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Resumen

El desarrollo de defensas en respuesta a sefiales quimicas liberadas por depredadores es
una estrategia plastica presente en muchas especies que habitan diferentes ambientes.
Estas respuestas son expresadas como cambios reversibles en morfolgia, conducta o de
atributos de historia de vida, lo que implica un costo de fitness en estos organismos y sus
poblaciones. La exposicion a quimicos de fuentes antrépicas, como pesticidas, en bajas
dosis pueden causar efectos subletales sobre los organismos, lo que potencialmente
generaria costos asociados a mecanismos de detoxificacion y reparacion. Considerando
que los organismos son capaces de invertir energia y materiales en mecanismos que les
permiten disminuir los efectos nocivos tanto de la depredacién como de la
contaminacion quimica, es esperable la existencia de un compromiso entre las respuestas
de las poblaciones sometidas a ambas sefiales. En este estudio se indagd sobre los
mecanismos y consecuencias ecoldgicas de las interacciones entre factores naturales y
antropogénicos, particularmente la exposiciéna sustanciasquimicas informativas de
riesgo ambiental de distinta naturaleza. Especificamente (1) se evalud el efecto de la
expresion de defensas antidepredatorias inducibles en el rotifero de agua dulce B.
calyciflorus sobre la tolerancia al pesticida Metamidofos y (2) se evaluo el efecto de la
exposicion a Metamidofos sobre los costos de la expresion de defensas antidepredatorias
inducibles en B. calyciflorus. Nuestros resultados muestran: (a) que la expresion de
defensas inducibles en B. calyciflorus no tuvo efectos sobre su tolerancia a
Metamidofos, evaluada en su tasa de crecimiento poblacional; (b) en la generacion

parental no se observé un incremento en costos asociados a la expresion de defensas,
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derivados de la exposicion al pesticida Metamidofos. Sin embargo, en la descendencia
se observo una variacion en su niimero, tasas de crecimiento poblacional y abundancias
proyectadas, efectos que fueron dependientes de la edad de la madre. Fue remarcable
que, como consecuencia de la exposicion a Metamidofos, los organismos incrementaron
su esfuerzo reproductivo en su primera camada, produciendo un menor niimero de crias
pero de mayor calidad. La respuesta poblacional de B. calyciflorus a la interaccion entre
presiones naturales (riesgo de depredacion) y antropogénicas (exposicion a pesticidas)
ponen de manifiesto la relevancia y complejidad de los efectos transgeneracionales del
ambiente materno en poblaciones zooplanctonicas y sugiere asi mismo que la evaluacion
de efectos de factores aislados no permite una evaluacion global del funcionamiento de

los sistemas biologicos.

Palabras clave: Pesticida, kairomona, B. calyciflorus, defensas antidepredatorias, efecto

transgeneracional
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1. Introduccion

La biodiversidad acudtica se encuentra determinada por numerosos factores ambientales
naturales, entre los que destacan la limitacion de recursos, la depredacién y condiciones
abidticas particulares. Adicionalmente, las actividades humanas generan perturbaciones
ambientales que interactGan con los factores naturales afectando potencialmente la

estructura y dinamica de las comunidades, de maneras muchas veces desconocida.

Entre los factores naturales que modulan las comunidades acudticas, la
depredacion es considerada como la mayor fuerza estructuradora de este tipo de sistemas
(Murdoch et al. 1984, Lampert 1987). La depredacién ejerce una presion severa sobre
los organismos, con diversas consecuencias en su adecuacion biologica, lo que
frecuentemente  impulsa el desarrollo respuestas adaptativas o estrategias
antidepredatorias. Estas pueden clasificarse en: (1) defensas constitutivas, que estan
presentes en organismos expuestos a riesgo de depredacién constante, de modo que
selectivamente son favorecidas defensas permanentes (Lima and Dill 1990) y (2)
defensas inducibles, las que pueden definirse como un proceso plastico y reversible que
incrementa la adecuacion biologica en presencia de depredadores, a través de
modificaciones fenotipicas conductuales, morfologicas o de historias de vida (Harvell
and Tollrian 1999). Las defensas inducibles corresponden a respuestas fenotipicas
plasticas, desarrolladas por los organismos frente a riesgo de depredacion variable (Sih
et al. 2000) y por tanto, a diferencia de las primeras, son expresadas solamente cuando el
beneficio adaptativo obtenido es mayor al costo de generar y mantener la defensa

(Stemberger 1988; Harvell 1990; Padilla and Adolph 1996, Tollrian and Harvell 1999).



Algunos costos asociados a este tipo de respuestas plasticas han sido
identificados a nivel de individuos (Lima 1998, Tollrian and Harvell 1999, Relyea 2002,
Benard 2004), de poblaciones (Stemberger 1988, Gilbert 2009, Ardnguiz-Acufia et al.
2011a) y de comunidades (Taylor and Gabriel 1992; Werner and Anholt 1996; Tollrian
and Dodson 1999; Relyea 2000, 2001; Werner and Peacor 2003; Garay-Narvaez and
Ramos-Jiliberto 2009, Ardnguiz-Acuifia et al. 2011b). Sin embargo, la variacion de estos
costos producto de la interaccion con otras sefiales informativas de estresores de distinta

naturaleza no son frecuentemente consideradas (ver Lass and Spaak 2003).

