidos, generalmente se divide
en cuatro estadios larvarios, correspondientes a los cuatro periodos
intermuda, caracterizables mediante las medidas de la capsula cefalica
(McCAULEY, 1974), que puede llegar a duplicar su tamano de un estadio
al siguiente. La duracién tanto de cada estadio como de la fase larvaria
completa es altamente variable depende de varios factores como la especie,
el sexo, temperatura ambiental, alimento disponible, fotoperiodo, etc.
(INEICHEN ET AL, 1979; OLIVER, 1971).

LINDEGAARD (1997) los define como especies oportunistas, que crecen
rapido cuando las condiciones ambientales son favorables (temperatura,
alimento, etc.) y son capaces de ralentizar su desarrollo y su crecimiento
cuando no lo son. Como datos orientativos, SERVIA (2001) sefiala que las
larvas de C. riparius mantenidas en condiciones controladas (temperatura
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Breve repaso a la biolog{a de los quironémidos

ambiente: 2242 °C, agua artificial y alimentacién ad libitum) tardan, de
media, tres dias en completar el primer estadio de desarrollo, otros tres
en el segundo, cinco en el tercer estadio y diez dias en el cuarto; un total
de veintiun dias para completar todo el desarrollo larvario. La duracion
del estado de pupa es mucho mas corta que la fase larvaria, varia desde
algunas horas a varios dias (BROCK, 1960; DARBY, 1962). La fase de imago
también es muy breve en comparacion con el resto del ciclo, su duracién
es de entre un par de dias y dos semanas.

Generalmente las cohortes suelen estar bien definidas de manera que las
emergencias y las puestas se realizan de forma mas o menos sincrénica.
Muchas especies son uni o bivoltinas, pero no es raro observar cuatro o
cinco generaciones anuales en especies que habitan en las riberas de lagos
y en ambientes 16ticos.
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2.4. MORFOLOGIA

2.41. El huevo

Los huevos de los quironémidos presentan por lo general una forma
mas o menos eliptica o reniforme, siendo el extremo mas estrecho el
correspondiente a la zona donde se sitia la parte anterior del embridon
(ALBU, 1980). Su tamafo varia considerablemente dependiendo de la
especie. Ademas, durante el desarrollo del embrién, el huevo sufre
variaciones de tamafo. La longitud de los mismos se encuentra entre los
0.15 y 0.6 mm (LINDEGAARD, 1997).
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La cubierta externa del huevo carece, por lo general, de caracteristicas

morfoldgicas destacables, aunque algunas especies muestran un micropilo
diferenciado (ALBU, 1980; NOLTE, 1993; LINDEGAARD, 1997). La unica
caracteristica externa subrayable es, en ocasiones, el color de su corion,

que en algunas especies sufre ademas un oscurecimiento progresivo tal y
como describié NOLTE (1993). Este mismo autor seiiala también que en la
mayor parte de los casos, los huevos son puestos por la hembra reunidos
en una matriz gelatinosa, que se expande en contacto con el agua y cita
unicamente la existencia de una subfamilia, Telmatogetoninae, en la que
los huevos son depositados de forma individual.

Asi, los huevos son depositados, en la mayor parte de los casos, en filas o
madejas incluidas en una envuelta gelatinosa que, en contacto con el agua,
aumenta de volumen varias veces y se vuelve extremadamente pegajosa,
lo que asegura que la mayoria de las puestas queden fijadas a un sustrato
adecuado (PINDER, 1995).

La morfologia externa de la puesta puede variar desde formas alargadas
y cilindricas hasta formas mas o menos globulares o semejantes a una
lagrima. En su interior, la disposicion de los huevos es asimismo variable,
pudiendo ser ésta irregular o bien lineal que puede adoptar formas
helicoidales, caracteristicas que permiten, a veces, la identificacién de
la especie o grupo al que pertenecen (THIENEMANN, 1954; NOLTE, 1993;
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LINDEGAARD, 1997).

En algunas especies de la tribu Chironomini, sobre todo del género
Chironomus, las puestas presentan ademads en su interior una serie de
filamentos cuya disposicion varia segtin la especie y que podria ser también
de utilidad para su identificacion (STRENZKE, 1959).

Tanto la morfologia de la puesta como la disposiciéon de los huevos en su
interior poseen un significado filogenético dentro del grupo (THIENEMANN,
1954; NOLTE, 1993).Ademas, la envuelta cumple una funcién protectora, ya
que no se descompone en el agua, protegiendo los huevos de los ataques de
bacterias y hongos y puede servir ademas como alimento a las larvas recién
eclosionadas.

La disposicion de los huevos en su interior y la morfologia de la puesta
son muy variables (ver revisién de NOLTE, 1993). Las puestas de C. riparius
presentan una forma alargada, y contienen entre 1300 y 1800 huevos
dispuestos en hileras que forman bucles simulando una hélice (figura 2)
mientras que las de P. olivacea mantienen una disposiciéon globular con
bucles muy alargados y con un aspecto mas desorganizado (figura 3).

1 mm ]

Figura 2. Puesta de Chironomus riparius. Figura 3. Puesta de Prodiamesa olivacea.
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2.4.2. Lalarva

Las larvas de primer estadio presentan generalmente una morfologia
particular. Asi, las larvas recién eclosionadas o larvulas (figura 4) poseen
con frecuencia largas sedas laterales a lo largo del abdomen, estructuras
que aumentan su capacidad natatoria, lo que sumado a elevada movilidad
esta fase incrementa su capacidad de dispersion (PINDER, 1995). La larvula
nada libremente hasta que encuentra un sedimento adecuado (cantidad de
alimento, tamano de las particulas, etc.) y se establece en él, haciéndose

bentodnica.

La mayoria construye estuches larvarios de diferente forma y consistencia.
Estos pueden estar fijados a las piedras dellecho o ala vegetacion, enterrados
en el sedimento de zonas lénticas o bien pueden ser arrastrados en sus
desplazamientos (LINDEGAARD, 1997). En el caso de especies que viven
en sedimentos finos, como Chironomus riparius, los tubos se encuentran
parcialmente enterrados, y estan formados por detritus, algas y otras
particulas sedimentarias, apelmazadas con secreciones de las glandulas
salivares (EDGAR & MEADOWS, 1969). Estas construcciones los protegen
frente a los depredadores, pero ademas disminuyen el riesgo de que los
individuos sean arrastrados por la corriente. Otras especies no construyen
tubos y viven sobre el fondo o ligeramente enterradas.

Laslarvas de quironémidos son apnéusticas (figura 6), por lo que dependen
de la existencia de unos niveles de oxigeno adecuados para asegurar un
gradiente de difusion suficiente. Normalmente la concentracion de oxigeno
en el agua no suele suponer un problema, aunque en especies que, como
Chironomus riparius, viven enterradas en sedimentos con alto contenido
en materia organica, el consumo de oxigeno existente en estos espacios
puede provocar disminuciones drasticas de su concentracién en pocos
milimetros de profundidad (WATLING, 1991). Por ello, muchas larvas,
especialmente las pertenecientes a la tribu Chironomini, y entre ellas
Chironomus riparius, presentan hemoglobina en el liquido circulatorio lo
que les confiere un caracteristico color rojo (figuras 5).

Las larvas de quirondémidos son eucéfalas, con una capsula cefalica bien
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desarrollada y esclerotizada. El tamafio de los individuos de cuarto estadio

varia entre 2 y 30 mm (LINDEGAARD, 1997).

Su cuerpo presenta tres divisiones principales: cabeza, térax y abdomen.
En la descripcion detallada de cada una de estas regiones utilizaremos la

nomenclatura definida por SAETHER (1980).

Figura4. Larvadeestadiolde Chironomus
riparius.

Figura 5. Larvade estadio IV de Chironomus
riparius.
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La cabeza presenta una cubierta completamente esclerotizada, la capsula
cefélica, formada dorsalmente por un apotoma frontal que se une a un par
de genas lateroventrales. Estos escleritos contienen un cierto numero de
sedas, que pueden ser utilizadas en algun caso para el reconocimiento de

géneros dentro de ciertos grupos (KowaLYK, 1985).

Figura 6. Larva de estadio IV de P. olivacea

Poseen de una a tres manchas oculares situadas lateralmente y antenas
formadas por un numero variable de segmentos, entre cuatro y ocho. La
relacion entre la longitud y la anchura de la cabeza se conoce con el nombre
de Indice Cefalico, dato que constituye un importante caracter sistemético

(ALBU, 1980).

El térax estd formado por tres segmentos: protérax, mesotérax y metatoérax
(T-I, T-II y T-III). El primero de ellos (TI) presenta generalmente, en la
parte ventral, un par de pseuddépodos con ufias quitinosas en su extremo
denominados parapodos, aunque, especialmente en algunos grupos
de quirondémidos terrestres, estos pardpodos pueden estar fusionados,
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reducidos o incluso desaparecer (CRANSTON, 1995).

En esta region surgen, al final del estadio III o comienzos del IV, unas
estructuras denominadas discos imaginales, que daran lugar a las alas y
patas del imago. Son 10, tres pares para las patas (T-I, T-II y T-III), otro para
las alas (T-II) y otro para los halterios (T-III). Se originan inmediatamente
debajo del tegumento, en posicion medio-lateral y a medida que se
desarrollan y aumentan de tamafio van ganando espacio hacia la zona

ventral.

Estas estructuras, que poseen un importante valor de caracterizacion
ontogénica, han sido minuciosamente descritas, histolégica vy
morfoldgicamente, en: C. thummi (WULKER & GOTZ 1968), C. tetans,
(INEICHEN ET AL. 1983) y C. riparius (GODDEERIS ET AL. 2001). Tanto las
estructuras como esta clasificacion en fases proporciona un buen sistema
para la determinacion del grado de desarrollo de las larvas, también en P
olivacea, aunque no exista ningtn trabajo que los describa especificamente.

Cuando las larvas de ultimo estadio ya estdn préximas al momento de
la pupacidn, los discos imaginales estan tan desarrollados que los tres
segmentos toracicos aparecen dilatados y claramente diferenciados de
los segmentos abdominales. Cuando la larva alcanza este estado se la
denomina prepupa.

El abdomen estd compuesto por nueve segmentos y es generalmente
de forma cilindrica, aunque en algunos casos puede estar comprimido
dorsoventralmente. La mayor parte de los segmentos no posee estructuras
destacables. Sin embargo, el ultimo segmento presenta, al igual que el
primer segmento tordcico, un par de pseuddpodos, que pueden estar
fusionados o reducidos.

Ademas, en la region preanal, presenta un par de tubérculos denominados
procercos, que portan un largo penacho de sedas. Rodeando el ano existen
entre uno y tres pares de tubulos anales, que intervienen en la regulacion
iénica de la larva (STRENZKE & NEUMANN, 1960).

Enalgunosgénerosdelatribu Chironomini (Chironomus, Glyptotendipes...),
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algunas especies poseen uno o dos pares de tubulos ventrales en el octavo
segmento abdominal, y en algunos casos incluso un par de tubulos laterales
mas cortos en el séptimo, como es el caso de C. riparius. Dichos tubulos se
asocian con funciones de intercambio gaseoso (HARNISCH, 1954; NAGELL
& ORRHAGE, 1981).

Ademas, en los segmentos VII'y VIII, en posicion ventral y paralelamente a
los discos imaginales toracicos, se desarrollan los primordios de la genitalia
de los imagos, denominados discos imaginales genitales, que costituyen
el Gnico caracter observable de dimorfismo sexual en las larvas. Dichas
estructuras han sido ampliamente estudiadas, (WULKER & GOTZ, 1968;
WULKER ET AL., 1979; INEICHEN ET AL., 1983) y poseen el mismo valor para
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2.4.3. La pupa

La pupacion de las larvas de C. riparius se produce dentro del tubo. Una
vez madura, la pupa asciende hasta la superficie del agua ayudada por
movimientos natatorios del abdomen y por la presencia en su interior de
gases expulsados por el adulto farado. El tiempo que tarda en emerger
el imago varia segun las especies, pudiendo ocurrir en unos segundos o
durar hasta 30 minutos (ALBU, 1980).

La fase de pupa en los quironémidos suele ser muy breve, aunque especies
presentes en lagos articos puede durar todo el invierno y parte de la
primavera, hasta que el hielo de la superficie desaparece (LINDEGAARD,
1997). En esta fase se producen las transformaciones morfologicas que
llevan al paso del estado de larva al de imago. La pupa presenta dos
regiones diferenciadas: el cefalotérax, en la parte anterior, y el abdomen,
que se presenta generalmente comprimido dorsoventralmente.

El cefalotérax tiene bajo la misma cubierta la cabeza y el térax del
futuro adulto. Contiene, en la parte anterior, las vainas que protegen los
ojos, las antenas y las piezas del aparato bucal. Ya en la regién toracica
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pueden observarse las pterotecas y las vainas de las patas, asi como los
organos respiratorios, llamados cuernos toracicos, situados en posicion
mediolateral.

Los patrones de distribuciéon y morfologia de las sedas y ornamentacion de
la cuticula, asi como la morfologia de los cuernos toracicos, constituyen
las caracteristicas de mayor valor taxonémico. Por ejemplo, las pupas de
las subfamilias Podonominae y Tanypodinae presentan cuernos toracicos
abiertos en su extremo, de forma que pueden tomar oxigeno directamente
del aire, permaneciendo constantemente cerca de la superficie o
ascendiendo a ella cada vez que necesitan oxigeno (LANGTON, 1995).

Otras pupas, como las de Chironomus riparius, que permanecen hasta el
momento de la eclosion dentro del tubo larvario, toman del agua el oxigeno
que necesitan. Por ello, sus cuernos tordcicos no presentan aberturas,
son mas o menos grandes y pueden estar divididos formando penachos
filamentosos que aumentan la superficie en contacto con el agua, e incluso
pueden contener traqueolas en su interior conectadas directamente con
el sistema traqueolar del adulto (COFEMAN, 1979). En el extremo opuesto
se encuentran aquellas pupas que viven en medios oxigenados, y que
presentan cuernos toracicos escasamente desarrollados, como en algunos
Orthocladius (LANGTON, 1995).

El abdomen esta compuesto por ocho segmentos similares y uno terminal
modificado que forma los l6bulos anales y la vaina genital. En muchos
casos los lobulos anales forman verdaderas paletas natatorias, que la pupa
emplea para subir a la superficie. Cada uno de los segmentos presenta,
tanto en la region tergal como en la esternal, una profusa ornamentacion,
con valor taxondmico, compuesta por sedas, tubérculos, espinas o ganchos
(LINDEGAARD, 1997).

Ademas, los l6bulos anales pueden ver aumentada su eficacia por la
existencia de una gran corona de largos filamentos en su borde externo.
Una vez se produce la emergencia, todas estas caracteristicas son visibles
en las exuvias pupales, que quedan flotando en la superficie del agua
después de que el imago haya emergido.
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2.4.4. El imago

Los imagos son de tamafo variable, entre 1.5 y 25 mm, existiendo un
notable dimorfismo sexual. En la cabeza se observa una de las principales
diferencias entre machos y hembras. En los machos de muchas especies los
flagelomeros de las antenas presentan largas sedas que les dan un aspecto
plumoso, mientras que en las hembras las sedas, si existen, son escasas y
poco conspicuas. En la cabeza destacan asimismo los ojos compuestos,
que tienen forma arrifionada y, en determinadas especies, presentan
microtriquias entre los ommatidios. Las piezas bucales estan reducidas, y
unicamente son resefiables los palpos maxilares (CRANSTON, 1995).

El térax es la regién en la que se insertan las patas, alas y halterios.
Es tipicamente convexo en la parte dorsal, debido a que contiene la
musculatura necesaria para el vuelo. El protérax es pequeio, el mesotorax
es el segmento mds desarrollado, y el metatérax es el segmento mas
reducido.

Las alas, situadas en el mesotorax, presentan numerosas caracteristicas de
importanciataxonomica,comolavenacionalar,lospatronesdedistribucion
de sedas y, en muchos casos, la pigmentacion tanto de la membrana como
de las microtriquias. Son importantes también las estructuras de articulacion
de las alas con el térax (ALBU, 1980; CRANSTON, 1995). A ambos lados del
metatdrax se encuentran los halterios.

Las patas, relativamente largas, presentan una coxa y un trocanter pequefos,
un largo fémur, la tibia y cinco tarsémeros terminales, el ltimo de ellos con
dos uias. Las espinas o espolones presentes en la tibia, asi como la relaciéon de
tamafo entre diferentes segmentos y la ornamentacion general de las patas
son utilizadas como caracteres de determinaciéon en las claves del grupo
(CRANSTON, 1995).

El abdomen presenta los ocho primeros segmentos comprimidos
dorsoventralmente, siendo éstos mas cortos y anchos en las hembras que en
los machos. El ultimo segmento contiene la genitalia de los adultos, estructura
de gran importancia diagndstica (ALBU, 1980). En los machos, el terguito del
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segmento IX presenta generalmente una extension puntiaguda denominada
punta anal. Ademas, lateralmente se insertan unos apéndices que reciben el
nombre de gonocoxito en la region basal y gonostilo en la distal. Asociados
al primero de ellos pueden presentarse otros apéndices denominados en su
conjunto volsellae.

2.5. HABITAT

Las tres primeras fases del ciclo vital se desarrollan en todo tipo de medios
acuaticos, incluyendo habitats tan especializados como elaguaaxilar de plantas,
troncos huecos (dendrotelmata), fuentes termales, charcas intermareales,
lagos salados, etc. (CoBo, 1988; LINDEGAARD, 1997). Existen especies que se
desarrollan dentro de plantas acuaticas, y otras que son foréticas, comensales
o ectoparasitas de otros grupos animales como gasterépodos, bivalvos,
efemerdpteros o briozoos (TOKESHI, 1995; LINDEGAARD, 1997). ALBU (1980)
estima que existen entre 70 y 100 especies que tienen un modo de vida
semiterrestre o terrestre (obligatorio o no) y que dependen de la humedad
del sustrato (suelo, hojarasca, hendiduras en los arboles, etc.). El imago por
el contrario es aéreo, lo que les permite dispersarse con facilidad y colonizar
nuevas zonas o remontar la distancia perdida por arrastre durante las otras
tres fases vitales en ambientes 16ticos.
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2.6. REPRODUCCION

El imago puede volar segundos después de emerger y vive apenas unos dias.
La copula tiene lugar generalmente en el aire, cuando una hembra se acerca al
enjambre de machos, aunque determinadas especies copulan en otros lugares
como el suelo, la superficie del agua o la vegetacion (LINDEGAARD, 1997).

Los enjambres se generan a alturas variables, en funcién del tamafo de los
individuos. Estos pueden formar a veces una columna de gran tamafio,
en la que pueden diferenciarse estratos. Asi se encuentran, en la base de
la columna, enjambres de especies de pequefio tamafio, como las de los
géneros Corynoneura, Tanytarsus o Cricotopus; mas arriba se encuentran
los enjambres de especies de tamano medio, como las de Polypedilum,
Phaenopsectra o Cryptochironomus, mientras que en el extremo superior se
forman enjambres de especies mas grandes, pertenecientes a géneros como
Chironomus, Glyptotendipes, etc. (ALBU, 1980).

Tras la copula, la hembra elige el lugar donde depositar los huevos. Después
de la puesta, algunas hembras mueren inmediatamente, mientras que otras
pueden vivir aun unas horas. La muerte se produce generalmente debido a
que, tras el vaciado de las gonadas, en el cuerpo de las hembras se forman
unas cavidades que se llenan de hemolinfa, y que entorpecen la circulacién
(Albu, 1980). En la naturaleza, los cadéveres de las hembras quedan a menudo
adheridos a las puestas, y son atacadas por hongos, que las recubren de una
pelicula de micelio blanquecina o amarillenta.
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2.7. ALIMENTACION

Las larvas de Chironomus riparius y de Prodiamesa olivacea son
detritivoras de tipo colectores de depdsito, como la mayoria de los
quironémidos, aunque es importante destacar que fundamentalmente son
oportunistas y presentan un modelo de alimentacion facultativo (BERG,
1995). La excepcién la constituyen grupos con un tipo de alimentacion
caracteristica, como los Tanipodinae, que en su mayoria son carnivoros.

En el caso de C. riparius las larvas asoman la cabeza y la parte anterior del
cuerpo fuera del tubo para ingerir sedimento que se encuentra en la region
que rodea a éste. De todo el sedimento ingerido, las larvas aprovechan sélo
los compuestos mds facilmente digeribles, y pueden migrar en busca de
zonas con mayor cantidad de alimento, a pesar de que la construccién de
un tubo nuevo implica un gasto considerable de energia (Vos, 2001).

La mayoria de los imagos no se alimentan, ya que sus piezas bucales suelen
estar muy atrofiadas: faltan las mandibulas, las maxilas estan reducidas a
un par de palpos con funcion sensorial, e incluso el tubo digestivo puede
no ser funcional (OLIVER, 1971; ARMITAGE ET AL., 1995). Sin embargo
existen referencias de algunas especies que liban néctar (LINDEGAARD,

1997).

43

w
0 =
€0
50
zQ
0>
2U
alTl
or

0
“ 5

V1V OSVdEd AAFNg







CAPITULO 3.

BIOMARCADORES
COMO HERRAMIENTA
PARA MEDIR EL ESTRES
AMBIENTAL






Biomarcadores como herramienta para medir el estrés ambiental

3.1. INTRODUCCION

Los métodos de evaluacién ambiental pueden ser divididos en dos grupos:
por una parte, la deteccion de las alteraciones ambientales antrépicas y
eventualmente su cuantificacion (analisis fisicoquimicos), y por otro, el
efecto que estas alteraciones producen sobre los organismos; bien a nivel
individual, bien a nivel de poblaciéon o comunidad. Ambas aproximaciones
metodoldgicas no son excluyentes, todo lo contrario, es su uso conjunto el
que ofrece un resultado mas fiable a la hora de evaluar de forma precisa el
estado de los ecosistemas y de los organismos que los componen (LAGADIC
ET AL., 1997).

Los analisis fisicoquimicos proporcionan informacién precisa de las
condicionesabiodticasdel medio, peronoson efectivasalahorade cuantificar
los efectos ecoldgicos de muchos contaminantes y perturbaciones, ya que
estos dependen de interacciones con otros elementos bidticos y abidticos
del sistema (fenomenos de adsorcion, bioturbacion, etc.), asi como por
sinergias y antagonismos entre contaminantes o incluso por el estado
fisiolégico y de desarrollo de los organismos (LAGADIC ET AL., 1997).

Asi, ante la necesidad de nuevos mecanismos para valorar los efectos de
las perturbaciones antrdpicas sobre el ecosistema, a principios del S. XX
proliferaron los métodos basados en el andlisis de parametros bioldgicos,
principalmente a niveles supraespecificos. CAIRNS & PRATT (1993) sitdan
el origen de la tradiciéon europea en el uso de macroinvertebrados para
estudios de biomonitorizacién en los trabajos de Kokwitz & MARSSON
(1908, 1909), que dieron origen al Sistema de Saprobios, en el que se
establece el grado de contaminacién por materia orgdnica de un medio
acuatico en funcion de observaciones sobre la presencia de determinados

organismos.

Posteriormente han ido apareciendo progresivamente nuevos sistemas,
basados muchosdeellosen el estudio delas comunidades como indicadores,
como son los indices de diversidad, de abundancia, etc. ROSENBERG & RESH
(1993), en la introduccion de la obra por ellos editada, en la que se realiza un
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analisis exhaustivo de los sistemas de biomonitorizacién mediante el uso
de macroinvertebrados bentonicos en aguas dulces, ofrecen una definicién
del concepto de biomonitorizaciéon, que toman a su vez de MATTHEWS
ET AL. (1982): “La monitorizacion bioldgica puede definirse como el
uso sistematico de respuestas bioldgicas para la evaluaciéon de cambios
en el medio con el propoésito de usar esta informacién en programas de
control de calidad. Estos cambios son debidos con frecuencia a fuentes

antropicas...”.

Posteriormente surgié el concepto de bioindicadores, acufiado y definido
por GUELORGET Y PERTHUISOT (1984) como especie o grupo de especies
que, por su presencia o abundancia, aportan informaciéon de una o mas
propiedades del ecosistema del que forman parte.

Por su parte, GERHARDT (2000) intenta esclarecer las diferencias entre los
distintos conceptos dentro del campo de la biomonitorizacion, y designa
como especie biomonitora a aquellas especies que pueden utilizarse para
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especie bioindicadora sensu stricto a especies que pueden indicar una
cierta situacion momentdnea o instantanea en el medio natural.

Existen dos tipos particulares de especies que ilustran perfectamente la
divisiéon hecha por GERHARDT (2000): las bioacumuladoras y las centinela.
El primer tipo es un ejemplo de lo que llama especie biomonitora, y el
segundo se ajusta a la definicion de especie bioindicadora.

Las especies bioacumuladoras estan exclusivamente relacionadas con la
contaminacién quimica y se definen como aquellas especies que por su
modo de vida o sus caracteristicas fisioldgicas y metabdlicas, presentan
la capacidad de bioacumular contaminantes hasta niveles netamente
superiores a los existentes en el medio (LAGADIC ET AL. 1997). La
bioacumulacién puede darse por absorcion directa del medio, o siguiendo
la cadena alimenticia. En este ultimo caso hablamos de bioamplificacion
ya que, a medida que ascendemos en la red troéfica, se incrementa el efecto
bioacumulador (RAMADE, 1979; AMIARD & AMIARD-TRIQUET, 1980).

Entre otras caracteristicas, las especies biomonitoras como las
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bioacumuladoras deben ser, en general, sésiles, abundantes al menos
localmente, relativamente resistentes a los toxicos investigados, y con un
ciclo vital lo suficientemente largo como para que les confiera capacidad
de integracion de las variaciones de la calidad del medio a lo largo del
tiempo (LAGADIC ET AL., 1997).

Por otra parte, una especie centinela, ejemplo de bioindicadora, es toda
aquella susceptible de ser utilizada como indicador de la presencia y
toxicidad de al menos un contaminante o fuente de estrés. Debe ademas
permitir evaluar los efectos potenciales de dicha alteracion sobre la salud
humana o la calidad del medio (LOWER & KENDALL, 1990; SHEFFIELD
& KENDALL, 1997). Sin embargo, a diferencia de las biomonitoras, no
tienen por qué ser resistentes a los agentes estresantes, ni tener ciclos de
vida largos, simplemente deben mostrar algiin sintoma inequivoco de
exposicion a un agente estresante.

Notese que a lo largo de la historia de la evaluacion ambiental la secuencia
en el desarrollo de nuevos métodos evolucionan desde el analisis de
comunidades hacia niveles menores de organizacion; tras el nivel especifico
(especies bioindicadoras y biomonitoras) el siguiente paso es el nivel
infraespecifico, el cual incluye marcadores moleculares, bioquimicos,
histolégicos, citologicos, fisiolégicos y etoloégicos de individuos
provenientes del medio. Son los denominados de forma genérica como

biomarcadores.
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3.2. UTILIZACION DE LOS
QUIRONOMIDOS PARA LA EVALUACION
DEL ESTRES AMBIENTAL

Una gran parte de los estudios de bioindicacidon que se han llevado a cabo
en medios de agua dulce se han centrado en la investigacion de especies de
peces o de macroinvertebrados (CLARKE, 1994). Ambos grupos presentan
una serie de caracteristicas que favorecen su uso como bioindicadores (ver
CLEVELAND ET AL., 2000 para ventajas del uso de peces). En la practica,
sin embargo, los macroinvertebrados constituyen, con diferencia, el grupo
mas frecuentemente utilizado para dicha funciéon (HELLAWELL, 1986), y
dentro de éstos, en las ultimas décadas se ha producido un incremento
notable en el numero de publicaciones relacionadas con la utilizacion de
los quironémidos como bioindicadores (ROSENBERG, 1992); ademas de
ser un organismo extensisimamente utilizado en diferentes disciplinas
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cientificas, incluso en Medicina forense (GONZALEZ ET AL., 2015).

Ello es debido a que presentan una serie de ventajas importantes, en gran
parte comunes a todos los macroinvertebrados (cf. ROSENBERG, 1992),
aunque en algunos casos son mas acusadas y en otros menos favorables.
Entre ellas pueden citarse las siguientes:

o Distribucion ubicua: la composicion y estructura de comunidades
bentdnicas son similares entre ecosistemas de agua dulce del mismo
tipo ubicados en dreas zoogeograficas distintas y entre diferentes tipos
de ecosistemas acuaticos -y de habitats dentro de éstos- ubicados en la
misma zona. De manera que, con ligeras modificaciones los métodos
de evaluacion ambiental desarrollados utilizando el macrozobentos
son aplicables a una gran cantidad de ecosistemas y tienen un gran
rango geografico.

o Comunidades con alta biodiversidad: el alto numero de especies,
géneros y familias, ofrece un amplio espectro de respuestas a los
impactos medioambientales otorgando a los métodos basados en estas
comunidades versatilidad y sensiblilidad ante distintos tipos de estrés.
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o Sedentarias: Obviando la fase aérea de muchos de los grupos y el
arrastre ocasional por deriva en ambientes 16ticos, los organismos del
bentos suelen poseer un territorio vital redudido, lo que permite el
analisis espacial de los efectos de los distintos impactos.

o Ciclos vitales largos: lo que permite la detecciéon de alteraciones ya
pasadas, actuando como un registro temporal de perturbaciones.
En el caso de los quironémidos los ciclos pueden ser relativamente
cortos en aguas templadas, lo que merma su capacidad para registrar
alteraciones ocurridas hace tiempo.

o El muestreo cualitativo es simple y el equipo requerido es muy poco
costoso. Esto facilita su utilizacién y aplicacion en lugares y situaciones
diversos.

e Multitud de sistemas de analisis de datos: Se han desarrollado
abundantes métodos y han sido ampliamente utilizados en estudios a

T
2
1o &
r 2>
m <
i
U
I >
0 g
> >
zd
o>
= E
'é'[:’
>
ro
v]
>

nivel de comunidad, que constituyen un buen punto de partida para el

OWOD SHJOAdVYODdYWNOIg

desarrollo de otros.

Sin embargo existen también ciertas limitaciones que, como en el caso de

las ventajas, son en su mayor parte compartidas con la utilizaciéon de la
comunidad benténica:

o Variabilidad de respuesta: la familia Chironomidae es tremendamente
diversa en cuanto a nimero de especies y obviamente pueden existir
diferencias de respuesta entre especies diferentes, por lo que es
imprescindible el conocimiento de la fauna local y el correcto disefio
de los programas de vigilancia y control.

o Respuesta a otros factores no relacionados con la calidad del agua-
La distribuciéon y abundancia de cualquier especie pueden verse
afectadas por condiciones naturales cambiantes, como la velocidad de
la corriente, la naturaleza del sustrato, la disponibilidad de alimento,
etc. Esto genera la necesidad de un conocimiento profundo de la
autoecologia de las especies y un disefio experimental muy cuidadoso.

o Estacionalidad en abundancia y distribucién. Esto puede generar
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problemas de muestreo durante determinados periodos, en habitats
especificos o a la hora de comparar muestras tomadas en diferentes
épocas, que se pueden evitar si se conocen los ciclos vitales de las
especies.

o Deriva. La corriente puede arrastrar a individuos a habitats en los que
no suelen presentarse, dando asi su presencia una falsa informacion.
Por ello, el conocimiento de las preferencias de habitat y del
comportamiento de deriva de las especies es fundamental.

o Dificultades en el muestreo cuantitativo: los muestreos cuantitativos
requieren un alto numero de muestras para alcanzar una precision
razonable, por lo que la toma de muestras, la separacién y la
identificacion de los individuos se convierte en una tarea bastante
larga y tediosa.

« Dificultades taxonomicas: por lo que respecta a los quironémidos,
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identificacion a nivel especifico incluso en fase larvaria. Sin embargo,

todavia existen lagunas importantes, sobre todo en la identificacion de

sus estadios larvarios ademas de especies indistinguibles en dicha fase.

Ademas de todo lo referido, es importante destacar el hecho de que los
quironémidos se encuentran expuestos a los contaminantes durante la
fase mas critica de su ciclo vital, ya que el periodo larvario no solo es el
mas largo del ciclo, sino que generalmente es también el inico durante el
cual tiene lugar la alimentacion. Por ello, y debido a que muchas sustancias
toxicas se encuentran en los sedimentos ligadas a las particulas organicas
que constituyen la dieta de muchas especies, las larvas se ven expuestas a
una carga importante de diferentes tipos de contaminantes y a través de
diferentes vias.

A lo largo de estos ultimos afos los quironémidos, al igual que el resto
de macroinvertebrados, han sido utilizados como bioindicadores en
diferentes tipos de estudios, desde el nivel de organismo hasta el nivel de
comunidad. CLARKE (1994) clasifica dichos trabajos en cuatro categorias
principales:
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Bioacumulacién. Dentro de esta categoria, el autor se refiere a técnicas

analiticas disefiadas para la medicién de la presencia y concentraciéon
de sustancias xenobidticas en los individuos.

Laslarvas de quironémidos, debido a su modo de vida y tipo de alimen-
tacion, han sido utilizadas frecuentemente en este tipo de estudios
(KRANTZBERG & STOKES, 1988; 1989; 1990; TIMMERMANS & WALKER,
1989; TIMMERMANS & DAVIDS, 1989; BAUDIN & NUCHO, 1992; JANSSENS
DE BISTHOVEN ET AL., 1992; TIMMERMANS ET AL., 1992; MAIER &
KNIGHT, 1993; ALAIMO ET AL., 1994; BENDELL-YOUNG ET AL., 1994;
BERVOETS ET AL., 1994; POSTMA ET AL., 1996; HARRAHY & CLEMENTS,
1997; GROENENDIJK ET AL., 1999).

Estudios toxicolégicos. Bajo este titulo quedarian englobadas

todas aquellas investigaciones que tratan de relacionar el efecto de
diversos agentes estresantes con respuestas biologicas cuantificables
en los organismos, incluidos los ensayos de laboratorio en los que se
efectiian tests de toxicidad; que han adquirido gran importancia en
estos ultimos afios gracias al perfeccionamiento de los protocolos de
laboratorio, asi como a la adopcion de dichos métodos por parte de la
administracion de numerosos paises para el control de los efectos de
sustancias contaminantes. La tasa de mortalidad de los organismos,
normalmente expresada como LCs50 (concentracion letal de la sustancia
para el 50% de los organismos del test) en 24 o 48 horas es una de las
respuestas biolégicas mas empleadas en este tipo de pruebas.

Las larvas de quirondmidos, debido tanto a las caracteristicas de su
ciclo vital como a su modo de vida y la facilidad para su cultivo en el
laboratorio, han sido utilizadas frecuentemente en este tipo de estudios
(ver revision en TRAUNSPURGER & DREWS, 1996), y se ha recomendado
su uso para estos fines (ANDERSON, 1980; SETAC, 1993).

Abundancia y diversidad de especies y estructura de la comunidad. El
punto de partida del uso de los quironémidos como herramienta de

evaluacion ambiental, lo constituye el trabajo de THIENEMANN (1922),
que utilizé las larvas de esta familia para establecer una clasificacién
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de los lagos segun su estado tréfico. Posteriormente, autores como
SAETHER (1979), WIEDERHOLM (1980) 0 KANSANEN ET AL. (1984) han
perfeccionado su uso y demostrado su idoneidad para ese fin. Por
ejemplo LINDEGAARD (1992), en un exhaustivo trabajo realizado en
el lago Thingvallavatn, en Islandia, discute los resultados obtenidos
para la fauna de macroinvertebrados (principalmente quironémidos
y tubificidos) con las clasificaciones establecidas por SAETHER (1979)
y WIEDERHOLM (1980) y, aunque confirma su validez, afiade que
fendmenos de aislamiento zoogeografico provocan desajustes respecto
a las clasificaciones citadas.

