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Introducción

1.1.  INTRODUCCIÓN

La situación de deterioro que sufren los ecosistemas acuáticos, fruto de 

la actividad humana, ha despertado en los últimos años un creciente 

interés general por la conservación de estos ambientes que, a su vez, ha 

estimulado la aparición de un número cada vez mayor de investigaciones 

relacionadas con la detección de alteraciones de origen antrópico en 

medios dulceacuícolas.

El elevado número de sustancias que entran en los ecosistemas acuáticos, 

bien por vertidos directos, bien por contaminación difusa procedentes del 

medio terrestre, hace que cualquier intento de caracterización química 

se convierta en una tarea larga y costosa, a lo que hay que añadir las 

restricciones impuestas por la técnica: la capacidad de análisis y detección, 

en muchos casos, es muy limitada y dificulta la identificación de los 

posibles agentes causales del daño. Así, en las últimas décadas asistimos 

a un vertiginoso desarrollo de métodos de detección y evaluación 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 perturbación, pudiendo incluso detectar fuentes de estrés 

cuya naturaleza no sea química. 

Lubchenko et al. (1991) han señalado que un método de biomonitorización 

ideal debería 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 información antes que la respuesta de 

poblaciones, comunidades o ecosistemas, ya que el estrés desestabiliza en 

primer lugar los procesos fisiológicos y del desarrollo de los individuos. 

Estos efectos a nivel individual ocurren antes de que puedan verse afectados 

otros parámetros indicadores de la alteración a un nivel de integración 
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más alto (supervivencia, fecundidad, etc.).

Aunque los trabajos de evaluación del estado de los ecosistemas cada 
vez emplean más los biomarcadores como herramienta de análisis, la 
mayoría de las líneas de investigación se centran en la cuantificación de 
actividades enzimáticas o concentraciones de proteínas clave, que ref lejan 
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 específicos resultan muy útiles para evaluar los efectos 
de un episodio de contaminación del cual se sospecha el agente perturbador, 
pero cuando se desconoce el agente causal o se trata de realizar un análisis 
exhaustivo de la situación ecológica, es necesaria la utilización de baterías 
de distintos biomarcadores (Van der Oost et al., 1996; Choi, 1998; De 
Coen & Janssen, 2003 a; Hyne & Maher, 2003; Damásio 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 índices derivados de ellas para evaluar los efectos de 
distintos tipos de estrés sobre los organismos y cómo inf luyen éstos en 
las poblaciones, comunidades y ecosistemas. Los organismos del bentos 
parecen ser la comunidad más adecuada para aplicación de estos métodos 
en ecosistemas de agua dulce, ya que la mayor parte de están expuestos a 
las alteraciones presentes en el medio durante al menos una buena parte de 
su ciclo vital y eso se traduce en un magnífico potencial como indicadores 
de los efectos de los contaminantes en los ecosistemas acuáticos. Ese 
potencial se ha visto ref lejado en el diseño de numerosísimos índices que 
permiten caracterizar el grado de dicha contaminación (Rosenberg & 

Resh, 1993)
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1.2.  OBJETIVOS

Las tendencias actuales en el análisis y monitorización ambiental 

convergen en el estudio de las alteraciones a nivel individual, cuyo objetivo 

es predecir y prevenir consecuencias en niveles biológicos superiores. En 

este punto entran en juego los biomarcadores moleculares y dentro de éstos 

los indicadores metabólicos. En esta categoría se incluye la cuantificación 

de diferentes macromoléculas que constituyen los organismos y que, por 

diferentes motivos, aporta una idea general del estado metabólico de los 

individuos (Meyer, 1990; Abou-Seif et al., 1993; Casas et al., 2003; 

Servia et al., 2006 a).

Hay varios  aspectos importantes a tener en cuenta cuando se trata de evaluar 

el estado de niveles superiores de organización a partir de organismos, se 

ha de tener presente que estos sufren variaciones fisiológicas importantes 

relacionadas con el sexo, el estado reproductivo, la edad, la etapa del 

desarrollo, la dieta y la estacionalidad (Mackey, 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 información pertinente acerca de los niveles de ciertos indicadores 

metabólicos, morfológicos y moleculares en larvas de las especies 

Chironomus riparius Meigen, 1804 y Prodiamesa olivacea (Meigen, 1818) 

(Diptera, Chironomidae). Así, los objetivos de este trabajo se centran en los 

siguientes puntos:
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1.	 Estudiar las variaciones de algunos biomarcadores morfológicos, 

moleculares y metabólicos entre cuatro poblaciones de C. riparius; tres de 

ellas silvestres y una procedente de laboratorio.

2.	 Determinar y comparar las variaciones estacionales en la 

concentración de glucógeno, de proteínas totales, y en la relación RNA/

DNA en una población silvestre de Chironomus riparius y otra de 

Prodiamesa olivacea.

3.	 Cuantificar las variaciones a lo largo del desarrollo larvario 

en la concentración de glucógeno, de proteínas totales, y en la relación 

RNA/DNA en sendas poblaciones silvestres de Chironomus riparius y 

Prodiamesa olivacea.

4.	 Comprobar estadísticamente la relevancia de dichas variaciones 

interpoblacionales, estacionales y ontogénicas, con respecto a la 

variabilidad intraespecífica.

5.	 Realizar una evaluación preliminar de la bondad como indicadores 

metabólicos del glucógeno, proteínas totales y relación RNA/DNA 

en las especies estudiadas y en ecosistemas naturales; en función 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 metabólicos señalados como herramientas de evaluación 

ambiental en ecosistemas naturales.







CAPÍTULO 2CAPÍTULO 2.        
BREVE REPASO A 

LA BIOLOGÍA DE LOS LA BIOLOGÍA DE LOS 
QUIRONÓMIDOS
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Breve repaso a la biología de los quironómidos

2.1.  SISTEMÁTICA Y TAXONOMÍA
Las dos especies animales utilizadas en este trabajo, Chironomus riparius 
y Prodiamesa olivacea, forman parte de la familia Chironomidae, un grupo 
monofilético de dípteros nematóceros tremendamente diversificado. Las 
larvas de esta familia son un componente frecuente de las comunidades 
de macroinvertebrados de prácticamente cualquier hábitat dulceacuícola. 
La posición filogenética de Chironomidae dentro del subreino Eumetazoa 
es la siguiente:

Filo Arthropoda.

     Subfilo  Hexapoda.

          Clase  Insecta.

               Subclase  Pterygota. 

                    Infraclase  Neoptera.

                         Órden  Diptera.

                              Suborden Nematocera.

                                   Infraorden Culicomorpha.

                                        Superfamilia Chironomoidea.

                                              Familia Chironomidae 
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Chironomidae

Chironomini Chironomus

Meigen, 1803

Chironomus riparius

 Meigen, 1804

Prodiamesa

Kieffer, 1906

Prodiamesa 
olivacea      

(Meigen, 1818)

Telmatogetoninae

Chironominae

Chilenomyiinae

Tanypodinae

Aphroteniinae

Buchonomyiinae

Prodiamesinae

Podonominae

Diamesinae

Orthocladiinae

Figura 1.	 Subfamilias pertenecientes al grupo Chironomidae y posición de las dos 
especies estudiadas en esta tesis.
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Breve repaso a la biología de los quironómidos

2.2.  Distribución

Los quironómidos son la familia de insectos más ampliamente distribuida, 
prácticamente no existe una masa de agua, no importa la latitud o la 
altitud, en la cual no puedan vivir sus larvas, encontrándose representantes 
de la familia desde el Ártico hasta el Antártico y desde alturas como las 
del Himalaya hasta profundidades de más de 1000 m en el lago Baikal 
(Armitage et al., 1995); y, por supuesto, son una parte importante de la 
entomofauna de la Península Ibérica (Soriano et al., 1997). 

Con frecuencia es el grupo de Insectos más abundante y diverso en medios 
acuáticos continentales. Armitage et al. (1995) calcularon que pueden 
existir en el mundo más de 15.000 especies de quironómidos, aunque esto 
es sólo una estima y la cifra puede ser incluso mayor.

2.3.  Ciclo vital y crecimiento

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

El desarrollo del embrión, desde la puesta de los huevos, hasta que se 
produce la eclosión dura entre 2.5 y 6 días (Thienemann, 1954), pero 
éste depende en gran medida de la temperatura y de la duración global 
del ciclo (Strixino & Strixino, 1985). El número de huevos puestos por 
una hembra varía 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 únicamente entre 20 y 35 huevos (Albu, 
1980).

El exoesqueleto de los quironómidos, al igual que ocurre en el resto de 
insectos y otros artrópodos, 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 tamaño corporal primero deben deshacerse del esqueleto, 
para después crear uno más grande, este proceso, la muda o ecdisis, es una 
fase breve en la que se produce el crecimiento efectivo en volumen. 

Cada muda está precedida de una fase de intermuda relativamente larga, en 
la que el organismo almacena sustancias de reserva, incrementa el número 
celular e incluso aumenta su masa, pero no su tamaño. El aumento del 
volumen es discontinuo por los efectos de la cutícula rígida; el peso del 
organismo sigue un patrón más continuo; aunque también marcado por 
los breves períodos de muda en los que la masa corporal se reduce debido a 
la pérdida que supone la eliminación del viejo esqueleto y el gasto derivado 
del crecimiento tisular y de la deposición de la nueva cutícula.

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

El desarrollo de las larvas de los quironómidos, generalmente se divide 
en cuatro estadios larvarios, correspondientes a los cuatro períodos 
intermuda, caracterizables mediante las medidas de la cápsula cefálica 
(McCauley, 1974), que puede llegar a duplicar su tamaño de un estadio 
al siguiente. La duración 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, fotoperíodo, etc. 
(Ineichen et al, 1979; Oliver, 1971). 

Lindegaard (1997) los define como especies oportunistas, que crecen 
rápido 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) señala que las 
larvas de C. riparius mantenidas en condiciones controladas (temperatura 
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Breve repaso a la biología de los quironómidos

ambiente: 22±2 °C, agua artificial y alimentación ad libitum) tardan, de 
media, tres días en completar el primer estadio de desarrollo, otros tres 
en el segundo, cinco en el tercer estadio y diez días en el cuarto; un total 
de veintiún días para completar todo el desarrollo larvario. La duración 
del estado de pupa es mucho más corta que la fase larvaria, varía desde 
algunas horas a varios días (Brock, 1960; Darby, 1962). La fase de imago 
también es muy breve en comparación con el resto del ciclo, su duración 
es de entre un par de días y dos semanas. 

Generalmente las cohortes suelen estar bien definidas de manera que las 
emergencias y las puestas se realizan de forma más o menos sincrónica. 
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 lóticos.
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2.4.  MORFOLOGÍA

2.4.1.  El huevo

Los huevos de los quironómidos presentan por lo general una forma 
más o menos elíptica o reniforme, siendo el extremo más estrecho el 
correspondiente a la zona donde se sitúa la parte anterior del embrión 
(Albu, 1980). Su tamaño varía considerablemente dependiendo de la 
especie. Además, durante el desarrollo del embrión, el huevo sufre 
variaciones de tamaño. La longitud de los mismos se encuentra entre los 
0.15 y 0.6 mm (Lindegaard, 1997).

La cubierta externa del huevo carece, por lo general, de características 
morfológicas destacables, aunque algunas especies muestran un micropilo 
diferenciado (Albu, 1980; Nolte, 1993; Lindegaard, 1997). La única 
característica externa subrayable es, en ocasiones, el color de su corion, 
que en algunas especies sufre además un oscurecimiento progresivo tal y 
como describió Nolte (1993). Este mismo autor señala 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 
únicamente la existencia de una subfamilia, Telmatogetoninae, en la que 
los huevos son depositados de forma individual. 

Así, 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 mayoría de las puestas queden fijadas a un sustrato 
adecuado (Pinder, 1995). 

La morfología externa de la puesta puede variar desde formas alargadas 
y cilíndricas hasta formas más o menos globulares o semejantes a una 
lágrima. En su interior, la disposición de los huevos es asimismo variable, 
pudiendo ser ésta irregular o bien lineal que puede adoptar formas 
helicoidales, características que permiten, a veces, la identificación de 
la especie o grupo al que pertenecen (Thienemann, 1954; Nolte, 1993; 
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Breve repaso a la biología de los quironómidos

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

Lindegaard, 1997).

En algunas especies de la tribu Chironomini, sobre todo del género 
Chironomus, las puestas presentan además en su interior una serie de 
filamentos cuya disposición varía según la especie y que podría ser también 
de utilidad para su identificación (Strenzke, 1959). 

Tanto la morfología de la puesta como la disposición de los huevos en su 
interior poseen un significado filogenético dentro del grupo (Thienemann, 
1954; Nolte, 1993).Además, la envuelta cumple una función protectora, ya 
que no se descompone en el agua, protegiendo los huevos de los ataques de 
bacterias y hongos y puede servir además como alimento a las larvas recién 
eclosionadas.

 La disposición de los huevos en su interior y la morfología de la puesta 
son muy variables (ver revisión 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 disposición globular con 
bucles muy alargados y con un aspecto más desorganizado (figura 3).

1 mm

1 mm
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2.4.2.  La larva

Las larvas de primer estadio presentan generalmente una morfología 
particular. Así, las larvas recién eclosionadas o lárvulas (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 dispersión (Pinder, 1995). La lárvula 
nada libremente hasta que encuentra un sedimento adecuado (cantidad de 
alimento, tamaño de las partículas, etc.) y se establece en él, haciéndose 
bentónica.

La mayoría construye estuches larvarios de diferente forma y consistencia. 
Éstos pueden estar fijados a las piedras del lecho o a la vegetación, 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 están formados por detritus, algas y otras 
partículas sedimentarias, apelmazadas con secreciones de las glándulas 
salivares (Edgar & Meadows, 1969). Estas construcciones los protegen 
frente a los depredadores, pero además 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.  

Las larvas de quironómidos son apnéusticas (figura 6), por lo que dependen 
de la existencia de unos niveles de oxígeno adecuados para asegurar un 
gradiente de difusión suficiente. Normalmente la concentración de oxígeno 
en el agua no suele suponer un problema, aunque en especies que, como 
Chironomus riparius, viven enterradas en sedimentos con alto contenido 
en materia orgánica, el consumo de oxígeno existente en estos espacios 
puede provocar disminuciones drásticas de su concentración en pocos 
milímetros de profundidad (Watling, 1991). Por ello, muchas larvas, 
especialmente las pertenecientes a la tribu Chironomini, y entre ellas 
Chironomus riparius, presentan hemoglobina en el líquido circulatorio lo 
que les confiere un característico color rojo (figuras 5).

Las larvas de quironómidos son eucéfalas, con una cápsula cefálica bien 
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Breve repaso a la biología de los quironómidos

desarrollada y esclerotizada. El tamaño de los individuos de cuarto estadio 
varía entre 2 y 30 mm (Lindegaard, 1997). 

Su cuerpo presenta tres divisiones principales: cabeza, tórax y abdomen. 
En la descripción detallada de cada una de estas regiones utilizaremos la 
nomenclatura definida por Saether (1980). 

Figura 4.  Larva de estadio I de Chironomus 
riparius.

50 μm

Figura 5.  Larva de estadio IV de Chironomus 
riparius.

5 mm
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La cabeza presenta una cubierta completamente esclerotizada, la cápsula 
cefálica, formada dorsalmente por un apotoma frontal que se une a un par 
de genas lateroventrales. Estos escleritos contienen un cierto número de 
sedas, que pueden ser utilizadas en algún 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 número variable de segmentos, entre cuatro y ocho. La 
relación entre la longitud y la anchura de la cabeza se conoce con el nombre 
de Índice Cefálico, dato que constituye un importante carácter sistemático 
(Albu, 1980). 

El tórax está formado por tres segmentos: protórax, mesotórax y metatórax 
(T-I, T-II y T-III). El primero de ellos (TI) presenta generalmente, en la 
parte ventral, un par de pseudópodos con uñas quitinosas en su extremo 
denominados parápodos, aunque, especialmente en algunos grupos 
de quironómidos terrestres, estos parápodos pueden estar fusionados, 
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Breve repaso a la biología de los quironómidos

reducidos o incluso desaparecer (Cranston, 1995). 

En esta región surgen, al final del estadio III o comienzos del IV, unas 
estructuras denominadas discos imaginales, que darán 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 posición medio-lateral y a medida que se 
desarrollan y aumentan de tamaño van ganando espacio hacia la zona 
ventral.

Estas estructuras, que poseen un importante valor de caracterización 
ontogénica, han sido minuciosamente descritas, histológica y 
morfológicamente, en: C. thummi (Wülker & Götz  1968), C. tetans, 
(Ineichen et al. 1983) y C. riparius (Goddeeris et al. 2001). Tanto las 
estructuras como esta clasificación en fases proporciona un buen sistema 
para la determinación del grado de desarrollo de las larvas, también en P. 
olivacea, aunque no exista ningún trabajo que los describa específicamente.

Cuando las larvas de último estadio ya están próximas al momento de 
la pupación, los discos imaginales están tan desarrollados que los tres 
segmentos torácicos aparecen dilatados y claramente diferenciados de 
los segmentos abdominales. Cuando la larva alcanza este estado se la 
denomina prepupa.

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

 Además, en la región 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 túbulos anales, que intervienen en la regulación 
iónica de la larva (Strenzke & Neumann, 1960).

En algunos géneros de la tribu Chironomini  (Chironomus, Glyptotendipes…), 
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algunas especies poseen uno o dos pares de túbulos ventrales en el octavo 
segmento abdominal, y en algunos casos incluso un par de túbulos laterales 
más cortos en el séptimo, como es el caso de C. riparius. Dichos túbulos se 
asocian con funciones de intercambio gaseoso (Harnisch, 1954; Nagell 
& Orrhage, 1981). 

Además, en los segmentos VII y VIII, en posición ventral y paralelamente a 
los discos imaginales torácicos, se desarrollan los primordios de la genitalia 
de los imagos, denominados discos imaginales genitales, que costituyen 
el único carácter observable de dimorfismo sexual en las larvas. Dichas 
estructuras han sido ampliamente estudiadas, (Wülker & Götz, 1968; 
Wülker et al., 1979; Ineichen et al., 1983) y poseen el mismo valor para 
la determinación de la fase del desarrollo que sus homónimos torácicos.

2.4.3.  La pupa

La pupación 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 varía según las especies, pudiendo ocurrir en unos segundos o 
durar hasta 30 minutos (Albu, 1980).

La fase de pupa en los quironómidos suele ser muy breve, aunque especies 
presentes en lagos árticos 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 morfológicas que 
llevan al paso del estado de larva al de imago. La pupa presenta dos 
regiones diferenciadas: el cefalotórax, en la parte anterior, y el abdomen, 
que se presenta generalmente comprimido dorsoventralmente.

El cefalotórax tiene bajo la misma cubierta la cabeza y el tórax 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 región torácica 
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Breve repaso a la biología de los quironómidos

pueden observarse las pterotecas y las vainas de las patas, así como los 
órganos respiratorios, llamados cuernos torácicos, situados en posición 
mediolateral. 

Los patrones de distribución y morfología de las sedas y ornamentación de 
la cutícula, así como la morfología de los cuernos torácicos, constituyen 
las características de mayor valor taxonómico. Por ejemplo, las pupas de 
las subfamilias Podonominae y Tanypodinae presentan cuernos torácicos 
abiertos en su extremo, de forma que pueden tomar oxígeno directamente 
del aire, permaneciendo constantemente cerca de la superficie o 
ascendiendo a ella cada vez que necesitan oxígeno (Langton, 1995). 

Otras pupas, como las de Chironomus riparius, que permanecen hasta el 
momento de la eclosión dentro del tubo larvario, toman del agua el oxígeno 
que necesitan. Por ello, sus cuernos torácicos no presentan aberturas, 
son más 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 (Coffman, 1979). En el extremo opuesto 
se encuentran aquellas pupas que viven en medios oxigenados, y que 
presentan cuernos torácicos escasamente desarrollados, como en algunos 
Orthocladius (Langton, 1995).

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

Además, los lóbulos 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 características son visibles 
en las exuvias pupales, que quedan f lotando 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 tamaño 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 
f lagelómeros 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 arriñonada y, en determinadas especies, presentan 
microtriquias entre los ommatidios. Las piezas bucales están reducidas, y 
únicamente son reseñables los palpos maxilares (Cranston, 1995).

El tórax es la región en la que se insertan las patas, alas y halterios. 
Es típicamente convexo en la parte dorsal, debido a que contiene la 
musculatura necesaria para el vuelo. El protórax es pequeño, el mesotórax 
es el segmento más desarrollado, y el metatórax es el segmento más 
reducido.

Las alas, situadas en el mesotórax, presentan numerosas características de 
importancia taxonómica, como la venación alar, los patrones de distribución 
de sedas y, en muchos casos, la pigmentación tanto de la membrana como 
de las microtriquias. Son importantes también las estructuras de articulación 
de las alas con el tórax (Albu, 1980; Cranston, 1995). A ambos lados del 
metatórax se encuentran los halterios.

Las patas, relativamente largas, presentan una coxa y un trocánter pequeños, 
un largo fémur, la tibia y cinco tarsómeros terminales, el último de ellos con 
dos uñas. Las espinas o espolones presentes en la tibia, así como la relación de 
tamaño entre diferentes segmentos y la ornamentación general de las patas 
son utilizadas como caracteres de determinación en las claves del grupo 
(Cranston, 1995).

El abdomen presenta los ocho primeros segmentos comprimidos 
dorsoventralmente, siendo éstos más cortos y anchos en las hembras que en 
los machos. El último segmento contiene la genitalia de los adultos, estructura 
de gran importancia diagnóstica (Albu, 1980). En los machos, el terguito del 
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Breve repaso a la biología de los quironómidos

segmento IX presenta generalmente una extensión puntiaguda denominada 
punta anal. Además, lateralmente se insertan unos apéndices que reciben el 
nombre de gonocoxito en la región basal y gonostilo en la distal. Asociados 
al primero de ellos pueden presentarse otros apéndices denominados en su 
conjunto volsellae.

2.5.  HÁBITAT
Las tres primeras fases del ciclo vital se desarrollan en todo tipo de medios 
acuáticos, incluyendo hábitats tan especializados como el agua axilar de plantas, 
troncos huecos (dendrotelmata), fuentes termales, charcas intermareales, 
lagos salados, etc. (Cobo, 1988; Lindegaard, 1997). Existen especies que se 
desarrollan dentro de plantas acuáticas, y otras que son foréticas, comensales 
o ectoparásitas de otros grupos animales como gasterópodos, bivalvos, 
efemerópteros 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 árboles, 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 lóticos.
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2.6.  REPRODUCCIÓN
El imago puede volar segundos después de emerger y vive apenas unos días. 
La cópula 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 vegetación (Lindegaard, 1997).

Los enjambres se generan a alturas variables, en función del tamaño de los 
individuos. Éstos pueden formar a veces una columna de gran tamaño, 
en la que pueden diferenciarse estratos. Así se encuentran, en la base de 
la columna, enjambres de especies de pequeño tamaño, como las de los 
géneros Corynoneura, Tanytarsus o Cricotopus; más arriba se encuentran 
los enjambres de especies de tamaño medio, como las de Polypedilum, 
Phaenopsectra o Cryptochironomus, mientras que en el extremo superior se 
forman enjambres de especies más grandes, pertenecientes a géneros como 
Chironomus, Glyptotendipes, etc. (Albu, 1980).

Tras la cópula, la hembra elige el lugar donde depositar los huevos. Después 
de la puesta, algunas hembras mueren inmediatamente, mientras que otras 
pueden vivir aún unas horas. La muerte se produce generalmente debido a 
que, tras el vaciado de las gónadas, en el cuerpo de las hembras se forman 
unas cavidades que se llenan de hemolinfa, y que entorpecen la circulación 
(Albu, 1980). En la naturaleza, los cadáveres de las hembras quedan a menudo 
adheridos a las puestas, y son atacadas por hongos, que las recubren de una 
película de micelio blanquecina o amarillenta.
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Breve repaso a la biología de los quironómidos

2.7.  ALIMENTACIÓN
Las larvas de Chironomus riparius y de Prodiamesa olivacea son 
detritívoras de tipo colectores de depósito, como la mayoría de los 
quironómidos, aunque es importante destacar que fundamentalmente son 
oportunistas y presentan un modelo de alimentación facultativo (Berg, 
1995). La excepción la constituyen grupos con un tipo de alimentación 
característica, como los Tanipodinae, que en su mayoría son carnívoros. 

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 región 
que rodea a éste. De todo el sedimento ingerido, las larvas aprovechan sólo 
los compuestos más fácilmente digeribles, y pueden migrar en busca de 
zonas con mayor cantidad de alimento, a pesar de que la construcción de 
un tubo nuevo implica un gasto considerable de energía (Vos, 2001).

La mayoría de los imagos no se alimentan, ya que sus piezas bucales suelen 
estar muy atrofiadas: faltan las mandíbulas, las maxilas están reducidas a 
un par de palpos con función 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).





CAPÍTULO 3CAPÍTULO 3. 
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3.1.  INTRODUCCIÓN
Los métodos de evaluación ambiental pueden ser divididos en dos grupos: 
por una parte, la detección de las alteraciones ambientales antrópicas y 
eventualmente su cuantificación (análisis fisicoquímicos), y por otro, el 
efecto que estas alteraciones producen sobre los organismos; bien a nivel 
individual, bien a nivel de población o comunidad. Ambas aproximaciones 
metodológicas no son excluyentes, todo lo contrario, es su  uso conjunto el 
que ofrece un resultado más 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 análisis físicoquímicos proporcionan información precisa de las 
condiciones abióticas del medio, pero no son efectivas a la hora de cuantificar 
los efectos ecológicos de muchos contaminantes y perturbaciones, ya que 
estos dependen de interacciones con otros elementos bióticos y abióticos 
del sistema (fenómenos de adsorción, bioturbación, etc.), así como por 
sinergias y antagonismos entre contaminantes o incluso por el estado 
fisiológico y de desarrollo de los organismos (Lagadic et al., 1997).

Así, ante la necesidad de nuevos mecanismos para valorar los efectos de 
las perturbaciones antrópicas sobre el ecosistema, a principios del S. XX 
proliferaron los métodos basados en el análisis de parámetros biológicos, 
principalmente a niveles supraespecíficos. Cairns & Pratt (1993) sitúan 
el origen de la tradición europea en el uso de macroinvertebrados para 
estudios de biomonitorización en los trabajos de Kokwitz & Marsson 
(1908, 1909), que dieron origen al Sistema de Saprobios, en el que se 
establece el grado de contaminación por materia orgánica de un medio 
acuático en función de observaciones sobre la presencia de determinados 
organismos. 

Posteriormente han ido apareciendo progresivamente nuevos sistemas, 
basados muchos de ellos en el estudio de las comunidades como indicadores, 
como son los índices de diversidad, de abundancia, etc. Rosenberg & Resh 
(1993), en la introducción de la obra por ellos editada, en la que se realiza un 
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análisis exhaustivo de los sistemas de biomonitorización mediante el uso 
de macroinvertebrados bentónicos en aguas dulces, ofrecen una definición 
del concepto de biomonitorización, que toman a su vez de Matthews 
et al. (1982): “La monitorización biológica puede definirse como el 
uso sistemático de respuestas biológicas para la evaluación de cambios 
en el medio con el propósito de usar esta información en programas de 
control de calidad. Estos cambios son debidos con frecuencia a fuentes 
antrópicas…”. 

Posteriormente surgió el concepto de bioindicadores, acuñado y definido 
por Guelorget y Perthuisot (1984) como especie o grupo de especies 
que, por su presencia o abundancia, aportan información de una o más 
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 biomonitorización, y designa 
como especie biomonitora a aquellas especies que pueden utilizarse para 
estudiar la situación y evolución del medio, mientras que denomina 
especie bioindicadora sensu stricto a especies que pueden indicar una 
cierta situación momentánea o instantánea en el medio natural. 

Existen dos tipos particulares de especies que ilustran perfectamente la 
división 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 definición de especie bioindicadora. 

Las especies bioacumuladoras están exclusivamente relacionadas con la 
contaminación química y se definen como aquellas especies que por su 
modo de vida o sus características fisiológicas y metabólicas, presentan 
la capacidad de bioacumular contaminantes hasta niveles netamente 
superiores a los existentes en el medio (Lagadic et al. 1997). La 
bioacumulación puede darse por absorción directa del medio, o siguiendo 
la cadena alimenticia. En este último caso hablamos de bioamplificación 
ya que, a medida que ascendemos en la red trófica, se incrementa el efecto 
bioacumulador (Ramade, 1979; Amiard & Amiard-Triquet, 1980).

Entre otras características, las especies biomonitoras como las 
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bioacumuladoras deben ser, en general, sésiles, abundantes al menos 
localmente, relativamente resistentes a los tóxicos investigados, y con un 
ciclo vital lo suficientemente largo como para que les confiera capacidad 
de integración 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 además 
permitir evaluar los efectos potenciales de dicha alteración 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 algún síntoma inequívoco de 
exposición a un agente estresante. 