Adicionalmente, la expresion de defensas morfologicas, tales como las
comunmente observadas en especies zooplanctonicas, no es inmediata sino que
experimenta un retraso generacional (e.g. rotiferos, Gilbert 1966; y claddceros, Agrawal
et al. 1999). El efecto del ambiente materno sobre la descendencia proporciona un
mecanismo de adaptacién transgeneracional de las respuestas plasticas fenotipicas,
donde los estimulos ambientales que experimenta la madre modifican el fenotipo de su
descendencia (Mousseau and Fox 1998). Luego, es esperable que la descendencia que
obtiene el beneficio de la defensa pague los costos putativos asociados al estimulo

experimentado por sus madres (Tollrain and Harvell 1999).

El estudio de las respuestas antidepredatorias inducibles ha concertando en la
ultima década un amplio interés en el ambito tedrico y empirico debido a su ubicuidad,
particularmente en especies acudticas (Van Donk et al. 1999; Lirling and Van Donk
2000; Van Buskirk 2000) y a su efecto estabilizador sobre la dindmica de las

comunidades. Existe amplia evidencia de que el desarrollo de defensas inducibles



disminuyen las fluctuaciones poblacionales y con ello el riesgo de extincion de dichas
poblaciones, lo que revela su importancia en el mantenimiento de la biodiversidad
(Ramos-Jiliberto 2003, Vos et al. 2004, Verschoor et al. 2004, Ardnguiz-Acufia et al.
2011a).

Por otro lado, entre los factores antropogénicos determinantes de la estructura y
dindmica de las comunidades, la contaminacion de los ecosistemas ha sido identificada
como una de las principales fuentes de degradacion ambiental (Primack 2010),
amenazando seriamente el mantenimiento de la biodiversidad (Millennium Ecosystem
Assessment 2005). Los sistemas acuaticos continentales son comunmente sumideros de
residuos de diversas actividades antrépicas, como aguas residuales domésticas y

residuos agroindustriales de amplio uso, como pesticidas y fertilizantes (Primack 2008).

Una gran variedad de pesticidas ingresan a los sistemas acuéticos a través de
distintas vias, como son el rociado no intencional, las corrientes aéreas o la escorrentia,
con diversos efectos sobre las poblaciones residentes (ver Schulz 2004). Dependiendo de
la concentracién y de la toxicidad de los pesticidas, su liberacion al ambiente puede
conducir a la disminucion de las densidades poblacionales a través de efectos letales, por
un incremento en la mortalidad, o a través de efectos subletales, por una disminucién de
la reproduccién causada por la modificacion de rasgos conductuales, morfolégicos o de
historia de vida de los individuos, como edad de la primera reproduccién, fecundidad,
periodo reproductivo y longevidad (Preston et al. 1999a; Preston et al. 1999b; Marcial
and Hagiwara 2007). Los efectos letales de los pesticidas sobre las poblaciones acudticas

son comunmente cuantificados en pruebas de toxicidad en laboratorio, las que



usualmente emplean especies indicadoras aisladas (ASTM 1988: OECD 1993; EPA
1994; NCh2083 1999; NCh2706 2002). Efectos sub-letales de la exposicion a pesticidas
de poblaciones acuaticas involucran mecanismos defensivos o compensatorios. Un
ejemplo de estos Ultimos es el proceso que sufren los contaminantes orgéanicos, que
pueden ser eliminados rapidamente o a través de distintas fases, con la subsecuente

eliminacion de metabolitos, mediante un proceso llamado biotransformacién (Newman

2001).

En sintesis, la depredacion y la contaminaciéon son dos importantes factores
(natural y antropogénico, respectivamente) moduladores de la estructura y dindmica de
poblaciones acuaticas. Ambos factores ejercen efectos letales y subletales sobre los
individuos, e impactan en forma directa o indirecta a los componentes de las
comunidades. Sin embargo, considerando que los organismos son capaces de invertir
materiales y energia en mecanismos fisiolégicos, conductuales y morfolégicos que les
permiten disminuir los efectos nocivos, tanto de la depredacién como de la
contaminacion quimica, es esperable la existencia de un compromiso entre las respuestas
de las poblaciones sometidas a ambas sefiales, lo que podria conducir a un conflicto

entre la tolerancia a contaminantes y la invulnerabilidad a la depredacion.