Las comunidades de larvas de quirondmidos también han sido
empleadas para obtener informacién sobre contaminacion de cursos
de agua dulce (ROSENBERG & WIENS, 1976; SERRA-T0SI10, 1977; WINNER
ET AL., 1980; LENAT, 1983; BAZZANTI & BAMBACIGNO, 1987; KAWAI ET
AL., 1989; KOWNACKI, 1989), al igual que las exuvias pupales (WILSON &
BRIGHT, 1973; MCGILL ET AL., 1979; WILSON, 1980; LAVILLE & VIAUD-
CHAUVET, 1985; BAZERQUE ET AL., 1989; COBO & GONZALEZ, 1991).
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El estudio de exuvias presenta menos dificultades que las larvas para
su identificacion, y ademds el método de recoleccién permite obtener
ejemplares residentes en todo tipo de microhabitats, sin embargo tiene
la desventaja de que la composicion de las muestras puede variar enor-
memente a lo largo del afio debido a los fendmenos de emergencias
sincréonicas (McGILL ET AL., 1979).

« Respuestas bioldgicas subletales. En la mayoria de los estudios

abordados en los epigrafes anteriores, el estrés al que estan sometidos
los organismos es detectado cuando el agente estresante ha provocado
ya la desapariciéon de algunos individuos o incluso poblaciones.
Desde hace algunas décadas se viene insistiendo en la necesidad de
desarrollar y perfeccionar métodos que permitan la deteccién de dicho
estrés antes de que éste pueda afectar seriamente a las poblaciones
(LEARY & ALLENDOREF, 1989; CLARKE, 1994; 1995; VERMEULEN, 1995).

Los estudios de toxicidad en laboratorio han ido incorporando diversas
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respuestas subletales, entre las que podemos citar distintos criterios de
desarrollo tales como, las tasas de crecimiento, maduracién sexual y
emergencia de adultos. También se han utilizado con este fin ciertas
alteraciones etoldgicas y morfolégicas, como cambios en el comporta-
miento, el estudio de deformidades o el andlisis de asimetria fluctuante
(BARCA ET AL., 2008) .

Con el desarrollo de la Biologia molecular han surgido nuevas formas
de deteccion de respuestas subletales, se han llevado a cabo estudios
sobre marcadores bioquimicos y fisioldgicos entre los que se encuen-
tran el estudio de tasas de respiracion, medidas de alteraciones en
el metabolismo, medidas de actividad enzimdatica, concentracion
de distintas macromoléculas, etc. Estos indicadores, han sido utili-
zados también como indices del estado fisioldgico de los organismos
durante los diferentes periodos de crecimiento (BEHANAN & MATHEW,
2004) y como indicadores de su condicién nutricional (CHICHARO &
CHicHARO, 1995). El estudio del estado nutricional de los organismos
permite evaluar individualmente el estado fisiolégico de un individuo,
que refleja las condiciones ambientales a las que ha sido expuesto.

FERRON & LEGGETT (1994) han clasificado el estudio de la condicion
nutricional en tres categorias de acuerdo con el nivel de organizacién
sobre el que se trabaja, estos son: nivel de organismo, nivel tisular y
nivel celular.

A nivel de organismo, el interés esta enfocado en detectar cambios en
la forma externa del cuerpo que se relacionan con la condicién nutri-
cional. Estos cambios son usualmente estudiados empleando técnicas
morfométricas debido a su caracter integrador y los resultados son
expresados como tasas o vectores multivariados de las mediciones
realizadas sobre el cuerpo. Sin embargo, estos indices han sido criti-
cados por su baja sensibilidad a los procesos a corto plazo.

A nivel tisular, los cambios en la condicién son detectados a través de
las modificaciones en la apariencia de las células en diferentes tejidos
del animal. Una ventaja fundamental de estos indices es que el patréon
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general de la degradacion tisular es relativamente independiente del
tamafio del individuo y, hasta cierto punto, de la especie (FERRON &
LEGGETT, 1994; GRIOCHE, 1998). Una de las principales criticas que
recibe esta metodologia tiene que ver con la falta de objetividad en el
diagndstico de los tejidos.

A nivel celular se emplean indices bioquimicos. La condicion bioqui-
mica puede ser evaluada por la cuantificacion de constituyentes celulares
utilizados como fuente de energia o indicadores de tasas fisiologicas
que se sabe varfan en funcion de la condicion del animal (FERRON &
LEGGETT, 1994; HERRERO ET AL., 2016). La determinacion quimica de la
condicién nutricional ha sido ampliamente utilizada en los ultimos afios
debido al progresivo avance de las técnicas empleadas.

Muchas de estas respuestas subletales han sido estudiadas con profusion
en quironémidos. Asi, existen trabajos que hacen referencia a altera-
ciones del desarrollo y ciclo vital (ANDERSON ET AL., 1980; KOSALWAT
& KNIGHT, 1987; MCCAHON & PASCOE, 1991; POSTMA ET AL., 1994;
1995; POSTMA & DAVIDS, 1995; STUIJEZAND ET AL., 1996; 1998; WATTS &
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PASCOE, 1996; BENOIT ET AL., 1997; SIBLEY ET AL., 1997), alteraciones del
comportamiento (HEINIS & SWAIN, 1986; HEINIS ET AL., 1990; ZANDT
ET AL., 1994; GERHARDT & JANSSENS DE BISTHOVEN, 1995; SIBLEY ET
AL., 1998) y alteraciones a nivel infraespecifico (anomalias morfoldgicas
e indicadores metabodlicos) (THORNTON & WILHM, 1974; FRANK, 1981;
DARVILLE ET AL., 1983; HAMBURGER ET AL., 1995; ORTEL 1996; BARATA
& BAIRTD, 2000; HIRTHE ET AL., 2001; SERVIA 2001; ANSALDO ET AL.,
2006; SERVIA ET AL., 2006 A; 2006 B; SANCHEZ-ARGUELLO ET AL., 2009).
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3.3. FUNDAMENTO DE LA UTILIZACION
DE LOS BIOMARCADORES

3.3.1. Base teorica

Seglin LAGADIC ET AL. (1997), un biomarcador es un cambio observable
o mesurable a nivel molecular, bioquimico, celular, fisiolégico o
comportamental que revelala exposicion presente o pasada de un individuo
a, al menos, una sustancia quimica con cardcter contaminante.

PARAMETROS INDICES BIOINDICADORES BIOMARCADORES
FISICOQUIMICOS BIOCENOTICOS
NOR pH O.DBO s de diesdad | ETESGERI S
DQO... IBMWP... W 2 8

presencia /ausencia...)

Bioacumuladores
Biocaptaciéon
Marcadores etologicos

INDIVIDUOS
ECOSISTEMAS |, | cOMUNIDADES — | POBLACIONES — |  ynveLEs
(BIOTOPO) INFRAINDIVIDUALES

APROXIMACION APROXIMACION BIOLOGICA
FISICOQUIMICA

Figura7. Esquema en que se relacionan los distintos tipos de herramientas
de evaluacién ambiental con los distintos niveles de organizacién bioldgica.
Modificado de AMIARD (1994).

La evaluaciéon ambiental basada en la presencia y abundancia de especies
bioindicadoras tiene como fundamento tedrico que el estado de ciertas
poblaciones es de alguna forma extrapolable a las comunidades y
ecosistemas a los que pertenecen. Si consideramos que los biomarcadores
nos proporcionan informacion fiable sobre el estrés al que esta sometido
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un individuo o grupo de individuos pertenecientes a una especie
bioindicadora, adecuando el tamafio muestral podemos conocer el estado
de la poblacion a la que pertenece; y por consiguiente el de la comunidad y
ecosistema del que forma parte dicha poblacién (figura 7).

De este modo muchas especies que no son consideradas clasicamente como
bioindicadoras pueden ser fiables en estudios que utilicen biomarcadores
y aportar informaciéon percisa sobre el efecto subletal de algunas
perturbaciones.

Tal y como se muestra en la figura 8, DEPLEDGE ET AL. (1993) definen distintas
fases de la progresion del estado fisiologico de un organismo expuesto a un
contaminante -desde el estado éptimo, hasta la enfermedad y muerte- y las
asocian con hipotéticas respuestas de biomarcadores (Bi-B4) asociadas a
cambios en la condicion fisiologica.

DEPLEDGE & Fossi (1994) proponen una secuencia de tres fases para una
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la evaluacion del estado actual del ecosistema y la prediccion del futuro estado

ecologico:

La primera fase, identificacion del ecosistema en riesgo, consiste en la
caracterizacion tanto del ecosistema como de las alteraciones y presiones a las que
se ve sometido. Para ello han de utilizarse diversos métodos especificos para cada
ecosistema, que incluirian desde técnicas analiticas clasicas hasta biomarcadores
genéricos, pasando por indices biologicos convencionales (indices de diversidad,
abundancia, especies indicadoras...), ya que todos son complementarios y
necesarios para una mejor y mas completa evaluacion preliminar.

La segunda fase consistiria en la identificacion de las especies criticas y
poblaciones objetivo. Es técnicamente imposible analizar todos los componentes
de un ecosistema, por eso, en esta fase se seleccionan las poblaciones que seran
sometidas al andlisis mediante el uso de biomarcadores, para ello se tomaran
especies de diferentes nichos ecoldgicos y en la medida de lo posible, de
diferentes grupos taxonémicos.

58



Biomarcadores como herramienta para medir el estrés ambiental

ESTADO DE
SALUD DEL
INDIVIDUO

INCURABLE

ENFERMEDAD

NORMAL

REVERSIBLE TRREVERSIBLE

HOMEOSTASIS { COMPENSACION  } NO COMPENSACION MUERTE

MECANISMOS ~ FISIOLOGICOS

RESPUESTA DE LOS
BIOMARCADORES

B2

Bl

Condicidn fisioldgica asociada a la dosis o al tiempo
de exposixion del individuo a una fuente de estrés

Figura 8. En la primera grafica se observa la posible evolucion del
estado fisiologico de un organismo expuesto a un contaminante,
desde el estado 6ptimo, hasta la enfermedad y muerte. En la segunda
grafica aparecen diferentes hipotéticas respuestas de biomarcadores
(B1-B4) asociadas a cambios en la condicién fisiolégica. Modificado de
DEPLEDGE ET AL. (1993), en JOUBERT, (2000).

La ultima fase, prediccion del impacto potencial de contaminantes
quimicos, combina ensayos de laboratorio con estudios de campo para el
establecimiento de una base cientifica firme que permita extrapolar los
datos obtenidos en el laboratorio a entornos naturales.
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De aplicarse el uso de biomarcadores a través de este u otros métodos
deben ser seleccionadas adecuadamente tanto las poblaciones fuente,
como los biomarcadores utilizados. La eleccion debe hacerse en funciéon
de los objetivos del trabajo, cuando se trata de averiguar cual es la
sustancia causante de un episodio de contaminacidn, lo mas adecuado
es utilizar marcadores bioquimicos especificos (actividad enzimatica,
metalotioneinas...). Sin embargo si lo que se desea es obtener una visién
general del estado lo mas adecuadao sera emplear biomarcadores no
especificos o indicadores metabdlicos, ya que responden ante diferentes
tipos de estrés y pueden reflejar verazmente los efectos de la exposicion
sobre estado metabolico o de reserva energética del organismo.

Asi, cualquier parametro mesurable que pueda dar una idea del estado
fisiologico general de un organismo es susceptible de ser utilizada como un
indicador metabdlico. Algunos ejemplos de eficacia contrastada, ademas
de los tres sometidos a estudio en esta tesis, serian: los niveles de lipidos,
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la relacion RNA/proteinas, la relaciéon C/N, la relacion RNA/proteinas, la
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relacion P/C, etc. (GWAK & TANAKA, 2002; OKUMURA ET AL., 2002; VREDE

ET AL., 2002; ROSA & NUNES, 2004).

3.3.2. Ventajas y limitaciones

Las principales ventajas del uso de biomarcadores frente a los métodos
biolégicos tradicionales para la evaluacion de impacto ecoldgico son :

o Rapida respuesta al agente estresante, mientras que la observacion de
efectos a niveles superiores de organizacién puede requerir un periodo
mas o menos largo de latencia. Esta velocidad de reaccién proporciona
una alerta temprana que permite detectar cambios potenciales en el
ecosistema antes de que se produzcan (figura 9) (DEPLEDGE & Fossi,

1994).
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SECUENCIA CRONOLOGICA

Eventos bioldgicos que afectan a los organismos
expuestos a contaminantes quimicos

Exposicion

l

Absorcion
Reparticion tisular/Bioacumulacion

/N

Metabolizacion — Células o moléculas

/ \ diana
Eliminacion Efectos Mortalidad
subletales
Comportamiento
Reproduccién
Disfunciones
Crecimiento
Longevidad
Desarrollo
Modificaciones
de la sensibilidad: de las caracteristicas
adaptabilidad, de las poblaciones:

densidad, abundan-
cia, distribucion,
estructura

/

Alteraciones de la estructura y funcionamiento de

fitness, resistencia

las comunidades: extincion, dominancia, diversidad,

biomasa, productividad

PRESENCIA Y EFECTOS

enlos diferentes niveles de
organizacion biologica

Deteccién
en el medio

Concentracion en
los individuos
(Farmacocinética)

l

Interacciones
moleculares

Y
Efectos
individuales

Y
Efectos
sobre las
poblaciones

Efectos
sobre los
ecosistemas

ELEMENTO

ANALIZADO

Sustancias
quimicas
moléculas

originales y

metabolitos

Biomarcadores
bioquimicos
fisilogicos
morfolégicos
etc.

Bioindicadores
eIndicesbidticos
Poblaciones
o grupos de
poblaciones

Figura 9.

Esquema de la cronologia tedrica de los efectos inducidos por un

contaminante introducido en el medio natural. Modificado de LAGADIC ET AL. (1997).
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o Frente a los métodos fisicoquimicos, segiin DEPLEDGE & FossI (1994)
y LAGADIC ET AL. (1997), la utilizacién de biomarcadores, en casos de
contaminaciéon quimica, proporcionalaventaja de detectar alteraciones
no sdlo en términos de presencia, sino que permite conocer los efectos
que estos contaminantes producen sobre los individuos.

« En comparacién con los métodos que cuantifican la bioacumulacién
el uso de biomarcadores permite detectar la exposicién a compuestos
que, como los organofosforados o los carbamatos, son rapidamente
metabolizados y apenas se acumulan en el organismo (LIVINGSTONE,
1993; LAGADIC ET AL., 1997).

o Complementando el uso de biomarcadores con resultados de estudios
previos de laboratorio, se pueden asociar las medidas de exposicién al
agente estresante con sus efectos individuales, poblacionales e incluso
ecoldgicos. O dicho de otra forma, se puede determinar cualitativa y
cuantitativamente la exposicion sufrida por los organismos.
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o Otra ventaja de los biomarcadores es que no solo proporcionan

informacién acerca de los contaminantes originales, sino también

de sus productos de degradacion, que dan lugar a metabolitos mas
biodisponibles y potencialmente mas peligrosos que los contaminantes
originales (LAGADIC ET AL., 1997).

o Ademas ofrecen cierta informacion sobre la distribucion de los
contaminantes en el medio. En funcién de su habitat y de su posicién
en la cadena trofica, las especies fuente de biomarcadores pueden
proporcionar informacién sobre la manera en la que los contaminantes
se diluyen en el medio, o se concentran en ciertos compartimentos del
ecosistema (LAGADIC ET AL. 1997).

o Por ultimo, los biomarcadores suministran informacién integrada de
las interacciones farmacocinéticas y toxicoldgicas resultantes de la
exposicion de los organismos a mezclas complejas de contaminantes y
los cambios en las tasas de absorcion con respecto al tiempo (DEPLEDGE
& Fossi, 1994; HANDY ET AL., 2003)
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En cuanto a los limites de la técnica debemos senalar que la mayoria
los impone la falta de estudios a largo plazo, tanto de campo como de
laboratorio. Por esta razdn, se estan desarrollando cada vez mas estudios
exhaustivos a largo plazo, bajo condiciones controladas que ya estan
teniendo las siguientes consecuencias directas:

« Un mayor conocimiento de la farmacocinética y de la acciéon de los
toxicos, incluyendo las rutas de absorcion, interaccion y detoxificacion
de cada toxico y en cada especie.

« Una mejor y mas fidedigna interpretacién de la significacion biolégica
delosbiomarcadores a nivel de efectos toxicoldgicos y ecotoxicologicos.
Profundizando enaspectos como el tiempo durante el cual es perceptible
la variacién de un biomarcador o las rutas bioquimicas relacionadas
con él, se podra determinar qué implicaciones metabolicas indirectas
podremos esperar con su variacion. De este modo, la interpretacion de
los resultados con respecto a niveles superiores de organizacion se vera
también positivamente afectada.

o Un conocimiento profundo de las relaciones dosis-respuesta en
un mayor nimero de organismos y de agentes estresantes, lo que
permitiria una mayor precision en la identificacion y, sobre todo, en la
determinacion de la intensidad del agente estresante.

o Una mayor eficiencia de las técnicas analiticas, que conllevaria una
optimizacién del método (mayor precision y exactitud) y de los
recursos (protocolos mas rapidos y econémicos).

Otro aspecto a tener en cuenta y quizas el mas dificil de soslayar, es
distinguir entre variaciones producidas por estrés antrépico y el ruido de
fondo que constituyen las fluctuaciones naturales de los biomarcadores.
Para conseguir solventar este obstaculo, es necesaria la ampliaciéon de
conocimientos sobre cudles son los factores en la variacion natural de los
biomarcadores y en qué grado lo hacen.

Segtin HANDY ET AL. (2003) estos factores de variacion se pueden clasificar
en geoquimicos (temperatura, salinidad, concentracion de oxigeno, pH,
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condiciones climaticas y meteoroldgicas, caracteristicas fisicoquimicas
del medio, etc.) o bidticos (sexo, edad, estacion, estado reproductivo, grado
de tolerancia a distintas fuentes de estrés, plasticidad fenotipica, genotipo
poblacional, relaciones intra o interespecificas, etc.).

Tal y como se ha mencionado, esta es una cuestiéon compleja, ya que los
ecosistemas son heterogéneos incluso a muy pequefia escala, y son muchos
los factores que influyen en la variacion de los biomarcadores (DEPLEDGE
& Foss1, 1994; LAGADIC ET AL. 1997; CHOI, 1998).
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3.4. BIOMARCADORES METABOLICOS

3.4.1. Concentracion tisular de glucégeno como
biomarcador.

El paso previo para una correcta interpretacion de los datos procedentes
de cualquier tipo de biomarcador es el estudio de los factores fuente de
variacidon de la molécula en cuestion y de la fisiologia de la especie sometida
a estudio, asi como de los niveles de referencia de cada biomarcador
(MEYER, 1990; BRIEGEL, 2003).

En el caso del glucégeno son muchos los factores que influyen en su
concentracion en el seno de los organismos, ya que este polisacarido
constituye, en la gran mayoria de los metazoos, la principal reserva
energética de rapida movilizacién. Varios investigadores han tratado
de dilucidar cuales son las fuentes de variaciéon principales (naturales y
antrdpicas) y de qué forma influyen sobre las reservas de esta molécula en
distintos tipos de animales.

TIMMERMAN & BRIEGEL (1999) hallaron una correlacion lineal entre tamafo
corporal y niveles de glucégeno en dipteros de las subfamilias Culicinae
y Anophelinae. En concordancia, CAVALETTO ET AL. (2003) afirman que
en ciertos efemerdpteros del género Hexagenia los niveles de glucégeno
varian en funcion de la cantidad de alimento potencial disponible.

Uno de los factores naturales mas influyentes es el ciclo reproductivo, que
normalmente esta sincronizado con las condiciones climatoldgicas del drea
de distribucion de la especie. DUTRA ET AL. (2007; 2008) determinaron las
variaciones estacionales de glucégeno en varias especies de crustidceos de
agua dulce. Estos autores sefialan como fuentes principales de variacién
estacional: el estatus reproductivo y la disponibilidad de alimento.

También BARCA (2015) en el agnato Petromyzon marinus observé que los
niveles de glucégeno sufren variaciones sincronizadas con la migracién
reproductivas. GALAP ET AL. (1997) hayaron también dichas diferencias
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asociadas al ciclo reproductivo en el bivalvo marino Glycymeris glycymeris,
mostrando siempre niveles maximos entre dos y tres meses antes de la
época reproductiva.

Otro factor relevante, en lo que a reservas de glucdgeno se refiere, es la
fase del desarrollo larvario, sobre todo en insectos holometabolos, ya que
la metamorfosis posterior a la pupaciéon supone una gran demanda de
glucogeno, imprescindible para que el proceso de emergencia tenga lugar
(HAMBURGUER ET AL., 1996).

Esto se ve reforzado por el hecho de que, durante los periodos de muda y
metamorfosis los animales ayunen y consuman energia procedente de las
reservas asimiladas durante el periodo de alimentacién previo (SIEGERT
ET AL., 1987). Esto ha sido comprobado en diferentes grupos de insectos:
en efemerdpteros del género Hexagenia por CAVALETTO ET AL. (2003); en
el lepidoptero Manduca sexta por SIEGERT ET AL. (1987); en especies de los
géneros de dipteros Culex y Aedes por VAN HANDEL (1988), y en una de
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las especies objeto de este trabajo, C. riparius, por SERVIA ET AL. (2006 B).
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En este ultimo los autores determinaron que la fase de desarrollo larvario

es mas relevante que el sexo sobre las reservas de glucégeno. También
HAMBURGER ET AL. (1996) coinciden en este aspecto, categorizando los
niveles de glucdgeno como factor clave para el inicio de los periodos de
muda y metamorfosis en Chironomus anthracinus.

Se ha demostrado que la diapausa influye sobre la acumulacion de reservas
de glucdgeno en algunos insectos. WIPKING ET AL. (1994) Y GODDEERIS
ET AL. (2001), en sus trabajos con Zygaena trifolii y Chironomus riparius
respectivamente, coinciden en que los individuos que pasan por un estado
de diapausa acumulan normalmente una mayor cantidad de reservas y
alcanzan un mayor tamano que los que no la sufren. Esto se debe a que
durante el periodo de diapausa las larvas detienen su desarrollo, pero,
a pesar de que disminuyen significativamente su actividad, contintan
ingiriendo alimento y almacenando reservas durante mas tiempo.

Koop ET AL. (2008) observo que las reservas de glucogeno de tres especies
distintas de macroinvertebrados fluviales, se relacionaban estrechamente
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con la zona del rio donde habian sido recogidos, de modo que a medida que
se alejaba del habitat dptimo de cada organismo, sus reservas de glucégeno
disminuian. En este caso el contenido del glucégeno actiia como indicador
de bondad del habitat y engloba todos aquellos factores bidticos y abidticos
que afectan a cada una de las especies de forma particular.

Dentro de factores naturales fuente de variaciéon de los niveles de
glucogeno, también se incluyen ciertos tipos de agentes estresantes de
origen no antrépico como la competencia intra e interespecifica, el ayuno,
las condiciones hipoxicas, etc. Estas fuentes de estrés existen en los
ecosistemas de forma natural, aunque en algunos casos se ven potenciadas
e intensificadas por el hombre.

Uno de los agentes estresantes que esta presente en los ecosistemas
acudticos de forma natural es la hipoxia. La falta de oxigeno suele tener
dos consecuencias directas en los animales que se ven sometidos a ella:
la induccién del ayuno (cesa la incorporacion de reservas en energéticas
y se consumen las existentes), y el paso del metabolismo aerdébico al
anaerobico, que es menos eficiente y que no degrada completamente los
sustratos energéticos (HAMBURGUER ET AL., 1993; 1995; 1996, 2000).

Segtin HOBACK & STANLEY, (2001) el glucégeno es el sustrato metabdlico
primario en el metabolismo anaerébico de los quironémidos. Por todo esto
y a pesar de que durante el periodo de hipoxia los animales suelen reducir
su metabolismo al minimo, se puede concluir que en condiciones de falta
o escasez de oxigeno los organismos sufren una importante reduccion en

sus reservas de glucogeno.

Esto ha sido estudiado profusamente en quirondmidos por REDECKER &
ZEBE (1988) y HAMBURGUER ET AL. (1994, 1995, 1996, 2000) combinando
este ultimo, en su trabajo de 1995, dichas condiciones de hipoxia con los
efectos concomitantes de la contaminacién térmica, que disminuye la
solubilidad del oxigeno y eleva el metabolismo basal incrementando la
demanda energética.

Con el estrés de origen exclusivamente antrépico han sido publicados
numerosos trabajos acerca de la reduccion de los niveles de glucégeno en
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presencia de distintos contaminantes quimicos (metales pesados, elementos
traza, pesticidas, fungicidas, herbicidas, disruptores hormonales, etc.)
y en distintos grupos animales acudticos como: teledsteos, crustdceos,
moluscos, insectos y también en Chironomus riparius (tabla 1).

Sea de origen antrdépico o no, mayoritariamente se acepta que el estrés
produce un gasto de energia adicional que normalmente se traduce en una
disminucién en las reservas de glucdgeno. Este gasto energético es debido
a distintas causas segun el tipo de estrés.

Tabla 1. Algunos trabajos cientificos sobre el glucégeno y su relacién con el estrés
ambiental.

Organismo Tipo de estrés Referencia

ANELIDOS

Potamothrix hammoniensis

MOLUSCOS

Biomphalaria glabrata As, Cd, Pb ANSALDO ET AL., 2006
Atrazinay BARUTO ET AL, 1995

Lymnaea palustris
4 P hexaclorobenceno (HCB)

Pisidium subtruncatum Hipoxia HAMBURGER ET AL., 2000
Pisidium casertanum Hipoxia HAMBURGER ET AL., 2000
Turbo cornutus Ayuno OKUMURA ET AL., 2002
Metales y compuestos DE COEN & JANSSEN, 2003 A
quimicos

Daphnia magna Compuestos quimicos [ DE COEN & JANSSEN, 2003 B

Tetradifon VILLARROEL ET AL., 2009
Tebuconazol SANCHO ET AL. 2009
Oniscus asellus Metales SCHILL, 2004
Porcellio scaber Metales SCHILL, 2004
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Tabla 1 (Continuacion).

Organismo Tipo de estrés Referencia
INSECTOS
Lepidopteros
. Insecticidas NATH, 2002
Bombyx mori
organofosforados
Lymantria dispar Metales pesados BISCHOF, 1995; ORTEL, 1996

Temperatura

HAMBURGER ET AL., 1994

Chironomus anthracinus
Hipoxia

HAMBURGER ET AL., 1994;
1995; 1996; 2000

Dicromato de Potasio y
fenotrotion

CHoI1, 1998; CHOI ET AL.,
2001

Chironomus riparius Hipoxia e hiperoxia

CHOI, ET AL., 2001

Cu

OSTEICTIOS

SERVIA ET AL., 2006 A

Carassius auratus Contaminacién industrial |PALERMO ET AL., 2008
Cyprinus carpio Cd CICIK & ENGIN, 2005
Danio rerio Contaminacién industrial |SMOLDERS ET AL., 2003
Oncorhynchus mykiss Metales PEpLOW & EDMONDS, 2005

Contaminacién orgdnica
Salmo trutta

COBO ET AL., 2013

(urbana)
Pogonichthys Organoclorados y Metales | GREENFIELD ET AL., 2008
macrolepidotus traza

La hipotesis mas aceptada para explicar la mencionada reduccidn postula

que, bajo una situacion de estrés quimico, los organismos, normalmente,

y dependiendo de la dosis contaminante, cesan o disminuyen la actividad

alimentaria, reduciendo asi la incorporacién de toxicos, y gastan grandes

cantidades de energia en procesos de detoxificaciéon y compensacion

fisiolégica (CHoOI, 1998).
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Basandose en estudios realizados en coledpteros terrestres, MARYANSKI
ET AL., (2002) aseveran que cuando existe detoxificacion activa se produce
un descenso en las reservas y que por este motivo los organismos han de
limitar su gasto energético. Dicha limitacion del gasto energético se lleva
a cabo redistribuyendo las reservas y economizando en facetas como la
resistencia a otros agentes estresantes, el peso corporal o la longevidad,
tendiendo a mantener su vida reproductiva constante para intentar
minimizar los efectos negativos sobre su fitness.

Ciertos agentes contaminantes provocan, ademas del estrés toxico, un
descenso en la disponibilidad de oxigeno. En estos casos los efectos de
ambos tipos de estrés actiian de forma sinérgica sobre los niveles de reservas
energéticas y por ende los de glucégeno, mermandolos significativamente.
Del mismo modo, algunos toéxicos afectan directamente a enzimas
digestivas reduciendo la eficiencia de la digestion y de la asimilacién del,
probablemente poco, alimento ingerido con la consecuente suma de efectos
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negativos sobre las reservas de glucégeno (DE COEN & JANSSEN, 1998).
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Existen algunas excepciones a la afirmaciéon de que el estrés afecta

negativamente a los niveles de glucégeno; casos en los que la exposicion
a ciertos tipos de agentes contaminantes no producen ningin cambio o
incluso un ligero aumento en las reservas de glucégeno. Este fenomeno se
ha explicado a través de diferentes hipdtesis. PEPLow & EDMONDS (2005)
observaron que en truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) expuestas
permanentemente a metales, en lugar reducirse sus reservas hepaticas
de glucdégeno, éstas eran superiores a las de individuos no expuestos. Los
autores concluyeron que era debido a una patologia causada por el cobre
llamada GSD IV (desorden de almacenamiento de glucégeno tipo IV), que
consiste en la sintesis de una molécula anormal de glucégeno insoluble
que se acumula en forma de inclusiones en el higado y que no vuelve a ser
transformado en glucosa; imposibilitando su distribucion a otros tejidos.

Para Maryaski ET AL. (2002) el estrés quimico no siempre es compensado
mediante detoxificacion activa, aunque la mayoria de trabajos existentes asi
lo confirmen. En ese caso las reservas energéticas se mantienen constantes
pero la esperanza de vida de los individuos cae drasticamente. Estos
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mismos autores proponen la hipdtesis de la adaptacion de las poblaciones
sometidas permanentemente a algun toxico puede tener como resultado
una poblacidn tolerante al agente estresante soportado. Dicha poblacién
no mostraria disminuciones en sus niveles de reservas energéticas pero su
fitness decreceria enormemente fuera de la zona de influencia del téxico

en cuestion.

Se ha demostrado que la exposicion de larvas de Chironomus riparius
a dosis relativamente bajas de Cu produce pequefios aumentos en los
niveles de glucégeno (SERVIA ET AL., 2006 A). Podemos encontrar una
explicacion para este fendmeno en el trabajo de ORTEL (1996), quien
formula dos posibles hipétesis para los altos niveles de glucégeno tisular
obtenidos en individuos del lepidoptero Lymantria dispar expuestos a
bajas concentraciones de cadmio, plomo y cobre. La primera de ellas es
un fenémeno conocido como hormesis, por el cual, pequeias dosis de
toxicos pueden tener efectos beneficiosos para los organismos expuestos.
La otra es la posible interferencia de los metales mencionados con enzimas
relacionadas con el metabolismo del glucégeno, concretamente, con la
glucogenolisis.

Otro caso es el expuesto por STUFZAND et al. (2000) en el que en un
ambiente contaminado por metales pesados y con una elevada carga
organica, las larvas de C. riparius no mostraban ningin descenso en sus
niveles de glucégeno. Lo mismo ocurrié con las truchas comunes (Salmo
trutta estudiadas por CoBo ET AL. (2013). Las explicaciones argumentadas
por los autores sostienen que, o bien la contaminacién por metales era
suficientemente baja como para que se compensase con los efectos positivos
de la abundancia de alimento, o bien las particulas de materia organica
ejercen algun efecto de neutralizacion o reduccion de la biodisponibilidad
de los agentes toxicos.
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3.4.2. Concentracion tisular de proteinas como
biomarcador

El contenido en proteinas refleja fielmente el estatus fisioldgico de un
organismoy es una buena medida de sus reservas energéticas (VILLARROEL
ET AL., 2009). La validez de este parametro como biomarcador depende,
como ya se ha mencionado, del conocimiento previo de los niveles
normales en cada especie y sus fluctuaciones debidas a factores naturales
(DEPLEDGE & F0ssI1, 1994; LAGADIC ET AL., 1997; CHOI, 1998; BARCA, 2015).

Siguiendo esa linea, se han realizado trabajos que relacionan Ia
concentracién de proteinas con el desarrollo ontogénico en el pez
pleuronectiforme Paralichthys olivaceus (GWAK & TANAKA, 2002) en el
agnato Petromyzon marinus (BARCA, 2015; SILVA ET AL., 2016) y en larvas
de dipteros de la subfamilias Anophelinae y Culicinae (VAN HANDEL, 1988;
TIMMERMAN & BRIEGEL, 1999). Todos los resultados obtenidos muestran
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un incremento mas o menos lineal de la cantidad de proteinas durante el

desarrollo, hasta llegar a las fases previas a la metamorfosis, en las que
se produce un aumento mas pronunciado. En la etapa postmetamorfica

los niveles de proteinas de Paralichthys olivaceus decrecen drasticamente
(GWAK & TANAKA, 2002).

Por el contrario, en ninfas macho del efemeréptero Epeorus sylvicola los
niveles de proteinas descienden, en favor de la sintesis del cuerpo graso, a
medida que se aproximan al estado de subimago. En las hembras sucede lo
contrario, ya que la oogénesis requiere unas altas tasas de sintesis proteica.
De esta forma se pone de manifiesto la influencia, en algunas especies,
del sexo de los individuos sobre las variaciones en los niveles proteicos
(MEYER, 1990).

Normalmente las variaciones de las condiciones ambientales (bidticas y
abidticas), dependientes principalmente de la climatologia regional, suelen
ser determinantes en los ciclos vitales y reproductivos de las especies (CHOE
ET AL., 2008). Estos ciclos condicionan todos los aspectos de la biologia de
los animales, entre ellos la fisiologia. Debido a esto, los niveles de proteinas
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fluctuan a lo largo del afio en funcién de la época reproductora y los ciclos
vitales.

Lo mas habitual es un incremento de los niveles proteicos previo a la
reproduccién, mas notorio en las hembras por la alta composiciéon en
proteinas del huevo. Este patron ha sido corroborado por Rosa & NUNES
(2003), SILVA-CASTIGLIONI ET AL. (2007) y DUTRA ET AL. (2007; 2008) en
crustaceos; por GALAP ET AL. (1997) en bivalvos y por CHOE ET AL. (2008)
en el quetognato Parasagitta elegans.

KoopP ET AL., (2008) integraron todas las caracteristicas que componen el
habitat fluvial bajo un mismo factor: el curso del rio; observando cémo
varian, en funcion de este factor, los niveles de proteinas en tres especies
de invertebrados dulceacuicolas, concluyeron que la compensacion
de condiciones desfavorables requiere energia metabolica adicional que
eventualmente es suministrada por las reservas proteicas.

En la inmensa mayoria de los estudios realizados sobre la relacion entre
la concentraciéon de proteinas y estrés ambiental (natural o antrdpico)
se confirma la hipdtesis de que el estrés reduce significativamente la
concentracion de proteinas, ya sea en fluidos corporales, musculo, tegumento
u otros tejidos. Esto puede ser explicado por el hecho de que un animal
en condiciones Optimas dedica gran parte de sus recursos moleculares y
energéticos al crecimiento, y por ende al anabolismo de proteinas de todo
tipo (estructurales, enzimas, hormonas, etc.); pero, cuando se ve sometido
a estrés, debe invertir estos recursos en la compensaciéon de dicho estrés.
De manera que, una reduccion en el contenido proteico indica que las
proteinas tisulares estan sometidas a protedlisis que resulta en la produccion
de aminoacidos, utilizados principalmente para la produccién de energia
durante las condiciones de estrés (SANCHO ET AL., 2009; VILLARROEL ET AL.,
2009).

En la tabla 2 se muestran algunos ejemplos de investigaciones, realizadas
en distintos grupos de animales acuaticos, relacionadas con la influencia de
distintos tipos de estrés en la concentracién de proteinas.
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Tabla 2. Algunos estudios realizados sobre la relecion de la concentracién de proteinas

totales con el estrés ambiental.