Nótese que a lo largo de la historia de la evaluación ambiental la secuencia 
en el desarrollo de nuevos métodos evolucionan desde el análisis de 
comunidades hacia niveles menores de organización; tras el nivel específico 
(especies bioindicadoras y biomonitoras) el siguiente paso es el nivel 
infraespecífico, el cual incluye marcadores moleculares, bioquímicos, 
histológicos, citológicos, fisiológicos y etológicos de individuos 
provenientes del medio. Son los denominados de forma genérica como 
biomarcadores.



50

Tesis Doctoral / Pablo Gómez Sande

B
io

m
a

r
c

a
d

o
r

e
s

 c
o

m
o

 
h

e
r

r
a

m
ie

n
t

a
 p

a
r

a
 l

a
 m

e
d

id
a

 
d

e
l
 e

s
t

r
é

s
 a

m
b

ie
n

t
a

l

3.2.  UTILIZACIÓN DE LOS 
QUIRONÓMIDOS PARA LA EVALUACIÓN 
DEL ESTRÉS AMBIENTAL
Una gran parte de los estudios de bioindicación que se han llevado a cabo 
en medios de agua dulce se han centrado en la investigación de especies de 
peces o de macroinvertebrados (Clarke, 1994). Ambos grupos presentan 
una serie de características que favorecen su uso como bioindicadores (ver 
Cleveland et al., 2000 para ventajas del uso de peces). En la práctica, 
sin embargo, los macroinvertebrados constituyen, con diferencia, el grupo 
más frecuentemente utilizado para dicha función (Hellawell, 1986), y 
dentro de éstos, en las últimas décadas se ha producido un incremento 
notable en el número de publicaciones relacionadas con la utilización de 
los quironómidos como bioindicadores (Rosenberg, 1992); además de 
ser un organismo extensísimamente utilizado en diferentes disciplinas 
científicas, 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 más acusadas y en otros menos favorables. 
Entre ellas pueden citarse las siguientes:

•	 Distribución ubicua: la composición y estructura de comunidades 
bentónicas son similares entre ecosistemas de agua dulce del mismo 
tipo ubicados en áreas zoogeográficas distintas y entre diferentes tipos 
de ecosistemas acuáticos -y de hábitats dentro de éstos- ubicados  en la 
misma zona. De manera que, con ligeras modificaciones los métodos 
de evaluación ambiental desarrollados utilizando el macrozobentos 
son aplicables a una gran cantidad de ecosistemas y tienen un gran 
rango geográfico. 

•	 Comunidades con alta biodiversidad: el alto número 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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•	 Sedentarias: Obviando la fase aérea de muchos de los grupos y el 
arrastre ocasional por deriva en ambientes lóticos, los organismos del 
bentos suelen poseer un territorio vital redudido, lo que permite el 
análisis espacial de los efectos de los distintos impactos.

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

•	 El muestreo cualitativo es simple y el equipo requerido es muy poco 
costoso. Esto facilita su utilización y aplicación en lugares y situaciones 
diversos.

•	 Multitud de sistemas de análisis de datos: Se han desarrollado   
abundantes métodos y han sido ampliamente utilizados en estudios a 
nivel de comunidad, que constituyen un buen punto de partida para el 
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 utilización de la 
comunidad bentónica:

•	 Variabilidad de respuesta: la familia Chironomidae es tremendamente 
diversa en cuanto a número 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 diseño 
de los programas de vigilancia y control.

•	 Respuesta a otros factores no relacionados con la calidad del agua- 
La distribución 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 
autoecología de las especies y un diseño experimental muy cuidadoso.

•	 Estacionalidad en abundancia y distribución. Esto puede generar  
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problemas de muestreo durante determinados períodos, en hábitats 
específicos o a la hora de comparar muestras tomadas en diferentes 
épocas, que se pueden evitar si se conocen los ciclos vitales de las 
especies.

•	 Deriva. La corriente puede arrastrar a individuos a hábitats en los que 
no suelen presentarse, dando así su presencia una falsa información. 
Por ello, el conocimiento de las preferencias de hábitat y del 
comportamiento de deriva de las especies es fundamental.

•	 Dificultades en el muestreo cuantitativo: los muestreos cuantitativos 
requieren un alto número de muestras para alcanzar una precisión 
razonable, por lo que la toma de muestras, la separación y la 
identificación de los individuos se convierte en una tarea bastante 
larga y tediosa.

•	 Dificultades taxonómicas: por lo que respecta a los quironómidos, 
algunos grupos son bien conocidos y existen claves disponibles para su 
identificación a nivel específico incluso en fase larvaria. Sin embargo, 
todavía existen lagunas importantes, sobre todo en la identificación de 
sus estadios larvarios además de especies indistinguibles en dicha fase.

Además de todo lo referido, es importante destacar el hecho de que los 
quironómidos se encuentran expuestos a los contaminantes durante la 
fase más crítica de su ciclo vital, ya que el período larvario no sólo es el 
más largo del ciclo, sino que generalmente es también el único durante el 
cual tiene lugar la alimentación. Por ello, y debido a que muchas sustancias 
tóxicas se encuentran en los sedimentos ligadas a las partículas orgánicas 
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 vías.

A lo largo de estos últimos años los quironómidos, 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 categorías 
principales:
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•	 Bioacumulación. Dentro de esta categoría, el autor se refiere a técnicas 
analíticas diseñadas para la medición de la presencia y concentración 
de sustancias xenobióticas en los individuos. 

Las larvas de quironómidos, debido a su modo de vida y tipo de alimen-
tación, 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 toxicológicos. Bajo este título quedarían englobadas 
todas aquellas investigaciones que tratan de relacionar el efecto de 
diversos agentes estresantes con respuestas biológicas cuantificables 
en los organismos, incluidos los ensayos de laboratorio en los que se 
efectúan tests de toxicidad; que han adquirido gran importancia en 
estos últimos años gracias al perfeccionamiento de los protocolos de 
laboratorio, así como a la adopción de dichos métodos por parte de la 
administración de numerosos países para el control de los efectos de 
sustancias contaminantes. La tasa de mortalidad de los organismos, 
normalmente expresada como LC50 (concentración letal de la sustancia 
para el 50% de los organismos del test) en 24 o 48 horas es una de las 
respuestas biológicas más empleadas en este tipo de pruebas. 

Las larvas de quironómidos, debido tanto a las características 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 revisión 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 quironómidos como herramienta de 
evaluación ambiental, lo constituye el trabajo de Thienemann (1922), 
que utilizó las larvas de esta familia para establecer una clasificación 
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de los lagos según su estado trófico. Posteriormente, autores como 
Saether (1979), Wiederholm (1980) o 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 quironómidos 
y tubifícidos) con las clasificaciones establecidas por Saether (1979) 
y Wiederholm (1980) y, aunque confirma su validez, añade que 
fenómenos de aislamiento zoogeográfico provocan desajustes respecto 
a las clasificaciones citadas.

Las comunidades de larvas de quironómidos también han sido 
empleadas para obtener información sobre contaminación de cursos 
de agua dulce (Rosenberg & Wiens, 1976; Serra-Tosio, 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 & González, 1991).

El estudio de exuvias presenta menos dificultades que las larvas para 
su identificación, y además el método de recolección permite obtener 
ejemplares residentes en todo tipo de microhábitats, sin embargo tiene 
la desventaja de que la composición de las muestras puede variar enor-
memente a lo largo del año debido a los fenómenos de emergencias 
sincrónicas (McGill et al., 1979).

•	 Respuestas biológicas subletales. En la mayoría de los estudios 
abordados en los epígrafes anteriores, el estrés al que están sometidos 
los organismos es detectado cuando el agente estresante ha provocado 
ya la desaparición de algunos individuos o incluso poblaciones. 
Desde hace algunas décadas se viene insistiendo en la necesidad de 
desarrollar y perfeccionar métodos que permitan la detección de dicho 
estrés antes de que éste pueda afectar seriamente a las poblaciones 
(Leary & Allendorf, 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, maduración sexual y 
emergencia de adultos. También se han utilizado con este fin ciertas 
alteraciones etológicas y morfológicas, como cambios en el comporta-
miento, el estudio de deformidades o el análisis de asimetría fluctuante 
(Barca et al., 2008) .

Con el desarrollo de la Biología molecular han surgido nuevas formas 
de detección de respuestas subletales, se han llevado a cabo estudios 
sobre marcadores bioquímicos y fisiológicos entre los que se encuen-
tran el estudio de tasas de respiración, medidas de alteraciones en 
el metabolismo, medidas de actividad enzimática, concentración 
de distintas macromoléculas, etc. Estos indicadores, han sido utili-
zados también como índices del estado fisiológico de los organismos 
durante los diferentes periodos de crecimiento (Behanan & Mathew, 
2004) y como indicadores de su condición nutricional (Chícharo & 
Chícharo, 1995). El estudio del estado nutricional de los organismos 
permite evaluar individualmente el estado fisiológico de un individuo, 
que refleja las condiciones ambientales a las que ha sido expuesto.

Ferron & Leggett (1994) han clasificado el estudio de la condición 
nutricional en tres categorías de acuerdo con el nivel de organización 
sobre el que se trabaja, estos son: nivel de organismo, nivel tisular y 
nivel celular.

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

A nivel tisular, los cambios en la condición son detectados a través de 
las modificaciones en la apariencia de las células en diferentes tejidos 
del animal. Una ventaja fundamental de estos índices es que el patrón 
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general de la degradación tisular es relativamente independiente del 
tamaño del individuo y, hasta cierto punto, de la especie (Ferron & 
Leggett, 1994; Grioche, 1998). Una de las principales críticas que 
recibe esta metodología tiene que ver con la falta de objetividad en el 
diagnóstico de los tejidos.

A nivel celular se emplean índices bioquímicos. La condición bioquí-
mica puede ser evaluada por la cuantificación de constituyentes celulares 
utilizados como fuente de energía o indicadores de tasas fisiológicas 
que se sabe varían en función de la condición del animal (Ferron & 
Leggett, 1994; Herrero et al., 2016). La determinación química de la 
condición nutricional ha sido ampliamente utilizada en los últimos años 
debido al progresivo avance de las técnicas empleadas.

Muchas de estas respuestas subletales han sido estudiadas con profusión 
en quironómidos. Así, 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; Stuijfzand et al., 1996; 1998; Watts & 
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 infraespecífico (anomalías morfológicas 
e indicadores metabólicos) (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; Sánchez-Argüello et al., 2009).
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3.3.  FUNDAMENTO DE LA UTILIZACIÓN 
DE LOS BIOMARCADORES

3.3.1.  Base teórica

Según Lagadic et al. (1997), un biomarcador es un cambio observable 
o mesurable a nivel molecular, bioquímico, celular, fisiológico o 
comportamental que revela la exposición presente o pasada de un individuo 
a, al menos, una sustancia química con carácter contaminante. 

ECOSISTEMAS
(BIOTOPO)

INDIVIDUOS 
Y NIVELES

 INFRAINDIVIDUALES
POBLACIONESCOMUNIDADES

Aproximación 
físicoquímica

Aproximación biológica

PARÁMETROS 
FISICOQUÍMICOS

BIOMARCADORESBIOINDICADORESÍNDICES
 BIOCENÓTICOS

N, P, pH, O2, DBO, 
DQO... 

Índices de diversidad, 
IBMWP...

Especies indicadoras
(abundancia, 

presencia /ausencia...)

Biomarcadores moleculares
Marcadores morfológicos

Bioacumuladores
Biocaptación 

Marcadores etológicos

Figura 7.	  Esquema en que se relacionan los distintos tipos de herramientas 
de evaluación ambiental con los distintos niveles de organización biológica. 
Modificado de Amiard (1994).

La evaluación ambiental basada en la presencia y abundancia de especies 
bioindicadoras tiene como fundamento teórico 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 información fiable sobre el estrés al que está sometido 
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un individuo o grupo de individuos pertenecientes a una especie 
bioindicadora, adecuando el tamaño muestral podemos conocer el estado 
de la población a la que pertenece; y por consiguiente el de la comunidad y 
ecosistema del que forma parte dicha población (figura 7).

De este modo muchas especies que no son consideradas clásicamente como 
bioindicadoras pueden ser fiables en estudios que utilicen biomarcadores 
y aportar información 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 progresión del estado fisiológico de un organismo expuesto a un 
contaminante -desde el estado óptimo, hasta la enfermedad y muerte- y las 
asocian con hipotéticas respuestas de biomarcadores (B1-B4) asociadas a 
cambios en la condición fisiológica.

Depledge & Fossi (1994) proponen una secuencia de tres fases para una 
correcta evaluación ambiental, contemplando dos aspectos bien diferenciados; 
la evaluación del estado actual del ecosistema y la predicción del futuro estado 
ecológico:

La primera fase, identificación del ecosistema en riesgo, consiste en la 
caracterización tanto del ecosistema como de las alteraciones y presiones a las que 
se ve sometido. Para ello han de utilizarse diversos métodos específicos para cada 
ecosistema, que incluirían desde técnicas analíticas clásicas hasta biomarcadores 
genéricos, pasando por índices biológicos convencionales (índices de diversidad, 
abundancia, especies indicadoras...), ya que todos son complementarios y 
necesarios para una mejor y más completa evaluación preliminar. 

La segunda fase consistiría en la identificación de las especies críticas y 
poblaciones objetivo. Es técnicamente imposible analizar todos los componentes 
de un ecosistema, por eso, en esta fase se seleccionan las poblaciones que serán 
sometidas al análisis mediante el uso de biomarcadores, para ello se tomarán 
especies de diferentes nichos ecológicos y en la medida de lo posible, de 
diferentes grupos taxonómicos.
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La última fase, predicción del impacto potencial de contaminantes 
químicos, combina ensayos de laboratorio con estudios de campo para el 
establecimiento de una base científica firme que permita extrapolar los 
datos obtenidos en el laboratorio a entornos naturales. 

ESTADO DE
SALUD DEL 
INDIVIDUO 

INCURABLE

CURABLE

ESTRÉS

NORMAL

ENFERMEDAD

MECANISMOS FISIOLÓGICOS 

HOMEOSTASIS COMPENSACIÓN NO COMPENSACIÓN MUERTE

REVERSIBLE IRREVERSIBLE

RESPUESTA DE LOS 
BIOMARCADORES

Condición � siológica asociada a la dosis o al tiempo 
de exposixión del individuo a una fuente de estrés

B1

B2

B3

B4

Figura 8.	 En la primera grafica se observa la posible evolución del 
estado fisiológico de un organismo expuesto a un contaminante, 
desde el estado óptimo, hasta la enfermedad  y muerte. En la segunda 
gráfica aparecen diferentes hipotéticas  respuestas de biomarcadores 
(B1-B4) asociadas a cambios en la condición fisiológica. Modificado de 
Depledge et al. (1993), en Joubert, (2000).
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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 elección debe hacerse en función 
de los objetivos del trabajo, cuando se trata de averiguar cuál es la 
sustancia causante de un episodio de contaminación, lo más adecuado 
es utilizar marcadores bioquímicos específicos (actividad enzimática, 
metalotioneínas...). Sin embargo si lo que se desea es obtener una visión 
general del estado lo más adecuadao será emplear biomarcadores no 
específicos o indicadores metabólicos, ya que responden ante diferentes 
tipos de estrés y pueden ref lejar verazmente los efectos de la exposición 
sobre estado metabólico o de reserva  energética del organismo.

Así, cualquier parámetro mesurable que pueda dar una idea del estado 
fisiológico general de un organismo es susceptible de ser utilizada como un 
indicador metabólico. Algunos ejemplos de eficacia contrastada, además 
de los tres sometidos a estudio en esta tesis, serían: los niveles de lípidos, 
la relación RNA/proteínas, la relación C/N, la relación RNA/proteínas, la 
relación 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 
biológicos tradicionales para la evaluación de impacto ecológico son : 

•	 Rápida respuesta al agente estresante, mientras que la observación de 
efectos a niveles superiores de organización puede requerir un período 
más o menos largo de latencia. Esta velocidad de reacción 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 cronológica
Eventos biológicos que afectan a los organismos 

expuestos a contaminantes químicos

Presencia y efectos
en los diferentes niveles de 

organización biológica

Elemento 
analizado

Exposición

Absorción
Repartición tisular/Bioacumulación

Metabolización Células o moléculas 
diana

MortalidadEfectos 
subletales

Eliminación

Comportamiento
Reproducción
Disfunciones
Crecimiento
Longevidad
Desarrollo

Modi� caciones

Alteraciones de la estructura y funcionamiento de 
las comunidades: extinción, dominancia, diversidad, 

biomasa, productividad

de las características 
de las poblaciones: 

densidad, abundan-
cia, distribución, 

estructura

de la sensibilidad: 
adaptabilidad,

� tness, resistencia

Detección
en el medio

Concentración en 
los individuos

(Farmacocinética) 

Efectos
 individuales

Interacciones 
moleculares

Efectos 
sobre las 

 poblaciones

Efectos 
sobre los 

 ecosistemas

Sustancias 
químicas
 moléculas 
originales y 
metabolitos

Biomarcadores 
bioquímicos

� silógicos
morfológicos

etc.

Bioindicadores 
e Índices bióticos

Poblaciones 
o grupos de 
poblaciones  

Figura 9.	  Esquema de la cronología teórica de los efectos inducidos por un 
contaminante introducido en el medio natural. Modificado de Lagadic et al. (1997).
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•	 Frente a los métodos físicoquímicos, según Depledge & Fossi (1994) 
y Lagadic et al. (1997), la utilización de biomarcadores, en casos de 
contaminación química, proporciona la ventaja de detectar alteraciones 
no sólo en términos de presencia, sino que permite conocer los efectos 
que estos contaminantes producen sobre los individuos.

•	 En comparación con los métodos que cuantifican la  bioacumulación  
el uso de biomarcadores permite detectar la exposición a compuestos 
que, como los organofosforados o los carbamatos, son rápidamente 
metabolizados y apenas se acumulan en el organismo (Livingstone, 
1993; Lagadic et al., 1997).

•	 Complementando el uso de biomarcadores con resultados de estudios 
previos de laboratorio, se pueden asociar las medidas de exposición al 
agente estresante con sus efectos individuales, poblacionales e incluso 
ecológicos. O dicho de otra forma, se puede determinar cualitativa y 
cuantitativamente la exposición sufrida por los organismos.  

•	 Otra ventaja de los biomarcadores es que no solo proporcionan 
información acerca de los contaminantes originales, sino también 
de sus productos de degradación, que dan lugar a metabolitos más 
biodisponibles y potencialmente más peligrosos que los contaminantes 
originales (Lagadic et al., 1997).

•	 Además ofrecen cierta información sobre la distribución de los 
contaminantes en el medio. En función de su hábitat y de su posición 
en la cadena trófica, las especies fuente de biomarcadores pueden 
proporcionar información 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).  

•	 Por último, los biomarcadores suministran información integrada de 
las interacciones farmacocinéticas y toxicológicas resultantes de la 
exposición de los organismos a mezclas complejas de contaminantes y 
los cambios en las tasas de absorción con respecto al tiempo (Depledge 
& Fossi, 1994; Handy et al., 2003)
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En cuanto a los límites de la técnica debemos señalar que la mayoría 
los impone la falta de estudios a largo plazo, tanto de campo como de 
laboratorio. Por esta razón, se están desarrollando cada vez más estudios 
exhaustivos a largo plazo, bajo condiciones controladas que ya están 
teniendo las siguientes consecuencias directas:

•	 Un mayor conocimiento de la farmacocinética y de la acción de los 
tóxicos, incluyendo las rutas de absorción, interacción y detoxificación 
de cada tóxico y en cada especie.

•	 Una mejor y más fidedigna interpretación de la significación biológica 
de los biomarcadores a nivel de efectos toxicológicos y ecotoxicológicos. 
Profundizando en aspectos como el tiempo durante el cual es perceptible 
la variación de un biomarcador o las rutas bioquímicas relacionadas 
con él, se podrá determinar qué implicaciones metabólicas indirectas 
podremos esperar con su variación. De este modo, la interpretación de 
los resultados con respecto a niveles superiores de organización se verá 
también positivamente afectada.

•	 Un conocimiento profundo de las relaciones dosis-respuesta en 
un mayor número de organismos y de agentes estresantes, lo que 
permitiría una mayor precisión en la identificación y, sobre todo, en la 
determinación de la intensidad del agente estresante.

•	 Una mayor eficiencia de las técnicas analíticas, que conllevaría una 
optimización del método (mayor precisión y exactitud) y de los 
recursos (protocolos más rápidos y económicos).

Otro aspecto a tener en cuenta y quizás el más difícil de soslayar, es 
distinguir entre variaciones producidas por estrés antrópico y el ruido de 
fondo que constituyen las f luctuaciones naturales de los biomarcadores. 
Para conseguir solventar este obstáculo, es necesaria la ampliación de 
conocimientos sobre cuáles son los factores en la variación natural de los 
biomarcadores y en qué grado lo hacen.

Según Handy et al. (2003) estos factores de variación se pueden clasificar 
en geoquímicos (temperatura, salinidad, concentración de oxigeno, pH, 
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condiciones climáticas y meteorológicas, características fisicoquímicas 
del medio, etc.) o bióticos (sexo, edad, estación, estado reproductivo, grado 
de tolerancia a distintas fuentes de estrés, plasticidad fenotípica, genotipo 
poblacional, relaciones intra o interespecíficas, etc.).

Tal y como se ha mencionado, esta es una cuestión compleja, ya que los 
ecosistemas son heterogéneos incluso a muy pequeña escala, y son muchos 
los factores que inf luyen en la variación de los biomarcadores (Depledge 
& Fossi, 1994; Lagadic et al. 1997; Choi, 1998).
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3.4.  BIOMARCADORES METABÓLICOS

3.4.1.  Concentración tisular de glucógeno como 
biomarcador.

El paso previo para una correcta interpretación de los datos procedentes 
de cualquier tipo de biomarcador es el estudio de los factores fuente de 
variación de la molécula en cuestión y de la fisiología de la especie sometida 
a estudio, así como de los niveles de referencia de cada biomarcador 
(Meyer, 1990; Briegel, 2003). 

En el caso del glucógeno son muchos los factores que inf luyen en su 
concentración en el seno de los organismos, ya que este polisacárido 
constituye, en la gran mayoría de los metazoos, la principal reserva 
energética de rápida movilización. Varios investigadores han tratado 
de dilucidar cuales son las fuentes de variación principales (naturales y 
antrópicas) y de qué forma inf luyen sobre las reservas de esta molécula en 
distintos tipos de animales. 

Timmerman & Briegel (1999) hallaron una correlación lineal entre tamaño 
corporal y niveles de glucógeno en dípteros de las subfamilias Culicinae 
y Anophelinae. En concordancia, Cavaletto et al. (2003) afirman que 
en ciertos efemerópteros del género Hexagenia los niveles de glucógeno 
varían en función de la cantidad de alimento potencial disponible.

Uno de los factores naturales más inf luyentes es el ciclo reproductivo, que 
normalmente está sincronizado con las condiciones climatológicas del área 
de distribución de la especie. Dutra et al. (2007; 2008) determinaron las 
variaciones estacionales de glucógeno en varias especies de crustáceos de 
agua dulce. Estos autores señalan como fuentes principales de variación 
estacional: el estatus reproductivo y la disponibilidad de alimento. 

También Barca (2015) en el agnato Petromyzon marinus observó que los 
niveles de glucógeno sufren variaciones sincronizadas con la migración  
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 máximos entre dos y tres meses antes de la 
época reproductiva. 

Otro factor relevante, en lo que a reservas de glucógeno se refiere, es la 
fase del desarrollo larvario, sobre todo en insectos holometábolos, ya que 
la metamorfosis posterior a la pupación supone una gran demanda de 
glucógeno, 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 energía procedente de las 
reservas asimiladas durante el periodo de alimentación previo (Siegert 
et al., 1987). Esto ha sido comprobado en diferentes grupos de insectos: 
en efemerópteros del género Hexagenia por Cavaletto et al. (2003); en 
el lepidóptero Manduca sexta por Siegert et al. (1987); en especies de los 
géneros de dípteros Culex y Aedes por Van Handel (1988), y en una de 
las especies objeto de este trabajo, C. riparius, por Servia et al. (2006 b). 
En este último los autores determinaron  que la fase de desarrollo larvario 
es más relevante que el sexo sobre las reservas de glucógeno. También 
Hamburger et al. (1996) coinciden en este aspecto, categorizando los 
niveles de glucógeno como factor clave para el inicio de los períodos de 
muda y metamorfosis en Chironomus anthracinus.

Se ha demostrado que la diapausa inf luye sobre la acumulación de reservas 
de glucógeno 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 tamaño 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, continúan 
ingiriendo alimento y almacenando reservas durante más tiempo.

Koop et al. (2008) observó que las reservas de glucógeno de tres especies 
distintas de macroinvertebrados f luviales, se relacionaban estrechamente 
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con la zona del río donde habían sido recogidos, de modo que a medida que 
se alejaba del hábitat óptimo de cada organismo, sus reservas de glucógeno 
disminuían. En este caso el contenido del glucógeno actúa como indicador 
de bondad del hábitat y engloba todos aquellos factores bióticos y abióticos 
que afectan a cada una de las especies de forma particular.

Dentro de factores naturales fuente de variación de los niveles de 
glucógeno, también se incluyen ciertos tipos de agentes estresantes de 
origen no antrópico como la competencia intra e interespecífica, el ayuno, 
las condiciones hipóxicas, 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 está presente en los ecosistemas 
acuáticos de forma natural es la hipoxia. La falta de oxígeno suele tener 
dos consecuencias directas en los animales que se ven sometidos a ella: 
la inducción del ayuno (cesa la incorporación de reservas en energéticas 
y se consumen las existentes), y el paso del metabolismo aeróbico al 
anaeróbico, que es menos eficiente y que no degrada completamente los 
sustratos energéticos (Hamburguer et al., 1993; 1995; 1996, 2000). 

Según Hoback & Stanley, (2001) el glucógeno es el sustrato metabólico 
primario en el metabolismo anaeróbico de los quironómidos. Por todo esto 
y a pesar de que durante el periodo de hipoxia los animales suelen reducir 
su metabolismo al mínimo, se puede concluir que en condiciones de falta 
o escasez de oxígeno los organismos sufren una importante reducción en 
sus reservas de glucógeno. 

Esto ha sido estudiado profusamente en quironómidos por Redecker & 
Zebe (1988) y Hamburguer et al. (1994, 1995, 1996, 2000) combinando 
este último, en su trabajo de 1995, dichas condiciones de hipoxia con los 
efectos concomitantes de la contaminación térmica, que disminuye la 
solubilidad del oxígeno y eleva el metabolismo basal incrementando la 
demanda energética. 

Con el estrés de origen exclusivamente antrópico han sido publicados 
numerosos trabajos acerca de la reducción de los niveles de glucógeno en 
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Organismo Tipo de estrés Referencia

ANELIDOS

Potamothrix hammoniensis Hipoxia Hamburger et al., 2000

MOLUSCOS

Biomphalaria glabrata As, Cd, Pb Ansaldo et al., 2006

Lymnaea palustris
Atrazina y 

hexaclorobenceno (HCB)
Baruto et al, 1995

Pisidium subtruncatum Hipoxia Hamburger et al., 2000

Pisidium casertanum Hipoxia Hamburger et al., 2000

Turbo cornutus Ayuno Okumura et al., 2002

CRUSTACEOS

Daphnia magna

Metales y compuestos 
químicos

De Coen & Janssen, 2003 a

Compuestos químicos 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

Tabla 1.	 Algunos trabajos científicos sobre el glucógeno y su relación con el estrés 
ambiental.

presencia de distintos contaminantes químicos (metales pesados, elementos 
traza, pesticidas, fungicidas, herbicidas, disruptores hormonales, etc.) 
y en distintos grupos animales acuáticos como: teleósteos, crustáceos, 
moluscos, insectos y también en Chironomus riparius (tabla 1).

Sea de origen antrópico o no, mayoritariamente se acepta que el estrés 
produce un gasto de energía adicional que normalmente se traduce en una 
disminución en las reservas de glucógeno. Este gasto energético es debido 
a distintas causas según el tipo de estrés. 
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Organismo Tipo de estrés Referencia

INSECTOS

Lepidópteros

Bombyx mori
Insecticidas 

organofosforados
Nath, 2002

Lymantria dispar Metales pesados Bischof, 1995; Ortel, 1996

Dípteros

Chironomus anthracinus
Temperatura Hamburger et al., 1994

Hipoxia
Hamburger et al., 1994; 
1995; 1996; 2000

Chironomus riparius

Dicromato de Potasio y 
fenotrotion

Choi, 1998; Choi et al., 
2001

Hipoxia e hiperoxia Choi, et al., 2001

Cu Servia et al., 2006 a

OSTEÍCTIOS

Carassius auratus Contaminación industrial Palermo et al., 2008

Cyprinus carpio Cd Cicik & Engin, 2005

Danio rerio Contaminación industrial Smolders et al., 2003

Oncorhynchus mykiss Metales Peplow & Edmonds, 2005

Salmo trutta
Contaminación orgánica 

(urbana)
Cobo et al., 2013

Pogonichthys 
macrolepidotus

Organoclorados y Metales 
traza

Greenfield et al., 2008

Tabla 1 (Continuación). 