En este estudio se intenta avanzar en el entendimiento de los mecanismos y
consecuencias ecologicas de las interacciones entre factores naturales y antropogénicos,
particularmente a través de la generacion de sefiales quimicas informativas de riesgo
ambiental de distinta naturaleza. Con este horizonte, los objetivos de este trabajo son (1)

evaluar el efecto de la expresion de defensas antidepredadoras inducibles en un



herbivoro acuatico sobre la tolerancia a un pesticida de amplio uso (Metamidofos) y (2)
evaluar el posible incremento en costos de la expresion de defensas antidepredatorias
inducibles en un herbivoro acuético derivado de la exposicién a Metamidofos. Para esto
se implementd un sistema experimental compuesto por especies planctonicas de extensa
distribucion, el rotifero herbivoro Brachionus calyciflorus, la microalga
Pseudokirchneriella subcapitata como recurso alimenticio, e infoquimicos (kairomona)

del rotifero carnivoro Asplanchna girodi como inductor de defensas antidepredatorias.
Mediante el logro de estos objetivos se espera probar las siguientes hipdtesis:

1) Individuos de B. calyciflorus con morfos defendidos presentardn una menor tolerancia

al pesticida Metamidofos.

2) La exposicién a Metamidofos, incrementara los costos de la expresion de defensas

antidepredatorias inducibles en B. calyciflorus.



2. Materiales y Métodos

2.1 Cultivo de organismos experimentales

Los organismos zooplancténicos utilizados, fueron obtenidos de dos embalses templados
de la zona central de Chile, en marzo de 2011. El depredador Asplanchna girodi fue
aislado del embalse Rapel (34°09°S-71°26°W) y el herbivoro Brachionus calyciflorus
del embalse Lo Orozco (33°23’S- 71°42°W). Se generaron cultivos de un tinico linaje
clonal a partir de una hembra partenogenética, y se mantuvieron bajo condiciones de
laboratorio controladas (pH 7,5+0,1, temperatura 20+1°C, fotoperiodo 16:8,

luz:oscuridad) por aproximadamente 6 meses previo a ser usados en experimentos.

Los cultivos stock de ambas especies fueron mantenidos en medio MBL Woods
Hole modificado (Stemberger 1981). El herbivoro B. calyciflorus fue alimentado con la
microalga Pseudokirchneriella subcapitata en densidad de 5-10° célulasmL’ y el
depredador A. girodi fue alimentado con B. calyciflorus en densidad de 1 ind'mL. El

medio de cultivo y el alimento de los stocks fue renovado cada 48 h.

2.2 Preparacion de los medio de cultivos experimentales

Con el proposito de identificar la concentracion minima de la sefial de depredacion
(kairomona), requerida para inducir defensas en la presa, se realizaron pruebas
preliminares con medio precondicionado en un gradiente de densidades del depredador

Asplanchna girodi. En base a estos resultados se definié una densidad de 0,5 ind-mL™



como umbral suficiente para la expresion de una defensa. La defensa obtenida en
individuos de B. calyciflorus con esta concentracién consistid en un incremento
promedio de 45% de las espinas anteriores y 130% de las espinas posteriores, medidos

en 50 individuos adultos de B. calyciflorus.

Para la realizacion de los experimentos se prepard un medio precondicionado con
A. girodi (tratamientos k+) en la densidad umbral sefialada, con recambio de medio en
régimen diario, manteniendo Asplanchna en densidad de 0,5 indmL' mas B.
calyciflorus que sirvieron de presa (1 ind-mL’l). Para los tratamientos sin kairomona (k-)
se preparo un medio sin Asplanchna, s6lo con la presa del depredador en igual densidad
que el tratamiento anterior. En la preparaciéon del medio precondicionado, cada dia los
rotiferos fueron removidos del medio tras permanecer en ¢l por 24 h, con ayuda de un
filtro de 50 um. El medio fue entonces filtrado a través de un filtro de membrana de 0,2

um, y el pH ajustado a 7,5 £ 0,1 para ser utilizado como medios experimentales.

Para cada uno de los experimentos, presentados mas adelante, se reservaron 30
individuos provenientes de medio k- y 30 individuos provenientes de medio k+, para
corroborar la presencia de defensas en los individuos expuestos a la sefial de induccién.
Para esto se contrastdo la medida de las espinas posteriores, registrada para cada
individuo, con el percentil 95 de la distribucion de medidas obtenidas en los individuos
sin induccion (k-). De esta manera se categoriz6 la medida de las espinas posteriores con
valores 1 o 0, segun si el atributo resulté mayor o menor que el percentil 95. Se expresd

el resultado en porcentaje de induccion para cada uno de los experimentos.



El pesticida utilizado en este estudio corresponde a Metamidofos, un plaguicida
organofosfatado soluble en agua, de nombre comercial: Monitor 600. Este insecticida,
catalogado por el SAG como muy toxico (Ib), correspondiente a la Clasificacion
toxicologica de plaguicidas en concordancia con los criterios de la Organizacion
Mundial de la Salud (SAG 2000, 2012). En Chile, Metamidofos es utilizado

extensivamente para combatir insectos plagas de variadas hortalizas, frutales y maiz.