Organismo

ANELIDOS

Lumbriculus terrestris

CRUSTACEOS

Tipo de estrés

Referencia

Isoproturén MOSLEH ET AL., 2002

Daphnia magna

Tetradifon VILLARROEL ET AL., 2009
Tebuconazol SANCHO ET AL. 2009
CryCd JEMEC ET AL., 2008

INSECTOS

Dipteros

Residuos industriales y

urbanos

Cd

DAMASIO ET AL., 2008

CHoOI & Ha, 2009

Chironomus riparius

Dicromato de Potasio,
fenotrotion, hipoxia e

Residuos procedentes de

CHOI ET AL., 2001

hiieroxia

MUKHERJEE & JANA, 2007

Ciprinus carpio

Catla catla acuicultura
CdyZn REYMLA ET AL., 2008
Cr, Ni VIRK & KAUR, 1999

Labeo rohita

Residuos procedentes de

MUKHERJEE & JANA, 2007

acuicultura
Ayuno WEBER ET AL., 2003;
Oncorhynchus mykiss Y
CONGLETON & WAGNER, 2006
Oncorhynchus tshawytscha Ayuno CONGLETON & WAGNER, 2006

Oreochromis mossambicus

Residuos procedentes de

MUKHERJEE & JANA, 2007

Solea senegalensis

acuicultura
Pimephales promelas Ayuno WEBER ET AL., 2003
Cu FONSECA ET AL., 2009
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En casi todos ellos se confirma una reduccion significativa en el contenido
en proteinas asociada al estrés, salvo en los trabajos de MUKHERJEE & JANA
(2007), FONSECA ET AL. (2009) y CHOI ET AL. (2001). En los dos primeros
no se observo variacion alguna con respecto a los valores de individuos
no expuestos al agente estresante. En el trabajo de CHoI ET AL. (2001) se
confirma un incremento significativo en los niveles de proteinas totales en
C. riparius bajo condiciones de hipoxia. Los autores justifican este hecho por
el alto porcentaje — hasta un 60% segun CHOI, (1998) - del contenido total en
proteinas correspondiente a la hemoglobina, que bajo condiciones de hipoxia
ve incrementada su sintesis.

3.4.3. Larelacion RNA/DNA como biomarcador

El concepto base para la utilizacion de la relacion RNA/DNA como
indicador, es que, el contenido de DNA por célula viable permanece mas
0 menos constante, pese a las variaciones de las condiciones ambientales;
mientras que la concentracion de RNA, directamente relacionada con el
numero de ribosomas y por tanto con la sintesis activa de proteinas, varia
en funcién de la edad, el estado de desarrollo, el tamafio del organismo,
el estado nutricional y las condiciones ambientales (OKUMURA ET AL.,
2002; RosAa & NUNEs, 2003; CHICHARO & CHICHARO, 2008). Luego, bajo
condiciones 6ptimas, en las que los recursos disponibles seran destinados a
crecimiento o reproduccion (sintesis proteica), la relacion RNA/DNA sera
mayor que en situaciones en las que exista algun tipo de estrés. Por este
motivo PEAKALL (1992) afirma que este parametro constituye un indicador
muy util de crecimiento reciente y del estado general de nutricién.

CHICHARO & CHICHARO (2008) en una profunda revision de la utilizacion
de este biomarcador en ecologia marina desde el ano 1969, lo definen
como un indice ecofisioldgico de actividad (crecimiento, reproduccion,
secrecion, etc.). Ailaden también a las ya mencionadas, una serie de posibles
aplicaciones para este indicador, tales como: la evaluacién de impactos
de origen natural y antrépico, el analisis de interacciones tréficas y la

75

T
2
1o &
r 2>
m <
i
U
I >
0y
> >
zd
o>
= E
'é'[:’
>
ro
v]
>

OWOD SHJOAdVYODdYWNOIg




Tesis Doctoral / Pablo Gémez Sande

medicién de actividad metabdlica.

Estos autores afirman que el uso de este biomarcador combinado con
métodos basados en el andlisis de respuestas de poblaciones y comunidades,
posibilitara el desarrollo de predicciones mads realistas y rigurosas de los
efectos del cambio climatico antropogénico sobre los ecosistemas. Estos
mismos autores advierten delanecesidad de conocer los rangos de variacion
natural de la relacion RNA/DNA y en qué condiciones se producen para
validar su utilizacidn en el analisis y la evaluaciéon ambiental.

Con este objetivo existen varios trabajos que estudian las variaciones
de dicho parametro con relacion a la calidad de la dieta en Calanus
finmarchus (BECKER ET AL., 2005) y en Daphnia galeata (VREDE ET AL.,
2002) obteniendo en ambos casos una correlaciéon positiva. También
han sido estudiadas las variaciones producidas en este indicador con
respecto al estado de desarrollo larvario (IBIAM & GRANT, 2005) y durante
la metamorfosis (GWAK & TANAKA, 2002). Estos ultimos observaron en
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RNA/DNA durante el desarrollo larvario, paralelo, como cabria esperar, al

de los niveles de proteinas. Intensificado en las fases premetamorficas, este
incremento tiene su punto de inflexién en el momento de la metamorfosis,
decreciendo rapidamente en las etapas sucesivas. Esta pauta responde a la
gran sintesis proteica (hormonas, enzimas y componentes estructurales)
que requiere el proceso metamorfico y al incremento de la division celular
que aumenta los niveles de DNA, que provoca el descenso de la relacion
en la fase postmetamorfica.

Otro factor a tener en cuenta es el tejido del cual se extraen las muestras.
OLIVAR ET AL. (2009) Y BARCA (2015) realizan una comparacioén de los
valores obtenidos en distintos tejidos del mismo individuo obteniendo
diferencias significativas entre tejidos y determina cual o cudles son
mas apropiados para su cuantificacién. También han sido estudiadas las
variaciones temporales de la relacion RNA/DNA en distintos organismos.
CHICHARO ET AL. (2001) analizaron las variaciones circadianas en
Crassostrea angulata y Ruditapes decussatus y obtuvieron relaciones
significativamente mayores en las muestras tomadas durante la noche. En
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contraposicion VIDAL ET AL. (2006), trabajando con paralarvas de Loligo
opalecens, obtuvieron valores significativamente mas altos de dia que de
noche. Estas diferencias interspecificas implican la necesidad de conocer
con claridad las caracteristicas de la especie sometida a estudio.

En cuanto a las variaciones estacionales, la relacién RNA/DNA suele estar
sincronizada con los factores ambientales siendo mayor en las épocas
de condiciones mas favorables para cada especie (RosA & NUNES, 2003).
También HAINES (1980) postula que la relacion RNA/DNA varia a lo largo
del afo, en funcion del peso del individuo y de la temperatura del agua;
salvo en la época de reproduccion, momento en el cual la relacion desciende,
probablemente debido a un elevado gasto energético que limita la sintesis
proteica y consecuentemente la relacién mencionada.

El sexo, durante la época reproductiva, parece ser un factor determinante
segun CHICHARO & CHICHARO (2008). Para estos autores la relacion RNA/
DNA serd mayor en las hembras que en los machos debido a la sintesis
proteica necesaria para la oogénesis; mientras que la gran cantidad de DNA
producto de la espermatogénesis resulta en una baja relacion en los machos.

La alteracién de las condiciones ambientales produce, por lo general, una
disminucién en la relacion RNA/DNA. Este hecho ha sido probado en
diferentes especies y con diferentes tipos de estrés, de los que se muestran
algunos ejemplos en la tabla 3. Dentro de éstos existen dos trabajos en los
que dicha disminucién no tuvo lugar: FIGUEROA ET AL. (1996) Y MUKHERJEE
& JANA (2007). En ambos casos el agente estresante es el Cu, un metal
bioesencial que segin MUKHERJEE & JANA (OP. CIT.) no afecta al estado
tisiolégico de Oreochromis mossambicus, ya que este tipo de metales son
facilmente asimilados y regulados por el organismo. La explicacion ofrecida
por FIGUEROA ET AL. (1996) es que este metal puede provocar dano oxidativo
en el DNA, refutando la hipotesis de que esta molécula mantiene su
concentracion constante pese a los cambios en las condiciones ambientales.
En la misma linea de argumentacion, exponen que en ciertos casos de
estrés quimico la sintesis de proteinas de detoxificacion puede provocar un
aumento en el RNA y por tanto de la relacion RNA/DNA.
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Tabla 3. Algunos trabajos cientificos sobre las variaciones de la relaciéon RNA/DNA en
funcion de diferentes agentes perturbadores ambientales.

Organismo

NEMATODOS

Coerorhabits clegars

CRUSTACEOS

Mysis relicta

Tipo de estrés

Ayuno y temperatura

Referencia

SCHLECHTRIEM ET AL., 2008

Perisesarma guttatum

Varios contaminantes

AMARAL ET AL., 2009

Uca annulipes

Varios contaminantes

AMARAL ET AL., 2009

Sphaerium sp.

Hipoxia, pH y turbidez

JOYNER-MATOS ET AL., 2007

Tivela mactroides

Varios contaminantes

AcCOSTA & LODEIROS 2003

Turbo cornutus

OSTEICTIOS

Catla catla

0 <
fa)
25 g MOLUSCOS
QO o
=
g < ],?_, Crassostrea virginica Temperatura y salinidad HEILMAYER ET AL., 2008
- =
@
% é E: Loligo opalescens Ayuno VIDAL ET AL.,2006
[a [, . .
6 gu Ruditapes decussatus Ayuno CHICHARO & CHICHARO, 1995
P
Cidw
%o
i
0ga
(i

Ayuno

Residuos procedentes de

OKUMURA ET AL., 2002

MUKHERJEE & JANA, 2007

acuicultura
Clupea harengus Hidrodinamismo HOOK ET AL., 2008
Cyprinus carpio Hipoxia ZHOU ET AL., 2001

Labeo rohita

Residuos procedentes de

MUKHERJEE & JANA, 2007

acuicultura
Limanda limanda Cu GILLIERS ET AL., 2004
Oncorhynchus mykiss Ayuno WEBER ET AL., 2003

Oreochromis mossambicus

Residuos procedentes de

acuicultura

MUKHERJEE & JANA, 2007

Oreochromis mossambicus

CuyCd

FIGUEROA ET AL.,1996

Perca flavescens Hidrico y térmico GLEMET & RODRIGUEZ, 2007
Pimephales promelas Ayuno WEBER ET AL., 2003
Pleuronectes platessa Cu GILLIERS ET AL., 2004

Solea senegalensis Cu FONSECA ET AL., 2009

Solea solea Cu GILLIERS ET AL., 2004
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3.5. BIOMARCADORES MOLECULARES

3.5.1. HSP 70

La HSP 70 forma parte de la familia de proteinas de choque térmico, (heat
shock proteins, HSP). Estas proteinas fueron desubiertas por RiTossa
(1962) en larvas de Drosophila buschii expuestas accidentalmente a
temperaturas elevadas. Lo que se observo inicialmente fueron los cambios
en el patron de los engrosamientos (zonas de alta actividad transcripcional)
de los cromosomas politénicos de las glandulas salivales de dichas larvas.
Posteriormente, los loci contenidos en esas zonas se relacionaron con
la sintesis de una serie de nuevas proteinas que fueron denominadas
‘proteinas de choque térmico’ (HSPs, del inglés Heat Shock Proteins)
(TISSIERES ET AL., 1974). Investigaciones posteriores revelaron que no se
trataba de proteinas exlusivas de la especie ni del grupo al que pertenece
esta, sino que se trataba de proteinas presentes en infinidad de organismos
vegetales y animales.

También se desveld que estimulos distintos al incremento de la temperatura
como la exposicién a diversas sustancias quimicas, infecciones viricas,
lesiones, radiacion ultravioleta, estrés oxidativo, o la falta de nutrientes
entre otros, desencadenan el incremento en la sintesis de estas proteinas
(MORIMOTO ET AL., 1992). Debido a este amplio conjunto de agentes
desencadenantes actualmente se las denomina proteinas de estrés. No
obstante, muchas de estas proteinas poseen funciones muy diversas y se
sintetizan de forma constitutiva en las células en ausencia de estrés (HARTL
& HAYER-HARTL, 2002, HERRERO, 2013).

En situaciones de normalidad las HSPs se unen transitoriamente y no
covalentemente a polipéptidos sin plegar o recién sinterizados asi como
a proteinas sin ensamblar con el fin de evitar uniones no productivas,
también juegan un papel importante en el control de calidad de proteinas
mal plegadas y favorecen la eliminacion de las proteinas que estan dafiadas
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de forma irreversible (MADRIGAL-MATUTE ET AL., 2009).

Estas proteinas se suelen clasificar segun su tipo de expresion y segin
su peso molecular. Segin su tipo de expresion se ubican dentro de dos
grandes grupos: las que se expresan de forma constitutiva (en condiciones
normales) y las que lo hacen de modo inducible (frente a un estimulo).
Segun su peso molecular y funcién se clasifican en cinco familias:

Las proteinas de estrés de bajo peso molecular o LMW (low molecular
weight stress proteins), que comprende un grupo heterogéneo de proteinas
con pesos moleculares que van desde los 14 a los 40 kDa. A diferencia de las
demas, las proteinas de esta familia no se expresan de forma constitutiva,
sino sélo bajo condiciones de estrés (SCHRAMM ET AL., 1999).

Las proteinas de estrés-60 (stress-60 protein family) poseen un peso
molecular de entre 40 y 60 kDa. Han sido halladas tanto en bacterias como
en cloroplastos y mitocondrias. Algunas las funciones en las que estan
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plegamiento de polipétidos traslocados dentro de organulos (SCHRAMM

ET AL., 1999).

Las proteinas de estrés-70 (stress-70 proteins family) Es la familia mas
conservada de todas, y su peso molecular oscila entre los 66 y los 78
kDa. Se ha descrito su implicacién en procesos como: la degradacion de
ciertas proteinas del citosol, la estabilizacion intracelular de precursores
proteicos sin plegar o recién sintetizados antes de su ensamblaje en el
citosol o dentro de organulos, en la estabilizacion de péptidos traslocados
antes de su plegamiento o ensamblaje, en la reorganizacion de oligémeros
proteicos y en la disoluciéon de agregados de proteinas. Esta familia es la
mas profusamente investigada y que ha dado lugar al mayor nimero de
intentos de utilizacion en bioensayos. Es a este grupo al que pertenecen la
proteinas utilizadas en esta tesis a tavés de la cuantificacion de la expresion
génica de sus dos formas, la constitutiva: HSP 70c y la activada: HSP 70p
respectivamente (SCHRAMM ET AL., 1999; HERRERO, 2013).

Las proteinas de estrés-90 (stress-90 proteins family) cuyo peso se haya
entre los 87 y los 92 kDa. Actuan como chaperonas en la estabilizacién
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de varias proteinas como factores de transcripciéon o senales celulares
inactivas (SCHRAMM ET AL., 1999).

Las proteinas de estrés de alto peso molecular (high molecular weight stress
proteins, HMW) poseen un peso molecular de entre 100 y 110 kDa y es
frecuente en esta familia la ausencia de inducién por estrés. Sin embargo
y aunque se sabe poco acerca de su funcion y prevalencia, la expresion de
la HSP104 y de la HSP 110 parece estar inducida por un amplio rango de
agentes estresantes (SCHRAMM ET AL., 1999).

Cada una de estas familias incluye proteinas que pueden diferir en su
localizacidn, su funcién o su capacidad para ser inducidas en respuesta a
un aumento de temperatura u otras situaciones de estrés (WHITESELL &
LINDQUIST, 2005; MAYER & BUKAU, 2005).

El potencial como biomarcador de este grupo de proteinas radica en la
sensibilidad de induccidn de sintesis frente a diferentes estimulos y en su
ubicua presencia en la mayoria de organismos. La respuesta transcripcional
de las HSPs sigue una pauta proporcional al grado de estrés hasta un
maximo. Una vez sobrepasado este umbral de exposicion, la espresion de
las proteinas de estrés disminuye debido a la inhibicién de los procesos de
sintesis proteica a causa del propio estrés. Por este motivo, solo es posible
realizar un andlisis ambiental preciso utilizando estas proteinas de estrés
cuando se puede determinar si los niveles de expresion o concentracion
corresponden a la parte ascendente o descendente de la curva de dinamica
de respuesta. Por eso, la mayoria de trabajos realizados con estas proteinas
emplean también otros tipos de biomarcadores que complementan
y refuerzan los resultados (SCHRAMM ET AL, 1999; PLANELLO, 2009;
HERRERO ET AL., 2015).

Las dos proteinas de las que se ha evaluado la expresion génica en este
trabajo son la HSP70 y la HSC70:

HSC70. Se expresa de forma constitutiva y coopera con chaperonas
interaccionando con gran ndmero de moléculas para llevar a cabo
multiples funciones celulares: prevenciéon de plegamientos prematuros
o formacién de agregados durante la sintesis proteica, traslado de
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polipéptidos precursores a través de las membranas de la mitocondria,
del reticulo endoplasmatico y de lisosomas, disociaciéon de complejos
proteicos, interaccion con la bicapa lipidica, afectando a la fluidez de la
membrana celular y relocalizacién en el nucleo ante situaciones de estrés
(L1U ET AL., 2012; HERRERO, 2013).

HSP70. Se expresa de forma inducible ante situaciones de estrés.
Interviene en los siguientes procesos: tolerancia a hipertermia, a hipoxia, a
radiacidn ultravioleta y a endotoxinas, regulacion de la respuesta a choque
térmico, recuperacion de la actividad transcripcional y traduccional tras
él y reduccion de la desnaturalizacion proteica por exposiciéon a calor,
formacién de tumores y proliferacion celular, resistencia a peréxido de
hidrégeno, resistencia de células tumorales a monocitos sensibilidad a
células asesinas activadas por linfocinas, salida del arresto del ciclo celular
inducido por drogas, glucosilacién de proteinas y procesos de apoptosis y
de resistencia a ella (FEDER & HOFMANN, 1999). También se ha demostrado
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BukAU, 2005), entre ellas el receptor hormonal de la ecdisona (GEHRING,
1998).

Se ha demostrado que al someter a las larvas de C. riparius a un incremento
de temperatura, sus células experimentan una disminucién generalizada
de la actividad transcripcional en la mayoria de los genes activos, sin
embargo la cantidad de las HSPs aumenta significativamente debido a la
activacion de los loci que codifican para ellas (MORCILLO ET AL., 1993;
MORCILLO ET AL., 1997; HERRERO, 2013).

Existen muchos trabajos en los que se ha estudiado la variaciéon en los
niveles de expresion de los genes que codifican para estas proteinas frente
a una exposicion a contaminantes ambientales de naturaleza variada en el
seno de C. riparius (LEE ET AL., 2006; PARK & KWAK, 2008 ; PLANELLO ET
AL., 2008; LANGER-JAESRICH ET AL, 2010; PLANELLO ET AL., 2010; MORALES
ET AL., 2011; NAIR & CHOI, 2011 A; HERRERO, 2013).

No obstante, sigue habiendo aspectos todavia poco estudiados,
conocimientos que seran necesarios para poder aprovechar todo el
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potencial en materia de analisis ambiental, que estas proteinas podrian
ofrecer. Alin siguen siendo necesarios estudios que valoren la sensibilidad
y la especificidad de estas técnicas y exhaustivos estudios de campo que
aporten informacion sobre la dindmica de los niveles de expresion de estas
proteinas en ecosistemas naturales.

Seglin SCHRAM ET AL. (1999) se ha de ser cauteloso con la interpretacicion
de los resultados, ya que, por ejemplo, en trucha comdn -Salmo trutta-
y lobo de rio -Barbatula barbatula-, se han registrado variaciones
estacionales de las concentraciones de proteinas de estrés bajo condiciones
naturales, que aparentemente resultan contradictorias con la severidad de
la contaminacién quimica. En invierno, cuando las concentraciones de
pesticidas, PAHs y PCBs son mas bajas, los niveles de HSPs aumentan,
debido, segtn aquellos autores a los niveles de fondo y a la acumulacion
de los xenobidticos. En los meses de verano la situacién es la contraria,
altos niveles de los contaminantes mencionados y descenso de la expresion
de HSP 70, debido, probablemente, a los efectos de la inhibicién de los
procesos de sintesis proteica a causa del propio estrés.
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3.6. ENZIMAS BIOTRANSFORMANTES

Elproceso de detoxificacion se puede definir como el conjunto de reacciones
metabdlicas llevadas a cabo por un organismo para la eliminacién de una
sustancia exogena. Entre los sistemas generados por la evolucion para tal
fin se encuentra el de metabolizacion o biotransformacion de la sustancia.
Este proceso consiste, principalmente, en la conversion de sustancias
lipofilicas en sustancias hidrofilicas, mucho mas faciles de metabolizar; y
se puede dividir en tres fases diferenciadas: Fase I, Fase II y Fase III.

Enla fase I las sustancias lipofilicas son transformadas mediante diferentes
procesos que dan lugar a la aparicién de nuevos grupos funcionales.
Reaccioneshabitualesincluidasenestafase sonlasreducciones, oxidaciones,
hidrolisis, hidratacidnes, desalquilaciones y deshalogenaciones; aunque
unas de las mds frecuentes son las de monooxidacién y hidroxilacién
catalizadas por el citocromo P450 (CYP450). Si al final de esta fase el
producto es un metabolito polar, serd excretado directamente; pero, si
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por el contrario, no es lo suficiente hidrosoluble, se produce una segunda
reaccion de transformacion que corresponde con la Fase II.

EnlafaseIllos metabolitos resultantes dela fase I'se conjugan con moléculas
organicas enddgenas como el dacido glucurénico, el glutation, algunos
sulfatos o aminoacidos. El producto son metabolitos menos reactivos y
mas solubles; y por lo tanto mds facilmente excretables que los resultantes
de la fase I. Una de las reacciones mas frecuentes es la conjugacién con
glutation, catalizada por la enzima glutation S-transferasa.

Algunos productos de las reacciones de la Fase II pueden ser nuevamente
metabolizados en la Fase III o excrecidn. En éstalos grupos anioénicos de los
productos de la Fase IT actuan como dianas para distintos transportadores
de membrana, entre los que se encuentran la P-glicoproteina y la familia
de proteinas de resistencia a multidrogas (MRP, del inglés Multidrug
Resistance Protein).

La familia del citocromo P450 (CYP450) y la de la glutation S-transferasa
(GST) son grupos de enzimas detoxificadoras multifuncionales, que
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juegan un importante papel en los procesos de detoxificacion de una gran
variedad de compuestos, tanto xenobiéticos como endégenos (COCHRANE
& LEBLANC, 1986; FEYERESIEN, 1999; SCOTT & WEN, 2001; YANG ET AL.,
2007; GUI ET AL., 2009).

3.6.1. Citocromo P450

El sistema enzimatico del citocromo P450 es una familia de isoenzimas
muy amplia y diversificada; tanto, que es una de las familias génicas con
mads integrantes de las que han sido secuenciadas. En insectos se han
descrito seis tipos, cinco de ellos exclusivos de este grupo (FEYEREISEN,
1999). Su funcidn principal es la metabolizacién oxidativa de senales
enddgenas, drogas y xenobioticos (LEWIS & ITo, 2008)

Los citocromos son enzimas que estan implicadas en reacciones de
hidroxilaciéon aromatica, hidroxilacion alifatica, N-desalquilacién,
O-desalquilacion, desaminacion, N-oxidaciéon y sulfoxidacién. Son
relativamente poco especificas en cuanto al sustrato; cada una tiene un
conjunto de sustancias diana que se solapan entre isoenzimas; de tal modo
que el espectro de sustancias susceptibles de ser metabolizados por alguna
forma de CYP 450 incluye practicamente cualquier xenobidtico. Esa gran
diversidad explica las variaciones en la biotransformacién y toxicidad
de muchos xenobioticos en diferentes especies, e incluso entre distintos
individuos (BRATTSTEN, 1986; SCOTT, 1999; REPETTO & REPETTO, 2009).

No todas las enzimas de este grupo metabolizan xenobidticos, algunas
se encargan de catalizar procesos fisioldgicos basicos como la sintesis y
degradacion de sefales hormonales enddgenas (GILBERT & WARREN,
2005). Parece, segun la respuesta de genes concretos de esta familia, que
deben existir interacciones entre la exposicidn a sustancias quimicas y las
funciones endocrinas. Por ejemplo, el CYP4s50 interviene directamente en
el metabolismo de la ecdisona y la hormona juvenil (KAYSER ET AL., 1997;
FEYEREISEN, 1999; GUITTARD ET AL., 2011).
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Se ha demostrado la inductibilidad de la sintesis de estas proteinas,
mediante la deteccion de variaciones en los niveles de expresion de los
genes de la familia CYP450, por exposiciéon a xenobidticos en insectos
(ScoTT, 2008) y mas concretamente en C. riparius (MARTINEZ-PAZ ET AL.,
2012). Distintos estudios sobre los procesos bioldgicos de toxificacion y

detoxificacion

Ademas, segtin BOLT & Ros (2008) el analisis de los niveles de proteina
mediante técnicas cataliticas o inmunoldgicas ha resultado ser un
método adecuado para supervisar los efectos de la contaminacion.
Aungque la informacion sobre estos genes en especies de quironémidos es
relativamente escasa, miembros del equipo de investigacion de toxicologia
de la UNED han logrado caracterizar y secuenciar el gen CYP4G de C.
riparius (MARTINEZ-PAZ ET AL., 2012), lo que ha posibilitado el uso de
dicho gen como sonda en este trabajo, entre otros.

Para llegar a una comprension completa del papel metabdlico que
desempefia esta familia de genes, atin debe profundizarse en el
conocimiento del patréon de respuesta de ésta y de sus inductores; asi como
de los mecanismos moleculares de toxicidad y del modo de accién de los
xenobidticos. Entonces la cuantificacién de expresion génica del CYP450
podria llegar a ser un buen biomarcador en estudios ecotoxicoldgicos
(SNELL ET AL., 2003).

3.6.2. GST

La glutation S-transferasa es una familia de enzimas presente en
practicamente todos los organismos aerobios. Estas enzimas catalizan, en
la fase II de detoxificacion, la union del glutation sintetizado por el propio
organismo, con los compuestos electrofilicos habitualmente producidos
de la fase I, (BOARD & MENON, 2013). Esto evita una union covalente
del los compuestos con las macromoléculas bioldgicas como proteinas y
acidos nucleicos, y reduce las consecuencias téxicas, ya que incrementa
la solubilidad del compuesto electrofilico, facilitando la excrecion de la
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molécula del organismo (BOARD & MENON, 2013).

Estasenzimas catalizanlaunion del glutatién acompuestostanto enddgenos
como exdgenos: participan en el transporte intracelular, la biosintesis de
hormonas y la proteccion frente a estrés oxidativo y estan implicadas en la
detoxificacion y biotransformacioén de varios carcindgenos y un nimero
considerable de medicamentos (ENAYATI ET AL., 2005).

Sehanrelacionado incrementos en la cantidad y actividad de GST citosdlica
en respuesta a compuestos quimicos en insectos (MANNERVIK ET AL.,
1985), y mas concretamente se ha vinculando el aumento de la actividad
enzimatica y la produccion de diferentes isoformas con la resistencia a
insecticidas (HEMINGWAY ET AL., 1998; RANSON & HEMINGWAY, 2005;
CHE-MENDOZA ET AL., 2009).

Estas enzimas también se han relacionado con procesos de biorremediacion
y de la proteccion celular frente a epoxidos y especies reactivas de oxigeno
(CREANEY ET AL., 1995; ESCARTIN & PORTE, 1996; TJALKENSET AL., 1998;
NaIr Y CHOI, 2011 B).

Otra funciéon confirmada en quironémidos de la GST es la de
biotransformaciéon de distintos contaminantes organicos como
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs, del inglés Polycyclic
Aromatic Hydrocarbons) (YUEN & Ho, 2001; RAKOTONDRAVELO ET AL.,
2006; PARK ET AL., 2010; MARTINEZ-PAZ ET AL., 2012).

Asi, la cuantificacion de la actividad enzimatica de la GST es considerada
un indicador verosimil de efectos metabdlicos de la exposicion a distintos

contaminantes.
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3.7. DISRUPCION ENDOCRINA: EL ECR

En los quironémidos, como en el resto de los insectos, los procesos de
muda y desarrollo estan bajo control neuroendocrino. Grupos de células
neurosecretoras del protocerebro estimulan a través de sus axones los
corpora cardiaca. Este es un 6rgano neurohemal cuya secrecion principal,
la hormona protoracicotrépica (PTTH, del inglés Prothoracicotropic
Hormone), esliberadaalliquido circulatorioytiene como dianalasglandulas
toracicas y los corpora allata. Ambos son drganos endocrinos que, entre
otras funciones, se encargan de segregar las hormonas ecdisonesteroideas
(glandulas toracicas) y la hormona juvenil (corpora allata). Estas dos
hormonas son las responsables, casi en exclusiva, de regular los cambios
en el patrén de expresion génica asociados a los procesos de crecimiento y
diferenciacién tisular (RIDDIFORD, 1993).

La hormona juvenil estimula la sintesis de tejidos juveniles o larvarios,
mientras esta presente en una concentracion determinada no se inicia el
proceso de metamorfosis. La ecdisona se encarga de regular los procesos
de muda durante el desarrollo del animal, cada periodo de muda o ecdisis
esta siempre precedido de un aumento significativo de la concentraciéon
tisular de esta hormona. Cuando se produce un pico en la concentracion
de ecdisona, en ausencia o en concentracion insuficiente de hormona
juvenil, se desencadena el inicio de la metamorfosis (BURSELL, 1970).

La ecdisona tal y como es segregada por las glandulas toracicas no posee
actividad endocrina, para ser funcional debe ser procesada por el cuerpo
graso y los tejidos periféricos para dar lugar a su metabolito activo, la
hormona 20-hidroxiecdisona (20E) (GILBERT ET AL., 2002).

El receptor nuclear de la ecdisona (EcR, del inglés Ecdysone Receptor), se
activa al unirse la hormona y actia como un factor de transcripcion; pero
para ello es necesario que el EcR forme previamente un heterodimero
mediantelaunioénalaproteina ultraespirdaculo (USP, delinglés Ultraspiracle)
(BROWNING ET AL., 2007). La USP actiia como un efector alostérico de EcR,

pero no contribuye a su funcion intrinseca, no tiene ligandos conocidos.
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El trimero compuesto por la 20E, el EcR y la USP se une al promotor
de los genes de respuesta hormonal, lo que inicia la cascada de cambios
en la expresién de numerosos genes responsables de la mayoria de las
transformaciones que sufren los insectos en su desarrollo (Yao ET AL,

1992, 1993).

Los ecdisoesteroides son hormonas esteroideas que representan un papel
importante en el desarrollo, crecimiento, muda de la larva y reproduccion
en Chironomus (NAIR & CHOI, 2012). El hecho de sufrir la metamorfosis
bajo control hormonal hace de este organismo una valiosa herramienta
para estudios ecotoxicoldgicos que tengan como finalidad conocer los
efectos que la exposicion a contaminantes pueda producir en su sistema
endocrino (Zou & FINGERMAN, 1997; MU & ET AL., 2005; RODRIGUEZ ET
AL., 2007; PLANELLO ET AL., 2008), que es en definitiva regulador de etapas
del desarrollo como la embriogénesis, el crecimiento, la metamorfosis y la
reproduccion (WATTS ET AL., 2001). Asimismo, la similitud con la secuencia
de cambios en los niveles de hormona y receptor en trabajos con Drosophila
melanogaster y vertebrados (SYmMs ET AL., 1985; DEAK & LAUEER, 1995;
DEAK ET AL., 1998) permiten pensar en Chironomus riparius como un buen
modelo predictivo (PLANELLO, 2009; HERRERO ET AL., 2015).
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3.8. BIOMARCADORES MORFOLOGICOS:
DEFORMIDADES COMO MEDIDA DEL
ESTRES AMBIENTAL

Unadeformidad puedeserdefinidacomounacaracteristicamorfologica que
se aparta de su configuracion normal, excluyendo los efectos del deterioro
mecdnico (WARWICK, 1988; MADDEN ET AL., 1995). Las deformidades
pueden ser consideradas respuestas subletales de los organismos a
agentes estresantes (VERMEULEN, 1995), por lo que constituyen adecuados
indicadores precoces de estados de estrés ambiental.

Existen innumerables agentes causales citados en la bibliografia como
inductores de dichas anomalias morfolégicas. Estos van desde variaciones
extremas de las condiciones fisicoquimicas en el ambiente en el que vive un
organismo, tales como variaciones de temperatura o pH, hasta la acciéon de

.|
2
i
m
b
<
9]
A
x
=
(0]
1]
=
L
[a}

distintos parasitos o los efectos de numerosas sustancias contaminantes.
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Los grupos de organismos utilizados en este tipo de estudios son muy

diversos. Como ejemplos se puede destacar la existencia de trabajos en
los que se estudian deformidades en estructuras tan dispares como hifas
de hongos (GARDEA-TORRESDEY ET AL., 1997), esqueletos de foraminiferos
(YANKO ET AL., 1998), esqueletos de equinodermos (CATOIRA & MiGUEZ,
1999) o picos de aves (RYCKMAN ET AL., 1998; KUIKEN ET AL., 1999). Estos
estudios son comunes en organismos de agua dulce, principalmente en
macroinvertebrados, anfibios y peces. En estos grupos se han estudiado
tanto el tipo de anomalias morfoldgicas presentes en distintas estructuras
como las posibles causas de las mismas (ASHLEY ET AL., 1975; VALENTE,
1988; OUELLET ET AL., 1997; DEGITZ ET AL., 2000).
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3.8.1. Deformidades en quironémidos

Entre los macroinvertebrados, los quironémidos constituyen el grupo
en el que se han utilizado con mayor frecuencia las deformidades como
indicadoras de estrés ambiental. La observacion de incrementos notables
en las frecuencias de individuos deformes de una poblacién, posibilitaria la
deteccion del dafio antes de que afectase a niveles superiores de organizacion;
ventaja compartida con otros tipos de biomarcadores; sin embargo existen
otras exclusivas de este biomarcador.

e Permanencia de la respuesta. Las deformidades representan respuestas
fisicas directas a contaminantes que no pueden ser modificadas o
alteradas por el muestreo.

o Almacenamiento. Las preparaciones microscopicas de especimenes
constituyen un registro permanente de las interacciones contaminante-
individuo, que pueden ser guardadas para futuras comparaciones
e intercambios entre investigadores. Las colecciones de este tipo de
preparaciones permanentes son particularmente importantes en
programas de control y vigilancia y en aquellos donde se llevan a cabo
acciones de restauracion del medio.

o Conservacion. Las larvas de quironémidos, especialmente las capsulas
cefalicas, permanecen en bastante buen estado de conservacion en los
sedimentos, por lo que estos registros son importantes para el estudio
de cambios en la estructura de poblaciones y comunidades en periodos
largos de tiempo, asi como de variaciones en las respuestas morfologicas.

El primer estudio sobre deformidades en larvas de quironémidos fue el
realizado por HAMILTON & SAETHER (1971) en varios lagos canadienses
contaminados; desde entonces se han realizado infinidad de estudios
(VERMEULEN, 1995; DE BISTHOVEN, 2000)

Las deformidades descritas con mayor frecuencia en la bibliografia son las
que afectan a estructuras de la capsula cefalica tales como antenas, mentum
(ligula en el caso de Procladius), mandibulas, premandibulas y peine
epifaringeo (en Chironomus) y s6lo ocasionalmente aparecen deformidades
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en lalamela labral y sedas labrales de Chironomus. Se incluyen entre los tipos
de anomalias las hendiduras, reducciones, asimetrias, pérdida o apariciéon de
dientes, presencia de huecos mas o menos grandes, y fusiones y distorsiones
de la morfologia original (VERMEULEN, 1995; JANSENS DE BISTHOVEN, 2000)

Las frecuencias de individuos deformes obtenidas en los trabajos realizados
hasta el momento varian desde los pequefios valores encontrados en material
subfdsil, entre 0 y 0.8% (WARWICK, 1980; WIEDERHOLM, 1984; KLINK, 1985),
hasta frecuencias del 60 0 70 % (HARE & CARTER, 1976; MADDEN ET AL.,
1992; VERMEULEN ET AL., 2000).

