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RESUMEN

ElI Cambio Global considera tanto los cambios en el sistema climético a escala planetaria, como
las distintas actividades antrépicas generadas por el gran incremento de la poblacion humana de
las Ultimas décadas. Los distintos modelos climéticos predicen un aumento de hasta 5°C en la
temperatura y una reduccion de hasta 100 mm/década en las precipitaciones para la region central
de Chile, y considerando estos modelos, el uso de pesticidas se veria fuertemente afectado,
causando una reduccién en su concentracion en el ambiente debido al incremento de la tasa de
volatilizacion y degradacion fisicoquimica y bioldgica. Dicho efecto se veria atenuado al aumentar
las tasas de aplicacidn, dosis y tipos de plaguicidas. Durante los ultimos afios, las lombrices han
sido propuestas como organismos biorremediadores, pero podrian verse afectadas en este nuevo
escenario debido a los altos costos de detoxificacién de pesticidas, los cuales se sumarian al
consumo de energia extra para sobrevivir en condiciones desfavorables de temperatura y humedad.
En esta tesis, se analizd el efecto de la interaccion del aumento de la temperatura, la disminucién
de humedad y la exposicion a una dosis subletal de un pesticida organofosforado sobre el
desempefio bioquimico y energético de una especie de lombriz endogea (Aporrectodea caliginosa)
de amplia distribucion global. Se encontré que la combinaciéon de los tres factores produce
inhibiciones en todas las actividades esterasicas, 1o que sugiere un rol de tampon o buffer
disminuyendo la concentracion del pesticida en el organismo. Junto con ello, la combinacion de
estos tres estresores produce un desbalance en el estado oxidativo asociado a la produccién de
especies reactivas del oxigeno y un aumento de los costos metabolicos derivado del despliegue de
los procesos que buscan proteger y librar al organismo del efecto de los estresores. Estos efectos
llevan a una disminucion significativa en la masa corporal de los individuos después de 12

semanas de tratamiento, lo que podria tener un efecto poblacional y podria causar una disminucion



en los tamafios poblacionales de distintas especies de lombrices, llevando incluso a la extincion

local.

ABSTRACT

Global Change considers changes in the climate system on a planetary scale, as well as the
different anthropocentric activities that have happened due to the constant growth of human
population throughout the last decades. Different climate models predict Chile’s average
temperature to rise at least 5°C, and a decrease in precipitation by 100 mm/decade for its central
regions. Considering these models, the use of pesticides could be strongly affected, causing a
reduction of its concentration in the environment due to the increase in volatilization rates, as well
as its physicochemical and biological degradation rates. This effect could be attenuated by
increasing the types of pesticides to use, their dosage, and their application rate. During the last
few years, earthworms have been proposed as bioremediation organisms, but they could also be
affected by this new scenario, due to the high metabolic cost of pesticide detoxification, which
would end up adding extra consumption of the energy that is usually reserved to surviving through
unfavorable temperature and humidity conditions. In this thesis, the effect of the interaction
between the increase in temperature, the decrease in humidity and the exposure to a sublethal dose
of organophosphate pesticide, over the biochemical and energetic performance of an endogeic
earthworm of worldwide distribution (Aporrectodea caliginosa). It was found that the
combination of these three factors produces the inhibition of all esterasic activities, which suggests
a buffering role, thus decreasing internal pesticide concentration in the organism. Also, the
combination of these stressing factors causes an imbalance in the oxidative state associated to the
production of Reactive Oxygen Species, and an increase on overall metabolic expenditure derived
from the display of processes that takes place to protect the organism and relieve it from stress.

These effects lead to a significant decrease in the body mass of individuals after 12 weeks of

Xi



treatment, which could have a population effect and could cause a decrease in the population sizes

of different species of worms, even leading to local extinction.
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1 INTRODUCCION

1.1 El cambio global: consideraciones generales

El clima se define como la descripcion estadistica en términos de promedio y variabilidad de las
variables meteorolégicas (temperatura, precipitacion, humedad y vientos) sobre un periodo de
tiempo, normalmente establecido en un intervalo de 30 afios y en una region determinada
(Intergovernmental Panel on Climate Change, IPCC, 2013). No obstante, el sistema climético
cambia con el tiempo bajo la influencia de sus propias dinamicas internas y también por el efecto
de fuerzas externas naturales (e.g., erupciones volcanicas, variaciones solares) y también de
impactos antropogénicos, tales como el cambio en la composicién de la atmésfera y el cambio del
uso del suelo (IPCC, 2013). En muchos casos, las actividades humanas son los principales
causantes de los cambios en el sistema climatico. Cuando estos cambios suceden a escala
planetaria, entonces podemos asumir que estamos ante un fenémeno de cambio global. El
incremento de la poblacién humana en las Gltimas décadas es un gran causante del cambio global
y, por lo tanto, el término incluye la contaminacion, el uso de pesticidas, la economia, el uso de
los recursos, energia, desarrollo de medios de transporte, comunicaciones, uso del suelo,
urbanizacion y globalizacion. El concepto de cambio global también abarca distintos fenémenos
como los cambios a escala planetaria en la circulacion atmosférica, circulacion oceanica, clima,
ciclo de carbono, ciclo de nitrégeno, ciclo del agua, cambios en la dinamica del hielo marino, en
el nivel del mar, redes troficas, diversidad biol6gica, contaminacion, entre muchos otros.

(International Geosphere-Biosphere Programme, IGBP, 2015).

Los cambios del sistema climatico como consecuencia directa de actividades

antropogénicas se deben principalmente a la quema de combustibles fésiles, que causa un aumento



de la concentracién de gases de efecto invernadero (CO2, CHa4, NO,, Os). Se ha documentado
extensamente que dicho aumento comenzé a ser significativo a mediados del siglo XIX como
consecuencia del proceso de industrializacion (Garreaud 2011). En las siguientes secciones, se
analizara en mayor detalle las causas naturales y de origen antrépico que estan causando el cambio

global del planeta.

1.2 Perturbaciones de origen natural y antrépico

Los ecosistemas son entidades dinamicas y variables en el tiempo y el espacio, y estos patrones
de variabilidad son modulados por eventos conocidos como perturbaciones. Se puede definir una
perturbacién como cualquier evento discreto en el tiempo que puede desorganizar el ecosistema,
comunidad o la estructura de la poblacion, y cambia los recursos, la disponibilidad de sustratos o

el ambiente fisico (White y Pickett, 1985).

La literatura cientifica describe distintos tipos de perturbaciones, tanto de origen natural
como antropico. Entre las naturales, se distinguen las perturbaciones asociadas al viento, que
causan un impacto espacialmente muy amplio, pudiendo suceder desde unos pocos metros
cuadrados hasta cientos de kildmetros cuadrados (Fischer et al., 2013). Este tipo de perturbaciones
fisicas, causan desecacion del suelo con sus consecuentes cambios en la comunidad
descomponedora y sus efectos en las redes tréficas, interacciones especie-especificas y estabilidad
del ecosistema (Gonzélez et al., 2014; Turner et al., 1998). También se pueden observar
perturbaciones asociadas con el agua, como son las sequias, que incrementan la dureza de los
suelos (Anh et al., 2014), dificultando la dispersion geografica de la fauna. Ademas de estas y
otras perturbaciones de origen natural, se debe considerar el efecto del ser humano sobre los
ecosistemas nativos, los cuales son convertidos en tierras de cultivos, préctica que se conoce como
agricultura. Dicha préctica lleva a la pérdida de carbono orgénico del suelo (Murty et al., 2002;

Oogle et al., 2005) a través de una alteracion intensa que perturba su estructura (Six et al., 2002),



disminuye la macroporosidad (Pagliai et al., 2004), acelera la erosion (Pimental et al., 1976;
Garcia-Orenes et al., 2009) y disminuye la cantidad y la abundancia de especies de la fauna del

suelo (Filser et al., 1995).

Existe consenso en que el efecto mas importante e inmediato del cambio global es el
incremento de la temperatura media ambiental. ElI promedio de la temperatura global ha
aumentado aproximadamente en 1°C desde principios del siglo XX y se observa una clara
tendencia de calentamiento global a largo plazo, a pesar de no registrarse un incremento anual
progresivo. Este aumento de la temperatura se debe en gran parte al aumento en la concentracién
de CO; y otras emisiones gaseosas introducidas a la atmosfera por la acciéon del ser humano.
Actualmente, la concentracion promedio de CO; alcanza unas 360 ppm, gue corresponde a un
30% sobre el valor preindustrial (280 ppm), y se estima que durante los préximos 20 afios ese
valor preindustrial se duplique (Garreaud 2011). Algunos modelos climéaticos predicen lo que
sucederia con la temperatura superficial del planeta cuando se alcance el doble de concentracién
de CO,. La mayoria de las estimaciones predicen un incremento de 2-3°C, con los valores mas
bajos cercanos a +1°C y los més altos de +5°C (Schwartz 2008). Estos aumentos de temperatura
superficial son los responsables de la disminucion del tamafio de los glaciares y casquetes polares,
la reduccion de la cubierta de nieve en el hemisferio norte, el aumento del nivel del mar (National
Oceanic and Atmospheric Administration, NOAA) y la disminucién de las precipitaciones y de la

humedad del suelo en las regiones de clima mediterraneo (Christensen et al., 2007).

En Chile, durante los Gltimos afios se ha observado una disminucion significativa de
lluvias en la zona centro y sur (Quintana y Aceituno, 2006), con una reduccién de las
precipitaciones de hasta 100 mm/década en el sector de Valdivia (Garreaud 2011). Segun los
modelos PRECIS (Providing Regional Climates for Impact Studies), que es un RCM (Regional

Climate Model) desarrollado por el Hadley Centre del Reino Unido sobre la base de Modelos



Globales de este mismo centro de investigacion, la temperatura de la zona central podria aumentar
hasta en 5°C entre fines de siglo XXI (2070-2100 bajo el peor escenario de emision de gases de

efecto invernadero, A2) y segun la condicion actual (1960-1990) (Garreaud 2011).

1.3 Pesticidas en el escenario del cambio global

Los pesticidas han sido utilizados histéricamente para combatir las plagas agricolas, aumentar el
rendimiento de las cosechas y disminuir el riesgo de pérdidas de éstas. A pesar de estos beneficios,
el uso de pesticidas en la agricultura convencional es una amenaza para la calidad del suelo y la
biodiversidad del agroecosistema (Stavi et al., 2006). La produccién agricola ha aumentado
significativamente desde el inicio del siglo XX para atender las demandas de alimentacion propias
del crecimiento demografico. La poblacién mundial aument6 desde 2,5 mil millones en 1950a 7,3
mil millones de 2015 y se estima que sera unos 9,7 mil millones en 2050 (United Nations, UN,
2015). Este aumento de la poblacién no habria sido posible sin el crecimiento en la produccién de
alimentos, el cual viene sostenido con la introduccion de los pesticidas. De hecho, la produccion
de pesticidas también ha experimentado un aumento significativo desde 1950, con un consumo de
0,2 millones de toneladas en ese afio, a mas de 5 millones en el afio 2000 (Food and Agriculture
Organization, FAO 2017). En la actualidad, el gasto mundial de pesticidas a nivel de productores
ascendi6 a casi US$56 mil millones entre los afios 2008 y 2012, y de ese total, un 30% corresponde
a organofosforados (OFs), con el clorpirifés (CPF) como el principal insecticida organofosforado
utilizado en USA (Environmental Protection Agency EPA, 2017). Se estima que un 45% de los
pesticidas aplicados llega y permanece en las cosechas, y por lo tanto grandes cantidades entran
al medio ambiente (Gavrilescu 2005). Ademas del aire y el agua, el suelo representa el
compartimento ambiental donde los pesticidas son principalmente acumulados (Caldas et al.,
1999; Sanchez-Brunete et al., 2004; de Souza Pinheiro y de Andrade, 2009; Bergh et al., 2011;

Schaafsma et al., 2015) (Figura 1). En el suelo, los pesticidas estan sujetos a procesos



fisicoquimicos y biolégicos muy diversos que condicionan su transformacion y degradacion,
produciendo metabolitos que pueden ser tan tdxicos como el compuesto original. De esta forma,
la persistencia de los pesticidas en los suelos agricolas puede resultar en una gran amenaza para

los organismos no-diana (Devine y Furlong, 2007).

Procesos fisicoquimicos que
contribuyen al destino de los Receptores bioldgicos
pesticidas en el suelo de los pesticidas

Receptores indirectos
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Figura 1: Principales procesos fisicoquimicos y biolégicos que contribuyen a la distribucion, degradacion y
toxicidad de los pesticidas en los ecosistemas terrestres (esquema conceptual tomado de Sanchez-Hernandez
2011).