La concentracion utilizada fue seleccionada en base a pruebas preliminares de
toxicidad sobre el recurso basal P. subcapitata y sobre el rotifero, las que arrojaron una
inhibicién en el crecimiento de la microalga a una concentracion de 2 mg-L'] (LOEC)
del pesticida (P<0,001) y una concentracion letal para el 50% de la poblacion (LC50)
para B. calyciflorus de 2,24 mg-L'l. En base a estas concentraciones seleccionadas se

realizaron las diluciones definidas para los ensayos con el rotifero B. calyciflorus.

2.3 Efecto de la induccion de defensas sobre la tolerancia a un pesticida

A partir de los cultivos de B. calyciflorus inducidos y no inducidos (k- y k+) se
seleccionaron 180 neonatos de menos de 6 horas de edad que seran cultivados
posteriormente en medio libre de la sefial de depredacion (k-), de los cuales se
reservaron individuos para fotografiar y confirmar la presencia de defensas. Los
restantes 150 individuos fueron utilizados en el experimento. En tubos de ensayo con 10
mL de medio fueron inoculados 5 individuos, i.e. en densidad de 0,5 ind'-mL " en medio

libre de kairomona, con P. subcapitata como alimento, en densidad de 5-10° células mL’



: y en un gradiente de pesticida: 0; 0,1; 0,2; 0,4; 0.8 y 1,6 mg-L"l. Cada tratamiento fue
replicado 5 veces y las condiciones experimentales fueron las mismas descritas
previamente.

Experimentos de tabla de vida fueron conducidos con 2 factores: defensa
(inducida/no inducida) y pesticida (en los seis niveles sefialados), en orden a obtener un
registro diario de reproduccion y sobrevivencia. Se calculé la tasa finita de crecimiento

poblacional utilizando la ecuacién discreta de Euler-Lotka:

1 =% ™ m, (1

con L= ¢ donde I, y mx, son las funciones de sobrevivencia y de maternidad,

respectivamente.

Para identificar diferencias entre valores de A obtenidos en tratamientos de
defensa y el gradiente de pesticida, se realizd un ANOVA de dos vias con

aleatorizaciones (1500 aleatorizaciones, Manly 1997).

2.4 Efectos de un pesticida sobre los costos demogrificos asociados a la presencia de

defensas antidepredatorias

Del cultivo stock de B. calicyflorus se seleccionaron neonatos, los que fueron utilizadas
para iniciar dos cultivos de 500 mL con una densidad de 1 ind'mL". Uno de los cultivos
fue mantenido con medio sin sefial de induccion (k-), y el otro con medio con kairomona

(k+), preparados como fue indicado previamente. Estos cultivos fueron mantenidos con



renovacion diaria de medio y alimento en densidad 5-10° célulasmL™. Transcurridos 5
dias, se seleccionaron 300 hembras de cada morfo, portadoras de huevos, de las cuales
se obtuvieron 150 neonatos (generacion F1) de menos de 6 horas de edad. De cada
tratamiento, 30 organismos fueron reservados para fotografiar y posteriormente evaluar
la presencia de defensas antidepredatorias mediante la medicién de estructuras

morfoldgicas. Los restantes 120 individuos fueron utilizados en el experimento.

Se inocularon tubos de ensayo con 10 mL de medio y alimento en densidad de
510" célulasmL™ con 5 individuos cada uno. Neonatos provenientes de madres de
ambos morfos fueron sometidos a los siguientes tratamientos: a) un control con medio
fresco, i.e., sin kairomona y sin pesticida (k-p-), b) tratamiento con kairomona y sin
pesticida (k+p-), ¢) tratamiento sin kairomona y con pesticida, en concentracion de 0,2
mg-L"' de Metamidofos (k-p+) y d) tratamiento con kairomona y con pesticida en igual
concentracion (k+p+). El experimento fue conducido a 17°C, 1000 lux y fotoperiodo
16:8 luz:oscuridad. Cada tratamiento fue replicado 6 veces, por lo que el experimento
consistié en un disefio 2 (kairomona k+ y k-) x 2 (pesticida 0 y 0,2 mg L") x 6 (réplicas)
= 24 tubos experimentales. Diariamente se registrd la sobrevivencia y la reproduccion de
los organismos de la generacion F1. Se calculd la tasa finita de crecimiento poblacional
(ver ecuaciones 1 y 2). Para identificar diferencias de valores de A de F1, entre
tratamientos se realiz6 un ANOVA de dos vias con pesticida y kairomona como

factores, y un test post-hoc de Tukey para comparaciones multiples.

Las crias de F1, i.e. F2, fueron separadas diariamente y cultivadas en medio

control (libre de pesticida y kairomona) en densidad de 1 ind'mL"', de acuerdo a la edad
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de sus madre al momento de su nacimiento. La sobrevivencia y la reproduccién de cada
cohorte fue registrada cada 24 h hasta el cuarto dia después de su primera reproduccion.
Se registr6 como edad post-reproductiva, el tiempo (dias) tras el primer evento

reproductivo de cada unidad experimental.