La hipótesis más aceptada para explicar la mencionada reducción postula 
que, bajo una situación de estrés químico, los organismos, normalmente, 
y dependiendo de la dosis contaminante, cesan o disminuyen la actividad 
alimentaria, reduciendo así la incorporación de tóxicos, y gastan grandes 
cantidades de energía en procesos de detoxificación y compensación 
fisiológica (Choi, 1998).
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Basándose en estudios realizados en coleópteros terrestres, Maryański 
et al., (2002) aseveran que cuando existe detoxificación activa se produce 
un descenso en las reservas y que por este motivo los organismos han de 
limitar su gasto energético. Dicha limitación 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, además del estrés tóxico, un 
descenso en la disponibilidad de oxígeno. En estos casos los efectos de 
ambos tipos de estrés actúan de forma sinérgica sobre los niveles de reservas 
energéticas y por ende los de glucógeno, mermándolos significativamente. 
Del mismo modo, algunos tóxicos afectan directamente a enzimas 
digestivas reduciendo la eficiencia de la digestión y de la asimilación del, 
probablemente poco, alimento ingerido con la consecuente suma de efectos 
negativos sobre las reservas de glucógeno (De Coen & Janssen, 1998).

Existen algunas excepciones a la afirmación de que el estrés afecta 
negativamente a los niveles de glucógeno; casos en los que la exposición 
a ciertos tipos de agentes contaminantes no producen ningún cambio o 
incluso un ligero aumento en las reservas de glucógeno. Este fenómeno se 
ha explicado a través de diferentes hipótesis. Peplow & Edmonds (2005) 
observaron que en truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) expuestas 
permanentemente a metales, en lugar reducirse sus reservas hepáticas 
de glucógeno, éstas eran superiores a las de individuos no expuestos. Los 
autores concluyeron que era debido a una patología causada por el cobre 
llamada GSD IV (desorden de almacenamiento de glucógeno tipo IV), que 
consiste en la síntesis de una molécula anormal de glucógeno insoluble 
que se acumula en forma de inclusiones en el hígado y que no vuelve a ser 
transformado en glucosa; imposibilitando su distribución a otros tejidos. 

Para Maryaski et al. (2002) el estrés químico no siempre es compensado 
mediante detoxificación activa, aunque la mayoría de trabajos existentes así 
lo confirmen. En ese caso las reservas energéticas se mantienen constantes 
pero la esperanza de vida de los individuos cae drásticamente. Estos 
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mismos autores proponen la hipótesis de la adaptación de las poblaciones 
sometidas permanentemente a algún tóxico puede tener como resultado 
una población tolerante al agente estresante soportado. Dicha población 
no mostraría disminuciones en sus niveles de reservas energéticas pero su 
fitness decrecería enormemente fuera de la zona de inf luencia del tóxico 
en cuestión. 

Se ha demostrado que la exposición de larvas de Chironomus riparius 
a dosis relativamente bajas de Cu produce pequeños aumentos en los 
niveles de glucógeno (Servia et al., 2006 a). Podemos encontrar una 
explicación para este fenómeno en el trabajo de Ortel (1996), quien 
formula dos posibles hipótesis para los altos niveles de glucógeno tisular 
obtenidos en individuos del lepidóptero Lymantria dispar expuestos a 
bajas concentraciones de cadmio, plomo y cobre. La primera de ellas es 
un fenómeno conocido como hormesis, por el cual, pequeñas dosis de 
tóxicos 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 glucógeno, concretamente, con la 
glucogenolisis.

Otro caso es el expuesto por Stuijfzand et al. (2000) en el que en un 
ambiente contaminado por metales pesados y con una elevada carga 
orgánica, las larvas de C. riparius no mostraban ningún descenso en sus 
niveles de glucógeno. Lo mismo ocurrió con las truchas comunes (Salmo  
trutta estudiadas por Cobo et al. (2013). Las explicaciones argumentadas 
por los autores sostienen que, o bien la contaminación por metales era 
suficientemente baja como para que se compensase con los efectos positivos 
de la abundancia de alimento, o bien las partículas de materia orgánica 
ejercen algún efecto de neutralización o reducción de la biodisponibilidad 
de los agentes tóxicos.
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3.4.2.  Concentración tisular de proteínas como 
biomarcador

El contenido en proteínas ref leja fielmente el estatus fisiológico de un 
organismo y es una buena medida de sus reservas energéticas (Villarroel 
et al., 2009). La validez de este parámetro como biomarcador depende, 
como ya se ha mencionado, del conocimiento previo de los niveles 
normales en cada especie y sus f luctuaciones debidas a factores naturales 
(Depledge & Fossi, 1994; Lagadic et al., 1997; Choi, 1998; Barca, 2015). 

Siguiendo esa línea, se han realizado trabajos que relacionan la 
concentración de proteínas 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 dípteros de la subfamilias Anophelinae y Culicinae (Van Handel, 1988; 
Timmerman & Briegel, 1999). Todos los resultados obtenidos muestran 
un incremento más o menos lineal de la cantidad de proteínas durante el 
desarrollo, hasta llegar a las fases previas a la metamorfosis, en las que 
se produce un aumento más pronunciado. En la etapa postmetamórfica 
los niveles de proteínas de Paralichthys olivaceus decrecen drásticamente 
(Gwak & Tanaka, 2002). 

Por el contrario, en ninfas macho del efemeróptero Epeorus sylvicola los 
niveles de proteínas descienden, en favor de la síntesis 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 síntesis proteica. 
De esta forma se pone de manifiesto la inf luencia, en algunas especies, 
del sexo de los individuos sobre las variaciones en los niveles proteicos 
(Meyer, 1990).

Normalmente las variaciones de las condiciones ambientales (bióticas y 
abióticas), dependientes principalmente de la climatología 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 biología de 
los animales, entre ellos la fisiología. Debido a esto, los niveles de proteínas 
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f luctúan a lo largo del año en función de la época reproductora y los ciclos 
vitales. 

Lo más habitual es un incremento de los niveles proteicos previo a la 
reproducción, más notorio en las hembras por la alta composición en 
proteínas del huevo. Este patrón ha sido corroborado por Rosa & Nunes 
(2003), Silva-Castiglioni et al. (2007) y Dutra et al. (2007; 2008) en 
crustáceos; por Galap et al. (1997) en bivalvos y por Choe et al. (2008) 
en el quetognato Parasagitta elegans. 

Koop et al., (2008) integraron todas las características que componen el 
hábitat f luvial bajo un mismo factor: el curso del río; observando cómo 
varían, en función de este factor, los niveles de proteínas en tres especies 
de invertebrados dulceacuícolas, concluyeron que la compensación 
de condiciones desfavorables requiere energía metabólica adicional que 
eventualmente es suministrada por las reservas proteicas.

En la inmensa mayoría de los estudios realizados sobre la relación entre 
la concentración de proteínas y estrés ambiental (natural o antrópico) 
se confirma la hipótesis de que el estrés reduce significativamente la 
concentración de proteínas, ya sea en fluidos corporales, músculo, tegumento 
u otros tejidos. Esto puede ser explicado por el hecho de que un animal 
en condiciones óptimas dedica gran parte de sus recursos moleculares y 
energéticos al crecimiento, y por ende al anabolismo de proteínas de todo 
tipo (estructurales, enzimas, hormonas, etc.); pero, cuando se ve sometido 
a estrés, debe invertir estos recursos en la compensación de dicho estrés. 
De manera que, una reducción en el contenido proteico indica que las 
proteínas tisulares están sometidas a proteólisis que resulta en la producción 
de aminoácidos, utilizados principalmente para la producción de energía 
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 acuáticos, relacionadas con la influencia de 
distintos tipos de estrés en la concentración de proteínas.
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Organismo Tipo de estrés Referencia

ANÉLIDOS

Lumbriculus terrestris Isoproturón Mosleh et al., 2002

CRUSTÁCEOS

Daphnia magna

Tetradifon Villarroel et al., 2009

Tebuconazol Sancho et al. 2009

Cr y Cd Jemec et al., 2008

Residuos industriales y 
urbanos

Damásio et al., 2008

INSECTOS

Dípteros

Chironomus riparius

Cd Choi & Ha, 2009

Dicromato de Potasio, 
fenotrotion, hipoxia e 

hiperoxia

Choi et al., 2001

OSTEÍCTIOS

Catla catla

Residuos procedentes de 
acuicultura

Mukherjee & Jana, 2007

Cd y Zn Reymla et al., 2008

Ciprinus carpio Cr, Ni Virk & Kaur, 1999

Labeo rohita
Residuos procedentes de 

acuicultura
Mukherjee & Jana, 2007

Oncorhynchus mykiss
Ayuno Weber et al., 2003; 

Congleton & Wagner, 2006
Oncorhynchus tshawytscha Ayuno Congleton & Wagner, 2006

Oreochromis mossambicus
Residuos procedentes de 

acuicultura
Mukherjee & Jana, 2007

Pimephales promelas Ayuno Weber et al., 2003

Solea senegalensis Cu Fonseca et al., 2009

Tabla 2.	 Algunos estudios realizados sobre la releción de la concentración de proteínas 
totales con el estrés ambiental.



75

Biomarcadores como herramienta para medir el estrés ambiental

B
io

m
a

r
c

a
d

o
r

e
s

 
c

o
m

o
 

h
e

r
r

a
m

ie
n

t
a p

a
r

a l
a m

e
d

id
a 

d
e

l e
s

t
r

é
s a

m
b

ie
n

t
a

l

En casi todos ellos se confirma una reducción significativa en el contenido 
en proteínas 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 observó variación 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 proteínas totales en 
C. riparius bajo condiciones de hipoxia. Los autores justifican este hecho por 
el alto porcentaje – hasta un 60% según Choi, (1998) - del contenido total en 
proteínas correspondiente a la hemoglobina, que bajo condiciones de hipoxia 
ve incrementada su síntesis. 

3.4.3.  La relación RNA/DNA como biomarcador

El concepto base para la utilización de la relación RNA/DNA como 
indicador, es que, el contenido de DNA por célula viable permanece más 
o menos constante, pese a las variaciones de las condiciones ambientales; 
mientras que la concentración de RNA, directamente relacionada con el 
numero de ribosomas y por tanto con la síntesis activa de proteínas, varía 
en función de la edad, el estado de desarrollo, el tamaño del organismo, 
el estado nutricional y las condiciones ambientales (Okumura et al., 
2002; Rosa & Nunes, 2003; Chícharo & Chícharo, 2008). Luego, bajo 
condiciones óptimas, en las que los recursos disponibles serán destinados a 
crecimiento o reproducción (síntesis proteica), la relación RNA/DNA será 
mayor que en situaciones en las que exista algún tipo de estrés. Por este 
motivo Peakall (1992) afirma que este parámetro constituye un indicador 
muy útil de crecimiento reciente y del estado general de nutrición. 

Chícharo & Chícharo (2008) en una profunda revisión de la utilización 
de este biomarcador en ecología marina desde el año 1969, lo definen 
como un índice ecofisiológico de actividad (crecimiento, reproducción, 
secreción, etc.). Añaden también a las ya mencionadas, una serie de posibles 
aplicaciones para este indicador, tales como: la evaluación de impactos 
de origen natural y antrópico, el análisis de interacciones tróficas y la 
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medición de actividad metabólica.

Estos autores afirman que el uso de este biomarcador combinado con 
métodos basados en el análisis de respuestas de poblaciones y comunidades, 
posibilitará el desarrollo de predicciones más realistas y rigurosas de los 
efectos del cambio climático antropogénico sobre los ecosistemas. Estos 
mismos autores advierten de la necesidad de conocer los rangos de variación 
natural de la relación RNA/DNA y en qué condiciones se producen para 
validar su utilización en el análisis y la evaluación ambiental. 

Con este objetivo existen varios trabajos que estudian las variaciones 
de dicho parámetro con relación 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 correlación 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 últimos observaron en 
el teleósteo Paralichthys olivaceus un aumento progresivo de la relación 
RNA/DNA durante el desarrollo larvario, paralelo, como cabría esperar, al 
de los niveles de proteínas. Intensificado en las fases premetamorficas, este 
incremento tiene su punto de inf lexión en el momento de la metamorfosis, 
decreciendo rápidamente en las etapas sucesivas. Esta pauta responde a la 
gran síntesis proteica (hormonas, enzimas y componentes estructurales) 
que requiere el proceso metamórfico y al incremento de la división celular 
que aumenta los niveles de DNA, que  provoca el descenso de la relación 
en la fase postmetamórfica.

Otro factor a tener en cuenta es el tejido del cual se extraen las muestras. 
Olivar et al. (2009) y  Barca (2015) realizan una comparación de los 
valores obtenidos en distintos tejidos del mismo individuo obteniendo 
diferencias significativas entre tejidos y determina cuál o cuáles son 
más apropiados para su cuantificación. También han sido estudiadas las 
variaciones temporales de la relación RNA/DNA en distintos organismos. 
Chícharo 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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contraposición Vidal et al. (2006), trabajando con paralarvas de Loligo 
opalecens, obtuvieron valores significativamente más altos de día que de 
noche. Estas diferencias interspecíficas implican la necesidad de conocer 
con claridad las características de la especie sometida a estudio.

En cuanto a las variaciones estacionales, la relación RNA/DNA suele estar 
sincronizada con los factores ambientales siendo mayor en las épocas 
de condiciones más favorables para cada especie (Rosa & Nunes, 2003). 
También Haines (1980) postula que la relación RNA/DNA varía a lo largo 
del año, en función del peso del individuo y de la temperatura del agua; 
salvo en la época de reproducción, momento en el cual la relación desciende, 
probablemente debido a un elevado gasto energético que limita la síntesis 
proteica y consecuentemente la relación mencionada. 

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

La alteración de las condiciones ambientales produce, por lo general, una 
disminución en la relación 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 disminución no tuvo lugar: Figueroa et al. (1996) y Mukherjee 
& Jana (2007). En ambos casos el agente estresante es el Cu, un metal 
bioesencial que según Mukherjee & Jana (op. cit.) no afecta al estado 
fisiológico de Oreochromis mossambicus, ya que este tipo de metales son 
fácilmente asimilados y regulados por el organismo. La explicación ofrecida 
por Figueroa et al. (1996) es que este metal puede provocar daño oxidativo 
en el DNA, refutando la hipótesis de que esta molécula mantiene su 
concentración constante pese a los cambios en las condiciones ambientales. 
En la misma línea de argumentación, exponen que en ciertos casos de 
estrés químico la síntesis de proteínas de detoxificación puede provocar un 
aumento en el RNA y por tanto de la relación RNA/DNA.
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Organismo Tipo de estrés Referencia

NEMATODOS

Caenorhabditis elegans Metales Ibiam & Grant, 2005

CRUSTÁCEOS

Mysis relicta Ayuno y temperatura Schlechtriem et al., 2008

Perisesarma guttatum Varios contaminantes Amaral et al., 2009

Uca annulipes Varios contaminantes Amaral et al., 2009

MOLUSCOS

Crassostrea virginica Temperatura y salinidad Heilmayer et al., 2008

Loligo opalescens Ayuno Vidal et al.,2006

Ruditapes decussatus Ayuno Chícharo & Chícharo, 1995

Sphaerium sp. Hipoxia, pH y turbidez Joyner-matos et al., 2007

Tivela mactroides Varios contaminantes Acosta & Lodeiros 2003

Turbo cornutus Ayuno Okumura et al., 2002

OSTEÍCTIOS

Catla catla
Residuos procedentes de 

acuicultura
Mukherjee & Jana, 2007

Clupea harengus Hidrodinamismo Höök et al., 2008

Cyprinus carpio Hipoxia Zhou et al., 2001

Labeo rohita
Residuos procedentes de 

acuicultura
Mukherjee & Jana, 2007

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 Cu y Cd Figueroa et al.,1996

Perca f lavescens Hídrico y térmico Glémet & Rodríguez, 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

Tabla 3.	 Algunos trabajos científicos sobre las variaciones de la relación RNA/DNA en 
función de diferentes agentes perturbadores ambientales.
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3.5.  BIOMARCADORES MOLECULARES

3.5.1.  HSP 70

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

También se desveló que estímulos distintos al incremento de la temperatura 
como la exposición a diversas sustancias químicas, infecciones víricas, 
lesiones, radiación ultravioleta, estrés oxidativo, o la falta de nutrientes 
entre otros, desencadenan el incremento en la síntesis de estas proteínas 
(Morimoto et al., 1992). Debido a este amplio conjunto de agentes 
desencadenantes actualmente se las denomina proteínas de estrés. No 
obstante, muchas de estas proteínas 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 así como 
a proteínas sin ensamblar con el fin de evitar uniones no productivas, 
también juegan un papel importante en el control de calidad de proteínas 
mal plegadas y favorecen la eliminación de las proteínas que están dañadas 
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de forma irreversible (Madrigal-Matute et al., 2009).

Estas proteínas se suelen clasificar según su tipo de expresión y según 
su peso molecular. Según su tipo de expresión 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 estímulo). 
Según su peso molecular y función se clasifican en cinco familias:

Las proteínas de estrés de bajo peso molecular o LMW (low molecular 
weight stress proteins), que comprende un grupo heterogéneo de proteínas 
con pesos moleculares que van desde los 14 a los 40 kDa. A diferencia de las 
demás, las proteínas de esta familia no se expresan de forma constitutiva, 
sino sólo bajo condiciones de estrés (Schramm et al., 1999). 

Las proteínas 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 están 
implicadas son el ensamblaje de oligómeros proteicos y el ensamblaje y 
plegamiento de polipétidos traslocados dentro de orgánulos (Schramm 
et al., 1999). 

Las proteínas de estrés-70 (stress-70 proteins family) Es la familia más 
conservada de todas, y su peso molecular oscila entre los 66 y los 78 
kDa. Se ha descrito su implicación en procesos como: la degradación de 
ciertas proteínas del citosol, la estabilización intracelular de precursores 
proteicos sin plegar o recién sintetizados antes de su ensamblaje en el 
citosol o dentro de orgánulos, en la estabilización de péptidos traslocados 
antes de su plegamiento o ensamblaje, en la reorganización de oligómeros 
proteicos y en la disolución de agregados de proteínas. Esta familia es la 
más profusamente investigada y que ha dado lugar al mayor número de 
intentos de utilización en bioensayos. Es a este grupo al que pertenecen la 
proteínas utilizadas en esta tesis a tavés de la cuantificación de la expresión 
génica de sus dos formas, la constitutiva: HSP 70c y la activada: HSP 70p 
respectivamente (Schramm et al., 1999; Herrero, 2013).

Las proteínas de estrés-90 (stress-90 proteins family) cuyo peso se haya 
entre los 87 y los 92 kDa. Actúan como chaperonas en la estabilización 
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de varias proteínas como factores de transcripción o señales celulares 
inactivas (Schramm et al., 1999).

Las proteínas 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 indución por estrés. Sin embargo 
y aunque se sabe poco acerca de su función y prevalencia, la expresión 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 proteínas que pueden diferir en su 
localización, su función 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 proteínas radica en la 
sensibilidad de inducción de síntesis frente a diferentes estímulos y en su 
ubicua presencia en la mayoría de organismos. La respuesta transcripcional 
de las HSPs sigue una pauta proporcional al grado de estrés hasta un 
máximo. Una vez sobrepasado este umbral de exposición, la espresión de 
las proteínas de estrés disminuye debido a la inhibición de los procesos de 
síntesis proteica a causa del propio estrés. Por este motivo, sólo es posible 
realizar un análisis ambiental preciso utilizando estas proteínas de estrés 
cuando se puede determinar si los niveles de expresión o concentración 
corresponden a la parte ascendente o descendente de la curva de dinámica 
de respuesta. Por eso, la mayoría de trabajos realizados con estas proteínas 
emplean también otros tipos de biomarcadores que complementan 
y refuerzan los resultados (Schramm et al, 1999; Planelló, 2009; 
Herrero et al., 2015). 

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

HSC70. Se expresa de forma constitutiva y coopera con chaperonas 
interaccionando con gran número de moléculas para llevar a cabo 
múltiples funciones celulares: prevención de plegamientos prematuros 
o formación de agregados durante la síntesis proteica, traslado de 
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polipéptidos precursores a través de las membranas de la mitocondria, 
del retículo endoplasmático y de lisosomas, disociación de complejos 
proteicos, interacción con la bicapa lipídica, afectando a la f luidez de la 
membrana celular y relocalización en el núcleo ante situaciones de estrés  
(Liu 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 
radiación ultravioleta y a endotoxinas, regulación de la respuesta a choque 
térmico,  recuperación de la actividad transcripcional y traduccional tras 
él y reducción de la desnaturalización proteica por exposición a calor, 
formación de tumores y proliferación celular, resistencia a peróxido de 
hidrógeno, resistencia de células tumorales a monocitos sensibilidad a 
células asesinas activadas por linfocinas, salida del arresto del ciclo celular 
inducido por drogas, glucosilación de proteínas y procesos de apoptosis y 
de resistencia a ella (Feder & Hofmann, 1999). También se ha demostrado 
su implicación como chaperona en el plegamiento de proteínas (Mayer & 
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 disminución generalizada 
de la actividad transcripcional en la mayoría de los genes activos, sin 
embargo la cantidad de las HSPs aumenta significativamente debido a la 
activación 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 variación en los 
niveles de expresión de los genes que codifican para estas proteínas frente 
a una exposición a contaminantes ambientales de naturaleza variada en el 
seno de C. riparius (Lee et al., 2006; Park & Kwak, 2008 ; Planelló et 
al., 2008; Langer-Jaesrich et al, 2010; Planelló et al., 2010; Morales 
et al., 2011; Nair & Choi, 2011 a; Herrero, 2013). 

No obstante, sigue habiendo aspectos todavía poco estudiados, 
conocimientos que serán necesarios para poder aprovechar todo el 
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potencial en materia de análisis ambiental, que estas proteínas podrían 
ofrecer. Aún siguen siendo necesarios estudios que valoren la sensibilidad 
y la especificidad de estas técnicas y exhaustivos estudios de campo que 
aporten información sobre la dinámica de los niveles de expresión de estas 
proteínas en ecosistemas naturales. 

Según Schram et al. (1999) se ha de ser cauteloso con la interpretacición 
de los resultados, ya que, por ejemplo, en trucha común -Salmo trutta- 
y lobo de río -Barbatula barbatula-, se han registrado variaciones 
estacionales de las concentraciones de proteínas de estrés bajo condiciones 
naturales, que aparentemente resultan contradictorias con la severidad de 
la contaminación química. En invierno, cuando las concentraciones de 
pesticidas, PAHs y PCBs son más bajas, los niveles de HSPs aumentan, 
debido, según aquellos autores a los niveles de fondo y a la acumulación 
de los xenobióticos. En los meses de verano la situación es la contraria, 
altos niveles de los contaminantes mencionados y descenso de la expresión 
de HSP 70, debido, probablemente, a los efectos de la inhibición de los 
procesos de síntesis proteica a causa del propio estrés. 
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3.6.  ENZIMAS BIOTRANSFORMANTES 
El proceso de detoxificación se puede definir como el conjunto de reacciones 
metabólicas llevadas a cabo por un organismo para la eliminación de una 
sustancia exógena. Entre los sistemas generados por la evolución para tal 
fin se encuentra el de metabolización o biotransformación de la sustancia. 
Este proceso consiste, principalmente, en la conversión de sustancias 
lipofílicas en sustancias hidrofílicas, mucho más fáciles de metabolizar; y 
se puede dividir en tres fases diferenciadas: Fase I, Fase II y Fase III.

En la fase I las sustancias lipofílicas son transformadas mediante diferentes 
procesos que dan lugar a la aparición de nuevos grupos funcionales. 
Reacciones habituales incluídas en esta fase son las reducciones, oxidaciones, 
hidrólisis, hidrataciónes, desalquilaciones y deshalogenaciones; aunque 
unas de las más frecuentes son las de monooxidación y hidroxilación 
catalizadas por el citocromo P450 (CYP450). Si al final de esta fase el 
producto es un metabolito polar, será excretado directamente; pero, si 
por el contrario, no es lo suficiente hidrosoluble, se produce una segunda 
reacción de transformación que corresponde con la Fase II. 

En la fase II los metabolitos resultantes de la fase I se conjugan con moléculas 
orgánicas endógenas como el ácido glucurónico, el glutatión, algunos 
sulfatos o aminoácidos. El producto son metabolitos menos reactivos y 
más solubles; y por lo tanto más fácilmente excretables que los resultantes 
de la fase I. Una de las reacciones más frecuentes es la conjugación con 
glutatión, catalizada por la enzima glutatión S-transferasa.

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

La familia del citocromo P450 (CYP450) y la de la glutatión S-transferasa 
(GST) son grupos de enzimas detoxificadoras multifuncionales, que 
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juegan un importante papel en los procesos de detoxificación de una gran 
variedad de compuestos, tanto xenobióticos como endógenos (Cochrane 
& LeBlanc, 1986; Feyeresien, 1999; Scott & Wen, 2001; Yang et al., 
2007; Gui et al., 2009).

3.6.1.  Citocromo P450

El sistema enzimático del citocromo P450 es una familia de isoenzimas 
muy amplia y diversificada; tanto, que es una de las familias génicas con 
más integrantes de las que han sido secuenciadas. En insectos se han 
descrito seis tipos, cinco de ellos exclusivos de este grupo (Feyereisen, 
1999). Su función principal es la metabolización oxidativa de señales 
endógenas, drogas y xenobióticos (Lewis & Ito, 2008)

Los citocromos son enzimas que están implicadas en reacciones de 
hidroxilación aromática, hidroxilación alifática, N-desalquilación, 
O-desalquilación, desaminación, N-oxidación y sulfoxidación. Son 
relativamente poco específicas 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 prácticamente cualquier xenobiótico. Esa gran 
diversidad explica las variaciones en la biotransformación y toxicidad 
de muchos xenobióticos en diferentes especies, e incluso entre distintos 
individuos (Brattsten, 1986; Scott, 1999; Repetto & Repetto, 2009).

No todas las enzimas de este grupo metabolizan xenobióticos, algunas 
se encargan de catalizar procesos fisiológicos básicos como la síntesis y 
degradación de señales hormonales endógenas (Gilbert & Warren, 
2005). Parece, según la respuesta de genes concretos de esta familia, que 
deben existir interacciones entre la exposición a sustancias químicas y las 
funciones endocrinas. Por ejemplo, el CYP450 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 síntesis de estas proteínas, 
mediante la detección de variaciones en los niveles de expresión de los 
genes de la familia CYP450, por exposición a xenobióticos en insectos 
(Scott, 2008) y más concretamente en C. riparius (Martínez-Paz et al., 
2012). Distintos estudios sobre los procesos biológicos de toxificación y 
detoxificación

Además, según Bolt & Ros (2008) el análisis de los niveles de proteína 
mediante técnicas catalíticas o inmunológicas ha resultado ser un 
método adecuado para supervisar los efectos de la contaminación. 
Aunque la información sobre estos genes en especies de quironómidos es 
relativamente escasa, miembros del equipo de investigación de toxicología 
de la UNED han logrado caracterizar y secuenciar el gen CYP4G de C. 
riparius (Martínez-Paz et al., 2012), lo que ha posibilitado el uso de 
dicho gen como sonda en este trabajo, entre otros.

Para llegar a una comprensión completa del papel metabólico que 
desempeña esta familia de genes, aún debe profundizarse en el 
conocimiento del patrón de respuesta de ésta y de sus inductores; así como 
de los mecanismos moleculares de toxicidad y del modo de acción de los 
xenobióticos. Entonces la cuantificación de expresión génica del CYP450 
podría llegar a ser un buen biomarcador en estudios ecotoxicológicos 
(Snell et al., 2003). 

3.6.2.  GST

La glutatión S-transferasa es una familia de enzimas presente en 
prácticamente todos los organismos aerobios. Estas enzimas catalizan, en 
la fase II de detoxificación, la unión del glutatión sintetizado por el propio 
organismo, con los compuestos electrofílicos habitualmente producidos 
de la fase I, (Board & Menon, 2013). Esto evita una unión covalente 
del los compuestos con las macromoléculas biológicas como proteínas y 
ácidos nucleicos, y reduce las consecuencias tóxicas, ya que incrementa 
la solubilidad del compuesto electrofílico, facilitando la excreción de la 
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molécula del organismo (Board & Menon, 2013).

Estas enzimas catalizan la unión del glutatión a compuestos tanto endógenos 
como exógenos: participan en el transporte intracelular, la biosíntesis de 
hormonas y la protección frente a estrés oxidativo y están implicadas en la 
detoxificación y biotransformación de varios carcinógenos y un número 
considerable de medicamentos (Enayati et al., 2005). 

Se han relacionado incrementos en la cantidad y actividad de GST citosólica 
en respuesta a compuestos químicos en insectos (Mannervik et al., 
1985), y más concretamente se ha vinculando el aumento de la actividad 
enzimática y la producción 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 biorremediación 
y de la protección celular frente a epóxidos y especies reactivas de oxígeno 
(Creaney et al., 1995; Escartin & Porte, 1996; Tjalkenset al., 1998; 
Nair y Choi, 2011 b). 

