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RESUMEN

La contaminacién de cuerpos de agua con pesticidas y sus productos de
degradacion es un problema poco estudiado en nuestro pais. Actualmente en Chite, no
existe legislacion que proteja a los ecosistemas acudticos de la contaminacion
producida por sustancias toxicas como pesticidas, farmacos u otros productos de [a
industria quimica.

Si bien la Norma chilena oficial 1.333 (Nch 1333 Of.1978) del Instituto Nacional
de Normalizacién (INN) determina las concentraciones maximas de sustancias téxicas
que se permiten en las aguas destinadas a [a vida acuatica, entre otros usos, este valor
se calcula aplicando factores de seguridad (factores de dilucién) sobre el Limite de
Tolerancia maximo a las 96 h (LTm96"), determinado a partir de bioensayos.

En este estudib, mediante bicensayos con peces cebra (Danio rerio) transgénicos
en etapas tempranas del desarrollo, se determinaron los efectos embriotéxicos y
teratogénicos de cuatro compuestos quimicos: dos fungicidas derivados del triazol,
Triadimefén (FON), Triadimenol (NOL), del! ultimo producto de degradacién de toda
esta familia quimica (Triazol libre, 1,2,4-T), y Citral, un aromatizante utilizado en la
industria alimenticia y farmacologica. A través de bicensayos agudos de letalidad se
determinaron tres concentraciones de exposicion para cada compuesto: una alta,
equivalente al LCso 96 h, una media, determinada aplicando un factor de seguridad 10
veces menor que la LCs (LCso 96 h/10) y una concentracién baja, 100 veces menor

(LCsp 96 h/100). Luego, a partir de lo anterior, se evalub la efectividad de la aplicacion

! Segtin fa Nch 1333 Of.1978, LTm96 = mediana del limite de tolerancia: concentracion del material en
ensayo en un diluyente adecuado, en la cual sobrevive el 50% de los organismos acuaticos de prueba al
cabo de un periodo de exposicién de 86 h. Asi, el LTm36 es equivalente al LCsp 96 h.
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de dichos factores de seguridad como método para determinar concentraciones de
sustancias téxicas que permitan la subsistencia de los organismos acuaticos.

Se encontré que existe una relacion entre el estadio de desarrollo de los
individuos y la sensibilidad a los distintos compuestos, siendo los embriones mas
sensibles que las larvas a los efectos letales y a la inhibicién de la eclosion tras la
exposicion a 1,2,4-T, mientras que la sensibilidad para estos efectos ante la exposicion
a Citral fue mayor para las larvas. Para todos los compuestos ensayados, los
individuos expuestos durante la embriogénesis fueron sensibles a teratogenesis,
manifestada como: defectos en el desarrollo craneofacial inducidos por FON, NOL,
1,2,4-T y Citral; interrupcién de desarrollo de la linea lateral posterior (LLp) y
duplicacién de la cola causada por Citral; alteraciones en la expresion génica en las
células de Schwann que recubren al nervio de la LLp, ¥ alteracion en la organizacion y
cantidad de células pigmentarias en el caso de FONy 1,2,4-T.

Tras la aplicacién de los factores de seguridad FON, NOL, y Citral, mantuvieron
sus efectos negativos sobre los individuos expuestos durante la embriogénesis,
aungue en un porcentaje muy bajo (aproximadamente el 4% de los individuos), efectos
evidenciados por la alteracion del desarrollo de la mandibula y de los arcos branquiales
para los tres compuestos. Ademas la exposicion de embriones a una mezcla de
derivados del triazol y Triazol libre, en las concentraciones presumidas como
permisibles por la normativa chilena, ejercieron una clara sinergia, provocando efectos

teratogénicos en una proporcién mucho mayor que en los individuos control.
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ABSTRACT

Pollution of water bodies with pesticides and their degradation products is a serious
problem in our country that remains poorly studied. Currently, in Chile there is a lack of
legislation aimed at protecting the aquatic ecosystems from contamination associated
with toxic substances such as pesticides, pharmaceutical compounds and other
products of the chemical industry.

The official Chilean standard, number 1.333 from the Instituto Nacional de
Normalizacion (INN), provides guidelines on the maximum load of toxic substances
allowed in bodies of water that sustain aquatic life, among other uses. However, these
values have been calculated applying "security factors" (dilution factors) set at the 96 h
Maximun Limit of Tolerance (LTm®6 h), wich is determined through bioassays.

In this study, using bioassays based on transgenic zebrafish lines at early
developmental stages, the embryotoxic and teratogenic effects for four chemical
compounds were determined. These were: two triazole derivative fungicides,
Triadimefon (FON) and Triadimenol (NOL); the final degradation product of this entire
chemical family, Free Triazole (1,2,4-T); and Citral, a fragance ingredient used in foods
and pharmceutical substances. Through acute survival bioassays, three exposure
concentrations were calculated for each test compound: a high concentration that was
equivalent to the LCso 96 h, a middle concentration applying a security factor of ten to
the same LCs; 96 h (LCs 96 h /10) and a low exposure concentration, applying a
security factor of one hundred (LCs 96 h /100). Starting from the previous information,
the efficiency of these security factors as a method to determine the concentrations of

toxic compounds that allow aquatic organism survival was evaluated.
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My results show a relationship between the developmental stage and the sensitivity to
the different compounds, embryos being more sensitive than larvae to the lethal effects
and hatching inhibition after exposure to 1,2,4-T, while sensitivity to these effects when
exposed to Citral was greater for larvae. For all compounds tested, the individuals
exposed to the agents during embryogenesis were sensitive and displayed teratogenic
effects: craneofacial defects induced by FON, NOL, 1,2,4-T and Citral, disruption of the
posterior lateral line (pLL) development and caudal fin duplications caused by Citral;
alteration in the pLL nerve coating by Schawnn cells and organization of iridophores on
individuals exposed to FON and 1,2,4-T.

After applying the security factors on FON, NOL and Citral, these withheld their
negative effects on individuals exposed during embryogenesis, although, in a very low
percentage (roughly 4% of exposed individuals). These effects included alterations in
the mandible and branchial arch development for all three compounds. Moreover, a
mixture of triazole derivatives and free triazole, in concentrations that are permissible
under the chilean standard, exerted a clear synergy causing teratogenic effects in
exposed embryos at a much higher proportion that those that occur naturally in control

individuals.
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I. INTRODUCCION

El uso masivo de pesticidas sintéticos, junto con la modernizacion de las tecnicas
agricolas, dieron lugar a mediados del siglo XX a la llamada “Revolucién Verde”, que
prometia erradicar el hambre y la desnufricion en el tercer mundo al incrementar
exponencialmente la produccion de alimento en dichos paises. En base a esto, la industria
quimica y los gobiernos comenzaron la promocion del uso de pesticidas en la lucha contra
el hambre y las enfermedades trasmitidas por vectores como el dengue y la malaria. Si bien
este tipo de sustancias generan varios beneficios para el ser humano, tanto
econémicamente como en el combate de enfermedades, su mal uso y manejo trae consigo

graves efectos negativos sobre [a salud de las personas, el medio ambiente y la economia.

1.1 Efectos ambientales del uso de pesticidas

Chile es un pafs con una gran actividad agricola y forestal, y por tanto un gran
importador y usuario de pesticidas. No obstante un gran problema asociado al uso de
estos, es la cantidad utilizada y su dispersion a gran escala en el ambiente, la cual ha sido
detectada tardiamente en el tiempo. Un ejemplo de esto es el insecticida organoclorado
Dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), el que ha sido encontrado en el Artico, a miles de
kilémetros de su punto de aplicacion mas cercano (Cade y col., 1971), afectando a la salud
de las personas y del medio ambiente, lo que fue descubierto varios afios después de su

utilizacion y dispersion masiva.

1.2 El concepto de calidad de aquas vy la legisiacion chilena

La calidad del agua es un concepto relativo dependiendo del uso que se le dara a

ésta, por lo que no existe un estandar de calidad global que sea aplicable a toda situacion y




uso; sino mas bien, las propiedades de las aguas y su nivel de contaminacion, entre otros,
determinan si un agua es apta para un uso en particular. Es decir, el concepto de calidad
de aguas es mas bien funcional y antropocéntrico, y no relacionado a la mera conservacion
de los ecosistemas.

En el caso de la contaminacién acuética, para minimizar la exposicion a sustancias
toxicas y proteger la salud de las personas, la legislacion chilena ha utilizado como
referencia los estandares internacionales de la Organizacién Mundial de Ia Salud (OMS) o
de la Agencia de Proteccion Ambiental de los EEUU (USEPA). Entre este tipo de
sustancias téxicas se encuentran los pesticidas, elementos que no han sido considerados
para las aguas de riego (Nch 1.333 Of.1978), mientras que para el agua destinada al
consumo de humanos y animales se hace referencia sdlo a aigunos de eilos, que en su
mayoria corresponden a sustancias de uso restringido por el SAG, ya que son parte de la
lista de los 12 Contaminantes Organicos Persistentes (COP’s) més peligrosos definidos en
el Convenio de Estocolmo el afio 2004. Entre ellos, se destacan el DDT, Dieldrin, Endrin,
Heptacloro, Clordan y Lindano (Nch 409/1 Of.1984).

Para definir los limites maximos de sustancias toxicas en las aguas destinadas a la
vida acuatica, en Chile se aplican factores de seguridad sobre el Limite de Tolerancia
maximo a las 96 horas (LTm986), que es el equivalente a la mediana del limite de tolerancia
al cabo de 96 horas de exposicion determinado mediante bioensayos' (NCh 1333 Of.1978),
es decir, corresponderia al LCso 96 h. Estos factores de seguridad que se aplican sobre el
LTm96, corresponden a un factor de dilucion de 100 para: pesticidas, metales pesados y
compuestos acumulables, 6 a un factor de dilucién de 10 para: cianuros, téxicos no
acumulables y detergentes (NCh 1333 0f.1978), es decir, la concentracion maxima

permitida para un determinado téxico seria su LCs0/100, o su LCs0/10 segun corresponda,

1. ; S

Bioensayo se define como una prueba de laboratorio en la que se observa la respuesta fisiolégica de uno o
mas organismos frente a un estimulo (Vila & Molina, 2006). En el caso descrito la respuesta es la muerte y el
estimulo es la exposicion a distintas concentraciones de una sustancia particular.
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considerando que estas concentraciones no tendrian efectos sobre los organismos. No se
define en la norma para que especie o nivel tréfico debe calcularse este limite, solo se

presenta el siguiente recuadro: “Factores de seguridad para diferentes toxicos” (Nch 1333 Of.

1978).

TOXICO FACTOR DE SEGURIDAD

Pesticidas 1/100 de la LTm96

Metales Pesados 1/100 de la LTm96

Cianuros 1/10 de la LTm96

Toxico no acumulativo 110 de la LTmo6

Téxico acumulativo y persistente 1/100 de [a .Tm986

Detergentes 1/10 de la LTmY6

Hasta el momento, en la normativa chilena las variables que se utilizan para asignar
una determinada calidad a las aguas son de naturaleza fisica o quimica, dejando de lado
variables biolégicas (Vila & Molina, 2006), como pudiera ser la utilizacion de biocindicadores
o bioensayos. El afio 2004 la Comision Nacional del Medio Ambiente (CONAMA) creo una
guia para el establecimiento de las Normas Secundarias de Calidad de Aguas
Continentales Superficiales y Marinas, las que tendrian como finalidad la proteccién de los
ecosistemas. En esta guia se establecen clases de calidad? objetivo a las aguas, segun la
cantidad presente de diversos componentes. Estas normas a diferencia de las normas de
calidad primaria o las normas de!l INN, no regiran por igual en todo el territorio nacional,
debido a las grandes diferencias que presentan los distintos ecosistemas a lo largo de
nuestro pais. Por esto el Programa de Desarrollo de Normas Secundarias de Calidad de
Aguas contempla la creacién de una norma especifica para cada cuenca, tomando en
cuenta sus caracteristicas propias y parametros especiales definidos para cada una de

ellas. En estas normas se incorporaran los “bioensayos y los bioindicadores los que

2 Clases de Calidad: Tipificacion del agua de acuerdo a niveles de calidad por elemento o compuesto.




podran ser utilizados como herramientas complementarias para determinar los impactos
producidos sobre las comunidades acuéticas, los usos prioritarios y/o el estado Irdfico de
los lagos, canales, fiordos y estuarios, entre otros” (CONAMA, 2004). De esta manera, se
pretenden incorporar variables bioldgicas al concepto de calidad de agua para las normas
de calidad secundaria®. Estos criterios y metodologias ya estan siendo aplicados en la

Comunidad Europea y por la USEPA.