El mecanismo de toxicidad aguda de los pesticidas OFs consiste en la inhibicion
irreversible de la enzima acetilcolinesterasa (AChE, EC 3.1.1.7) en los sistemas nerviosos y
neuromuscular (Maxwell 1992, Chanda et al., 1997). La manifestacion clinica de dicha inhibicién
incluye temblores, salivacion, convulsiones e incluso la muerte del organismo por colapso cardio-

respiratorio en vertebrados ectotermos y endotermos (World Health Organization WHO 1986;



Maxwell 1992; Costa 2006; Colovié et al., 2013). En los Gltimos afios distintos estudios han
intentado vincular respuestas conductuales a la inhibicion de la AChE en diversos grupos tales
como aves (White et al., 1983; Hart 1993), peces (Sandahl et al., 2009; Sismeiro-Vivas et al.,
2007; Ren et al., 2016) y lombrices (Capowiez et al., 2010; Pereira et al., 2010; Jordaan et al.,

2012; Martinez Morcillo et al., 2013; Jouni et al., 2018).

Diversas investigaciones han documentado que las esterasas carboxilesterasa (CbE, EC
3.1.1.1) y butirilcolinesterasa (BChE, EC 3.1.1.8) poseen una mayor afinidad por los pesticidas
OFs que la AChE (Wogram et al., 2001; Fourcy et al., 2002; Wheelock et al., 2008; Sanchez-
Hernandez y Wheelock 2009; Narvéaez et al., 2016). Gracias a esta interaccion quimica se le ha
atribuido un rol de “buffer” a las enzimas CbE y BChE (Russel y Overstreet, 1987; Sanchez et al.,
1997). Debido a esta mayor afinidad por los pesticidas OFs, estas enzimas actian como ligandos
moleculares o bioscavengers, capaces de fijar irreversiblemente las moléculas de OF circulantes,
reduciendo asi la probabilidad de interaccion del plaguicida con la diana molecular (e.g., AChE
cerebral y muscular). Dicha particularidad hace que estas esterasas sean consideradas
biomarcadores de susceptibilidad; su afinidad por los pesticidas OFs y sus niveles de actividad
contribuyen a las diferencias interespecificas que los organismos manifiestan ante este tipo de

plaguicidas (Masson y Lockridge, 2010; Wheelock et al., 2008).

Paralelamente, se ha descrito la presencia de esterasas detoxificadoras de pesticidas en
el tracto digestivo de Lumbricus terrestris (Sanchez-Hernandez et al., 2009) asi como en las
heces frescas de esta misma especie (Sanchez-Hernandez et al., 2018). Considerando estos y
otros estudios, se ha propuesto que el tracto digestivo de diversas especies de lombrices es capaz
de detoxificar pesticidas OFs a traves de la existencia de CbEs y BChEs luminales, las cuales

actllan como una barrera en contra de la absorcion de pesticidas (bioscavengers), ademas de



formar un mecanismo potencial para la disipacion de pesticidas en el suelo (Sanchez-

Hernandez et al., 2014a y 2018; Jouni et al., 2018).

1.4 Lombrices; ingenieros ecosistémicos y su impacto en el suelo.

Las amenazas de los pesticidas en la biota del suelo han llevado a desarrollar métodos biolégicos
para facilitar y acelerar su degradacién. Durante los ultimos afios se han utilizado las lombrices
(e.g. Eisenia fetida, familia Lumbricidae, Savigny 1826; Lumbricus terrestris, familia
Lumbricidae, Linnaeus 1758) para la restauracion y biorremediacién de suelos debido a su rol en
la estimulacion de la microbiota edéfica, ademas de generar un impacto significativo en la
estructura del suelo (Butt 2008; Boyer y Wratten, 2010; Rodriguez-Campos et al., 2014). Las
lombrices tienen una funcién importante en el proceso de formacion del suelo y en la promocion
de su fertilidad, ya que modifican las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas del suelo
incorporando la materia organica y moviendo una gran cantidad de suelo a través de su continua
excavacion, alimentacion y depdsito de heces (Blouin et al., 2013). Estos procesos mejoran la
estructura del suelo mediante el aumento de la macroporosidad, que afecta la aireacion, la
dindmica del agua, la descomposicion de la materia organica (Wen et al., 2006; Ruiz et al., 2011),
estimulan y dispersan los microorganismos del suelo, facilita la liberacion de nutrientes (Barley y
Jennings, 1959) y causa una mejora en el crecimiento de las plantas (Edwards y Lofty, 1980).
Debido a que las lombrices estan en constante contacto con las particulas del suelo y con los
microorganismos presentes en él a través de la piel y el tracto digestivo (Jager et al., 2003; Drake
y Horn, 2007), ellas resultan significativamente afectadas por los contaminantes que alcanzan el
suelo y, por lo tanto, resultan un organismo excelente para el monitoreo del impacto de la

contaminacion de suelos.

En toxicologia ambiental, un nutrido nimero de especies han sido utilizadas para evaluar

el impacto de contaminantes organicos y metales en los organismos del suelo. Clasicamente, las



lombrices se han clasificado en tres grandes grupos ecoldgicos: epigeas, enddgeas y anécicas. Las
lombrices epigeas habitan sobre el suelo mineral, no forman madrigueras y se alimentan
preferentemente de material vegetal en descomposicion. De hecho, estas lombrices se encuentran
en pilas de compost, estiércol de ganado, o en la hojarasca. Las especies enddgeas viven en los
primeros 15-20 cm de la capa superficial del suelo. Se las considera ge6fagas, es decir, ingieren
grandes cantidades de suelo mineral del que obtienen los nutrientes. Las especies de este grupo
ecolégico construyen galerias horizontales semipermanentes, las que pueden obstruir con sus
propias excretas (casts). Finalmente, las especies anécicas construyen madrigueras verticales
permanentes y de gran longitud (hasta 3 metros) en el suelo mineral, y salen a la superficie para
alimentarse de material vegetal en descomposicion y de otros residuos organicos que llegan a

arrastrar e introducir en sus madrigueras (Bouché 1977).

1.5 ¢ Es energéticamente costoso detoxificar contaminantes ambientales?

Debido a las caracteristicas anteriormente descritas, en los ultimos afios, las lombrices han sido
propuestas como organismos biorremediadores (proceso Ilamado vermirremediacion, Sinha et al.,
2008). Con respecto al proceso de detoxificacion, este es bastante costoso desde el punto de vista
metabdlico, ya que el estrés oxidativo asociado a los procesos de detoxificacion de toxicos como
metales pesados o pesticidas pueden inducir cambios compensatorios en el metabolismo
energético de los organismos debido al aumento de los gastos energéticos asociados con el

despliegue de procesos de detoxificacion (Narvaez et al., 2016).

Algunos estudios han documentado el efecto de la temperatura sobre la dindmica de la
tasa metabolica en lombrices (Precht et al., 1973; Fitzpatrick et al., 1987; Al-Habbib e Ismael,
1989; Khan et al., 2007). En general se observa que el metabolismo energético (estimado mediante
la determinacion del consumo de O- o la produccion de CO2) aumenta con el incremento de la

temperatura. Aun menos estudios han documentado los costos metabdlicos asociados a la



detoxificacion en anélidos y se ha observado que el glicogeno disminuye por la regulacion interna
de metales como Al o Ni en Dendrobaena octaedra (Holmstrup et al., 2011). De forma similar,
lipidos, carbohidratos, crecimiento y fecundidad disminuyeron significativamente en Nereis
diversicolor, un poliqueto que muestra cierta tolerancia a los metales (Pook et al., 2009). En la
lombriz enddgea Allolobophora chlorotica se observé una disminucidn de las energias de reserva
asociada al estrés por pesticidas (Givaudan et al., 2014). Debido a que el presupuesto energético
(i.e., la energia disponible para los procesos de mantencion, reproduccién y/o crecimiento) en
animales es limitado y dindmico (Weiner 1992), el uso de recursos energéticos hacia procesos
biolégicos como el mantenimiento del metabolismo, la reproduccion o el crecimiento puede
verse alterado como consecuencia de la asignacién de reservas energéticas preferencialmente
hacia los procesos de detoxificacion, viéndose comprometidos otros procesos bioldgicos

(Narvéez et al., 2016).

Sumado al costo energético, la detoxificacion produce un desbalance en el estado
oxidativo del organismo (homeostasis oxidativa de la célula). Muchas enzimas transferasas y
oxidorreductasas, asi como moléculas endégenas de bajo peso molecular, (e.g., glutation) son
considerados biomarcadores de estrés oxidativo (Saint-Denis et al., 1999) ya que pueden ser
medidas y se puede evaluar sus capacidades antioxidantes que les permiten proteger a las células
de los efectos adversos causados por las especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas durante
el metabolismo oxidativo celular y la detoxificacion de los xenobidticos. El principal efecto toxico
de las ROS en la célula es la peroxidacion lipidica, donde las ROS reaccionan con los &cidos
grasos insaturados de la membrana celular para generar un metabolito llamado malondialdehido
(MDA) (Papadimitriou y Loumbourdis, 2002). El MDA es, por tanto, un indicador o biomarcador
de dafio oxidativo intracelular indirecto. A pesar de su importancia, se han realizado pocos

estudios en estrés oxidativo y defensas antioxidantes en lombrices expuestas a pesticidas. Se ha



documentado que la exposicidn de lombrices a metales produce una disminucidon en los niveles de
glutation reducido (GSH, que es capaz de donar un equivalente de reduccion a otras moléculas,
como los ROS, para neutralizarlos) y un aumento en las actividades de las enzimas glutation-S-
transferasas (GST, EC 2.5.1.18, que cataliza la conjugacién de GSH a sustratos xenobi6ticos para
su detoxificacion), glutation peroxidasa (GPx, EC 1.11.1.9, cataliza la conversion de
hidroperdxidos lipidicos a alcoholes, hidroperdxidos libre a agua, y GSH a su forma oxidada,
GSSG) y glutation reductasa (GR, EC 1.6.4.2, cataliza la reaccion de GSSG a GSH) en
Aporrectodea caliginosa (Maity et al., 2018). Ha sido establecido que el glutation y las enzimas
antioxidantes dependientes de este tripéptido tienen una funcion protectora contra la reactividad
inducida por los metales (Maity et al., 2008). Para la misma especie, se pudo observar un aumento
en la actividad GST luego de una exposicién aguda a un pesticida OF (Sanchez-Hernandez et al.,
2014b). También se ha observado una disrupcion del sistema antioxidante en Eisenia fetida
expuesta al fungicida azoxistrobina. Dicha exposicion produce un aumento en la actividad de
superdxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1, cataliza la dismutacion del radical superéxido en
oxigeno molecular o peroxido de hidrégeno), en la actividad de GST, en la cantidad de ROS y en
la cantidad de MDA, que es un subproducto de la degradacién de las membranas causada por los

ROS (Han et al., 2014).

1.6 El uso de pesticidas en Chile

Uno de los principales sectores econémicos y estratégicos en Chile es la agricultura. Ello ha
llevado a que Chile sea un pais con un elevado consumo de pesticidas, especialmente en su zona
central (SAG, 2012). Uno de los insecticidas mas utilizados en Chile (el segundo insecticida mas
vendido) corresponde al CPF, un plaguicida de amplio espectro (SAG, 2012). El CPF se usa para
combatir las plagas de Escama de San José (Diaspidiotus pernicius, Quadraspidiotus pernicius),

Escama blanca (Hemiberlesia rapax), huevos de Arafiita roja (Tetranychus urticae), Chanchitos
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blancos (Pseudococcus sp.), Conchuela grande café (Parthenolecanium persicae), entre otras
(Dow Agrosciences). Las predicciones climatoldgicas estiman que las incidencias de estas plagas

incrementardn como consecuencia del cambio climético (Deutsch et al., 2018).

La temperatura y humedad son unas de las variables més importantes que afectan la
supervivencia, crecimiento, reproduccion y abundancia de los ectotermos y por lo tanto de las
lombrices, y es muy probable que sean fuertemente afectados por el cambio climéatico (Eggleton
et al., 2009). El uso de los fitosanitarios también se veria afectado, causando una reduccién en la
concentracion de plaguicidas en el ambiente debido a un incremento en la tasa de volatilizacién y
degradacion fisicoquimica y biol6gico. Dicho efecto se veria atenuado al aumentar las tasas de
aplicacién, dosis vy tipos de plaguicidas (Bloomfield et al., 2006; Kattwinkel et al., 2011). Frente
a este nuevo escenario, de conflicto entre las plagas y los pesticidas y en un contexto de
calentamiento global, las especies no-objetivo podrian verse adn mas afectadas.
Especificamente, las lombrices podrian ver disminuida su capacidad de biorremediacion debido
a los altos costos de la detoxificacion de pesticidas, los cuales se sumarian al consumo de

energia extra para sobrevivir en condiciones desfavorables de temperatura y humedad.