Con el proposito de evaluar la existencia de diferencias causadas por el pesticida
entre las crias F2 de madres expuestas a los tratamientos con kairomona y pesticida se
estimaron los valores de A para un periodo de 4 dias después de la primera reproduccion,
marco de tiempo suficiente para aproximarse al maximo potencial reproducciéon en
estos organismos, ya que al dia 4 después de la madurez se ha reproducido el 94% de las

crias.

En F2 también se estimaron los efectos de la kairomona de tres maneras: (i)
sobre la cantidad de crias producidas en cada cohorte, (ii) sobre la calidad de dichas
crias (A), y (iil) sobre la abundancia poblacional proyectada (que integra cantidad y
calidad de la progenie) a partir de las crias. El efecto de la kairomona sobre A y sobre la
cantidad de crias se estimé por diferencias simples relativo al control. La proyeccion del
crecimiento poblacional de cada una de las cohortes obtenidas bajo cada tratamiento, se

obtuvo mediante la ecuacion recursiva:
£
n, =nyA (3)

Posteriormente se obtuvieron las abundancias relativas de cada cohorte, a través
del tiempo. Finalmente se calculd por diferencias, el efecto de la kairomona sobre las

abundancias relativas proyectadas.
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3. Resultados
3.1 Efecto de la induccion de defensas sobre la tolerancia a un pesticida

El tamario de las espinas posteriores en individuos sin induccion fue de 0,034 + 0,035um
(media = DS) y el de los individuos defendidos fue de 0,081 £ 0,007um (media = DS),

estableciéndose un porcentaje de incremento en las espinas posteriores de 138% y un

porcentaje de induccion en el 96,6% de los individuos medidos.

No hubo efecto de la interaccidon de pesticida y condicion de defensa sobre las
tasas de crecimiento de B. calyciflorus (ANOVA, p = 0,785), sino que sélo se observo

un efecto del pesticida en la disminucion del crecimiento poblacional (p < 0,001).

Las tasas de crecimiento de B. calyciflorus obtenidas para el gradiente de
pesticida probado, alcanzaron valores significativamente mayores a 1 en
concentraciones < 0,8 mg- L™ de pesticida y A no difirié de 1 en la concentracion de 1,6
mg-L'l. No se registraron diferencias en A entre morfos de B. calyciflorus en todo el

rango de concentraciones de pesticida probadas (Fig. 1).
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Figura 1: Tasa de crecimiento poblacional (A} de B. calyciflorus con defensa
morfolégica inducida y sin previa induccidn, bajo un gradiente de
concentraciones del pesticida metamidofos. Se muestran valores medios y
barras de error correspondientes a intervalos de confianza del 95%

3.2 Efectos del pesticida sobre los costos demogrificos asociados a la presencia de

defensas antidepredatorias

Los valores de A obtenidos para la generacion F1 difieren significativamente entre
tratamientos sin y con adicidn de pesticida (P<0,001). En estos altimos, se obtuvieron
valores menores a los obtenidos en la condicion control. No se observo un efecto de la
adicion de kairomona sobre el crecimiento de F1 en ninguno de los tratamientos (Fig. 4).
Se establecid un porcentaje de elongacion de las espinas posteriores de 145%, en el

96,6% de los individuos medidos.
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Figura 2: Tasa de crecimiento A, de la primera generacién F1
de B. calyciflorus defendidos (k+) ¥ sin induccidén de defensa
(k-), expuestos a dos niveles de pesticida: presente (pt+) y
ausente (p-). Se muestran los valores medios y barras de error
correspondientes a intervalos de confianza de 95%. Los
asteriscos indican diferencias significativas, Tukey <0,001.

Los valores de A de la generacion F2 varian en tratamientos con pesticida y
kairomona, siendo este cambio dependiente de la edad de las madres al momento del
nacimiento de F2 (Figura 3). Las tasas de crecimiento observadas alcanzan valores
mayores a 1, lo que da cuenta de poblaciones crecientes para todos los casos, a
excepcidén de las crias de madres de edad post-reproductiva >4 dias expuestas a
kairomona y a pesticida, y de 5 dias en el tratamiento con pesticida. Tanto en los
tratamientos control, como en el tratamiento de madres expuestas solo a kairomona, las
crias de madres jovenes (edad post-reproductiva 1) alcanzan un crecimiento menor a lo
obtenido por las crias de madres de edad post-reproductiva mayor a dos dias. En la