1.3 Peslicidas derivados de triazoles

Una de las familias de compuestos quimicos que se utilizan en grandes cantidades
en la industria agricola y farmacéutica, es la de los triazoles. En Chile se utiliza cerca de
una veintena de compuestos de esta familia quimica en varias formulaciones comerciales
como ingredientes activos de fungicidas (SAG, 2007). Debido a sus usos, toxicidad y
caracteristicas fisicoquimicas, estos agentes son bien conocidos como potenciales
contaminantes de las aguas y de potencial peligro para animales y humanos (USEPA,
2006a, 2006b, 2006¢, 2006d; Baez y col, 1997). Ha sido reportado que hijos de madres que
han estado bajo tratamiento con el antimicético derivado del triazol, fluconazole h6, durante
el primer trimestre de embarazo presentan malformaciones congénitas (Pursley y col.,
19986; Aleck & Bartley, 1997; Lopez-Rangel & Van Allen, 2005). Asi mismo, ha sido descrito
que existe una alta incidencia de malformaciones en hijos de personas expuestas
constantemente a agroquimicos, sobre todo en las regiones V, Vly VI, zona que presenta
la mayor actividad agricola en el pais (Rojas y col., 2000; Cavieres, 2004).

La comprension de las propiedades toxicologicas de este tipo de sustancias y la

creacién de herramientas que permitan evaluar y monitorear la calidad biolégica de las

% Existen dos tipos de normas de calidad ambiental: las Normas de Calidad Primaria y las Normas de Calidad
Secundarias. Las primeras tienen como objetivo proteger la salud de la poblacion y se aplican en todo el pais
por igual. Las segundas permiten proteger recursos naturales u otros, tales como cultivos, ecosistemas,
especies de flora o fauna, monumentos nacionales o sitios con valor arqueoldgico.
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aguas, complementando o representando una alternativa a [as costosas e imperfectas
técnicas analiticas de monitoreo, tiene una gran relevancia en nuestro pais.

Dado los antecedentes descritos, este trabajo se enfocd al estudio de dos
compuestos activos de fungicidas derivados del triazol, utilizados principalmente en la zona
centro de nuestro pais; Triadimefén o FON (Bayleton®), 1-{4-clorofenoxy)-3,3 dimetil-1-
(1H-1, 2, 4- triazol- 1 -il) butanona; su principal producto de degradacion Triadimenol o NOL
(Baytan®), (1RS, 2RS; 1RS, 2SR)-1-(4-chlorofenoxy)-3,3-dimetil -1-(1H-1 ,2,4-triazol-1-
Dbutan-2-ol; y un tercer compuesto que corresponde al producto final de degradacion de
ambos, y de toda la familia de compuestos quimicos derivados del triazol, el Triazol libre
(1,2,4-T), 1H-1,2,4-Triazole (Angier y Embry, 2005). La degradacion de FON en los suelos
es mediada por microorganismos, y tiene como principal (no Unico) producto a NOL (Singh,
2005). Cada paso de degradacién produce un aumento en la solubilidad de la moléecula, lo
que aumenta la probabilidad de que los productos finales como 1,2,4-T lleguen a las aguas

superficiales o subterraneas por escorrentia o lixiviacion.

\Hkﬁcu, uﬁ)’;izau, n\
J@’ g /@’ e == §_//”

Triadimefon Triadimenol Triazol libre
(FON) (NOL) (1,24-T)

FIGURA 1: Estructura quimica y secuencia de productos en la degradacién de FON.

1.3.1 Triadimefon vy Triadimenol: usos v mecanismo de accion fungistatica.

En Chile FON y NOL son utilizados para el tratamiento sistémico, preventivo, curativo
y erradicante de enfermedades como el oidio en productos hortofruticolas. En el caso de
FON destacan la vid, frambuesas y manzanas. Mientras NOL se utiliza para el tratamiento
y prevencién de carbones, helmintosporiosis, septoria y rincosporiosis, entre otras, en

semillas de cereales como el maiz, cebada, avena y centeno. Los triazoles al igual que los




azoles, ejercen su accién fungistatica impidiendo la biosintesis del Ergosterol, un esterol
que es importante componente de la membrana plasmatica de los hongos, mediante la
inhibicion de la enzima Esterol 14a-desmetilasa (CYP51) (Lepesheva y Waterman, 2007).
A diferencia de la accion de otros antiftiingicos, como los polienos que producen perdida de
contenido citoplasmatico y muerte celular, por lo que se dice que tienen efecto fungicida, se
dice que los triazoles poseen una accién fungistatica, ya que su mecanismo de accion no
produce muerte celular inmediata, sino mas bien se inhibe la reproduccién al impedir la
biosintesis de ergosterol y por ende de la membrana citoplasmatica (Thompson L, 2002).

1.3.2 Triadimefén y Triadimeng!: toxicidad y mecanismo de accion teratogénica .

Los derivados del triazol, FON y NOL han demostrado tener una amplia gama de
efectos toxicos y teratogénicos sobre vertebrados e invertebrados (Ankley y col, 2005;
Menegola y col, 2000, 2005; Gropelli y col, 2005; Pennati y col, 2006; Goeiz y col, 2006;
Papis y col, 2007), entre los que cabe mencionar problemas en la fertilidad vy
comportamiento sexual, cambio en la expresion de genes implicados en el desarrollo
embrionario y trastornos endocrinos. A su vez, diversos estudios han revelado que los
efectos producidos por triazoles son similares a los causados por la exposicion temprana a
acido retindico (RA), se ha demostrando que in vitro la incubacién simultanea de tria7..o|es
con Citral, un inhibidor de la sintesis de RA disminuye los efectos teratogénicos producidos
por estos fungicidas (Papis y col, 2007; Di Renzo y col, 2007). Citral (3,7-dimetil-2,6-
octadienal) es ademas un compuestos utilizadoe como aditivo de comidas, perfumes y
productos de limpieza. Este compuesto interrumpe la sefializacion del &cido retinoico al
impedir la oxidacién de retinol (vitamina A) a &cido retinoico, y por tanto su biosintesis
(Connor, 1988). Es por esto, que el modo de accién de los triazoles ha sido asociado a [a
alteracion de los niveles endégenos de RA, morfégeno derivado de la vitamina A, esencial
para la especificacion de ejes y patrones morfogenéticas durante el desarrolle embrionario

(Schuh y col., 1893, Perz-Edwards y col., 2001; White y col., 2007).
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FIGURA 2: Estructura quimica del Citral.

1.4 Factores incidentes en la toxicidad y evaluacién de contaminantes acuaticos.

Los efectos sub-letales producidos por contaminantes acuaticos dependen de varios
factores tales como: concentracién en el agua, duracion de la exposicién, la etapa de vida
en que ésta ocurra, la interaccion con otras sustancias presentes en el medio y las
condiciones ambientales, entre otros. Todos estos factores dificultan la creacion de
normativas que realmente protejan al medio ambiente, y hace que la Evaluacion de
Riesgos Ambientales (ERA) para la introduccion de nuevas sustancia quimicas al mercado
(como pesticidas o farmacos), sea muchas veces deficiente, debido a la cantidad y
complejidad de los factores a considerar.

Muchos efectos tdxicos no son detectados mediante los bioensayos comunes que se
basan en la inspeccion visual de los individuos, ni son capaces de dilucidar los mecanismos
de accion toxica de [as sustancias en estudio. Es por ello que en este trabajo se utilizaron
herramientas de la biologia celular y molecular, como lineas de peces transgénicos y
tinciones tejido especificas. Estas técnicas permitieron una mayor sensibilidad para la
deteccién de efectos sub-letales sobre tejidos y 6rganos especificos. Asi, se evalud la
efectividad del método que utiliza la normativa chilena para determinar [as concentraciones

de contaminantes maximas permitidas en las aguas destinadas a la vida acuatica.

1.5 Ventajas del pez cebra {Danio rerio) como modelo.

El pez cebra es un pequefio teledsteo (talla maxima 5 cm) de agua dulce

ampliamente utilizado en toxicologia debido a sus ventajas comparativas (Zhang y col.,




2003; Vosilyené, 2007). Estos peces producen una gran descendencia, tienen un corto
periodo generacional (aproximadamente 3 meses) y su desarrollo embrionario se completa
a las 48 horas, a un ritmo constante bajo condiciones definidas; la transparencia de los
embriones facilita la observacién detallada de estructuras internas y para su mantencion se
requiere de pequefios volimenes, por lo que el costo de realizar ensayos puede ser
reducido minimizando las cantidades de sustancias a utilizar, y los volimenes de desechos
producidos (Braunbeck y col, 2005). El mantenimiento y generacion de lineas transgénicas
y mutantes gen especificos no presenta mayor dificultad, permitiendo asi contar con un

gran numero de lineas de peces transgénicos, mutantes y silvestres de esta especie.

Arcos
branquiales

Extension del
vitelo

Ano
Saco vitelino

Glandulas de
Copa optica eclosién 0,5 mm

FIGURA 3: Esquema representativo de un embrién de pez cebra de 35 hpf. En morado se
muestra la ubicacion del Sistema Nervioso Central (SNC). Modificado de Kimmel y col,
Developmental Dynamics 1995.

1.6 Tejidos derivados de las Crestas Neurales

Las Crestas Neurales (CN) son un grupo de células pluripotenciales exclusivas de los
vertebrados que derivan del ectodermo durante el desarrollo embrionario y cambian sus
propiedades epiteliales por mesenqueméticas, lo que les permite migrar desde su lugar de

origen (entre la epidermis y el tubo neural) a través de distintas rutas hacia variados




destinos en el embrién, diferenciandose en una gran variedad de tejidos y tipos celulares
segln la ubicacion que estas adquieran en el embrion. Entre los tejidos derivados de Ias’
CN destacan elementos cartilaginosos y tejido conectivo de la cabeza, células pigmentarias
de la epidermis, neuronas y células de Schwann, ganglios simpaticos y parasimpaticos,
células cardiacas, células del timo, y céiulas productoras de epinefrina de la glandula
adrenal (Gilbert, 2008). Las CN pueden ser divididas en cuatro dominios: las CN Craneales
(CNC), las CN Troncales (CNT), las CN vagales y sacrales, y las CN cardiacas.

Varios sindromes congénitos, asi como alteraciones del desarrollo embrionario
causados por la exposicion prenatal a agentes toxicos afectan la migracion, proliferacion
ylo diferenciacién de este tejido embrionario. Asi, se producen serias malformaciones en
los individuos. Uno de los tipos de agentes quimicos que producen este tipo de

alteraciones, son los derivados del friazol.

1.7 Desarrollo de la Linea Lateral en el pez cebra.

El sistema mecanosensorial de peces y anfibios, fa Linea Lateral (LL), corresponde a
un grupo de células mecanoc-sensoriales epidermales que se encuentran distribuidas a lo
largo de todo el cuerpo y son capaces de percibir el movimiento de las aguas. En el pez
cebra este 6rgano se divide en dos, la Linea lateral anterior que se encuentra en la cabeza,
y la Linea Lateral posterior (LLp). Esta tltima se forma a partir de un grupo de células
(primordio) que migran lateralmente desde la parte posterior de la cabeza hacia la cola a
través del miosepto horizontal, siguiendo y reconociendo ciertas sefiales quimicas
(quimioguinas) que son detectadas gracias a la presencia de receptores especificos en la
superficie de estas células. En su camino migratorio, el primordio de |a LLp va depositando
grupos de células que posteriormente se diferenciaran en las unidades funcionales de este
sistema mecanosensorial, los llamados neuromastos. Cada neuromasto maduro posee en

su centro células ciliadas encargadas de transducir fos estimulos mecanicos del medio.