En esta tesis doctoral se busco estudiar el efecto sinérgico del aumento de la temperatura,
la disminucion de la humedad y la exposicion a una dosis subletal de un pesticida organofosforado
sobre el desempefio bioquimico (CbEs, BChE y AChE) y energético de una especie de lombriz
enddgea ampliamente distribuida en el mundo. Hasta donde conocemos, no existen estudios de
los efectos del cambio global sobre la capacidad detoxificadora y sus costos metabolicos. Por
tanto, los resultados de esta tesis contribuyen al entendimiento de la relacion entre los efectos de
estos factores de estrés ambiental con la biogeografia de L. terrestris y establecen las herramientas

biol6gicas para estimar la distribucion de otras especies endémicas de Chile, donde la economia
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depende en gran medida de una agricultura intensiva que requiere el uso permanente de

plaguicidas.
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2 HIPOTESIS

La detoxificacién de pesticidas OFs es un proceso metabdlicamente costoso, que incluye el
despliegue de procesos a nivel molecular (induccion enzimatica, sintesis de macromoléculas) y de
sintesis enzimatica y proteccion y que reducen el impacto del pesticida. Ademas, el aumento de
temperatura y la disminucion de humedad del ambiente resulta ser un desafio para las lombrices
enddgeas, de modo que la exposicion a un pesticida OF en un contexto de cambio climético (i.e.,
un aumento de la temperatura y una disminucién de la humedad del suelo), provocan diversos
efectos sobre los sistemas de detoxificacion de xenobidticos y sus metabolitos, cambios
metabolicos que pueden afectar el estado oxidativo, costos metabdlicos per se y finalmente una

re-asignacion de materia y energia a distintas funciones bioldgicas.

Predicciones

1. Lombrices expuestas a suelos contaminados con un pesticida OF junto con un estrés térmico
(alta temperatura) e hidrico (baja humedad) del suelo presentaran una mayor inhibicién de
las esterasas detoxificantes (CbE y BChE) y de las esterasas implicadas en el mecanismo de
accion toxica del OF (AChE).

2. Las lombrices expuestas a una concentracién subletal de un pesticida OF, y al efecto de la
alta temperatura y baja humedad del suelo, presentaran mayores costos metabdlicos reflejados
en una mayor tasa metabdlica estandar.

3. Las lombrices expuestas a suelos contaminados con un plaguicida OF, junto con el efecto de
la alta temperatura y la baja humedad del suelo, sufrirdn un cambio en la homeostasis
oxidativa, reflejado en un aumento de la capacidad antioxidante total (TAC), de la cantidad
de peroxidos de hidrogeno (H-0-), y un aumento en el dafio a las membranas lipidicas

(peroxidacion lipidica). Por el contrario, tales factores de estrés causaran una transformacion
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de glutation reducido (GSH) en glutation oxidado (GSSG) que se reflejard en una
disminucion del cociente GSH/GSSG.

Los individuos que se vean expuestos a una concentracion subletal del pesticida, y al efecto
de la alta temperatura y de la baja humedad del suelo, presentaran una menor masa corporal
como consecuencia de la reasignacion de recursos energéticos hacia la generacion de

mecanismos de detoxificacion de pesticidas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos generales

Analizar el efecto del plaguicida CPF, de la temperatura y la humedad del suelo sobre parametros

bioguimicos, fisiologicos y de historia de vida en la lombriz enddgea A. caliginosa.
3.2 Objetivos especificos

1. Explorar la variacion de los marcadores bioguimicos (TAC, H,O,, peroxidacion lipidica,
GSH, GSSG, GSH/GSSG, y actividad CbE, BChE y AChE) en lombrices sometidas al
efecto del pesticida (0 y 20 mg/kg), de la temperatura (10 y 20°C) y la humedad del suelo
(25 y 35%).

2. Cuantificar los cambios en las tasas metaboélicas asociadas a la detoxificacion de CPF en
lombrices bajo el efecto de la temperatura y la humedad del suelo.

3. Examinar la variacion de la masa corporal en lombrices expuestas al efecto del pesticida,

de la temperatura y la humedad del suelo.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1, Reactivos

Los reactivos fueron obtenidos de Merck Chile, Fermelo y Los Alquimistas. Los sustratos para
los ensayos de esterasas, ¢j., o-naftil acetato (a-NA), a-naftil butirato (a-NB), 4-nitrofenil acetato
(4-NPA) fueron preparados en etanol a una concentracion inicial de 20 mM (solucién madre) y
mantenidos a 4°C. El pesticida organofosforado Clorpirifés 48EC (48% wi/v, ingrediente activo)

fue comprado en CALS Company (Santiago, Chile).
4.2. Lombrices y suelo

Individuos adultos y con clitelo desarrollado de Aporrectodea caliginosa (Savigny, 1826) fueron
recolectados en la Rinconada de Maipl (MaipQ, Santiago; 33°29'52.5"S 70°49'34.1"W),
utilizando cuidadosamente una horqueta para retirar a los individuos del suelo sin dafiarlos. En el
mismo lugar, se recolect6 suelo utilizando una pala para su posterior procesamiento y uso en los
distintos tratamientos. Los individuos recolectados mediante este método (n = 160) fueron
depositados en una caja plastica y llevados al Laboratorio de Ecofisiologia Animal en la Facultad
de Ciencias de la Universidad de Chile, donde se mantuvieron a 15°C y en oscuridad (periodo de
aclimatacion de 4 semanas) hasta iniciar los bioensayos. El suelo recolectado, que corresponde a
uno de tipo Mollisol (Casanova et al., 2013), fue tamizado a un tamafio de particulas inferior a 2
mm y subsecuentemente secado al aire durante cuatro semanas. Las propiedades fisicoquimicas
del suelo fueron pH = 7,54 + 0,3, conductividad eléctrica = 213,8 + 18,4 uS cm, capacidad de

retencion de agua maxima (WHC) = 0,54 + 0,01 g H.O g suelo seco.
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4.3 Disefio experimental

Con el fin de analizar la hip6tesis propuesta, se realiz un experimento factorial durante 90 dias,
donde los individuos fueron sometidos a dos temperaturas, dos humedades y dos concentraciones
del pesticida anteriormente descrito, obteniendo ocho tratamientos de simulacion de cambio global
(Tabla 1). Los tratamientos fueron llevados a cabo en un régimen de oscuridad permanente (Lowe

y Butt, 2005).

Tabla 1. Tratamientos experimentales con cuatro réplicas cada uno

Tratamiento Abreviacion | Temperatura | Humedad [CPF] N° botellas | N° indiv.
Control C 10 °C? 35 %P 0 mg/kg 4 5
Contaminacion pe 10 °C 35 % 20 mg/kg® 4 5
Sequia D¢ 10°C 25 % 0 mg/kg 4 5
Cambio global 1 CG1 10 °C 25 % 20 mg/kg 4 5
Calentamiento global GWe 20 °C 35 % 0 mg/kg 4 5
Cambio global 2 CG2 20 °C 35 % 20 mg/kg 4 5
Cambio climético CcC 20 °C 25 % 0 mg/kg 4 5
Cambio global 3 CG3 20 °C 25 % 20 mg/kg 4 5

@ Temperatura sugerida por Butt 1992.
® Humedad sugerida por Lowe y Butt, 1999.
¢ Abreviacion de la palabra en inglés (Pollution, Drought, Global Warming)
d Basada en el rango de concentraciones detectada en suelos agricolas (Racke, 1993).

Muestras de suelo (200 g suelo seco y tamizado) fueron puestas en botellas de plastico
(volumen 300 mL), para obtener 4 réplicas por tratamiento. A cada botella con suelo, se le agregd
la cantidad apropiada de CPF (considerando la concentracion del ingrediente activo) para lograr
una concentracion nominal de 20 mg kg (8,3 uL CPF 48%/200 g suelo). Esta cantidad de CPF
fue agregada en primer lugar a la cantidad de agua necesaria para lograr el 25 6 35 % de humedad
del suelo (50 y 70 mL H,O, correspondiente al 46,5 y al 65 % de WHC) y finalmente al suelo
seco. Las botellas fueron mantenidas durante 24 h en la cdmara climética (10 o 20 °C) para lograr
el equilibrio. Un total de 160 lombrices fueron pesadas (0,65 + 0,13 g, promedio + DE),
seleccionadas al azar y liberadas en grupos de cinco individuos en cada botella, para asi lograr 20

individuos por cada grupo experimental. La masa corporal continu¢ siendo registrada cada dos
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semanas, cuando fueron extraidas de las botellas, y puestas individualmente en una placa Petri
durante 24 h con el objetivo de tomar muestras de heces para su posterior analisis enzimatico.
Durante este proceso, y cada dos semanas, el suelo de cada botella fue renovado (basado en la
cinética de degradacion de CPF segun el estudio de Sdnchez Hernandez et al., 2018) con suelos
tratados con pesticida y previamente mantenidos a 10 6 20 °C durante 24 h para equilibrar. Las
lombrices de todos los tratamientos fueron alimentadas con ~2 g de hojarasca (hojas caidas de
Morus alba) por botella cada semana (Sanchez Hernandez et al., 2014b). Semana por medio se
tomé una muestra de 10 g de suelo de cada botella para analizar posteriormente la actividad
hidrolitica de esterasas. Al final del tiempo de tratamiento, se tom¢é la mitad de los individuos de
cada tratamiento (n = 10) y fueron congeladas inmediatamente a -80 °C para subsecuentes analisis
bioquimicos, mientras que a la otra mitad del grupo experimental se le realiz6 medicion de la tasa

metabolica estandar (SMR).

4.4 Propiedades fisicoquimicas del suelo y residuos de clorpirifés

La concentracion del CPF fue determinada en las muestras de tierra al inicio del experimento para
comparar la concentracion nominal (20 mg/kg) con la concentracion observada (concentracion de
CPF medida en los suelos). La extraccion de las muestras se realiz6 siguiendo el método
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) descrito en el método oficial
AOAC 2007 (Lehotay 2007), con algunas modificaciones para muestras de suelo (Asensio-Ramos
et al., 2010). Las muestras (2.5 gr peso himedo) fueron agitadas vigorosamente durante 1 minuto
con 5 mL de acetonitrilo (grado HPLC) con &cido acético 1%, Na-acetato y sulfato de magnesio;
seguido de sonicacion (5 minutos, 50 W) y centrifugaciéon (4.500xg durante 5 minutos). Los
sobrenadantes (1 mL) fueron limpiados por extraccion dispersiva de la fase sélida con 50 mg de
amina primaria-secundaria (40 m, tamafio particula), y luego centrifugada a 10.000xg durante 5

minutos. Los sobrenadantes fueron filtrados (0.45 um), y las alicuotas (20 uL) fueron inyectadas
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en un cromatégrafo liquido Agilent Series 1200 equipado con un autoinyector, bomba cuaternaria,

camara termostatizada para columna, detector de series de diodos y detector de fluorescencia.

El CPF fue separado usando una columna Agilent Eclipse Plus LC-18 (0.46x150 mm, 5
um tamafio particula) a una tasa de flujo de 0.8 mL*min? con el siguiente programa de
disolventes: acetonitrilo 70% (disolvente A), H,O 30% (disolvente B) a t = 0 min, luego se
incrementd A a 100% en 8 min y se mantuvo por 2 min, seguido de una disminucién a 70% A en
1 min, y manteniendo por 4 min para equilibrio de la columna. El detector de series de diodos fue
ajustado a 290 nm (ancho de banda = 8, longitud de onda de referencia = 360 nm), y la
cuantificacion y el espectro (200 a 600 nm) fueron realizados usando estandar de CPF preparados
en acetronitrilo (grado HPLC). La tasa de recuperacion de CPF desde suelos contaminados fue de

un 98%. Se uso etil paraoxon [O,0-dietil O-(4-nitrofenil) fosfato] como estandar interno.
4.5, Tasa metabdlica estandar

La tasa metabdlica estandar se determin6é de manera indirecta midiendo la produccién de CO;
(Vcoz) utilizando un sistema de respirometria de flujo cerrado. Las mediciones fueron realizadas
antes y después de los 90 dias de duracién de los tratamientos experimentales. Brevemente, las
lombrices fueron pesadas y depositadas en una jeringa (20 mL) sellada herméticamente dentro de
un incubador (Peltier IPP110, Memmert, Schwabach, Alemania) con temperatura controlada (10°
0 20° £ 0,5 °C) y en oscuridad durante dos horas. Los individuos fueron depositados dentro de la
jeringa junto a una tela absorbente con la cantidad de agua destilada necesaria para tener una
atmosfera con al menos un 15% de humedad relativa con el objetivo de evitar la desecacion de la
piel. Luego de dos horas, la mitad del aire de la jeringa fue inyectado en el sistema de
respirometria, donde paso6 por un analizador de vapor de agua (RH 300 Water Vapor Analyzer,
Sable Systems) y una columna de Driedrita antes de pasar por un analizador de O./CO, modelo

Fox Box (Sable System, Henderson, Nevada) calibrado con una mezcla conocida de oxigeno
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(20%) y nitrégeno (80%) certificada por cromatografia (INDURA, Chile). La informacién de
salida del analizador de CO, (%) y del flujometro fueron digitalizadas usando una interfaz
universal (Ul-2 Data Acquisition Interface, Sable Systems) y registradas en un computador

personal con el software de adquisicién de datos EXPEDATA (Sable Systems).