Otra función confirmada en quironómidos de la GST es la de 
biotransformación de distintos contaminantes orgánicos como 
hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAHs, del inglés Polycyclic 
Aromatic Hydrocarbons) (Yuen & Ho, 2001; Rakotondravelo et al., 
2006; Park et al., 2010; Martínez-Paz et al., 2012). 

Así, la cuantificación de la actividad enzimatica de la GST es considerada 
un indicador verosimil de efectos metabólicos de la exposición a distintos 
contaminantes. 



88

Tesis Doctoral / Pablo Gómez Sande

B
io

m
a

r
c

a
d

o
r

e
s

 c
o

m
o

 
h

e
r

r
a

m
ie

n
t

a
 p

a
r

a
 l

a
 m

e
d

id
a

 
d

e
l
 e

s
t

r
é

s
 a

m
b

ie
n

t
a

l

3.7.  DISRUPCIÓN ENDOCRINA: EL ECR
En los quironómidos, como en el resto de los insectos, los procesos de 
muda y desarrollo están bajo control neuroendocrino. Grupos de células 
neurosecretoras del protocerebro estimulan a través de sus axones los 
corpora cardiaca. Este es un órgano neurohemal cuya secreción principal, 
la hormona protoracicotrópica (PTTH, del inglés Prothoracicotropic 
Hormone), es liberada al líquido circulatorio y tiene como diana las glándulas 
torácicas y los corpora  allata. Ambos son órganos endocrinos que, entre 
otras funciones, se encargan de segregar las hormonas ecdisonesteroideas 
(glándulas torácicas) y la hormona juvenil (corpora allata). Estas dos 
hormonas son las responsables, casi en exclusiva, de regular los cambios 
en el patrón de expresión génica asociados a los procesos de crecimiento y 
diferenciación tisular (Riddiford, 1993). 

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

La ecdisona tal y como es segregada por las glándulas torácicas 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 actúa como un factor de transcripción; pero 
para ello es necesario que el EcR forme previamente un  heterodímero 
mediante la unión a la proteína ultraespiráculo (USP, del inglés Ultraspiracle) 
(Browning et al., 2007). La USP actúa como un efector alostérico de EcR, 
pero no contribuye a su función intrínseca, no tiene ligandos conocidos.
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El trímero 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 expresión de numerosos genes responsables de la mayoría 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 reproducción 
en Chironomus (Nair & Choi, 2012). El hecho de sufrir la metamorfosis 
bajo control hormonal hace de este organismo una valiosa herramienta 
para estudios ecotoxicológicos que tengan como finalidad conocer los 
efectos que la exposición a contaminantes pueda producir en su sistema 
endocrino (Zou & Fingerman, 1997; Mu & et al., 2005; Rodríguez et 
al., 2007; Planelló et al., 2008), que es en definitiva regulador de etapas 
del desarrollo como la embriogénesis, el crecimiento, la metamorfosis y la 
reproducción (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 (Syms et al., 1985; Deak & Laufer, 1995; 
Deak et al., 1998) permiten pensar en Chironomus riparius como un buen 
modelo predictivo (Planelló, 2009; Herrero et al., 2015). 
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3.8.  BIOMARCADORES MORFOLÓGICOS: 
DEFORMIDADES COMO MEDIDA DEL 
ESTRÉS AMBIENTAL
Una deformidad puede ser definida como una característica morfológica que 
se aparta de su configuración normal, excluyendo los efectos del deterioro 
mecánico (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 bibliografía como 
inductores de dichas anomalías morfológicas. Éstos van desde variaciones 
extremas de las condiciones fisicoquímicas en el ambiente en el que vive un 
organismo, tales como variaciones de temperatura o pH, hasta la acción de 
distintos parásitos o los efectos de numerosas sustancias contaminantes.

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 foraminíferos 
(Yanko et al., 1998), esqueletos de equinodermos (Catoira & Míguez, 
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 anomalías morfológicas 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 quironómidos

Entre los macroinvertebrados, los quironómidos constituyen el grupo 
en el que se han utilizado con mayor frecuencia las deformidades como 
indicadoras de estrés ambiental. La observación de incrementos notables 
en las frecuencias de individuos deformes de una población, posibilitaría la 
detección del daño antes de que afectase a niveles superiores de organización; 
ventaja compartida con otros tipos de biomarcadores; sin embargo existen 
otras exclusivas de este biomarcador.

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

•	 Almacenamiento. Las preparaciones microscópicas de especímenes 
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 restauración del medio.

•	 Conservación. Las larvas de quironómidos, especialmente las cápsulas 
cefálicas, permanecen en bastante buen estado de conservación en los 
sedimentos, por lo que estos registros son importantes para el estudio 
de cambios en la estructura de poblaciones y comunidades en períodos 
largos de tiempo, así como de variaciones en las respuestas morfológicas.

El primer estudio sobre deformidades en larvas de quironómidos 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 bibliografía son las 
que afectan a estructuras de la cápsula cefálica tales como antenas, mentum 
(lígula en el caso de Procladius), mandíbulas, premandíbulas y peine 
epifaríngeo (en Chironomus) y sólo ocasionalmente aparecen deformidades 
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en la lamela labral y sedas labrales de Chironomus. Se incluyen entre los tipos 
de anomalías las hendiduras, reducciones, asimetrías, pérdida o aparición de 
dientes, presencia de huecos más o menos grandes, y fusiones y distorsiones 
de la morfología original (Vermeulen, 1995; Jansens De Bisthoven, 2000) 

Las frecuencias de individuos deformes obtenidas en los trabajos realizados 
hasta el momento varían desde los pequeños valores encontrados en material 
subfósil, entre 0 y 0.8% (Warwick, 1980; Wiederholm, 1984; Klink, 1985), 
hasta frecuencias del 60 o 70 % (Hare & Carter, 1976; Madden et al., 
1992; Vermeulen et al., 2000). 

Varios autores han destacado la diferente tendencia de los géneros de 
quironómidos 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 predisposición 
a presentar anomalías morfológicas y, en la mayor parte de los casos, dichas 
diferencias se relacionan directamente con el modo de vida y la utilización 
de diferentes recursos alimentarios. Servia et al. (1998) observan una 
respuesta similar tras el análisis de larvas de Prodiamesa olivacea y 
Chironomus riparius que comparten el mismo hábitat, y muestran que P. 
olivacea presenta siempre una menor frecuencia de deformidades y que 
existe una correlación lineal entre la severidad de las anomalías 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 aromáticos policíclicos, etc. (Hamilton 
& Saether, 1971; Cushman, 1984; Wiederholm, 1984; Janssens De 
Bisthoven et al., 1995), aunque en la mayoría de los casos la aparición 
de deformidades se ha relacionado con tipos de contaminación en general: 
industrial, agrícola, urbana… Además de todos estos tipos de contaminantes 
químicos, se ha hecho referencia también a la elevación 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 



93

Biomarcadores como herramienta para medir el estrés ambiental

B
io

m
a

r
c

a
d

o
r

e
s

 
c

o
m

o
 

h
e

r
r

a
m

ie
n

t
a p

a
r

a l
a m

e
d

id
a 

d
e

l e
s

t
r

é
s a

m
b

ie
n

t
a

l

inducción 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), o compuestos orgánicos como el xileno (Janssens De Bisthoven et 
al., 1997). Sin embargo, en muy pocos de estos experimentos se obtiene una 
relación 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 señalado los disruptores endocrinos como 
posibles inductores de deformidades en larvas de quironómidos, entre los 
que se encuentran sustancias tales como pesticidas o PCBs. Concretamente 
el 4-nonilfenol ha mostrado una relación 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 así fallos en los procesos 
de desarrollo o reproductivos. 

El Laboratorio de Hidrobioloxía del Departamento de Zooloxía e 
Antropoloxía física de la Universidade de Santiado de Compostela lleva 
coordinando estudios sobre esta materia desde el año 1993. Desde entonces 
se han realizado diversos muestreos de campo, muchos de ellos en la misma 
estación del río Sar que se describe en esta memoria. Las investigaciones 
realizadas incluyeron la descripción 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 teratológicos, el estudio del ajuste de índices de severidad de las 
deformidades a nuestros datos, sus variaciones espaciales y temporales, así 
como la existencia y posibles causas de las deformidades en larvas recién 
eclosionadas. Además, se adaptó, para su uso en P. olivacea, un índice de 
severidad, diseñado 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 alimentación (Urk & Kerkum, 
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1987); sin embargo esta hipótesis ha sido prácticamente rechazada en 
estudios posteriores (Madden et al., 1995; Janssens De Bisthoven, 1995; 
Gerhardt & Janssens De Bisthoven, 1995;  Janssens De Bisthoven et 
al., 1998).

Un fenómeno que ha llevado a la discusión de la posible respercusión 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 máximos valores en invierno y mínimos en verano (Urk 
et al., 1992; Vermeulen, 1998; Servia et al., 1999 a). Urk et al. (1992) 
explican sus observaciones basándose en la teoría de la inhibición del 
crecimiento y del desarrollo por parte de los contaminantes (Wentsel et 
al., 1978), que provocarían un retraso en el desarrollo de las larvas deformes. 
Janssens De Bisthoven et al. (1993) atribuyen el fenómeno a las diferentes 
condiciones de temperatura, de manera que en los períodos cálidos se acorta 
el desarrollo y la frecuencia de alteraciones es menor, de la misma forma que, 
según sus observaciones, en regiones tropicales la frecuencia de aparición de 
larvas deformes es también menor que en zonas templadas, hipótesis que 
coincide con la sugerida por Vermeulen (1998).

La transmisión 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 únicamente alteraciones morfológicas en 
las cápsulas cefálicas larvarias, mientras que en las exuvias pupales no se 
encontró ninguna anormalidad notoria. Además, los adultos provenientes 
de larvas deformes no muestran alteraciones apreciables (B. Goddeeris, 
com. pers.)

En resumen, a tenor de la bibliografía 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.







CAPÍTULO 4CAPÍTULO 4. 
MATERIAL Y 

MÉTODOS





99

Material y métodos

M
a

t
e

r
ia

l y 
M

é
t

o
d

o
s

4.1.  TOMA Y PROCESADO DE LAS 
MUESTRAS
Para la realización de este trabajo se emplearon larvas de C. riparius y 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 río de aproximadamente unos 100 m2. Todos 
los muestreos de campo se realizaron de forma selectiva, escogiendo los 
microhábitats más idóneos para estos animales dentro de cada estación, 
lugares con una velocidad de corriente muy baja, sedimento fino y con 
acumulación de materia orgánica sobre éste (figura 10). 

Figura 10.	 Recolección de muestras en la estación del 
río Sar en Bertamiráns.

La recolección en las estaciones de muestreo se llevó a cabo con una 
pequeña red de mano de 15 cm de diámetro, 20 cm de profundidad y 
250 μm de luz de malla. A continuación se procedió a la separación 
y lavado de los individuos utilizando un tamiz de 250 μm de luz de 
malla. Las larvas se pasaron a recipientes herméticos de plástico con 
sedimentos y agua de la estación. 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 
allí, 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 estación de muestreo se registraron los valores de los parámetros 
fisicoquímicos más importantes. Se midieron: la temperatura, el pH, 
los sólidos en suspensión (TDS) y la conductividad con un multímetro 
portátil Crison MM40+ y el oxígeno disuelto y la saturación de oxígeno 
con un oxímetro portátil YSI 550ª.

4.1.1.  Estudio estacional

Para la realización de esta parte del trabajo se efectuaron muestreos 
mensuales, entre los meses de mayo de 2010 y abril de 2011 en la estación 
situada en el río Sar, descrita en el epígrafe 4.1.4. Se intentaron recolectar, 
como mínimo, 45 larvas de estadio IV de Chironomus riparius y de 
Prodiamesa olivacea en cada uno de los muestreos mensuales, aunque no 
siempre fue posible alcanzar dicho número, por este motivo los análisis 
estadísticos 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 estación de muestreo, convenientemente aireados y 
ligeramente refrigerados. Una vez allí fueron seleccionados los individuos 
comprendidos entre las fases IV y VI del estadio IV (Goddeeris et 
al., 2001) con la intención 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 datación, pesaje y manipulación de las larvas se realizó lo 
más rápidamente 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 realizó un único muestreo para 
cada especie en la estación del río Sar, situada en la localidad de Bertamiráns 
y descrita en epígrafes posteriores. La elección de esta localidad se debió 
principalmente a la abundancia existente de larvas de ambas especies.

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

Se trató de reducir la influencia de la manipulación 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 manipulación de 
este proceso; para ello se mantuvieron en recipientes con medio y aireación 
adecuados hasta que se terminó el proceso de determinación de la edad de 
todas las larvas empleadas en el experimento. Desde la recolección de las 
larvas hasta el congelado de los viales, transcurrieron aproximadamente 16 h 
y se realizó en jornadas separadas, para C. riparius  el día 27 de julio de 2011 
y para P. olivacea el 5 de mayo de 2011. 

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

La determinación del estadio larvario se realizó mediante la comparación de 
los tamaños de las cápsulas cefálicas entre individuos de la misma muestra. Se 
tomó como referencia la capsula cefálica de una prepupa y por comparación 
se seleccionaron después las larvas en estadio IV.

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 simplificación se debió a una cuestión 
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práctica, ya que las fases establecidas por Goddeeris et al. (2001) son 
ciertamente difíciles de diferenciar en larvas vivas y sin usar un microscopio. 

La agrupación de etapas permitió tomar estructuras de referencia para 
determinar la clase de desarrollo con la ayuda de un estereomicroscopio con 
una fuente de luz fría, evitando así el calentamiento de las larvas por la luz 
del microscopio. La observación de cada larva se realizó con sumo cuidado 
y lo más rápido 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 
pequeños deslizamientos del cubreobjetos se observaron las estructuras 
definitorias de clase de desarrollo. Se descartaron aquellas larvas que se 
presentaban características 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-II, larvas de clase III-IV, larvas de clase V-VI, 
larvas de clase VII-VIII, larvas de clase IX y pupas.

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

Para la determinación del estado estadio larval de las larvas de P. olivacea 
se siguió el mismo método empleado con las de C. riparius: se comparó el 
tamaño de las cápsulas cefálicas entre los individuos de la misma muestra. 
Sin embargo, para la determinación de la clase de desarrollo dentro del 
estadio IV se hubieron de salvar dos obstáculos en comparación 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 clasificación por 
etapas del IV estadio en P. olivacea y la dificultad de observación de las 
estructuras de los discos imaginales en esta especie, debido, posiblemente, 
al mayor grosor y opacidad de la cutícula. Si bien es cierto que mediante 
el microscopio se pueden reconocer rasgos estructurales homólogos a los 
descritos por Goddeeris et al. (op cit.), ese proceso implicaría un notable 
incremento tanto en el tiempo de manipulación como en el estrés debido 
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a la temperatura generada por la iluminación diascópica. Por eso se optó 
por una clasifi cación homóloga a la empleada en C. riparius pero basada 
en características observables en el microscopio estereoscópico cuya 
identifi cación no tomase más de un minuto. 

Los caracteres empleados fueron: la relación entre la longitud del protórax 
(LP) y el diámetro de su disco imaginal (DD) en las clases de edad I-II (LP/DD 
≤ 0.25), III-IV (0.25 ≤ LP/DD ≤ 0.5 )  y V-VI (LP/DD ≥ 0.5); el engrosamiento y 
fusión aparente del protórax y del mesotórax en la fase VII-VIII y la aparición 
de ciertas estructuras queratinizadas en posición mediolateral del metatórax 
en la fase IX (fi gura 11). De este modo se crearon categorías homónimas a las 
de C. riparius y en la medida de lo posible también homólogas. 

I-II III-IV V-VI

VII-VIII IX

Pupa

LP
DD

LP

DD

LP

DD

Figura 11. Larvas de cuarto estadio y de la pupa de P. 
olivacea vistas al estereomicroscopio (10x). LP: longitud del 
protorax, DD: diámetro del disco imaginal. Marcados en 
rojo aparecen los caracteres determinantes para la datación 
de las distintas clases de edad, que aparecen refl ejadas en 
números romanos. I-II (DD/LP ≤ 0.25), III-IV (0.25 ≤ DD/
LP ≤ 0.5 )  y V-VI (DD/LP ≥ 0.5); el engrosamiento y fusión 
aparente del protórax y del mesotórax en la fase VII-VIII y la 
aparición de ciertas estructuras queratinizadas en la fase IX.
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4.1.3.  Estudio interpoblacional

Para este estudio sólo 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 metabólico se congelaron 
como mínimo 15 larvas. Además,  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 análisis 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 estación, 
para el análisis químico de sustancias contaminantes. Las muestras se 
mantuvieron a -20 °C hasta que se realizó el análisis de las sustancias 
presentes en las mismas, que se llevó a cabo en el Departamento de 
Química Analítica Aplicada de la Universidad de A Coruña; y que consistió 
en la determinación cuantitativa de una batería de pesticidas, productos 
farmacéuticos y de cosmética (PPCPs, del inglés Pharmaceuticals and 
Personal Care Products), metales pesados y fragancias, así como en un 
análisis cualitativo de sustancias cuyas concentraciones se encontraban 
por debajo de los límites de cuantificación. 

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 metodología ya descrita en epígrafes anteriores 
en el río Sar (Bertamiráns).

Los principales motivos para la elección de esta estación fueron la 
abundancia de larvas de las dos especies durante casi todo el año, la 
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proximidad a la Estación de Hidrobiloxía 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.

Río Sar 

 El río Sar está situado en la provincia de A Coruña (Galicia, NW España) 
(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 
Padrón. Su valle, que se encaja en la Depresión Meridiana -una línea de 
fracturas que atraviesa Galicia de norte a sur, desde Carballo hasta Tui, y 
se adentra unos kilómetros en el norte de Portugal- atraviesa una región 
que se encuentra bajo la inf luencia climática del Atlántico. En la cuenca 
predominan las rocas metamórficas e ígneas, salvo la parte final del curso, 
que está formada  por terrenos cuaternarios. En los trabajos de Cobo (1988), 
Cobo et al. (1989), Cobo & González (1991) y Díaz-Fierros (2000) 
se describen las particularidades de la cuenca, así como las principales 
características fisicoquímicas de esta estación.

Figura 12.	 Estación de muestreo en el río Sar a su paso 
por la localidad de Bertamiráns.
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El punto en el que fueron recogidas las muestras se encuentra a 19 km del 
nacimiento del río y está situado bajo el puente de la carretera que enlaza 
Bertamiráns con A Condomiña (figuras 10, 12 y 13). Se eligió esta estación 
por el buen conocimiento que poseemos de sus características, tanto desde 
el punto de vista fisicoquímico como faunístico. 

Cuatro kilómetros aguas arriba se encuentra la estación depuradora 
municipal de A Silvouta. Esta estación depuradora de aguas residuales 
(EDAR), inaugurada en 1982, recoge los vertidos urbanos e industriales de 
Santiago de Compostela. En esta planta se efectúa 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 río es unos de los más contaminados de Galicia. Además, 
Díaz-Fierros (2000) realizó una revisión de la evolución del estado de 
contaminación de varios puntos del río desde los años setenta (período 
anterior a la entrada en funcionamiento de la depuradora) hasta la 
actualidad, y concluye, utilizando los datos de concentraciones de nitratos 
y fosfatos, únicos datos comunes a todos los años de muestreo, que “hay un 
mantenimiento en el tiempo, sin avances apreciables, de la contaminación 
nitrogenada, bien por vertidos orgánicos de origen urbano o probablemente 
también por la contaminación difusa de origen agrícola”. 

4.1.4.2. Estudio interpoblacional

Para la realización 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 además de de tres 
poblaciones silvestres correspondientes a los ríos Sar (estación descrita 
en el epígrafe anterior), Con y Louro. Se trató de seleccionar larvas en 
un estado de desarrollo intermedio, comprendido entre las fases IV y VI 
según la clasificación de Goddeeris et al. (2001). 
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Figura 13. Ubicación de las áreas de muestreo (óvalos 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 Biología y Toxicología Ambiental 
de la UNED. Dicho cultivo, procedente de  una población natural de 
Massamagrell (Valencia, España, UTM: 30S 728223 4384362), ha sido 
mantenido de forma permanente durante varios años según 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 concentración siguiente: 0.5mM de CaCl2, 1 mM de 
NaCl, 1 mM de MgSO4, 0,1 mM de NaHCO3 0.025 mM de KH2PO4 y 0.01 
mM de FeCl3. Además 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 cm2 de papel de filtro por bandeja) como material para 
la síntesis de los tubos larvarios.

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

Río Con

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

Río Louro

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

Su curso tiene una orientación Norte-Sur y una trayectoria casi rectilínea a 
través de un pequeño valle que discurre por el extremo sur de la Depresión 
Meridiana, la misma por la que lo hace el río 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 actúan como una superficie 
de erosión mientras que la ribera occidental granítica, más resistente a la 
erosión, crea una vertiente con una fuerte pendiente y alturas destacadas. 

Este río, aproximadamente hacia la mitad de su recorrido, atraviesa una 
superficie con muy poca pendiente (2 ‰), donde predominan depósitos de 
lignito y  una capa de arcillas impermeable que junto a  la escasa pendiente 
dió lugar a la formación de un sistema pantanoso de lagunas y turberas 
llamado Gándaras de Budiño. Este espacio protegido (LIC, red Natura 
2000) estaba formado por una serie de charcas y terrenos pantanosos 
de gran interés biológico por la gran diversidad botánica y ornítica allí 
presente. Lejos de encontrarse en un buen estado de conservación como 
cabría esperar por las figuras de protección que lo amparan, este espacio 
ha sido casi totalmente sustituido por suelo urbano e industrial. Santos 
et al. (2013) señalan este río como uno de los más contaminados de todo 
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el tramo internacional del río Miño (UN Economic and Social Council, 
2007).

Según los datos de aforos de 1972 a 1984 el caudal absoluto de este río es 
de 8.44 m3/s que corresponde con un caudal relativo de 55.1 l/s/km2. Los 
coeficientes de caudal muestran un período de aguas altas de diciembre a 
abril de más de dos veces y media la unidad modular, que contrasta con 
el mínimo de agosto de 0.11, esta diferencia hace que su coeficiente de 
irregularidad sea uno de los más altos de Galicia.
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4.2.  MÉTODOS ANALÍTICOS
A continuación, se describen brevemente los métodos utilizados para los 
análisis de los distintos parámetros. Además de éstos, se realizó el cálculo 
del peso medio por individuo, ya que se necesitaron varios individuos para 
completar la cantidad de material requerido para cada tipo de análisis. 

4.2.1.  Análisis de agua y sedimentos

En  las tres estaciones de campo se cuantificó la cantidad de materia 
orgánica presente en los sedimentos y se realizó un análisis de las 
sustancias presentes en el agua y en los sedimentos, que se llevó a cabo en 
el Departamento de Química Analítica Aplicada de la Universidad de A 
Coruña; y que consistió en la determinación cuantitativa de una batería 
de pesticidas, productos farmacéuticos y cosméticos (PPCPs, del inglés 
Pharmaceuticals and Personal Care Products), metales pesados y fragancias, 
así como en un análisis cualitativo de sustancias cuyas concentraciones se 
encontraban por debajo de los límites de cuantificación. 

El análisis de los pesticidas se realizó mediante extracción líquido-
líquido, empleando cromatografía líquido-sólido para la purificación de 
los extractos y cromatografía de gases-espectrometría de masas (GC-MS) 
(Thermo Finnigan Polaris Q) para su detección. Las concentraciones de 
PPCPs en las muestras de sedimento se analizaron mediante cromatografía 
líquida de alta resolución-espectrometría de masas (HPLC/MS) (Applied 
Biosystem API 3200 y Thermo LTQ Orbitrap), tras la extracción ultrasónica 
del solvente.

Además se realizó una estima de la cantidad de materia orgánica presente 
en los sedimentos de cada estación de campo. Para ello se dejó secar 
aproximadamente 0.5 kg de sedimentos de cada estación 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 ºC durante 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 orgánica. Los valores resultantes se transformaron 
en porcentajes para poder comparar los valores de las distintas estaciones. 

4.2.2.  Indicadores Metabólicos

4.2.2.1.  Extracción y determinación de glucógeno

La extracción de glucógeno se realizó, en todos los casos,  a través del 
una lisis con álcali fuerte y la determinación se llevó a cabo mediante el 
método colorimétrico de la antrona (Van Handel, 1965). A continuación 
se describe el proceso.

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

•	 Se añadieron 0.25 ml de agua y se homogeneizó de nuevo. Si se 
procesaban varias muestras a la vez, las ya homogeneizadas se 
mantuvieron en medio frío para evitar la degradación del glucógeno en 
este punto y se añadieron otros 0.25 ml de KOH al 60 % y se calentaron 
a baño María durante 15 min. 

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

•	 Una vez precipitado el glucógeno, se centrifugaron durante 20 min a 
3.000 g. Posteriormente se eliminó el sobrenadante y se resuspendió 
el precipitado en 0.5 ml de agua destilada, se volvió a precipitar el 
glucógeno con 1 ml etanol a -20 °C, se eliminó 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 glucógeno, que en este punto estará 
seco, en forma de fino polvo blanco, se disolvió de nuevo, en 0.5 ml de 
agua destilada. 

•	 De la disolución anterior y de los patrones se tomaron al menos dos 
alícuotas de 50 μl 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 ácido sulfúrico al 70 %. Las disoluciones patrón se realizaron 
mediante diluciones seriadas glucógeno 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 
baño de agua-hielo durante 5 min. 

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

•	 Para conocer la cantidad total de glucógeno por gramo de peso 
fresco de muestra se multiplicó la concentración ofrecida por el 
espectrofotómetro por el volumen en el que se había diluido el 
glucógeno purificado y el resultado se dividió entre el peso fresco de la 
muestra, según la siguiente fórmula:

Cantidad total de Glucógeno=(R1 + R2 + R3) × Vol × Dil

Donde: 

 -R1, R2, R3 y son las réplicas técnicas realizadas de la cuantificación 
de glucógeno

	 -Vol es el volumen  en el que se ha diluído el glucógeno seco.

	-Dil es el factor de dilución empleado en aquellas muestras cuya 
concentración sobrepasó el límite superior de detección.
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Una vez hallada la cantidad total de glucógeno de la muestra se dividió el 
valor obtenido por el peso fresco en gramos de la muestra inicial, para así 
obtener el contenido de glucógeno expresado en mg/g de muestra

4.2.2.2.  Extracción y determinación de proteínas

La extracción y determinación de proteínas totales empleando el método 
descrito por Barca (2015). A continuación se describe el proceso. 

•	 Para la extracción de proteínas, las larvas, todavía congeladas, se 
homogeneizaron en 750 µl tampón de buffer de lisis: 720µl de buffer 
TRIS-EDTA (40mM TRIS, pH 7.8 1mM EDTA) y 30µl de inhibidor de 
proteasas cOmplete EDTA-free (Roche) a una concentración 20x.

•	 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 cuantificación. 

•	 Para medir la concentración de proteínas totales se usó el kit 
comercial BCA Protein Assay Reagent basado en la reacción del ácido 
bicinconínico (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 concentración de proteínas. En 
este proceso se utilizaron alícuotas de 25 µl de muestra a los que se le 
añaden 200 µl  del rectivo de trabajo, previamente preparado mediante 
la mezcla de las dos soluciones suministradas por la casa comercial en 
proporción 50:1 (50 partes de reactivo A por cada parte de reactivo B). 

•	 Para la elaboración de la recta patrón se realizaron diluciones seriadas 
de la disolución suministrada en el kit, albúmina de suero bovino con 
una concentración de 1mg/ml. Se depositaron tres alícuotas de cada 
muestra y cinco de cada disolución patrón en una placa de 96 pocillos.

•	 A todos ellos, muestras y patrones, se les añadieron 200 µl del reactivo 
de trabajo y se rellenaron otros tres pocillos sólo con reactivo de 
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trabajo para los blancos, tal y como se detalla en el protocolo del kit. 

•	 Las placas 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 midió la absorbancia, las concentraciones se hallaron 
por interpolación y el contenido de proteínas por unidad de masa de 
muesta inicial se halló aplicando la sigiente fórmula:

Cantidad de proteínas totales=(R1 + R2 + R3) × Vol × Dil 

Donde: 

	-R1, R2, R3 y son las réplicas técnicas realizadas de la cuantificación de 
proteínas

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

	-Dil es el factor de dilución empleado en aquellas muestras cuya 
concentración sobrepasó el límite superior de detección.

La medición de la absorbancia se llevó a cabo en un espectrofotómetro 
NANODrop 1000.

Una vez hallada la cantidad total de proteínas de la muestra se dividió el 
valor obtenido por el peso fresco en gramos de la muestra inicial, para así 
obtener el contenido de proteínas expresado en mg/g de muestra. 
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4.2.2.3.  Extracción de ácidos nucleicos  y determinación 
de la relación RNA/DNA 

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

El procedimiento de lisis idóneo suele consistir en un equilibrio de 
técnicas y ha de ser suficientemente fuerte para romper el tejido, 
pero suficientemente suave para preservar los ácidos nucleicos. Entre 
los procedimientos de lisis más usuales figura la rotura mecánica 
(trituración, lisis hipotónica). Tras la lisis celular y la inactivación de las 
nucleasas, los restos de células se eliminan fácilmente por filtración o 
precipitación.