Este sistema se encuentra totalmente expuesto al medio ambiente, por lo que es muy
sensible a [a presencia de contaminantes acuaticos y ha sido utilizado como modelo para la

deteccion de efectos neurotoxicos inducidos por metales pesados (Hernandez y col, 2006)
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ll. OBJETIVOS

2.1 Objetive General

Determinar los efectos causados en el desarrollo embrionaric del pez cebra por
concentraciones sub-letales, segtn la normativa ambiental chilena, de Triadimefén (FON),

Triadimenol (NOL), Triazol fibre (1,2,4-T) y Citral, mediante el uso de bioensayos.

2.2 Objetivos Especificos

(i) Determinar la Concentracién Letal para la mitad de una poblacion experimental
(LCso) de pez cebra, para FON, NOL, 1,2,4-T y Citral, y a partir de los datos y [a
aplicacion de los factores de seguridad correspondientes, determinar las

concentraciones limite segln la Nch 1333, Of. 1978.

(it} Determinar la concentracién de FON, NOL, 1,2,4-T y Citral, que son capaces de
inhibir Ia eclosién de la mitad de una poblacién de embriones (Cls) de pez
cebra.

iii) Determinar los efectos que tienen FON, NOL, 1,2,4-T y Citral sobre el desarrollo
embrionario del pez cebra y evaluar la efectividad de la aplicacién de factores de
seguridad sobre el LCs.

(iv) Determinar los posibles efectos de sinérgicos de mezclas de los diferentes

compuestos ensayados.
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Determinaciéon de los LCsp v Clso para triazoles y Citral. Aplicacion del “Fish_ Embryo

Toxicity Test” (Test FET)

Esta parte del estudio se [levé a cabo realizando, con pequefias modificaciones, el
Fish Embryo Toxicity Test (Test FET) descrito por la OCDE para este modelo (OCDE,
2006). Blastulas de entre 3 y 5 hpf, o larvas de 48hpf, fueron individualmente incubadas
durante 96 horas, en microplacas de 24 pocillos con un volumen de 2 mL, en una estufa a
26°C. Se utilizaron entre 5 y 8 concentraciones de cada compuesto de prueba mas un
control negativo, correspondiente al medio de cultivo E3 (5 mM NaCl; 0,17 mM KCI; 0,33
mM CaCly; 0,33 mM MgSO,). Para la determinacién de la concentracion letal media {LCso)
se registré el numero de individuos muertos cada 24 horas, y se considero como muertos a
aquellos en los que no se pudieron detectar latidos cardiacos ni circulacion sanguinea. De
manera simultanea, a partir del dia 2 (48 hpf), se registré tambien diariamente el nimero de
individuos eclosionados. Estos datos permitieron determinar la concentracion media de

cada compuesto que resulté en la inhibicion de la eclosion (Clsg).

3.2 Analisis de supervivencia: Anélisis Probit.

Los datos obtenidos a partir de! Test FET fueron procesados en Excel y sometidos a
un andlisis estadistico de supervivencia, llamado Analisis Probit (Bliss, 1934). Para esto se
utilizo el software Statplus professional 2007, obteniéndose asi el intervalo de confianza del

95% para los valores de LCsg y Clso.
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3.3 Célculo de las concentraciones bajas. medias y altas de exposicién. Aplicacion de

factores de seguridad.

Sobre los LCso determinados en la primera parte se aplicaron factores de dilucidon
iguales a 100 o 10. Estos corresponden a los mismos factores que utiliza la Nch 1333 of
1978 para determinar los limites de pesticidas, compuestos bioacumulables, metales y
otros, permisibles en las aguas destinadas al uso de vida acuatica. De esta manera se
determiné como concentracion alta de exposicién aquella equivalente al LCse; como
concentracién media a la resultante de la aplicacion de un factor igual a 10, es decir, al
LCs/10, v finalmente se considerd como concentracion baja de exposicién aquella

equivalente a la aplicacion del factor igual a 100 sobre el LCsq, es decir, al LCs/100.

3.4 Deteccion de muerte celular,

Para la deteccion de células muertas en embriones y larvas se utilizé al marcador
vital anaranjado de acridina, que permite detectar in vivo la presencia de muerte celular al
unirse al DNA de células muertas en tejidos y organismos vivos completos. Los individuos
descorionados manualmente fueron incubados en una solucién de anaranjado de acridina a
una concentracion de 5 mg/L durante 5 a 10 minutos, en el caso de embriones y durante 15
a 20 minutos, para larvas sobre 48 hpf. Luego fueron lavados varias veces en el medio de
cultivo E3 y trasladados a un recipiente limpio, para su observacion bajo el microscopio de

fluorescencia.

3.5 Tincién de cartilago.

Para la visualizaciéon de las estructuras esqueléticas de las larvas sometidas a
distintos tratamientos, éstas fueron tratadas con el colorante Alcian Blue, que tifie la matriz
extracelular asociada a los condrocitos (células cartilagenosas). Larvas de 5 y 7 dias post

fertilizacién (dpf) fueron fijadas en paraformaldehido al 4% en buffer fosfato salino (PBS)
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durante toda una noche, y al dia siguiente lavadas varias veces en PBS con Tween al 0,1%
(PBST) y blanqueados durante una hora en una solucion de H.0, al 5% en KOH al 70%.
Luego se lavé nuevamente varias veces con PBST y la larvas se dejaron tifiendo toda la
noche en una solucién 0,1% Alcian Blue 8GX (Sigma) diluido en 80% de etanol y 20% de
acido acético. Al tercer dia, los embriones fueron incubados en una solucién de etanol

acido (etOH 70% / HCI 5%) que aclara las zonas sobretefiidas.

3.6 Bioensavos con organismos fransgénicos.

Se realizaron bioensayos agudos con distintas lineas transgénicas de pez cebra para
la deteccién de efectos sub-letales provocados por la exposicion a triazoles y Citral durante
la embriogénesis. Embriones en etapa de blastula fueron expuestos durante 48 horas a
concentraciones altas, medias y bajas de lo’s distintos compuestos en microplacas de 6
pocillos con un volumen de 5 mL c/u y alrededor de 20 embriones por pocillo.

Para la deteccion de malformaciones craneofaciales inducidas por las exposiciones a
derivados de triazol y Citral, se utilizé la linea transgénica de pez cebra Sox1 0::GFP. Las
malformaciones fueron evaluadas a las 24 hpfy a los 3, 5y 7 dpf mediante la comparacion
por observacion de los individuos control y aquellos expuestos a distintos tratamientos. Se
evaluo la presencia, tamafio y forma de los elementos esqueléticos de la cabeza, pudiendo
identificarse los elementos mandibulares (cartilage de Meckel, palatocuadrato, ceratoideo e
hyosimplectico), e! condrocraneo, arcos branguiales, y en determinados casos las aletas
pectorales.

Efectos sobre el sistema nervioso periférico (SNP) fueron evaluados en individuos de
36 hpf y 4 dpf. Para ello se utilizé la linea transgénica FoxD3::GFP, que expresa el gen
reportero GFP en las células de Schwann que recubren al nervio de la LLp, y en células

precursoras de iridi6foros. Se evalué como punto final el cambio de expresion de GFP en

estos tipos celulares derivados de la Cresta Neural.
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A través del uso de la linea CldnB::GFP, se estudié la migracién del primordio de la
LLp, evaluandose en individuos de 3 dpf el numero de neuromastos depositados. Para esto

se conté bajo la lupa el nimero de neuromastos depositados por el primordic en cualquiera

de los dos lados de la larva.
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IV. RESULTADOS

4.1 Alteraciones causadas por la exposicién a triazoles y Citral durante la embriogénesis

Tras la exposicion a fungicidas derivados del triazol y Citral en concentraciones
medias (LCs/10) y altas (LCso), los embriones y larvas de pez cebra sufrieron severos
edemas pericardiacos y vitelinos (dentro del saco vitelino), los cuales se hacian mas graves
al paso del tiempo, llevando en la totalidad de los casos a la muerte de los individuos antes
de los 7 u 8dpf. Los embriones, ademds, desarrollaron una curvatura anormal de la
columna vertebral (Fig. 4), lo que sumado a los severos edemas, dificultaba la natacién en
las larvas eclosionadas. Se abservé un importante descenso en el ritmo cardiaco de las
larvas expuestas a las concentraciones altas de todos los compuestos, retraso en el
desarrollo embrionario, reduccion en el tamafio de los ojos (microftaimia) y la cabeza, e
hipopigmentacién de todo el cuerpo y los ojos en el caso de los individuos expuesios a
Triazol libre (Fig. 5). Aparte de los efectos morfologicos se observaron también claros
efectos conductuales como: pérdida de la motilidad de las larvas, disminucién o ausencia
de respuesta ante estimulos mecénicos y ejecucién ocasional de movimientos
espasmodicos que podrian ser evidencia de esirés. Todos los efectos antes mencionados
fueron dosis-dependientes y se hacian evidentes a partir de los 2 o 3 dpf, agravandose con
el paso de! tiempo. Los efectos evaluados en este trabajo se limitaron a los propuestos

como objetivo: letalidad, inhibicion de la eclosién, muerte celular y teratogenesis.

16




L e——— iy,

-

FIGURA 4: Apariencia de larvas expuestas a concentraciones altas de triazoles y Citral desde
blastulas por 96 horas. Se observa en todos los casos un leve retraso del desarrollo embrionario,
edemas pericardiacos (fechas), curvatura anormal del eje corporal, reduccién del tamario de la
cabeza y microftalmia. FON 36,4 mg/L; NOL 55,5 mg/L; 1,2,4-T 12 g/L; y Citral 4,2 mg/L. (17x).
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FIGURA 5: Hipopigmentacion en la epidermis de larvas de 40 hpf expuestas a 1,2,4-T. Se
observa una reduccion dependiente de la concentracién, en la pigmentacion de todo el cuerpo de
larvas expuestas. (23x).
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FIGURA &: Hipopigmentacién en la
vesicula ocular de larvas de 3 dpf
expuestas durante la embriogénesis a
una alta concentracién de Triazol libre. a)
Control; b) 1,2,4-T 12 g/L. (1480x).
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4.2 Concentracion letal media a Ias 96 horas (LCs, 96 h) v célculo de concentraciones limite

para FON, NOL, 1,2.4-T v Citral, segun la normativa chilena.

Mediante el analisis Probit (Bliss, 1934) se determinaron los limites de los intervalos
de confianza del 95% (ICesx%) para el LCso resuitante de tres tiempos distintos de exposicion:
48, 72 y 96 horas, comenzando la exposicion en el estadio de blastula (3 a 5 hpf), es decir,
previo al inicio de la gastrulacion, o en larvas tempranas (48 hpf) para evaluar diferencias
en la sensibilidad de los individuos segtn el estadio de desarrollo. Los 1.Cs0 96 h calculados
para embriones y larvas se presentan en la Tabla 2 y los valores obtenidos tras la
aplicacién de los distintos factores de seguridad sobre dichos LCs 96 h se presentan en la
Tabla 3, valores que seran de aqui en adelante, sefialados como las concentraciones: alta,
media y baja en a mayorfa de los experimentos posteriores. Los valores obtenidos de los

resultados de todos los bioensayos se presentan en el Anexo B.
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TABLA 1: Resultados del analisis estadistico de los datos de bicensayos, determinacion de
LCso 96 h para embriones y larvas.