Varios autores han destacado la diferente tendencia de los géneros de
quironémidos estudiados a presentar deformidades en condiciones de estrés
(HAMILTON & SAETHER, 1971; HARE & CARTER, 1976; WIEDERHOLM, 1984;
URK ET AL., 1985; WARWICK, 1985; 1988; HUDSON & CIBOROWSKI, 1996). De
entre todos ellos, Chironomus parece ser el género con mayor predisposicion
a presentar anomalias morfolégicas y, en la mayor parte de los casos, dichas
diferencias se relacionan directamente con el modo de vida y la utilizacién
de diferentes recursos alimentarios. SERVIA ET AL. (1998) observan una
respuesta similar tras el analisis de larvas de Prodiamesa olivacea y
Chironomus riparius que comparten el mismo habitat, y muestran que P.
olivacea presenta siempre una menor frecuencia de deformidades y que
existe una correlacion lineal entre la severidad de las anomalias presentes
en ambas especies.

Se han citado como posibles agentes causales de las deformidades
observadas en el campo diferentes tipos de compuestos, tales como metales
pesados, pesticidas, hidrocarburos aromaticos policiclicos, etc. (HAMILTON
& SAETHER, 1971; CUSHMAN, 1984; WIEDERHOLM, 1984; JANSSENS DE
BISTHOVEN ET AL., 1995), aunque en la mayoria de los casos la aparicion
de deformidades se ha relacionado con tipos de contaminacién en general:
industrial, agricola, urbana... Ademas de todos estos tipos de contaminantes
quimicos, se ha hecho referencia también a la elevacion de la temperatura
como posible agente causal de las aberraciones (WARWICK ET AL., 1987).

Estos hallazgos se han visto confirmados en el laboratorio mediante la
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inducciéon de deformidades con metales pesados (KOSALWAT & KNIGHT,
1987; MICHAILOVA & BELCHEVA, 1990; JANSSENS DE BISTHOVEN, 1995;
VERMEULEN ET AL., 2000 A), pesticidas (WARWICK, 1985; MADDEN ET AL.,
1992), 0 compuestos organicos como el xileno (JANSSENS DE BISTHOVEN ET
AL., 1997). Sin embargo, en muy pocos de estos experimentos se obtiene una
relacion dosis-respuesta clara (KosALWAT & KNIGHT, 1987; MADDEN ET AL.,
1992; JANSSENS DE BISTHOVEN ET AL., 1997; VERMEULEN ET AL., 2000 A).

VERMEULEN ET AL. (2000) han sefialado los disruptores endocrinos como
posibles inductores de deformidades en larvas de quirondmidos, entre los
que se encuentran sustancias tales como pesticidas o PCBs. Concretamente
el 4-nonilfenol ha mostrado una relacién directa con la incidencia de
deformidades en el mentum de Chironomus riparius (MEREGALLI ET
AL., 2001). Estos compuestos presentan una estructura muy similar a las
hormonas esteroideas de los animales, por lo que pueden ser reconocidos
por los receptores de dichas hormonas y provocar asi fallos en los procesos
de desarrollo o reproductivos.

El Laboratorio de Hidrobioloxia del Departamento de Zooloxia e
Antropoloxia fisica de la Universidade de Santiado de Compostela lleva
coordinando estudios sobre esta materia desde el afio 1993. Desde entonces
se han realizado diversos muestreos de campo, muchos de ellos en la misma
estacion del rio Sar que se describe en esta memoria. Las investigaciones
realizadas incluyeron la descripcion de las deformidades de larvas de
Chironomus riparius y Prodiamesa olivacea, el estudio de las variaciones
espaciales y temporales de su frecuencia y tipos, la viabilidad de los
individuos teratologicos, el estudio del ajuste de indices de severidad de las
deformidades a nuestros datos, sus variaciones espaciales y temporales, asi
como la existencia y posibles causas de las deformidades en larvas recién
eclosionadas. Ademas, se adaptd, para su uso en P. olivacea, un indice de
severidad, disefiado inicialmente para larvas de Chironomus (SERVIA, 1996;
SERVIA ET AL., 1998 A; 1998 B; 1999 A; 1999 B; 2000 A; 2000 B).

Se ha especulado con la idea de que las larvas con las piezas bucales
deformadas e incluso rotas pudieran ver limitada su capacidad de desarrollo
como consecuencia de las dificultades de alimentacion (URK & KERKUM,
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1987); sin embargo esta hipotesis ha sido practicamente rechazada en
estudios posteriores (MADDEN ET AL., 1995; JANSSENS DE BISTHOVEN, 1995;
GERHARDT & JANSSENS DE BISTHOVEN, 1995; JANSSENS DE BISTHOVEN ET
AL., 1998).

Un fenémeno que ha llevado a la discusion de la posible respercusion de
las deformidades en el ciclo vital de Chironomus ha sido la existencia de
diferencias estacionales en la frecuencia de deformidades en regiones
templadas con maximos valores en invierno y minimos en verano (URk
ET AL., 1992; VERMEULEN, 1998; SERVIA ET AL., 1999 A). URK ET AL. (1992)
explican sus observaciones basandose en la teoria de la inhibicién del
crecimiento y del desarrollo por parte de los contaminantes (WENTSEL ET
AL., 1978), que provocarian un retraso en el desarrollo de las larvas deformes.
JANSSENS DE BISTHOVEN ET AL. (1993) atribuyen el fendmeno a las diferentes
condiciones de temperatura, de manera que en los periodos calidos se acorta
el desarrollo yla frecuencia de alteraciones es menor, de la misma forma que,

.|
2
i
m
b
<
0
A
x
=
0
1]
=
L
[a}

segun sus observaciones, en regiones tropicales la frecuencia de apariciéon de
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larvas deformes es también menor que en zonas templadas, hipdtesis que

coincide con la sugerida por VERMEULEN (1998).

La transmision ontogénica de las deformidades entre los diferentes estados
del desarrollo se ha comprobado que los contaminantes mutagénicos
provocan alteraciones en todos los estados del ciclo vital (MicHAILOVA &
BELCHEVA, 1990). Sin embargo, SERVIA ET AL. (1999 A) establecen que esas
deformidades no se transmiten a ninguno de los posteriores estados del
ciclo vital, habiendo observado tnicamente alteraciones morfologicas en
las capsulas cefalicas larvarias, mientras que en las exuvias pupales no se
encontrd ninguna anormalidad notoria. Ademas, los adultos provenientes
de larvas deformes no muestran alteraciones apreciables (B. GODDEERIS,
com. pers.)

En resumen, a tenor de la bibliografia manejada, hemos considerado
adecuado el uso de las frecuencias relativas de deformidades del mentum
en C. riparius, como biomarcador de estrés en el estudio de variabilidad
interpoblacional realizado para este trabajo.
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Material y métodos

41. TOMA Y PROCESADO DE LAS
MUESTRAS

Para la realizacion de este trabajo se emplearon larvas de C. ripariusy P.
olivacea procedentes de poblaciones silvestres o de cultivo de laboratorio.
Las de origen silvestre se recolectaron en estaciones de muestreo,
constituidas por sectores de rio de aproximadamente unos 100 m*. Todos
los muestreos de campo se realizaron de forma selectiva, escogiendo los
microhabitats mas idoneos para estos animales dentro de cada estacion,
lugares con una velocidad de corriente muy baja, sedimento fino y con
acumulacion de materia organica sobre éste (figura 10).

Figura 10. Recolecciéon de muestras en la estacion del
rio Sar en Bertamirans.

La recoleccion en las estaciones de muestreo se llevo a cabo con una
pequeiia red de mano de 15 cm de diametro, 20 cm de profundidad y
250 um de luz de malla. A continuacién se procedié a la separacion
y lavado de los individuos utilizando un tamiz de 250 pm de luz de
malla. Las larvas se pasaron a recipientes herméticos de plastico con
sedimentos y agua de la estacion. Todas las muestras fueron etiquetadas
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convenientemente antes de su traslado al laboratorio, durante el que se
mantuvieron ligeramente refrigeradas y preservadas de la luz. Una vez
alli, las larvas se seleccionaron, pesaron y congelaron inmediatamente
conservaron a -80° C en crioviales adecuados y en grupos de cinco
individuos hasta su procesado.

En cada estacion de muestreo se registraron los valores de los parametros
fisicoquimicos mds importantes. Se midieron: la temperatura, el pH,
los so6lidos en suspension (TDS) y la conductividad con un multimetro
portatil Crison MM40+ y el oxigeno disuelto y la saturacién de oxigeno
con un oximetro portatil YSI 5502.

4.1.1. Estudio estacional

Para la realizaciéon de esta parte del trabajo se efectuaron muestreos
mensuales, entre los meses de mayo de 2010 y abril de 2011 en la estacion
situada en el rio Sar, descrita en el epigrafe 4.1.4. Se intentaron recolectar,
como minimo, 45 larvas de estadio IV de Chironomus riparius y de
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Prodiamesa olivacea en cada uno de los muestreos mensuales, aunque no
siempre fue posible alcanzar dicho numero, por este motivo los analisis

estadisticos de este estudio se realizaron organizando los datos de

manera bimensual. En total se recogieron alrededor de 2000 individuos
que fueron transportados al laboratorio vivos en recipientes con agua
y sedimentos de la estacion de muestreo, convenientemente aireados y
ligeramente refrigerados. Una vez alli fueron seleccionados los individuos
comprendidos entre las fases IV y VI del estadio IV (GODDEERIS ET
AL., 2001) con la intencién de reducir todo lo posible la variabilidad
ontogénica. Una vez determinada la fase de desarrollo se pesaron los
ejemplares adecuados y se congelaron a -80° C en crioviales. Todo el
proceso de datacion, pesaje y manipulacion de las larvas se realizé lo
mas rapidamente posible para tratar de reducir todo lo posible el estrés.
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4.1.2. Estudio ontogénico

Para el estudio de variabilidad ontogénica se realizé un inico muestreo para
cada especie en la estacion del rio Sar, situada en la localidad de Bertamirans
y descrita en epigrafes posteriores. La eleccion de esta localidad se debio
principalmente a la abundancia existente de larvas de ambas especies.

Se recogieron aproximadamente mil larvas de cada especie en dos dias
distintos, de las que se seleccionaron, dataron, pesaron y congelaron a -80 °C,
aproximadamente trescientas de cada especie.

Se tratd de reducir la influencia de la manipulacion sobre los individuos de
dos maneras: acortando todo lo posible el tiempo del proceso y congelando
todas las larvas al mismo tiempo; de manera que todos los individuos
estuviesen expuestos al mismo grado estrés y tiempo de manipulacion de
este proceso; para ello se mantuvieron en recipientes con medio y aireacién
adecuados hasta que se terminé el proceso de determinacion de la edad de
todas las larvas empleadas en el experimento. Desde la recoleccion de las
larvas hasta el congelado de los viales, transcurrieron aproximadamente 16 h
y se realizd en jornadas separadas, para C. riparius el dia 27 de julio de 2011
y para P. olivacea el 5 de mayo de 2011.

4.1.2.1. Determinacion de la edad de las larvas de
C. riparius

La determinacion del estadio larvario se realizo mediante la comparacion de
los tamanos de las capsulas cefalicas entre individuos de la misma muestra. Se
tomo como referencia la capsula cefalica de una prepupa y por comparacién
se seleccionaron después las larvas en estadio I'V.

Dentro del estadio IV se establecieron cinco clases de edad tomando como
base el trabajo de GODDEERIS ET AL. (2001), que determinan nueve etapas
dentro del estadio IV para las larvas de C. riparius. Para este trabajo se
agruparon las ocho primeras etapas de dos en dos y se mantuvo la etapa IX
como una clase independiente. Esta simplificacion se debi6 a una cuestion
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practica, ya que las fases establecidas por GODDEERIS ET AL. (2001) son
ciertamente dificiles de diferenciar en larvas vivas y sin usar un microscopio.

La agrupaciéon de etapas permitié tomar estructuras de referencia para
determinar la clase de desarrollo con la ayuda de un estereomicroscopio con
una fuente de luz fria, evitando asi el calentamiento de las larvas por la luz
del microscopio. La observacién de cada larva se realizé con sumo cuidado
y lo mas rapido posible, colocando cada larva en una gota de agua sobre un
portaobjetos y depositando con cuidado un cubreobjetos.

Bajo un estereomicroscopio dotado con un epiiluminador y mediante
pequeiios deslizamientos del cubreobjetos se observaron las estructuras
definitorias de clase de desarrollo. Se descartaron aquellas larvas que se
presentaban caracteristicas poco claras por estar en un punto de desarrollo
intermedio o muy cerca del cambio de clase. De esta forma se definieron seis
submuestras: larvas de clase I-1I, larvas de clase ITI-1V, larvas de clase V-VI,
larvas de clase VII-VIII, larvas de clase IX y pupas.

4.1.2.2. Determinacion de la edad de las larvas de
P. olivacea

Para la determinacién del estado estadio larval de las larvas de P. olivacea
se siguid el mismo método empleado con las de C. riparius: se compar6 el
tamano de las capsulas cefalicas entre los individuos de la misma muestra.
Sin embargo, para la determinacion de la clase de desarrollo dentro del
estadio IV se hubieron de salvar dos obstdculos en comparacién con el caso
de C. riparius: la ausencia de un estudio similar al realizado por GODDEERIS
ET AL. (2001) con C. riparius, en el que se establezca una clasificacion por
etapas del IV estadio en P. olivacea y la dificultad de observacién de las
estructuras de los discos imaginales en esta especie, debido, posiblemente,
al mayor grosor y opacidad de la cuticula. Si bien es cierto que mediante
el microscopio se pueden reconocer rasgos estructurales homologos a los
descritos por GODDEERIS ET AL. (OP CIT.), ese proceso implicaria un notable
incremento tanto en el tiempo de manipulacion como en el estrés debido
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a la temperatura generada por la iluminacién diascépica. Por eso se opto
por una clasificacion homoéloga a la empleada en C. riparius pero basada
en caracteristicas observables en el microscopio estereoscdpico cuya

identificacién no tomase més de un minuto.

Los caracteres empleados fueron: la relacion entre la longitud del protérax
(LP) y el didmetro de su disco imaginal (DD) en las clases de edad I-1I (LP/DD
<0.25),III-IV (0.25 < LP/DD <0.5) y V-VI(LP/DD 2 0.5); el engrosamiento y
fusion aparente del protérax y del mesotorax en la fase VII-VIII y la aparicion
de ciertas estructuras queratinizadas en posicion mediolateral del metatorax
en la fase IX (figura 11). De este modo se crearon categorias homoénimas a las
de C. riparius y en la medida de lo posible también homologas.

Pura

-
VII-VIII

Figura 11. Larvas de cuarto estadio y de la pupa de P.
olivacea vistas al estereomicroscopio (10x). LP: longitud del
protorax, DD: diametro del disco imaginal. Marcados en
rojo aparecen los caracteres determinantes para la datacion
de las distintas clases de edad, que aparecen reflejadas en
numeros romanos. I-IT (DD/LP < 0.25), ITI-IV (0.25 < DD/
LP <0.5) y V-VI (DD/LP > 0.5); el engrosamiento y fusiéon
aparente del protorax y del mesotérax en la fase VII-VIII y la
aparicion de ciertas estructuras queratinizadas en la fase IX.
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4.1.3. Estudio interpoblacional

Para este estudio solo se emplearon larvas de C. riparius, a diferencia
del resto de experimentos, en los que también se utilizaron larvas de
P. olivacea. Para cada biomarcador molecular o metabdélico se congelaron
como minimo 15 larvas. Ademas, para este estudio interpoblacional, se
conservaron en formaldehido al 4%, unos 300 individuos por submuestra
(tres submuestras procedentes de las tres estaciones de campo y una
procedente del cultivo de laboratorio), para el posterior analisis de
deformidades. Las larvas procedentes del cultivo de laboratorio se
procesaron de igual modo que las procedentes del campo.

También se tomaron muestras de agua y de sedimento en cada estacion,
para el andlisis quimico de sustancias contaminantes. Las muestras se
mantuvieron a -20 °C hasta que se realiz6 el analisis de las sustancias
presentes en las mismas, que se llevo a cabo en el Departamento de
Quimica Analitica Aplicada de la Universidad de A Coruia; y que consistid
en la determinacion cuantitativa de una bateria de pesticidas, productos
farmacéuticos y de cosmética (PPCPs, del inglés Pharmaceuticals and
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Personal Care Products), metales pesados y fragancias, asi como en un
analisis cualitativo de sustancias cuyas concentraciones se encontraban
por debajo de los limites de cuantificacion.

4.1.4. Procedencia del material estudiado

4.1.4.1. Estudio ontogénico y estacional

Para ambos estudios se recogieron larvas de cuarto estadio de C. riparius
y P. olivacea empleando la metodologia ya descrita en epigrafes anteriores

en el rio Sar (Bertamirdns).

Los principales motivos para la eleccion de esta estacion fueron la
abundancia de larvas de las dos especies durante casi todo el afo, la

104



Material y métodos

proximidad a la Estacion de Hidrobiloxia Encoro do Con, la facilidad
de acceso al punto de muestreo y la vadeabilidad del tramo, al menos en
algunas zonas, incluso en época de aguas altas.

Rio Sar

El rio Sar esta situado en la provincia de A Coruna (Galicia, NW Espana)
(figuras 12 y 13). Nace en al NO de la ciudad de Santiago, a 310 metros
de altitud y, tras un recorrido de 42 Km, se une al Ulla en la villa de
Padrén. Su valle, que se encaja en la Depresion Meridiana -una linea de
fracturas que atraviesa Galicia de norte a sur, desde Carballo hasta Tui, y
se adentra unos kilémetros en el norte de Portugal- atraviesa una region
que se encuentra bajo la influencia climatica del Atlantico. En la cuenca
predominan las rocas metamorficas e igneas, salvo la parte final del curso,
que esta formada por terrenos cuaternarios. Enlos trabajos de CoBo (1988),
CoBO ET AL. (1989), CoBO & GONZALEZ (1991) y Diaz-FIERROS (2000)
se describen las particularidades de la cuenca, asi como las principales
caracteristicas fisicoquimicas de esta estacion.

Figura 12. Estacion de muestreo en el rio Sar a su paso
por la localidad de Bertamirdns.
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El punto en el que fueron recogidas las muestras se encuentra a 19 km del
nacimiento del rio y esta situado bajo el puente de la carretera que enlaza
Bertamirdns con A Condomina (figuras 10, 12 y 13). Se eligi6 esta estacion
por el buen conocimiento que poseemos de sus caracteristicas, tanto desde
el punto de vista fisicoquimico como faunistico.

Cuatro kilémetros aguas arriba se encuentra la estacion depuradora
municipal de A Silvouta. Esta estaciéon depuradora de aguas residuales
(EDAR), inaugurada en 1982, recoge los vertidos urbanos e industriales de
Santiago de Compostela. En esta planta se efectiia un tratamiento primario
y secundario de los vertidos, aunque su funcionamiento en general es
deficiente, hecho que puso de manifiesto CoBo (1988), indicando que
este tramo del rio es unos de los mds contaminados de Galicia. Ademads,
Diaz-FIERROS (2000) realizd una revision de la evolucion del estado de
contaminaciéon de varios puntos del rio desde los afios setenta (periodo
anterior a la entrada en funcionamiento de la depuradora) hasta la
actualidad, y concluye, utilizando los datos de concentraciones de nitratos
y fosfatos, tinicos datos comunes a todos los anos de muestreo, que “hay un
mantenimiento en el tiempo, sin avances apreciables, de la contaminaciéon
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nitrogenada, bien por vertidos organicos de origen urbano o probablemente
también por la contaminacién difusa de origen agricola”.

4.1.4.2. Estudio interpoblacional

Para la realizacion de este experimento se emplearon larvas de estadio IV
de C. riparius procedentes de distintas poblaciones. Debido a la falta de un
lugar inalterado en el que hallar larvas de C. riparius silvestres en cantidad
suficiente como para llevar a cabo este experimento, se tomaron larvas
procedentes de un cultivo de laboratorio como control ademads de de tres
poblaciones silvestres correspondientes a los rios Sar (estacion descrita
en el epigrafe anterior), Con y Louro. Se traté de seleccionar larvas en
un estado de desarrollo intermedio, comprendido entre las fases IV y VI
segun la clasificacion de GODDEERIS ET AL. (2001).
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Figura 13. Ubicacion de las dreas de muestreo (6valos rojos) en las tres localidades en las
que se capturaron larvas silvestres para esta tesis.
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Cultivo de Laboratorio

Las larvas procedentes de cultivo de laboratorio empleadas en este
trabajo fueron cedidas por el Grupo de Biologia y Toxicologia Ambiental
de la UNED. Dicho cultivo, procedente de una poblacion natural de
Massamagrell (Valencia, Espafia, UTM: 30S 728223 4384362), ha sido
mantenido de forma permanente durante varios afos segun las directrices
de ensayos de toxicidad (EPA, 2000; OECD, 2004; ASTM, 2010).

El medio de cultivo utilizado fue elaborado a partir de agua destilada y
sales minerales en la concentracion siguiente: 0.5mM de CaClz, 1 mM de
NaCl, 1 mM de MgSO,, 0,1 mM de NaHCO, 0.025 mM de KH,PO, y 0.01
mM de FeCl,. Ademds se emplearon alimento para peces en escamas y
hojas de ortiga secas y molidas como alimento para las larvas; y tejido de
celulosa (aprox. 10 cm? de papel de filtro por bandeja) como material para
la sintesis de los tubos larvarios.

El cultivo se mantuvo en una cdmara a temperatura constante de 18° C,
con periodos de luz/oscuridad de 16/8 horas y con aireaciéon suficiente y
permanente, todo lo cual permite una regularidad en su crecimiento y
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desarrollo.

Rio Con

El Con es un rio costero de unos 15 km que desemboca en la vertiente sur
de la ria de Arousa, provincia de Pontevedra. La estacion de muestreo esta
situada en el Parque da Coca (UTM: 29T 520043E 475571N), en el municipio
de Vilagarcia de Arousa (figura 13). Durante el corto recorrido de este rio
a través de rocas igneas, principalmente granito y granodioritas, su curso
se ve interrumpido por una presa que forma el embalse de Castroagudin,
el cual abastece a la ciudad de Vilagarcia de Arousa de agua para consumo
humano. En su curso alto y medio discurre principalmente por terreno
forestal y agricola y el curso bajo lo hace, ya en su mayor parte canalizado,
a través del nicleo urbano de Vilagarcia. La estacion de muestreo esta
situada aguas arriba de dicho nucleo, donde la contaminacién urbana no
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es demasiado severa, sin embargo es notable la contaminacion agricola
(fitosanitarios, abonos, etc.) e industrial (hidrocarburos, éalcalis, acidos,
etc.) procedente de las explotaciones agropecuarias y de las instalaciones
industriales situadas aguas arriba de la estacion de muestreo. A estas
presiones hay que afadir el aporte de cenizas y sustancias de diversa
naturaleza originadas en incendios forestales que, en mayor o menor
medida, practicamente cada afio afectan a esta cuenca.

Rio Louro

El rio Louro esta situado en la provincia de Pontevedra. Nace en A Serra
do Galleiro, a unos 400 m de altitud y desemboca en el rio Mifio, pocos
kilometros aguas arriba de la localidad de Tui, después de recorrer unos
24 km. La estacion de muestreo estd situada a 1.4 km aguas arriba de la
confluencia con el rio Mifio (UTM: 29T 530009E 4657720N) (figura 13).

Su curso tiene una orientacién Norte-Sur y una trayectoria casi rectilinea a
través de un pequeno valle que discurre por el extremo sur de la Depresion
Meridiana, la misma por la que lo hace el rio Sar, unos 100 km al norte. El
valle es disimétrico debido a las rocas predominantes esquistos y granitos.
Los primeros, situados en la cara oeste del valle actian como una superficie
de erosion mientras que la ribera occidental granitica, mds resistente a la
erosion, crea una vertiente con una fuerte pendiente y alturas destacadas.

Este rio, aproximadamente hacia la mitad de su recorrido, atraviesa una
superficie con muy poca pendiente (2 %o), donde predominan depdsitos de
lignito y una capa de arcillas impermeable que junto a la escasa pendiente
di6 lugar a la formaciéon de un sistema pantanoso de lagunas y turberas
llamado Géandaras de Budifio. Este espacio protegido (LIC, red Natura
2000) estaba formado por una serie de charcas y terrenos pantanosos
de gran interés bioldgico por la gran diversidad botanica y ornitica alli
presente. Lejos de encontrarse en un buen estado de conservaciéon como
cabria esperar por las figuras de proteccion que lo amparan, este espacio
ha sido casi totalmente sustituido por suelo urbano e industrial. SANTOS
ET AL. (2013) sefialan este rio como uno de los mas contaminados de todo
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el tramo internacional del rio Mifio (UN Economic and Social Council,
2007).

Segun los datos de aforos de 1972 a 1984 el caudal absoluto de este rio es
de 8.44 m3/s que corresponde con un caudal relativo de 55.1 1/s/km2. Los
coeficientes de caudal muestran un periodo de aguas altas de diciembre a
abril de mas de dos veces y media la unidad modular, que contrasta con
el minimo de agosto de 0.11, esta diferencia hace que su coeficiente de
irregularidad sea uno de los mas altos de Galicia.
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4.2. METODOS ANALITICOS

A continuacion, se describen brevemente los métodos utilizados para los
analisis de los distintos parametros. Ademas de éstos, se realizé el calculo
del peso medio por individuo, ya que se necesitaron varios individuos para
completar la cantidad de material requerido para cada tipo de analisis.

4.2.1. Analisis de agua y sedimentos

En las tres estaciones de campo se cuantificé la cantidad de materia
organica presente en los sedimentos y se realizéd un analisis de las
sustancias presentes en el agua y en los sedimentos, que se llevo a cabo en
el Departamento de Quimica Analitica Aplicada de la Universidad de A
Coruia; y que consistié en la determinacidon cuantitativa de una bateria
de pesticidas, productos farmacéuticos y cosméticos (PPCPs, del inglés
Pharmaceuticals and Personal Care Products), metales pesados y fragancias,
asi como en un analisis cualitativo de sustancias cuyas concentraciones se
encontraban por debajo de los limites de cuantificacion.

El andlisis de los pesticidas se realiz6 mediante extraccidon liquido-
liquido, empleando cromatografia liquido-sélido para la purificacion de
los extractos y cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS)
(Thermo Finnigan Polaris Q) para su deteccion. Las concentraciones de
PPCPs en las muestras de sedimento se analizaron mediante cromatografia
liquida de alta resolucidon-espectrometria de masas (HPLC/MS) (Applied
Biosystem AP13200y Thermo LTQ Orbitrap), tras la extraccién ultrasénica
del solvente.

Ademas se realiz6 una estima de la cantidad de materia organica presente
en los sedimentos de cada estaciéon de campo. Para ello se dejo secar
aproximadamente 0.5 kg de sedimentos de cada estacion durante 48 horas
a temperatura ambiente. Una vez secas las muestras, se tomaron tres
fracciones de cada una, se pesaron y se calcinaron en un horno mufla a
450°Cdurante 4 horas. Se dejaron enfriar durante 10 minutos y se volvieron
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a pesar. La diferencia de peso obtenida se corresponde con el material
calcinado: la materia organica. Los valores resultantes se transformaron
en porcentajes para poder comparar los valores de las distintas estaciones.

4.2.2. Indicadores Metabodlicos

4.2.2.1. Extraccién y determinacién de glucégeno

La extraccion de glucogeno se realizd, en todos los casos, a través del
una lisis con dlcali fuerte y la determinacién se llevé a cabo mediante el
método colorimétrico de la antrona (VAN HANDEL, 1965). A continuacién
se describe el proceso.

o Se pasaron las larvas de un criovial a un tubo de 1.5 ml y se
homogenizaron en seco mientras aun estaban semicongeladas.

« Se afadieron 0.25 ml de agua y se homogeneizé6 de nuevo. Si se
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procesaban varias muestras a la vez, las ya homogeneizadas se
mantuvieron en medio frio para evitar la degradacion del glucégeno en
este punto y se anadieron otros 0.25 ml de KOH al 60 % y se calentaron

a bafio Maria durante 15 min.

o Se enfriaron a temperatura ambiente durante unos dos minutos.
Después a la muestra digerida se le anadieron 50 pl sulfato soédico y
1 ml de etanol al 80 % a una temperatura de -20 °C, se agitaron y se
dejaron reposar.

« Una vez precipitado el glucdgeno, se centrifugaron durante 20 min a
3.000 g. Posteriormente se eliminé el sobrenadante y se resuspendid
el precipitado en 0.5 ml de agua destilada, se volvié a precipitar el
glucoégeno con 1 ml etanol a -20 °C, se elimind el sobrenadante con
una pipeta Pasteur y se dejaron secar toda la noche (al menos 12 h) a
30 °C.
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Entre 12 y 15 horas después, el glucogeno, que en este punto estara
seco, en forma de fino polvo blanco, se disolvié de nuevo, en 0.5 ml de
agua destilada.

De la disolucion anterior y de los patrones se tomaron al menos dos
alicuotas de 50 pl y se mezclan con 1.5 ml de reactivo de antrona cada
una. El reactivo ha sido previamente preparado diluyendo antrona al
0.15 % en acido sulfurico al 70 %. Las disoluciones patrén se realizaron
mediante diluciones seriadas glucégeno tipo VIII de Crepidula
fornicata Lamarck, 1799 (Sigma).

Se incuban todas las réplicas, patrones y blancos en un termorreactor
a 90 °C durante 20 min, después se dejan enfriar las muestras en un
bafo de agua-hielo durante 5 min.

Finalmente se determina la cantidad de glucégeno midiendo la
absorbancia de las muestras, un control de agua destilada y las
disoluciones patrén a una longitud de onda de 620 nm. Para ello se
utiliz6 un espectrofotometro UV-Visible de cubeta modelo UVI-1002E
de Thermo Electron Corporation, England.

Para conocer la cantidad total de glucégeno por gramo de peso
fresco de muestra se multiplico la concentracion ofrecida por el
espectrofotdmetro por el volumen en el que se habia diluido el
glucdgeno purificado y el resultado se dividio entre el peso fresco de la
muestra, segun la siguiente férmula:

Cantidad total de Glucégeno=(R1 + R2 + R3) x Vol x Dil
Donde:

-R1, R2, R3 y son las réplicas técnicas realizadas de la cuantificacién
de glucégeno

-Vol es el volumen en el que se ha diluido el glucdgeno seco.

-Dil es el factor de diluciéon empleado en aquellas muestras cuya
concentracion sobrepasoé el limite superior de deteccidn.
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Una vez hallada la cantidad total de glucogeno de la muestra se dividio el
valor obtenido por el peso fresco en gramos de la muestra inicial, para asi
obtener el contenido de glucdégeno expresado en mg/g de muestra

4.2.2.2. Extraccion y determinacién de proteinas

La extraccion y determinacidn de proteinas totales empleando el método
descrito por BARcA (2015). A continuacidn se describe el proceso.

o Para la extraccién de proteinas, las larvas, todavia congeladas, se
homogeneizaron en 750 pl tampon de buffer de lisis: 720l de buffer
TRIS-EDTA (40mM TRIS, pH 7.8 ImM EDTA) y 30l de inhibidor de
proteasas cOmplete EDTA-free (Roche) a una concentraciéon 20x.

o Las muestras se centrifugaron durante 15 min a 500g y a 4 °C. Se
recogieron los sobrenadantes y se volvieron a centrifugar 30 min a
12000g a 4 °C. Acto seguido se congelaron las muestras a -80° C hasta
el momento de la cuantificacién.

o Para medir la concentracion de proteinas totales se uso el kit
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comercial BCA Protein Assay Reagent basado en la reaccion del acido
bicinconinico (BCA) con cationes de cobre (Cu+) para formar un

complejo que muestra un incremento lineal de la absorbancia a 562

nm proporcional al aumento en la concentracion de proteinas. En
este proceso se utilizaron alicuotas de 25 pl de muestra a los que se le
anaden 200 pl del rectivo de trabajo, previamente preparado mediante
la mezcla de las dos soluciones suministradas por la casa comercial en
proporcion 50:1 (50 partes de reactivo A por cada parte de reactivo B).

o Parala elaboracion de la recta patron se realizaron diluciones seriadas
de la disolucion suministrada en el kit, albimina de suero bovino con
una concentraciéon de Img/ml. Se depositaron tres alicuotas de cada
muestra y cinco de cada disolucién patrén en una placa de 96 pocillos.

o A todos ellos, muestras y patrones, se les anadieron 200 pl del reactivo
de trabajo y se rellenaron otros tres pocillos s6lo con reactivo de
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trabajo para los blancos, tal y como se detalla en el protocolo del kit.

o Lasplacas se taparon y se agitaron durante 30 s y se incubaron durante
30 min a 37 °C. Después se dejaron enfriar 5 min a temperatura
ambiente y se midid la absorbancia, las concentraciones se hallaron
por interpolacién y el contenido de proteinas por unidad de masa de
muesta inicial se hallé aplicando la sigiente férmula:

Cantidad de proteinas totales=(R1 + R2 + R3) x Vol x Dil

Donde:

-R1, R2, R3y son las réplicas técnicas realizadas de la cuantificacion de
proteinas

-Vol es el volumen que se ha obtenido después de la primera centrifu-
gacion del proceso de extraccion.

-Dil es el factor de diluciéon empleado en aquellas muestras cuya
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concentracion sobrepasé el limite superior de deteccion.

La medicion de la absorbancia se llevo a cabo en un espectrofotometro
NANODrop 1000.

Una vez hallada la cantidad total de proteinas de la muestra se dividio el
valor obtenido por el peso fresco en gramos de la muestra inicial, para asi
obtener el contenido de proteinas expresado en mg/g de muestra.
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4.2.2.3. Extracciondeacidosnucleicos ydeterminacion
de la relacion RNA/DNA

Los acidos nucleicos son macromoléculas que se encuentran tanto en el
nucleo como en el citoplasma celular. Debido a ello, para su purificacién
es necesario digerir previamente las membranas citoplasmaticas y
nucleares. Para extraer los acidos nucleicos del material bioldgico es
necesario provocar la lisis celular, inactivar las nucleasas celulares y
separar los acidos nucleicos de los restos de células.

El procedimiento de lisis idoneo suele consistir en un equilibrio de
técnicas y ha de ser suficientemente fuerte para romper el tejido,
pero suficientemente suave para preservar los acidos nucleicos. Entre
los procedimientos de lisis mas usuales figura la rotura mecanica
(trituracion, lisis hipotonica). Tras la lisis celular y la inactivacion de las
nucleasas, los restos de células se eliminan facilmente por filtracion o
precipitacion.

El método clasico de purificacion de los dcidos nucleicos se basa en
el uso de disolventes organicos, siendo la extraccion mediante fenol/
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cloroformo la mas conocida. La clave de la purificaciéon del RNA radica
en evitar su degradacion por accién de las ribonucleasas presentes en

las células, de manera que todos los protocolos existentes se basan en la
rapida inactivacién de estas enzimas.

En este estudio hemos empleado un método de extraccidon fendlica con
TRIzol (TRIzol® Reagent InvitrogenTM Life Technologies) ya que el uso
de este reactivo permite realizar la extracciéon simultanea del RNA vy
DNA presente en las muestras.

Fundamento

Laextraccion fendlica se basa en el hecho quelos acidos nucleicos son menos
solubles en solventes organicos que en soluciones acuosas. El principio
basico de esta extracciéon es la desproteinizacion del homogeneizado
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celular y la eliminacion de los componentes que no son hidrosolubles a
través de una separacion en dos fases con distinta naturaleza.