4.6. Homogenizacién de tejidos

Los individuos congelados fueron rebanados en trozos de 1 ¢cm de longitud y homogenizados
(1:10, w/v) individualmente utilizando un homogenizador Ultra Turrax T25 (Janke and Kunkel,
Breisgau, Alemania) a 14000 rpm, 4 veces durante 10 s con 1 min de intervalo, en buffer helado
Tris-HCI 20 mM pH = 7.6, 1. mM EDTA. Los homogenizados fueron centrifugados (9000 g, 20
min, 4 °C) para obtener el sobrenadante, que fue congelado a -80 °C para su posterior analisis

bioguimico.

4.7. Biomarcadores de lombrices

La actividad esterasica y el estado oxidativo fueron determinados espectrofotométricamente
utilizando un lector de microplacas Thermo Scientific Multiskan GO a 25 °C. La actividad de CbE
fue determinada usando los sustratos a-NA, o-NB y 4-NPA. La concentracion de proteinas total
fue cuantificada siguiendo el método de Bradford (1976) usando albimina de suero bovino como
estandar. La actividad de CbE usando a-NA y a-NB se determiné seguin el método descrito por
Thompson (1999). EI medio de reaccién (250 pL, volumen final) contuvo Tris-HCI 0.1 M (pH
7.4) y 0-NA o a-NB 20 mM, y fue incubado durante 10 min a 25 °C con la muestra. La reaccién
fue detenida afiadiendo el cromoforo Fast Red ITR 0.1 % disuelto en una mezcla de SDS
5%/ Triton X-100 5%. Las muestras fueron mantenidas durante 30 min a 25 °C en oscuridad. La
absorbancia del complejo Naftol-Fast Red ITR fue leido a 530 nm y la actividad especifica

calculada utilizando un coeficiente de extincion molar de 14 x 108 M* cm™. La actividad de ChE
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utilizando 4-NPA fue determinada siguiendo el método de Thompson (1999). EI medio de
reaccion (250 pL, volumen final) estaba compuesto de Tris-HCI 0.1 M (pH 7.4) con la muestra.
La reaccion se inicié con 10 pL de 4-NPA 20 mM. La reaccion se detuvo con 50 pL de SDS 2%
en Tris 2%. La formacion de para-nitrofenol fue monitoreada a 405 nm y cuantificada usando un
coeficiente de extincién molar de 0.008 mM* cm™. Las actividades BChE y AChE fueron
determinadas de acuerdo con el método de Wheelock y colaboradores (2005), adaptado de Ellman
y colaboradores (1961). El medio de reaccion (200 pL, volumen final) estaba compuesto de buffer
fosfato 0.1 M (pH 8.0) con 320 pM (concentracion final) acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico
(DTNB) 10 mM y 10 pL de la muestra. La reaccion fue iniciada con BTCI (BChE) o ATCI
(AChE) 60 mM y la formacién del producto fue monitoreada durante 8 min a 412 nm. La actividad

especifica fue calculada usando el coeficiente de absorcién molar de 8.6 x 10° M cm™,

La capacidad antioxidante total fue medida segin el método reductor de Apak y
colaboradores (2004). El kit de ensayo producido por Cell Biolabs OxiSelect™, (San Diego, CA;
# STA-360) se basa en la produccion de un reactivo cromogénico. El medio de reaccion (250 uL,
volumen final) contenia 180 pL del bafer de reaccién y 20 uL de la muestra. Se ley6 la absorbancia
inicial a 490 nm y luego se inicid la reaccion con el ion cobre dejando incubar durante 5 min. La
reaccion fue monitoreada nuevamente a 490 nm. La capacidad antioxidante de las muestras fue
calculada usando una curva de estandar elaborada con acido Urico. La peroxidacion lipidica fue
medida mediante la cuantificacion de las especies reactivas del acido tiobarbiturico (TBARS)
siguiendo el procedimiento de Ohkawa y colaboradores (1979). De forma breve, las muestras
fueron incubadas durante 5 minutos con 100 pL de SDS 10%, luego se le afiadi6 250 pL de acido
tiobarbitarico (TBA), se sellaron los tubos y fueron incubados durante 45 min a 95°C. Se procedio
a enfriarlos con hielo y centrifugarlos a 3000 rpm durante 5 min. Finalmente, se tomaron 200 pL

(volumen final) y se registrd la absorbancia a 532 nm. La concentracion de MDA en las muestras
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fue calculada con una curva estandar de MDA. La concentracion de perdxidos acuosos fue medida
siguiendo el protocolo de Jiang y colaboradores (1990). EI medio de reaccion contenia 20 pL de
la muestra y 200 pL del reactivo working color (sorbitol 100 mM + xylenol 125 puM + sulfato
amonio ferroso 25 mM) y se dejé incubar durante 25 min a 25°C. La absorbancia fue leida a 560
nm. La concentracion de perdxidos acuosos fue calculada usando una curva estandar de peréxido
de hidrégeno. La concentracién total de glutation (GSH+GSSG) y de GSSG fue determinada
siguiendo el método de Rahman et al (2007) con algunas modificaciones. Brevemente, la muestra
fue incubada con acido tricloroacético (TCA, 5 %) en hielo durante 5 minutos para eliminar las
proteinas, luego fue centrifugada durante 5 minutos a 10000 rpm a 4°C. Se tomaron 100 uL del
sobrenadante y se le afiadié 120 pL de una mezcla 1:1 de glutation reductasa (GR, EC 1.8.1.7) y
DTNB en bafer potasio-fosfato EDTA (KPE). Luego de 30 segundos de agitacion, se le afiadié 60
UL de NADPH y la formacion del producto fue monitoreada durante 1 minuto a 412 nm. Para la
cuantificacion de GSSG, se afiadié 2 pL de 2-vinilpiridina (1/10 en KPE) al sobrenadante y se
dej6 incubar durante al menos una hora a temperatura ambiente. Luego se le afiadié 6 pL de
trietanolamina (1:6 en KPE) y se dejo incubar durante al menos 10 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente se siguié el mismo protocolo anteriormente descrito. La concentracion de

GSH y GSSG fueron calculadas usando una curva estandar.

4.8. Actividad enzimatica en suelos y heces

Las suspensiones de suelos y heces fueron preparadas segin Sanchez-Hernandez et al. (2018), con
algunas modificaciones. En breve, una cantidad de suelo o de heces fueron dispersadas en agua
destilada (1:25, w/v) y agitadas vigorosamente durante 5 minutos a temperatura ambiente (~22
°C). Luego se tomaron 100 pL de la suspension y se le afiadié tampon Tris-HC1 0.1 M y a-NA 20
mM y la mezcla fue incubada durante 30 minutos, con agitacion cada 10 minutos. La reaccion se

detuvo con SDS 2,5 % y luego fue centrifugada durante 3 minutos. Se tomaron 200 pL del
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sobrenadante y se le afiadié el cromoforo Fast Red ITR 2,5 % en Triton X-100 2,5 %, la mezcla

fue incubada durante 20 minutos y luego su absorbancia fue leida a 530 nm.

4.9, Analisis de datos

Para comprobar los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas de los datos, se
utilizaron las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Levene de forma previa a los analisis que se
describen a continuacion. En el caso de las variables que no presentaron una distribucion normal,
los datos fueron transformados logaritmicamente para realizar los analisis. Se realiz6 un andlisis
de varianza (ANOVA) de medidas repetidas (ANOVA MR) para detectar diferencias en la masa
corporal de los tratamientos a lo largo del experimento. Se realizaron ANOVA de tres vias para
analizar el efecto de los tres factores sobre el SMR vy los distintos marcadores bioquimicos, y
cuando se observo un efecto significativo, se realizé una prueba a posteriori de Tukey. Utilizando
el SMR vy los marcadores bioquimicos, se llevd a cabo un mapa de calor de correlaciones para
observar como se asocian las distintas variables entre ellas. Finalmente se realiz6 un analisis
factorial exploratorio con el objetivo de reducir el nimero de variables (SMR a 10 y 20 °C,
marcadores esterasicos y de estrés oxidativo) a un nimero menor de dimensiones. Se utilizaron
los programas estadisticos STATISTICA® (Kolmogorov-Smirnov, Levene, ANOVA, ANOVA
MR, ANOVA 3 vias), GraphPad Prism®, JAMOVI® (matrices de correlacion, mapas de calor y

scree plot) y JASP® (cargas factoriales y diagrama de vias) para Windows®.
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5 RESULTADOS

5.1 Concentracién de clorpirif6s y masa corporal

La Tabla 2 resume las concentraciones (promedio + DE) del clorpirifos en los suelos utilizados en
los tratamientos con el pesticida. Para los cuatro tratamientos analizados se observo que las
concentraciones correspondieron al 75% aproximadamente de la concentracion nominal (20
mg/kg). La razon de esta discrepancia pudo deberse a distintas razones como, por ejemplo, la
degradacion del CPF en CPF-oxon (metabolito altamente toxico del CPF) durante la conservacion
de los suelos, o un procedimiento de contaminacion del suelo no suficientemente homogéneo. Al
comienzo del experimento se registro la muerte de algunos individuos en los tratamientos mas
severos (CC y CG3) debido a la baja humedad inicial (10%), por lo que se decidié elevar este
valor a un 25% tomando de referencia datos de la literatura cientifica (Lowe y Butt, 2005). Al
inicio de los tratamientos (semana 0) la masa corporal de las lombrices (h = 160) tuvo un valor
promedio de 0,65 + 0,1 g. Durante el desarrollo de los tratamientos, se observo una disminucion
significativa de la masa en los grupos sometidos a escenarios mas “severos” (ANOVA MR: F42.816)
= 5,66; p < 0,05; Figura 2), registrando una disminucién de un 39,1 % en el grupo CG3
(temperatura 20 °C; 25 % humedad y 20 mg/kg de CPF), y un aumento de un 26,2 % en el grupo

control y de un 32,7% en el grupo GW (temperatura 20 °C; 35 % humedad y 0 mg/kg de CPF).

Tabla 2: Concentraciones de clorpirifés medidas por HPLC en los suelos de los tratamientos comparadas
con la concentracién nominal (promedio = DE, n = 4).
Concentracion  Concentracién medida (mg kg)?
nominal Contaminacion Cambio global 1 Cambio global 2 Cambio global 3
20 mg kg* 14,7 +£1,04 17,6 £2,27 16,3+1,19 15,2 + 4,37
2 | as diferencias estadisticas entre los tratamientos fue analizada con la prueba no-paramétrica de Kruskal-
Wallis (p < 0,05), y no se encontraron diferencias significativas.
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Figura 2: Promedio de masa corporal de los individuos de A. caliginosa expuestos durante 12 semanas a los
ocho tratamientos (C: control, P: contaminacion, D: sequia, CG1: cambio global 1, GW: calentamiento
global, CG2: cambio global 2, CC: cambio climéatico, CG3: cambio global 3) que simulan distintos
escenarios de cambio global.

5.2 Tasa metabélica estandar

El Vco2 fue significativamente mayor en las lombrices medidas a 20 °C (650,27 mL CO, grthr?)
de forma previa al inicio de los tratamientos (Prueba T pareada: t7) = 9,869; p < 0,0001; Figura
3), registrando un 54% de aumento con respecto a las mediciones realizadas a 10 °C (422,31 mL

COz grthrd).
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Figura 3: Promedio de produccién de CO; previo al inicio de los tratamientos, medida a 10 y a 20 °C.
Asterisco denota diferencias significativas (p < 0,05) en una prueba de T.

Al finalizar los tratamientos experimentales (dia 90), la produccién de CO;, fue afectada
significativamente por la humedad (ANOVA MR: F113 = 14,32; p < 0,0001), la concentracion
de pesticida (F,123 = 27,87; p < 0,0001), por la interaccion humedad*temperatura (F 123 = 3,824;
p =0,0117) y por la interaccién temperatura*humedad*pesticida (F 123 = 3,217; p < 0,05). En el
caso de las lombrices medidas a 10 °C, se observé un aumento de un 86 % de la produccion de
CO:; en el tratamiento de “cambio global 3” con respecto al control (Figura 4a), mientras que en
las lombrices medidas a 20 °C, se observa una tendencia hacia un aumento en la produccion de
CO: en los tratamientos mas desafiantes, pero estas diferencias no fueron significativas (Figura

4b).
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Tabla 3: ANOVA de 3 vias (humedad, temperatura y pesticida) para la tasa metabdlica estandar medida a
dos temperaturas de lombrices sometidas a los tratamientos. Asteriscos denotan diferencias significativas

(p < 0,05).
t° de medicion  Efecto % de variacion F gl p
10°C Humedad 25,2 31,47 1,61  <0,0001*
Temperatura 2,656 3,318 161 0,0734
Pesticida 20,58 25,7 1,61  <0,0001*
Humedad*Temperatura 10,5 13,12 1,61  0,0006*
Humedad*Pesticida 0,05891 0,07357 1,61 0,7871
Temperatura*Pesticida 5,407 06,753 1,61 0,0117*
Humedad*Temperatura*Pesticida 4,477 5,592 161  0,0212*
20°C Humedad 10,09 8,243 1,62  0,0056*
Temperatura 0,5766 04711 162 0,495
Pesticida 8,045 6,574 1,62  0,0128*
Humedad*Temperatura 0,01163 0,0095 1,62 0,9226
Humedad*Pesticida 0,5419 0,4428 1,62 0,5083
Temperatura*Pesticida 0,04653 0,03802 1,62 0,846
Humedad*Temperatura*Pesticida 3,667 2,996 1,62 0,0885
a) ; ns | b) : ns |
10°C 20°C 10°C 20°C
1000 1000
mm 0 mglkg = 0 mglkg
20 mglkg:l*‘* d 20 myglkg
5 90 5 8007 ab
-2 T 5% 2 T T ab o
=y o= a,b :
ff 6001 H ac o ac abc < zqz 6004 ap i T
£ bl LT i i "
2 0 b a O
‘E 3 400 E S 400~
EE EE
E 200 - 200+
0 0-
35% *kk 25% 35% - 25% 35% Fk 25% 35% ok 25%

Humedad suelo (%, p/p)
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Figura 4: Promedio de produccion de CO, posterior a los tratamientos, medida a 10 (panel a) y a 20 °C
(panel b). Asteriscos denotan diferencias significativas; * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001. Distintas
letras denotan diferencias significativas (p < 0,05) después de una prueba a posteriori de Tukey.