El método clásico de purificación de los ácidos nucleicos se basa en 
el uso de disolventes orgánicos, siendo la extracción mediante fenol/
cloroformo la más conocida. La clave de la purificación del RNA radica 
en evitar su degradación por acción de las ribonucleasas presentes en 
las células, de manera que todos los protocolos existentes se basan en la 
rápida inactivación de estas enzimas. 

En este estudio hemos empleado un método de extracción fenólica con 
TRIzol (TRIzol® Reagent InvitrogenTM Life Technologies) ya que el uso 
de este reactivo permite realizar la extracción simultánea del RNA y 
DNA presente en las muestras.

Fundamento

La extracción fenólica se basa en el hecho que los ácidos nucleicos son menos 
solubles en solventes orgánicos que en soluciones acuosas. El principio 
básico de esta extracción es la desproteinización del homogeneizado 
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celular y la eliminación de los componentes que no son hidrosolubles a 
través de una separación 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 período de tiempo. Además, 
permite realizar la precipitación secuencial de RNA, DNA y proteínas a 
partir de una sola muestra (Chomczynski, 1993). Este reactivo también 
permite procesar de manera simultánea varias muestras, y constituye una 
mejora del método de aislamiento de RNA de un solo paso desarrollado 
por Chomcynski & Sacchi (1987).

Durante la homogeneización 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 
homogeneización, la adición de cloroformo seguida de centrifugación 
separa la muestra en dos fases, una de ellas acuosa (superior) y la otra 
orgánica (inferior), permaneciendo exclusivamente el RNA en la fase acuosa 
y las proteínas desnaturalizadas y el DNA en la fase orgánica e interfase. 
En esta separación, se utiliza el fenol en combinación con el cloroformo 
para aumentar la eficacia de la extracción, ya que la alta densidad que 
presenta el cloroformo y su capacidad de disolver los lípidos y las proteínas 
proporciona fases acuosas menos contaminadas (Hernández 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 así un precipitado 
que cada vez está más libre de contaminantes (polisacáridos, sales, etc.). 

El DNA es recuperado por precipitaciones secuenciales de la fase orgánica.
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Preparación de las muestras

Homogeneización y lisis celular 

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

•	 Seguidamente se añadieron 250 μl de TRIzol a cada muestra y se 
homogenizaron de nuevo, volviendo a añadirle otros 250 μl de TRIzol 
una vez finalizado este paso. De esta manera, se obtuvo una solución 
acuosa en la que se encontraban los ácidos nucleicos. Todo este 
proceso se llevó a cabo manteniendo las muestras en frío para una 
mejor conservación del RNA. 

•	 A continuación se procedió a centrifugar las muestras durante 10 
minutos a 12000 g y 4 ºC en una centrífuga Digicen20-R, paso que 
eliminó los restos celulares, decantándose después el sobrenadante 
que contenía el RNA a otro tubo.

Separación en fases

•	 Para permitir la disociación completa de los complejos nucleoproteicos 
se incubó el sobrenadante durante 5 minutos a temperatura ambiente. 

•	 El siguiente paso consistió en agregar 100 μl de cloroformo y agitar 
vigorosamente las muestras a mano (≈ 15 segundos), dejándolas 
incubar de nuevo otros 2-3 minutos a temperatura ambiente. En este 
punto las muestras presentaban un color rosáceo y una consistencia 
relativamente espesa. 

•	 Posteriormente, se procedió a centrifugarlas durante 15 minutos 
a 12000 g y a una temperatura de 4 ºC, paso que permitió separar 
las muestras en dos fases; una fase superior incolora, la acuosa, en la 
que permanecía exclusivamente el RNA, y una fase inferior de color 
rosáceo, que correspondía a la fase orgánica de fenol-cloroformo. 
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Entre ambas aparecía una pequeña interfase blanquecina. 

•	 A continuación, se retiró la fase acuosa que contenía el RNA sin tocar la 
fase orgánica y se dispensó en un tubo limpio previamente etiquetado, 
reservando la fase orgánica en la nevera durante toda la noche para 
proceder a la extracción del DNA al día siguiente.

Extracción del RNA

•	 Precipitación del RNA. Para llevar a cabo la precipitación del RNA se le 
añadieron 250 μl de isopropanol a la fase acuosa y se agitó suavemente 
a mano durante 15 segundos. A continuación se dejó reposar durante 
30 minutos a temperatura ambiente y se centrifugó 15 minutos a 12000 
g y 4 ºC. En este momento el RNA precipitado era visible en el fondo 
de los tubos. Llegados a este punto, se procedió a realizar el lavado del 
RNA extraído para eliminar cualquier impureza que pudiera quedar 
en las muestras.

Lavado del RNA

•	 En primer lugar se eliminó el sobrenadante de las muestras dejando 
solamente el precipitado de RNA en el tubo. A continuación se 
procedió a lavarlo con 500 μl etanol al 70 % frío (-20 ºC). Para ello, se 
agitaron brevemente los tubos con un vórtex VELP Scientifica para 
levantar el precipitado. Seguidamente se centrifugaron las muestras 
durante 5 minutos a 10000 g manteniendo la temperatura a 4 ºC y se 
decantó el sobrenadante.

•	 Para que la cuantificación del RNA fuera lo más 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.



120

Tesis Doctoral / Pablo Gómez Sande

M
a

t
e

r
ia

l
 y

 
M

é
t

o
d

o
s

Resuspensión del RNA

•	 Las muestras de RNA extraídas se disolvieron en 70 μl de agua tratada 
con DEPC (dietilpirocarbonato) mediante un breve centrifugado, y se 
incubaron en un baño de agua a 55-60 ºC durante 10 minutos.

•	 El DEPC es un agente alquilante que reacciona de modo covalente e 
inespecífico con las proteínas, y además es muy reactivo con los lugares 
activos de las ribonucleasas, inactivándolas eficazmente.

Tratamiento del RNA extraído con DNAasas y cuantificación

•	 Para eliminar cualquier DNA residual de las muestras se trataron con 
desoxirribonucleasa I mediante el “RNase-Free DNase Set” (Roche 
Applied Science, Penzberg, Germany). Así, en primer lugar se preparó 
la mezcla de reacción, formada por 50 μl de la muestra de RNA 
extraído, 10 μl de tampón 10x y 1 μl de DNAasa. 

•	 A continuación, se incubó esta mezcla en una estufa a 37 ºC durante 90 
minutos, y finalizado este período se inactivó la enzima manteniendo 
las muestras a 70 ºC durante 15 minutos.

•	  A partir de este momento se realizaron varias fenolizaciones para 
retirar la enzima, para ello, inicialmente, se le añadió a las muestras 100 
μl de agua tratada con DEPC y 200 μl de fenol:cloroformo:isoamílico. 
Después, se centrifugaron durante 15 minutos a 10000 g y a una 
temperatura de 4 ºC, y se tomó la fase acuosa para añadírsela a un tubo 
Phase lock gel (5PRIME). Llegados a este punto, se añadió un volumen 
de 200 μl de cloroformo a cada tubo y se volvió a centrifugar durante 
10 minutos a 12000 g y 4 ºC. Por último se retiró el sobrenadante 
donde se encontraba el RNA extraído y se midió el volumen mediante 
pipeteo.

•	 La cantidad de RNA se cuantificó mediante f luorimetría en un 
f luorímetro Qubit 2.0 Invitrogen (Life technologies) y se realizaron 
los cálculos necesarios para conocer la cantidad de RNA extraída en 
cada muestra.
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Extracción del DNA

•	 Para llevar a cabo esta parte del protocolo, se recuperó la muestra de 
la fase de fenol-cloroformo que se había guardado en la nevera el día 
anterior y se procedió a precipitar el DNA que contenía.

Precipitación del DNA

•	 El primer paso consistió 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 
extracción del DNA. Seguidamente, se añadieron 150 μl de etanol al 
100 % a los tubos con la fase orgánica. Se mezclaron con suavidad por 
inversión varias veces y se dejaron incubar a temperatura ambiente 
durante 3 minutos. A continuación, se centrifugaron durante 5 
minutos a 2000 g y 4 ºC con el objetivo de precipitar el DNA, y se 
eliminó el sobrenadante de fenol-etanol en el que se encontraban las 
proteínas. Se procedió entonces, a realizar los lavados del precipitado 
de DNA de las muestras para eliminar las impurezas.

Lavados del DNA

•	 Se añadieron a las muestras 500 μl de una solución que contenía 
citrato sódico 0.1 M y etanol al 10 %, se dejaron incubar 30 minutos 
a temperatura ambiente, mezclándolas con movimientos suaves cada 
10 minutos aproximadamente, y se centrifugaron 5 minutos a 2000 
g. Finalmente, se eliminó el sobrenadante de los tubo y se repitió este 
lavado un par de veces más. 

•	 Finalizados los lavados, se procedió a añadirle a las muestras 1 ml de 
etanol frío al 70 % y se incubaron durante media hora a temperatura 
ambiente. Durante este tiempo, se llevó a cabo la mezcla del contenido 
de los tubos cada 10 minutos, mediante una suave inversión de los 
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mismos. Seguidamente, se centrifugaron las muestras durante 5 
minutos a 5000 g, se eliminó el sobrenadante y se dejó secar el 
precipitado de DNA a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Resuspensión del DNA

•	 La resuspensión de las muestras de DNA se llevó a cabo con 75 µl de 
tampón TE (Tris 40 mM-EDTA 1 mM), con el objetivo de solubilizar 
el precipitado de DNA mientras se protege de su degradación.

Tratamiento del DNA extraído con RNAasas libres de DNAasas y 
cuantificación

•	 Para eliminar cualquier resto de RNA que pudiera quedar, se añadieron 
0.5 μl de RNAasa a los tubos y se incubaron durante 45 minutos a 
37 ºC en una estufa. Posteriormente, se volvieron a incubar otros 45 
minutos, pero en este caso, a una temperatura de 70 ºC para inactivar 
la enzima y disolver el DNA, dejándolo a continuación 15 minutos a 
temperatura ambiente.

•	 Finalmente, se cuantificó la cantidad de DNA de las muestras en un 
espectrofotómetro (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 extraída en cada muestra.

•	 Una vez cuantificadas las cantidades de RNA y DNA de los tejidos, se 
llevaron a cabo los cálculos pertinentes para obtener la relación RNA/
DNA objeto de estudio.
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Error de medida, interferencias analíticas y criterios de 
selección de la metodología de cuantificación de ácidos 
nucleicos por espectrofluorimetría y espectrofotometría. 

Con el incremento del uso de la relación RNA/DNA para la evaluación 
del estado nutricional en distintos organismos, han aumentado también 
el número de métodos analíticos para la determinación de estos ácidos 
nucleicos. El primer protocolo publicado estaba basado en técnicas 
espectrofotométricas (Schmidt & Thannhauser, 1945) más tarde 
modificado por Munro & Fleck (1966) y adaptado por Buckley (1979). 
Las metodologías más recientes se basan en el aumento de la f luorescencia 
de los f luoróforos al unirse específicamente a los ácidos nucleicos. La 
principal ventaja de estas nuevas técnicas es el aumento sustancial de 
la sensibilidad y el rendimiento de la muestra en comparación con los 
métodos espectrofotométricos. La estimación de las concentraciones de 
ácidos nucleicos está inf luida en gran medida por factores tales como 
la disociación de proteínas, los patrones, los f luoróforos utilizados, etc. 
(Caldarone & Buckley 1991; Clemmesen 1993; Canino & Caldarone 
1995; Berdalet et al., 2005 a, b). En consecuencia las diferencias 
metodológicas de extracción y de cuantificación han imposibilitado a 
los investigadores comparar directamente sus resultados. Muestra de 
ello es el estudio de intercalibración llevado a cabo por Caldarone et 
al. (2006) en el que se calculó la relación RNA/DNA en 4 laboratorios 
distintos, mostrando sus resultados diferencias significativas entre ellos.

Dell’Anno et al. (1998) compararon la cuantificación de ácidos 
nucleicos en muestras de sedimentos marinos mediante tres métodos: 
HPLC, espectrofotometría y f luorescencia. No encontraron diferencias 
significativas entre los resultados obtenidos mediante HPLC y 
espectrofotometría, sin embargo surgieron algunos problemas de 
subestimación en la cuantificación de DNA eucariota mediante 
f luorescencia ligados, según los autores, a procesos de desnaturalización 
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del DNA durante la extracción, purificación y cuantificación. Además, 
encontraron ciertas incongruencias en la cuantificación del RNA 
mediante f luorometría y espectrofotometría, debidos a que en ambos 
casos fue calculado por diferencia, esto es, se estimó la cantidad total de 
ácidos nucleicos y a esta se le restó la cantidad de DNA. Así, estos autores 
subrayan que el análisis independiente de RNA y DNA de la misma 
muestra ofrece resultados más fiables en la cuantificación.

Esteves et al. (2000) analizaron el contenido de RNA y DNA y la relación 
RNA/DNA en larvas de góbidos mediante dos métodos f luorométricos 
para la extracción y cuantificación de ácidos nucleicos y compararon 
los resultados obtenidos. En ambos métodos se cuantificó directamente 
la cantidad de ácidos nucleicos totales y la de DNA, la diferencia entre 
métodos eran dos pasos de purificación con fenol, cloroformo y alcohol 
isoamílico. Concluyeron que las diferencias entre las estimaciones del 
contenido de ácidos nucleicos y de la relación RNA/DNA de larvas eran 
evidentes y que variaban según el procedimiento utilizado, los métodos 
con mayor esfuerzo de purificación proporcionan resultados más 
precisos. 

Weber et al. (2003) hallaron la solución a la f luorescencia endógena 
propia de las muestras y que sesgaba sus resultados al utilizar técnicas 
f luorométricas: las sustancias que producen dicha f luorescencia se 
pueden eliminar de forma fiable mediante la simple precipitación de las 
muestras con isopropanol. 

En este trabajo se empleó el método del TRIzol® para la extracción 
de RNA y DNA, una técnica basada en la utilización de isocianato de 
guanidina y cuyo protocolo hemos detallado anteriormente. Se eligió 
este método, más laborioso y lento que los kits de extracción comerciales 
-aunque también más eficiente-, ya que permite extraer ambos ácidos 
nucleicos de una misma muestra; requisito indispensable para el cálculo 
correcto de la relación RNA/DNA. El planteamiento inicial era realizar 
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la cuantificación de los purificados de ambos ácidos nucleicos mediante 
espectrofotometría, en el espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000 
Thermo Scientific, empleando una pequeña alícuota (1.5 - 2µl) de 
extracción para cada una de las réplicas de medida. Este método nos 
permitiría además conservar los extractos purificados de ambos ácidos 
nucleicos para su utilización en posibles estudios ulteriores (expresión 
génica, genética de poblaciones, etc.).

Durante la realización de las determinaciones espectrofotométricas del 
RNA, detectamos que los valores de RNA obtenidos eran muy elevados, 
lo que hacía que la relación RNA/DNA mostrase valores alejados de los 
hallados en la bibliografía para diferentes especies; incluso el blanco, 
que no contenía RNA, presentaba valores elevados de este ácido nucleico 
según las cuantificaciones realizadas.

Esto nos llevó a pensar en la existencia de contaminación por fenoles 
(que se utilizan en las diferentes fenolizaciones de las muestras para 
retirar la enzima DNAasa) y por proteínas, que no eran retenidos 
totalmente por el gel de los tubos Phase Lock GelTM 5 PRIME, empleados 
específicamente para retirar la fase orgánica tras la última fenolización. 
Además, los valores de pureza que el NanoDrop® proporciona -relación 
de absorbancias a 260 y 280 nm- resultaron ser notablemente inferiores 
a 2. Una relación 260/280 de ~2.0 se acepta generalmente como “puro” 
para RNA (según el manual de utilización del propio NanoDrop®). Una 
relación considerablemente inferior puede ser indicativa de la presencia 
de proteínas, fenoles u otros contaminantes con alta absorbancia a 280 
nm o cerca de esta longitud de onda.

Ante esta situación se realizaron 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 espectrofotómetro NanoDrop® y, como 
alternativa, un f luorímetro (Qubit 2.0 de Invitrogen (Life technologies)).



126

Tesis Doctoral / Pablo Gómez Sande

M
a

t
e

r
ia

l
 y

 
M

é
t

o
d

o
s

Dichas pruebas constaron de tres ensayos distintos: el primero con 
concentraciones conocidas de RNA y DNA diluidos en tampón, en tubos 
separados y sin tratamiento; el segundo con patrones de ambos ácidos 
nucleicos en tubos separados y tratados del mismo modo que las muestras 
y el último 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/µl para el RNA y de 0, 10, 50, 100, 150 y 
200 ng/µl de DNA, haciendo nueve medidas de cada una de ellas tanto 
en el espectrofotómetro como en el f luorímetro, calculando en cada 
caso la media, el error absoluto (diferencia entre el valor de la medida y 
el valor de la concentración del patrón) y el porcentaje de error (que se 
obtiene al multiplicar por cien el cociente del error absoluto y el valor de 
la concentración 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 
tanto de DNA como de RNA estaban próximas a la concentración 
del patrón disuelto en el tampón y por lo tanto el espectrofotómetro 
como el f luorímetro estaban midiendo bien. De ello se deduce que el 
procedimiento de extracción 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 
0.5 y 10 ng/µl de RNA y 0, 10, 50, 100, 150 y 200 ng/µl de DNA, haciendo 
nueve medidas de cada uno de ellos en el espectrofotómetro así como 
en el f luorímetro, calculando de nuevo la media, el error absoluto y el 
porcentaje de error (tabla 5). 

En esta ocasión los valores obtenidos en el espectrofotómetro para el RNA 
eran siempre los mismos con muy poca variación, independientemente de 
la concentración de patrón utilizada, y muy superiores a su concentración 
real. Sin embargo, las medidas de RNA obtenidas en el f luorímetro 
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Concentración Método Media
Error 

Absoluto
% Error

Ta
m

pó
n 

+ 
R

N
A

[RNA]: 5 ng/µl
Espectrofotometría 3.4 ng/µl -1.6 -32.0

Espectrofluorometría 3.7 ng/µl -1.3 -26.0

[RNA]: 10 ng/µl
Espectrofotometría 7.5 ng/µl -2.5 -25.0

Espectrofluorometría 8.6 ng/µl -1.4 -14.0

Ta
m

pó
n 

+ 
D

N
A

[DNA]: 10 ng/µl
Espectrofotometría 7 ng/µl -3.0 -30.0

Espectrofluorometría 13.2 ng/µl 3.2 32.0

[DNA]: 50 ng/µl
Espectrofotometría 35.6 ng/µl -14.4 -28.8

Espectrofluorometría 66.1 ng/µl 16.1 32.2

[DNA]: 100 ng/µl
Espectrofotometría 82.9 ng/µl -17.1 -17.1

Espectrofluorometría 127.4 ng/µl 27.4 27.4

[DNA]: 150  ng/µl
Espectrofotometría 136.7 ng/µl -13.3 -8.9

Espectrofluorometría 182.3 ng/µl 32.3 21.5

[DNA]: 200 ng/µl
Espectrofotometría 182.1 ng/µl -17.9 -9.0

Espectrofluorometría 226.1 ng/µl 26.1 13.1

Tabla 4.	 Media, error absoluto y porcentaje de error de los patrones de DNA y RNA sin 
tratamiento con reactivos.

presentaban una pequeña subestimación, inversamente proporcional a la 
concentración del patrón. 

Por último se sometieron al proceso de extracción los patrones de 
RNA y DNA juntos, con diferentes concentraciones de cada uno de 
ellos tal y como se muestra en tabla 6, tratándolos como el resto de las 
muestras analizadas. Se midieron en el espectrofotómetro así como en 
el f luorímetro, calculando la media, el error absoluto y el porcentaje de 
error en cada caso.
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Los resultados de las cuantificaciones de RNA realizadas en el 
espectrofotómetro fueron similares a los del anterior ensayo, en el 
que los patrones se procesaron por separado, mostrando una clara 
sobreestimación; mientras que las medidas realizadas con el f luorímetro 
presentaban ligeras subestimaciones de la concentración del patrón 
(tabla 6). 

Concentración Método Media
Error 

Absoluto
% Error

Ta
m

pó
n 

+ 
R

N
A

[RNA]: 0 ng/µl
Espectrofotometría 1739 ng/µl ---- ----

Espectrofluorometría <0.02 ng/µl 0.0 0.0

[RNA]: 5 ng/µl
Espectrofotometría 1612 ng/µl ---- ----

Espectrofluorometría 4.4 ng/µl -0.6 -12.0

[RNA]: 10 ng/µl
Espectrofotometría 1694 ng/µl ---- ----

Espectrofluorometría 9.9 ng/µl -0.1 -1.0

Ta
m

pó
n 

+ 
D

N
A

[DNA]: 10 ng/µl
Espectrofotometría 8.3 ng/µl -1.7 -17.0

Espectrofluorometría 1.4 ng/µl -8.6 -86.0

[DNA]: 50 ng/µl
Espectrofotometría 44.2 ng/µl -5.4 -11.6

Espectrofluorometría 16.4 ng/µl -33.6 -67.2

[DNA]: 100 ng/µl
Espectrofotometría 90 ng/µl -10.0 -10.0

Espectrofluorometría 28.4 ng/µl -71.6 -71.6

[DNA]: 150  ng/µl
Espectrofotometría 142.2 ng/µl -7.8 -5.2

Espectrofluorometría 39.8 ng/µl -110.2 -73.5

[DNA]: 200 ng/µl
Espectrofotometría 188.8 ng/µl -11.2 -5.6

Espectrofluorometría 75.7 ng/µl -124.3 -62.2

Tabla 5.	 Media, error absoluto y porcentaje de error de los patrones de DNA y RNA 
tratados del mismo modo que las muestras.
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Concentración
Método

Media

DNA

(ng/µl)

Error 
absoluto

DNA

% Error

DNA

Media

RNA

(ng/µl)

Error  
absoluto 

RNA

% Error

RNA
[RNA]

(ng/µl)

[DNA]

(ng/µl)

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

10 0
EFT 0.1 0.1 0.0 1616.6 ---- ----
EFL <0.01 0.0 0.0 7.6 -2.4 -24.0

10 10
EFT 8.0 -2.0 -20.0 1536.2 ---- ----
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

10 50
EFT 45.9 -4.1 -8.2 1496.8 ---- ----
EFL 18.3 -31.7 -63.4 7.9 -2.1 -21.0

0 100  
EFT 88.5 -11.5 -11.5 1587.4 ---- ----
EFL 30.3 -69.7 -69.7 <0.02 0.0 0.0

10 100
EFT 92.0 -8.0 -8.0 1467.8 ---- ----
EFL 31.3 -68.7 -68.7 8.0 -2.0 -20.0

0 150
EFT 142.7 -7.3 -4.9 1569.1 ---- ----
EFL 57.3 -92.7 -61.8 <0.02 0.0 0.0

10 150
EFT 144.1 -5.9 -3.9 1764.7 ---- ----
EFL 53.2 -96.8 -64.5 8.2 -1.8 -18.0

0 200
EFT 185.6 -14.4 -7.2 1516.8 ---- ----
EFL 78.2 -121.8 -60.9 <0.02 0.0 0.0

10 200
EFT 191.4 -8.6 -4.3 1673.1 ---- ----
EFL 79.1 -120.9 -60.5 8.1 -1.9 -19.0

25 250
EFT 241.4 -8.6 -3.4 1666.3 ---- ----
EFL 123.5 -126.5 -50.6 20.8 -4.2 -16.8

50 300
EFT 290.8 -9.2 -3.1 1714.2 ---- ----
EFL 162.4 -137.6 -45.9 43.6 -6.4 -12.8

75 350
EFT 343.1 -6.9 -2 1698.6 ----- ----
EFL 206.4 -143.6 -41.0 67.4 7.6 -10.1

100 400
EFT 391.7 -8.3 -2.1 1887.7 ---- ----
EFL 268.4 -131.6 -32.9 91.0 -9.0 -9.0

200 450
EFT 443.2 -6.8 -1.5 1503.2 ---- ----
EFL 301.3 -148.7 -33 188.6 -11.4 -5.7

300 500
EFT 490.5 -9.5 -1.9 1863.3 ---- ----
EFL 367.1 -132.9 -26.6 289.2 -10.8 -3.6

Tabla 6.	 Medidas de las concentraciones de los patrones de RNA y DNA utilizados en 
el ensayo de calibración del método de cuantificación de la relación RNA/DNA. EFT: 
espectrofotometría; EFL: espectrof luorimetría.
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Figura 14. Representación de los valores de concentración real de los patrones de DNA 
y los valores obtenidos mediante la cuantificación de los mismos por espectrofotometría 
y espectrof luorimetría.

Las medidas del DNA procesadas de esta manera mostraron unos valores 
próximos, aunque algo inferiores, a la concentración del patrón cuando 
se midieron con el espectrofotómetro, mientras que en comparación las 
concentraciones medidas con el f luorímetro estaban muy por debajo de 
la concentración del patrón utilizado.

En función de los resultados obtenidos, para calcular de forma correcta 
la relación RNA/DNA, decidimos utilizar el espectrofotómetro para 
la determinación de DNA en las muestras, ya que la desviación de la 
medida de este ácido nucleico con respecto a la concentración de patrón 
es menor que la desviación hallada cuando las medidas se realizan con el 
f luorímetro (figura 14). 

Por el contrario, para cuantificar el RNA, decidimos utilizar el f luorímetro 
ya que los valores de las concentraciones encontradas fueron similares 
a las esperadas, mientras que las obtenidas con el espectrofotómetro 
distaron de mucho la concentración real de los patrones (figura 15).
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Figura 15.	 Representación de los valores de concentración real de los patrones de RNA 
y los valores obtenidos mediante la cuantificación de los mismos por espectrofotometría 
y espectrof luorimetría.

Con los datos de concentración de los patrones y los porcentajes de error 
de cuantificación observados en este último ensayo se realizaron dos 
regresiones, una para el DNA (figura 16) y otra para el RNA (figura 17). 
Las ecuaciones obtenidas mostraron un R2 elevado y por consiguiente 
se emplearon para el cálculo final de la concentración de las muestras, 
aplicándose a los valores ofrecidos por el espectrofotómetro al cuantificar 
el DNA y por el f luorímetro al cuantificar el RNA.
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Figura 16. Regresión que relaciona las concentraciones de las 
disoluciones de DNA empleadas como patrones y el porcentaje de error 
de medida por espectrofotometría.

Figura 17. Regresión que relaciona las concentraciones de las 
disoluciones de RNA empleadas como patrones y el porcentaje de 
error de medida por espectrof luorimetría.
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4.2.3.  Biomarcadores moleculares

Todos los análisis de biomarcadores moleculares expuestos en esta tesis 
fueron realizados en el laboratorio del Grupo de Biología y Toxicología 
Ambiental de la UNED.

4.2.3.1.  	 Actividad de la Glutatión–S–Transferasa

Para la cuantificación de la actividad de la Glutatión S-Transferasa (GST) 
se realizó una extacción de proteínas tal y como se describe en el epígrafe 
correspondiente y  se valoró espectrofotométricamente empleando el kit 
comercial “Glutathione S-Transferase (GST) Assay Kit”, que permite la 
detección de un amplio rango de diferentes isoformas de la enzima GST 
mediante la utilización de 1-cloro-2,4- dinitrobenceno (CDNB). 

El incremento de la conjugación del grupo tiol del glutatión al sustrato CDNB 
produce un aumento en la absorbancia a 340 nm. Los valores de actividad 
encimática de las muestras se calcularon mediante la interpolación de los 
datos de absorbancia con los de las disoluciones patrón. 

4.2.3.2.  Transcripción inversa

En este trabajo se emplearon los valores de espresión de los genes  que 
codifican el EcR, el CYP450, la HSP70 y la HSC 70 como biomarcadores. 
Para cuantificar dichas expresiónes génicas se empleó la técnica de 
reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa (RT-PCR y 
PCR en tiempo real). A partir de RNA mensajero (RNAm) contenido en 
los extractos ya purificados de RNA (ver epígrafes 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 amplificación por PCR. La transcripción inversa, o 
retrotranscripción, del RNA de las muestras se llevó a cabo utilizando el 
kit comercial M-MLV Reverse Transcriptase. 
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A 500 ng de cada muestra de RNA se le añadieron 0.5 μg μl-1 de Oligo(dT) 
12-18, 1 μl de mezcla dNTP 10 mM y agua tratada con DEPC hasta un 
volumen final de 12 μl. Se incubó esta mezcla durante 5 minutos a 65 ºC 
y posteriormente se mantuvo en hielo durante 10 minutos. Se añadieron 
a continuación 4 μl de 5x First-Strand Buffer, 2 μl de DTT 0.1 M y 1 μl de 
RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor (40 unidades μl-1) y se 
incubó la mezcla durante 2 minutos a 37 ºC; se añadió 1 μl de M-MLV RT y 
se mantuvo a 37 ºC durante 50 minutos. Finalmente, se inactivó la reacción 
calentando 15 minutos a 70 ºC. Las muestras de DNAc se conservaron a 
-20 ºC hasta su uso.