El TRIzol es un reactivo que se utiliza en el aislamiento de RNA total de alta
calidad a partir de muestras de células y tejidos de origen animal, vegetal,
levaduras o bacteriano dentro de un corto periodo de tiempo. Ademas,
permite realizar la precipitacion secuencial de RNA, DNA y proteinas a
partir de una sola muestra (CHOMCZYNSKI, 1993). Este reactivo también
permite procesar de manera simultanea varias muestras, y constituye una
mejora del método de aislamiento de RNA de un solo paso desarrollado
por CHOMCYNSKI & SACCHI (1987).

Durante la homogeneizacion de la muestra con el TRIzol, se mantiene la
integridad del RNA, al mismo tiempo que se altera la estabilidad de las
células, se disuelven los componentes celulares y se inactiva, de manera
altamente eficaz, la actividad de las enzimas RNAasas. Después de la
homogeneizacion, la adicién de cloroformo seguida de centrifugacion
separa la muestra en dos fases, una de ellas acuosa (superior) y la otra
organica (inferior), permaneciendo exclusivamente el RN A en la fase acuosa
y las proteinas desnaturalizadas y el DNA en la fase organica e interfase.
En esta separacidn, se utiliza el fenol en combinacién con el cloroformo
para aumentar la eficacia de la extraccion, ya que la alta densidad que
presenta el cloroformo y su capacidad de disolver los lipidos y las proteinas
proporciona fases acuosas menos contaminadas (HERNANDEZ ET AL,

1994).

Una vez que la fase acuosa es aislada, se pasa a purificar progresivamente
el RNA que contiene, a través de precipitaciones a baja temperatura con
alcoholes y centrifugaciones secuenciales, produciéndose asi un precipitado
que cada vez esta mas libre de contaminantes (polisacaridos, sales, etc.).

El DNA es recuperado por precipitaciones secuenciales de la fase organica.
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Preparacion de las muestras

Homogeneizacion vy lisis celular

o Las muestras previamente congeladas a -80 °C, se descongelaron y se
pesaron en una balanza de precision (Denver TP-214). Se tomaron entre
3 y 5 larvas, se homogenizaron con la ayuda de un homogeneizador
(VWR™ Disposable Pellet Mixers).

o Seguidamente se anadieron 250 pl de TRIzol a cada muestra y se
homogenizaron de nuevo, volviendo a anadirle otros 250 ul de TRIzol
una vez finalizado este paso. De esta manera, se obtuvo una soluciéon
acuosa en la que se encontraban los acidos nucleicos. Todo este
proceso se llevd a cabo manteniendo las muestras en frio para una
mejor conservacion del RNA.

o A continuacién se procedié a centrifugar las muestras durante 10
minutos a 12000 g y 4 °C en una centrifuga Digicen20-R, paso que
elimino los restos celulares, decantandose después el sobrenadante
que contenia el RNA a otro tubo.
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Separacion en fases

o Parapermitir la disociacion completa de los complejos nucleoproteicos

se incubd el sobrenadante durante 5 minutos a temperatura ambiente.

o El siguiente paso consistio en agregar 100 ul de cloroformo y agitar
vigorosamente las muestras a mano (= 15 segundos), dejandolas
incubar de nuevo otros 2-3 minutos a temperatura ambiente. En este
punto las muestras presentaban un color rosaceo y una consistencia

relativamente espesa.

o Posteriormente, se procedié a centrifugarlas durante 15 minutos
a 12000 g y a una temperatura de 4 °C, paso que permitié separar
las muestras en dos fases; una fase superior incolora, la acuosa, en la
que permanecia exclusivamente el RNA, y una fase inferior de color
rosaceo, que correspondia a la fase organica de fenol-cloroformo.
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Entre ambas aparecia una pequeiia interfase blanquecina.

A continuacion, se retir6 la fase acuosa que contenia el RNA sin tocar la
fase organica y se dispensé en un tubo limpio previamente etiquetado,
reservando la fase organica en la nevera durante toda la noche para
proceder a la extraccion del DNA al dia siguiente.

Extraccion del RNA

Precipitacion del RNA. Parallevar a cabo la precipitacion del RNA se le
afadieron 250 pl de isopropanol a la fase acuosa y se agité suavemente
a mano durante 15 segundos. A continuacién se dejé reposar durante
30 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd 15 minutos a 12000
gy 4 °C. En este momento el RNA precipitado era visible en el fondo
de los tubos. Llegados a este punto, se procedié a realizar el lavado del
RNA extraido para eliminar cualquier impureza que pudiera quedar
en las muestras.

Lavado del RNA

En primer lugar se eliminé el sobrenadante de las muestras dejando
solamente el precipitado de RNA en el tubo. A continuaciéon se
procedio a lavarlo con 500 pl etanol al 70 % frio (-20 °C). Para ello, se
agitaron brevemente los tubos con un vértex VELP Scientifica para
levantar el precipitado. Seguidamente se centrifugaron las muestras
durante 5 minutos a 10000 g manteniendo la temperatura a 4 °C y se
decanto el sobrenadante.

Para que la cuantificaciéon del RNA fuera lo mds exacta posible, al
finalizar el lavado de las muestras, estas se centrifugaron brevemente
para retirar los restos de etanol que pudieran quedar, y se dejaron
secar con el tubo abierto a temperatura ambiente durante 15 minutos.
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Resuspension del RNA

o Las muestras de RNA extraidas se disolvieron en 70 ul de agua tratada
con DEPC (dietilpirocarbonato) mediante un breve centrifugado, y se
incubaron en un bafio de agua a 55-60 °C durante 10 minutos.

o El DEPC es un agente alquilante que reacciona de modo covalente e
inespecifico con las proteinas, y ademas es muy reactivo con los lugares
activos de las ribonucleasas, inactivindolas eficazmente.

Tratamiento del RNA extraido con DNAasas y cuantificacion

o Para eliminar cualquier DNA residual de las muestras se trataron con
desoxirribonucleasa I mediante el “RNase-Free DNase Set” (Roche
Applied Science, Penzberg, Germany). Asi, en primer lugar se prepard
la mezcla de reacciéon, formada por 50 ul de la muestra de RNA
extraido, 10 pl de tampon 10x y 1 pul de DNAasa.

« A continuacion, se incubd esta mezcla en una estufa a 37 °C durante 90
minutos, y finalizado este periodo se inactivo la enzima manteniendo
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las muestras a 70 °C durante 15 minutos.

o A partir de este momento se realizaron varias fenolizaciones para

retirar la enzima, para ello, inicialmente, se le afiadi6 a las muestras 100

ul de agua tratada con DEPC y 200 pl de fenol:cloroformo:isoamilico.
Después, se centrifugaron durante 15 minutos a 10000 g y a una
temperatura de 4 °C, y se tom¢ la fase acuosa para anadirsela a un tubo
Phase lock gel (5SPRIME). Llegados a este punto, se afladié un volumen
de 200 pl de cloroformo a cada tubo y se volvio a centrifugar durante
10 minutos a 12000 g y 4 °C. Por ultimo se retiré el sobrenadante
donde se encontraba el RNA extraido y se midi6 el volumen mediante
pipeteo.

o La cantidad de RNA se cuantificO mediante fluorimetria en un
fluorimetro Qubit 2.0 Invitrogen (Life technologies) y se realizaron
los calculos necesarios para conocer la cantidad de RNA extraida en
cada muestra.
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Extraccion del DNA

Para llevar a cabo esta parte del protocolo, se recuper6 la muestra de
la fase de fenol-cloroformo que se habia guardado en la nevera el dia
anterior y se procedid a precipitar el DNA que contenia.

Precipitacion del DNA

El primer paso consistié en eliminar, en la medida de lo posible,
cualquier resto de fase acuosa que pudiera quedar sobre la interfase
blanquecina de las muestras. Este es un paso fundamental en la
extraccion del DNA. Seguidamente, se afladieron 150 pl de etanol al
100 % a los tubos con la fase organica. Se mezclaron con suavidad por
inversion varias veces y se dejaron incubar a temperatura ambiente
durante 3 minutos. A continuacién, se centrifugaron durante 5
minutos a 2000 g y 4 °C con el objetivo de precipitar el DNA, y se
eliminé el sobrenadante de fenol-etanol en el que se encontraban las
proteinas. Se procedi6 entonces, a realizar los lavados del precipitado
de DNA de las muestras para eliminar las impurezas.

Lavados del DNA

Se afnadieron a las muestras 500 ul de una solucién que contenia
citrato sédico 0.1 M y etanol al 10 %, se dejaron incubar 30 minutos
a temperatura ambiente, mezclandolas con movimientos suaves cada
10 minutos aproximadamente, y se centrifugaron 5 minutos a 2000
g. Finalmente, se eliminé el sobrenadante de los tubo y se repitié este
lavado un par de veces mas.

Finalizados los lavados, se procedi6 a anadirle a las muestras 1 ml de
etanol frio al 70 % y se incubaron durante media hora a temperatura
ambiente. Durante este tiempo, se llevd a cabo la mezcla del contenido
de los tubos cada 10 minutos, mediante una suave inversidén de los

121

ZZ
m
= m
Sz
of=
”




Tesis Doctoral / Pablo Gémez Sande

mismos. Seguidamente, se centrifugaron las muestras durante 5
minutos a 5000 g, se elimind el sobrenadante y se dejo secar el
precipitado de DNA a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Resuspension del DNA

o La resuspension de las muestras de DNA se llevd a cabo con 75 pl de
tampon TE (Tris 40 mM-EDTA 1 mM), con el objetivo de solubilizar
el precipitado de DNA mientras se protege de su degradacion.

Tratamiento del DNA extraido con RNAasas libres de DNAasas y
cuantificacion

o Paraeliminar cualquierresto de RNA que pudiera quedar, se anadieron
0.5 pl de RNAasa a los tubos y se incubaron durante 45 minutos a
37 °C en una estufa. Posteriormente, se volvieron a incubar otros 45
minutos, pero en este caso, a una temperatura de 70 °C para inactivar
la enzima y disolver el DNA, dejandolo a continuacion 15 minutos a
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temperatura ambiente.

o Finalmente, se cuantificd la cantidad de DNA de las muestras en un

espectrofotometro (NanoDrop® ND-1000 Thermo Scientific) a una

longitud de onda de 620 nm, y se realizaron las operaciones necesarias
para obtener la cantidad de DNA extraida en cada muestra.

o Una vez cuantificadas las cantidades de RNA y DNA de los tejidos, se
llevaron a cabo los célculos pertinentes para obtener la relacion RNA/
DNA objeto de estudio.
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Error de medida, interferencias analiticas y criterios de
seleccion de la metodologia de cuantificacion de acidos
nucleicos por espectrofluorimetria y espectrofotometria.

Con el incremento del uso de la relacion RNA/DNA para la evaluaciéon
del estado nutricional en distintos organismos, han aumentado también
el numero de métodos analiticos para la determinacién de estos acidos
nucleicos. El primer protocolo publicado estaba basado en técnicas
espectrofotométricas (SCHMIDT & THANNHAUSER, 1945) mas tarde
modificado por MUNRO & FLECK (1966) y adaptado por BUCKLEY (1979).
Las metodologias mas recientes se basan en el aumento de la fluorescencia
de los fluordforos al unirse especificamente a los dcidos nucleicos. La
principal ventaja de estas nuevas técnicas es el aumento sustancial de
la sensibilidad y el rendimiento de la muestra en comparacién con los
métodos espectrofotométricos. La estimacion de las concentraciones de
acidos nucleicos esta influida en gran medida por factores tales como
la disociacién de proteinas, los patrones, los fluordforos utilizados, etc.
(CALDARONE & BUCKLEY 1991; CLEMMESEN 1993; CANINO & CALDARONE
1995; BERDALET ET AL., 2005 A, B). En consecuencia las diferencias
metodolégicas de extraccion y de cuantificacién han imposibilitado a
los investigadores comparar directamente sus resultados. Muestra de
ello es el estudio de intercalibracién llevado a cabo por CALDARONE ET
AL. (2006) en el que se calculo la relacion RNA/DNA en 4 laboratorios

distintos, mostrando sus resultados diferencias significativas entre ellos.

DELLANNO ET AL. (1998) compararon la cuantificaciéon de acidos
nucleicos en muestras de sedimentos marinos mediante tres métodos:
HPLC, espectrofotometria y fluorescencia. No encontraron diferencias
significativas entre los resultados obtenidos mediante HPLC vy
espectrofotometria, sin embargo surgieron algunos problemas de
subestimacion en la cuantificacion de DNA eucariota mediante

fluorescencia ligados, segtin los autores, a procesos de desnaturalizacion
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del DNA durante la extraccién, purificacion y cuantificaciéon. Ademas,
encontraron ciertas incongruencias en la cuantificaciéon del RNA
mediante fluorometria y espectrofotometria, debidos a que en ambos
casos fue calculado por diferencia, esto es, se estimo la cantidad total de
acidos nucleicos y a esta se le resto la cantidad de DNA. Asi, estos autores
subrayan que el andlisis independiente de RNA y DNA de la misma

muestra ofrece resultados mas fiables en la cuantificacién.

ESTEVES ET AL. (2000) analizaron el contenido de RNA y DNA ylarelacién
RNA/DNA en larvas de gébidos mediante dos métodos fluorométricos
para la extraccién y cuantificacién de acidos nucleicos y compararon
los resultados obtenidos. En ambos métodos se cuantificé directamente
la cantidad de dcidos nucleicos totales y la de DNA, la diferencia entre
métodos eran dos pasos de purificacion con fenol, cloroformo y alcohol
isoamilico. Concluyeron que las diferencias entre las estimaciones del
contenido de acidos nucleicos y de la relacion RNA/DNA de larvas eran
evidentes y que variaban segtn el procedimiento utilizado, los métodos

con mayor esfuerzo de purificacion proporcionan resultados mas
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precisos.

WEBER ET AL. (2003) hallaron la solucién a la fluorescencia endogena

propia de las muestras y que sesgaba sus resultados al utilizar técnicas
fluorométricas: las sustancias que producen dicha fluorescencia se
pueden eliminar de forma fiable mediante la simple precipitacion de las

muestras con isopropanol.

En este trabajo se empled el método del TRIzol® para la extraccidon
de RNA y DNA, una técnica basada en la utilizaciéon de isocianato de
guanidina y cuyo protocolo hemos detallado anteriormente. Se eligié
este método, mas laborioso y lento que los kits de extracciéon comerciales
-aunque también mds eficiente-, ya que permite extraer ambos dcidos
nucleicos de una misma muestra; requisito indispensable para el calculo

correcto de la relacion RNA/DNA. El planteamiento inicial era realizar
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la cuantificacion de los purificados de ambos acidos nucleicos mediante
espectrofotometria, en el espectrofotémetro NanoDrop® ND-1000
Thermo Scientific, empleando una pequena alicuota (1.5 - 2ul) de
extraccion para cada una de las réplicas de medida. Este método nos
permitiria ademas conservar los extractos purificados de ambos acidos
nucleicos para su utilizacion en posibles estudios ulteriores (expresion

génica, genética de poblaciones, etc.).

Durante la realizacion de las determinaciones espectrofotométricas del
RNA, detectamos que los valores de RNA obtenidos eran muy elevados,
lo que hacia que la relacion RNA/DNA mostrase valores alejados de los
hallados en la bibliografia para diferentes especies; incluso el blanco,
que no contenia RNA, presentaba valores elevados de este d4cido nucleico

segun las cuantificaciones realizadas.

Esto nos llevé a pensar en la existencia de contaminaciéon por fenoles
(que se utilizan en las diferentes fenolizaciones de las muestras para
retirar la enzima DNAasa) y por proteinas, que no eran retenidos
totalmente por el gel de los tubos Phase Lock GelTM 5 PRIME, empleados
especificamente para retirar la fase organica tras la ultima fenolizacion.
Ademas, los valores de pureza que el NanoDrop® proporciona -relacién
de absorbancias a 260 y 280 nm- resultaron ser notablemente inferiores
a 2. Una relacién 260/280 de ~2.0 se acepta generalmente como “puro”
para RNA (segun el manual de utilizacién del propio NanoDrop®). Una
relacidon considerablemente inferior puede ser indicativa de la presencia
de proteinas, fenoles u otros contaminantes con alta absorbancia a 280

nm o cerca de esta longitud de onda.

Ante esta situacion serealizaron pruebas con patrones de RNA procedente
de la levadura Saccharomyces cerevisiae (SIGMA Life Science) y DNA
procedente de timo de ternera (SIGMA Life Science) para comprobar la
fiabilidad de las medidas en el espectrofotometro NanoDrop® y, como

alternativa, un fluorimetro (Qubit 2.0 de Invitrogen (Life technologies)).
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Dichas pruebas constaron de tres ensayos distintos: el primero con
concentraciones conocidas de RNA y DNA diluidos en tampodn, en tubos
separados y sin tratamiento; el segundo con patrones de ambos acidos
nucleicos en tubos separados y tratados del mismo modo que las muestras
y el ultimo con concentraciones de RNA y DNA conocidas en el mismo
tubo que fueron tratados del mismo modo que las muestras.

En el primer ensayo se midieron patrones de RNA y DNA sin tratar, con
concentraciones de 0, 5 y 10 ng/ul para el RNA y de 0, 10, 50, 100, 150 y
200 ng/pl de DNA, haciendo nueve medidas de cada una de ellas tanto
en el espectrofotémetro como en el fluorimetro, calculando en cada
caso la media, el error absoluto (diferencia entre el valor de la medida y
el valor de la concentracién del patrén) y el porcentaje de error (que se
obtiene al multiplicar por cien el cociente del error absoluto y el valor de

la concentracion real) (tabla 4).

En este caso pudimos comprobar que al no ser tratadas las muestras con

TRIzol’, enzimas y fenol, los resultados de las medidas de los patrones
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tanto de DNA como de RNA estaban proximas a la concentracion

del patrén disuelto en el tampdn y por lo tanto el espectrofotémetro

como el fluorimetro estaban midiendo bien. De ello se deduce que el

procedimiento de extraccion pudiera estar interfiriendo en los resultados.

En el segundo ensayo se midieron los patrones de RNA y DNA por
separado sometidos al mismo tratamiento que las muestras. En este caso
0.5y 10 ng/ul de RNA y 0, 10, 50, 100, 150 y 200 ng/ul de DNA, haciendo
nueve medidas de cada uno de ellos en el espectrofotometro asi como
en el fluorimetro, calculando de nuevo la media, el error absoluto y el

porcentaje de error (tabla 5).

En esta ocasion los valores obtenidos en el espectrofotometro para el RNA
eran siempre los mismos con muy poca variacion, independientemente de
la concentracién de patrdn utilizada, y muy superiores a su concentracion

real. Sin embargo, las medidas de RNA obtenidas en el fluorimetro

126



Material y métodos
Tabla 4. Media, error absoluto y porcentaje de error de los patrones de DNA y RNA sin
tratamiento con reactivos.
. . . Error
Concentracion Método Media % Error
Absoluto
< Espectrofotometria 3.4 ng/ul -1.6 -32.0
5 [RNA]:  5ng/ul
+ Espectrofluorometria 3.7 ng/ul -1.3 -26.0
=
2 Espectrofotometria 7.5 ng/ul -2.5 -25.0
E [RNA]: 10ng/ul
= Espectrofluorometria 8.6 ng/ul -1.4 -14.0
Espectrofotometria 7 ng/ul -3.0 -30.0
[DNA]: 10 ng/ul
Espectrofluorometria 13.2 ng/ul 3.2 32.0
Espectrofotometria 35.6 ng/ul -14.4 -28.8
[DNA]: 50 ng/pl
E Espectrofluorometria 66.1 ng/ul 16.1 32.2
a Espectrofotometria 82.9 ng/ul -17.1 -17.1
£ [DNAJ: 100 ng/ul <
g Espectrofluorometria 127.4 ng/pl 27.4 27.4 < >
4
& Espectrofotometria 136.7 ng/ul -13.3 -8.9 6' m
[DNAJ: 150 ng/ul g2
Espectrofluorometria ~ 182.3 ng/ul 323 21.5 1) l:E'
()]
Espectrofotometria 182.1 ng/ul -17.9 -9.0 ~
[DNA]: 200 ng/pl
Espectrofluorometria  226.1 ng/pl 26.1 13.1

presentaban una pequefa subestimacion, inversamente proporcional a la

concentracion del patrén.

Por dltimo se sometieron al proceso de extraccion los patrones de
RNA y DNA juntos, con diferentes concentraciones de cada uno de
ellos tal y como se muestra en tabla 6, tratandolos como el resto de las
muestras analizadas. Se midieron en el espectrofotometro asi como en
el fluorimetro, calculando la media, el error absoluto y el porcentaje de

error en cada caso.
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Tabla 5. Media, error absoluto y porcentaje de error de los patrones de DNA y RNA
tratados del mismo modo que las muestras.
. . Error
Concentracion Método Media % Error
Absoluto
Espectrofotometria 1739 ng/ul ---- --e-
[RNA]:  0ng/ul
<Zﬂ Espectrofluorometria ~ <0.02 ng/ul 0.0 0.0
f Espectrofotometria 1612 ng/ul ---- ----
5 [RNA]:  5ng/ul
E.. Espectrofluorometria 4.4 ng/ul -0.6 -12.0
£ Espectrofotometria 1694 ng/ul ---- ----
[RNA]: 10 ng/ul
Espectrofluorometria 9.9 ng/ul -0.1 -1.0
Espectrofotometria 8.3 ng/ul -1.7 -17.0
[DNA]: 10 ng/ul
Espectrofluorometria 1.4 ng/ul -8.6 -86.0
N Espectrofotometria 44.2 ng/ul -5.4 -11.6
() [DNA]: 50 ng/ul
:El (0] ; Espectrofluorometria 16.4 ng/pl -33.6 -67.2
= 0
E:.I @) E Espectrofotometria 90 ng/ul -10.0 -10.0
= £ [DNAJ: 100 ng/ul
< S g Espectrofluorometria 28.4 ng/ul -71.6 -71.6
> & Espectrofotometria 142.2 ng/pl -7.8 -5.2
[DNA]: 150 ng/pl
Espectrofluorometria 39.8 ng/ul -110.2 -73.5
Espectrofotometria 188.8 ng/ul -11.2 -5.6
[DNA]: 200 ng/pl
Espectrofluorometria 75.7 ng/ul -124.3 -62.2

Los resultados de las cuantificaciones de RNA realizadas en el
espectrofotometro fueron similares a los del anterior ensayo, en el
que los patrones se procesaron por separado, mostrando una clara
sobreestimacion; mientras que las medidas realizadas con el fluorimetro

presentaban ligeras subestimaciones de la concentraciéon del patrén
(tabla 6).
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Tabla 6. Medidas de las concentraciones de los patrones de RNA y DNA utilizados en
el ensayo de calibracién del método de cuantificacion de la relacion RNA/DNA. EFT:
espectrofotometria; EFL: espectrofluorimetria.
Concentraciéon Media Error Media Error
% Error % Error
[RNA] [DNA] Método DNA  absoluto DNA RNA  absoluto NA
(ng/ul)  (ng/pl) (ng/u)  DNA (ng/u)  RNA
0 0 EFT <0.01 0.0 0.0 1705.1 - -
EFL <0.01 0.0 0.0 <0.02 0.0 0.0
0 10 EFT 8.3 -1.7 -17.0 1622.6 - ----
EFL 0.86 -9.4 -94.0 <0.02 0.0 0.0
EFT 0.1 0.1 0.0 1616.6 ---- -
10 0
EFL <0.01 0.0 0.0 7.6 -2.4 -24.0
EFT 8.0 -2.0 -20.0 1536.2 - -
10 10
EFL 1.3 -8.7 -87.0 8.1 -1.9 -19.0
0 50 EFT 43.7 -6.3 -12.6 1541.6 ---- ----
EFL 22.4 -27.6 -55.2 <0.02 0.0 0.0
EFT 45.9 -4.1 -8.2 1496.8 ---- ----
10 50
EFL 18.3 -31.7 -63.4 7.9 -2.1 -21.0 Z
EFT 88.5 -11.5 -11.5 1587.4 - - Z
0 100 w5
EFL 30.3 -69.7 -69.7 <0.02 0.0 0.0 | I'T'll
EFT 92.0 -8.0 -8.0 1467.8 Ox
10 100 o<
EFL 31.3 -68.7 -68.7 8.0 -2.0 -20.0 0 >
EFT 142.7 -7.3 -4.9 1569.1 - - (0)) -
0 150 ~
EFL 57.3 027 -61.8 <0.02 0.0 0.0
EFT 144.1 -5.9 319 1764.7 - -
10 150
EFL 53.2 -96.8 -64.5 8.2 -1.8 -18.0
EFT 185.6 -14.4 -7.2 1516.8 - ----
0 200
EFL 78.2 -121.8 -60.9 <0.02 0.0 0.0
EFT 191.4 -8.6 -4.3 1673.1 - -
10 200
EFL 79.1 -120.9 -60.5 8.1 -1.9 -19.0
EFT 241.4 -8.6 -3.4 1666.3 ---- ----
25 250
EFL 123.5 -126.5 -50.6 20.8 -4.2 -16.8
EFT 290.8 -9.2 -3.1 1714.2 ---- -
50 300
EFL 162.4 -137.6 -45.9 43.6 -6.4 -12.8
EFT 343.1 -6.9 -2 16986 ----- -
75 350
EFL 206.4 -143.6 -41.0 67.4 7.6 -10.1
EFT 391.7 -8.3 2.1 1887.7 - ----
100 400
EFL 268.4 -131.6 -32.9 91.0 -9.0 -9.0
EFT 443.2 -6.8 -1.5 1503.2 ---- -
200 450
EFL 301.3 -148.7 -33 188.6 -11.4 -5.7
EFT 490.5 -9.5 -1.9 1863.3 - -
300 500
EFL 367.1 -132.9 -26.6 289.2 -10.8 -3.6
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Figura 14. Representacion de los valores de concentracion real de los patrones de DNA
y los valores obtenidos mediante la cuantificacion de los mismos por espectrofotometria
y espectrofluorimetria.

Las medidas del DNA procesadas de esta manera mostraron unos valores

préximos, aunque algo inferiores, a la concentraciéon del patrén cuando

>-.
49
<A
x

i O
=
o7

EE

se midieron con el espectrofotometro, mientras que en comparacion las

concentraciones medidas con el fluorimetro estaban muy por debajo de

la concentracion del patrén utilizado.

En funcién de los resultados obtenidos, para calcular de forma correcta
la relacion RNA/DNA, decidimos utilizar el espectrofotometro para
la determinacién de DNA en las muestras, ya que la desviacién de la
medida de este dcido nucleico con respecto a la concentracién de patrén
es menor que la desviacion hallada cuando las medidas se realizan con el

fluorimetro (figura 14).

Porel contrario, para cuantificar el RNA, decidimos utilizar el fluorimetro
ya que los valores de las concentraciones encontradas fueron similares
a las esperadas, mientras que las obtenidas con el espectrofotometro

distaron de mucho la concentracion real de los patrones (figura 15).
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Figura 15. Representacion de los valores de concentracidn real de los patrones de RNA
y los valores obtenidos mediante la cuantificacion de los mismos por espectrofotometria
y espectrofluorimetria.

Con los datos de concentracion de los patrones y los porcentajes de error
de cuantificacién observados en este ultimo ensayo se realizaron dos
regresiones, una para el DNA (figura 16) y otra para el RNA (figura 17).
Las ecuaciones obtenidas mostraron un R? elevado y por consiguiente
se emplearon para el calculo final de la concentraciéon de las muestras,
aplicandose a los valores ofrecidos por el espectrofotometro al cuantificar
el DNA y por el fluorimetro al cuantificar el RNA.
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Figura 16. Regresién que relaciona las concentraciones de las
disoluciones de DNA empleadas como patrones y el porcentaje de error
de medida por espectrofotometria.
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Figura 17. Regresion que relaciona las concentraciones de las
disoluciones de RNA empleadas como patrones y el porcentaje de
error de medida por espectrofluorimetria.
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4.2.3. Biomarcadores moleculares

Todos los andlisis de biomarcadores moleculares expuestos en esta tesis
fueron realizados en el laboratorio del Grupo de Biologia y Toxicologia
Ambiental de la UNED.

4.2.3.1. Actividad de la Glutation—-S—Transferasa

Para la cuantificacién de la actividad de la Glutation S-Transferasa (GST)
se realizé una extaccién de proteinas tal y como se describe en el epigrafe
correspondiente y se valor6 espectrofotométricamente empleando el kit
comercial “Glutathione S-Transferase (GST) Assay Kit”, que permite la
detecciéon de un amplio rango de diferentes isoformas de la enzima GST
mediante la utilizacién de 1-cloro-2,4- dinitrobenceno (CDNB).

Elincrementodelaconjugaciondelgrupotioldel glutational sustrato CDNB
produce un aumento en la absorbancia a 340 nm. Los valores de actividad
encimatica de las muestras se calcularon mediante la interpolacion de los
datos de absorbancia con los de las disoluciones patron.

4.2.3.2. Transcripcion inversa

En este trabajo se emplearon los valores de espresion de los genes que
codifican el EcR, el CYP450, la HSP70 y la HSC 70 como biomarcadores.
Para cuantificar dichas expresiones génicas se emple6 la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR y
PCR en tiempo real). A partir de RNA mensajero (RNAm) contenido en
los extractos ya purificados de RNA (ver epigrafes anteriores) y através de
las técnicas de RT-PCR y PCR en tiempo real, se obtuvieron los fragmentos
correspondientes de DNA complementario (DNAc), que a su vez sirvieron
como molde para su amplificaciéon por PCR. La transcripcién inversa, o
retrotranscripcion, del RNA de las muestras se llevé a cabo utilizando el
kit comercial M-MLV Reverse Transcriptase.
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A 500 ng de cada muestra de RNA se le anadieron 0.5 pg pl-1 de Oligo(dT)
12-18, 1 pl de mezcla ANTP 10 mM vy agua tratada con DEPC hasta un
volumen final de 12 pul. Se incub6 esta mezcla durante 5 minutos a 65 °C
y posteriormente se mantuvo en hielo durante 10 minutos. Se afadieron
a continuacion 4 pl de 5x First-Strand Buffer, 2 upl de DTT 0.1 My 1 pul de
RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor (40 unidades pl-1) y se
incub¢ la mezcla durante 2 minutos a 37 °C; se aftladié 1 ul de M-MLV RT y
se mantuvo a 37 °C durante 50 minutos. Finalmente, se inactivé la reaccién
calentando 15 minutos a 70 °C. Las muestras de DNAc se conservaron a
-20 °C hasta su uso.

4.2.3.3. Analisis mediante PCR

Las amplificaciones por PCR semicuantitativa de los fragmentos de DNAc
correspondientes a las proteinas estudiadas en este trabajo se llevaron a
cabo utilizando la enzima Taq Polimerasa, siguiendo las especificaciones
de la casa comercial y en un termociclador C1000TM Thermal Cycler
(Bio-Rad). Para asegurar la mayor homogeneidad de los componentes de
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la PCR y minimizar los errores finales derivados del pipeteo, se establecio
un protocolo de preparacion de las muestras a amplificar.

Asimismo, para permitir la normalizacién de los resultados de expresion

génica con respecto al gen de referencia seleccionado, la amplificacion de
los fragmentos de estudio se llevd a cabo en paralelo y de forma simultanea
mediante dos programas distintos del termociclador, atendiendo alos ciclos
en los que cada gen se amplifica correctamente y evitando la saturacién de
los genes de referencia.

Para la separacion de los productos de PCR se emplearon geles de
poliacrilamida al 9% en TGE (Tris-HCI 50 mM pH 8.5, glicina 380
mM, EDTA 2 mM) con 30% acrilamida/bisacrilamida 29:1, persulfato
amonico al 10% p/v y TEMED al 100% v/v. La electroforesis se llevo a
cabo a temperatura ambiente y voltaje constante de 60 mV, en un equipo
MiniProtein (BioRad). Las muestras se disolvieron en tampdn de carga
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(glicerol al 50% v/v, Tris-HCl 10 mM pH 7, azul de bromofenol al 0.1%
p/v). Una vez terminada la electroforesis, se fotografié el gel con la ayuda
de un equipo Chemigenius 3 (Syngene, Inglaterra), mediante el programa
Gene Snap 6.05, y se almaceno la imagen para su posterior procesado
y cuantificacién. La cuantificacién de las bandas obtenidas en los geles
de poliacrilamida se llevo a cabo con el programa Image J 1.47q (NIH,
EE.UU.). Esta se baso en la seleccion de las distintas bandas del gel
manteniendo constante el ancho a cuantificar, de manera que variaciones
en el valor final se correspondieran con diferencias en la intensidad de la
banda y no con el drea que ocupé la misma.

4.2.3.4. Extraccion del DNA del gel de agarosa

Los diferentes fragmentos de los genes de estudio, amplificados mediante
PCR, fueron extraidos del gel de agarosa segtn el procedimiento descrito
por BoYLE & LEw (1995). Para ello, las bandas correspondientes a los
tamafos de fragmentos esperados fueron cortadas del gel e introducidas
en tubos Eppendorf. En cada caso, una vez calculado el peso de cada
banda se anadié al tubo correspondiente el doble de volumen (pl) de Nal
6 M (Fluka) que de peso de la banda en agarosa (mg). Todos los tubos
se mantuvieron 5 minutos en un bafio a 55 °C hasta conseguir la fusién
total de la agarosa. Posteriormente, en cada tubo se afiadieron 10 pl de
silica (Sigma) y se mezclaron bien los componentes. Tras 10 minutos en
hielo, se centrifugd y se retird el sobrenadante, quedando el DNA unido a
la silica en el fondo de los tubos. A continuacidn se realizaron dos series
compuestas por:

« Lavado con la misma cantidad de solucion de lavado (NaCl 50 mM, Tris-
HCI 10 mM pH 7.5, EDTA 2.5 mM, etanol 50% v/v) que la utilizada de
Nal 6 M al inicio del proceso, mezclando bien el contenido de los tubos
con el vortex para homogeneizar correctamente la solucion de lavado y el
complejo DNA-silica.

o Posterior centrifugado de los tubos y retirada del sobrenadante.
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Finalmente, el DNA de los tubos se resuspendio en 12 pl de agua destilada.

4.2.3.5. Analisis mediante PCR en tiempo real (Real
Time PCR)

En primer lugar fue necesario conocer la eficiencia de la PCR, dado que
este valor se utiliza como factor de correccién en el calculo de los niveles
de expresion génica para cada gen. En su calculo, para cada pareja de
oligonucleétidos (cebadores) se preparan diluciones seriadas (1/1 - 1/16) de
una muestra de DNAc procedente de la mezcla de distintos tratamientos
experimentales, lo que proporciona una curva estandar del cambio de los
valores de Ct (cycle threshold), que es el numero de ciclos de PCR necesario
para que la sefial fluorescente cruce el valor umbral (por ejemplo, la
fluorescencia de fondo). Para determinar la eficiencia de amplificacion
se emplea la pendiente de la regresion lineal obtenida con las diluciones.
Las eficiencias obtenidas para los distintos genes estudiados fueron las
siguientes:
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Partiendo del DNAc obtenido en el proceso de retrotrascripcion se llevo

a cabo la PCR en tiempo real, empleando para ello la mezcla comercial
SsoFast™ EvaGreen® Supermix. Para obtener un volumen final de reaccién

de 20 ul se anadieron: 10 pul Sso-Fast™ EvaGreen® Supermix, 0.6 pul cebador
directo (10 pM), 0.6 pul cebador inverso (10 uM), 7.8 pl agua bidestilada
y 1 pl muestra DNAc (500 ng pl-1).La PCR cuantitativa se llevé a cabo
con el termociclador CFX96 (Bio-Rad), mediante un programa que
incluia una desnaturalizacion inicial de 3 minutos a 95 °C y 35 ciclos con
una desnaturalizacion de 5 segundos a 95 °C, anillamiento durante 15
segundos a 58 °C y elongacion durante 10 segundos a 65 °C. Al término
de cada programa se realizé una curva de desnaturalizacién para verificar
la eficacia de cada amplicon. Para la cuantificacion de los niveles de
expresion de los genes estudiados se emplearon los valores umbral del
ciclo, correspondientes a la fluorescencia detectada en la fase exponencial
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de la reaccion, donde hay una correlacion entre la intensidad de la sefal
fluorescente y la cantidad inicial de DNAc. Los datos obtenidos fueron
analizados con el programa informatico CFX-Manager Software 2.1
(Bio-Rad). Este software se empled en el calculo de los niveles de cada
RNAm con respecto a los de tres genes de referencia endogenos. Se
prepararon las muestras por duplicado en las placas correspondientes y se
analizaron tres réplicas de cada uno de los experimentos.