condicion control, esta tasa de crecimiento es menor a las obtenidas con los otros
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tratamientos para madres de edad post-reproductiva 1. Sin embargo, al incrementar la
edad de la madre, la tasa de crecimiento de las crias alcanza los mds altos valores
observados, respecto de los restantes tratamientos. El patrén es similar en tratamiento de
madres expuestas solamente a kairomona, con un valor de A menor en crias de madres
de 1 dia de edad post-reproductiva y un incremento con madres de edad 2, que luego se
torna independiente de la edad de la madre. Este patron se modifica con la adicion de
pesticida. En los tratamientos solo con pesticida, la tasa de crecimiento es relativamente
independiente de la edad de las madres hasta la cohorte proveniente de madres de edad
post-reproductiva de 4 dias y menor que en los tratamientos k-p- y k+p- (excepto para
crias de madres de edad post-reproductiva 1). En los tratamientos con adicion de
kairomona y pesticida, las crias provenientes de madres de edad post-reproductiva 1
presentan el mayor valor de A, sin embargo éste disminuye a medida que aumenta la
edad de sus madres, hasta alcanzar los menores valores observados (<1). En ambos
tratamientos de adicion de pesticida, se observo una significativa reduccion en el
crecimiento de la cohorte proveniente de madres de 5 dias, en los que se obtuvieron
valores igual a cero (en el tratamiento k-p+) o levemente superior a cero (tratamiento

k+p+). Esto debido a una disminucién o ausencia de reproduccion.
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Figura 3: Tasas de crecimiento poblacional de crias (F2) segtin la edad post-
reproductiva de sus madres (F1) expuestas a diferentes tratamientos de
kairomona y pesticida. Circulos negros con linea continua corresponden a
madres cultivadas en medio control (k-p-); circulos vacios con linea punteada
corresponden a madres cultivadas en medio con kairomona (k+p-); tridngulos
negros con linea discontinua corresponden a madres cultivadas en medio con
pesticida (k-p+); tridngulos vacios con linea punteada y discontinua
corresponden a madres cultivadas en medio con kairomona y pesticida k+p+.

En la Figura 4 se muestra la magnitud relativa del efecto de la adicion de
kairomona en el ambiente materno sobre la tasa de crecimiento de las crias, respecto de
las distintas edades post-reproductivas de sus madres. El efecto de la exposicion de
madres a la kairomona es opuesto en crias provenientes de madres jovenes (de 1 dia)
respecto de las crias provenientes de madres mayores. El efecto de la kairomona fue
positivo para el crecimiento de la cohorte de hijas de madres de un dia de edad post-
reproductiva, ¢ independiente de la exposicion a pesticida. Contrariamente, el efecto de
la adicion de kairomona en las madres cultivadas en ausencia de pesticida presentan
valores negativos. Con pesticida, en cambio, el efecto negativo de la exposicion a

kairomona esta directamente relacionado con la edad de las madres. Para la edad post-
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reproductiva 5 no se puede determinar el la magnitud de A, debido a que A en k-p+ fue
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Figura 4: Magnitud del efecto de la adicién de kairomona sobre
la tasa de crecimiento poblacional de las crias, a diferentes edades
post-reproductiva de sus madres. Los tratamientos con y sin
pesticida se indican con p+ y p-, respectivamente.

Los tratamientos sin pesticida generaron un mayor numero de crias de F1 que las
nacidas en medio con el quimico, ya sea con kairomona como sin ella. En el tratamiento
solo con kiromona se obtuvo un peak de abundancias en la edad post-reproductiva 2,
disminuyendo en la medida que aumento la edad de las madres. La mayor abundancia de
crias obtenidas en medio k-p- también se da con madres entre edades 2 y 3, y disminuye
hacia la edad 5. Los tratamientos con pesticida generaron abundancias de crias similares
entre tratamientos de adicion vs. no adicion de kairomona, y esta abundancia es menos

variable en el rango de edades de las madres (Fig. 5).
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Figura 5: Numero de crias producidas (individuos de F2) a través
de distintas edades post-reproductivas de las madres expuestas a
diferentes tratamientos de kairomona y pesticida. Circulos negros
con linea continua corresponden a madres cultivadas en medio
control (k-p-); circulos vacios con linea punteada corresponden a
madres cultivadas en medio sélo con kairomona (k+p-);
tridngulos negros con linea discontinua corresponden a madres
cultivadas en medio solo con pesticida (k-p+); triangulos vacios

con linea punteada y discontinua corresponden a madres
cultivadas en medio con kairomona y pesticida k+p+.

A partir de] numero de individuos de F2 se obtuvo el efecto relativo de la
kairmona para los casos con pesticida (pt+) y sin pesticida (p-) (Figura 6). Se observa un
efecto positivo con madres de edades 2 y 3 en el tratamiento p-, y estd inversamente
relacionado con la edad post-resproductiva de sus madres. El patrén opuesto se observa
en el tratamiento p+, en el que el efecto de la adicion de kairomona es negativo sobre
crias provenientes de madres de edad 1 e incrementa a valores positivos en la medida

que aumenta la edad de las madres.
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Figura 6: Efecto relativo de la kairomona (k+) en el namero de
individuos de F2.