4.2.3.3.  	 Análisis mediante PCR

Las amplificaciones por PCR semicuantitativa de los fragmentos de DNAc 
correspondientes a las proteínas 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 
la PCR y minimizar los errores finales derivados del pipeteo, se estableció 
un protocolo de preparación de las muestras a amplificar.

Asimismo, para permitir la normalización de los resultados de expresión 
génica con respecto al gen de referencia seleccionado, la amplificación de 
los fragmentos de estudio se llevó a cabo en paralelo y de forma simultánea 
mediante dos programas distintos del termociclador, atendiendo a los ciclos 
en los que cada gen se amplifica correctamente y evitando la saturación de 
los genes de referencia. 

Para la separación de los productos de PCR se emplearon geles de 
poliacrilamida al 9% en TGE (Tris-HCl 50 mM pH 8.5, glicina 380 
mM, EDTA 2 mM) con 30% acrilamida/bisacrilamida 29:1, persulfato 
amónico al 10% p/v y TEMED al 100% v/v. La electroforesis se llevó a 
cabo a temperatura ambiente y voltaje constante de 60 mV, en un equipo 
MiniProtein (BioRad). Las muestras se disolvieron en tampón 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 fotografió el gel con la ayuda 
de un equipo Chemigenius 3 (Syngene, Inglaterra), mediante el programa 
Gene Snap 6.05, y se almacenó la imagen para su posterior procesado 
y cuantificación. La cuantificación de las bandas obtenidas en los geles 
de poliacrilamida se llevó a cabo con el programa Image J 1.47q (NIH, 
EE.UU.). Ésta se basó en la selección 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 área que ocupó la misma.

4.2.3.4.  Extracción del DNA del gel de agarosa

Los diferentes fragmentos de los genes de estudio, amplificados mediante 
PCR, fueron extraídos del gel de agarosa según el procedimiento descrito 
por Boyle & Lew (1995). Para ello, las bandas correspondientes a los 
tamaños de fragmentos esperados fueron cortadas del gel e introducidas 
en tubos Eppendorf. En cada caso, una vez calculado el peso de cada 
banda se añadió al tubo correspondiente el doble de volumen (μl) de NaI 
6 M (Fluka) que de peso de la banda en agarosa (mg). Todos los tubos 
se mantuvieron 5 minutos en un baño a 55 °C hasta conseguir la fusión 
total de la agarosa. Posteriormente, en cada tubo se añadieron 10 μl de 
sílica (Sigma) y se mezclaron bien los componentes. Tras 10 minutos en 
hielo, se centrifugó y se retiró el sobrenadante, quedando el DNA unido a 
la sílica en el fondo de los tubos. A continuación se realizaron dos series 
compuestas por:

• Lavado con la misma cantidad de solución de lavado (NaCl 50 mM, Tris- 
HCl 10 mM pH 7.5, EDTA 2.5 mM, etanol 50% v/v) que la utilizada de 
NaI 6 M al inicio del proceso, mezclando bien el contenido de los tubos 
con el vórtex para homogeneizar correctamente la solución de lavado y el 
complejo DNA-sílica. 

• Posterior centrifugado de los tubos y retirada del sobrenadante. 
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Finalmente, el DNA de los tubos se resuspendió en 12 μl de agua destilada.

4.2.3.5.  	 Análisis 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 corrección en el cálculo de los niveles 
de expresión génica para cada gen. En su cálculo, para cada pareja de 
oligonucleótidos (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 estándar del cambio de los 
valores de Ct (cycle threshold), que es el número de ciclos de PCR necesario 
para que la señal f luorescente cruce el valor umbral (por ejemplo, la 
f luorescencia de fondo). Para determinar la eficiencia de amplificación 
se emplea la pendiente de la regresión lineal obtenida con las diluciones. 
Las eficiencias obtenidas para los distintos genes estudiados fueron las 
siguientes: 

Partiendo del DNAc obtenido en el proceso de retrotrascripción se llevó 
a cabo la PCR en tiempo real, empleando para ello la mezcla comercial 
SsoFast™ EvaGreen® Supermix. Para obtener un volumen final de reacción 
de 20 μl se añadieron: 10 μl Sso-Fast™ EvaGreen® Supermix, 0.6 μl cebador 
directo (10 μM), 0.6 μl cebador inverso (10 μM), 7.8 μl agua bidestilada 
y 1 μl muestra DNAc (500 ng μl-1).La PCR cuantitativa se llevó a cabo 
con el termociclador CFX96 (Bio-Rad), mediante un programa que 
incluía una desnaturalización inicial de 3 minutos a 95 °C y 35 ciclos con 
una desnaturalización de 5 segundos a 95 °C, anillamiento durante 15 
segundos a 58 °C y elongación durante 10 segundos a 65 °C. Al término 
de cada programa se realizó una curva de desnaturalización para verificar 
la eficacia de cada amplicón. Para la cuantificación de los niveles de 
expresión de los genes estudiados se emplearon los valores umbral del 
ciclo, correspondientes a la f luorescencia detectada en la fase exponencial 
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de la reacción, donde hay una correlación entre la intensidad de la señal 
f luorescente y la cantidad inicial de DNAc. Los datos obtenidos fueron 
analizados con el programa informático CFX-Manager Software 2.1 
(Bio-Rad). Este software se empleó en el cálculo de los niveles de cada 
RNAm con respecto a los de tres genes de referencia endógenos. 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 correspondían 
realmente a los genes objeto de nuestro estudio, así como con la finalidad 
de utilizar algunos fragmentos como sonda para hibridación in situ, se 
llevó a cabo la clonación y secuenciación de los mismos. 

4.2.4.  Análisis de anomalías morfológicas

La metodología de análisis empleada para el estudio de la anatomía 
de los individuos varía según el grupo del que se trate. Para el estudio 
de la morfología de los macroinvertebrados resulta imprescindible la 
observación de los individuos bajo la lupa binocular y, con frecuencia, es 
necesario realizar preparaciones microscópicas de diversas estructuras. 
Toda la metodología descrita a continación está basada en la descrita por 
Servia (2001) 

4.2.4.1.  Preparaciones microscópicas

•	 Una vez separadas del cuerpo con la ayuda de un bisturí y unas pinzas, 
las cápsulas cefálicas se introdujeron en una disolución de  KOH al 
10% a 50 ºC durante unas 2 horas. 

•	 Posteriormente fueron limpiadas con etanol. La digestión con KOH 
eliminó el contenido de las cápsulas y clarificó y ablandó la cutícula, 
facilitando así su montaje y observación.
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•	 Durante todo el proceso de aclarado del material se puso especial 
cuidado en que la temperatura de la disolución de KOH no fuese 
excesiva, con el fin de evitar las frecuentes distorsiones que se producen 
en el material entomológico manipulado incorrectamente.

•	 Con el material una vez aclarado se realizaron las preparaciones 
microscópicas, utilizando como medio de montaje semipermanente 
gel de glicerina con la siguiente composición: 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 cápsulas cefálicas aisladas, 
dispuestas de forma que pudiera observarse su cara ventral y colocando 
un cubreobjetos sobre ellas, ejerciéndo después una ligera presión sobre él 
para facilitar la apertura de las mandíbulas y evitar así la superposición 
con el mentum. Se procuró eliminar las burbujas de aire que pudiesen 
interferir al observar las cápsulas al microscopio.

4.2.4.2.  Observación y recuento

Cada una de las cápsulas cefálicas montadas fue observada en el 
microscopio con un aumento de 500x. Tras el análisis detallado de la 
morfología 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 abrasión de las piezas.

Los primeros hallazgos de individuos deformes, así como muchos trabajos 
posteriores, ofrecen únicamente 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 análisis de la incidencia de deformidades 
de forma separada para cada estructura de la cápsula cefálica (Warwick 
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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 análisis, muchos autores incluyen en sus 
trabajos únicamente 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 índices 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 desarrolló un índice denominado Toxic Score 
que empleaba exclusivamente del mentum de Chironomus, era pues, de 
aplicación mucho más sencilla que los anteriores.

Vermeulen et al. (1998) diseñaron un nuevo método de asignación del 
grado de severidad para deformidades del mentum, mandíbulas y peine 
epifaríngeo, y en el que tratan de valorar el área aproximada que se ve 
afectada por la deformidad. De este modo tratan de estandarizar y reducir 
la subjetividad del análisis, además de simplificar el tedioso examen de 
todos los dientes de cada una de las piezas.

Todos estos índices 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 contaminación, establecido en función de datos 
fisicoquímicos de agua o sedimento y de datos de las comunidades residentes 
en ese mismo lugar. Por ello, diversos autores han recurrido a estos índices 
para contrastar la información obtenida por ellos y, sin necesidad de 
realizar costosos análisis químicos, 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 más severos 
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de deformidades aparecen con frecuencia en los lugares en los que las 
larvas presentan mayores frecuencias de deformidades. Posteriormente 
Hämäläinen (1999) confirmó 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 elaboración 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 información 
suficiente. Así, Vermeulen et al. (1998) ofrecen valores de frecuencia 
de deformidades presentes en el mentum que podrían ser asociados a 
distintos grados de contaminación y Janssens de bisthoven (2000) 
ofrece un sistema de evaluación similar, aunque teniendo en cuenta las 
deformidades observadas también en mandíbulas 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 podría no 
estar relacionado con la contaminación(S ervia et al., 2002).
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4.3.  ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Para el tratamiento de los datos se utilizó el paquete estadístico SPSS 
(Statistical Package for the Social Sciences, versión 10.0), ya que presenta 
una amplia gama de test que facilitan el desarrollo de los análisis. Debido 
al tipo de datos obtenidos durante este estudio, los métodos utilizados son 
principalmente contrastes de hipótesis, la aplicación de diferentes pruebas 
para variables de tipo continuo y algunos análisis de tipo multivariante.
En todo el proceso de análisis estadístico de los datos se determinó, como 
estadísticamente significativa toda aquella probabilidad asociada (α) menor 
o igual que 0.05.

4.3.1.  Pruebas estadísticas de normalidad y 
homocedasticidad.

Para el análisis de la normalidad y homocedasticidad se empleó el paquete 
estadístico “SPSS 19.0” para “Windows”. Para comprobar si la distribución 
de nuestros datos se ajustaba a una distribución normal se emplearon tanto 
métodos gráficos (histogramas y curvas de normalidad) como estadísticos 
(Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk). Para el análisis de homogeneidad 
de las varianzas u homocedasticidad se empleó el estadístico de Levene.

4.3.2.  Análisis de diferencias entre submuestras

Para la comparación de los parámetros analizados entre estaciones se utilizó 
estadística paramétrica, mediante el uso de ANOVA de un factor; en los 
casos en los que los datos se ajustaban a una distribución 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 
estadística no paramétrica. 
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 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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En este capítulo se muestran todos los resultados obtenidos, salvo 
los correspondientes al estudio metodológico relativo a la extracción 
y cuantificación de RNA, que ya han sido expuestos y discutidos en el 
capítulo anterior. 

5.1.  ESTUDIO INTERPOBLACIONAL

5.1.1.  Análisis químico 

5.1.1.1.  Análisis cuantitativo de agua 

En la tabla 7 se muestran los resultados de los análisis cuantitativos de agua 
y en la gráfica de la figura 18 los índices de contaminación relativa (ICR) del 
agua según las familias de contaminantes analizados cuantitativamente.

 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

Tabla 7.	 Concentraciones de las sustancias analizadas en el agua de las tres estaciones 
de muestreo. Los valores máximos de cada compuesto aparecen sombreados.
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 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 
Aldrín < 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
Dieldrín 9.81 < 3.00 10.93
Endrín < 3.00 < 3.00 < 3.00 

Pesticidas organoclorados ng/L
b-Endosulfano 14.96 6.82 16.63
p,p'-DDD 9.06 3.01 14.29
Endrín aldehído 3.31 3.31 6.35
Endosulfano sulfato < 3.00 < 3.00 < 3.00 
p,p'-DDT 14.8 7.37 18.63
Endrín cetona 22.04 < 3.00 14.4
Methoxicloro < 3.00 < 3.00 < 3.00 

Metales pesados  µg/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

Tabla 7.  Continuación
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Según el test de Kruskal-Wallis existen diferencias significativas entre 
estaciones en las concentracioes de productos farmacéuticos, pesticidas 
organoclorados y metales pesados. Las muestras del río Sar son las que 
mayor grado de contaminación muestran para alquilfenoles, productos 
farmaceuticos y metales pesados. La estación “Louro” es en la que se detectó 
una mayor concentración de fragancias. La estación del río Con muestra 
los valores mínimos del ICR promedio, así como de concentración en todas 
las familias de contaminantes, excepto la de los pesticidas organoclorados.

Figura 18. Valores promedio por familia de contaminantes, del índice de 
contaminación relativa del agua. Las estrellas indican diferencias significativas 
entre estaciones según el test de Kruskal-Wallis (p-valor<0.05).
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5.1.1.3.  Análisis cuantitativo de sedimentos 

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

 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 6

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

Aldrín 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

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

 SAR LOURO CON
Pesticidas organoclorados ng/L
a-Endosulfano 0.72  < 0.10 0.83

p,p'-DDE 0.3 0.76 0.2

Dieldrín  < 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

Endrín aldehído 3.29  < 0.10 2.28

Endosulfano sulfato 0.62 4.13 4.28

p,p'-DDT 1.93 3.21 4.01

Endrín 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 4.15

Ni 10.50 2.99 3.62

Cu 20.37 3.13 5.81

As 2.35 3.01 4.24

Hg 0.05 <0.05 <0.05

Mn 96.31 128.46 210.00

Zn 84.86 31.47 56.14

Al 8340.86 6470.02 9900.00

Fe 9185.77 8034.51 17141.89
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La gráfica de la figura 19 muestra los distintos grados de contaminación 
de los sedimentos en las tres estaciones de muestreo, según el análisis 
cuantitativo por familias de contaminantes.  Sólo se hallaron diferencias 
estadísticamente significativas entre estaciones en las concentraciones de 
metales pesados. La estación “Sar” es la que mayor grado de contaminación 

 SAR LOURO CON
Pesticidas organoclorados ng/L
a-Endosulfano 0.72  < 0.10 0.83

p,p'-DDE 0.3 0.76 0.2

Dieldrín  < 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

Endrín aldehído 3.29  < 0.10 2.28

Endosulfano sulfato 0.62 4.13 4.28

p,p'-DDT 1.93 3.21 4.01

Endrín 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 4.15

Ni 10.50 2.99 3.62

Cu 20.37 3.13 5.81

As 2.35 3.01 4.24

Hg 0.05 <0.05 <0.05

Mn 96.31 128.46 210.00

Zn 84.86 31.47 56.14

Al 8340.86 6470.02 9900.00

Fe 9185.77 8034.51 17141.89

Tabla 8.  Continuación
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Figura 19. Valores promedio por familia de contaminantes, del índice de 
contaminación relativa de los sedimentos. La estrella indica diferencias significativas 
entre estaciones según el test de Kruskal-Wallis (p-valor<0.05).

de los sedimentos muestra para metales pesados y también para todas 
las demás familias de contaminantes salvo para la de los pesticidas 
organoclorados en la que la estación “Louro” la supera. Coherentemente 
la estación 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 análisis de agua en la estación “Con”. 
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5.1.1.4. Análisis cualitativo de agua

En la tabla 9 y en la gráfica de la figura 20 se muestra el número de 
compuestos xenobióticos detectados en el agua mediante análisis no 
cuantitativos por estación y por grupo de contaminantes.

En la estación “Sar” se detectó la presencia de 30 de los 79 compuestos, 
un 38%, con representación en todas las familias de contaminantes. En la 
estación “Louro” se hallaron 25 de los 79 compuestos (32%) pertenecientes 
a todas las familias excepto a la de los estrógenos. En la estación “Con” 
se detectaron 12 contaminantes (15%) de tipo farmacéutico, plaguicida o 
pesticida. 
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Figura 20. Histograma de frecuencias de compuestos xenobióticos detectados 
en el agua por familias y por estaciones, entre paréntesis el número de compuestos 
analizados.
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SAR LOURO CON
Estrógenos
17-α- Ethynylestradiol (EE2) •
Bactericidas
Metil parabeno • •
Ethyl parabeno • •
n-propilparabeno •
n-butilparabeno •
bencilparabeno • •
Productos farmacéuticos
Ketoprofeno • • •
Ácido salicílico • • •
Fenoprofeno • •
Indometacina
Salbutamol • •
Filtros solares
4-metilbencilideno camfor • •
Plaguicidas
Acefato • •
Acetamiprid •
Benomil • •
Carbendazim • •
Clorotolurón • •
Clorpirifós • • •
Fenamifos • •
Fipronil •
Fipronil-sulfona •
Fluroxipir •
Imazalil • •
Isoproturón • • •
Linurón • • •
Metamidofos
Metiocarb • • •
Pirimicarb • • •
Pirimifós-etil • •
Pirimifós-metil • •
Thiacloprid • •
Pesticidas organoclorados
Clorpirimifós-metil • • •
Dicofol • • •
Hexaclorobenceno • • •

Tabla 9.	 Presencia de sustancias analizadas en el agua de las tres estaciones 
de muestreo estudiadas.
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5.1.1.5. Análisis cualitativo de los sedimentos

En la tabla 10 y en la gráfica de la figura 21 se muestra el número de 
compuestos xenobióticos detectados en los sedimentos por estación y por 
grupo de contaminantes. 

En la estación Sar se detectó la presencia cualitativa de 24 de los 79 (30%) 
compuestos, con representación en todas las familias de contaminantes, 
excepto estrógenos, igual que en la estación Louro, en la que se hallaron 
17 de los 79 compuestos (22%). En los sedimentos de la estación Con se 
detectaron 7 contaminantes (9%) de tipo farmacéutico, plaguicida o 
pesticida.
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Figura 21. Histograma de frecuencias de compuestos xenobióticos detectados en los 
sedimentos por familias y por estaciones, entre paréntesis el número de compuestos 
analizados.
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SAR LOURO CON
Bactericidas
Metil parabeno • •
Etil paraben •
n-propilparabeno •
n-butilparabeno •
Benzilparabeno • •
Productos farmacéuticos
Ketoprofeno •
Ácido salicílico • • •
Fenoprofeno •
Pesticidas organoclorados
Metil Clorpirifós • •
Dicofol • •
Hexaclorobenzeno • • •
Clorpirifós • • •
Fenamifós • •
Fipronil •
Fipronil-sulfona •
Fluroxipir •
Imazalil • •
Isoproturón • • •
Metiocarb • • •
Pirimicarb • •
Pirimifós-etil • •
Pirimifós-metil • •

Tabla 10.	  Presencia de las sustancias analizadas en los sedimentos de las tres 
estaciones de muestreo estudiadas..

5.1.1.6.  Cálculo del contenido en materia orgánica de 
los sedimentos

El cálculo de la cantidad de materia orgánica en el sedimento resultó 
ser significativamente diferente en las tres estaciones muestreadas 
(F=41,38064823 p-valor<0.001). Como se aprecia en la figura 22, la 
estación “Sar” fue en la que mayor cantidad de materia orgánica se midió 
y en la estación “Con” en la que menos
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Figura 22. Cantidad de materia orgánica 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 expresión de RNAm de HSP70, HSC70, EcR y 
CYP4G y actividad enzimática de GST.

 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

Con 0.666 1.313 0.608 1.124 0.16

0.816 1.510 0.629 1.151 0.17

0.523 1.202 0.441 1.132 0.20

0.918 2.002 1.317 1.582 0.16

- - - - 0.21

 - - - - 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

Tabla 11.	  Valores de expresión génica de la HSP70, HSC70 EcR  y CYP4G 
de actividad enzimática de la GST de las cuatro poblaciones estudiadas.Los 
valores densitométricos de mRNA se calcularon empleando el GAPDH y 26s 
como genes de referencia. 
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Figura 23.	 Niveles de expresión del gen hsp70 (izquierda), gen hsc70 (derecha) en larvas 
de C. riparius de cultivos de laboratorio y poblaciones silvestres muestreadas en los ríos 
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 típico. Por cada población 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 la figura 23 se observan los niveles de expresión de la HSC70 y la HSP70 
por poblaciones y estandarizados con los valores de los genes GADPH y 
26s. 

En los niveles de expresión de la HSC70 no se observaron diferencias 
estadísticamente significativas entre poblaciones. En los niveles de expresión 
de RNAm de la HSP70 sí se obtuvieron diferencias estadísticamente 
significativas: las larvas del río Con mostraron los niveles más altos, las 
larvas procedentes de laboratorio los más bajos y las de los ríos Sar y Louro 
niveles intermedios y sin diferencias entre sí.
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Figura 24.	 Niveles de expresión del gen EcR en larvas de C. riparius de cultivos de 
laboratorio y poblaciones silvestres muestreadas en los ríos 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 típico. Por cada 
población 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 expresión del gen del receptor de la ecdisona (EcR) no 
mostraron diferencias estadísticamente significativas entre poblaciones 
(figura 24, izquierda). Del mismo modo los niveles de expresión del gen 
del citocromo (CYP4G) tampoco mostraron diferencias estadísticamente 
significativas entre poblaciones (figura 24, derecha)
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Figura 25.	 Análisis de la actividad enzimática de la 
glutatión S-transferasa en larvas de C. riparius de cultivos 
de laboratorio y poblaciones silvestres muestreadas en 
los ríos Con, Sar y Louro. Cada barra representa la media 
y la barra de error el error típico. Por cada población 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 
enzimática de la glutatión S-transferasa (GST) mostraron diferencias 
estadísticamente significativas entre las cuatro poblaciones se diferenciaron 
en dos grupos: por un lado la población de laboratorio y del río Con y por 
otro las poblaciones del Sar y del Louro, estas últimas con mayor actividad 
enzimática (figura 25).
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5.1.3.  Indicadores metabólicos

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

 
Glucógeno 

(mg/g) 
Proteínas 

(mg/g)

Laboratorio 11.95 35.18

12.76 37.03

9.29 36.21

 11.34 36.14

Con 3.86 46.81

4.78 44.02

2.42 43.99

3.69 44.94

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

Tabla 12.	 Valores de concentración de glucógeno 
y proteínas totales expresados en miligramos por 
gramo de peso fresco para las cuatro poblaciones 
de C. riparius estudiadas. En cada réplica se 
incluyeron cuatro larvas.
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Figura 26.	 Concentración de proteínas (izquierda) y glucógeno (derecha), expresada en 
mg por g de peso fresco de larvas de C. riparius de cultivos de laboratorio y poblaciones 
silvestres muestreadas en los ríos Con, Sar y Louro. Cada barra representa la media y la 
barra de error el error típico. Diferentes letras indican diferencias entre grupos (p-valor< 
0.05).

El análisis estadístico de los datos de cuantificación de proteínas totales 
no mostró diferencias significativas entre las cuatro poblaciones (figura 26 
izquierda); por el contrario sí se obtuvieron diferencias significativas en 
los niveles de glucógeno: las muestas de la población del río Con contienen 
menos glucógeno que todas las demás, entre las cuales no se hallaron 
diferencias (figura 26 derecha). 

Se realizó un análisis de correlación canónica (CCA) (figura 27), empleando 
todos los indicadores y variables abióticas que presentaron diferencias 
estadísticamente significativas. Este análisis discrimina los datos 
integrados de las variables bióticas, representados mediante números, en 
función de las abióticas, representadas con f lechas que actúna como ejes 
proporcionales –a mayor longitud, mayor relevancia- en la distribución 
espacial de los datos. En este el resultado fue estadísticamente significativo 
(p-valor=0.003) y la variable más relevante fue la concentración de materia 
orgánica en el sedimento.
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Figura 27.	 CCA realizada con los indicadores metabólicos, marcadores moleculares y 
variables abióticas que se mostraron estadíasticamente significativas entre poblaciones.
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5.1.4.  Marcadores morfológicos 

En la figura 28 se muestran cuatro cápsulas cefálicas 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 algún tipo de 
deformidad.

A B

C D

Figura 28. Fotografías de cápsulas cefálicas de larvas de cuarto estadio de C. riparius en 
posición ventral mostrando el mentum (500x). A: sin deformidades, B: diente perdido, C: 
fusión de dientes, D: hueco.
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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 ríos Con 
(n=182), Sar (n=174) y Louro (n=152). Diferentes 
letras indican diferencias entre grupos (p-valor< 
0.05).

El estudio de frecuencia de deformidades en cápsulas cefálicas de 
cuarto estadio mostró diferencias estadísticamente 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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5.2. ESTUDIO ESTACIONAL

5.2.1. Parámetros fi sicoquímicos

En el momento de la captura de las larvas de P. olivacea y C. riparius se 
tomaron también datos sobre algunos parámetros fisicoquímicos básicos: 
pH, temperatura del agua, concentración de oxigeno y conductividad, estos 
datos aparecen representados en la figura 30. Los resultados obtenidos 
se corresponden con lo esperado según las características y la ubicación 
de río: el pH se mantiene constante a lo largo del período de muestreo, 
la temperatura y la conductividad alcanzan sus máximos valores en los 
meses de verano al contrario que la saturación de oxígeno.

Figura 30. Parámetros fisicoquímicos tomados  en la zona y el 
momento de cada muestreo. 
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A continuación se exponen los resultados obtenidos en los análisis 
de indicadores metabólicos (peso medio por larva, concentración de 
glucógeno, concentración de proteínas totalesy relación RNA/DNA).

5.2.2.  Peso medio por larva en C. riparius

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

Muestra May-jun Jul-ago Sep-oct Nov-dic Ene-feb Mar-abr
1 5.44 3.66 5.12 7.84 10.26 9.22
2 7.12 4.70 5.52 7.32 8.10 9.80
3 6.80 3.44 6.47 8.60 8.04 7.94
4 5.88 5.80 4.54 7.04 8.38 10.40
5 6.52 3.54 5.32 13.22 9.92 7.48
6 8.1 6.08 5.8 13.6 8.76 10.1
7 7.12 4.38 5.6 11.3 8.76 6.48
8 7.28 4.64 13.78 10.38 7.22 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
11 5.42 2.46 5.38 8.34 7.66 8.08

Media 6.71 4.31 5.75 9.52 8.70 8.76
Mediana 6,8 4,38 5,38 8,6 8,5 8,88
Error típico 0.25 0.32 0.87 0.74 0.30 0.38
Mínimo 5.42 2.46 2.6 6.52 7.22 6.48
Máximo 8.1 6.08 13.78 13.6 10.26 10.4
N total 55 54 53 55 55 55

Tabla 13.	 Peso medio en mg de las larvas de C. riparius de cada réplica 
empleada en el estudio estacional y parámetros estadísticos básicos de las 
mismas.
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Los datos  fueron tratados con métodos estadísticos 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 confirmación de que existen diferencias entre bimestres (K= 43.140; 
p-valor=0.000). Las diferencias entre muestras -observables en la figura 
31 fueron confirmadas estadísticamente con el test de Mann-Whitney. 
Así, se diferencian claramente las muestras de los meses más fríos (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 
menor a la mediana del total.

Figura 31. Diagrama de cajas (valores máximos y mínimos, cuartiles y 
mediana), de los valores de concentración de glucógeno, en función de la 
fase de desarrollo, obtenidos en C. riparius. Los valores se expresan en mg de 
glucógeno por gramo de muestra. La línea de puntos marca la mediana de la 
muestra total. Las diferentes letras indican las diferencias estadísticamente 
significativas según el test de Mann-Whitney (p-valor<0.05).
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Muestra May-jun Jul-ago Sep-oct Nov-dic Ene-feb Mar-abr
1 6.40 2.88 3.67 6.76 10.18 9.10
2 4.10 3.10 3.37 4.35 10.60 8.98
3 5.30 2.82 2.67 3.44 11.10 7.40
4 7.14 2.84 5.08 5.16 6.12 5.60
5 4.60 2.80 4.30 3.20 6.60 7.64
6 4.36 3.08 4.18 5.38 6.92 6.80
7 3.86 3.24 4.38 5.14 8.66 8.00
8 4.58 3.50 3.24 3.24 5.94 8.50
9 6.18 2.72 4.36 3.64 9.06 7.80

10 3.48 2.78 - - 6.02 6.70

11 4.56 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 0.07 0.25 0.41 0.57 0.34
Error típico 4.57 2.86 4.18 4.35 6.79 7.72
Mínimo 3.48 2.72 2.67 3.20 5.94 5.60
Máximo 7.14 3.50 5.08 6.76 11.10 9.10
N total 70 54 39 44 60 50

Tabla 14.	 Peso medio en mg de las larvas de P. olivacea  y parámetros 
estadísticos básicos de las mismas.

5.2.3.  Peso medio por larva en P. olivacea

Se calcularon los pesos medios de las larvas de P. olivacea  empleadas 
para la determinación de indidicadores metabólicos. Los resultados se 
muestran en la tabla 14 y la figura 32.
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Figura 32. Diagrama de cajas (valores máximos y mínimos, cuartiles y 
mediana), de los pesos medios , en función de la época del año, obtenidos 
en P. olivacea. Los valores se expresan en mg por larva. La línea de puntos 
marca la mediana de la muestra total. Las diferentes letras indican las 
diferencias estadísticamente significativas según el test de Mann-Whitney 
(p-valor<0.05).