Con objeto de comprobar si los fragmentos amplificados correspondian
realmente a los genes objeto de nuestro estudio, asi como con la finalidad
de utilizar algunos fragmentos como sonda para hibridacién in situ, se
llevé a cabo la clonacion y secuenciacion de los mismos.

4.2.4. Analisis de anomalias morfoldgicas

La metodologia de analisis empleada para el estudio de la anatomia
de los individuos varia segun el grupo del que se trate. Para el estudio
de la morfologia de los macroinvertebrados resulta imprescindible la
observacion de los individuos bajo la lupa binocular y, con frecuencia, es
necesario realizar preparaciones microscopicas de diversas estructuras.
Toda la metodologia descrita a continacién esta basada en la descrita por
SErRvIA (2001)

4.2.4.1. Preparaciones microscopicas

o Una vez separadas del cuerpo con la ayuda de un bisturi y unas pinzas,
las cdpsulas cefalicas se introdujeron en una disolucién de KOH al
10% a 50 °C durante unas 2 horas.

« Posteriormente fueron limpiadas con etanol. La digestion con KOH
elimino el contenido de las capsulas y clarific6 y ablandé la cuticula,
facilitando asi su montaje y observacion.
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o Durante todo el proceso de aclarado del material se puso especial
cuidado en que la temperatura de la disolucién de KOH no fuese
excesiva, con el fin de evitar las frecuentes distorsiones que se producen
en el material entomoldgico manipulado incorrectamente.

o Con el material una vez aclarado se realizaron las preparaciones
microscopicas, utilizando como medio de montaje semipermanente
gel de glicerina con la siguiente composicion: 10 g de gelatina, 50 ml
de glicerina, 60 ml de agua destilada y 0.5 g de fenol cristalizado. Este
medio presenta la ventaja de que puede ser licuado al aumentar la
temperatura, lo cual facilita muchas de las operaciones que con ¢él se
realizan.

En cada portaobjetos fueron colocadas seis capsulas cefdlicas aisladas,
dispuestas de forma que pudiera observarse su cara ventral y colocando
un cubreobjetos sobre ellas, ejerciéndo después una ligera presion sobre él
para facilitar la apertura de las mandibulas y evitar asi la superposicion
con el mentum. Se procuré eliminar las burbujas de aire que pudiesen
interferir al observar las capsulas al microscopio.
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4.2.4.2. Observacion y recuento

Cada una de las capsulas cefilicas montadas fue observada en el
microscopio con un aumento de 500x. Tras el andlisis detallado de la
morfologia de cada individuo, se anotaron todos aquellos casos en los que
se observaron deformidades en el mentum. En el presente trabajo no se
incluyen bajo el término de deformidades los casos de fractura o desgaste
por abrasion de las piezas.

Los primeros hallazgos de individuos deformes, asi como muchos trabajos
posteriores, ofrecen unicamente la frecuencia de individuos deformes
observados en un determinado lugar (HAMILTON & SAETHER, 1971; HARE
& CARTER, 1976; WIEDERHOLM, 1984; CANFIELD ET AL., 1994; 1996; 1998).
Otros trabajos se centraron en el analisis de la incidencia de deformidades
de forma separada para cada estructura de la capsula cefalica (WARwWICK
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1988, WARWICK, 1989, 1991; BIRD ET AL., 1995; JANSSENS DE BISTHOVEN ET
AL., 1995; PETTIGROVE ET AL., 1995; VERMEULEN ET AL., 1998; MEREGALLI
ET AL., 2001). Debido a la mayor tendencia del mentum a presentar
deformidades y a la sencillez de su analisis, muchos autores incluyen en sus
trabajos unicamente deformidades presentes en esta estructura (DICKMAN
ET AL., 1992; URK ET AL., 1992; DIGGINS & STEWART, 1993; HUDSON &
CIBOROWSKI, 1996 A, B).

WARWICK (1985) fue el primer autor que propuso analizar, no solo la
incidencia de las deformidades, sino también la gravedad de las mismas,
estableciendo el grado de severidad de éstas. Posteriormente varios
autores desarrollaron indices atendiendo al grado de severidad de las
deformidades de distintas estructuras (KLINK 1984; WARWICK & TISDALE
1988; DERMOTT, 1991; WARWICK, 1991; 1992). Es resaltable el trabajo de
LENAT (1993), en el que desarrollé un indice denominado Toxic Score
que empleaba exclusivamente del mentum de Chironomus, era pues, de
aplicacién mucho mas sencilla que los anteriores.

VERMEULEN ET AL. (1998) disefiaron un nuevo método de asignacién del
grado de severidad para deformidades del mentum, mandibulas y peine
epifaringeo, y en el que tratan de valorar el drea aproximada que se ve
afectada por la deformidad. De este modo tratan de estandarizar y reducir
la subjetividad del analisis, ademas de simplificar el tedioso examen de
todos los dientes de cada una de las piezas.

Todos estos indices de severidad representaron un avance en el uso de las
deformidades, ya que su finalidad era utilizar su valor como indicador
de un cierto grado de contaminacion, establecido en funcién de datos
fisicoquimicosdeaguaosedimentoydedatosdelascomunidadesresidentes
en ese mismo lugar. Por ello, diversos autores han recurrido a estos indices
para contrastar la informacién obtenida por ellos y, sin necesidad de
realizar costosos andlisis quimicos, ofrecer un valor indicativo del grado
de estrés al que estaban sometidos sus puntos de muestreo (ASTON, 1998;
SERVIA ET AL., 1998 B; REYNOLDS & FERRINGTON, 2001).

URK ET AL. (1992) observaron tras su estudio que los tipos mads severos

139

ZZ
m
= m
Sz
of=
v




Tesis Doctoral / Pablo Gémez Sande

de deformidades aparecen con frecuencia en los lugares en los que las
larvas presentan mayores frecuencias de deformidades. Posteriormente
HAMALAINEN (1999) confirmé que a medida que aumenta la frecuencia de
deformidades, también aumenta la severidad.

Finalmente, tanto JANSSENS DE BISTHOVEN ET AL. (1995) como VERMEULEN
ET AL. (1998) concluyen, tras la elaboracidn de estudios independientes con
Chironomus, que el uso de datos de severidad y frecuencia es redundante,
y que los valores de frecuencia aislados pueden ofrecer informacién
suficiente. Asi, VERMEULEN ET AL. (1998) ofrecen valores de frecuencia
de deformidades presentes en el mentum que podrian ser asociados a
distintos grados de contaminacién y JANSSENS DE BISTHOVEN (2000)
ofrece un sistema de evaluacién similar, aunque teniendo en cuenta las
deformidades observadas también en mandibulas y antenas.

Los resultados obtenidos durante este estudio han sido expresados como
porcentajes de individuos con deformidades en el mentum, sin atender a
su severidad y obviando la fractura del diente central del mentum, debido
a la controversia entre varios investigadores sobre su origen, que podria no
estar relacionado con la contaminacion(S ERVIA ET AL., 2002).
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Material y métodos

4.3. ANALISIS ESTADISTICO

Para el tratamiento de los datos se utilizo el paquete estadistico SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences, version 10.0), ya que presenta
una amplia gama de test que facilitan el desarrollo de los analisis. Debido
al tipo de datos obtenidos durante este estudio, los métodos utilizados son
principalmente contrastes de hipotesis, la aplicacion de diferentes pruebas
para variables de tipo continuo y algunos analisis de tipo multivariante.
En todo el proceso de analisis estadistico de los datos se determind, como
estadisticamente significativa toda aquella probabilidad asociada (a) menor
o igual que 0.05.

4.3.1. Pruebas estadisticas de normalidad vy
homocedasticidad.

Para el analisis de la normalidad y homocedasticidad se emple6 el paquete
estadistico “SPSS 19.0” para “Windows”. Para comprobar si la distribucion
de nuestros datos se ajustaba a una distribuciéon normal se emplearon tanto
métodos graficos (histogramas y curvas de normalidad) como estadisticos
(Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk). Para el andlisis de homogeneidad
de las varianzas u homocedasticidad se empled el estadistico de Levene.

4.3.2. Analisis de diferencias entre submuestras

Parala comparacion de los parametros analizados entre estaciones se utilizd
estadistica paramétrica, mediante el uso de ANOVA de un factor; en los
casos en los que los datos se ajustaban a una distribuciéon normal y sus
varianzas eran homogéneas; y el test de Kruskal-Wallis para los casos en
los que la falta de normalidad u homocedasticidad requirieron el uso de

estadistica no paramétrica.
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Resultados

En este capitulo se muestran todos los resultados obtenidos, salvo
los correspondientes al estudio metodoldgico relativo a la extraccion
y cuantificaciéon de RNA, que ya han sido expuestos y discutidos en el

capitulo anterior.

5.1. ESTUDIO INTERPOBLACIONAL

5.1.1. Analisis quimico

5.1.1.1. Analisis cuantitativo de agua

Enla tabla 7 se muestran los resultados de los analisis cuantitativos de agua
yenla grafica delafigura 18 los indices de contaminacion relativa (ICR) del
agua segun las familias de contaminantes analizados cuantitativamente.

Tabla 7. Concentraciones de las sustancias analizadas en el agua de las tres estaciones

de muestreo. Los valores maximos de cada compuesto aparecen sombreados.

SAR LOURO CON
Alquilfenoles ng/L
Bisfenol A (BPA) 82.28 24.52 52.29
Nonilfenol (NP) 53.67 37.67 16.05
Productos farmacéuticos ng/L
Ibuprofeno 2025.18 1484.18 122.54
Diclofenaco 22.80 18.96 <5.00
Carbamazepina 7.45 11.18 8.06
Atenolol 196.70 187.07 77.33
Cafeina 14364.77 10124.85 8448.35
Flumequina 5.20 <5.00 <5.00
Amoxiciclina 5.64 <5.00 <5.00
Enrofloxacina <5.00 <5.00 <5.00
Fragancias ng/L
Galaxolida 3074.03 3026.50 1447.42
Tonalida 80.09 616.50 186.04
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Tabla 7. Continuacion
SAR LOURO CON
Pesticidas organoclorados ng/L
a-HCH 9.68 6.56 8.52
b-HCH 16.17 13.12 16.07
g-HCH 19.79 11.27 19.66
d-HCH 18.17 9.57 19.41
Heptacloro <3.00 <3.00 <3.00
Aldrin <3.00 <3.00 <3.00
Heptacloro epoxido <3.00 <3.00 <3.00
g-Clordano <3.00 <3.00 <3.00
a-Chlordano <3.00 <3.00 <3.00
a-Endosulfano 5.01 <3.00 9.32
p,p-DDE 11.12 3.51 12.82
Dieldrin 9.81 <3.00 10.93
Endrin < 3.00 <3.00 <3.00
Pesticidas organoclorados ng/L
8 b-Endosulfano 14.96 6.82 16.63
la p,p-DDD 9.06 3.01 14.29
g Endrin aldehido 3.31 3.31 6.35
5' Endosulfano sulfato <3.00 <3.00 <3.00
0) p,p-DDT 14.8 7.37 18.63
DL]:'I Endrin cetona 22.04 <3.00 14.4
Methoxicloro <3.00 <3.00 <3.00
Metales pesados png/L
Cd <0.01 <0.01 <0.01
Pb <0.5 <0.5 <0.5
Cr 1.67 0.7 <0.3
Ni 2.82 1.34 <0.4
Cu 2.1 0.44 0.44
As 1.97 4.19 0.30
Hg <0.05 <0.05 <0.05
Mn 60.29 118.19 6.05
Zn 14.47 10.51 2.61
Al 17.51 1.63 3.29
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Indice de contaminacién relativa del agua

3
M Sar
O Louro
-
2 HCon

Promedio de los indices de contaminacion relativa

Figura 18. Valores promedio por familia de contaminantes, del indice de
contaminacién relativa del agua. Las estrellas indican diferencias significativas
entre estaciones segun el test de Kruskal-Wallis (p-valor<0.05).

Segun el test de Kruskal-Wallis existen diferencias significativas entre
estaciones en las concentracioes de productos farmacéuticos, pesticidas
organoclorados y metales pesados. Las muestras del rio Sar son las que
mayor grado de contaminacién muestran para alquilfenoles, productos
farmaceuticos y metales pesados. La estacion “Louro” es en la que se detecto
una mayor concentracion de fragancias. La estacion del rio Con muestra
los valores minimos del ICR promedio, asi como de concentracion en todas
las familias de contaminantes, excepto la de los pesticidas organoclorados.
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5.1.1.3. Analisis cuantitativo de sedimentos

En la tabla 8 se muestran los resultados del andlisis cuantitativo de
contaminantes en el sedimento por estaciones.

Tabla 8. Concentraciones de las sustancias analizadas en el agua de las tres estaciones
de muestreo. Los valores maximos de cada compuesto aparecen sombreados.

SAR LOURO CON
Alquilfenoles ng/L
Bisfenol A (BPA) 18.84 7.44 0.77
Nonilfenol (NP) 0.77 0.31 0.58
Productos farmacéuticos ng/L
Ibuprofeno 25.62 14.41 3.73
Diclofenaco 0.85 0.86 1.06
Carbamazepina <0.10 0.23 <0.10
Atenolol 18.07 8.36 9.84
Cafeina 0.94 0.65 0.62
Flumequina <0.10 < 0.10 <0.10
Amoxiciclina <0.10 <0.10 <0.10
Enrofloxacina <0.10 < 0.10 0.17
Fragancias
Galaxolida 8 3
Tonalida 7.6 6 6
Pesticidas organoclorados ng/L
a-HCH 0.13 1.26 <0.10
b-HCH <0.10 0.32 <0.10
g-HCH 0.12 <0.10 <0.10
d-HCH <0.10 1.85 0.36
Heptacloro 0.26 0.11 0.1
Aldrin 0.2 <0.10 0.16
Heptacloro epoxido <0.10 <0.10 <0.10
g-Clordano 0.1 0.37 0.17
a-Chlordano <0.10 0.37 0.12
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Tabla 8. Continuacion

SAR LOURO CON
Pesticidas organoclorados ng/L
a-Endosulfano 0.72 <0.10 0.83
p,p-DDE 0.3 0.76 0.2
Dieldrin <0.10 <0.10 <0.10
Eldrin 0.64 1.18 <0.10
b-Endosulfano 19.28 18.25 6.27
p.p-DDD 0.27 1.7 1.1
Endrin aldehido 3.29 <0.10 2.28
Endosulfano sulfato 0.62 4.13 4.28
p.p-DDT 1.93 3.21 4.01
Endrin cetona 0.92 6.41 4.19
Methoxicloro 1.99 1.16 2.21
Metales pesados ug/g
Cd <0.10 <0.10 <0.10
Pb 11.52 5.96 8.28
cr 19.83 5.02 415 A
Ni 10.50 2.99 3.62 g
Cu 20.37 3.13 5.81 lg
As 2.35 3.01 424 ;
Hg 0.05 <0.05 <0.05 )
Mn 96.31 128.46 210.00 8
Zn 84.86 31.47 56.14
Al 8340.86 6470.02 9900.00
Fe 9185.77 8034.51 17141.89

La grafica de la figura 19 muestra los distintos grados de contaminacion

de los sedimentos en las tres estaciones de muestreo, segun el andlisis

cuantitativo por familias de contaminantes. Sélo se hallaron diferencias

estadisticamente significativas entre estaciones en las concentraciones de

metales pesados. La estacion “Sar” es la que mayor grado de contaminacion
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de los sedimentos muestra para metales pesados y también para todas
las demdas familias de contaminantes salvo para la de los pesticidas
organoclorados en la que la estaciéon “Louro” la supera. Coherentemente
la estacidn Sar es la que mayor ICR promedio obtiene. Son subrayables los
incrementos del ICR de los metales pesados y productos farmaceuticos con
respecto a los obtenidos en los analisis de agua en la estacién “Con”.

indice de contaminacién relativa de los
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Figura 19. Valores promedio por familia de contaminantes, del indice de
contaminacién relativa de los sedimentos. La estrella indica diferencias significativas
entre estaciones segun el test de Kruskal-Wallis (p-valor<0.05).
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5.1.1.4. Analisis cualitativo de agua

En la tabla 9 y en la grafica de la figura 20 se muestra el numero de
compuestos xenobidticos detectados en el agua mediante analisis no
cuantitativos por estaciéon y por grupo de contaminantes.

En la estacion “Sar” se detectd la presencia de 30 de los 79 compuestos,
un 38%, con representacion en todas las familias de contaminantes. En la
estacion “Louro” se hallaron 25 de los 79 compuestos (32%) pertenecientes
a todas las familias excepto a la de los estrogenos. En la estacién “Con”
se detectaron 12 contaminantes (15%) de tipo farmacéutico, plaguicida o

pesticida.
Anadlisis cualitativo del agua
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Figura 20. Histograma de frecuencias de compuestos xenobidticos detectados
en el agua por familias y por estaciones, entre paréntesis el nimero de compuestos
analizados.
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Tabla 9. Presenciade sustancias analizadas en el agua de las tres estaciones
de muestreo estudiadas.
SAR LOURO CON
Estrogenos
17-a- Ethynylestradiol (EE2) .
Bactericidas
Metil parabeno . .
Ethyl parabeno . .
n-propilparabeno .
n-butilparabeno .
bencilparabeno . .
Productos farmacéuticos
Ketoprofeno . . .
Acido salicilico . . .
Fenoprofeno . .
Indometacina
Salbutamol . .
Filtros solares
4-metilbencilideno camfor . .
Plaguicidas
Acefato . .
0 Acetan*fiprid .
o Benomil o .
a) Carbendazim . .
< Clorotolurén . .
Clorpirifés . . .
o) Fenamifos . .
0 Fipronil .
u Fipronil-sulfona .
D: Fluroxipir .
Imazalil . .
Isoproturén . . .
Linurén . . .
Metamidofos
Metiocarb . . .
Pirimicarb . . .
Pirimifds-etil . .
Pirimifés-metil . .
Thiacloprid . .
Pesticidas organoclorados
Clorpirimifés-metil . . .
Dicofol . . .
Hexaclorobenceno . . .
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5.1.1.5. Analisis cualitativo de los sedimentos

En la tabla 10 y en la grafica de la figura 21 se muestra el numero de
compuestos xenobioticos detectados en los sedimentos por estacién y por
grupo de contaminantes.

En la estacidn Sar se detectd la presencia cualitativa de 24 de los 79 (30%)
compuestos, con representacion en todas las familias de contaminantes,
excepto estrogenos, igual que en la estacién Louro, en la que se hallaron
17 de los 79 compuestos (22%). En los sedimentos de la estaciéon Con se
detectaron 7 contaminantes (9%) de tipo farmacéutico, plaguicida o
pesticida.

Analisis cualitativo de los sedimentos
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Figura 21. Histograma de frecuencias de compuestos xenobiéticos detectados en los
sedimentos por familias y por estaciones, entre paréntesis el nimero de compuestos
analizados.
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Tabla 10. Presencia de las sustancias analizadas en los sedimentos de las tres
estaciones de muestreo estudiadas..
SAR LOURO CON
Bactericidas
Metil parabeno . .
Etil paraben .
n-propilparabeno .
n-butilparabeno .
Benzilparabeno . .
Productos farmacéuticos
Ketoprofeno .
Acido salicilico . . .
Fenoprofeno .
Pesticidas organoclorados
Metil Clorpirifés . .
Dicofol . .
Hexaclorobenzeno . . .
Clorpirifés . . .
Fenamifos . .
Fipronil .
Fipronil-sulfona .
8 Fluroxipir .
A Imazalil . .
< Isoproturon . . .
o Metiocarb . 5 .
5' Pirimicarb . .
0n Pirimifés-etil . .
ﬂ]-l:-l Pirimifés-metil . .

5.1.1.6. Calculo del contenido en materia organica de
los sedimentos

El célculo de la cantidad de materia organica en el sedimento resultd
ser significativamente diferente en las tres estaciones muestreadas
(F=41,38064823 p-valor<0.001). Como se aprecia en la figura 22, la
estacion “Sar” fue en la que mayor cantidad de materia organica se midid
y en la estacion “Con” en la que menos
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Materia organica en el sedimento
(% en peso)
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Figura 22. Cantidad de materia orgdnica contenida en el
sedimento expresada en porcentaje de peso seco.
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5.1.2. Biomarcadores moleculares

En la tabla 11 se muestran los resultados de los biomarcadores moleculares
estudiados: niveles de expresion de RNAm de HSP70, HSC70, EcR y
CYP4G y actividad enzimatica de GST.

Tabla 11. Valores de expresion génica de la HSP70, HSC70 EcR y CYP4G
de actividad enzimatica de la GST de las cuatro poblaciones estudiadas.Los
valores densitométricos de mRNA se calcularon empleando el GAPDH y 26s
como genes de referencia.

HSP70 HSC70 ECR CYP450 GST

Laboratorio 0.136 1.554 0.319 1.334 0.20

0.082 1.682 0.388 1.619 0.16

0.169 1.515 0.700 1.214 0.15

0.029 1.890 0.374 1.039 0.17

0 Con 0.666 1.313 0.608 1.124 0.16

0 0.816 1.510 0.629 1.151 0.17

9{ 0.523 1.202 0.441 1.132 0.20
=

| 0.918 2.002 1.317 1.582 0.16

(?) - - - - 0.21

DL]:'I - - - - 0.17

Sar 0.403 1.393 0.599 1.409 0.30

0.223 1.557 0.567 1.437 0.23

0.397 1.117 0.649 0.858 0.30

0.085 1.693 0.750 1.361 0.21

- - - - 0.23

Louro 0.460 1.240 0.758 1.331 0.21

0.300 1.349 0.567 1.118 0.21

0.415 1.154 0.634 1.077 0.28

0.058 1.602 0.711 1.184 0.22

- - - - 0.32
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Enla figura 23 se observan los niveles de expresion de la HSC70 y la HSP70
por poblaciones y estandarizados con los valores de los genes GADPH y
26s.
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Figura 23. Niveles de expresion del gen hsp70 (izquierda), gen hsc70 (derecha) en larvas
de C. riparius de cultivos de laboratorio y poblaciones silvestres muestreadas en los rios
Con, Sar y Louro. Los valores densitométricos de mRNA se calcularon empleando el
GAPDH vy 26s como genes de referencia. Cada barra representa la media y la barra de
error el error tipico. Por cada poblacién se utilizaron 20 larvas, se separaron en grupos
de cinco y se realizaron cuatro repeticiones experimentales. Diferentes letras indican
diferencias entre grupos (p-valor< 0.05)

En los niveles de expresion de la HSC70 no se observaron diferencias
estadisticamentesignificativasentre poblaciones. Enlosnivelesdeexpresion
de RNAm de la HSP70 si se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas: las larvas del rio Con mostraron los niveles mas altos, las
larvas procedentes de laboratorio los mas bajos y las de los rios Sar y Louro
niveles intermedios y sin diferencias entre si.
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Figura 24. Niveles de expresion del gen EcR en larvas de C. riparius de cultivos de
laboratorio y poblaciones silvestres muestreadas en los rios Con, Sar y Louro. Los valores
densitométricos de mRNA se calcularon empleando el GAPDH y 26s como genes de
referencia. Cada barra representa la media y la barra de error el error tipico. Por cada
poblacion se utilizaron 20 larvas, se separaron en grupos de cinco y se realizaron cuatro
repeticiones experimentales. Diferentes letras indican diferencias entre grupos (p-valor<
0.05)

Los niveles de expresion del gen del receptor de la ecdisona (EcR) no
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre poblaciones
(figura 24, izquierda). Del mismo modo los niveles de expresion del gen
del citocromo (CYP4G) tampoco mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre poblaciones (figura 24, derecha)
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Figura 25. Andlisis de la actividad enzimatica de la
glutation S-transferasa enlarvas de C. riparius de cultivos
de laboratorio y poblaciones silvestres muestreadas en
los rios Con, Sar y Louro. Cada barra representa la media
y la barra de error el error tipico. Por cada poblacién se
utilizaron al menos 20 larvas, se separaron en grupos
de cinco y se realizaron entre cuatro y seis repeticiones
experimentales. Diferentes letras indican diferencias
entre grupos (p-valor< 0.05)

Los resultados de los experimentos realizados para evaluar la actividad
enzimatica de la glutation S-transferasa (GST) mostraron diferencias
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estadisticamente significativas entrelas cuatro poblaciones se diferenciaron

en dos grupos: por un lado la poblacién de laboratorio y del rio Con y por
otro las poblaciones del Sar y del Louro, estas ultimas con mayor actividad
enzimatica (figura 25).
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5.1.3. Indicadores metabdlicos

En la tabla 12 y en la figura 26 se muestran los resultados de las
cuantificaciones de glucdgeno y proteinas totales el mg por g de peso fresco

Tabla 12. Valores de concentracion de glucégeno
y proteinas totales expresados en miligramos por
gramo de peso fresco para las cuatro poblaciones
de C. riparius estudiadas. En cada réplica se
incluyeron cuatro larvas.

Glucégeno Proteinas

(mg/g) (mg/g)

Laboratorio 11.95 35.18

12.76 37.03

9.29 36.21

11.34 36.14

8 Con 3.86 46.81
9: 4.78 44.02
H 242 43.99
8 3.69 44.94
ﬂ'-':-' Sar 14.03 53.56
10.44 37.80

13.27 50.54

12.58 47.30

Louro 11.98 42.31

5.98 32.22

10.61 42.60

9.52 39.04
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Figura 26. Concentracién de proteinas (izquierda) y glucégeno (derecha), expresada en
mg por g de peso fresco de larvas de C. riparius de cultivos de laboratorio y poblaciones
silvestres muestreadas en los rios Con, Sar y Louro. Cada barra representa la media y la
barra de error el error tipico. Diferentes letras indican diferencias entre grupos (p-valor<
0.05).

El andlisis estadistico de los datos de cuantificacion de proteinas totales
no mostro diferencias significativas entre las cuatro poblaciones (figura 26
izquierda); por el contrario si se obtuvieron diferencias significativas en
los niveles de glucégeno: las muestas de la poblacion del rio Con contienen
menos glucégeno que todas las demas, entre las cuales no se hallaron
diferencias (figura 26 derecha).

Serealizé un analisis de correlacién candnica (CCA) (figura 27), empleando
todos los indicadores y variables abidticas que presentaron diferencias
estadisticamente significativas. Este analisis discrimina los datos
integrados de las variables bioticas, representados mediante nimeros, en
funcién de las abidticas, representadas con flechas que actina como ejes
proporcionales —a mayor longitud, mayor relevancia- en la distribucion
espacial de los datos. En este el resultado fue estadisticamente significativo
(p-valor=0.003) y la variable mas relevante fue la concentracion de materia
organica en el sedimento.
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Figura 27. CCA realizada con los indicadores metabdlicos, marcadores moleculares y
variables abidticas que se mostraron estadiasticamente significativas entre poblaciones.
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5.1.4. Marcadores morfolégicos

En la figura 28 se muestran cuatro capsulas cefdlicas de larvas de cuarto
estadio de C. riparius empleadas para el estudio de deformidades; una
con el mentum sin deformidades y otros tres menta con algun tipo de
deformidad.
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Figura 28. Fotografias de cdpsulas cefdlicas de larvas de cuarto estadio de C. riparius en
posicién ventral mostrando el mentum (500x). A: sin deformidades, B: diente perdido, C:
fusion de dientes, D: hueco.
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El estudio de frecuencia de deformidades en capsulas cefdlicas de

cuarto estadio mostré diferencias estadisticamente significativas entre

poblaciones, que se muestran en la figura a través de letras distintas sobre

las barras del histograma de la figura.
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Figura 29. Porcentaje de deformidades en el
mentum en larvas de cuarto estadio de C. riparius
procedentes de cultivos de laboratorio (n=152) y
poblaciones silvestres muestreadas en los rios Con
(n=182), Sar (n=174) y Louro (n=152). Diferentes
letras indican diferencias entre grupos (p-valor<
0.05).
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5.2. ESTUDIO ESTACIONAL

5.2.1. Parametros fisicoquimicos

En el momento de la captura de las larvas de P. olivacea y C. riparius se
tomaron también datos sobre algunos parametros fisicoquimicos basicos:
pH, temperatura del agua, concentracion de oxigeno y conductividad, estos
datos aparecen representados en la figura 30. Los resultados obtenidos
se corresponden con lo esperado segun las caracteristicas y la ubicacion
de rio: el pH se mantiene constante a lo largo del periodo de muestreo,
la temperatura y la conductividad alcanzan sus maximos valores en los
meses de verano al contrario que la saturacion de oxigeno.

Parametros fisicoquimicos

1000
——Temperatura (°C)
100
—&—Oxigeno Disuelto (%
de saturacion)
N - PH
10
— 5 ®» = = —=a
—8—Conductividad (us/
cm)
1 T T . T |
S *® 0‘,’@ SP& & p &© ’p‘@
x> 3 Y
o> % & & & 9
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& B o & @ &
& ) P
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& 04

Figura 30. Parametros fisicoquimicos tomados en la zona y el
momento de cada muestreo.
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A continuacion se exponen los resultados obtenidos en los andlisis
de indicadores metabodlicos (peso medio por larva, concentracidon de
glucdgeno, concentracién de proteinas totalesy relacion RNA/DNA).

5.2.2. Peso medio por larva en C. riparius

Todas las muestras destinadas al analisis de marcadores energéticos se
pesaron antes de ser congeladas. Los resultados se muestran la tabla 13.

Tabla 13. Peso medio en mg de las larvas de C. riparius de cada réplica
empleada en el estudio estacional y parametros estadisticos basicos de las
mismas.

Muestra ~ May-jun Jul-ago Sep-oct Nov-dic Ene-feb Mar-abr
1

5.44 3.66 5.12 7.84 1026  9.22
2 7.12 4.70 5.52 7.32 8.10 9.80

8 3 6.80 344 647 8.60 8.04 7.94

9: 4 5.88 580 = 4.54 7.04 8.38 10.40
= 5 6.52 354 532 1322 992 7.48
(:;), 6 8.1 6.08 5.8 13.6 8.76 10.1
ﬂh:-l 7 7.12 4.38 5.6 11.3 8.76 6.48
8 7.28 464 1378 1038 722 8.1

9 6.76 4.98 3.12 6.52 10.14 8.88

10 7.34 3.72 2.6 10.56 8.5 9.92

1 5.42 2.46 5.38 8.34 7.66 8.08

Media 6.71 431 5.75 9.52 8.70 8.76

Mediana 6,8 4,38 5,38 8,6 8,5 8,88

Error tipico ) 55 0.32 0.87 0.74 0.30 0.38

Minimo 5.42 2.46 2.6 6.52 7.22 6.48

Maximo 8.1 608 1378  13.6  10.26 10.4
N total 55 54 53 55 55 55

166



Resultados

C. riparius
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Figura 31. Diagrama de cajas (valores maximos y minimos, cuartiles y
mediana), de los valores de concentracién de glucégeno, en funcién de la
fase de desarrollo, obtenidos en C. riparius. Los valores se expresan en mg de
glucégeno por gramo de muestra. La linea de puntos marca la mediana de la
muestra total. Las diferentes letras indican las diferencias estadisticamente
significativas segun el test de Mann-Whitney (p-valor<0.05).

Los datos fueron tratados con métodos estadisticos no paraméticos ya que
no cumplieron los requisitos de normalidad y homocedasticidad.

Se compararon los pesos medios por larva de C. riparius de las muestras
de todos los bimestres utilizando el test de Kruskal-Wallis, el resultado
fue la confirmacién de que existen diferencias entre bimestres (K= 43.140;
p-valor=0.000). Las diferencias entre muestras -observables en la figura
31 fueron confirmadas estadisticamente con el test de Mann-Whitney.
Asi, se diferencian claramente las muestras de los meses mas frios (de
noviembre a abril en las que los valores superan la mediana), mientras que
las muestras de los meses restantes muestran un peso medio por larva
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menor a la mediana del total.
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5.2.3. Peso medio por larva en P. olivacea

Se calcularon los pesos medios de las larvas de P. olivacea empleadas
para la determinacién de indidicadores metabolicos. Los resultados se
muestran en la tabla 14 y la figura 32.

Tabla 14. Peso medio en mg de las larvas de P. olivacea y parametros
estadisticos basicos de las mismas.

Muestra May-jun Jul-ago Sep-oct Nov-dic Ene-feb Mar-abr
1

6.40 288 367 676 1018 9.0
2 4.10 310 337 435 1060 898
3 5.30 282 267 344  1L10 740
4 7.14 284 508 516 6.12 5.60
3 460 280 430 320  6.60 7.64
6 4.36 3.08 418 538 692 6.80
8 7 3.86 324 438 5.14 8.66 8.00
9: 8 4.58 350 324 324 594 8.50
H ? 6.18 272 436 364 9.6 7.80
(:!)) 10 3.48 2.78 3 } 6.02 6.70
51
1 1 456  2.86 : : 6.66 ;
12 4.00 : ; - 6.12 ;
13 4.90 - - - - -
14 4.10 - - - - -
Media 4.83 2.97 3.92 4.48 7.83 7.65
Mediana 0.28 007 025 0.41 0.57 0.34
Error tipico 457 286 418 435 679 7.72
Minimo 3.48 272 267 3.20 5.94 5.60
Maximo 7.14 350 5.8 676 1110 9.10
N total 70 54 39 44 60 50

168



Resultados

P. olivacea
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Figura 32. Diagrama de cajas (valores maximos y minimos, cuartiles y
mediana), de los pesos medios , en funcidn de la época del ano, obtenidos
en P. olivacea. Los valores se expresan en mg por larva. La linea de puntos
marca la mediana de la muestra total. Las diferentes letras indican las
diferencias estadisticamente significativas seguin el test de Mann-Whitney
(p-valor<0.05).

La distribucion de los datos resulté ser no normal y por lo tanto se
empleod el test no paramétrico de Kruskal-Wallis para confirmar que
existian diferencias entre bimestres (K= 49.00, p-valor < 0.001). El test de
Mann-Whitney estableci6 las diferencias entre grupos, las muestras de los
bimestres de enero-febrero y marzo abril son estadisticamente diferentes
de todos los demads y presentan los mayores valores de peso medio. También
es destacable el bimestre de julio agosto, cuyos valores de peso medio son
los menores y se diferencian estadisticamente de todos los demas excepto
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de los de septiembre octubre.
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5.2.4. Concentracion tisular de glucégeno en
C. riparius

Los valores de glucogeno por gramo de muestra fresca obtenidos en
C. riparius -tabla 15- revelan una clara estacionalidad de la concentraciéon
tisular de este indicador metaboélico

Tabla 15. Concentraciones de glucégeno en mg de glucégeno por gramo de
muestra y estadisticos correspondientes obtenidos en larvas de cuarto estadio
de C. riparius segin bimestre.