Compuesto Estadio de LCL ucL Error LCso Unidad
desarrollo Estandar
FON Biastula 32,80 39,93 1,80 36,37 mg/L
Larva temprana 30,22 36,40 1,56 33,31 mg/L
NOL Blastuia - - - Nd -
Larva temprana 50,09 60,32 2,57 55,21 ma/L.
1,2,4-T Blastula 9,77 14,25 1,08 12,01 gl
Larva temprana 11,08 14,36 0,82 12,72 g/L
Citral Blastula 3,7 485 0,24 4,18 mg/L
Larva temprana 291 3,72 0,20 3,31 mgiL

Valores calculados mediante Andlisis Probit de los datos obtenidos en el Test FET para FON, 1,2,4-
T, NOL y Citral. LCL: Limite inferior del Intervalo de Confianza; UCL: Limite superior del Intervalo de
Confianza; Nd: No determinado

Los LCso 96 h determinados para embriones y larvas de pez cebra en los bioensayos
con FON dieron un valor igual a 36,37 mg/L (123,9 uM) para embriones y 33,31 mg/L
(112,7 uM) para larvas, en el caso de NOL sélo se pudo calcular para larvas, obteniendo un
valor igual a 55,21 mg/L (186,6 uM), los valores obtenidos en los bioensayos para 1,2,4-T
fueron de 12,01 g/L (0,17 M) y 12,72 g/L (0,18 M) para embriones y larvas respectivamente,
mientras que para Citral el LCso 96 h para embriones fue de 4,18 mg/L (27,5 uM} y de 3,31
mg/L (21,7 uM) para las larvas.

Los valores presentados en la tabla 1 indican que existe una leve diferencia en la
sensibilidad de los individuos segin la etapa del desarrollo en la que se realicen los
bioensayos. Asi, para el caso de FON y Citral, se observa una mayor sensibilidad de las
larvas en comparacion con las blastulas, mientras que para la exposicién a 1,2,4-T la
sensibilidad es levemente mayor en las blastulas. A partir de los resultados obtenidos se
puede determinar que la toxicidad aguda de los compuestos estudiados seguiria el

siguiente orden decreciente: Citral > FON > NOL > 1,2,4-T.
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TABLA 2: Resultado de la aplicacién de factores de seguridad sobre los LCg 96 b,
segun la Nch 1333 Of. 1978.

Compuesto Estadio de LCso LCso LCso Unidad Concentracion
desarrollo 10 100 LCso
FON Blastula 36,37 3,64 0,36 mg/L 123,9 uM
NOL Larva 55,21 5,52 0,55 mg/L 186,6 uM
1,2,4-T Blastula 12,01 1,20 0,12 g/L 0,174 M
Citral Blastula 4,18 0,42 0,04 mg/L 27,6 uM
Categoria Concentracion Concentracién Concentracion
asignada alta media baja

A partir de los valores presentados en la Tabla 1 se determinaron las concenfraciones
que se utiizaron en la mayoria de los bioensayos realizados posteriormente para la
determinacion de efectos sub-letales (Tabla 2). Estas concentraciones fueron calculadas
aplicando un factor de dilucién igual a 100 al LCsp 96 h correspondiente para asignar una
concentracion baja y un factor igual a 10 para la concentracién media, siendo finalmente
considerada como una concentracion alta de exposicion [a equivalente al LCsp 96 h para
embriones (excepto en el caso de NOL, donde este valor no se pudo calcular, por lo que se
utilizé el valor correspondiente para las larvas). De acuerdo a lo anterior se determinaron
los valores que segtn la Nch. 1.333 Of. 1978 no tendrian efectos negativos sobre los
individuos, aplicando un factor de seguridad igual a 100 para FON y NOL por tratarse de
pesticidas y a Citral por ser una molécula altamente lipofilica y por tanto potencialmente
bioacumulable. En el caso del 1,2,4-T el factor de seguridad aplicado corresponde a 10, ya
gue se trata de una molécula hidrosoluble y no considerada como pesticida. Asi, los valores
limite calculados son iguales a 0,36 mg/L (1,2 uM) para FON; 0,55 mg/L (1,8 uM) para

NOL; 1,2 g/L (0,02 M) para 1,2,4-T y finalmente 0,04 mg/L. (0,3 uM) para Citral.
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4.3 Concentraciones medias que inhiben la eclosion a las 96 horas (Clsp 96 h).

Una respuesta que cominmente es utilizada como punto final de evaluacion de
efectos toxicolégicos de sustancias quimicas, es la inhibicién de la eclosién. En el pez
cebra este evento ocurre entre las 48 hpfy 72 hpf (Kimmel y col, 1995), por lo que a las 96
hpf en condiciones control aproximadamente el 100% de los individuos ha eclosionado.

Se determinaron las Cls; 96 h para la inhibicion de la eclosion en larvas de 4 dpf
expuestas desde el estadio de biéstula (3-5 hpf) y en larvas de 6 dpf expuestas antes de
eclosionar y desde las 48 hpf (Tabla 3). El andlisis de los resultados de bioensayos con
FON arrojaron un valor de Clg, 96 h igual a 16,32 mg/L (55,6 uM) para larvas, mientras que
los valores para embriones no pudieron determinarse con un error estandar aceptable, por
lo que dicho valor se considerd no determinado. En el caso de 1,2,4-T los valores obtenidos
fueron de 5,59 g/L (0,08 M) y 7,83 g/L (0,11 M) para embriones y larvas respectivamente.
Para Citral la Cls, 96 h en embriones fue de 6,17 mg/L (40,5 uM) y de 3,21 mg/L (21,1 uM)

para las larvas, valor muy cercano al LCs96 h correspondiente.

TABLA 3: Resultados de! andlisis estadistico de los datos de bioensayos,
determinacion de la Cls, 96 h para embriones y larvas.

Compuesto Estadio de LCL UcL Clgo Error Unidad Concentracion
desarrollo Estandar Clso
FON Blastula Nd Nd Nd - - -
Larva 10,87 20,75 16,32 2,18 mg/L 55,6 uM
1,2,4-T Blastula 3,53 7,64 5,59 1,03 glL 0,081 M
Larva 6,26 9,40 7,83 0,79 g/L 0,113 M
Citral Blastula 3,47 8,86 6,17 1,36 mg/L 40,5 pM
Larva 2,89 3,54 3,21 0,16 mg/L 21,1 pM

Valores calculados mediante el Andlisis Probit de los datos obtenidos en el Test FET para FON,
1,2,4-T, y Citral. LCL: Limite inferior del Intervalo de Confianza; UCL: Limite superior del Intervalo de
Confianza; Nd: No determinado.

Estos resultados coinciden con los presentados en la Tabla 1 en relacién a las

diferencias de sensibilidad de los individuos segun la edad y el compuesto ensayado, ya
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que, en el caso de las Cls; 96 h determinados para 1,2,4-T y Citral, nuevamente se
encuentra una mayor sensibilidad de los embriones frente a la exposicion a 1,24-T, y de
las larvas ante Citral. Cabe mencionar que en todos los casos las Cls, fueron inferiores a
los LCso, excepto en el caso de los embriones expuestos a Citral, donde la Clsp supero a la

concentracion letal media.

4.4 Deteccién de muerte celular.

Con la tincién vital de anaranjado de acridina, se determiné si el triazol libre, y bajas
concentraciones de FON, NOL y Citral, eran capaces de inducir muerte celular en

embriones de 24 hpf expuestos desde el estadio de bléstula (Figs. 7 y 8).

FIGURA 7: Aumento de muerte celular en embriones silvestres (WT) de 24 hpf expuestos a
1,2,4-T. Vista lateral de embriones expuestos a 1,2,4-T desde la etapa de blastulas. Las células
marcadas en color verde (puntas de flecha) han incorporado el colorante anaranjado de acridina,
que se une al DNA de células muertas. La fluorescencia emitida por el vitelo corresponde a auto
fluorescencia. (a) Control; (b) concentracion baja; (c) concentracion media; (d) concentracion alta.
(30x).

En la Figura 7 se puede apreciar como embriones WT de 24 hpf expuestos a distintas
concentraciones de 1,2,4-T, presentan una mayor cantidad de células muertas a medida
que aumenta la concentracion de exposicion a éste compuesto. Se observa un aumento de
la muerte celular en tejidos superficiales como la piel, especialmente de la cola y cerca del
ano en todos los tratamientos, mientras que en los embriones expuestos a concentraciones

media y alta (Fig. 7c y 7d) se observa marca también en la cabeza y el tronco, la que se
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localiza mayormente a lo largo del Sistema Nervioso Central (ver Fig. 3). Los individuos
expuestos a concentraciones altas presentan una mayor cantidad de células muertas en la

zona de la copa éptica (flechas en Fig. 7d).
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FIGURA 8: Aumento de muerte celular en embriones silvestres (WT) de 24 hpf expuestos a
concentraciones bajas de FON, NOL, Citral y media de 1,2,4-T. Vista lateral de embriones
expuestos a triazoles y Citral, desde la etapa de bléstula. Las células muertas han incorporado el
colorante anaranjado de acridina (puntas de flecha). (a) Control; (b) concentracion baja de FON,; (c)
concentracién baja de NOL; (d) concentracion media de 1,2,4-T; (e) concentraciéon baja de Citral.
Flechas, limite cerebro medio - posterior; asterisco, bulbo olfatorio. (30x).

La exposicién a concentraciones equivalentes a los limites segun la Nch 1333
0f.1978 calculados para triazoles y Citral (ver Tabla 3), producen muerte celular de tejidos
superficiales y profundos en embriones de 24 hpf expuestos desde el estadio de blastula.
Todos los tratamientos revelaron muerte celular aumentada a lo largo del tubo neural (ver

Fig. 3) respecto a los controles, lo mismo sucedié en el ano y la cola




4.5 Efectos sobre el desarrollo craneofacial.

451 Bioensayos con organismos silvestres (WT).

Los resultados observados a partir de la tincion de cartilago con el colorante Alcian

Blue y los bioensayos con la linea transgénica Sox10::GFP, indican que FON, NOL, 1,2,4-T
y Citral tienen un efecto teratogénico no reversible sobre el esqueleto craneofacial en el pez
cebra al igual que ha sido previamente reportado para anfibios y mamiferos (Groppelli y
col., 2005; Menegola y col., 2005).

En la Figura 9 se muestra un esquema representativo de la anatomia de los arcos
faringeos (AF) y el esqueleto de la cabeza en larvas silvestres de pez cebra, donde se

identifican individualmente los elementos esqueléticos afectados.

FIGURA 9: Esquema de la anatomia de los arcos faringeos (AF), esqueleto mandibular y
neurocraneo en larvas WT de pez cebra. (a) Vista ventral del esqueleto faringeo, anterior hacia
arriba, (b) vista lateral, anterior hacia izquierda y dorsal hacia arriba. Se muestra de un mismo color a
los cartilagos derivados de un mismo segmento (AF 1-7). El neurocrdneo es mostrado
uniformemente en gris (n). bb, basibranquial; bh, basohideo; cb, ceratobranquio; ch, ceratohideo; hs,
hyosimpléctico; m, cartilago de Meckel; pq, palatoquadrato. Modificado de Schilling y col 1996.

La tincién histologica del cartilago mandibular con Alcian Blue en larvas de pez cebra
expuestas a series de concentraciones de FON y 1,2,4-T, revelaron una progresiva
malformacién del cartilago de Meckel (flechas en Figs. 10 y 11) en funcién de la
concentracién de ambos toxicos, llegando a la agénesis total en las concentraciones
superiores de FON, mientras que en las larvas expuestas a 1,2,4-T se aprecian cambios de

angulo en la posicién del cartilago de Meckel, y elementos mandibulares derivados del AF2

(Fig. 11).
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FIGURA 10: Cartilago craneofacial de larvas de 7dpf expuestas a FON. Tincién de la matriz
cartilagenosa con el colorante Alcian Blue en larvas WT de pez cebra de 7 dpf, que fueron expuestas
a distintas concentraciones de FON durante 96 h a partir de la etapa de blastula (3-5 hpf). Flechas,
cartilago de Meckel; cabezas de flecha, ceratohideo. Arriba vistas ventrales y abajo vistas laterales.