En la figura 7 se observa la proyeccion temporal de las abundancias relativas de
cada cohorte. En el tratamiento control, i.e. k-p-, el aporte mayoritario a la abundancia
estd dado por la segunda generacidn, que sobre el dia 90 de proyeccion poblacional,
corresponde al aporte exclusivo obtenido en dicho tratamiento. En el tratamiento de
exposicion a pesticida y sefial de depredacion, B. calyciflorus alcanza la mayor
abundancia relativa en la primera cohorte, y a partir de los 60 dias de proyeccion,
corresponde al 100% de la abundancia lograda en ese tratamiento. En los tratamientos k-
p+ v k+p-, las mayores abundancias relativas son obtenidas de las generaciones 2y 3, a
los 30 dias de proyeccion, lo que se mantiene en el tratamiento de adicion de kairomona,
en donde los aportes de cada generacion se equiparan a través del tiempo. Con adicidn
exclusiva de pesticida, en cambio, los aportes de las generaciones intermedias
disminuyen a través del tiempo, dominando progresivamente el aporte de la primera

generacion.
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Figura 7: Abundancias relativas proyectadas en 30, 60, 90 y 120 dias, a través de distintas
edades post-reproductivas de las madres expuestas a diferentes tratamientos de kairomona y
pesticida. Circulos negros con linea continua corresponden a madres cultivadas en medio
control (k-p-); circulos vacios con linea punteada corresponden a madres cultivadas en medio
sélo con kairomona (k+p-); tridngulos negros con linea discontinua corresponden a madres
cultivadas en medio sélo con pesticida (k-p+); triangulos vacios con linea punteada y
discontinua corresponden a madres cultivadas en medio con kairomona v pesticida ktp+.

La figura 8 presenta el efecto de la adicion de kairomona (k+) en la abundancia
relativa obtenida de cada cohorte proveniente de las distintas edades post-reproductivas
de las madres, proyectada en 30, 60, 90 y 120 dias a través de distintas edades post-
reproductiva de las madres.

Se observan similares tendencias a través de la ventana temporal de proyeccion
realizada. La condicion con pesticida generd un efecto positivo para el crecimiento de la

cohorte proveniente de madres de edad 1, mientras que con madres mayores tuvo efectos
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negativos o nulo. La condicion sin pesticida no muestra efecto sobre el crecimiento de la
cohorte proveniente de madres de edad 1, mientras que para la cohorte proveniente de
madres de edad 2 el efecto es negativo y positivo en edades superiores. No se observa,
por tanto, un patron claro de efecto en el crecimiento de las cohortes relativo a la edad

de sus madres, ni tampoco una alteracion de estos efectos en el corto y mediano plazo.
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Figura 8: Efecto de la kairomona (k+) en la abundancia relativa de cada “cohorte” proyectado en 30 ,
60, 90 y 120 dias a través de distintas edades post-reproductivas de las madres. Barras negras
condicion sin pesticida (p-), barras grises condicidn con pesticida (p+)
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4. Discusion

La exposicion a sefial de depredacion de Asplanchna indujo en Brachionus calyciflorus
la generacién de crias con morfos defendidos. Sin embargo, la induccién de estas
modificaciones morfologicas, consistentes principalmente en elongacién de espinas
anteriores y postero-laterales, no modificaron la tolerancia de los organismos a
concentraciones subletales del pesticida Metamidofos. Previamente Hanazato and
Dodson (1992) reportaron un resultado diferente, en el cual Daphnia pulex presentd una
menor tolerancia al pesticida Carbaryl al estar presente la sefial de depredacion, donde
una reduccion en la tasa de crecimiento poblacional se explicaria por un sinergismo
entre los dos estresores. Sin embargo, a diferencia de nuestro trabajo, donde el pesticida
se aplico a individuos previamente defendidos, en el trabajo de Hanazato and Dodson
(1992) los organismos fueron expuestos al mismo tiempo a los dos estresores y, por
tanto, la menor tolerancia a Carbaryl podria ser atribuida a la disrupcién en la
informacion quimica de la sefial de depredacion causada por el contaminante (Liirling
and Schefer 2007).

Al analizar el efecto de la exposicion a Metamidofos sobre los costos de la
expresion de defensas, nuestros resultados no permitieron demostrar cambios en costos
en la generacion parental, donde solo la exposicion al pesticida causd una disminucion
en el fitness. Sin embargo, los efectos esperados se expresaron en la descendencia de las
madres expuestas a ambos quimicos, respuesta que fue dependiente de la edad de la

madre. En particular, nuestros resultados sugieren que, frente a la exposicion al
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pesticida, los organismos expuestos a la sefial de induccién reaccionan modificando su
esfuerzo reproductivo en su primera camada, produciendo un menor niimero de crias
pero de mayor calidad, expresada a través de una mayor tasa intrinseca de crecimiento
poblacional (1). Esta respuesta se modificé a partir de la segunda camada donde el
efecto del pesticida causé un incremento en el costo de la defensa. Concordante con lo
anterior, cuando el crecimiento de cada cohorte se proyectd a través del tiempo, se
observo que en crias de hembras inducidas, el efecto del pesticida generé una mayor
abundancia en la primera cohorte, mientras que cohortes mas tardias no aportaron en la
abundancia proyectada. Si bien existen estudios previos donde se reportan efectos
sinérgicos entre toxicidad de ciertos pesticidas y la presencia de sefiales de depredacion
sobre la respuesta demografica en diferentes especies animales (Barry 1998; Relyea
2003; Teplitsky et al. 2005), no han sido reportados incrementos en los costos de las
defensas derivados de la exposicién a pesticidas expresados transgeneracionalmente. En
sintesis, una mayor asignaciéon de recursos al incremento de la calidad de la
descendencia temprana seria la estrategia utilizada por B. calyciflorus como respuesta al
efecto del pesticida en hembras expuestas a la sefial de depredacion.