La distribución de los datos resultó ser no normal y por lo tanto se 
empleó el test no paramétrico de Kruskal-Wallis para confirmar que 
existían diferencias entre bimestres (K= 49.00, p-valor < 0.001). El test de 
Mann-Whitney estableció las diferencias entre grupos, las muestras de los 
bimestres de enero-febrero y marzo abril son estadísticamente diferentes 
de todos los demás 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 estadísticamente de todos los demás excepto 
de los de septiembre octubre.
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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 13.10 12.17 15.76 18.89 18.00
3 11.01 5.40 16.98 14.55 18.80 18.02
4 9.54 6.55 14.56 17.54 19.47 15.32

Media 11.11 8.50 13.07 16.40 18.39 16.97
Mediana 0.97 1.70 1.79 0.76 0.68 0.65
Error típico 10.52 7.75 13.36 16.65 18.84 17.26
Mínimo 9.54 5.40 8.57 14.55 16.41 15.32
Máximo 13.88 13.10 16.98 17.74 19.47 18.02
N total 20 19 18 20 20 20

Tabla 15.	 Concentraciones de glucógeno en mg de glucógeno por gramo de 
muestra y estadísticos correspondientes obtenidos en larvas de cuarto estadio 
de C. riparius según bimestre.

5.2.4.  Concentración tisular de glucógeno en 
C. riparius

Los valores de glucógeno por gramo de muestra fresca obtenidos en 
C. riparius  -tabla 15- revelan una clara estacionalidad de la concentración 
tisular de este indicador metabólico

Los valores de glucógeno por gramo de muestra fresca obtenidos en 
C.  riparius revelan una clara estacionalidad de la concentración tisular 
de este indicador metabólico. Los resultados de las pruebas estadísticas 
de normalidad y homocedasticidad determinaron el uso de estadística no 
paramétrica. El test de Kruskal-Wallis reveló diferencias significativas 
entre bimestres (K= 17.20, p-valor = 0.004). 
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Figura 33. Diagrama de cajas (valores máximos y mínimos, cuartiles y 
mediana), de los valores de concentración de glucógeno, en función de la 
época del año, obtenidos en C. riparius. Los valores se expresan en mg de 
glucógeno por gramo de muestra. La línea de puntos marca la mediana de la 
muestra total. Las diferentes letras indican las diferencias estadísticamente 
significativas según el test de Mann-Whitney (p-valor<0.05).

Después de detectar la existencia de diferencias significativas se trató 
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. Así, tanto con 
la representación gráfica, como con los resultados de los test estadísticos, 
quedan patentes las diferencias entre meses fríos −de noviembre a abril− 
y los cálidos −de mayo a agosto−. El bimestre septiembre–octubre no 
se diferencia estadísticamente de ninguno de los dos grupos anteriores, 
parece ser un periodo de transición entre ambas situaciones comentadas.



172

Tesis Doctoral / Pablo Gómez Sande

R
e

s
u

l
t

a
d

o
s

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 2.00 10.08 15.87
3 3.48 4.37 2.23 7.98 10.46 14.87
4 10.22 1.42 1.59 - 1.25 8.71
5 4.63 1.49 - - 2.52 -
6 - - - - 10.19 -

Media 4.69 3.20 3.33 6.10 7.26 14.29
Mediana 1.50 1.03 1.06 2.05 1.72 1.95
Error típico 3.92 1.98 2.67 7.98 9.56 15.37
Mínimo 1.17 1.42 1.59 2.00 1.25 8.71
Máximo 10.22 6.73 6.37 8.32 10.46 17.73
N total 25 25 14 14 30 19

Tabla 16.	 Concentraciones de glucógeno en mg de glucógeno por gramo de 
muestra y estadísticos correspondientes obtenidos en larvas de cuarto estadio 
de P. olivacea según bimestre.

5.2.5.  Concentración tisular de glucógeno en 
P. olivacea

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

El análisis estadístico no paramétrico de los resultados de concentración 
de glucógeno obtenidos en P. olivacea, determinó diferencias significativas 
entre bimestres (K= 11.22, p-valor=0.047), tal y como se ref leja en la 
figura 34. El test de Mann-Whitney, utilizado para la comparación entre 
bimestres, señaló diferencias entre la submuestra de marzo-abril y todas 
las demás, salvo la de enero-febrero, que es estadísticamente similar tanto 
a marzo-abril como al resto de bimestres.
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Figura 34. Diagrama de cajas (valores máximos y mínimos, cuartiles y 
mediana), de los valores de concentración de glucógeno, en función de la 
época del año, obtenidos en P. olivacea. Los valores se expresan en mg de 
glucógeno por gramo de muestra. La línea de puntos marca la mediana. 
Las diferentes letras indican las diferencias estadísticamente significativas 
según el test de Mann-Whitney (p-valor<0.05).

Al comparar estos resultados con los de C. riparius, se observa cierto 
paralelismo: la concentración es mínima en los meses cercanos al verano, 
de mayo a octubre, y sigue una suave tendencia ascendente de otoño a 
primavera. Sin embargo, existen también notables diferencias entre ambas 
especies. P. olivacea presenta una menor concentración de glucógeno, 
como revela la mediana representada en las gráficas de las figuras 34 y 
35. Otra diferencia es el momento y el modo en el que la concentración de 
este indicador cambia de valores máximos a mínimos y viceversa. En C. 
riparius las transiciones son más suaves y progresivas y se producen antes 
que en P. olivacea; si considerábamos como un período de transición en 
C. riparius el bimestre septiembre-octubre, en P. olivacea ese período se 
retrasa hasta enero-febrero.
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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 28.19 31.51 22.57 48.96 54.15
3 36.96 27.15 33.89 27.00 44.01 57.76
4 33.98 35.41 19.46 39.61 51.42 45.94

Media 35.27 30.48 30.56 27.53 47.82 53.04
Mediana 1.17 1.85 3.89 4.22 1.57 2.51
Error típico 35.47 29.67 32.70 24.79 47.92 54.23
Mínimo 32.65 27.15 19.46 20.96 44.01 45.94
Máximo 37.49 35.41 37.37 39.61 51.42 57.76
N total 20 20 20 20 20 20

Tabla 17.	 Concentraciones de proteínas en mg de proteínas por gramo de 
muestra y estadísticos correspondientes obtenidos en larvas de cuarto estadio 
de Chironomus riparius según bimestre.

5.2.6.  Concentración tisular de proteínas totales 
en C. riparius

Los valores de proteínas por gramo de muestra fresca obtenidos en C. 
riparius y los parámetros estadísticos básicos calculados  se muestran en 
la tabla 17. 

La cuantificación de la concentración de proteínas totales en C. riparius 
ref leja un patrón temporal evidente de este indicador metabólico. Los 
resultados de las pruebas estadísticas de normalidad y homocedasticidad 
determinaron el uso de estadística no paramétrica. El test de Kruskal-
Wallis reveló diferencias significativas entre bimestres (K= 17.08, p-value 
= 0.004). 
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Figura 35. Diagrama de cajas (valores máximos y mínimos, cuartiles y 
mediana), de los valores de concentración de proteínas, en función de la 
época del año, obtenidos en C. riparius. Los valores se expresan en mg de 
glucógeno por gramo de muestra. La línea de puntos marca la mediana de la 
muestra total. Las diferentes letras indican las diferencias estadísticamente 
significativas según el test de Mann-Whitney (p-valor<0.05).

Se localizaron las diferencias entre submuestras a través del test de 
Mann-Whitney; en la figura 35 se muestran los resultados obtenidos en 
forma de letras sobre los diagramas. En función del bimestre se observan dos 
períodos bien delimitados: uno con valores mínimos en la concentración 
de proteínas 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 glucógeno y proteínas en C. 
riparius guardan cierta similitud −máximos valores en invierno y mínimos 
en verano−. Sin embargo, los cambios entre los dos grupos diferenciados 
estadísticamente son más pronunciados en la concentración de proteínas 
que en la de glucógeno.
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Tabla 18.	 Concentraciones de proteínas en mg de proteínas por gramo de 
muestra y estadísticos correspondientes obtenidos en larvas de cuarto estadio 
de P. olivacea según bimestre.

5.2.7.  Concentración tisular de proteínas totales 
en P. olivacea

Los valores de proteínas por gramo de muestra fresca obtenidos en P. 
olivacea y los parámetros estadísticos básicos calculados  se muestran en 
la tabla 18. 

Los datos sobre concentración de proteínas totales a lo largo del año en 
P. olivacea son relativamente homogéneos. Gráficamente no se observa 
ninguna tendencia o patrón estacional reconocible ellos en la figura 36. 
Estadísticamente tampoco se hayaron diferencias significativas después de 
aplicar el test de Kruskal-Wallis   (K = 10.890, p-valor = 0.054). 

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 45.08 52.89 41.96 41.60 63.67
3 37.54 32.27 - 34.75 43.04 49.98
4 42.76 - - - - -
5 50.25 - - - - -
6 45.29 - - - - -

Media 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
Error típico 40.15 36.65 52.94 37.97 43.04 49.98
Mínimo 33.89 32.27 52.89 34.75 41.60 48.04
Máximo 50.25 45.08 53.00 41.96 43.75 63.67
N total 30 15 10 15 15 15
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Figura 36. Diagrama de cajas (valores máximos y mínimos, cuartiles y 
mediana), de los valores de concentración de proteínas, en función de la 
época del año, obtenidos en P. olivacea. Los valores se expresan en mg de 
proteínas por gramo de muestra. La línea de puntos marca la mediana.

La prácticamente nula variabilidad de este parámetro en la muestra de 
septiembre-octubre podría estar provocada por el pequeño tamaño 
muestral; ya que, debido a la escasez de larvas en esa época y tramo de río, 
sólo se realizaron dos extracciones de proteínas con cuatro larvas cada 
una y no tres extraccciones de cinco larvas cómo en el resto de casos.

A pesar de la falta de diferencias estadísticamente significativas, existen 
ciertos aspectos destacables de los resultados obtenidos. El máximo valor 
en la concentración de proteínas corresponde con la muestra de marzo-
abril, como ocurre con el glucógeno en esta especie o las proteínas totales 
en C. riparius. Asímismo, siguiendo la tendencia descrita anteriormente en 
lo referente al glucógeno en ambas especies y a las proteínas en C. riparius, 
las medianas de las muestras de los meses más cálidos −exceptuando la de 
septiembre-octubre− se sitúan por debajo de la mediana muestral total.
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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 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
Error típico 40.15 36.65 52.94 37.97 43.04 49.98
Mínimo 33.89 32.27 52.89 34.75 41.60 48.04
Máximo 50.25 45.08 53.00 41.96 43.75 63.67
N total 30 15 10 15 15 15

Tabla 19.	 Valores de la relación RNA/DNA y estadísticos correspondientes 
obtenidos en larvas de cuarto estadio de C. riparius según bimestre.

5.2.8.  Relación RNA/DNA en C. riparius

Los valores de la relación RNA/DNA obtenidos en C. riparius y los 
parámetros estadísticos básicos calculados  se muestran en la tabla 19. 

La relación RNA/DNA en C. riparius a lo largo del año de estudio no 
mostró diferencias significativas según el test estadístico correspondiente; 
en este caso, al determinarse las muestras como no normales, se empleó el 
estadístico no paramétrico de Kruskal-Wallis (K = 10’263 p-valor = 0.068).

A pesar de no mostrar diferencias estadísticamente significativas, parece 
que los datos de relación RNA/DNA en esta especie guardan cierta 
semejanza con los otros indicadores metabólicos analizados. Los valores 
correspondientes a los meses considerados más fríos, de noviembre a abril, 
se sitúan por encima de la mediana, mientras que los de los meses cálidos, 
de julio a octubre, lo hacen por debajo. Los datos de mayo-junio muestran 
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Figura 37. Diagrama de cajas (valores máximos y mínimos, cuartiles y 
mediana) de los valores de la relación RNA/DNA, en función de la época del 
año, obtenidos en C. riparius. Los valores se expresan en mg de glucógeno 
por gramo de muestra. La línea de puntos marca la mediana de la muestra 
total. 

una gran variabilidad. A pesar de no existir diferencias estadísticamente 
significativas  al observar los datos no se puede afirmar que no exista 
variabilidad estacional.
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Muestra May-jun Jul-ago Sep-oct Nov-dic Ene-feb Mar-abr
1 8.50 1.78 2.68 9.18 8.58 7.51
2 6.18 2.73 1.60 7.52 11.98 9.34
3 4.69 3.29 5.40 7.83 11.43 5.86

Media 6.46 2.60 3.23 8.18 10.66 7.57
Mediana 1.11 0.44 1.13 0.51 1.05 1.00
Error típico 6.18 2.73 2.68 7.83 11.43 7.51
Mínimo 4.69 1.78 1.60 7.52 8.58 5.86
Máximo 8.50 3.29 5.40 9.18 11.98 9.34
N total 15 15 15 15 15 15

Tabla 20.	 Valores de la relación RNA/DNA y estadísticos correspondientes 
obtenidos en larvas de cuarto estadio de P. olivacea según bimestre.

5.2.9.  Relación RNA/DNA en P. olivacea 

Los valores de la relación RNA/DNA obtenidos en P. olivacea y los 
parámetros estadísticos básicos calculados  se muestran en la tabla 20. 

Los resultados obtenidos en cada bimestre aparecen ref lejados en la figura 
38. Los datos se analizaron con estadística no paramétrica al no ajustarse 
a una normal su distribución. El test de Kruskal-Wallis reveló que existen 
diferencias estadísticamente significativas entre las muestras.

Se aplicó el estadístico 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. Además de la 
relevancia estadística resulta muy informativa la representación gráfica 
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Figura 38. Diagrama de cajas (valores máximos y mínimos, cuartiles y 
mediana), de los valores de la relación RNA/DNA, en función de la época 
del año, obtenidos en P. olivacea. La línea de puntos marca la mediana. 
Las diferentes letras indican las diferencias estadísticamente significativas 
según el test de Mann-Whitney (p-valor<0.05).

de la figura 38, que los datos estadísticos. En ella se aprecia la posición 
por debajo de la mediana, de prácticamente todos los datos de los meses 
comprendidos entre mayo y octubre; y la situación opuesta en los otros 
seis meses. Además se observa una transición lineal, suave y progresiva 
entre el máximo y el mínimo, sin grandes variaciones entre bimestres 
consecutivos.
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Figura 39.	 Análisis de Componentes Principales (PCA) que integra  
todos los indicadores metabólicos  estudiados en C. riparius  empleando 
como variable de agrupación los bimestres

Se realizaron sendos análisis de componentes principales (PCA), uno para 
cada especie, integrando todos los indicadores metabólicos y empleando 
como variable de agrupación los bimestres. En el PCA de C. riparius 
(figura 39) se aprecia una separación preponderante en el eje de abscisas, 
dominado por el peso medio y el glucógeno. Los meses invernales (enero-
febrero y marzo-abril) se ubican en el extremo de máximos valores y 
el bimestre de julio-agosto en el de mínimos. Es subrayable también el 
desplazamiento en el sentido de las ordenadas del bimestre noviembre-
diciembre con respecto a todos los demás, debido a la inf luencia de la baja 
concentración de proteínas y a los altos valores de glucógeno y peso medio 
de las muestras de esa época.
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Figura 40.	 Análisis de Componentes Principales (PCA) que integra  
todos los indicadores metabólicos  estudiados en P. olivacea  empleando 
como variable de agrupación los bimestres
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En la figura 40 se muestra el PCA obtenido para  P. olivacea, la situación 
tanto en las variables dominantes como en la distribución de las muestras, 
pero en este caso las variables dominantes en el eje de ordenadas,  la 
relación  RNA/DNA y la concentración de proteínas, separan más 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 ONTOGÉNICO
Los datos de peso medio por larva fueron tratados con métodos estadísticos 
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.

Muestra I-II III-IV V-VI VII-VIII IX Pupa
1 2.63 4.23 6.78 7.25 6.55 6.20
2 2.63 3.50 5.18 7.90 8.25 5.75
3 2.78 3.65 5.60 7.25 6.73 4.85
4 2.98 3.65 5.55 7.10 4.50 4.33
5 2.40 4.90 5.33 6.73 7.65 4.28
6 2.10 3.13 6.10 5.50 7.10 4.75
7 3.60 3.60 5.60 5.20 7.15 7.15
8 2.28 3.23 5.00 5.23 4.58 5.00
9 3.33 3.88 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 típico 2.63 3.65 5.60 6.73 6.73 5.00
Mínimo 2.10 3.13 5.00 5.20 4.50 4.28
Máximo 3.60 4.90 6.98 7.90 8.25 7.15
N total 36 36 36 36 30 36

Tabla 21.	 Peso medio en mg de las pupas y larvas de C. riparius de cada 
muestra empleada en el estudio en función de la clase de desarrollo y 
estadísticos correspondientes. 
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El peso medio de las larvas de Chironomus riparius mostró diferencias 
estadísticamente significativas entre fases de desarrollo a lo largo del 
último estadio larvario según el test de Kruskal-Wallis.  

Para localizar entre que fases existían diferencias significativas se utilizó 
el test estadístico U de Mann-Whitney, los resultados obtenidos aparecen 
representados en la figura 41 en forma de letras. En líneas 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.

Figura 41.	 Diagrama de cajas (valores máximos y mínimos, cuartiles y 
mediana), de los valores de peso medio, en función de la clase de desarrollo, 
obtenidos en C. riparius. Los valores se expresan en mg por individuo. La 
línea de puntos marca la mediana de la muestra total. Las diferentes letras 
indican las diferencias estadísticamente significativas según 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.

Muestra I-II III-IV V-VI VII-VIII IX Pupa
1 2.33 4.38 6.20 5.25 4.18 3.83
2 2.15 4.63 2.55 4.88 4.70 4.20
3 2.60 4.98 7.05 4.83 5.98 4.08
4 3.35 5.35 5.63 5.98 5.15 5.25
5 2.73 5.33 5.60 5.73 5.40 4.75
6 2.68 5.90 6.73 3.85 7.53 4.58
7 5.35 5.43 7.35 7.83 4.85 5.18
8 3.93 6.40 6.53 6.38 10.47 4.00
9 2.78 5.70 - 4.75 - -

Media 3.10 5.34 5.95 5.49 6.03 4.48
Mediana 0.33 0.21 0.53 0.38 0.73 0.19
Error típico 2.73 5.35 6.36 5.25 5.28 4.39
Mínimo 2.15 4.38 2.55 3.85 4.18 3.83
Máximo 5.35 6.40 7.35 7.83 10.47 5.25
N total 34 34 30 34 27 32

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

Los valores de peso medio por larva según clase de desarrollo en P. olivacea  
se trataron con métodos estadísticos no paramétricos al no cumplir los 
supuestos de normalidad y homocedasticidad. 
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Figura 42. Diagrama de cajas (valores máximos y mínimos, cuartiles y 
mediana), de los valores de peso medio, en función de la clase de desarrollo, 
obtenidos en P. olivacea. Los valores se expresan en mg por individuo. La 
línea de puntos marca la mediana de la muestra total. Las diferentes letras 
indican las diferencias estadísticamente significativas según el test de 
Mann-Whitney (p-valor<0.05).
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El test de Kruskal-Wallis desveló la existencia de diferencias entre fases y 
la prueba de Mann-Withney detectó entre qué fases existían diferencias 
estadísticamente significativas. 

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.  Concentración tisular de glucógeno en 
C. riparius

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

Muestra I-II III-IV V-VI VII-VIII IX Pupa
1 3.14 4.55 11.75 11.91 15.42 11.06
2 1.93 2.55 2.91 10.00 14.33 14.64
3 3.26 3.09 1.83 8.91 14.82 11.34

Media 2.77 3.39 5.50 10.27 14.86 12.35
Mediana 0.43 0.60 3.14 0.88 0.32 1.15
Error típico 3.14 3.09 2.91 10.00 14.82 11.34
Mínimo 1.93 2.55 1.83 8.91 14.33 11.06
Máximo 3.26 4.55 11.75 11.91 15.42 14.64
N total 12 12 12 12 8 12

Tabla 23.	 Concentración de glucógeno expresada en mg por g de tejido 
de C. riparius en función de la clase o fase de desarrollo y estadísticos 
correspondientes. 

Los valores de glucógeno obtenidos para larvas de C. riparius no cumplieron 
los requisitos de homocedasticidad y normalidad para el uso de estadística 
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 estadísticamente significativas entre 
submuestras correspondientes a fases consecutivas, pero sí entre las 
muestras correspondientes a las etapas iniciales (I-IV) y las corespondientes 
a las etapas finales  (VII-IX) y a la fase de pupa (figura 43). Los niveles 
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Figura 43. Diagrama de cajas (valores máximos y mínimos, cuartiles y 
mediana), de los valores de concentración de glucógeno, en función de la 
clase de desarrollo, obtenidos en C. riparius. Los valores se expresan en mg de 
glucógeno por gramo de muestra. La línea de puntos marca la mediana de la 
muestra total. Las diferentes letras indican las diferencias estadísticamente 
significativas según el test de Mann-Whitney (p-valor<0.05).
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de glucógeno al comienzo de cuarto estadio son mínimos; se mantienen 
así hasta las fases V-VI en la que aumentan rápidamente. Continúan 
aumentando hasta alcanzar el máximo en la fase IX y descienden 
ligeramente durante la pupación. 
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5.3.4.  Concentración tisular de glucógeno en 
P. olivacea

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

Muestra I-II III-IV V-VI VII-VIII IX Pupa
1 0.22 0.39 0.19 0.61 1.97 0.88
2 0.25 0.33 0.39 0.47 0.88 0.98
3 0.25 0.22  0.61   

Media 0.24 0.31 0.29 0.56 1.43 0.93
Mediana 0.01 0.05 0.10 0.05 0.55 0.05
Error típico 0.25 0.33 0.29 0.61 1.43 0.93
Mínimo 0.22 0.22 0.19 0.47 0.88 0.88
Máximo 0.25 0.39 0.39 0.61 1.97 0.98
N total 12 12 8 12 8 8

Tabla 24.	 Concentración de glucógeno expresada en mg por g de tejido 
de P. olivacea en función de la clase o fase de desarrollo y estadísticos 
correspondientes.  

Los datos de concentración de glucógeno según 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 análisis 
estadístico. 

La prueba de Kruskal-Wallis reveló diferencias estadísticamente 
significativas a lo largo del cuarto estadio larvario y la de Mann-Whithney 
nos ayudó a localizar entre qué submuestras se ubicaban  dichas diferencias. 
Resultó que éstas se encuentran entre las muestras correspondientes a las 
fases I a IV y VII-VIII (figura 44). 
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Figura 44. Diagrama de cajas (valores máximos y mínimos, cuartiles y 
mediana), de los valores de concentración de glucógeno, en función de la 
clase de desarrollo, obtenidos en P. olivacea. Los valores se expresan en mg de 
glucógeno por gramo de muestra. La línea de puntos marca la mediana de la 
muestra total. Las diferentes letras indican las diferencias estadísticamente 
significativas según el test de Mann-Whitney (p-valor<0.05).
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Se aprecia claramente una tendencia ascendente durante todo el cuarto 
estadio larvario, alcanzando los máximos valores en la fase IX para 
descender de forma notable  aunque no significativa, en la fase de pupa.



192

Tesis Doctoral / Pablo Gómez Sande

R
e

s
u

l
t

a
d

o
s

5.3.5.  Concentración tisular de proteínas totales  
en C. riparius

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

Muestra I-II III-IV V-VI VII-VIII IX Pupa
1 19.10 20.63 22.38 26.33 23.31 30.75
2 17.52 20.23 26.33 21.74 27.47 23.56
3 10.26 16.98 20.26 23.83 22.59 26.10

Media 15.63 19.28 22.99 23.97 24.46 26.80
Mediana 2.72 1.16 1.78 1.33 1.52 2.10
Error típico 17.52 20.23 22.38 23.83 23.31 26.10
Mínimo 10.26 16.98 20.26 21.74 22.59 23.56
Máximo 19.10 20.63 26.33 26.33 27.47 30.75
N total 12 12 12 12 12 12

Tabla 25.	 Concentración de proteínas expresada en mg por g de tejido 
de C. riparius en función de la clase o fase de desarrollo y estadísticos 
correspondientes. 

Se empleó estadística no paramétrica para el análisis de la concentración 
de proteínas según la fase de desarrollo del cuarto estadio larvario 
de C.  riparius, ya que la distribución de los datos no es normal ni 
homocedástica. 

Según el test de Kruskall-Wallis existen diferencias estadísticamente 
significativas entre submuestras y según el test de Mann-Whithney dichas 
diferencias son más pronunciadas entre las submuestras de las etapas más 
tempranas (I-II y III-IV) y las de las más tardías (VII-VIII, IX y pupas) 
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Figura 45. Diagrama de cajas (valores máximos y mínimos, cuartiles y 
mediana), de los valores de concentración de proteínas, en función de la clase 
de desarrollo, obtenidos en C. riparius. Los valores se expresan en mg de 
proteínas por gramo de muestra. La línea de puntos marca la mediana de la 
muestra total. Las diferentes letras indican las diferencias estadísticamente 
significativas según el test de Mann-Whitney (p-valor<0.05).
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(figura 45). A lo largo del cuarto estadio se aprecia un incremento progresivo 
en la concentración de proteínas; no hay diferencias significativas entre 
grupos consecutivos.
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5.3.6.  Concentración tisular de proteínas totales  
en P. olivacea

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

Muestra I-II III-IV V-VI VII-VIII IX Pupa
1 39.46 58.32 46.16 47.61 42.73 37.48
2 38.13 43.57 47.63 44.19 46.04 44.70
3 28.00 53.45 47.84 38.38 39.78 53.29

Media 35.20 51.78 47.21 43.39 42.85 45.16
Mediana 3.62 4.34 0.53 2.70 1.81 4.57
Error típico 38.13 53.45 47.63 44.19 42.73 44.70
Mínimo 28.00 43.57 46.16 38.38 39.78 37.48
Máximo 39.46 58.32 47.84 47.61 46.04 53.29
N total 10 10 10 10 8 12

Tabla 26.	 Concentración de proteínas expresada en mg por g de tejido 
de P. olivacea en función de la clase o fase de desarrollo y estadísticos 
correspondientes. 

Los datos de concentración de proteínas en P. olivacea según la etapa de 
desarrollo fueron analizados con estadística no paramétrica ya que no 
cumplieron los supuestos de homocedasticidad y normalidad. El análisis 
estadístico no mostró diferencias significativas entre submuestras (figura 
46). 
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Figura 46. Diagrama de cajas (valores máximos y mínimos, cuartiles y 
mediana), de los valores de concentración de proteínas, en función de la 
clase de desarrollo, obtenidos en P. olivacea. Los valores se expresan en mg 
de proteínas por gramo de muestra. La línea de puntos marca la mediana 
de la muestra total. 
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5.3.7.  Relación RNA/DNA en C. riparius

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

Muestra I-II III-IV V-VI VII-VIII IX Pupa
1 2.95 4.63 7.53 6.32 2.74 2.36
2 3.87 2.85 6.31 7.84 1.76 1.92
3 4.36 4.78 2.39 5.83 2.80 1.55

Media 3.73 4.08 5.41 6.66 2.43 1.94
Mediana 0.41 0.62 1.55 0.61 0.34 0.24
Error típico 3.87 4.63 6.31 6.32 2.74 1.92
Mínimo 2.95 2.85 2.39 5.83 1.76 1.55
Máximo 4.36 4.78 7.53 7.84 2.80 2.36
N total 12 12 12 12 10 12

Tabla 27.	 Valores de la relación RNA/DNA en individuos de C. riparius en 
función de la clase o fase de desarrollo y estadísticos correspondientes. 

Los datosde relación RNA/DNA en las larvas y pupas de C. riparius según  
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-II hasta la 
muestra de las clase VII-VIII. A partir de ese punto la relación RNA/DNA 
desciende hasta valores inferiores a la mediana y a los correspondientes a 
las fases I-II.



197

Resultados

R
E

S
U

L
T

A
D

O
S

Figura 47. Diagrama de cajas (valores máximos y mínimos, cuartiles y 
mediana), de los valores de la relación RNA/DNA, en función de la clase de 
desarrollo, obtenidos en C. riparius. La línea de puntos marca la mediana de la 
muestra total. Las diferentes letras indican las diferencias estadísticamente 
significativas según el test de Mann-Whitney (p-valor<0.05).
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5.3.8.  Relación RNA/DNA en P. olivacea

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

Muestra I-II III-IV V-VI VII-VIII IX Pupa
1 2.59 4.01 3.44 4.07 4.38 4.28
2 0.35 0.52 0.37 0.65 1.25 0.66
3 2.26 3.77 3.08 3.98 3.34 3.63

Media 2.59 4.08 5.41 6.66 2.43 1.94
Mediana 0.35 0.62 1.55 0.61 0.34 0.24
Error típico 2.26 4.63 6.31 6.32 2.74 1.92
Mínimo 2.22 3.24 3.06 3.00 2.94 3.60
Máximo 3.28 5.01 4.19 5.23 6.87 5.60
N total 12 12 12 12 11 12

Tabla 28.	 Valores de la relación RNA/DNA en individuos de P. olivacea en 
función de la clase o fase de desarrollo y estadísticos correspondientes. 