Muestra May-jun Jul-ago Sep-oct Nov-dic Ene-feb Mar-abr
1

10.03 8.96 8.57 17.74 16.41 16.53

2 13.88 1310 ~ 1217 1576  18.89  18.00

3 1.0l 540 1698 1455  18.80  18.02

4 9.54 655 1456 1754 1947  15.32
Media 1111 850  13.07 1640 1839  16.97
Mediana

0.97 1.70 1.79 0.76 0.68 0.65

Error tipico 10.52 775 1336 16.65 18.84  17.26

Minimo 9.54 5.40 8.57 14.55 16.41 15.32
Maximo 13.88 13.10 16.98 17.74 19.47 18.02
N total

20 19 18 20 20 20

Los valores de glucégeno por gramo de muestra fresca obtenidos en
C. riparius revelan una clara estacionalidad de la concentracién tisular
de este indicador metabdlico. Los resultados de las pruebas estadisticas
de normalidad y homocedasticidad determinaron el uso de estadistica no
paramétrica. El test de Kruskal-Wallis revel6 diferencias significativas
entre bimestres (K= 17.20, p-valor = 0.004).
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Después de detectar la existencia de diferencias significativas se tratd
de localizar dichas diferencias dentro del conjunto de submuestras a
través del test de Mann-Whitney; en la figura 33 podemos observar los
resultados obtenidos en forma de letras sobre los diagramas. Asi, tanto con
la representacion grafica, como con los resultados de los test estadisticos,
quedan patentes las diferencias entre meses frios —de noviembre a abril-
y los calidos —de mayo a agosto—. El bimestre septiembre—octubre no
se diferencia estadisticamente de ninguno de los dos grupos anteriores,
parece ser un periodo de transicion entre ambas situaciones comentadas.
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Figura 33. Diagrama de cajas (valores mdximos y minimos, cuartiles y
mediana), de los valores de concentracion de glucdgeno, en funciéon de la
época del ano, obtenidos en C. riparius. Los valores se expresan en mg de
glucdgeno por gramo de muestra. Lalinea de puntos marca la mediana de la
muestra total. Las diferentes letras indican las diferencias estadisticamente
significativas segun el test de Mann-Whitney (p-valor<0.05).
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5.2.5. Concentracién tisular de glucégeno en
P. olivacea

Los valores de glucogeno por gramo de muestra fresca obtenidos en
P. olivacea se muestran en la tabla 16.

Tabla 16. Concentraciones de glucégeno en mg de glucégeno por gramo de
muestra y estadisticos correspondientes obtenidos en larvas de cuarto estadio
de P. olivacea segun bimestre.

Muestra May-jun Jul-ago Sep-oct Nov-dic Ene-feb Mar-abr
1

1.17 1.98 6.37 8.32 9.03 17.73
2 3.92 6.73 3.12 200 1008  15.87
3 3.48 437 2.23 7.98 1046  14.87
4 10.22 1.42 1.59 - 1.25 8.71
5 4.63 1.49 : - )5 ;
0 6
o) ; y . - 10.19 -
g Media 4.69 3.20 3.33 6.10 7.26 14.29
]_ .
5! Mediana 1.50 1.03 1.06 2.05 1.72 1.95
0 Error tipico 3.92 198 2.67 7.98 9.56 15.37
|51 Mini
e mimo 1.17 1.42 1.59 2.00 1.25 8.71
Maximo 10.22 6.73 6.37 8.32 1046  17.73
N total 25 25 14 14 30 19

El andlisis estadistico no paramétrico de los resultados de concentracion
de glucégeno obtenidos en P. olivacea, determiné diferencias significativas
entre bimestres (K= 11.22, p-valor=0.047), tal y como se refleja en la
figura 34. El test de Mann-Whitney, utilizado para la comparacién entre
bimestres, senalé diferencias entre la submuestra de marzo-abril y todas
las demas, salvo la de enero-febrero, que es estadisticamente similar tanto
a marzo-abril como al resto de bimestres.
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Al comparar estos resultados con los de C. riparius, se observa cierto
paralelismo: la concentracion es minima en los meses cercanos al verano,
de mayo a octubre, y sigue una suave tendencia ascendente de otofo a
primavera. Sin embargo, existen también notables diferencias entre ambas
especies. P. olivacea presenta una menor concentracién de glucégeno,
como revela la mediana representada en las graficas de las figuras 34 y
35. Otra diferencia es el momento y el modo en el que la concentracion de
este indicador cambia de valores maximos a minimos y viceversa. En C.
riparius las transiciones son mas suaves y progresivas y se producen antes
que en P. olivacea; si considerdbamos como un periodo de transicidon en
C. riparius el bimestre septiembre-octubre, en P. olivacea ese periodo se

retrasa hasta enero-febrero.

207 P. olivacea

Glucdgeno mg/g
g7

(&3]
il
i

i

T I T I T I T I T I T I T
May-Jun Jul-Ag Sep-Oct Nov-Dic En-Feb Mar-Abr

Figura 34. Diagrama de cajas (valores maximos y minimos, cuartiles y
mediana), de los valores de concentracién de glucégeno, en funcion de la
época del afio, obtenidos en P. olivacea. Los valores se expresan en mg de
glucégeno por gramo de muestra. La linea de puntos marca la mediana.
Las diferentes letras indican las diferencias estadisticamente significativas
segun el test de Mann-Whitney (p-valor<0.05).
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5.2.6. Concentracion tisular de proteinas totales
en C. riparius

Los valores de proteinas por gramo de muestra fresca obtenidos en C.
riparius y los parametros estadisticos basicos calculados se muestran en
la tabla 17.

Tabla 17. Concentraciones de proteinas en mg de proteinas por gramo de
muestra y estadisticos correspondientes obtenidos en larvas de cuarto estadio
de Chironomus riparius segin bimestre.

Muestra May-jun Jul-ago Sep-oct Nov-dic Ene-feb Mar-abr
1

37.49 31.16 37.37 20.96 46.89 54.30

2 32.65 2819 3151  22.57 4896  54.15
3 36.96 2715  33.89 2700 4401  57.76
0} 4 3398 3541  19.46  39.61 5142 4594
0 Media
<D£ 3527 . 3048  30.56 2753  47.82 - 53.04
H Mediana 117 185 389 422 157 2.51
- -
0] Error tipico 3547  29.67 3270 - 2479 4792  54.23
u Minimo
1 32.65 2715 1946 2096 4401 4594
Maximo 3749 3541 3737 3961 5142 5776
N total

20 20 20 20 20 20

La cuantificacién de la concentracion de proteinas totales en C. riparius
refleja un patrén temporal evidente de este indicador metabodlico. Los
resultados de las pruebas estadisticas de normalidad y homocedasticidad
determinaron el uso de estadistica no paramétrica. El test de Kruskal-
Wallis revelé diferencias significativas entre bimestres (K= 17.08, p-value
=0.004).
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Se localizaron las diferencias entre submuestras a través del test de
Mann-Whitney; en la figura 35 se muestran los resultados obtenidos en
formadeletrassobrelosdiagramas. Enfuncion del bimestre se observan dos
periodos bien delimitados: uno con valores minimos en la concentraciéon
de proteinas que va desde mayo a diciembre, y otro comprendido entre
diciembre y abril, cuyas concentraciones son significativamente superiores.
A grandes rasgos, los patrones estacionales de glucégeno y proteinas en C.
riparius guardan cierta similitud -maximos valores en invierno y minimos
en verano—. Sin embargo, los cambios entre los dos grupos diferenciados
estadisticamente son mas pronunciados en la concentraciéon de proteinas
que en la de glucégeno.
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Figura 35. Diagrama de cajas (valores maximos y minimos, cuartiles y
mediana), de los valores de concentracién de proteinas, en funcion de la
época del ano, obtenidos en C. riparius. Los valores se expresan en mg de
glucdgeno por gramo de muestra. La linea de puntos marca la mediana de la
muestra total. Las diferentes letras indican las diferencias estadisticamente
significativas segun el test de Mann-Whitney (p-valor<0.05).
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5.2.7. Concentracidn tisular de proteinas totales
en P. olivacea

Los valores de proteinas por gramo de muestra fresca obtenidos en P.
olivacea y los parametros estadisticos basicos calculados se muestran en
la tabla 18.

Tabla 18. Concentraciones de proteinas en mg de proteinas por gramo de
muestra y estadisticos correspondientes obtenidos en larvas de cuarto estadio
de P. olivacea segun bimestre.

Muestra May-jun Jul-ago Sep-oct Nov-dic Ene-feb Mar-abr
1

33.89 36.65 53.00 37.97 43.75 48.04

2 37.01 4508 52.89 4196  41.60 63.67
3 37.54 32.27 . 3475  43.04 49.98
4 42.76 ; : - : -
0 5
50.25 . \ : § .
0]
n 6 45.29 : s - : -
< Medi
l:, edia 41.12 38.00  52.94 38.23  42.80 53.90
(?, Mediana 2.49 3.76 0.06 2.09 0.63 4.92
LLI .
% Error tipico 40.15 36.65  52.94 3797  43.04 49.98
Minimo 33.89 3227  52.89 3475  41.60 48.04
Maximo 5025 4508  53.00 4196 4375  63.67
N total

30 15 10 15 15 15

Los datos sobre concentracion de proteinas totales a lo largo del afo en
P. olivacea son relativamente homogéneos. Graficamente no se observa
ninguna tendencia o patrén estacional reconocible ellos en la figura 36.
Estadisticamente tampoco se hayaron diferencias significativas después de
aplicar el test de Kruskal-Wallis (K = 10.890, p-valor = 0.054).
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La practicamente nula variabilidad de este parametro en la muestra de
septiembre-octubre podria estar provocada por el pequeiio tamafo
muestral; ya que, debido a la escasez de larvas en esa época y tramo de rio,
solo se realizaron dos extracciones de proteinas con cuatro larvas cada
una y no tres extraccciones de cinco larvas como en el resto de casos.

A pesar de la falta de diferencias estadisticamente significativas, existen
ciertos aspectos destacables de los resultados obtenidos. El maximo valor
en la concentracién de proteinas corresponde con la muestra de marzo-
abril, como ocurre con el glucdgeno en esta especie o las proteinas totales
en C. riparius. Asimismo, siguiendo la tendencia descrita anteriormente en
lo referente al glucdgeno en ambas especies y a las proteinas en C. riparius,
las medianas de las muestras de los meses mas calidos —exceptuando la de
septiembre-octubre— se sitiian por debajo de la mediana muestral total.
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Figura 36. Diagrama de cajas (valores mdximos y minimos, cuartiles y
mediana), de los valores de concentracion de proteinas, en funcion de la
época del ano, obtenidos en P. olivacea. Los valores se expresan en mg de
proteinas por gramo de muestra. La linea de puntos marca la mediana.
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5.2.8. Relacion RNA/DNA en C. riparius

Los valores de la relacion RNA/DNA obtenidos en C. riparius y los
parametros estadisticos basicos calculados se muestran en la tabla 19.

Tabla 19. Valores de la relacion RNA/DNA vy estadisticos correspondientes
obtenidos en larvas de cuarto estadio de C. riparius segun bimestre.

Muestra May-jun Jul-ago Sep-oct Nov-dic Ene-feb Mar-abr
1

2.66 5.61 3.04 7.32 1.83 2.68

2 2.69 6.10 8.85 7.76 7.12 2.41

3 1.05 3.94 4.85 3.82 3.28 2.54
Media 4112 38.00  52.94 ~ 3823 4280  53.90
Mediana

2.49 3.76 0.06 2.09 0.63 4.92

Error tipico 40.15  36.65 5294 3797 4304 4998

Minimo 33.89 3227 5289 3475 ~ 4160  48.04
Méximo 5025 4508  53.00 4196 4375  63.67
N total

30 15 10 15 15 15

La relacion RNA/DNA en C. riparius a lo largo del afio de estudio no
mostré diferencias significativas segun el test estadistico correspondiente;
en este caso, al determinarse las muestras como no normales, se empled el
estadistico no paramétrico de Kruskal-Wallis (K = 10"263 p-valor = 0.068).

A pesar de no mostrar diferencias estadisticamente significativas, parece
que los datos de relacion RNA/DNA en esta especie guardan cierta
semejanza con los otros indicadores metabolicos analizados. Los valores
correspondientes a los meses considerados mas frios, de noviembre a abril,
se sitlan por encima de la mediana, mientras que los de los meses célidos,
de julio a octubre, lo hacen por debajo. Los datos de mayo-junio muestran
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una gran variabilidad. A pesar de no existir diferencias estadisticamente
significativas al observar los datos no se puede afirmar que no exista
variabilidad estacional.
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Figura 37. Diagrama de cajas (valores mdximos y minimos, cuartiles y
mediana) de los valores de la relacion RNA/DNA, en funcién de la época del
afo, obtenidos en C. riparius. Los valores se expresan en mg de glucégeno
por gramo de muestra. La linea de puntos marca la mediana de la muestra
total.
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5.2.9. Relacion RNA/DNA en P. olivacea

Los valores de la relacion RNA/DNA obtenidos en P. olivacea y los
parametros estadisticos basicos calculados se muestran en la tabla 20.

Tabla 20. Valores de la relacion RNA/DNA vy estadisticos correspondientes
obtenidos en larvas de cuarto estadio de P. olivacea segtin bimestre.

Muestra May-jun Jul-ago Sep-oct Nov-dic Ene-feb Mar-abr
1

8.50 178 268 918 858 7.51

2 6.18 273 160 752 1198  9.34

3 4.69 3.29 5.40 7.83 11.43 5.86

Media 646 260 323 818 1066  7.57

Mediana L1l 044 113 051 105 100

- Error tipico 6.18 2.73 2.68 7.83 11.43 7.51

8 Minimo 4.69 178 1.60 7.52 8.58 5.86

é Méximo 850 329 540 918 1198  9.34

(?) N total 15 15 15 15 15 15
i

Los resultados obtenidos en cada bimestre aparecen reflejados en la figura
38. Los datos se analizaron con estadistica no paramétrica al no ajustarse
a una normal su distribucion. El test de Kruskal-Wallis revel6 que existen
diferencias estadisticamente significativas entre las muestras.

Se aplico el estadistico U de Mann-Whitney para encontrar las diferencias
entre bimestres. Los resultados revelaron diferencias entre los meses
estivales y los invernales, principalmente entre la submuestra de julio-
agosto y las de noviembrediciembre y enero-febrero. Ademds de la
relevancia estadistica resulta muy informativa la representacion grafica
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de la figura 38, que los datos estadisticos. En ella se aprecia la posicion
por debajo de la mediana, de practicamente todos los datos de los meses
comprendidos entre mayo y octubre; y la situacién opuesta en los otros
seis meses. Ademas se observa una transicion lineal, suave y progresiva
entre el maximo y el minimo, sin grandes variaciones entre bimestres

consecutivos.

12  P. olivacea C
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RNA/DNA
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Mav-Jun Jul-Aa Sep-Oct Nov-Dic En-Feb Mar-Abr

Figura 38. Diagrama de cajas (valores mdximos y minimos, cuartiles y
mediana), de los valores de la relacion RNA/DNA, en funcién de la época
del ano, obtenidos en P. olivacea. La linea de puntos marca la mediana.
Las diferentes letras indican las diferencias estadisticamente significativas
segun el test de Mann-Whitney (p-valor<0.05).
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Figura 39. Andlisis de Componentes Principales (PCA) que integra
todoslosindicadores metabolicos estudiadosen C. riparius empleando
como variable de agrupacién los bimestres

Se realizaron sendos andlisis de componentes principales (PCA), uno para
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cada especie, integrando todos los indicadores metabdlicos y empleando

como variable de agrupacién los bimestres. En el PCA de C. riparius
(figura 39) se aprecia una separacion preponderante en el eje de abscisas,
dominado por el peso medio y el glucdgeno. Los meses invernales (enero-
febrero y marzo-abril) se ubican en el extremo de maximos valores y
el bimestre de julio-agosto en el de minimos. Es subrayable también el
desplazamiento en el sentido de las ordenadas del bimestre noviembre-
diciembre con respecto a todos los demas, debido a la influencia de la baja
concentracion de proteinas y a los altos valores de glucdégeno y peso medio
de las muestras de esa época.
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Figura 40. Andlisis de Componentes Principales (PCA) que integra
todoslosindicadores metabdlicos estudiados en P. olivacea empleando
como variable de agrupacion los bimestres

En la figura 40 se muestra el PCA obtenido para P. olivacea, la situacién
tanto en las variables dominantes como en la distribucién de las muestras,
pero en este caso las variables dominantes en el eje de ordenadas, la
relacion RNA/DNA vy la concentracién de proteinas, separan mads las
muestras en este sentido luego los valores de estos indicadores son menos
parecidos entre bimestres, poseen mayor variabilidad estacional que los
en el caso de C. riparius.
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5.3. ESTUDIO ONTOGENICO

Los datos de peso medio por larva fueron tratados con métodos estadisticos
no paraméticos ya que no cumplieron los requisitos de normalidad y
homocedasticidad.

5.3.1. Peso medio por larva en C. riparius

En la la tabla 21 se muestran los pesos medios de las larvas y pupas de
C. riparius empleadas en el estudio ontogénico.

Tabla 21. Peso medio en mg de las pupas y larvas de C. riparius de cada
muestra empleada en el estudio en funcién de la clase de desarrollo y
estadisticos correspondientes.

Muestra 11 MLIV  V-VI  VILVII  IX Pupa
1 2.63 423 6.78 7.25 6.55 6.20
8 2 263 350 518 7.90 825 575
g 3 2.78 3.65 5.60 7.25 6.73 4.85
= 4
5l 2.98 3.65 555 7.10 4.50 433
0 > 2.40 490 533 6.73 7.65 4.28
L
14 6 2.10 313 6.10 5.50 7.10 475
7 3.60 360 5.60 5.20 7.15 7.15
8 228 323 5.00 5.23 4.58 5.00
9 3.33 388 6.98 5.25 5.00 5.63
Media 2.74 3.75 5.79 6.38 6.39 5.33
Mediana 0.16 0.18 0.23 0.36 0.46 0.31
Error tipico 43 3.65 560 6.73 6.73 5.00
Minimo 2.10 313 5.00 5.20 4.50 4.28
Maximo 3.60 490 698 7.90 8.25 7.15
N total 36 36 36 36 30 36
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El peso medio de las larvas de Chironomus riparius mostr6 diferencias
estadisticamente significativas entre fases de desarrollo a lo largo del
ultimo estadio larvario segun el test de Kruskal-Wallis.

Para localizar entre que fases existian diferencias significativas se utilizé
el test estadistico U de Mann-Whitney, los resultados obtenidos aparecen
representados en la figura 41 en forma de letras. En lineas generales se
aprecia un incremento aproximadamente lineal y significativo entre fases
en el peso de las larvas hasta que estas alcanzan la clase de desarrollo
VII-VIII, a partir de este punto el incremento se detiene e incluso comienza
una ligera merma en el peso medio.
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Figura 41. Diagrama de cajas (valores mdximos y minimos, cuartiles y
mediana), de los valores de peso medio, en funcién de la clase de desarrollo,
obtenidos en C. riparius. Los valores se expresan en mg por individuo. La
linea de puntos marca la mediana de la muestra total. Las diferentes letras
indican las diferencias estadisticamente significativas segun el test de
Mann-Whitney (p-valor<0.05).
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5.3.2. Peso medio por larva en P. olivacea

En la la tabla 22 se muestran los pesos medios de las larvas y pupas de
P. olivacea empleadas en el estudio ontogénico.

Tabla 22. Peso medio en mg de las pupas y larvas de P. olivaceas de cada
muestra empleada en el estudio en funcién de la clase de desarrollo y
estadisticos correspondientes.

Muestra -1 ILIV  V-VI VILVII  IX Pupa
1 2.33 438 620 5.5 418 3.83
2 2.15 463 255 4.88 470 420
3 2.60 498  7.05 4.83 5.98 4.08
4 3.35 535 563 5.98 5.15 5.25
> 273 5.33 5.60 5.73 5.40 4.75
6 2.68 590 6.73 3.85 7.53 4.58
8 7 5.35 5.43 7.35 7.83 4.85 5.18
a) 8 3.93 640 6.3 6.38 1047  4.00
l;:l ? 2.78 5.70 / 475 - -
(:!’) Media 3.10 534 595 5.49 6.03 4.48
ﬂh:-l Mediana 0.33 0.21 0.53 0.38 0.73 0.19
Error tipico  , /5 535 6.36 515 5.28 4.39
Minimo 2.15 438 255 3.85 418 3.83
Maximo 5.35 640  7.35 7.83 1047 525
N total 34 34 30 34 27 32

Los valores de peso medio por larva segtin clase de desarrollo en P. olivacea
se trataron con métodos estadisticos no paramétricos al no cumplir los
supuestos de normalidad y homocedasticidad.
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El test de Kruskal-Wallis desvel6 la existencia de diferencias entre fases y
la prueba de Mann-Withney detecté entre qué fases existian diferencias
estadisticamente significativas.
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Figura 42. Diagrama de cajas (valores maximos y minimos, cuartiles y
mediana), de los valores de peso medio, en funcién de la clase de desarrollo,
obtenidos en P. olivacea. Los valores se expresan en mg por individuo. La
linea de puntos marca la mediana de la muestra total. Las diferentes letras
indican las diferencias estadisticamente significativas segun el test de
Mann-Whitney (p-valor<0.05).

soaviinsay

En la figura 42 se observa como el peso medio en larvas de P. olivacea
aumenta de manera significativa de la clase I-II a la V-VI. Después de ese
punto el peso medio deja de aumentar y se mantiene estable en las clases
VII-VIII y IX; en la fase de pupa se reduce hasta valores menores a los
observados en la clase III-IV.
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5.3.3. Concentracion tisular de glucégeno en
C. riparius

En la la tabla 23 se muestran los valores de concentracion de glucégeno en
mg por g de tejido frescode las larvas y pupas de C. riparius empleadas en
el estudio ontogénico.

Tabla 23. Concentracion de glucégeno expresada en mg por g de tejido
de C. riparius en funcion de la clase o fase de desarrollo y estadisticos

correspondientes.
Muestra ~ I-II MLV V-VI VILVII  IX Pupa
1 3.14 455 1175 1191 1542 1106
2 1.93 255 291 1000 1433 14.64
3 3.26 309 1.83 8.91 1482 11.34
Media 2.77 339 550 1027 1486 1235
Mediana 0.43 0.60  3.14 0.88 0.32 115
Error tipico 3, 3.09 2091 10.00  14.82  11.34
Minimo 1.93 2.55 1.83 8.91 14.33 11.06
Maximo 3.26 455 1175 1191 1542  14.64
N total 12 12 12 12 8 12

Losvalores de glucdgeno obtenidos paralarvasde C. riparius no cumplieron
los requisitos de homocedasticidad y normalidad para el uso de estadistica
paramétrica por lo que se emplearon los test no paramétricos de Kruskal-
Wallis y de Mann-Withney para confirmar la existencia de diferencias
entre fases de desarrollo y localizar dichas diferencias.

No se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre
submuestras correspondientes a fases consecutivas, pero si entre las
muestras correspondientes alas etapasiniciales (I-IV) ylas corespondientes
a las etapas finales (VII-IX) y a la fase de pupa (figura 43). Los niveles
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de glucégeno al comienzo de cuarto estadio son minimos; se mantienen
asi hasta las fases V-VI en la que aumentan rapidamente. Continuan
aumentando hasta alcanzar el maximo en la fase IX y descienden

ligeramente durante la pupacion.
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Figura 43. Diagrama de cajas (valores mdximos y minimos, cuartiles y
mediana), de los valores de concentracién de glucégeno, en funciéon de la
clasededesarrollo, obtenidosen C. riparius. Los valores se expresan en mg de
glucégeno por gramo de muestra. Lalinea de puntos marca la mediana de la
muestra total. Las diferentes letras indican las diferencias estadisticamente
significativas segun el test de Mann-Whitney (p-valor<0.05).
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5.3.4. Concentracion tisular de glucégeno en
P. olivacea

En la la tabla 24 se muestran los valores de concentracion de glucégeno en
mg por g de tejido frescode las larvas y pupas de P.olivacea empleadas en
el estudio ontogénico.

Tabla 24. Concentracién de glucégeno expresada en mg por g de tejido
de P. olivacea en funcion de la clase o fase de desarrollo y estadisticos

correspondientes.
Muestra LI NIV~ V-VI  VILVII  IX Pupa

1 0.22 039 019 0.61 1.97 0.88
2 0.25 033 0.39 0.47 0.88 0.98
3 0.25 0.22 0.61

Media 024 031 029 0.56 143 093

Mediana 0.0 005 0.0 0.05 0.55  0.05

Error tipico ) 55 033 029 0.61 1.43 0.93

Minimo 022 022 019 0.47 0.88 0.8

Maximo 0.25 0.39 0.39 0.61 1.97 0.98

N total 12 12 8 12 8 8

Los datos de concentraciéon de glucégeno segin la fase de desarrollo en
P. olivacea no cumplieron los supuestos de normalidad y homocedasticidad
por lo que se emplearon métodos no paramétricos para su andlisis
estadistico.

La prueba de Kruskal-Wallis revel6 diferencias estadisticamente
significativas a lo largo del cuarto estadio larvario y la de Mann-Whithney
nosayudo alocalizar entre qué submuestras se ubicaban dichas diferencias.
Resultd que éstas se encuentran entre las muestras correspondientes a las
tases I a IV y VII-VIII (figura 44).
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Se aprecia claramente una tendencia ascendente durante todo el cuarto
estadio larvario, alcanzando los maximos valores en la fase IX para
descender de forma notable aunque no significativa, en la fase de pupa.
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Figura 44. Diagrama de cajas (valores maximos y minimos, cuartiles y
mediana), de los valores de concentracién de glucégeno, en funcién de la
clase de desarrollo, obtenidos en P. olivacea. Los valores se expresan en mg de
glucdgeno por gramo de muestra. La linea de puntos marca la mediana de la
muestra total. Las diferentes letras indican las diferencias estadisticamente
significativas segtn el test de Mann-Whitney (p-valor<0.05).
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5.3.5. Concentracion tisular de proteinas totales
en C. riparius

En la la tabla 25 se muestran los valores de concentracion de proteinas en
mg por g de tejido frescode las larvas y pupas de C. riparius empleadas en
el estudio ontogénico.

Tabla 25. Concentracién de proteinas expresada en mg por g de tejido
de C. riparius en funcién de la clase o fase de desarrollo y estadisticos

correspondientes.
Muestra I-11 III-IV V-VI1  VII-VIII IX Pupa
1 1910  20.63 2238 - 2633 2331 30.75
2 1752 2023 2633 2174 2747  23.56
3 1026 1698 2026  23.83 2259  26.10
Media 1563 1928 2299 2397 2446  26.80
Mediana

2.72 1.16 1.78 1.33 1.52 2.10

Error tipico - 5, 2023 2238 23.83 23.31 26.10

Minimo 10.26 16.98  20.26 21.74 22.59 2356
Maximo 19.10 20.63 26.33 26.33 27.47 30.75
N total

12 12 12 12 12 12

Se empled estadistica no paramétrica para el analisis de la concentracion
de proteinas segun la fase de desarrollo del cuarto estadio larvario
de C. riparius, ya que la distribuciéon de los datos no es normal ni
homocedastica.

Segun el test de Kruskall-Wallis existen diferencias estadisticamente
significativas entre submuestras y segun el test de Mann-Whithney dichas
diferencias son mas pronunciadas entre las submuestras de las etapas mas
tempranas (I-II y III-IV) y las de las mas tardias (VII-VIII, IX y pupas)
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(figura45). Alolargo del cuarto estadio seaprecia un incremento progresivo
en la concentracion de proteinas; no hay diferencias significativas entre

grupos consecutivos.
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Figura 45. Diagrama de cajas (valores mdximos y minimos, cuartiles y
mediana), delos valores de concentracidn de proteinas, en funcién dela clase
de desarrollo, obtenidos en C. riparius. Los valores se expresan en mg de
proteinas por gramo de muestra. La linea de puntos marca la mediana de la
muestra total. Las diferentes letras indican las diferencias estadisticamente
significativas segun el test de Mann-Whitney (p-valor<0.05).
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5.3.6. Concentracion tisular de proteinas totales
en P. olivacea

En la la tabla 26 se muestran los valores de concentracién de proteinas en
mg por g de tejido frescode las larvas y pupas de P olivaceas empleadas en
el estudio ontogénico.

Tabla 26. Concentracién de proteinas expresada en mg por g de tejido
de P. olivacea en funcién de la clase o fase de desarrollo y estadisticos
correspondientes.

Muestra I-11 III-1V V-VI VII-VIII IX Pupa
1

39.46 58.32 46.16 47.61 42.73 37.48

10 10 10 10 8 12

2 3813 4357 4763 4419 4604  44.70
3 2800 5345 4784 3838 3978 5329
Media 3520 5178 4721 4339 42385 4516
0 Mediana 3.62 434 053 2.70 181 457
8 Errortipico 3513 5345 4763 4419 4273 4470
é Minimo 2800 4357 4616 3838 3978  37.48
=) Maximo 3946  58.32 4784 4761 4604  53.29
ﬂ N total
s

Los datos de concentraciéon de proteinas en P. olivacea segun la etapa de
desarrollo fueron analizados con estadistica no paramétrica ya que no
cumplieron los supuestos de homocedasticidad y normalidad. El analisis
estadistico no mostro diferencias significativas entre submuestras (figura
46).
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Figura 46. Diagrama de cajas (valores maximos y minimos, cuartiles y
mediana), de los valores de concentracién de proteinas, en funcion de la
clase de desarrollo, obtenidos en P. olivacea. Los valores se expresan en mg
de proteinas por gramo de muestra. La linea de puntos marca la mediana
de la muestra total.
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5.3.7. Relacion RNA/DNA en C. riparius

En la la tabla 27 se muestran los valores de la relacion RNA/DNA de las
larvas y pupas de C. riparius empleadas en el estudio ontogénico.

Tabla 27. Valores de la relacion RNA/DNA en individuos de C. riparius en
funcion de la clase o fase de desarrollo y estadisticos correspondientes.

Muestra ~ I1I  IILIV  V-VI  VILVII IX  Pupa

! 295 463 753 6.32 274 236

2 3.87 285 6.3l 7.84 1.76 1.92

3 436 478 2.39 5.83 2.80 1.55

Media 373 408 - 541 6.66 2.43 1.94

Mediana 0.41 0.62 1.55 0.61 0.34 0.24

Error tipico 5 o7 4.63 6.31 6.32 2.74 1.92

Minimo 295 285 239 5.83 1.76 1.55

Méximo 436 478 753 7.84 280 236
N total 12 12 12 12 10 12
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Los datosde relacion RNA/DNA en las larvas y pupas de C. riparius segin

no cumplieron las premisas de homocedasticidad y normalidad.

Los test de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney mostraron diferencias
significativas entre submuestras (figura 47). Se observa una tendencia
al incremento de este indicador desde la muestra de la clase I-IT hasta la
muestra de las clase VII-VIII. A partir de ese punto la relacion RNA/DNA
desciende hasta valores inferiores a la mediana y a los correspondientes a
las fases I-II.
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Figura 47. Diagrama de cajas (valores mdximos y minimos, cuartiles y
mediana), de los valores de la relacion RNA/DNA, en funcion de la clase de
desarrollo, obtenidosen C. riparius. Lalineade puntos marcalamedianadela
muestra total. Las diferentes letras indican las diferencias estadisticamente
significativas segtn el test de Mann-Whitney (p-valor<0.05).
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5.3.8. Relacion RNA/DNA en P. olivacea

En la la tabla 28 se muestran los valores de la relacion RNA/DNA de las
larvas y pupas de de P. olivacea empleadas en el estudio ontogénico.

Tabla 28. Valores de la relaciéon RNA/DNA en individuos de P. olivacea en
funcién de la clase o fase de desarrollo y estadisticos correspondientes.

Muestra ~ I-II IV V-VI  VILVID  IX Pupa

1 2.59 4.01 3.44 4.07 4.38 4.28

2 0.35 052 037 0.65 1.25 0.66

3 2.26 3.77 3.08 3.98 3.34 3.63

Media 2.59 408 541 6.66 2.43 1.94

Mediana 0.35 0.62 1.55 0.61 0.34 0.24

Error tipico , »¢ 463 631 6.32 2.74 1.92

Minimo 222 324 306 3.00 294 360

Maximo 3.28 501 419 5.23 6.87 5.60
N total 12 12 12 12 11 12
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Losdatos de larelacion RNA/DNA en P. olivacea segtin la fase de desarrollo

fueron analizados con estadistica no paramétrica ya que no cumplieron
los supuestos de homocedasticidad y normalidad. El andlisis estadistico
no mostré diferencias significativas entre submuestras (figura 48).
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Figura 48. Diagrama de cajas (valores mdximos y minimos, cuartiles y
mediana), de los valores de la relacion RNA/DNA, en funcion de la clase de
desarrollo, obtenidosen P. olivacea.Lalineade puntos marcalamedianadela
muestra total. Las diferentes letras indican las diferencias estadisticamente
significativas segun el test de Mann-Whitney (p-valor<0.05).
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Figura 49. Andlisis de Componentes Principales (PCA) que integra
todoslosindicadores metabolicos estudiadosen C. riparius empleando
como variable de agrupacion los bimestres.
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Se realizaron sendos andlisis de componentes principales (PCA), uno para
cada especie, integrando todos los indicadores metabdlicos y empleando
como variable de agrupacion los las clases de desarrollo. En el PCA de
C. riparius (figura 49) se aprecia una separaciéon dominante en el eje de

abscisas msrcada por la concentracion de glucogeno. También se aprecia un
desplazamiento en el sentido de las ordenadas debido a las diferencias en la
relacion RNA/DNA.
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Figura 50. Anadlisis de Componentes Principales (PCA) que integra
todoslosindicadores metabdlicos estudiados en P. olivacea empleando
como variable de agrupacion los bimestres.

En la figura 50 se muestra el PCA obtenido para P. olivacea, la situacion
tanto es claramente distinta ala de C. riparius, en este caso la diferenciacion
entre muestras solo se puede apreciar entre las de la clase de desarrollo
I-1I y el resto, debido, eso si a unos menores niveles de los indicadores
estudiados.
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6.1. ESTUDIO INTERPOBLACIONAL

Es imprescindible la validacién de los biomarcadores en poblaciones
de campo expuestas a mezclas complejas de contaminantes y a las
condiciones naturales antes de sacar conclusiones sobre su utilidad
para la evaluacién ambiental en escenarios reales; aunque precisamente
esa gran cantidad de agentes y la complejidad de las interacciones que
pueden actuar sobre los biomarcadores dificulta el establecimiento de
los factores causantes de los efectos observados en los biomarcadores.
Trataremos enlas paginas siguientes de dilucidar cudles son las relaciones
entre los biomarcadores y las condiciones ambientales de cada una
de las poblaciones, tomando como referencia la poblacion procedente
del laboratorio y teniendo en cuenta que las diferencias ontogénicas
y estacionales han sido evitadas en la medida de lo posible al realizar
los muestreos en dias consecutivos y al seleccionar larvas de la misma
fase de desarrollo del cuarto estadio (V y VI segun la clasificaciéon de

GOODEERIS ET AL., 2001).

Aunque ninguna de las estaciones de muestreo mostro6 niveles elevados
de contaminacion de acuerdo con las guias de sedimentos de agua dulce
de MACDONALD ET AL. (2000), al comparar el indice de contaminacion
relativa -calculado a partir del analisis cuantitativo de contaminantes-
entre estaciones, se detectd una carga contaminante significativamente
mayor en el rio Sar, seguido por el Louro, en metales pesados y compuestos
farmacéuticos en el agua y metales pesados en los sedimentos; mientras

que en el rio Con se encontraron las concentraciones de pesticidas
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organoclorados significativamente mas altas (figuras 18 y 19). El analisis
cualitativo reveld la presencia de un nimero de sustancias contaminantes
notablemente mayor en el Sar, tanto en el agua como en los sedimentos,
siendo so6lo igualado en algunas familias de contaminantes por el rio
Louro (figuras 20 y 21). Teniendo en cuenta estos datos se puede afirmar
que la poblacién del rio Sar es la que esta expuesta a una mayor carga
contaminante en general, a excepciéon de la familia de los pesticidas,
en la que es la estacion del rio Con la mas expuesta. También en el
contenido de materia orgdnica en los sedimentos es la estacidn del Sar la

que presentd una mayor carga (figura 22).