(27x).

Control
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FIGURA 11: Cartilago craneofacial de larvas de 5 dpf expuestas a 1,2,4-T. Tincion de
cartilagos de la cabeza de larvas WT de pez cebra, de 5 dpf, que fueron expuestas a distintas
concentraciones de 1.2.4-T durante 96 h a partir de la etapa de blastula (3-5 hpf). Flechas, cartilago
de Meckel; cabezas de flecha, ceratohideo. Arriba vistas ventrales y abajo vistas laterales. (28x).

4.5.2 Bioensayos con organismos transqénicos.

Los bioensayos con individuos de la linea transgénica Sox10:GFP que permite
observar in vivo células derivadas de las Crestas Neurales Craneales (CNC) expresando la
proteina fluorescente verde (GFP), mostraron con mejor resolucion los efectos
teratogénicos producidos por triazoles y Citral sobre los elementos del esqueleto

craneofacial del pez cebra (Fig. 12 a 17).
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TABLA 4: Porcentaje de individuos con malformaciones del esqueleto craneofacial tras

la exposicion a triazoles y Citral.

Compuesto | Concentracion Concentracion | Concentracion
baja (LCs,/100) | media (LCso/10) alta (LCs) Controles
FON 4% 91% 100% 0%
NOL 4% 18% 100% 0%
1,2,4-T 0% 3% 22% 0%
Citral 8% 22% 97% 0%

Se observo una clara relacion de la severidad de los efectos con la concentracion de
las sustancias ensayadas, presentandose efectos teratogénicos evidentes tras exposicion a
concentraciones altas para todas las sustancias, también en las concentraciones medias
(excepto en el caso de 1,24-T), y sblo la exposicion a Citral en baja concentracion

demostré tener un efecto teratogénico, aunque en baja proporcién (Tabla 4).

LCs0/10
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FIGURA 12: Larvas de 5 dpf de la linea transgénica Sox10::GFP, expuestas a FON
durante la embriogénesis. Fotografias representativas de larvas expuestas desde blastulas, y
durante 48 h a concentracion baja, media y alta de FON. Flechas, elementos mandibulares,
cabezas de flecha, arcos branqueales; asteriscos, neurocraneo. Arriba vistas ventrales y abajo vistas
laterales. (35x).

En la Figura 12 se puede apreciar la alteracion que produce FON en el desarrollo de
los elementos mandibulares y los arcos braquiales de larvas de pez cebra expuestas

durante la embriogénesis a una concentraciéon media, mientras que en la concentracion alta
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se observa agénesis de estas estructuras. Se observa también un cambio en la forma,

orientacion y tamario de los ojos y la cabeza.
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FIGURA 13: Larvas de 5 dpf de la linea transgénica Sox10::GFP, expuestas a NOL durante la
embriogénesis. Fotografias representativas de larvas expuestas desde bléstulas, y durante 48 h a
concentracion baja, media y alta de NOL. Flechas, elementos mandibulares; puntas de flecha, arcos
branquiales. Arriba vistas ventrales y abajo vistas laterales. (35x).

La exposicién a NOL (Fig. 13) produjo alteracion en el desarrollo temprano de las
estructuras mandibulares del pez cebra asi como de los arcos branquiales a partir de la
exposicién a la concentracion media, aunque incluso en altas concentraciones estas
estructuras si se encuentran presentes, a diferencia de lo ocurrido con FON. Se observa
que la concentracién mas alta de exposicién genera una aparente fusién de los elementos

mandibulares superiores e inferiores.
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FIGURA 14: Larvas de 7 dpf de la linea transgénica Sox10::GFP, expuestas a 1,2,4-T durante
la embriogénesis Fotografias representativas de larvas expuestas desde blastulas, por 48 h a
concentraciéon baja, media y alta de 1,2,4-T. Flechas, elementos mandibulares; puntas de flecha,
arcos branquiales; asteriscos, aletas pectorales. Arriba vistas ventrales y abajo vistas laterales.
(35x).

A los 7 dpf en los embriones expuestos a 1,2,4-T (Fig. 14) se observaron algunas
diferencias en la curvatura de las aletas pectorales al compararlas con los controles,
mientras que solo se observé malformaciéon mandibular y de los ceratobranquios (Fig. 14,
puntas de flecha) en las larvas expuestas a concentraciones altas de este compuesto, se
aprecia también un acortamiento en la distancia entre los ojos, lo que los posiciona casi
ventralmente. La concentracién mas alta de exposicién genera una aparente fusion de los
elementos mandibulares superiores e inferiores, similar a lo observado en larvas expuestas
a NOL.

FIGURA 15: Embriones de 1 dpf de
LCs0/100 la linea transgénica Sox10:GFP,
expuestos a Citral durante la
embriogénesis. Vista lateral de
embriones expuestos a concentracion
baja, media y alta de Citral. Se ve
dentro de los circulos blancos a las
células de las CNC que han alcanzado

los arcos faringeos. (55x).

La Figura 15 muestra embriones
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Sox10::GFP durante la etapa de segmentacion expuestos a Citral, que expresan GFP en
las crestas neurales craneales (CNC) que en esta etapa ya han migrado desde su original
posicion dorsal (sobre el tubo neural) hacia los arcos faringeos y branquiales. Se puede
observar que mientras en el control las células de las CNC han migrado como distintas
corrientes separadas de células, en los embriones expuestos a la concentracién alta de
Citral estos grupos de células parecieran encontrarse fusionadas, presumiblemente como

una alteracién en las rutas migratorias de estas células.
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FIGURA 16: Larvas de 3 dpf de la linea transgénica Sox10::GFP, expuestas a
Citral durante la embriogénesis. Fotografias representativas de larvas expuestas desde
blastulas y por 48 h a concentracion baja, media y alta de Citral. Flechas, elementos mandibulares;
cabezas de flecha, arcos branquiales; asteriscos, apertura copa optica. Arriba vista ventral y abajo
vista lateral. (48x).

La exposicion a Citral durante la embriogénesis indujo malformacién de los elementos
craneofaciales y braquiales, ademas de una alteracion en el desarrollo y cierre de la copa

optica en las larvas expuestas a concentraciones altas, mientras que concentraciones

medias y bajas no producen alteracién evidente de estas estructuras a los 3 dpf (Fig. 16).
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FIGURA 17: Larvas de 5 dpf de la linea transgénica Sox10::GFP, expuestas a Citral durante la
embriogénesis. Fotografias representativas de larvas expuestas desde blastulas a concentracion
baja, media y alta de Citral. Flechas, elementos mandibulares: cabezas de flecha, arcos branquiales;
asteriscos, neurocraneo. Arriba vistas ventrales y abajo vistas laterales. (40x).

A los 5 dpf las larvas expuestas a Citral mostraron graves malformaciones
evidenciadas por una organizacién aberrante de los elementos mandibulares superiores
derivados del AF1 e inferiores, derivados del AF2. Se observa un severo cambio de angulo
en los arcos branquiales en todos los tratamientos, y se aprecia también una importante

disminucion del neurocraneo y del tamafio de los ojos (microftalmia) y la cabeza en las

larvas expuestas a la concentracion alta de Citral (Fig. 17).

4.6 Efectos sobre el desarrollo del Sistema Nervioso Periférico (SNP).

La linea transgénica FoxD3::GFP expresa GFP en grupos celulares derivados de las
CN como: precursores de células pigmentarias, células de Schwann de SNP y otras células
con origen embrionario distinto, como las neuronas de la glandula pineal (Gilmour y col.,
2002). Las células de Schwann que recubren el nervio de la Linea Lateral posterior (LLp)
se ubican a lo largo del miosepto horizontal (ver figura 3), a las que se suman otras que
posteriormente se posicionan entre los somitos hacia dorsal y ventral de este nervio.

Bioensayos con esta linea transgénica permitieron advertir la presencia de anormalidades
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en las células de Schwann y en la organizacién de células precursoras de pigmentos
(iridioforos) del pez cebra, a causa de la exposicién temprana a distintas concentraciones

de FON (Fig. 18) y 1,2,4-T (Figs. 19 y 20).

FIGURA 18: Larvas de 42 hpf de la linea transgénica FoxD3::GFP expuestas a FON durante la
embriogénesis. (a) Control; (b) concentracion baja; (c) concentracion media; (d) concentracion alta.
Se observa disminucion en la expresion de GFP en el nervio de la LLp (flechas) de las larvas
tratadas. lzquierda vistas laterales y derecha vistas dorsales. Puntas de flecha, glandula pineal.
(26x).

En la figura 18 se observa en los embriones de la linea FoxD3::GFP, disminucién en
la expresion de GFP por parte de las células de Schwann que recubren al nervio de la LLp,
tras ser expuestos a todas las concentraciones de FON. Al aumentar la concentracion de
exposicién el efecto se hace mas evidente en cuanto a gravedad y recurrencia. Asi, de los
individuos expuestos a la concentracién baja, un 3,8% presenté pequefias discontinuidades
en la expresion de GFP sobre el nervio de la LLp (N: 25-27; SD: 0,2), en aquellos

expuestos a la concentracion media, este efecto se presentdé de manera un poco mas
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severa en un 5,7% de los individuos (N: 24-28; SD: 2,1), y de los individuos expuestos a la
concentracion alta un 9,8% (N: 25-26; SD: 3,0) presenta una evidente disminucién de la
expresion de GFP en el nervio de la LLp, mientras que en los controles estas

discontinuidades en la expresion, no fueron detectadas nunca. No se observéd en estos

individuos alteracién en la expresioén de GFP en la glandula pineal.

FIGURA 19: Larvas de 42 hpf de la linea transgénica FoxD3::GFP expuestas a 1,2,4-T durante
la embriogénesis. (a) Control (b) 2 g/L (c) 20 g/L. lzquierda vistas laterales y derecha vistas
dorsales. Se observa disminucién en la expresion de GFP en el nervio de la LLp (flechas) de las
larvas tratadas. Puntas de flecha, glandula pineal. (26x).

En el caso de la exposicion a 1,24-T (Fig. 19) se observan a las 42 hpf
discontinuidades en la la expresién de GFP sobre el nervio de la LLp, similares a las
provocadas por la exposicion a FON, las cuales son mas evidentes en las larvas expuestas
a una concentracién de 1,2,4-T igual a 20 g/L. Al igual que en el caso anterior no se
observo alteracion del tamario u organizacién de la glandula pineal y el efecto es agravado

con el aumento de la concentracion.
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FIGURA 20: Larvas de 4 dpf de la linea transgénica FoxD3::GFP expuestas a 1,2,4-T durante la
embriogénesis. Larvas expuestas a 1,2,4-T, mostrando disminucién en la expresion de GFP en
el nervio de la LLp y en la organizacion de células pigmentarias (flechas). Las cabezas de flecha
muestran a la glandula pineal. (a) Control (b) 2 g/L (c) 20 g/L. Izquierda vista lateral y derecha vista
dorsal. (25x).

En la Figura 20 se ven larvas de 4 dpf expuestas a 1,2,4-T durante la embriogénesis,
estas muestran la misma discontinuidad en la expresion de GFP previamente descrita en el
nervio de la LLp a las 42 hpf causado por FON y 1,2,4-T, mostrando que este efecto no es
reversible, al menos dentro de los siguientes 2 dias post tratamiento (dpt), es decir, luego
de finalizada la exposicién. En esta etapa del desarrollo el nervio de la LLp que corre a lo
largo del miosepto horizontal (ver figura 4), ha extendido las proyecciones que se conectan
a los 6rganos funcionales de la linea lateral, los llamados neuromastos (Gilmour y col.,
2002), proyecciones que no se observan en las larvas expuestas a las concentraciones
media y alta utilizada de este compuesto, también se puede ver una clara desorganizacion
de células pigmentarias (iridi6foros) en la parte ventral del tronco anterior (Fig. 20, Flechas).
No se observa en ningln caso reduccién de tamafio o cambio de forma de la glandula

pineal.