Los datos de  la relación RNA/DNA en P. olivacea según la fase de desarrollo 
fueron analizados con estadística no paramétrica ya que no cumplieron 
los supuestos de homocedasticidad y normalidad. El análisis estadístico 
no mostró diferencias significativas entre submuestras (figura 48). 
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Figura 48. Diagrama de cajas (valores máximos y mínimos, cuartiles y 
mediana), de los valores de la relación RNA/DNA, en función de la clase de 
desarrollo, obtenidos en P.  olivacea. La línea de puntos marca la mediana de la 
muestra total. Las diferentes letras indican las diferencias estadísticamente 
significativas según el test de Mann-Whitney (p-valor<0.05).
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Figura 49.	 Análisis de Componentes Principales (PCA) que integra  
todos los indicadores metabólicos  estudiados en C. riparius  empleando 
como variable de agrupación los bimestres.
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Se realizaron sendos análisis de componentes principales (PCA), uno para 
cada especie, integrando todos los indicadores metabólicos y empleando 
como variable de agrupación los las clases de desarrollo. En el PCA de 
C. riparius (figura 49) se aprecia una separación dominante en el eje de 
abscisas msrcada por la concentración de glucógeno. También se aprecia un 
desplazamiento en el sentido de las ordenadas debido a las diferencias en la 
relación RNA/DNA. 
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Figura 50.	 Análisis de Componentes Principales (PCA) que integra  
todos los indicadores metabólicos  estudiados en P. olivacea  empleando 
como variable de agrupación los bimestres.

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

Es imprescindible la validación 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 evaluación 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 en las páginas siguientes de dilucidar cuáles son las relaciones 

entre los biomarcadores y las condiciones ambientales de cada una 

de las poblaciones, tomando como referencia la población 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 días consecutivos y al seleccionar larvas de la misma 

fase de desarrollo del cuarto estadio (V y VI según la clasificación de 

Goodeeris et al., 2001).

Aunque ninguna de las estaciones de muestreo  mostró niveles elevados 

de contaminación de acuerdo con las guías de sedimentos de agua dulce 

de MacDonald et al. (2000), al comparar el índice de contaminación 

relativa -calculado a partir del análisis cuantitativo de contaminantes- 

entre estaciones, se detectó una carga contaminante significativamente 

mayor en el río Sar, seguido por el Louro, en metales pesados y compuestos 

farmacéuticos en el agua y metales pesados en los sedimentos; mientras 

que en el río Con se encontraron las concentraciones de pesticidas 
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organoclorados significativamente más altas (figuras 18 y 19). El análisis 

cualitativo reveló la presencia de un número de sustancias contaminantes 

notablemente mayor en el Sar, tanto en el agua como en los sedimentos, 

siendo sólo igualado en algunas familias de contaminantes por el río 

Louro (figuras 20 y 21). Teniendo en cuenta estos datos se puede afirmar 

que la población del río Sar es la que está expuesta a una mayor carga 

contaminante en general, a excepción de la familia de los pesticidas, 

en la que es la estación del río Con la más expuesta. También en el 

contenido de materia orgánica en los sedimentos es la estación del Sar la 

que presentó una mayor carga (figura 22).

El estudio comparativo de la batería de biomarcadores reveló diferencias 

significativas en  cuatro de los ocho parámetros analizados (gen 

HSP70, actividad enzimática de la GST, concentración de glucógeno y 

deformidades del  mentum) entre las poblaciones de larvas de Chironomus 

riparius. Otros cuatro parámetros (gen HSC70, gen EcR, gen CYP4G 

y concentración de proteínas totales) se mantuvieron indistinguibles 

según las pruebas estadísticas  incluso cuando se compararon con la 

población de laboratorio. 

Una de las diferencias más notables se encontró en la expresión del gen 

HSP70. Las proteínas de choque térmico mantienen la integridad celular 

y se consideran comúnmente como un indicador del estrés celular. 

La familia incluye las proteínas constitutivas (HSC70), altamente 

abundantes en condiciones celulares normales, así como miembros 

inducibles (HSP70) presentes en condiciones estresantes provocadas por 

un amplio espectro de agentes. Se observó sobreexpresión significativa 

del gen HSP70 en las tres poblaciones silvestres muestreadas en 
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poblaciones los ríos Sar, Con y Louro en comparación con el cultivo 

de laboratorio; mientras que la expresión 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 tóxicos. La estabilidad del gen HSC70 coincide 

con los resultados previos obtenidos tras exposiciones experimentales 

a una amplia variedad de productos químicos (Morales et al., 2011).

La temperatura es uno de los inductores más fuertes del gen HSP70, sin 

embargo la temperatura de los tres ríos analizados fue similar (alrededor 

de 16 °C) e incluso superior (20 °C) en el cultivo de laboratorio y no 

tenemos constancia de ningún tipo de impacto en ninguna de las 

estaciones que pudiese producir situaciones de choque térmico. Durante 

el transporte y la manipulación este parámetro se controló y se mantuvo 

estable mediante refrigeración cuando fue necesario. Por todo esto no es 

probable que la temperatura haya sido el inductor de la sobreexpresión 

de este gen en las larvas procedentes de poblaciones silvestres. 

Se ha demostrado que la expresión del gen HSP70 de Chironomus es 

activada por exposiciones experimentales a diferentes sustancias tóxicas 

(Morales et al., 2011), plaguicidas (Yoshimi et al., 2002), bisfenol A 

(Planelló et al., 2008), y los ftalatos (Park & Kwak, 2008; Planelló 

et al., 2011). También  los metales son potentes inductores de proteínas 

de choque térmico (Fredj et al., 2010; Guo & Ki, 2012), y se ha 

comprobado que la exposición al cobre, cadmio, plomo y cromo activa 

el gen HSP70 en Chironomus (Karouna-Renier & Zehr, 2003; Lee et 

al., 2006; Planelló 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 orgánicos y 

metálicos en los sedimentos de los ríos, Sin embargo, de ser esta la 

única causa, resulta llamativo notar que los niveles más altos de HSP70 

se encontraron en larvas de la muestra del río Con, precisamente la 

estación en la que tanto la carga contaminante como la cantidad de 

materia orgánica es menor. Estos datos ref lejan la compleja situación 

que tiene lugar en los ecosistemas de agua dulce, como en muchos otros, 

en los que las interacciones sinérgicas y antagónicas y sus aportes al 

medio natural no sólo abarcan su estado puro, sino también el de otros 

productos como resultado de la degradación (Hassan et al., 2005). 

Los sistemas de detoxificación de organismos desempeñan un papel 

central en la defensa contra diversos tóxicos ambientales y pueden 

conducir a los organismos a la adaptación a exposiciones crónicas en 

ambientes contaminados. Las glutatión S-transferasas son enzimas de 

detoxificación de fase II cuyos niveles de GST responden selectivamente 

a diferentes xenobióticos. 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 (Martınez-Paz et al., 2012). 

Se detectó una actividad de GST significativamente mayor en muestras 

de larvas de los ríos 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 está produciendo una detoxificación activa más 

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 río Con, que presentó el mayor contenido de pesticidas en los 

sedimentos, no difirió estadísticamente de la obtenida en la población 

del laboratorio. 

Las deformidades son importantes parámetros morfológicos que 

han sido ampliamente utilizados en los estudios de toxicidad, y han 

sido propuestos como biomarcadores para el biomonitorización de la 

contaminación. Aunque todavía se desconoce cómo 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 

interrupción de este proceso es la causa de su aparición (Meregalli  et 

al., 2001). 

Algunos compuestos tóxicos con actividad de alteración endocrina han 

sido descritos como inductores de deformidades de la parte bucal tales 

como 4-nonilfenol, DDT o metales pesados (Meregalli et al., 2001; 

Martínez et al., 2003). Las deformidades en Chironomus representan 

una respuesta subletal a los contaminantes en los ecosistemas acuáticos 

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 más 

frecuentes en las larvas del río Sar, son congruentes con los niveles de 

actividad ezimática de la GST ya expuestos y concuerdan con la alta 

prevalencia de deformidades previamente encontrados en la estación de 

muestreo del río Sar por Servia et al. (2000). 

Se observó una disminución significativa en el contenido de glucógeno 

en larvas del río Con en comparación con el resto de las poblaciones 
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analizadas. Estos datos se correlacionan con el nivel de expresión más 

alto del gen hsp70 en las larvas, así como con el menor contenido de 

materia orgánica en los sedimentos de ese río. Estos resultados están 

de acuerdo con el supuesto de que el estrés crónico provoca un costo 

energético y, por extensión, una disminución en el almacenamiento de 

glucógeno (Bischof, 1995; Choi et al., 2001). Sin embargo, las larvas de 

los ríos Sar y Louro, también expuestas a agentes estresantes químicos, 

no presentaron variaciones significativas en las reservas de glucógeno 

lo que sugiere que otros factores, como la disponibilidad de alimento, 

podrían compensar el gasto energético dedicado a contrarrestar los 

efectos de los tóxicos (Stuijfzand et al., 2000 Servia et al., 2006). 

Para Maryaski et al. (2002) el estrés químico no siempre es compensado 

mediante detoxificación activa, aunque la mayoría de trabajos existentes 

así lo confirmen. En ese caso las reservas energéticas se mantienen 

constantes pero la esperanza de vida de los individuos cae drásticamente. 

Estos mismos autores proponen la hipótesis de la adaptación de las 

poblaciones sometidas permanentemente a algún tóxico puede tener 

como resultado una población tolerante al agente estresante soportado. 

Dicha población no mostraría disminuciones en sus niveles de reservas 

energéticas pero su fitness decrecería enormemente fuera de la zona de 

inf luencia del tóxico en cuestión.

De este modo, evaluando al situación conjuntamente se puede inferir que 

la población del río Sar, que es la más expuesta a contaminación química, 

tanto por concentración 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 detoxificación 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 más o 

menos constante haya propiciado la actuación de la selección natural y la 

población se haya adaptado o aclimatado a las condiciones imperantes.

Lo mismo sucede en la población del Louro, aunque al ser el estrés químico 

más moderado no muestra un índice de deformidades tan elevado como 

la del Sar. En el extremo opuesto estaría la población del Con, la escasez 

de recursos tróficos provoque una incapacidad para la detoxificación 

activa de los individuos por escasez de reservas energéticas y en la que 

el estrés químico más leve, aunque f luctuante impida la adaptación de la 

población y provoque estrés celular agudo y muy marcado.
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6.2.  ESTUDIO ESTACIONAL

En el área de estudio de este trabajo, las condiciones fisicoquímicas (y 

por ende las bióticas) f luctúan estacionalmente según las características 

típicas del clima atlántico, con temperaturas más o menos suaves todo 

el año y un descenso de precipitaciones en los meses de verano. Esto se 

traduce, en el caso del río Sar, en una notable reducción del caudal y del 

oxígeno disuelto y un considerable aumento de la temperatura durante 

el verano (figura 30).

Las larvas de ambas especies muestran diferencias de peso medio 

estadísticamente significativas entre bimestres con valores más bajos en 

los meses de temperaturas altas -mínimos en julio-agosto- y más altos 

en los meses fríos -máximo en noviembre-diciembre en C. riparius y en 

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

Los valores de concentración de glucógeno muestran la misma secuencia 

temporal: valores altos en los meses fríos -con valores mínimos con 

los meses de julio-agosto- y bajos en los cálidos. Sin embargo existen 

diferencias notables entre especies: C. riparius muestra niveles de 

glucógeno significativamente mayores entre noviembre y abril que 

en el resto del año y la amplitud entre máximo y mínimo es menor, 

mientras que en P. olivacea la concentración de glucógeno sólo destaca 

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

En la gran mayoría de los metazoos el glucógeno es la principal reserva 

energética y constituye la fuente de energía de rápida movilización 

preferente, especialmente durante las f luctuaciones 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 señalar la fase de desarrollo 

larvario en insectos como el factor de mayor relevancia en los niveles de 

glucógeno. En este experimento se trató de evitar esta variación debida 

al desarrollo ontogénico seleccionando únicamente larvas de estadio 

IV y fases V y VI según la clasificación de Wülker & Götz  (1968), 

ya que según Servia et al. (2006 b) es en esta etapa del desarrollo en 

la que los niveles de glucógeno alcanzan su máximo 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 

orgánica provocan un descenso en la saturación de O2 en verano (un 

30% registrado en los muestreos, figura 29). Según 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 inducción del ayuno, y el paso del metabolismo 

aeróbico al anaeróbico, que es menos eficiente y que principalmente 

utiliza glucógeno como sustrato energético. Estos efectos de la hipoxia 

han sido corroborados en especies de quironómidos con carácter 

termófilo 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 según lo demostrado por Choi et al. (2001), la concentración 

de proteínas totales en C. riparius debería aumentar en condiciones 
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de hipoxia ya que en esta especie hasta un 60% del contenido total en 

proteínas bajo condiciones de hipoxia corresponde a la hemoglobina 

(Weber et al., 1985; Choi, 1998). 

Sin embargo, en la concentración de proteínas totales sólo se hallaron 

diferencias significativas entre bimestres para C. riparius (figura 35) 

y los valores más bajos se obtuvieron precisamente de mayo a agosto, 

los meses de temperaturas más alta y mayor estiaje, lo que descarta 

la hipótesis de que la hipoxia sea la causa de la baja concentración de 

glucógeno en los meses cálidos. 

Se ha demostrado que en C. riparius la contaminación química acarrea 

una disminución en las reservas de glucógeno (Choi, 1998; Choi et al., 

2001; Servia et al., 2006 a) y de proteínas (Choi & Ha, 2009; Choi et 

al., 2001). Cabría esperar un mayor estrés por contaminación química 

en los meses de mayor estiaje por concentración de los contaminantes, 

sin embargo en el trabajo sobre análisis de deformidades realizado 

por Servia et al. (1999) en la misma estación de muestreo y con las 

mismas especies, los resultados obtenidos determinaron un mayor 

efecto de los contaminantes en los meses más fríos, por consiguiente la 

contaminación química tampoco es una causa clara de las diferencias 

estacionales halladas en la concentración de glucógeno y proteínas. 

De acuerdo con la afirmación de Dutra et al. (2008), de que los 

niveles de reservas energéticas son una expresión de las características 

y estrategias adaptativas de los animales a un determinado hábitat, 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 quironómidos objeto de este estudio, es en los 

meses de primavera y verano cuando tiene lugar la reproducción, 

dando lugar a un aumento en la densidad de larvas en la zona, lo que 

incrementa la competencia intra e interespecífica entre ambas especies 

y consecuentemente disminuye la cantidad de alimento potencial. 

Factores que según 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 glucógeno.

Gismondi et al. (2012) afirman que las reservas de energía en el 

anfípodo de agua dulce Gammarus roeseli están notablemente inf luídas 

por la estación. Encontraron altas niveles de reservas energéticas en 

otoño e invierno y bajos en primavera y verano, lo que sugiere que el 

bajo metabolismo debido a las bajas temperaturas puede explicar la 

reducción del gasto energético y altos niveles de reservas en estaciones 

frías.

Los efectos de la temperatura y el fotoperiodo durante la duración de 

los ciclos de vida de quironómidos son bien conocidos. La temperatura 

es proporcional en la velocidad de desarrollo y los periodos reducidos 

de luz natural son un fuerte estímulo para el inicio de la diapausa en 

insectos (Koštál, 2006) y más específicamente en larvas de Chironomus 

riparius de 3º y 4º estadios (Goddeeris et al., 2001). Entonces muchos 

individuos de estas especies entran en un estado de diapausa durante 

los meses más fríos, de manera que alargan sus últimas fases larvarias 

hasta que suben de nuevo las temperaturas. Así, las generaciones de 

los meses fríos pasan mucho más tiempo en estadio IV, lo que supone 

una mayor ingesta, mayor tamaño corporal y unas mayores reservas 
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de glucógeno (Wipking et al., 1995; Timmerman & Briegel, 1999; 

Goddeeris et al., 2001), y probablemente también esto afecte a la 

concentración de proteínas.

En este caso y siendo ambas especies multivoltinas en lugar de ciclos 

reproductivos hablamos de ciclos vitales o generaciones. Estos ciclos 

son más cortos en ambas especies en los meses cálidos, tal y como 

apunta Tokeshi (en Armitage et al., 1995) 

Las f luctuaciones estacionales de los niveles de proteínas en los 

animales también suelen estar íntimamente 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). 

Además, según Hamburger et al. (1996) durante la época de 

temperaturas más elevadas, el ciclo vital de Chironomus  anthracinus  

es más corto y las reservas de glucógeno sólo 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 más fríos, de manera que alargan 

su última fase larvarias hasta que suben de nuevo las temperaturas. Así, 

las generaciones de los meses fríos pasan mucho más tiempo en estadio 

IV, lo que supone una mayor ingesta, mayor tamaño corporal y unas 

mayores reservas de glucógeno (Wipking et al., 1995; Timmerman & 

Briegel, 1999; Goddeeris et al., 2001; Koštál, 2006). 

Las diferencias entre las dos especies pondrían de manifiesto el carácter 

más termófilo de C. riparius, ya que las larvas comienzan a ralentizar 

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



217

Discusión

D
is

c
u

s
ió

n

P. olivacea. 

En lo tocante a los resultados de cuantificación de proteínas totales, cabe 

señalar que se corresponden con los obtenidos por Van Handel (1988) 

en los géneros Aedes y Culex (30-400 μg/ 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 glucógeno (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 proteínas 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 según la clasificación de 

Wülker & Götz (1968).

DNA es un factor biológico estable porque sus valores cuantitativos se 

mantienen más o menos constantes mientras que la concentración de 

RNA, directamente relacionada con la síntesis activa de proteínas, puede 

variar en función de múltiples factores: la edad, el estado de desarrollo, 

el tamaño del organismo, el estado nutricional y las condiciones 

ambientales, por ejemplo; y por ello, la relación RNA/DNA ref leja 

variaciones coherentes con ellos (Lodeiros et al., 1996; Okumura et 

al., 2002; Rosa & Nunes, 2003; Chícharo & Chícharo, 2008).

En lo referente a los valores de la relación RNA/DNA, que concuerdan 

con los obtenidos en otros artrópodos dulceacuícolas (Vrede et al., 

2002), sólo en P. olivacea se observa una tendencia significativa, negativa 

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

La causa principal para estas diferencias estacionales podría ser en mayor 

estrés químico detectado en invierno y en la misma área de estudio por 
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Servia et al. (1999). Ya que según Figueroa et al. (1996), en ciertos 

casos de contaminación, la síntesis de proteínas de detoxificación, puede 

provocar incrementos en la relación RNA/DNA. Esto se vería acentuado 

por la mayor duración de los ciclos vitales en esta estación y mayor 

tiempo de exposición a los tóxicos (Wipking et al., 1995; Timmerman 

& Briegel, 1999; Goddeeris et al., 2001; Koštál, 2006).

Por otro lado la relación RNA/DNA en C. riparius también desciende 

desde invierno a verano aunque no de modo estadísticamente 

significativo. Esto podría ser debido a que la producción de hemoglobina, 

como respuesta al descenso en la concentración de oxígeno (Choi, 

1998), aunque no es suficientemente intensa en esos meses como para 

enmascarar las diferencias en la concentración de proteínas, sí atenúa la 

reducción de la relación RNA/DNA. 
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6.3.  ESTUDIO ONTOGÉNICO

Se ha estudiado con bastante profundidad el papel del glucógeno en 

el desarrollo larvario de insectos. Durante los periodos de muda y 

metamorfosis, los animales ayunan y consumen energía procedente de 

las reservas asimiladas durante el periodo de alimentación previo, tal 

y como han demostrado por Siegert et al. (1987) en el lepidóptero 

Manduca sexta, Cavaletto et al. (2003) en efemerópteros del género 

Hexagenia y por Van Handel (1988) en especies de los géneros de 

dípteros Culex y Aedes. 

De hecho, Hamburger et al. (1996) categorizan los niveles de 

glucógeno como factor clave para los períodos de muda y metamorfosis 

en Chironomus anthracinus y afirman que los cambios posteriores a la 

pupación suponen una gran demanda de glucógeno, 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 pupación, durante la cual la concentración de 

glucógeno se aproximó al 22% en pupas jóvenes y disminuyó 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 glucógeno en larvas de C. riparius procedentes de 

un cultivo. Los niveles de glucógeno en ambos sexos siguen un patrón 

similar al obtenido por nosotros. Se confirma así la hipótesis de que las 

larvas de ambas especies aumentan su almacenamiento de energía a lo 

largo del cuarto estadio hasta la pupación. 
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Los rangos de valores de contenido de glucógeno 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 estadísticamente 

significativas en el peso medio por larva y la concentración de glucógeno. 

La tendencia fue la misma en todos los casos: un incremento más o menos 

pronunciado de los dos parámetros a lo largo del cuarto estadio hasta 

alcanzar valores máximos 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 

están directamente relacionadas con la fase de desarrollo

La cantidad de proteínas totales de un individuo, aparte de proporcionar 

una medida de su crecimiento a largo plazo, es también un indicador 

del almacenamiento de energía (Villarroel et al., 2009). Haciendo 

abstracción de sus f luctuaciones debidas a factores naturales (Depledge 

& Fossi, 1994; Lagadic et al., 1997; Choi, 1998), los estudios realizados 

en diferentes organismos, especialmente peces y artrópodos, muestran 

un incremento más o menos lineal de la cantidad de proteínas durante el 

desarrollo, hasta llegar a las fases previas a la metamorfosis, en las que se 

produce un aumento más pronunciado, descendiendo drásticamente en 

la etapa postmetamórfica (Van Handel, 1988; Timmerman & Briegel, 

1999; Gwak & Tanaka, 2002). 
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En general, en los individuos analizados por nosotros se reproduce el 

fenómeno, repetidamente descrito en la bibliografía de la reducción del 

ritmo de crecimiento en longitud en el momento de la metamorfosis. 

Los niveles de proteínas totales muestran diferencias estadísticamente 

significativas entre algunos clases de desarrollo en C. riparius pero no 

en P. olivacea (figura 45). La concentración de proteínas en C. riparius 

aumenta a lo largo del cuarto estadio de forma similar, aunque menos 

pronunciada, a la concentración de glucógeno, pero al contrario que ésta, 

aquella no decae en la fase de pupa. Esta tendencia está 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 relación positiva entre la concentración 

de proteínas y el grado de desarrollo ontogénico a lo largo del cuarto 

estadio de las larvas de C. riparius.

La relación 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 dulceacuícola (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 (días 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., 2006). 

Sin embargo, a pesar de su uso generalizado, la bibliografía consultada 

muestra situaciones contradictorias, pues algunos de esos trabajos 

señalan relaciones positivas de la relación RNA/DNA con el tamaño de 

los individuos (García et al., 1998; Ramírez et al., 2001), mientras 

que otros no han encontrado ninguna correlación con el crecimiento 

(Ramírez et al., 2004; Catalán et al., 2006) o 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 disminución de la relación RNA/DNA con respecto a la talla de los 

individuos relacionada con condiciones de alimentación deficientes 

y en etapas de rápido desarrollo larvario y de organización 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 relación RNA/DNA no son causados por la hipótesis inicial de 

cantidades de DNA constantes junto con la disminución del RNA, como 

se ha afirmado en la mayoría de estudios de este tipo, sino que ambos 

ácidos nucleicos pueden exhibir patrones simultáneos de cambio, y en 

fases de crecimiento y buena alimentación es posible una disminución 

de la relación RNA/DNA, porque se produzca un aumento simultáneo 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 condición, 

como se esperaba, sino que están estrechamente ligadas a los cambios 

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

Así pues, Satterwhite (2007) apunta la posibilidad de que los casos de 
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relación inversa entre la relación 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 síntesis de proteínas no es un resultado solamente del número de 

ribosomas (es decir, del contenido de RNA), sino también de su actividad 

específica, y tanto el número como la actividad de los ribosomas pueden 

cambiar independientemente. Además, varios estudios sugieren que 

puede existir un desacoplamiento de la concentración de RNA y la 

síntesis de proteínas debido a la dinámica de la proliferación 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 su desarrollo 

ontogético. Durante el desarrollo embrionario la concentración de ambos 

ácidos nucleicos aumentó, pero al hacerlo en mayor medida el DNA, 

debido a la alta tasa de división celular, se produjo un descenso de la 

relación RNA/DNA. En la etapa juvenil la concentración de ambos ácidos 

nucleicos descendió mientras que la relación RNA/DNA aumentóde 

forma significativa y lineal. los autores explican esta tendencia con los 

procesos de crecimiento celular y el aumento de la proporción de tejido 

acelular. 

En una primera aproximación a nuestros datos la relación RNA/DNA 

no mostró diferencias estadísticamente significativas entre las distintas 

fases del desarrollo del 4º estadio de larvas de P. Olivacea, al contrario 
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que C. riparius en las que la relación RNA/DNA sigue una tendencia 

creciente a lo largo del 4º estadio pero sufre un brusco descenso a partir 

de la fase VII, evolución 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 relación 

RNA/DNA ref leja un incremento en la sístesis de proteínas estructurales 

y reguladoras, correspondiente a una fase de crecimiento e hipertrofia 

celular, ya que la concentración de DNA permanece constante mientras 

que la de RNA aumenta hasta el máximo cerca de la pupación. 

El brusco descenso de la relación RNA/DNA en las fases de pupa y 

prepupa es debido tanto al descenso de la concentración de RNA como el 

notable aumento de la concentración de DNA, que indica un descenso en 

la síntesis proteica y un incremento de la división 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 reordenación tisular y 

organogénesis. En todo caso, la variabilidad observada entre especies 

parece ref lejar que el patrón de la variación ontogénica de este parámetro 

es muy susceptible de ser modificado por múltiples factores. 

En líneas generales podemos concluir que las larvas de ambas especies 

aumentan su almacenamiento de energía a lo largo del cuarto estadio 

hasta la pupación, ya que necesitan esta energía para llevar a cabo la 

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

2.	 La actividad enzimática de la GST parece ser un buen indicador 
detoxificación 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 concentración de glucógeno en larvas de C. riparius procedentes 
de poblaciones silvestres podría ser un buen indicador de estado 
metabólico y estrés genérico, ya que integra las distintas presiones y 
muestra descensos sólo en los casos en los que el estrés no puede ser 
compensado, bien por adaptación de la población, 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 tóxico en 
poblaciones silvestres expuestas a mezclas complejas de contaminates. 

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

6.	 El peso medio por larva y la concentración de glucógeno en larvas 
de C. riparius y de P. olivacea varían significativamente a lo largo 
del año, principalmente en función de las condiciones ambientales y 
del ciclo vital de las especies. Las diferencias entre las dos especies 
pondrían de manifiesto el caracter más termófilo 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 observó un descenso estival significativo en la concentración de 
proteínas totales en la especie C. riparius y de la relación RNA/DNA 
en P. olivacea, cuya causa podría ser el mayor estrés químico y estár 
acentuado por la mayor duración de los ciclos vitales en esta estación 
y mayor tiempo de exposición a los tóxicos.

8.	 El presumible incremento de la síntesis de hemoglobina en los meses 
cálidos produce efectos de enmascaramiento sobre la concentración de 
proteínas totales en C. riparius.

9.	 En general, existe una reducción de todos los parámetros 
analizados en verano, debida probablemente a la menor duración de 
los ciclos vitales y al menor estrés químico en esta época.

10.	 Es necesario el esclarecimiento de las causas del fuerte 
aumento otoñal obtenido en la relación RNA/DNA en C. riparius. 
Sería conveniente por este motivo un nuevo análisis de este parámetro 
con un mayor tamaño muestral y sexado previo de las larvas. 

11.	 A tenor de ciertos problemas en la interpretación de los 
resultados obtenidos, es recomendable la realización de un estudio 
previo acerca de la inf luencia del sexo sobre la concentración de 
proteínas totales y la relación RNA/DNA, o al menos el sexado de 
las larvas, a la hora de emplear estos parámetros como indicadores 
metabólicos en C.  riparius y P. olivacea.

12.	 Para el correcto uso de la relación RNA/DNA como 
herramienta en la determinación de estrés ambiental y con el fin 
prevenir un posible sesgo en los resultados, se recomienda el análisis de 
las variaciones circadianas de este indicador en las especies estudiadas. 
Como alternativa deberían tomarse las distintas muestras a comparar 
exactamente a la misma hora, ya que no está claro cómo inf luye este 
factor en C. riparius y P. olivacea. 
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13.	 Para el correcto uso de los niveles de glucógeno y proteínas 
así como de la relación RNA/DNA como indicadores metabólicos 
en poblaciones y comunidades naturales, se hace imprescindible la 
consideración de los resultados obtenidos en este trabajo. Por este 
motivo es recomendable la distribución temporal de la recogida de 
muestras en invierno o primavera o, en su defecto, a lo largo de todo 
el año realizando un promedio de los valores obtenidos, y una suma 
precaución en la interpretación de los resultados.

14.	 Asimismo, es factible la combinación de ambas especies 
utilizando diferentes indicadores, de tal forma que se tomen los que 
menor variación estacional sufran en cada una de ellas: glucógeno en 
P. olivacea y proteínas y relación RNA/DNA en C. riparius
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