La menor calidad de las crias registrada en madres de mayor edad se ha
observado previamente en rotiferos bajo otras condiciones experimentales, donde la
calidad de las crias fue medida como tamafio corporal (Schroder and Gilbert 2009). En
diferentes especies, el valor de ciertos componentes del fitness de las crias disminuye
con la edad de las madres. Ejemplo de ello es el reducido tamafio y contenido de

nutrientes en una especie de avispa parasitica (Giron and Casas 2003), o menor
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sobrevivencia y fecundidad, en crias de coledpteros provenientes de madres de mayor
edad (Opit and Throne 2007). En especies del zooplancton (copépodos), €l tamafio de
huevos, de camadas y ¢l de individuos en estadio copepodito C1, disminuye con la edad
de las madres, haciendo una menor contribucion al crecimiento poblacional que crias de
madres jovenes (Jamieson and Santer 2003). En nuestros resultados, la adicion de
pesticida modificé cualitativamente este patron, y generd una respuesta compensatoria
en la poblacién, con una mayor produccion de crias en cohortes tardias, lo que sin
embargo no se tradujo en un mayor crecimiento proyectado para esas cohortes.

A nivel fisioldgico, ciertos pesticidas organosfosforados como Metamidofos,
inacativan la enzima acetilcolinesterasa (AChE) lo que, entre otros efectos, puede inhibir
la ovoposicion, causando retencion de huevos en la cavidad corporal (Nogrady and
Keshmiriam 1986). Este mecanismo podria explicar, al menos parcialmente, la
disminucion en el nuimero de crias a consecuencia de la adicion de pesticida.
Adicionalmente, en oocitos en desarrollo, la actividad de la acetilcolinesterasa es
localizada en la membrana celular y en el citoplasma, asi como en el puente
citoplasmatico que conecta el oocito con el vitelario a través del cual los factores
maternos sintetizados en el vitelario son transportados a los oocitos en formacién (Ver
Rainieri 1984). Esto podria explicar la expresion observada de efectos maternos, en que
la exposicion materna a los quimicos generd una reduccion en el fitness de sus crias.

Nuestros resultados indican que la exposicion de los organismos a dos presiones
ambientales, como son la sefial de riesgo de depredacion y el pesticida, gatilla respuestas
complejas a nivel individual y poblacional producto del efecto interactivo entre los

quimicos. La exposicion a kairomonas y al pesticida modifico la relacion entre calidad
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de las crias y edad de las madres, lo que podria generar la extincion de las lineas
isogénicas provenientes de madres mas viejas, debido a la progresiva disminucion de su
fecundidad (ver Schréder and Gilbert 2009). Adicionalmente, en estudios previos se ha
observado una relacion inversa entre la proporcion de hembras micticas producidas y la
edad de sus madres (Rougier and Pourriot 1977; Gilbert and Scroder 2007). De esta
manera se podria esperar que la interaccion de ambos estresores genere consecuencias
en el balance entre: 1) crecimiento poblacional via partenogénesis y ii) la sobrevivencia a
largo plazo y dispersion, via produccion de huevos de resistencia por reproduccion
sexual (Snell 1987; Serra and Carmona 1993; Serra and King 1999; Serra et al. 2004).
Estos resultados confirman que diversas presiones ambientales dejan ver sus efectos en
la descendencia de los organismos expuestos. Estas respuestas transgencracionales
tienen el potencial de generar impactos importantes en la dinamica poblacional y
comunitaria (Beckerman et al. 2002, Ramos-Jiliberto and Aranguiz-Acufia 2013),
determinando la estructura y funcionamiento de los ecosistemas. Por otro lado, desde la
perspectiva de la gestion ambiental, nuestros resultados cuestionan la pertinencia y valor
de las pruebas ectoxicologicas estdndar como las que contempla la actual normativa
chilena. En dichos ensayos, se miden respuestas de corto plazo a sustancias purificadas
unicas o a una mezcla desconocida de elementos. Por tanto, las pruebas tradicionales no
son sensibles a la transmision transgeneracional de efectos y de esta modo podrian estar
subestimando seriamente la toxicidad de ciertos compuestos para el funcionamiento de
la biota. Consideramos que debemos perseverar en la investigacion ecol6gica orientada a
comprender la respuesta de los sistemas bioldgicos a factores multiples, tanto naturales

como antropogénicos.
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