Se calcul6 el Qo para el SMR previo y posterior a los tratamientos y se pudo observar una

disminucién del coeficiente luego de que los individuos de A. caliginosa fueran sometidos durante

12 semanas a los distintos tratamientos (Tabla 4).
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Tabla 4: Efecto de la temperatura sobre el Q1o de la tasa metabélica estandar de los individuos de A.

caliginosa.
Temperatura de medicion ~ SMR pre-tratamientos ~ SMR post-tratamientos
10°C 422,31 465,39
20°C 650,27 547,09
Q1o 1,54 1,18

5.3 Marcadores bioguimicos

5.3.1 Esterasas en lombrices

Al realizar el ANOVA de tres vias, se observa una inhibicion de la actividad esterasica en los

tratamientos mas severos en todos los marcadores analizados (Figuras 4 y 5). En los cinco

marcadores, se observé un efecto significativo del pesticida sobre la actividad esterasica y que

explica una gran parte de su variacion (49,15 — 78,4 %). Para el caso de a-NA se encontrd un

efecto de la interaccion de los tres factores sobre la actividad esterasica (Tabla 5), pero dicho

efecto no esta presente en el a-NB. Dicho efecto si puede verse en la CbE-4-NPA y en BChE.

Finalmente, en la AChE se observa un gran efecto del pesticida sobre su actividad.

Tabla 5: ANOVA de tres vias (humedad, temperatura y pesticida) para la actividad esterasica de lombrices
sometidas a los tratamientos. Asteriscos denotan diferencias significativas (p < 0,05).

Esterasa Efecto % de variacion F gl p
CbE-aNA Humedad 2,451 6,805 1,62 0,0114*
Temperatura 13,86 38,49 1,62 <0,0001*
Pesticida 50,45 140,1 1,62  <0,0001*
Humedad*Temperatura 4,569 12,69 1,62  0,0007*
Humedad*Pesticida 0,3044 0,8452 1,62  0,3615
Temperatura*Pesticida 2,071 5,75 1,62  0,0195*
Humedad*Temperatura*Pesticida 2,902 8,059 1,62 0,0061*
CbE-oNB Humedad 0,3072 0,9918 1,60 0,3233
Temperatura 0,8174 2,639 1,60 0,1095
Pesticida 68,57 221,3 1,60 <0,0001*
Humedad*Temperatura 0,6886 2,223 1,60 0,1412
Humedad*Pesticida 2,327 7,512 1,60  0,0081*
Temperatura*Pesticida 2,080 6,714 1,60 0,012*
Humedad*Temperatura*Pesticida  0,06197 0,2 1,60 0,6563
CbE-4-NPA  Humedad 5,93 14,12 1,63  0,0004*
Temperatura 8,501 20,24 163 <0,0001*
Pesticida 49,15 117 1,63  <0,0001*
Humedad*Temperatura 4,784 11,39 1,63  0,0013*

28



Humedad*Pesticida 1,51 3,594 1,63  0,0626
Temperatura*Pesticida 0,4636 1,104 1,63 0,2974
Humedad*Temperatura*Pesticida 2,208 5,258 1,63  0,0252*
BChE Humedad 7,954 40,2 1,60 <0,0001*
Temperatura 0,29 1,465 1,60  0,2308
Pesticida 69,29 350,2 1,60 <0,0001*
Humedad*Temperatura 0,235 1,187 1,60 0,2802
Humedad*Pesticida 3,974 20,08 1,60 <0,0001*
Temperatura*Pesticida 0,1769 0,8941 1,60 0,3482
Humedad*Temperatura*Pesticida  0,9028 4,562 1,60 0,0368*
AChE Humedad 3,132 16,69 1,62  0,0001*
Temperatura 1,477 7,874 1,62 0,0067*
Pesticida 78,4 418 1,62  <0,0001*
Humedad*Temperatura 0,0005251 0,002799 1,62 0,958
Humedad*Pesticida 1,256 6,698 1,62  0,0120*
Temperatura*Pesticida 0,4625 2,465 1,62 0,1215
Humedad*Temperatura*Pesticida  0,1073 0,5719 162 04524
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Figura 5: Promedio de actividad especifica de a) CbE-aNA, b) CbE-aNB, c) CbE-4-NPA, d) BChE y e)
AChE en individuos de A. caliginosa sometidos a los distintos tratamientos durante 12 semanas. Asteriscos
denotan diferencias significativas para ANOVA 3 vias, * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Letras
distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) después de una prueba a posteriori de Tukey.
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El mapa de calor de correlaciones (Figura 6, Tabla 6) entre el SMR y los marcadores de esterasas
dio como resultado una serie de correlaciones negativas entre el metabolismo medido a 10 y a
20°C y todas las esterasas, mientras que SMR 10°C y SMR 20°C se correlacionaron de forma

positiva entre ellas. Las esterasas se correlacionaron de forma positiva y significativa entre ellas.
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Figura 6: Mapa de calor de matriz de correlaciones de SMR y esterasas en individuos de A. caliginosa
sometidos a distintos tratamientos durante 12 semanas. Los coeficientes de correlacion de los marcadores
estan coloreados desde rojo (-1) hasta verde (1).

Tabla 6: Matriz de correlacion de Pearson de SMR vy esterasas en individuos de A. caliginosa sometidos a
distintos tratamientos durante 12 semanas. Asteriscos denotan diferencias significativas, * p < 0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001.

SMR 10°C__ SMR 20°C__ aNA oNB 4-NPA BChE AChE
SMR10°C r 1 0,128 -0,307%*  -0,177  -0,408%** -0,405%** -0 34%*
p 0,283 0.01 0.149 <0,001 <0,001 0,004
SMR20°C  r 1 0,312%% 0,197  -0,35%%  -0,307*** -0,30%**
p 0.009 0,109 0,003 <0,001 <0,001
aNA r 1 0,716%**  0,844%**  0,662%**  0,692%**
P <0,001  <0,001 <0,001 <0,001
oNB r 1 0,639%**  0,705%**  (,79%**
p <0,001 <0,001 <0,001
4-NPA r 1 0,729%**  0,758%**
p <0,001 <0,001
BChE r 1 0,020%**
P <0,001
AChE r 1
P
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5.3.2 Esterasas en heces

La actividad esterasica de las muestras de heces de los individuos sometidos a los tratamientos
fueron analizadas mediante ANOVA de tres vias. En la mayoria de los sets de datos se observo
una inhibicidn significativa de las esterasas en los tratamientos méas severos (Figura 7) y un efecto

significativo de al menos uno de los tres factores (temperatura, humedad y pesticida), pero no de

la interaccion de éstos (Tabla 7).

Tabla 7: ANOVA de 3 vias (humedad, temperatura y pesticida) para la actividad esterasica de las heces de

los individuos sometidos a los tratamientos durante 12 semanas. Asteriscos denotan diferencias
significativas (p < 0,05).

Marcador Efecto % de variacion F gl p
Semana4  Humedad 0,1299 0,2409 1,50 0,6257
Temperatura 14,59 27,06 1,50 <0,0001*
Pesticida 32,50 60,27 1,50 <0,0001*
Humedad*Temperatura 2,092 3,879 1,50 0,0544
Humedad*Pesticida 0,0000591 0,00011 1,50 0,9917
Temperatura*Pesticida 3,249 6,025 1,50 0,0176*
Humedad*Temperatura*Pesticida 7,277 13,50 1,50 0,0006*
Semana6  Humedad 0,006508 0,005243 1,46 10,9426
Temperatura 1,759 1,417 1,46 0,2400
Pesticida 33,56 27,04 1,46 <0,0001*
Humedad*Temperatura 0,4219 0,3399 1,46 0,5627
Humedad*Pesticida 0,01104 0,008894 1,46 0,9253
Temperatura*Pesticida 5,812 4,683 1,46 0,0357*
Humedad*Temperatura*Pesticida 1,688 1,360 1,46 0,2495
Semana8  Humedad 17,66 19,61 1,41 <0,0001*
Temperatura 28,59 31,74 1,41 <0,0001*
Pesticida 2,815 3,125 1,41 0,0846
Humedad*Temperatura 26,03 28,90 1,41 <0,0001*
Humedad*Pesticida 1,646 1,827 1,41 0,1839
Temperatura*Pesticida 1,215 1,349 1,41 0,2522
Humedad*Temperatura*Pesticida 3,416 3,793 1,41 0,0584
Semana 10 Humedad 10,15 13,87 1,54 0,0005*
Temperatura 7,689 10,51 1,54 0,0020*
Pesticida 26,53 36,25 1,54 <0,0001*
Humedad*Temperatura 5,362 7,328 1,54 0,0091*
Humedad*Pesticida 0,05413 0,074 1,54 0,7867
Temperatura*Pesticida 6,993 9,557 1,54 0,0031*
Humedad*Temperatura*Pesticida  0,01073 0,01467 154 0,9041
Semana 12 Humedad 10,52 11,85 1,43 0,0013*
Temperatura 0,07558 0,08510 1,43 0,7719
Pesticida 26,65 30,00 1,43 <0,0001*
Humedad*Temperatura 1,238 1,394 1,43 0,2442
Humedad*Pesticida 8,350 9,401 1,43 0,0037*
Temperatura*Pesticida 6,508 7,327 1,43 0,0097*
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Figura 7: Promedio de actividad especifica de CbE-aNA en las heces de los individuos sometidos a los
distintos tratamientos en distintas semanas (2, 4, 6, 8, 10, 12). Asteriscos denotan diferencias significativas
para ANOVA tres vias, * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Letras distintas indican diferencias
significativas (p < 0,05) después de una prueba a posteriori de Tukey.
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5.3.3 Esterasas en suelo

Se realizaron ANOVASs de tres vias con la actividad esterasica de las muestras de suelo obtenidas
cada dos semanas (semanas 2, 4, 6, 8, 10 y 12) y en todos los sets de datos se observd una
inhibicion significativa de las esterasas en los tratamientos mas severos (Figura 8). En la mayoria

de las semanas se obtuvo un efecto significativo de los tres factores (temperatura, humedad y

pesticida) pero no de la interaccion de éstos (Tabla 8).

Tabla 8: ANOVA de tres vias (humedad, temperatura y pesticida) para la actividad esterasica de los suelos

utilizados en los tratamientos. Asteriscos denotan diferencias significativas (p < 0,05).