El estudio comparativo de la bateria de biomarcadores revel6 diferencias
significativas en cuatro de los ocho pardmetros analizados (gen
HSP70, actividad enzimadtica de la GST, concentracion de glucégeno y
deformidades del mentum) entrelas poblaciones delarvasde Chironomus
riparius. Otros cuatro parametros (gen HSC70, gen EcR, gen CYP4G
y concentraciéon de proteinas totales) se mantuvieron indistinguibles
segun las pruebas estadisticas incluso cuando se compararon con la

poblacién de laboratorio.

Una de las diferencias mds notables se encontré en la expresion del gen
HSP70. Las proteinas de choque térmico mantienen la integridad celular
y se consideran comunmente como un indicador del estrés celular.
La familia incluye las proteinas constitutivas (HSC70), altamente
abundantes en condiciones celulares normales, asi como miembros
inducibles (HSP70) presentes en condiciones estresantes provocadas por
un amplio espectro de agentes. Se observo sobreexpresion significativa

del gen HSP70 en las tres poblaciones silvestres muestreadas en
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poblaciones los rios Sar, Con y Louro en comparacién con el cultivo
de laboratorio; mientras que la expresion de HSC70 fue similar en las
cuatro poblaciones; lo que sugiere que el HSC70 parece ser un gen
relativamente estable en poblaciones naturales sometido a los efectos
de diferentes mezclas de toxicos. La estabilidad del gen HSC70 coincide
con los resultados previos obtenidos tras exposiciones experimentales

a una amplia variedad de productos quimicos (MORALES ET AL., 2011).

La temperatura es uno de los inductores mas fuertes del gen HSP70, sin
embargo la temperatura de los tres rios analizados fue similar (alrededor
de 16 °C) e incluso superior (20 °C) en el cultivo de laboratorio y no
tenemos constancia de ningun tipo de impacto en ninguna de las
estaciones que pudiese producir situaciones de choque térmico. Durante
el transporte y la manipulacién este parametro se controld y se mantuvo
estable mediante refrigeracion cuando fue necesario. Por todo esto no es
probable que la temperatura haya sido el inductor de la sobreexpresion

de este gen en las larvas procedentes de poblaciones silvestres.

Se ha demostrado que la expresion del gen HSP70 de Chironomus es
activada por exposiciones experimentales a diferentes sustancias toxicas
(MORALES ET AL., 2011), plaguicidas (YOSHIMI ET AL., 2002), bisfenol A
(PLANELLO ET AL., 2008), y los ftalatos (PARK & KwAK, 2008; PLANELLO
ET AL., 2011). También los metales son potentes inductores de proteinas
de choque térmico (FREDJ ET AL., 2010; GUuo & Ki, 2012), y se ha
comprobado que la exposicién al cobre, cadmio, plomo y cromo activa
el gen HSP70 en Chironomus (KAROUNA-RENIER & ZEHR, 2003; LEE ET

AL., 2006; PLANELLO ET AL., 2010).

Es posible entonces, que las diferencias de los niveles de HSP70 entre las
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poblaciones silvestres y entre éstas y la de laboratorio esté relacionada
con la presencia de la amplia gama de contaminantes organicos y
metalicos en los sedimentos de los rios, Sin embargo, de ser esta la
unica causa, resulta llamativo notar que los niveles mas altos de HSP70
se encontraron en larvas de la muestra del rio Con, precisamente la
estacion en la que tanto la carga contaminante como la cantidad de
materia organica es menor. Estos datos reflejan la compleja situacion
que tiene lugar en los ecosistemas de agua dulce, como en muchos otros,
en los que las interacciones sinérgicas y antagoénicas y sus aportes al
medio natural no sélo abarcan su estado puro, sino también el de otros

productos como resultado de la degradacion (HASSAN ET AL., 2005).

Los sistemas de detoxificacién de organismos desempefian un papel
central en la defensa contra diversos téxicos ambientales y pueden
conducir a los organismos a la adaptacion a exposiciones crdénicas en
ambientes contaminados. Las glutation S-transferasas son enzimas de
detoxificacion de fase II cuyos niveles de GST responden selectivamente
a diferentes xenobidticos. Mientras que la tributiltina inhibe tanto la
enzima GST como el gen CYP, el nonilfenol y el bisfenol A ejercen el
efecto opuesto en Chironomus riparius (MARTINEZ-PAZ ET AL., 2012).
Se detectd una actividad de GST significativamente mayor en muestras
de larvas de los rios Sar y Louro (con mayor contenido y variedad de
contaminantes) que en las del Con y del laboratorio; lo que indica que
en las dos primeras se estd produciendo una detoxificacion activa mas

intensa.

En los insectos, se ha asociado un aumento de los niveles de GST con

la resistencia a los insecticidas organoclorados y organofosforados
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(VONTAS ET AL., 2000); sin embargo la actividad de la GST en muestras
del rio Con, que presentd el mayor contenido de pesticidas en los
sedimentos, no difirié estadisticamente de la obtenida en la poblacién

del laboratorio.

Las deformidades son importantes parametros morfoldgicos que
han sido ampliamente utilizados en los estudios de toxicidad, y han
sido propuestos como biomarcadores para el biomonitorizacion de la
contaminacién. Aunque todavia se desconoce como los contaminantes
pueden inducir deformidades de la parte bucal, se debate si se desarrollan
o no en la etapa de muda regulada por el sistema endocrino y si una
interrupcion de este proceso es la causa de su aparicion (MEREGALLI ET

AL., 2001).

Algunos compuestos toxicos con actividad de alteracion endocrina han
sido descritos como inductores de deformidades de la parte bucal tales
como 4-nonilfenol, DDT o metales pesados (MEREGALLI ET AL., 2001;
MARTINEZ ET AL., 2003). Las deformidades en Chironomus representan
una respuesta subletal a los contaminantes en los ecosistemas acuaticos
y se consideran indicadores de alerta temprana para el deterioro de
la calidad del agua (JANSSENS DE BISTHOVEN & GERHARDT, 2003). En
nuestro estudio, las deformidaes en el mentum, significativamente mas
frecuentes en las larvas del rio Sar, son congruentes con los niveles de
actividad ezimatica de la GST ya expuestos y concuerdan con la alta
prevalencia de deformidades previamente encontrados en la estacién de

muestreo del rio Sar por SERVIA ET AL. (2000).

Se observo una disminucidn significativa en el contenido de glucdégeno

en larvas del rio Con en comparacién con el resto de las poblaciones
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analizadas. Estos datos se correlacionan con el nivel de expresion mas
alto del gen hsp70 en las larvas, asi como con el menor contenido de
materia orgdnica en los sedimentos de ese rio. Estos resultados estan
de acuerdo con el supuesto de que el estrés cronico provoca un costo
energético y, por extensién, una disminucidn en el almacenamiento de
glucégeno (BISCHOF, 1995; CHOI ET AL., 2001). Sin embargo, las larvas de
los rios Sar y Louro, también expuestas a agentes estresantes quimicos,
no presentaron variaciones significativas en las reservas de glucdgeno
lo que sugiere que otros factores, como la disponibilidad de alimento,
podrian compensar el gasto energético dedicado a contrarrestar los

efectos de los téxicos (STUIJFZAND ET AL., 2000 SERVIA ET AL., 2006).

Para MARYASKIET AL. (2002) el estrés quimico no siempre es compensado
mediante detoxificacion activa, aunque la mayoria de trabajos existentes
asi lo confirmen. En ese caso las reservas energéticas se mantienen
constantes pero la esperanza de vida de los individuos cae drasticamente.
Estos mismos autores proponen la hipotesis de la adaptacion de las
poblaciones sometidas permanentemente a algun téxico puede tener
como resultado una poblacién tolerante al agente estresante soportado.
Dicha poblacion no mostraria disminuciones en sus niveles de reservas
energéticas pero su fitness decreceria enormemente fuera de la zona de

influencia del toxico en cuestion.

De este modo, evaluando al situacién conjuntamente se puede inferir que
la poblacién del rio Sar, que es la mds expuesta a contaminacidon quimica,
tanto por concentracién como por diversidad de especies y que muestra
los efectos de esta en su mayor frecuencia de deformidades, es capaz

de compensar la toxicidad mediante mecanismos de detoxificacion sin
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acusar estrés celular ni mermas en sus reservas energéticas; probablemente
gracias al elevado aporte nutricional y a que el estrés sostenido y mas o
menos constante haya propiciado la actuacién de la seleccién natural y la

poblacidén se haya adaptado o aclimatado a las condiciones imperantes.

Lo mismo sucede en la poblacion del Louro, aunque al ser el estrés quimico
mas moderado no muestra un indice de deformidades tan elevado como
la del Sar. En el extremo opuesto estaria la poblacion del Con, la escasez
de recursos tréficos provoque una incapacidad para la detoxificacién
activa de los individuos por escasez de reservas energéticas y en la que
el estrés quimico mas leve, aunque fluctuante impida la adaptacion de la

poblacién y provoque estrés celular agudo y muy marcado.

@

T

NOISNDOSI

211



Tesis Doctoral / Pablo Gémez Sande

Z
0
0
-
0
0
A

6.2. ESTUDIO ESTACIONAL

En el area de estudio de este trabajo, las condiciones fisicoquimicas (y
por ende las bioticas) fluctiian estacionalmente segun las caracteristicas
tipicas del clima atlantico, con temperaturas mas o menos suaves todo
el afio y un descenso de precipitaciones en los meses de verano. Esto se
traduce, en el caso del rio Sar, en una notable reduccién del caudal y del
oxigeno disuelto y un considerable aumento de la temperatura durante

el verano (figura 30).

Las larvas de ambas especies muestran diferencias de peso medio
estadisticamente significativas entre bimestres con valores mas bajos en
los meses de temperaturas altas -minimos en julio-agosto- y mas altos
en los meses frios -maximo en noviembre-diciembre en C. ripariusy en

enero-febrero en P. olivacea (figuras 30 y 31).

Los valores de concentracion de glucégeno muestran la misma secuencia
temporal: valores altos en los meses frios -con valores minimos con
los meses de julio-agosto- y bajos en los cdlidos. Sin embargo existen
diferencias notables entre especies: C. riparius muestra niveles de
glucégeno significativamente mayores entre noviembre y abril que
en el resto del afio y la amplitud entre mdximo y minimo es menor,
mientras que en P. olivacea la concentracidon de glucégeno sélo destaca

estadisticamente en marzo-abril y el rango de concentraciones es mayor.

En la gran mayoria de los metazoos el glucdgeno es la principal reserva
energética y constituye la fuente de energia de rapida movilizacién

preferente, especialmente durante las fluctuaciones ambientales
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(KARLSSON, 1979; HOFFMAN & KATZ, 1998; OLIVEIRA ET AL., 2004;

BACCA ET AL., 2005).

SIEGERT ET AL. (1987), HAMBURGER ET AL. (1996), CAVALETTO ET AL.
(2003) y SERVIA ET AL. (2006 B) coinciden en sefialar la fase de desarrollo
larvario en insectos como el factor de mayor relevancia en los niveles de
glucégeno. En este experimento se tratd de evitar esta variacién debida
al desarrollo ontogénico seleccionando unicamente larvas de estadio
IV y fases V y VI segun la clasificaciéon de WULKER & GOTZ (1968),
ya que segiin SERVIA ET AL. (2006 B) es en esta etapa del desarrollo en
la que los niveles de glucégeno alcanzan su maximo valor. En cuanto
al sexo de los individuos SERVIA ET AL., (OP. CIT.) no encontraron
diferencias destacables entre individuos de C. riparius en la misma fase

de desarrollo y distinto sexo.

Las altas temperaturas estivales junto con el alto contenido en materia
organica provocan un descenso en la saturacion de O, en verano (un
30% registrado en los muestreos, figura 29). Segin HOBACK & STANLEY
(2001) la hipoxia, asociada al incremento de temperatura y al descenso
del caudal, suele tener dos consecuencias directas en los insectos que se
ven sometidos a ella: la induccién del ayuno, y el paso del metabolismo
aerébico al anaerdbico, que es menos eficiente y que principalmente
utiliza glucégeno como sustrato energético. Estos efectos de la hipoxia
han sido corroborados en especies de quironémidos con caracter
termofilo afines a C. riparius y P. olivacea por REDECKER & ZEBE
(1988) y HAMBURGUER ET AL. (1994; 1995; 1996; 2000). De ser esta la
causa y segun lo demostrado por CHOI ET AL. (2001), la concentraciéon

de proteinas totales en C. riparius deberia aumentar en condiciones

213

NOISNOSI]



Tesis Doctoral / Pablo Gémez Sande

Z
0
0
-
0
0
A

de hipoxia ya que en esta especie hasta un 60% del contenido total en
proteinas bajo condiciones de hipoxia corresponde a la hemoglobina

(WEBER ET AL., 1985; CHOI, 1998).

Sin embargo, en la concentracion de proteinas totales s6lo se hallaron
diferencias significativas entre bimestres para C. riparius (figura 35)
y los valores mas bajos se obtuvieron precisamente de mayo a agosto,
los meses de temperaturas mas alta y mayor estiaje, lo que descarta
la hipdtesis de que la hipoxia sea la causa de la baja concentracién de

glucdégeno en los meses calidos.

Se ha demostrado que en C. ripariusla contaminacién quimica acarrea
una disminucidén en las reservas de glucégeno (CHo1, 1998; CHOI ET AL.,
2001; SERVIA ET AL., 2006 A) y de proteinas (CHOI & Ha, 2009; CHOI ET
AL., 2001). Cabria esperar un mayor estrés por contaminaciéon quimica
en los meses de mayor estiaje por concentracion de los contaminantes,
sin embargo en el trabajo sobre analisis de deformidades realizado
por SERVIA ET AL. (1999) en la misma estacion de muestreo y con las
mismas especies, los resultados obtenidos determinaron un mayor
efecto de los contaminantes en los meses mas frios, por consiguiente la
contaminacién quimica tampoco es una causa clara de las diferencias

estacionales halladas en la concentracidn de glucégeno y proteinas.

De acuerdo con la afirmacién de DUTRA ET AL. (2008), de que los
niveles de reservas energéticas son una expresion de las caracteristicas
y estrategias adaptativas de los animales a un determinado habitat, los
ciclos vitales y con ellos los niveles de reservas energéticas, suelen estar
sincronizados con estas variaciones de las condiciones ambientales

(GALAP ET AL., 1997; VINAGRE ET AL., 2007; DUTRA ET AL., 2007; 2008).
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En el caso de los quironémidos objeto de este estudio, es en los
meses de primavera y verano cuando tiene lugar la reproduccion,
dando lugar a un aumento en la densidad de larvas en la zona, lo que
incrementa la competencia intra e interespecifica entre ambas especies
y consecuentemente disminuye la cantidad de alimento potencial.
Factores que segun FUENTES ET AL. (2005), en el caso de la competencia,
y CAVALETTO ET AL. (2003) en el de la disponibilidad de alimento,

tienen efectos negativos en las reservas de glucdgeno.

GISMONDI ET AL. (2012) afirman que las reservas de energia en el
anfipodo de agua dulce Gammarus roeseli estan notablemente influidas
por la estacién. Encontraron altas niveles de reservas energéticas en
otofo e invierno y bajos en primavera y verano, lo que sugiere que el
bajo metabolismo debido a las bajas temperaturas puede explicar la
reduccion del gasto energético y altos niveles de reservas en estaciones

frias.

Los efectos de la temperatura y el fotoperiodo durante la duraciéon de
los ciclos de vida de quironémidos son bien conocidos. La temperatura
es proporcional en la velocidad de desarrollo y los periodos reducidos
de luz natural son un fuerte estimulo para el inicio de la diapausa en
insectos (Ko$TAL, 2006) y mas especificamente en larvas de Chironomus
riparius de 3°y 4° estadios (GODDEERIS ET AL., 2001). Entonces muchos
individuos de estas especies entran en un estado de diapausa durante
los meses mas frios, de manera que alargan sus ultimas fases larvarias
hasta que suben de nuevo las temperaturas. Asi, las generaciones de
los meses frios pasan mucho mas tiempo en estadio IV, lo que supone

una mayor ingesta, mayor tamafio corporal y unas mayores reservas
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de glucégeno (WIPKING ET AL., 1995; TIMMERMAN & BRIEGEL, 1999;
GODDEERIS ET AL., 2001), y probablemente también esto afecte a la

concentraciéon de proteinas.

En este caso y siendo ambas especies multivoltinas en lugar de ciclos
reproductivos hablamos de ciclos vitales o generaciones. Estos ciclos
son mas cortos en ambas especies en los meses calidos, tal y como

apunta TOKESHI (en ARMITAGE ET AL., 1995)

Las fluctuaciones estacionales de los niveles de proteinas en los
animales también suelen estar intimamente relacionadas con los ciclos
reproductivos de los mismos (GALAP ET AL., 1997; CHOE ET AL., 2003
;ROSA & NUNES 2003; DUTRA ET AL., 2007; 2008; SILVA- CASTIGLIONI ET

AL., 2007).

Ademas, seguin HAMBURGER ET AL. (1996) durante la época de
temperaturas mas elevadas, el ciclo vital de Chironomus anthracinus
es mas corto y las reservas de glucogeno sélo alcanzan los valores
requeridos para un correcto desarrollo de las fases de pupa e imago.
Concomitantemente, muchos individuos de estas especies entran en un
estado de diapausa durante los meses mas frios, de manera que alargan
su ultima fase larvarias hasta que suben de nuevo las temperaturas. Asi,
las generaciones de los meses frios pasan mucho mas tiempo en estadio
IV, lo que supone una mayor ingesta, mayor tamano corporal y unas
mayores reservas de glucégeno (WIPKING ET AL., 1995; TIMMERMAN &

BRIEGEL, 1999; GODDEERIS ET AL., 2001; KOSTAL, 2006).

Las diferencias entre las dos especies pondrian de manifiesto el caracter
mds termofilo de C. riparius, ya que las larvas comienzan a ralentizar

su desarrollo y a entrar en diapausa unos dos meses antes que las de
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P. olivacea.

Enlo tocante alos resultados de cuantificacidon de proteinas totales, cabe
senalar que se corresponden con los obtenidos por VAN HANDEL (1988)
en los géneros Aedes y Culex (30-400 pg/ larva) y que este caso debido
a la ausencia de trabajos al respecto no podemos afirmar si se puede
obviar el sexo como ocurre con el glucdgeno (SERVIA ET AL., 2006 B) O
tiene relativa importancia sobre los niveles de estas macromoléculas.
En cuanto a la fase de desarrollo, tampoco hemos encontrado trabajos
relacionados con los niveles de proteinas y el desarrollo larvario, pero
en este caso el posible sesgo ha sido minimizado al pertenecer todas
las larvas a las fases 4, 5, 6 o 7 del estadio IV segtn la clasificacion de

WULKER & GOTZ (1968).

DNA es un factor bioldgico estable porque sus valores cuantitativos se
mantienen mas o menos constantes mientras que la concentracion de
RNA, directamente relacionada con la sintesis activa de proteinas, puede
variar en funcién de multiples factores: la edad, el estado de desarrollo,
el tamano del organismo, el estado nutricional y las condiciones
ambientales, por ejemplo; y por ello, la relacion RNA/DNA refleja
variaciones coherentes con ellos (LODEIROS ET AL., 1996; OKUMURA ET

AL., 2002; RosA & NUNES, 2003; CHICHARO & CHICHARO, 2008).

En lo referente a los valores de la relacion RNA/DNA, que concuerdan
con los obtenidos en otros artropodos dulceacuicolas (VREDE ET AL.,
2002), sélo en P. olivacea se observa una tendencia significativa, negativa

de invierno a verano y positiva desde verano y durante el otofio.

La causa principal para estas diferencias estacionales podria ser en mayor

estrés quimico detectado en invierno y en la misma drea de estudio por
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SERVIA ET AL. (1999). Ya que segin FIGUEROA ET AL. (1996), en ciertos
casos de contaminacion, la sintesis de proteinas de detoxificacion, puede
provocar incrementos en la relacion RNA/DNA. Esto se veria acentuado
por la mayor duracién de los ciclos vitales en esta estaciéon y mayor
tiempo de exposicion a los toéxicos (WIPKING ET AL., 1995; TIMMERMAN

& BRIEGEL, 1999; GODDEERIS ET AL., 2001; KOSTAL, 2006).

Por otro lado la relacion RNA/DNA en C. riparius también desciende
desde invierno a verano aunque no de modo estadisticamente
significativo. Esto podria ser debido a que la produccién de hemoglobina,
como respuesta al descenso en la concentracién de oxigeno (CHol,
1998), aunque no es suficientemente intensa en esos meses como para
enmascarar las diferencias en la concentracion de proteinas, si atenua la

reduccion de la relacion RNA/DNA.
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6.3. ESTUDIO ONTOGENICO

Se ha estudiado con bastante profundidad el papel del glucégeno en
el desarrollo larvario de insectos. Durante los periodos de muda y
metamorfosis, los animales ayunan y consumen energia procedente de
las reservas asimiladas durante el periodo de alimentacion previo, tal
y como han demostrado por SIEGERT ET AL. (1987) en el lepiddptero
Manduca sexta, CAVALETTO ET AL. (2003) en efemerdpteros del género
Hexagenia y por VAN HANDEL (1988) en especies de los géneros de

dipteros Culex y Aedes.

De hecho, HAMBURGER ET AL. (1996) categorizan los niveles de
glucoégeno como factor clave para los periodos de muda y metamorfosis
en Chironomus anthracinus y afirman que los cambios posteriores a la
pupacién suponen una gran demanda de glucégeno, imprescindible para
que el proceso de emergencia tenga lugar. Estos autores detectaron niveles
similares a los previos a la muda de tercer a cuarto estadio (un 26-28% del
peso seco) justo antes de la pupacion, durante la cual la concentracién de
glucogeno se aproximé al 22% en pupas jovenes y disminuyé durante la

etapa pupal hasta el 12-15% en los adultos recién emergidos.

SERVIA ET AL. (2006 B) encontraron diferencias entre fases y por sexos
de las reservas de glucogeno en larvas de C. riparius procedentes de
un cultivo. Los niveles de glucégeno en ambos sexos siguen un patrén
similar al obtenido por nosotros. Se confirma asi la hipdtesis de que las
larvas de ambas especies aumentan su almacenamiento de energia a lo

largo del cuarto estadio hasta la pupacion.
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Los rangos de valores de contenido de glucdgeno y peso promedio de
ambas especies estudiadas obtenidos este trabajo son similares a los de
las publicaciones previas de CHOI ET AL. (2001) y SERVIA ET AL. (2006 A)
y siguen el curso temporal ontogénico descrito en cultivos de laboratorio

de C. riparius por INEICHEN ET AL. (1979) y SERVIA ET AL. (2006 A Y 2006

B).

Las larvas de ambas especies mostraron diferencias estadisticamente
significativas en el peso medio por larva y la concentracién de glucégeno.
La tendencia fue la misma en todos los casos: un incremento mas o menos
pronunciado de los dos parametros a lo largo del cuarto estadio hasta
alcanzar valores maximos al comienzo de la fase de prepupa decayendo
en la etapa de pupa (figuras 41, 42, 43 y 44). Teniendo en cuenta que todas
las larvas fueron recogidas y tratadas en el mismo momento y en en
idénticas condiciones, podemos suponer que las diferencias observadas

estdn directamente relacionadas con la fase de desarrollo

La cantidad de proteinas totales de un individuo, aparte de proporcionar
una medida de su crecimiento a largo plazo, es también un indicador
del almacenamiento de energia (VILLARROEL ET AL., 2009). Haciendo
abstraccion de sus fluctuaciones debidas a factores naturales (DEPLEDGE
& Fossi1, 1994; LAGADIC ET AL., 1997; CHOIL, 1998), los estudios realizados
en diferentes organismos, especialmente peces y artropodos, muestran
un incremento mas o menos lineal de la cantidad de proteinas durante el
desarrollo, hasta llegar a las fases previas a la metamorfosis, en las que se
produce un aumento mas pronunciado, descendiendo drasticamente en
la etapa postmetamorfica (VAN HANDEL, 1988; TIMMERMAN & BRIEGEL,

1999; GWAK & TANAKA, 2002).
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En general, en los individuos analizados por nosotros se reproduce el
fendmeno, repetidamente descrito en la bibliografia de la reducciéon del
ritmo de crecimiento en longitud en el momento de la metamorfosis.
Los niveles de proteinas totales muestran diferencias estadisticamente
significativas entre algunos clases de desarrollo en C. riparius pero no
en P. olivacea (figura 45). La concentraciéon de proteinas en C. riparius
aumenta a lo largo del cuarto estadio de forma similar, aunque menos
pronunciada, a la concentracidon de glucdgeno, pero al contrario que ésta,
aquella no decae en la fase de pupa. Esta tendencia esta en concordancia
con los resultados obtenidos en algunas larvas de peces antes de la
metamorfosis (TONG ET AL., 2010; SMITH & OTTEMA, 2006). Puede
decirse por tanto, que existe una relacion positiva entre la concentracioén
de proteinas y el grado de desarrollo ontogénico a lo largo del cuarto

estadio de las larvas de C. riparius.

La relacion RNA/DNA ha sido usada para predecir el crecimiento y
el estado nutricional en gran variedad de organismos como bacterias
(KENNELL & MGASANIK 1962), fitoplancton (DORTCH ET AL., 1983),
zooplancton (SUTCLIFFE, 1965; WAGNER ET AL., 1998), bentos marino
(VIDAL ET AL., 2006; MEESTERS ET AL., 2002; WRIGHT & MARTIN, 1985),
bentos dulceacuicola (MEWES & WINKELMANN, 2015), insectos (CHURCH
& ROBERTSON, 1966), peces (BuLow, 1970; BUCKLEY, 1984; CLEMMESEN
ET AL., 2003; ISLAM & TANAKA, 2005; MERCALDO- ALLEN ET AL., 2006),
reptiles (ROARK ET AL., 2009) y humanos (ELSER ET AL., 2007). De hecho,
fue propuesta como una medida muy sensible a corto plazo (dias o
semanas) de la tasa de crecimiento (BUCKLEY, 1984; ROOKER & HOLT,
1996; CLEMMENSSEN, 1996; BUCKLEY ET AL., 1999; FUKUDA ET AL., 2001;

GWAK & TANAKA, 2001; MENDOZA ET AL., 2002; MERCALDO-ALLEN ET
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AL., 2006; TAVARES ET AL., 20060).

Sin embargo, a pesar de su uso generalizado, la bibliografia consultada
muestra situaciones contradictorias, pues algunos de esos trabajos
sefialan relaciones positivas de la relacion RNA/DNA con el tamafo de
los individuos (GARCIiA ET AL., 1998; RAMIREZ ET AL., 2001), mientras
que otros no han encontrado ninguna correlacién con el crecimiento
(RAMIREZ ET AL., 2004; CATALAN ET AL., 2006) 0 estas correlaciones son
muy débiles (DAGG & LITTLEPAGE, 1972; CLARKE ET AL., 1989; ANGER
& HIRCHE, 1990; FRANTZIS ET AL., 1992), o indican una tendencia a
la disminucién de la relacion RNA/DNA con respecto a la talla de los
individuos relacionada con condiciones de alimentacion deficientes
y en etapas de rapido desarrollo larvario y de organizacion del tejidos
(CLEMMESEN ET AL., 1987; RAAE ET AL., 1988; WESTERMAN & HOLT 1988;

BERGERON ET AL., 1991; TAVARES ET AL., 2006).

SATTERWHITE (2007) indica que frecuentemente los descensos observados
en la relacion RNA/DNA no son causados por la hipdtesis inicial de
cantidades de DNA constantes junto con la disminucion del RNA, como
se ha afirmado en la mayoria de estudios de este tipo, sino que ambos
acidos nucleicos pueden exhibir patrones simultaneos de cambio, y en
fases de crecimiento y buena alimentacion es posible una disminucioén
de la relaciéon RNA/DNA, porque se produzca un aumento simultaneo de
las cantidades de RNA y DNA, de manera que las magnitudes de la ratio
no siempre son el resultado de las diferencias en el estado de condicion,
como se esperaba, sino que estan estrechamente ligadas a los cambios

celulares en el contenido de ambos dcidos nucleicos durante el desarrollo.

Asi pues, SATTERWHITE (2007) apunta la posibilidad de que los casos de
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relacion inversa entre la relacion RNA/DNA y el crecimiento se expliquen
considerando las observaciones de varios autores como LIED ET AL.
(1983), FOSTER ET AL. (1991) y FOSTER ET AL. (1992), quienes demostraron
que la sintesis de proteinas no es un resultado solamente del nimero de
ribosomas (es decir, del contenido de RNA), sino también de su actividad
especifica, y tanto el nimero como la actividad de los ribosomas pueden
cambiar independientemente. Ademads, varios estudios sugieren que
puede existir un desacoplamiento de la concentraciéon de RNA y la
sintesis de proteinas debido a la dinamica de la proliferacion celular
(hiperplasia) o el crecimiento de las células (hipertrofia) en larvas de
peces (WESTERMAN & HOLT, 1988; MATHERS ET AL., 1993; PELLETIER ET

AL., 1995; GWAK & TANAKA, 2002).

GOROKHOVA & KYLE (2002), trabajando con juveniles de Daphnia
magna en condiciones experimentales constantes, hallaron variaciones
significativas en sus concentraciones de DNA y RNA durante sudesarrollo
ontogético. Durante el desarrollo embrionario la concentracion de ambos
acidos nucleicos aumento, pero al hacerlo en mayor medida el DNA,
debido a la alta tasa de divisién celular, se produjo un descenso de la
relacion RNA/DNA. En la etapa juvenil la concentracién de ambos dcidos
nucleicos descendié mientras que la relacion RNA/DNA aumentode
forma significativa y lineal. los autores explican esta tendencia con los
procesos de crecimiento celular y el aumento de la proporcién de tejido

acelular.

En una primera aproximacién a nuestros datos la relacion RNA/DNA
no mostro6 diferencias estadisticamente significativas entre las distintas

fases del desarrollo del 4° estadio de larvas de P. Olivacea, al contrario

223

NOISNOSI]



Tesis Doctoral / Pablo Gémez Sande

Z
0
0
-
0
0
A

que C. riparius en las que la relacion RNA/DNA sigue una tendencia
creciente a lo largo del 4° estadio pero sufre un brusco descenso a partir
de la fase VII, evoluciéon que concuerda con la tendencia observada en
otros organismos con desarrollo indirecto (MENDOZA ET AL., 2002; GWAK
& TANAKA, 2002; IBIAM & GRANT, 2005). El incremento de la relacion
RNA/DNA refleja un incremento en la sistesis de proteinas estructurales
y reguladoras, correspondiente a una fase de crecimiento e hipertrofia
celular, ya que la concentraciéon de DNA permanece constante mientras

que la de RNA aumenta hasta el maximo cerca de la pupacion.

El brusco descenso de la relacion RNA/DNA en las fases de pupa y
prepupa es debido tanto al descenso de la concentraciéon de RNA como el
notable aumento de la concentracion de DNA, que indica un descenso en
la sintesis proteica y un incremento de la divisién celular o hiperplasia,
proceso propio de la fase de metamorfosis en la que cesa el crecimiento
celular o hipertrofia y da paso a procesos de reordenacion tisular y
organogénesis. En todo caso, la variabilidad observada entre especies
parece reflejar que el patrén de la variacion ontogénica de este parametro

es muy susceptible de ser modificado por multiples factores.

En lineas generales podemos concluir que las larvas de ambas especies
aumentan su almacenamiento de energia a lo largo del cuarto estadio
hasta la pupacion, ya que necesitan esta energia para llevar a cabo la

metamorfosis y cumplir con los requisitos de la etapa adulta.
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Conclusiones

1. En larvas de C. riparius procedentes de poblaciones silvestres con
diferentes cargas contaminantes el gen HSC70 parece ser relativamente
estable, mientras que el HSP70 se sobreexpresa en todos los casos
aunque no proporcionalmente a la carga contaminante, sino que lo
hace, aparentemente, con mayor intensidad en los casos en los que el

estrés es cronico.

2. La actividad enzimatica de la GST parece ser un buen indicador
detoxificacion activa en larvas de C. riparius en poblaciones silvestres
con mezclas complejas de contaminantes, aunque no parece mostrar
respuesta diferencial ante la presencia de pesticidas en los sedimentos.

3. La concentracion de glucégeno en larvas de C. riparius procedentes
de poblaciones silvestres podria ser un buen indicador de estado
metabdlico y estrés genérico, ya que integra las distintas presiones y
muestra descensos s6lo en los casos en los que el estrés no puede ser
compensado, bien por adaptacion de la poblacién, bien por abundancia
de recursos nutricionales.

4. Se confirma la validez de la frecuencia de deformidades en el
mentum de larvas de C. riparius como indicador de estrés toxico en
poblaciones silvestres expuestas a mezclas complejas de contaminates.

5. Queda patente el efecto compensatorio de la abundancia de
recursos tréficos frente a agentes estresantes en larvas de C. riparius
de poblaciones silvestres.

6. El peso medio por larva y la concentracidon de glucogeno en larvas
de C. riparius y de P. olivacea varian significativamente a lo largo
del ano, principalmente en funcion de las condiciones ambientales y
del ciclo vital de las especies. Las diferencias entre las dos especies
pondrian de manifiesto el caracter mas termofilo de C. riparius, ya que
las larvas comienzan a ralentizar su desarrollo y a entrar en diapausa
unos dos meses antes que las de P. olivacea.
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7. Se observé un descenso estival significativo en la concentracion de
proteinas totales en la especie C. riparius y de la relacion RNA/DNA
en P. olivacea, cuya causa podria ser el mayor estrés quimico y estar
acentuado por la mayor duracion de los ciclos vitales en esta estacion
y mayor tiempo de exposicion a los toxicos.

8. El presumible incremento de la sintesis de hemoglobina enlos meses
calidos produce efectos de enmascaramiento sobre la concentracion de
proteinas totales en C. riparius.

9. En general, existe una reducciéon de todos los parametros
analizados en verano, debida probablemente a la menor duracién de
los ciclos vitales y al menor estrés quimico en esta época.

10. Es necesario el esclarecimiento de las causas del fuerte
aumento otonal obtenido en la relacion RNA/DNA en C. riparius.
Seria conveniente por este motivo un nuevo analisis de este parametro
con un mayor tamafo muestral y sexado previo de las larvas.

11. A tenor de ciertos problemas en la interpretacion de los
resultados obtenidos, es recomendable la realizacién de un estudio
previo acerca de la influencia del sexo sobre la concentracién de
proteinas totales y la relacion RNA/DNA, o al menos el sexado de
las larvas, a la hora de emplear estos parametros como indicadores
metabdlicos en C. ripariusy P. olivacea.

12. Para el correcto uso de la relacion RNA/DNA como
herramienta en la determinacién de estrés ambiental y con el fin
prevenir un posible sesgo en los resultados, se recomienda el analisis de
las variaciones circadianas de este indicador en las especies estudiadas.
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Como alternativa deberian tomarse las distintas muestras a comparar

exactamente a la misma hora, ya que no esta claro como influye este
factor en C. ripariusy P. olivacea.
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13. Para el correcto uso de los niveles de glucdgeno y proteinas
asi como de la relacion RNA/DNA como indicadores metabolicos
en poblaciones y comunidades naturales, se hace imprescindible la
consideraciéon de los resultados obtenidos en este trabajo. Por este
motivo es recomendable la distribucién temporal de la recogida de
muestras en invierno o primavera o, en su defecto, a lo largo de todo
el afio realizando un promedio de los valores obtenidos, y una suma
precaucion en la interpretacion de los resultados.

14. Asimismo, es factible la combinacién de ambas especies
utilizando diferentes indicadores, de tal forma que se tomen los que
menor variacion estacional sufran en cada una de ellas: glucdgeno en
P. olivacea y proteinas y relacion RNA/DNA en C. riparius
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