4.7 Citral
4.7.1 Alteracién del desarrollo de la Linea Lateral posterior (LLp) del pez cebra.
Bioensayos preliminares realizados con la linea transgénica CldnB::GFP con los
compuestos derivados de triazol y el Triazol libre, no mostraron evidencia de efectos sobre
la migracién del primordio de la LLp, ni sobre la depositacién de los neuromastos. Solo se
vieron efectos negativos en el desarrollo de este érgano mecanosensorial, cuando los

embriones fueron expuestos a Citral (Fig. 21).

Control

D

FIGURA 21: Larvas de 3 dpf de la linea transgénica CldnB::GFP expuestas a una
concentracion alta de Citral durante la embriogénesis. Se observa una disminucién en el numero
de neuromastos (asteriscos) depositados en las larvas expuestas a Citral. Arriba vistas laterales y
abajo vistas dorsales. (23x).

En el caso de larvas expuestas a Citral durante la embriogénesis se produjo una
severa alteracion en la formacién de la LLp, lo que se hizo evidente por una reduccién en el
numero de neuromastos depositados a los 3 dpf. Este efecto sélo se hizo presente en los
individuos expuestos a la concentracion alta de Citral (tabla 6). Ademas, se observé una
reduccion en la distancia entre los neuromastos que alcanzaron a ser depositados,

ubicandose estos de manera contigua como se indica en la figura 21.
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TABLA 6: Nimero de neuromastos de la LLp depositados en larvas de 3 dpf
expuestas a Citral durante la embriogénesis.

Concentracion Numero de individuos Neuromastos
de Citral estudiados depositados en la LLp
Control 33 52
(0 mg/L)
Baja 32 58
(0,04 mg/L)
Media 36 51
(0,42 mg/L)
Alta 34 2,6
(4,18 mg/L)

4.7.2 Teratogénesis licacion de la cola.

El tratamiento con distintas concentraciones de Citral durante 96 h a partir de la etapa
de blastulas, llevo a una progresiva malformacion de los ojos, curvatura y reduccion en el
largo del tronco y cola, lo que resultd en un acortamiento de la longitud total del cuerpo. Las
larvas expuesta a 1 mg/L (6,6 uM) durante la embriogénesis, presentaron una duplicacion
de la cola en un 18% de los individuos tratados (N: 25-30; SD: 5,6%) que se manifesto con
distintos grados de severidad. Es importante mencionar que este tratamiento no produjo
ninguna de las aberraciones morfolégicas antes descritas en individuos expuestos a la

concentracion alta de Citral (Fig. 4).

FIGURA 22: Duplicacién de la cola en larvas WT de 6 dpf expuestas a Citral durante la
embriogénesis. Se observa la duplicacion de la cola en larvas silvestres (WT) expuesta a 6,6 uM de
Citral durante 96 h. (a) control, (b - d) Citral 6,6 uM. C1 y C2 representan los dos extremos caudales
de las colas dobles (6x).
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4.8 Efecto sinérgico en mezclas de triazoles y sus productos de degradacion.

Los organismos acuéticos suelen estar expuestos a mezclas de contaminantes que,
en conjunto, pueden potenciarse, actuar por distintas vias o bien, inhibirse mutuamente. En
el caso de los pesticidas es de gran relevancia conocer que ocurrira en el medio ambiente
con sus productos de degradacién, ya que estos pueden en algunos casos ser mas toxicos
que los compuestos parentales que son directamente aplicados de manera constante en
los cultivos. Ademas, estos productos de degradacion generalmente son mas estables en
el ambiente y por tanto tienden a acumularse. En el caso del fungicida FON, la accion
microbiana degrada a este compuesto en al menos tres productos, de los cuales NOL es el
mas importante en cuanto a cantidad (Singh, 2005). La degradacién total de NOL lleva a la
formacion de 1,2,4-T y sus conjugados (Triazol alanina y Triazol acido acetico), productos
comunes a todos los compuestos derivados del triazol (USEPA, 2006d), por lo que un
cuerpo de agua afectado por la aplicaciéon de FON, posiblemente sea contaminado por una
mezcla de estos compuestos. En base a lo anterior se determiné el efecto de la exposicion
a una mezcla de concentraciones bajas de FON, NOL y 1,2 4-T, evaluando el aumento de
muerte celular (Figs. 23 y 24) y el desarrollo craneofacial de larvas expuestas a esta

mezcla de compuestos (Fig. 25).

FIGURA 23: Aumento de muerte celular en larvas WT de 24 hpf expuestas a una mezcla de
triazoles. La tincién con anaranjado de acridina permite observar un gran numero de células
muertas a lo largo de todo el embrién, sobre todo en la zona del cerebro anterior (flecha) y tubo
neural en general. (37x).

La exposicién a una mezcla de triazoles: FON (0,36 mg/L), NOL (0,55 mg/L) y 1,24-T

(1,2 g/L), es decir, en las concentraciones permitidas por la Nch 1333 Of. 1978 para las
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aguas destinadas a la vida acuética, produce un aumento generalizado de muerte celular
en los tejidos dorsales del embrién de pez cebra de 24 hpf, que se ubica mayoritariamente
a lo largo del SNC, aunque el efecto es mas evidente en el cerebro anterior (Fig. 23b,
flecha). No se detecté muerte en otras zonas especificas del cuerpo en esta etapa del

desarrollo.

FIGURA 24: Aumento de muerte celular en larvas WT de 48 hpf expuestas a una mezcla
binaria de FON y 1,2,4-T. Tras la incubacion a partir de la etapa de blastula, se aprecia en larvas de
48 hpf un incremento de células muertas en la zona dorsal y de los ojos, ademas se puede ver
muerte celular en las gléandulas de eclosién (flecha) y el ano (punta de flecha). (30x).

En la figura 24 se observa un leve aumento en el nimero de células muertas en el
tejido superficial de la cola y el ano en larvas de pez cebra de 48 hpf expuestas a una
mezcla de FON (0,36 mg/L) y 1,2,4-T (1,2 g/L). Se aprecia también un aumento de tejido
muerto en el ojo, en el cerebro, alrededor de la capsula ética y en la zona pericardial donde

se encuentran las glandulas de eclosion. (Fig. 24, flechas).
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FIGURA 25: Larvas de 5 dpf de la linea transgénica Sox10::GFP, expuestas a una mezcla de
triazoles durante la embriogénesis y hasta los 4 dpf. La exposicién durante cuatro dias a una
mezcla de bajas concentraciones de FON, NOL y media de 1,2,4-T durante el desarrollo temprano
produce alteracion en el desarrollo de los elementos mandibulares en el pez cebra, al igual que lo
hace la exposicién a una concentracion alta de cualquiera de estos compuestos. Flechas, cartilago
de Meckel; puntas de flecha, ceratohideo. (38x).

La exposicién de larvas de la linea transgénica Sox10::GFP, a la mezcla de triazoles
en las concentraciones permitidas por la Nch 1333 Of. 1978, permitieron evaluar la
aplicacién los factores de seguridad que impone esta norma para proteger a los
ecosistemas acuaticos, y evaluar su eficiencia como método para determinar niveles de
contaminacién permitidos.

En la figura 25 se observan los efectos teratogénicos producidos por la exposicién a
una mezcla de triazoles en una concentraciéon dentro del margen permitido por la norma.
Las malformaciones observadas no fueron tan severas como las vistas en larvas expuestas
a concentraciones altas de cualquiera de los compuestos por separado, pero fueron
detectadas en aproximadamente el 80% de los individuos expuestos, mientras que las
malformaciones naturales observadas en los controles, no superaron el 2 o 4% de los
casos, mostrando que estos compuestos al encontrarse en el medio, aun en bajas
concentraciones, pueden actuar de manera sinérgica en la induccién de efectos

teratogénicos en el pez cebra.
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V. DISCUSION

El pez cebra ha sido intensamente utilizado como modelo vertebrado para estudios
de toxicologia y ecotoxicologia (Zhang y col., 2003; Ton y col., 2008), y existen varios tests
estandarizados para la evaluacion de muestras de aguas y sustancias quimicas, que lo
utiiizan para detectar efectos téxicos y teratogénicos (OECD, 1998; ISO, 1996 y 2007). Asi,
en algunos paises de la Comunidad Europea esta especie ya es utilizada como una
herramienta de fiscalizacién de normas relacionadas a la calidad del agua, como el caso de
Alemania donde se utiliza un test con embriones de pez cebra de 48 h para el monitoreo de
aguas residuales (Braunbeck y col., 2005). Asi mismo, ha sido propuesto el uso de lineas
transgénicas de pez cebra para la deteccion de efectos sub-letales a modo de descifrar los
mecanismos de accion de las sustancias toxicas y detectar sustancias quimicas en una
matriz a partir de sus efectos téxicos (Carvan y col., 2000; Perz-Edward y col., 2001;
Blechinger y col., 2002). Este es el primer trabajo realizado en Chile que apunta a validar el
uso de lineas transgénicas de pez cebra como herramienta para la deteccién de efectos
toxicos sub-letales de contaminantes acuaticos, como los pesticidas.

Los resultados obtenidos demuestran que la utilizacién de lineas transgénicas para
realizar bioensayos de toxicidad poseen varias ventajas respecto al uso de ejemplares
silvestres (no transgénicos). Asi, permiten la deteccién de efectos sub letales in vivo y a
tiempo real, sin la necesidad de tinciones histologicas o complejos marcajes moleculares.
Algunos de los efectos que se pueden detectar mediante bioensayos con las lineas
transgénicas utilizadas en este trabajo son:

* Neurotoxicidad {FoxD3::GFP)
e Malformacion de estructuras que no son detectables a simple vista

(Sox10::GFP, para esqueleto craneofacial y aletas pectorales).
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» Cambio en la expresién de genes (todas las lineas).
« Alteracién del desarrollo de 6rganos particulares, como la linea lateral
(CldnB::GFP).

Una de las principales falencias de los bioensayos de exposicion aguda es la
imposibilidad de detectar con ellos efectos a largo plazo como alteracion endocring,
carcinogénesis u otros. Por otra parte los ensayos agudos en adultos entregan informacién
sobre efectos fisiologicos de las sustancias, pero no revelan efectos teratogénicos, para lo
que se requieren ensayos con embriones. Tampoco revelan posibles efectos cronicos
cormo neurotoxicidad o alteracién endocrina, ya que, para ello las exposiciones debieran ser
mas largas (duracién equivalente al 10% de la vida del organismo) lo que conlleva
dificultades de orden practico. A partir de [os resultados aqui presentados proponemos que
los bioensayos con organismos fransgénicos en etapas tempranas del desarrollo,
presentan ademas de las ventajas propias de los bioensayos agudos, algunas ventajas de
los ensayos crénicos (efectos permanentes). Estos bioensayos permiten en un corto tiempo
de exposicion, |a deteccién de variados efectos sub-letales que pueden considerarse como
cronicos por ser irreversibles (como teratogénesis y neurotoxicidad), y que posiblemente
afecten el desempefio y reproduccién de los individuos adultos y por tanto tengan efectos
sobre distintos niveles de organizacién biolégica (pablaciones y comunidades).

El uso del tipo de bioensayos propuestos aqui podria ser de gran utilidad en la
evaluacién de riesgo ambiental (ERA) de sustancias quimicas, en el monitoreo de aguas
continentales, efluentes de plantas de fratamiento o aguas para distintos usos como
cultivos hidrobiolégicos, agua potable o riego. Ademas, se agrega la ventaja de una
metodaologia mucho mas rapida y a un costo mucho menor que los bioensayos crénicos
con organismos adultos, representando una posible alternativa que complemente o

reemplace a las costosas y complejas técnicas analiticas.