Marcador Efecto % de variacion F gl p
Semana2  Humedad 29,36 62,02 1,24 <0,0001*
Temperatura 25,35 53,54 1,24 <0,0001*
Pesticida 26,02 54,96 1,24 <0,0001*
Humedad*Temperatura 0,4359 0,9206 1,24 0,3469
Humedad*Pesticida 6,630 14,00 1,24 0,0010*
Temperatura*Pesticida 0,5049 1,066 1,24 0,3120
Humedad*Temperatura*Pesticida 00,3307 0,6985 1,24 00,4115
Semana4  Humedad 22,57 20,37 1,24 0,0001*
Temperatura 13,06 11,78 1,24 0,0022*
Pesticida 17,60 15,88 1,24 0,0005*
Humedad*Temperatura 11,59 10,46 1,24 0,0035*
Humedad*Pesticida 0,7077 0,6384 1,24 04321
Temperatura*Pesticida 0,09901 0,08932 1,24 0,7676
Humedad*Temperatura*Pesticida 7,768 7,008 1,24 0,0141*
Semana6  Humedad 18,93 11,74 1,24 0,0022*
Temperatura 4,964 3,080 1,24 0,0920
Pesticida 34,33 21,30 1,24  0,0001*
Humedad*Temperatura 0,4825 0,2993 1,24 0,5894
Humedad*Pesticida 0,5497 0,3410 1,24 0,5647
Temperatura*Pesticida 1,414 0,8774 1,24 0,3583
Humedad*Temperatura*Pesticida  0,6418 0,3981 1,24 0,5340
Semana 8 Humedad 36,50 38,22 1,24 <0,0001*
Temperatura 10,88 11,39 1,24 0,0025*
Pesticida 19,54 20,46 1,24 0,0001*
Humedad*Temperatura 1,012 1,059 1,24 0,3136
Humedad*Pesticida 8,993 9,414 1,24 0,0053*
Temperatura*Pesticida 0,03550 0,03716 1,24 0,8488
Humedad*Temperatura*Pesticida  0,1100 0,1151 1,24 0,7373
Semana 10 Humedad 31,49 33,41 1,24 <0,0001*
Temperatura 19,46 20,64 1,24 0,0001*
Pesticida 23,78 25,22 1,24 <0,0001*
Humedad*Temperatura 1,233 1,308 1,24 0,2641
Humedad*Pesticida 0,2497 0,2649 1,24 0,6115
Temperatura*Pesticida 0,9147 0,9703 1,24 0,3344
Humedad*Temperatura*Pesticida  0,2471 0,2622 1,24 0,6133
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Semana 12

Humedad

Temperatura

Pesticida

Humedad*Temperatura
Humedad*Pesticida
Temperatura*Pesticida
Humedad*Temperatura*Pesticida

13,20
2,605
22,45
6,185
3,657
5,608
6,924

8,045
1,588
13,69
3,770
2,230
3,418
4,221

1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24

0,0091*
0,2197
0,0011*
0,0640
0,1484
0,0768
0,0510
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Figura 8: Promedio de actividad especifica de CbE-aNA en los suelos de los tratamientos en distintas
semanas (2, 4, 6, 8, 10, 12). Asteriscos denotan diferencias significativas para ANOVA de tres vias, * p <
0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) después de
una prueba a posteriori de Tukey.
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5.3.4 Estrés oxidativo

El ANOVA de tres vias reveld que los tres factores afectaron de forma significativa la
concentracién de &cido Urico (TAC) (Tabla 9) pudiéndose observar una disminucion en todos los
tratamientos con respecto al control (Figura 9a). A pesar de esto, sélo las interacciones
humedad*temperatura y humedad*pesticida afectaron de forma significativa a TAC. Los
peréxidos acuosos se vieron afectados significativamente por el pesticida, la interaccion
humedad*temperatura y la interaccion de los tres factores (Tabla 9). Si bien no es totalmente clara,
se observa una tendencia al aumento de los perdxidos en la temperatura baja cuando disminuye la
humedad y hay CPF (Figura 9b). Finalmente, la peroxidacion lipidica se vio afectada por la
temperatura y las interacciones humedad*temperatura y temperatura*pesticida (Tabla 9); se
observa una disminucion de MDA en los tratamientos expuestos a 10 °C, mientras que, en los

tratamientos expuestos a una alta temperatura, se aprecia un aumento de MDA (Figura 9c).

Tabla 9: ANOVA de tres vias (humedad, temperatura y pesticida) para los marcadores de estrés oxidativo
de lombrices sometidas a los tratamientos. Asteriscos denotan diferencias significativas (p < 0,05).

Marcador Efecto % de variacion F gl p

TAC Humedad 2,879 4,383 1,65  0,0402*
Temperatura 18,99 28,92 1,65 <0,0001*
Pesticida 4,279 6,515 1,65  0,0131*
Humedad*Temperatura 18,46 28,11 1,65 <0,0001*
Humedad*Pesticida 4,468 6,802 165  0,0113*
Temperatura*Pesticida 1,821 2,772 1,65  0,1007
Humedad*Temperatura*Pesticida  0,3632 0,5529 165  0,4598

Perdxidos Humedad 1,791 1,607 1,64  0,2094

acuosos Temperatura 0,6717 0,6029 1,64 0,4403
Pesticida 6,396 5,741 1,64  0,0195*
Humedad*Temperatura 6,777 6,083 1,64 0,0163*
Humedad*Pesticida 0,000006574 0,0000058 1,64  0,9981
Temperatura*Pesticida 3,909 3,508 1,64  0,0656
Humedad*Temperatura*Pesticida 5,996 5,382 164  0,0235*

Peroxidacion Humedad 4,12 6,495 1,65 0,0132*

lipidica Temperatura 7,486 11,8 1,65  0,001*
Pesticida 0,3177 0,5008 1,65  0,4817
Humedad*Temperatura 34,07 53,7 1,65 <0,0001*
Humedad*Pesticida 0,2942 0,4638 1,65  0,4983
Temperatura*Pesticida 11,61 18,31 1,65 <0,0001*
Humedad*Temperatura*Pesticida  0,01473 0,02322 165 0,879
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Figura 9: Promedio de concentraciones de: a) &cido Urico, b) perdxido y ¢) MDA en individuos de A.
caliginosa sometidos a los distintos tratamientos durante 12 semanas. Los circulos corresponden a outliers.
Asteriscos denotan diferencias significativas para ANOVA de tres vias, * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001. Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) después de una prueba a posteriori de
Tukey.

El anélisis del GSH, GSSG y su relacién GSH/GSSG arrojo6 una disminucidn en los niveles de los
tres marcadores en los tratamientos mas severos (Figura 10). Especificamente, en GSH se observo
un efecto significativo de la humedad, de la temperatura y de la interaccion entre estos dos factores
(Tabla 10, Figura 10a). Para el caso del GSSG, no se observd efecto significativo de ninguno de

los tres factores, y solo la interaccion humedad*temperatura tuvo un efecto sobre la concentracion
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de GSSG (Figura 10b). Cuando se analiza la relacion GSH/GSSG, también se observa una

disminucién en los tratamientos mas severos, y dicho efecto es causado por la humedad, la

temperatura y la interaccion entre ellos dos (Figura 10c).

Tabla 10: ANOVA de tres vias (humedad, temperatura y pesticida) para los marcadores de estrés oxidativo
de lombrices sometidas a los tratamientos. Asteriscos denotan diferencias significativas (p < 0,05).

Marcador Efecto % de variacion F gl p

GSH Humedad 6,324 8,181 1,59  0,0058*
Temperatura 23,83 30,83 1,59 < 0,0001*
Pesticida 1,23 1,591 159 0,2121
Humedad*Temperatura 25,04 32,4 1,59 <0,0001*
Humedad*Pesticida 0,3547 0,4589 1,59  0,5008
Temperatura*Pesticida 0,6006 0,777 1,59  0,3816
Humedad*Temperatura*Pesticida  0,00112 0,001449 159  0,9698

GSSG Humedad 2,472 2,029 1,64  0,1592
Temperatura 3,554 2,918 1,64 0,0924
Pesticida 1,498 1,23 1,64  0,2715
Humedad*Temperatura 10,87 8,92 1,64 0,004*
Humedad*Pesticida 0,1485 0,1219 1,64  0,7281
Temperatura*Pesticida 1,865 1,531 1,64  0,2204
Humedad*Temperatura*Pesticida  0,00009435 0,0000775 1,64 0,993

GSH/GSSG ~ Humedad 4,882 6,295 1,59  0,0149*
Temperatura 31,95 41,2 1,59 <0,0001*
Pesticida 0,2992 0,3858 159  0,5369
Humedad*Temperatura 19,76 25,47 1,59  <0,0001*
Humedad*Pesticida 0,3126 0,4031 1,59 0,528
Temperatura*Pesticida 0,01659 0,02139 1,59 0,8842
Humedad*Temperatura*Pesticida  0,001741 0,002245 1,59  0,9624
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Figura 10: Promedio de concentraciones de: a) GSH, b) GSSG y ¢) GSH/GSSG en individuos de A.
caliginosa sometidos a los distintos tratamientos durante 12 semanas. Los tridngulos y circulos
corresponden a outliers. Asteriscos denotan diferencias significativas para ANOVA de tres vias, * p < 0,05;
** p < 0,01; *** p < 0,001. Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) después de una
prueba a posteriori de Tukey.

En el mapa de calor de la matriz de correlaciones (Figura 11, Tabla 11) se puede observar que los
niveles de TAC y de GSH se correlacionan de forma negativa con la tasa metabdlica. Todos los
marcadores bioquimicos se correlacionan de forma positiva, y la mayoria significativamente, entre
ellos, con excepcion de los peroxidos, que se correlacionan de forma negativa y significativa con

el resto de los marcadores.
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Figura 11: Mapa de calor de matriz de correlaciones de SMR y marcadores de estrés oxidativo en individuos
de A. caliginosa sometidos a distintos tratamientos durante 12 semanas. Los coeficientes de correlacion de
los marcadores estan coloreados desde rojo (-1) hasta verde (1).

Tabla 11: Matriz de correlacion de Pearson de SMR y marcadores de estrés oxidativo en individuos de A.
caliginosa sometidos a distintos tratamientos durante 12 semanas. Asteriscos denotan diferencias
significativas, * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

SMR10°C_ SMR20°C__TAC __ Perox. TBARS __ GSH GSSG GSHI/GSSG
SMR10°C  r 1 0,128 -0,187 0,098 0,133 -0,005 0,092 0,01

p 0,283 0113 0,412 0,261 0,969 0,45 0,932
SMR20°C  r 1 -0,157 0,357**  -0,064 -0,061 -0,071 0,006

p 0,189 0,002 0,593 0,622 0,563 0,96
TAC r 1 -0,353%*  0,726%**  0,452%**  0,304* 0,477%%x

P 0,002 <0,001 <0,001 0,011 <0,001
Peroxidos 1 1 0,267 -0,39**  -0,306**  -0,263*

p 0,023 0,001 0,01 0,029
TBARS r 1 0,418%**  0,333%*  0,427%**

P <0,001 0,005 <0,001
GSH r 1 0,013***  0,515%%*

P <0,001 <0,001
GSSG r 1 0,22

p 0,074
GSH/GSSG  r 1

P
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5.4 Analisis factorial exploratorio

Debido a que se pudo observar distintas correlaciones significativas, tanto en las esterasas como
en los marcadores de estrés oxidativo, se realizo un andlisis factorial exploratorio, donde se pudo
observar una estructura de dos factores dentro de las variables analizadas. Las esterasas se
correlacionaron positivamente con el factor 1, asociado a una respuesta detoxificadora, mientras
gue el metabolismo se asoci6 de forma negativa con dicho factor. El segundo factor, se asocia con
una respuesta oxidante, observando un aumento de GSH, GSSG, TAC y TBARS, y una

disminucién de los peroxidos (Tabla 12 y Figura 12).

Tabla 12: Valores de cargas factoriales para las variables analizadas en los individuos de A. caliginosa
sometidos a los ocho tratamientos simulando diferentes escenarios de cambio global durante 12 semanas.
El método de extraccidn corresponde a componentes principales, mientras que el método de rotacién
corresponde a VVarimax.

Factor 1 Factor 2  Unicidad

AChE 0,913 0,131
BChE 0,898 0,172
GSH 0,894 0,199
GSSG 0,832 0,287
Peroxidos -0,540 0,611
SMR 10°C -0,476 0,768
SMR 20°C -0,448 0,772
TAC 0,696 0,413
TBARS 0,717 0,485
P-NPA 0,911 0,167
aNA 0,859 0,259
oaNB 0,792 0,365
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Figura 12: Diagrama de vias de analisis factorial exploratorio. El grosor de las flechas corresponde a la
magnitud de la asociacién, mientras que el color corresponde al signo de dicha asociacion (rojo = negativo,
verde = positivo)

La Figura 13 corresponde al scree plot donde se puede observar que 12 factores fueron extraidos
usando 12 variables y se utilizaron los factores cuyo eigenvalue fuera mayor a 1. La Figura 14
muestra el score plot de ambos factores escogidos. La inspeccion del score plot muestra que hay

una clara separacion de los tratamientos en dos grupos con respecto al factor 1, donde la diferencia

corresponde a la presencia y la ausencia del pesticida.
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Figura 13: Scree plot del anlisis de los doce factores obtenidos a partir de las doce variables consideradas.
La linea segmentada corresponde al eigenvalue 1.
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Figura 14: Plot del andlisis de factores de los datos de SMR y marcadores bioquimicos (CbE-aNA, CbE-
oNB, CbE-P-NPA, BChE, AChE, TAC, Peréxidos, TBARS, GSH y GSSG) de los individuos de
Aporrectodea caliginosa expuestos a los ocho tratamientos (C: control, P: contaminacion, D: sequia, CG1:
cambio global 1, GW: calentamiento global, CG2: cambio global 2, CC: cambio climético, CG3: cambio
global 3) que simulan distintos escenarios de cambio global.
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6. Discusion

6.1 Efecto de la temperatura, humedad y pesticida sobre la masa corporal y la tasa metabdélica

El objetivo central de esta tesis fue simular los efectos de tres factores ambientales (temperatura,
humedad del suelo y exposicion a pesticida), mediante un estudio experimental que incluyé ocho
tratamientos durante 12 semanas con individuos de A. caliginosa, los que simulaban distintos
escenarios de cambio global. Esto con el objetivo de estimar el efecto de las actividades antrépicas

y el cambio global sobre distintos marcadores bioguimicos, la tasa metabolica y la masa corporal.

Los tratamientos mas severos causaron una disminucion significativa de la masa corporal
de las lombrices a lo largo del experimento, observandose una disminucién de un 22,9 % en el
tratamiento CG1 y un 39,1 % en el tratamiento CG3. La concentracion del pesticida utilizada en
este estudio correspondié a una dosis subletal (20 mg de CPF kg? de suelo), mientras que la
concentracion letal media de CPF para A. caliginosa ha sido estimada en 755 mg kg™ (Ma y Bodt,
1993), por lo que se esperaba una alta tasa de sobrevivencia en este estudio, la cual se logré una
vez modificado el valor de humedad del suelo. Algunos autores han sugerido que la exposicion a
CPF puede llevar a cambios en la masa corporal y en la tasa de crecimiento en distintas especies
(Reinecke y Reinecke, 2007; Sanchez-Hernandez et al., 2014b y 2018) y estos cambios serian
debido a los costos energéticos implicados en la detoxificacion de contaminantes (Spurgeon y

Hopkin, 1996; Narvéez et al., 2016).

La literatura cientifica aporta muy pocos estudios que hayan cuantificado el efecto de los
contaminantes sobre el desempefio energético y aun son menos los enfocados en invertebrados
como las lombrices. Holmstrup y colaboradores (2011) cuantificaron la disminucién de un
polisacarido asociado a la reserva de energia debido a la contaminacién por metales, mientras que

Givaudan y colaboradores (2014) también observaron la disminucion en la energia de reserva en
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lombrices expuestas a suelos agricolas contaminados con pesticidas. Khan y colaboradores (2007)
observaron en Lumbricus terrestris un aumento, y posterior disminucion (a partir de los 18°C) del
consumo de O junto con el aumento de la temperatura. También reportaron cémo variaba el
consumo de O bajo exposicion a distintos metales y a distintas temperaturas. En este estudio se
midio el desempefio energético de lombrices expuestas a tratamientos que simularon escenarios
de cambio global, pero se realizd mediante respirometria de flujo cerrado. Con esta técnica, se
pudo registrar un aumento en la produccion de CO; hacia los tratamientos mas severos, con un
efecto marcadamente significativo ejercido por la humedad, el pesticida y la interaccion de ambos

factores.

Estos hallazgos sugieren que el presupuesto energético de las lombrices es flexible: en
respuesta a un aumento de la energia destinada a la activacion del sistema inmune, los animales
pueden reducir otro componente de su presupuesto (Degen 2006). Esto implica que la exposicion
a un pesticida OF, bajo un contexto de cambio climético, genera el despliegue de mecanismos
fisiologicos asociados a la detoxificacion para poder librar al organismo de tal estrés ambiental.
Dichos mecanismos son costosos y generan un impacto sobre el presupuesto energético y, en este
caso, sobre la energia destinada al mantenimiento, lo que se traduce en una pérdida de masa

corporal de hasta un 39% en el tratamiento mas severo (CG3).

Diversos estudios han documentado que la relacion de las tasas metabolicas con la
temperatura (tipicamente representada como el efecto Arrhenius 0 Qi) presenta una variacion
interespecifica significativa entre invertebrados ectotermos como también una variacion en el
rango de temperatura que se mide. En general, se han observado casos donde el metabolismo es
una funcion de la temperatura con un Qi cercano a 2,0 — 2,5 (lo que se denomina un efecto sin
compensacion, Precht et al., 1973), y otros casos donde se observa una respuesta compensatoria

con valores de Qi menor a 2,0. Para el caso de las lombrices, se ha documentado un amplio rango
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de valores de Qio. Por ejemplo, en Lumbricus terrestris (especie anécica), se observa una alta
compensacion en el rango 6ptimo de temperaturas (Qo = 1,3; 10 - 15 °C), compensacion parcial
en el rango subdptimo (Q0= 1,8; 5 - 10°C) y una ausencia de compensacion en condiciones mas
calidas (Qio = 2,2; 15 - 20°C) (Fitzpatrick et al., 1987). Contrario a esto, Heine y Larink (1993)
reportaron un Qi = 2,6 - 3,2 en la misma especie para el rango de 8 — 13°C. Phillipson y Bolton
(1976) documentaron un Q1o = 2.1 en Aporrectodea rosea (especie enddgea) medida a 5 — 10°C.
Dendrobaena atheca mostré una compensacion metabdlica perfecta (Qio = 1,1 — 1,3) para el

intervalo 10 — 30°C (Al-Habbib e Ismael, 1989).

Esta gran variabilidad en la respuesta a la temperatura, sin embargo, es dificil de explicar,
en parte por los distintos métodos que se han utilizado para su determinacion. No obstante, en el
presente estudio se pudo observar una compensacion parcial antes de iniciar los tratamientos (Q1o
= 1,54) y una compensacion completa al final de estos (Qio = 1,18). La falta de estudios que
relacionen el metabolismo en invertebrados ectotermos con la exposicion a un aumento de
temperatura, disminucién de humedad y/o pesticida también hace dificil la comparacion de los
resultados de esta tesis con los datos de la literatura disponible. Al considerar las predicciones de
este estudio, esperabamos un aumento del metabolismo al finalizar los 90 dias de tratamientos v,
por lo tanto, una mantencién o un aumento del Q1o con respecto a las mediciones previas a los
tratamientos (Qio: 1,54). De otra forma, también se debe considerar un error en la estimacion de
las tasas de respiracion. Existe un problema al interpretar los datos de la produccion de CO; en
lombrices ya que una parte del CO; de la sangre puede estar unido como CaCOs, generando una
subestimacion de la tasa real (Uvarov, 1998). La compensacion completa observada al final de los
tratamientos sugiere que A. caliginosa tolera un aumento de temperatura de 10 °C, una de las
razones de su amplia distribucion mundial, pero si dicho aumento va acompafiado de un estrés

hidrico y de una exposicion a CPF, se observa una tendencia al aumento de los costos metabolicos.

47



Estos resultados indican que incluso las lombrices mas tolerantes --y por lo tanto ampliamente
distribuidas-- se verian afectadas por el cambio global, y las lombrices que presentan una
distribucion méas acotada e incluso las especies endémicas, podrian disminuir drésticamente sus

tamanos poblacionales.

6.2 Efecto del cambio global sobre las esterasas

En todas las esterasas analizadas se observo que el mayor efecto sobre su actividad fue el ejercido
por el CPF, registrandose una inhibicion méxima de un 96% de la actividad AChE en el
tratamiento GC3 comparado con el tratamiento control (Figura 5). El efecto de la temperatura
aporto6 entre un 1,5y 13,8 % de la variacién total de la actividad de las esterasas, mientras que el
efecto de la humedad aport6 entre un 2,4 y 8,0 % (Tabla 4). Estos resultados indican que la
actividad esterasica, incluso de la AChE, seria afectada practicamente solo por el pesticida,
mientras que la temperatura y humedad del suelo no tendrian un efecto significativo. Diversos
autores han documentado el efecto inhibitorio de los pesticidas sobre la actividad esteréasica en
lombrices (Jordaan et al., 2012; Martinez-Morcillo et al., 2013; Sanchez-Hernandez et al., 2014b
y 2018; Jouni et al., 2018). Los resultados obtenidos en esta tesis son congruentes con lo reportado
por Sanchez-Hernandez y colaboradores (2014b), en Aporrectodea caliginosa. Efectivamente, la
exposicion de individuos a una dosis subletal de CPF generd inhibiciones entre 87 y 97 % en la
actividad de AChE, comparable con los resultados de este estudio, en el que se encontré que la
inhibicién de la AChE lleg6 hasta un 96 % en el tratamiento mas severo (e.g., CG3). En el caso
de las CbEs y la BChE se observaron inhibiciones entre un 79 y 92 % al comparar el tratamiento
CG3 con el control. Estos resultados son esperables considerando que la misma especie expuesta
a la mitad de la dosis de otro pesticida OF (paration) presenté inhibiciones de 40-60 % en las
mismas esterasas (Jouni et al., 2018). La capacidad de las CbEs y BChE para actuar como

bioscavengers ha sido documentada en distintos estudios (Russel y Overstreet, 1987; Chanda et
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al., 1997; Sanchez et al., 1997) y ha sido establecido que el metabolito oxon del OF se une al sitio
activo de la enzima, reduciendo la disponibilidad de las moléculas OF que podrian inhibir la
actividad de la AChE. En el tratamiento sélo con pesticida (e.g., P) es posible que las CbEs y la
BChE se estén uniendo al CPF-oxon por las inhibiciones medias a altas comparadas con el control
(74,65 % de inhibicion para CbE-aNB, 53,5 % de inhibicion para CbE-P-NPA y 84,24 % de
inhibicién para BChE), mientras que en el tratamiento CG3, las inhibiciones de las CbEs alcanzan
valores de 78,8 — 91,0 % que indican que la capacidad detoxificadora de las CbEs y BChE esta

casi saturada.

En distintos estudios se ha sugerido que la inhibicion de colinesterasas puede ser
considerada como una alerta temprana al ser observada como cambios en la masa corporal, en la
tasa de reproduccién o en la sobrevivencia (Reinecke y Reinecke, 2007; Sanchez-Hernandez et
al., 2014b). Los datos obtenidos en este estudio son congruentes con esta asociacion, ya que en el
tratamiento que s6lo tuvo presencia de pesticida (e.g., P) se pudo observar una disminucion del 10
% de la masa corporal, mientras que en el tratamiento CG3 la pérdida de masa corporal fue de un
39 %. La inhibicién esterasica observada en este estudio apoya lo sugerido antes, ya que el
pesticida, junto con el aumento de la temperatura y la disminucion de humedad, estan generando
el despliegue de mecanismos asociados a la detoxificacion y a la sobrevivencia de alto costo
energético, los que impactan negativamente el presupuesto energético y generan una disminucién

de la masa corporal.

Al observar la gran inhibicién de la actividad AChE y tomando en consideracion la baja
tasa de recuperacion de la actividad AChE fosforilada (Collange et al., 2010), es imposible no
preguntarse como siguen viviendo estos individuos. Es posible que distintas formas de AChE con
distinta sensibilidad hacia los OF permitan que individuos con una alta inhibicién continten vivos.

Principato y colaboradores (1978) describieron tres isoformas (un monémero, un dimero y un
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tetramero) de la AChE en esta misma especie, mientras que Sanchez-Hernandez y colaboradores
(2014b) describieron un nuevo mondémero que podria ensamblarse y formar los dimeros, trimeros
y tetrdmeros. De esta forma, es posible que la inhibicion observada en este estudio corresponda
s6lo a la inhibicion de una de las isoformas de la AChE, mientras que las otras isoformas pueden
estar experimentando inhibiciones més bajas. Otra posible respuesta a esta interrogante puede ser
que en las lombrices se han observado dos sistemas de transmision nerviosa, el ya conocido
colinérgico (acetilcolina) y el dopaminérgico. Este ultimo fue sugerido por Gardner (1979) cuando
encontré evidencia de que la octopamina podria funcionar como un neurotransmisor en el sistema
nervioso central de Lumbricus terrestris. Se hipotetiza entonces que, frente a la gran inhibicion de
la AChE y el colapso del sistema colinérgico, el sistema dopaminérgico tome protagonismo con

la octopamina como sistema de transmision principal.

Los andlisis realizados en las deyecciones de las lombrices mostraron que, la actividad de
CbE fue inhibida en la mayoria de los tratamientos mas severos respecto a los controles. Ademas,
las lombrices incubadas en suelos tratados con el pesticida siempre presentaron una mayor
inhibicién de la actividad CbE. Distintos estudios han catalogado a las heces de lombrices como
hot spots de actividad microbiana, ademas del aporte de nutrientes al suelo (Kizilkaya y Hespen,
2004; Aira et al., 2010; Sanchez-Hernandez et al., 2014c). De la misma manera, las heces de las
lombrices actian como vehiculo de inoculacion de enzimas activas al suelo y debido al elevado
contenido en materia organica de las heces (van Groenigen et al., 2019), esta matriz ofrece un
micro-hébitat adecuado para la estabilizacion de enzimas extracelulares. Una de las observaciones
mas comunes en la enzimologia de suelos, es la interaccion entre las enzimas extracelulares
provenientes de microorganismos, raices de las plantas y meso y macrofauna que habita el suelo,
y los complejos organominerales del suelo (Nannipieri et al., 2002). De este modo, las arcillas y

la materia organica del suelo ofrecen un soporte fisico para la fijacion de las enzimas
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protegiéndolas frente a factores de estrés como un incremento elevado de la temperatura del suelo
0 pérdida de humedad del mismo (Burns y Dick, 2002). Por lo tanto, el alto contenido de materia
organica de las heces de las lombrices contribuye a estabilizar y mantener activas las enzimas
extracelulares que se liberan desde su tracto digestivo (Aira et al., 2010; Sanchez-Hernandez et
al., 2104a). Este aporte de actividad CbE desde las heces hacia el suelo, permite incrementar la
capacidad de atenuacion natural del suelo frente a agentes quimicos como los pesticidas
organofosforados, actuando las enzimas CbE como scavengers eficientes de pesticidas OF,
inmovilizando al pesticida y asi disminuyendo su disponibilidad y toxicidad en el suelo. Esto se
ve reflejado en el andlisis de la actividad esterasica de los suelos, donde se observan inhibiciones
en todas las semanas de muestreo (semanas 2, 4, 6, 8, 10 y 12), lo que en conjunto sugiere que
A.caliginosa actuaria como un facilitador para mejorar las actividades enzimaticas del suelo que

podria tener posteriores aplicaciones en la biorremediacion.