5.1 Alteraciones morfologicas

Todos los tratamientos con triazoles y Citral, produjeron fenotipos morfolégicos
bastantes similares: leve retraso en el desarrollo embrionario, formacion de edemas
pericardiacos y vitelinos, reduccion o pérdida de movilidad en las larvas, curvatura anormal
de la columna vertebral, microftalmia, reduccion en el tamario de la cabeza, y disminucion
del ritmo cardiaco lo que posiblemente influyé en la formacion de los edemas. Todos [os
efectos fueron dependientes de la concentracién y duracién de ia exposicion, y fueron
comunes a todos los compuestos utilizados en los tratamientos a pesar de presentarse en
distinto grado. Los fenotipos anteriormente descritos (excepcién de la microftaimia y
tamario de cabeza reducido) se producen también tras la exposicion a una gran cantidad
de contaminantes acudticos como metales pesados, dioxinas, antibidticos y pesticidas
(Blechinger y col., 2002; Zhang, 2003; Ton y col., 2006) e incluso por cambios en las
condiciones ambientales como variaciones en el pH o [a concentracién de oxigeno disuelto
en el medio, por lo que pareciera ser que corresponden mas bien a una respuesta
fisiolégica generalizada del organismo ante el estrés ambiental, y no dan informacion
especifica acerca del mecanismo de accién de una clase de agente en particular.

En el caso de los embriones tratados con concentracion media y alta de Triazol libre
durante la embriogénesis se observé hipopigmentacion de la epidermis y la retina de las
larvas (Fig. 4). A partir de lo observado es posible postular que la hipopigmentacion se
debe a desaparicién o disminucién de las células pigmentarias productoras de melanina
(melanéforos), o a defectos en la sintesis o distribucion de éste pigmento. Sin embargo de
manera superficial se observa la presencia de melandforos aparentemente en la cantidad y
patrones correctos, aunque se aprecia una importante reduccién en la intensidad del color
de estas células en comparacién con los controles al aumentar la concentracion del

compuesto.
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5.2 L etalidad e inhibicion de la eclosion.

Los estudios de dosis-respuesta realizados para determinar las concentraciones
medias que producen letalidad e inhibicion de la eclosién tras 96 horas de exposicion a
triazoles y Citral (LCso 96 h y Clso 96 h), mostraron que existe en el pez cebra una leve
diferencia de sensibilidad en los distintos estadios del desarrollo ante la exposicion a los
distintos compuestos. Asi, ante la exposicion a 1,24-Triazol se demostré una mayor
sensibilidad de los embriones, mientras que los tratamientos con FON y Citral reflejaron
tener un efecto de toxicidad aguda mayor en las larvas. Este fenémeno puede deberse a
cambios en las posibles vias de ingreso de los compuestos y/o diferencia en la
biodisponibilidad de los distintos compuestos, posiblemente por causa de una serie de
factores que incluyen la afinidad y el tamafio de las moléculas. Ya ha sido descrito que el
corion del pez cebra posee cierta selectividad ante el tipo y tamafio de particulas y
moléculas a las que permite el paso hacia el embrién (Braunbeck y col., 2005; Scholz y
col., 2008), actuando como una barrera que protege parcialmente a los individuos en la
etapa mas fragil de su vida. Asi probablemente FON y Citral por ser moléculas
relativamente lipofilicas (log Kow: 2,77 y 3,45 respectivamente) y poco solubles, sean
adsorbidas por el corion, como ocurre con el lindano (log Kow: 3,72) disminuyendo su
biodisponibilidad para el embrién (Braunbeck y col., 2005), y teniendo mayor efecto sobre
las larvas que una vez eclosionadas o cerca de hacerlo, ya no poseen esta proteccion o
esta se encuentra debilitada por las enzimas corioliticas que secreta la larva en este
estadio; mientras que el 1,2,4-T que es soluble y de muy baja lipofilidad (log Kow: -0,58),
podria quizas atravesar mas facilmente esta barrera proteica dejando mas vulnerable a sus
efectos a los embriones en sus primeras etapas de desarrollo.

A pesar de que la inhibicién de la eclosion en los individuos expuestos a triazoles y
Citral podria ser consecuencia de varios factores como la disminuciéon de la movilidad de

los individuos, endurecimiento del corion u otros, los ensayos de deteccién de muerte
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celular en larvas de 2 dpf expuestas a las concentracion medias y altas de triazoles,
demostraron aumento de muerte en células ubicadas en la region ventral anterior del saco
de vitelino, donde se ubican las glandulas de eclosidn (Fig. 3), células de gran tamaiio que
son las responsables de secretar enzimas proteoliticas que permiten la degradacion del
corion y consecuentemente la eclosion del embrién entre los 2 y 3 dpf (datos no
mostrados), asi la muerte de estas células podria ser una causa importante en [a inhibicidn
de la eclosién en los individuos expuestos a triazoles.

Los datos de LCsp 96 h y Clsp 96 h permiten ordenar a los compuestos seglin su
toxicidad en orden decreciente de la siguiente manera: Citral > FON > NOL > 1,2,4-T. Esta
jerarquia sugiere que la degradacién y el consecuente aumento en Ia solubilidad de los
compuestos derivados de triazol, produce una disminucién de la toxicidad aguda de estos

en el pez cebra, lo que probablemente podria extrapolarse a otros organismos acuaticos.

5.3 Aumento de muerte celular.

Durante el desarrollo embrionario en veriebrados, y en etapas posteriores a la
gastrulacion (excepto en mamiferos), la muerte celular es un proceso natural y necesario
para la modelacién de drganos, tejidos y estructuras complejas como el sistema nervioso,
el sistema inmune y el aparato mandibular en vertebrados. (Atchley & Hall, 1991; Zakeri &
Lockshin, 2002; Penaloza y col., 2006). Las tinciones vitales realizadas en este trabajo con
el colorante Anaranjado de acridina permiten detectar en tejidos y organismos vivos Ia
presencia de células muertas, mas no hace distincion entre células apoptéticas o
necréticas, a pesar de esto permite analizar muy facilmente de manera cualitativa la
induccion de muerte celular tras [a exposicion a sustancias tdxicas, como los xenobidticos.

Los resultados muestran claramente que en embriones expuestos desde blastulas a
las distintas concentraciones de 1,2,4-T, se induce muerte en la epidermis, en el SNC y en

la copa 6ptica a las 24 hpf. Ademas se demostré que la exposicion a bajas concentraciones
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de los derivados de triazoles y Citral, producen un aumento de la muerte celular
preferentemente a lo largo del tubo neural, haciendo presumir un efecto neurotoxico por
parte de estos compuestos. No se aprecié muerte en otras estructuras como el corazdn o
los arcos branquiales en esta etapa del desarrollo.

De estos resultados se desprende que las concentraciones calculadas a partir de los
LCso 96 h para embriones de pez cebra y la aplicacién de los factores de seguridad
definidos en la Nch 1.333, no son inocuas para los embriones de esta especie, ya que tras
menos de 24 hexp los individuos presentan un importante aumento en la cantidad y
distribucion espacial de células muertas, lo que denota un serio efecto citotdxico de estos
compuesto, aln en muy bajas concentraciones, las que podrian ser ambientalmente
relevantes.

Cabe recalcar que a pesar de que estas respuestas no son acompafiadas de efectos
letales a los 4 dexp, las consecuencias de este tipo de efectos sub-letales a mediano y
largo plazo para el desarrollo, sobrevida y desempefio de los individuos y las poblaciones
es desconocido, y més aln las consecuencias para las comunidades acuaticas que se ven
expuestas no a un solo compuesto, sino que a complejas mezclas de sustancias quimicas

presentes en la matriz acuatica.




5.4 Malformaciones del esqueleto craneofacial.

Los resultados de las tinciones de cartilago y bioensayos con la linea transgénica
-Sox10::GFP, muestran claramente y con una buena correlacién, que existe una fuerte
alteracién en el desarrollo de las estructuras mandibulares en individuos expuestos a
triazoles y Citral en concentraciones medias y altas. Al comparar las dos técnicas, los
bicensayos con la linea transgénica demostraron ser mucho mas faciles, eficientes y claros
en cuanto a la visualizacién del desarrolio de la estructura mandibular y las aletas del pez
cebra. De tal modo, proponemos el uso de este tipo de ensayos en lugar de tinciones
histolégicas como el Alcian Blue, ya que estas requieren del uso de varios reactivos, de un
mayor tiempo de dedicacién y la calidad de los resultados es variable segun el protocolo y
técnica utilizada. En cambio, los bioensayos realizados con larvas transgénicas demuestran
una alta reproducibilidad (p. ej., no varian mas que levemente en la intensidad de la
fluorescencia emitida por organismos homocigotos y heterocigotos), y se faciiita la
evaluacién de un alto nimero de individuos.

El analisis de las malformaciones craneofaciales encontradas en los bioensayos
hechos en distintas etapas del desarrollo, presentan algunas incongruencias en los
resultados. Asi, en los bioensayos con Citral, se observé que en individuos analizados en 1
dpf y 3 dpf, se encuentran anormalidades sdlo en aquellos tratados con la concentracion
alta. Sin embargo, al evaluar a los individuos de 5 dpf, el efecto es evidente en todos los
tratamientos. Estas incongruencias se deben probablemente a la aparicién tardia del
efecto, posiblemente por un retraso en el desarrollo de los individuos tratados. Se concluye
que el andlisis de este efecto teratogénico debe ser realizado solamente a partir de los 5
dpf cuando esta estructura craneofacial ya posee una arquitectura bien definida y los
efectos de retraso en el desarrollo son menos obvios y no logran alterar los resultados.

La alteracion del desarrollo craneofacial puede deberse a la perturbacion de distintos

procesos celulares, como la migracion, proliferacion o diferenciacién de las células de la
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cresta neural craneal (CNC). Asi, es posible que estos compuestos interfieran a uno o mas
de estos procesos, y posiblemente los mecanismos de accién de triazoles y Citrai no sean
los mismos. Esto podria explicar también en parte la observacion anterior.

Ha sido propuesto que el mecanismo implicado en la induccién de malformaciones
craneofaciales por parte de triazoles es la alteracion de la migracion de las CNC hacia los
arcos faringeos, causada por la alteracion de los niveles endégenos de acido retinoico,
especificamente por la inhibicion de su degradacién lo que llevaria a un aumento en la
concentracion de éste dentro del embrién (Menegola y col, 2006). Aungue los resultados
aqui presentados no indican cuales son los mecanismos implicados en la alteracion del
desarrollo craneofacial inducido por triazoles en el pez cebra, si sugieren un mecanismo
muy similar al antes descrito, ya que en los individuos expuestos a altas concentraciones
de NOL se observa una fusién de los elementos mandibulares superiores e inferiores, los
que derivan de los arcos branquiales 1y 2 y ya se ha visto este tipo de fusiones en ratones
(Menegola, 2004). A partir de los datos también se podria predecir un mecanismo similar
para las malformaciones inducidas por Citral, ya que ante la exposicion a altas
concentraciones de éste, se observd que en embriones de 1 dpf las corrientes migratorias
de las CNC parecieran fusionarce, en comparacion con los controles (Fig. 15). Lo mismo ha
sido descrito en ratones para compuestos derivados de triazol (Menegola y col., 2000, 2003

y 2005).

5.5 Efectos sobre ef Sistema Nervioso Periférico

Las interacciones entre glia y axones son indispensables para el desarrolio y
supervivencia del sistema nervioso en vertebrados (Gilmour y col, 2002). En el caso del
nervio de la LLp de peces y anfibios, las células de Schawnn hacen posible la mantencion
del sistema mecanosensorial, la Linea Lateral (LL). La mecanotransduccién de las

neuronas de este érgano (células ciliadas) es indispensable para las respuestas oportunas
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del individuo ante los estimulos mecanicos de su entorno, por lo que es éste sistema el que
permite a los peces la natacion en cardumen y el escape ante los depredadores, conductas
esenciales para su sobrevivencia.