6.3 Cambios en el estado oxidativo

Es conocido que los distintos organismos han desarrollado mecanismos para protegerse de los
efectos nocivos del aumento en la produccién de ROS y el principal mecanismo corresponde a la
activacion de sistemas antioxidantes (Sabat et al., 2017). En este estudio, la exposicion cronica a
los distintos tratamientos que simulan distintos escenarios del cambio global parece haber
generado distintos niveles de estrés oxidativo en A. caliginosa. En efecto, se observd una
disminucién significativa de la capacidad total antioxidante en todos los tratamientos comparados
con el control, aun cuando se observé una tendencia (no significativa) hacia el aumento de los
peréxidos a baja temperatura y un patron no muy claro en el dafio a las membranas celulares
cuantificado mediante el MDA (Figura 9). Curiosamente, estos resultados no son congruentes con
lo documentado para otras especies de anélidos. Por ejemplo, en Lumbricus terrestris expuestas a

biochar (producto rico en carbono obtenido cuando biomasa es quemada con poco 0 nada de
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oxigeno [Lehman 2015]) durante 30 dias, se observé un aumento de TAC (Sanchez-Hernandez et
al., 2019), mientras que esta especie expuesta durante 18 semanas a 20 mg kg de CPF evidencié
una disminucion de TAC y un aumento en la peroxidacion lipidica (Sanchez-Hernandez et al.,
2018). Una posible explicacion a esta incongruencia es que, en nuestro caso, hay una disminucion
en los niveles de antioxidantes, pero podria haber un menor nimero de pro-oxidantes, lo que
estaria ocasionando ese patron no tan claro de diferencias en el dafio a las membranas celulares.
También es posible que no se haya observado un aumento del dafio intracelular en la cuantificacion
de MDA porque los individuos de A. caliginosa podrian tolerar una concentracion subletal
moderada de CPF y asi hacer frente de una forma efectiva al estrés oxidativo. De acuerdo con
esto, Wu y colaboradores (2011) observaron que individuos de Eisenia fetida expuestos durante 2
dias a un hidrocarburo policiclico aromético exhibian un aumento significativo de MDA, pero a

los 28 dias de exposicion este efecto ya no se observaba.

En este estudio se pudo observar una disminucién significativa de GSH y GSH/GSSG
solamente en dos tratamientos (e.g., GW y CG2). Distintos estudios han documentado la variacién
en los niveles de GSH, GSSG y su relacion como consecuencia de un estresor ambiental. Por
ejemplo, se ha observado una disminucion de GSH y GSH/GSSG y un aumento de GSSG frente
a la exposicion a metales en la lombriz Lampito mauritii (Maity et al., 2008); un aumento de GSH
y GSSG y una disminucion de GSH/GSSG en Eisenia fetida expuesta a tetrabromobisfenol A (un
retardante del fuego) (Xu et al., 2009) y un aumento de GSH en Eisenia fetida expuesta a ftalato
de di-n-butilo (DBP, usado como plastificante y aditivo en adhesivos) (Du et al., 2015). EI GSH
es un tripéptido que se encuentra en gran cantidad en las células y tiene un rol fundamental en la
defensa antioxidante del sistema ya que su grupo sulfhidrilo puede unirse con el carbono o el cloro
de muchos contaminantes. Debido a que en las células existe un equilibrio entre las formas

reducida y oxidada del glutatién, con el GSH como la forma predominante y quimicamente activa,
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de esta forma, la razon GSH/GSSG es considerada un indice de estado redox celular (Schafer y
Buettner, 2001). La disminucion del GSH con respecto al control en este estudio puede ser debido
a la accion de las enzimas GST y GPx que acttian en conjunto con el GSH. La GST cataliza la
conjugacion de GSH con xenobiéticos electrofilicos para su posterior remocion, de esta forma, su
activacion va acompafada de una disminucion de GSH y una resintesis simultanea para volver a
los niveles normales. EI GSH también captura ROS de forma no enzimatica 0 en una reaccion
catalizada por la GPx a través de la oxidacion de dos moléculas de GSH para formar una molécula
de GSSG. De esta forma, la actividad de GPx y GST causan una disminucion en los niveles de
GSH celular, que vuelven a la normalidad por la resintesis y por la reduccién de GSSG mediada
por la GR. Considerando lo anterior, el estrés oxidativo generado por los distintos tratamientos
estaria causando una disminucion del GSH en los tratamientos GW y CG2, mientras gque en los
tratamientos mas severos, CC y CG3, habria una aparente recuperacion de los niveles de GSH,
posiblemente debido al alto desbalance oxidativo y, por lo tanto, se estaria observando los

procesos de resintesis de GSH y reduccion de GSSG a GSH.

6.4 Analisis global

El andlisis factorial realizado sobre todas las variables medidas directamente en las lombrices,
entrego una estructuracion de dos factores donde se puede diferenciar de forma clara que el factor
1 (Factor detoxificador) agrupa a los marcadores esterasicos junto con el SMR, mientras que el
factor 2 (Factor oxidativo) agrupa a todos los marcadores relacionados con el estado oxidativo
(Figura 12). Ademés de esto, se pudo observar una alta correlacion positiva entre los marcadores
CbE-aNA, CbE-aNB y CbE-P-NPA (r=0,72; p< 0,001; r=0,64; p<0,001; r=0,84; p < 0,001),
lo que es esperable, ya que se trata de distintos sustratos para la misma enzima (Figura 6). Lo

mismo se puede observar para los marcadores AChE y BChE (r = 0,93; p < 0,001), ambas enzimas
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hidrolizan ésteres de colina. En los marcadores de estado oxidativo, se pudo apreciar una alta
correlacion positiva entre GSH y GSSG (r = 0,92; p < 0,001), ambos marcadores forman parte del
sistema rédox del glutation. También se observa una alta correlacion positiva entre TAC y
TBARS. En distintos estudios se han utilizado estos dos marcadores como indice de proteccion y
dafio frente al estrés oxidativo (Sanchez-Hernandez et al., 2019; Wu et al., 2011). El gréfico del
analisis de factores (Figura 14) muestra una distribucion con respecto al Factor detoxificador,
donde se observa que los tratamientos con pesticida tienen valores negativos mientras que los
tratamientos sin pesticida tienen valores positivos, con excepcion del control que tiene valores
positivos y negativos. Los tratamientos con pesticida se ubican hacia la izquierda, y los
tratamientos sin pesticida hacia la derecha del gréafico. En cuanto al Factor 2, no parece haber una
clara diferenciacion ya que los cuatro tratamientos que guedan mas abajo no son agrupables en
una categoria (e.g., todos con baja humedad). Esto sugiere que el factor que méas aporta a la
variabilidad de todos los datos es la presencia/ausencia del CPF por sobre la temperatura y la

humedad.
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Figura 15: Resumen ilustrativo de las principales conclusiones de este estudio con respecto a la capacidad
detoxificadora de la lombriz, su homeostasis oxidativa, presupuesto energético y masa corporal (véase texto
para detalles).

6.5 Conclusiones
Las conclusiones de este estudio son las siguientes:

1. Se observd una serie de inhibiciones significativas en las esterasas (AChE, CbE, BChE)
después de 12 semanas de exposicion de las lombrices a suelos tratados con una dosis
subletal (20 mg/kg) de CPF. Este impacto fue mayor en las lombrices que ademas fueron
sometidas a un estrés térmico e hidrico, combinacion que refleja un escenario de cambio
global.

2. Las inhibiciones de la actividad CbE observadas en las heces de A. caliginosa y en las
muestras de suelos sugieren un aporte de actividad CbE desde las heces hacia el suelo, lo

que permite una disminucién de la concentracion del CPF en los suelos contaminados.
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3. La exposicién de las lombrices a los tres factores genera un desbalance en el estado
oxidativo, reflejado en el aumento de los perdxidos, la disminucion de TAC vy la
disminucién de GSH y GSSG. Este desbalance no produce dafio oxidativo en las
membranas por lo que estos escenarios de cambio global no generarian dafio a nivel
celular en A. caliginosa.

4. Se observaron distintas sensibilidades de los marcadores a los factores utilizados para la
exposicion de los individuos, por lo que se recomienda utilizar una bateria de marcadores
para asi tener una imagen mas amplia de lo que esta sucediendo a nivel bioquimico, tanto
en la detoxificacion como en el estado oxidativo.

5. Elleve aumento del metabolismo con el aumento de temperatura sugiere que A. caliginosa
tolera de buena forma esa temperatura alta, pero al sumar el estrés hidrico y la exposicién
a CPF, el metabolismo aumenta mas. Esto sugiere que, frente a un escenario de cambio
global, los costos metabdlicos seran mayores.

6. La exposicion durante 12 semanas a una concentracion subletal de CPF, produce una
disminucion en la masa corporal de A. caliginosa, la cual se ve exacerbada frente al estrés

térmico e hidrico.

En resumen, en este estudio se pudo observar que el efecto nocivo de la exposicién a pesticidas se
ve incrementado o exacerbado por el aumento de la temperatura ambiental y la disminucién de la
humedad del suelo, generando una serie de efectos adversos que se manifiestan a diversas escalas.
La primera respuesta se observo a nivel bioquimico, como un mecanismo compensatorio que
permite a los organismos hacer frente a los estresores ambientales. Esta primera respuesta tendria
consecuencias sobre el presupuesto energético probablemente a traves de la reasignacion de
recursos destinados a la detoxificacion. Este impacto, ademas, se observaria a una escala

organismica, mediante la disminucion de las tasas de crecimiento de los individuos que lleva a
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una reduccion significativa de la masa corporal. A su vez, esta reduccién de la masa corporal
podria traducirse en una disminucién en la capacidad de reproduccion de esta especie. Estos
resultados son de particular importancia para el caso de Chile, donde la economia depende en gran
medida de la agricultura, por lo tanto, el uso indiscriminado de pesticidas es una problematica
constante. Ademas, los modelos climéticos predicen un aumento de las temperaturas y una
disminucidn de las precipitaciones para la zona central de Chile, es decir, en un futuro no-muy-
lejano las especies de lombrices endémicas de Chile, que probablemente sean menos resistentes
que A. caliginosa, se veran expuestas a condiciones ambientales muy estresantes, lo que causaria
una merma significativa en sus tamafios poblacionales llevando incluso a la extincién de estas
especies endémicas. Esto podria generar un impacto significativo sobre la comunidad de
lombrices, y consecuentemente habria una disminucién en la capacidad biorremediadora
observada en estas especies (Jouni et al., 2018) y un consiguiente aumento en la biodisponibilidad
de los plaguicidas en los suelos. De esta manera, este aumento traeria graves consecuencias sobre
la biota edéafica y sobre las especies receptoras indirectas de la toxicidad de pesticidas en niveles

tréficos menores.

Finalmente, de este estudio es posible extraer las siguientes implicaciones ambientales:

1. Efectos sinérgicos derivados de la interaccion pesticida y cambio climéatico podrian
derivar en una disminucion de las poblaciones de lombrices de tierra, en particular, las
enddgeas y anécicas (siendo estos grupos los méas abundantes en la agricultura), alterando
la dindmica de las comunidades microbianas con las que establecen relaciones tréficas,
alterando los ciclos de nutrientes del suelo, asi como la estructura (relacion micro-
macroagregados) y textura del suelo.

2. Posibles alteraciones de las comunidades de organismos que dependen de las lombrices

de tierra desde el punto de vista trofico.
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3. Las lombrices ejercen una accion significativa en el desarrollo de la rizosfera, por lo que
una disminucidn de la biomasa de lombrices en el suelo bajo estrés quimico (pesticidas y
humedad) y fisico (elevada temperatura) podria, indirectamente, afectar el crecimiento y
desarrollo de la comunidad vegetal.

4. Los hallazgos de este estudio corroboran la capacidad de algunas especies de lombrices
como L. terrestris o A. caliginosa en facilitar la biodegradacién de contaminantes
organicos como los pesticidas. En este sentido, las respuestas de las lombrices a estresores
adicionales tales como modificaciones de la temperatura y humedad del suelo afectaria
seriamente la supervivencia y biomasa de lombrices terrestres, comprometiendo asi la

estrategia de inocular suelos contaminados por pesticidas con lombrices.
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