Los embriones de la linea transgénica FoxD3::GFP expuestos a FON y 1,2.4-T,
durante las primeras 48 horas de desarrollo, presentaron una disminucion en el nimero de
células GFP positivas (células de Schwann que recubren el nervio de la LLp), lo que puede
significar la ausencia de estas céluias, o bien la no diferenciacion de las mismas. Este tipo
de alteracion podria traer graves consecuencias en la supervivencia y desempefio en todas
las etapas de la vida de los peces. Los efectos observados varian proporcionalmente a la
concentracion del quimico.

Estos resultados se correlacionan con antecedentes en mamiferos, de que la
exposicion prenatal a 1,2,4-T induce efectos neurotdxicos, que se reflejan en lesiones

neuropatolégicas en el cerebro y SNP de ratas y conejos (USEPA, 2006d).

5.6 Efecto en derivados de la Cresta Neural

Los efectos observados tras la exposicién temprana a dos derivados de triazol (FON
y NOL) y a Triazol libre (1,2,4-T) recaen en tejidos derivados de la CN:
1. Esqueleto mandibular: derivado de la CN Craneal.
2. Células de Schwann: derivadas de la CN Troncal.
3. Melanoforos: derivados de CN la Troncal.

Esto concuerda con la evidencia existente en anfibios y mamiferos, en los que se ha
detectado que los efectos teratogénicos inducidos por triazoles recaen principalmente en
tejidos y estructuras derivados de la CN, aunque este trabajo es el primero en demostrar un

efecto sobre las células pigmentarias (melanéforos & iridiéforos).
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5.7 Citral interrumpe el desarrollo de la Linea Lateral posterior v produce duplicacion de la

cola en el pez cebra.

Embriones de la linea transgénica CldnB::GFP que expresan GFP en las células del
primordio de la LL y sus derivados, fueron expuestos a una alta concentracién de Citral
durante la embriogénesis y presentaron una seria alteracién en el desarrollo de este
érgano. Estos individuos, a los 3 dpf presentaron en promedio la mitad del nimero de
neuromastos depositados en comparacion con los controles, depositandose solamente los
primeros dos o tres neuromastos de la LLp, es decir, los mas anteriores.

Al igual que las malformaciones antes reportadas, este fenomeno podria tener
variadas causas: (a) interferencia de los compuestos ensayados sobre la migracion del
primordio, (b) inhibicién de la proliferacion celular o (c) deficiencia en el deposito de los
proneuromastos. Aunque a partir de los resultados obtenidos no se puede extrapolar un
mecanismo causante de este efecto, existen antecedentes de que retinoides naturales y
artificiales son capaces de inhibir en humanos la expresién de ciertos receptores de
quimioquinas (CCR7 y CXCR4), que son esenciales para la correcta migracion de celulas
dendriticas en humanes y del primordio de la LLp en el pez cebra (Villablanca y col., 2008),
permitiendo a estas Ultimas células moverse a través del miosepto horizontal detectando
ciertas sefiales quimicas. Asl, es posible que la alteracion de la via del &cido retinoico
mediante la incubacion con Citral altere la expresion de estos receptores impidiendo que el
primordic encuentre su ruta migratoria normal y quede detenido o cambie su ruta

migratoria, desviandose del miosepto horizontal.

El acido retinoico (RA) es un derivado de la vitamina A, esencial para la formacion de
patrones corporales en vertebrados. Efectos de delecion o duplicacién de estructuras han
sido reportados en vertebrados expuestos a RA exdgeno, efecto que cambia segln la

dosis. Ha sido descrito que el exceso de RA induce la duplicacion homeotica de las aletas
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pectorales en los peces Danio rerio y Fundulus heteroclitus y que la inhibicion de la sintesis
de este morfégeno produce una eliminacion de las mismas (Vandersea y col., 1998) .

Los resultados aqui presentados demuestran que la exposicion al inhibidor de la
sintesis de RA, Citral, induce una duplicacion de la cola en embriones de pez cebra
expuestos a concentraciones tan bajas como 6,6 uM, efecto que presenta un amplio rango
de severidad en los individuos que lo presentan (Fig. 22). Los datos obtenidos en este
trabajo son netamente descriptivos, por lo que no permiten postular si acaso este efecto se
relaciona o no con la interrupcién de la sefializacion de RA, esto es bastante probable, ya
que la interrupcion o la induccién de este morfogeno suele tener efectos sobre el patron

corporal de los organismos.

5.8 Sinergia y factores de sequridad de la Nch 1333 Of. 1978

Los resultados de la tincion para detectar muerte celular y de bioensayos con la linea
transgénica Sox10::GFP en embriones y larvas de pez cebra expuestas a una mezcla de
triazoles, demuestran que las concentraciones permitidas por la Nch 1333 Of. 1978, no son
inocuas y que la mezcla de estos compuestos ejerce un efecto sinérgico sobre [os
individuos expuestos, generando respuestas muy similares a las observadas tras la
exposicién a concentraciones mayores de los compuestos proporcionados por separado.

La base tedrica de los factores de seguridad utilizados en esta norma para definir
concentraciones limite de contaminantes acuaticos, viene de estandares utilizados por la
Comunidad Europea (CE). En su contexto original, la aplicacién de factores de seguridad
sobre datos toxicologicos (como el LCsp), para la Evaluacion de Riesgos Ambientales (ERA)
por parte de sustancias quimicas, parte con al menos dos importantes presunciones sobre
los ecosistemas acuaticos:

« La sensibilidad del ecosistema depende de la especie mas sensible.
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« La proteccién de la estructura del ecosistema, protege la funcion de las
comunidades.

Estas premisas permiten que datos obtenidos a partir de una sola especie, puedan
ser extrapolados a un nivel de organizacion biologica superior, como los ecosistemas. Asl,
es aceptado que la proteccion de la especie mas sensible protegera la estructura y por
ende la funcién del ecosistema acuatico.

Debido a que generalmente la cantidad de datos disponibles para predecir efectos
sobre los ecosistemas, es limitado y se reduce mayoritariamente a datos provenientes de
tests de toxicidad aguda, se deben utilizar factores de seguridad. El objetivo de usar estos
factores es predecir una concentracién bajo ia cual exista muy baja probabilidad de ocurrir
un efecto inaceptable. Entonces a esta concentracién calculada, al igual que en la Nch
1333 Of. 1978, a partir de bioensayos y la aplicacién de factores de seguridad, se le
denomina PNEC (por sus siglas en inglés) o Concentracion sin efectos previstos. Para
poder hacer con el menor error o riesgo posible esta extrapolacion, la magnitud de los
factores de seguridad debe considerar varias incertezas:

« Variacion de los datos de toxicidad entre distintos laboratorios y dentro de un
mismo laboratorio.

» Variabilidad biolégica entre especies e intraespecifica.

« Extrapolacién de los datos de toxicidad aguda a datos de toxicidad cronica.

» Extrapolacién de los datos de laboratorio a el impacto en terreno (posibles
efectos de aditividad, sinergia y antagonismo por la presencia de mezclas en

el ambiente).

50




Segun la CE, el valor de los factores de seguridad y el valor sobre el cual estos deben
ser aplicados (LCsp © NOEC* para el célculo de la PNEC, depende de la naturaleza,
cantidad y relevancia de los datos disponibles.

En la Nch 1333 Of. 1978 esta definido de manera muy somera el calculo de los
valores limite para contaminantes acuaticos, ya que, en ella no se hace mencién sohre qué
organismo (especie o nivel tréfico) o mediante qué método, los LTm96 (LCsg) deben ser
calculados, y los factores de seguridad son bastante bajos al compararlos con los
sugeridos por la CE (CE, 2003). A partir de esta informacion, y la comparacién con la
normativa chilena, creo que es necesaria la revision de esta norma y sobre todo del método
que esta propone para determinar las concentraciones permisibles de compuestos

quimicos en el medio ambiente acuatico.

YNOEG = Concentracion sin efectos observados, que equivale a la concentacién mas alta en la cual no se
observo respuesta en un bioensayo determinado,
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VI. CONCLUSIONES

La exposicién a derivados de triazol y Citral durante la embriogénesis de Danio rerio
induce diversos efectos que incluyen la formacién de edemas, curvatura anormal del
cuerpo, microftalmia y reduccién del tamafio de la cabeza en concentraciones
equivalentes al LCsp 96 h.

La exposicién a 1,2,4-T durante la embriogénesis reduce la pigmentacion normal en la
epidermis de todo el cuerpo y la retina en larvas de Danio rerio.

Existe diferencia en la sensibilidad del pez cebra ante la exposicién a contaminantes
quimicos segtn el estadio del desarrollo, resultado que se correlaciona con la presencia
e integridad del corion y la lipofilidad de las moleculas.

NOL y 1,2.4-T presentan una menor toxicidad aguda en el pez cebra que FON, siendo el
Triazol libre el menos tdxico entre los analizados.

La toxicidad aguda de Citral es mayor a cualquiera de los triazoles estudiados, para las
larvas de pez cebra.

Las concentraciones calculadas como permitidas segun la Nch 1333 Of. 1978 para FON
(0,36 mg/L), NOL (0,55 mgiL), 1,2,4-T (1,2 g/L) y Citral (0,04 mg/L), inducen un efecto
citotéxico en tejidos superficiales y profundos, especialmente a lo fargo del tubo neural
(neurotéxico), en embriones de 24 hpf expuestos desde el estadio de blastula.

El uso de lineas transgénicas presenta una mejor resoluciéon y menor variabilidad en la
deteccién de malformaciones craneofaciales, al compararse con el uso de tinciones
histolégicas.

La exposicion temprana a triazoles induce malformacion de las estructuras
craneofaciales derivadas de las CNC en el pez cebra, al igual que en anfibios y

mamiferos.
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9. La exposicion temprana a FON y 1,2,4-T induce anormalidades en las céluias de
Schwann que recubren al nervio de la Llp, y en el caso de 1,24-T también
desorganizacion y disminucién de precursores de iridiéfotos.

10. La exposicién a Citral durante el desarrollo temprano altera el deposito de neuromastos
por parte del primordio de la LLp y produce duplicacion de la cola en el pez cebra.

11. La aplicacion de los factores de seguridad definidos en la Nch 1333 Of. 1978: 110y
1/100 de la LTm96, calculados para embriones de pez cebra, no definen una

concentracion inocua para los individuos.
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Anexo A: Informacién y propiedades fisicoquimicas de los compuesto ensayados.

1) TRIADIMEFON
Sindénimos: Adifon, Amiral, Azocene, Bayleton, Haleton, Typhon, FON.
Nombre Sistematico: 1-(4-clorofenoxy)-3,3 dimetil-1-(1H-1, 2, 4- triazol- 1 -il) butanona

43121-43-3 0

C14H16CIN:O2 OW)*‘SI'I’
IoPpRE
v

293.76 g/mol
(N\” CHy
\
% Y

N° de Registro CAS:
Formula Molecular:

Masa molar:

Propiedades Fisicoquimicas | Valor Temperatura
Solubilidad en agua 71,5 mg/L 25°C

Punto de fusién 82°C

Presion de vapor 1,50E-08 mm Hg 25°C
Coeficiente de particién 2,77

octanol-agua (Log Kow)

2) TRIADIMENOL

Sindénimos: Bayfidan, Baytan, KWG 0519, Summit, Triafol, NOL.
Nombre Sistematico: (1RS, 2RS; 1RS, 25R)-1 -(4-chlorofenoxy)-3,3-dimetil -1-(1H-1,2,4-

triazol-1-il)butan-2-ol OH
N° de Registro CAS: 55219-65-3 o CHy
Formula Molecular: C14H130|N302 c"ﬂ
Masa molar: 295,77 g/mol o (“\:‘c
RJ’
Propiedades Fisicoquimicas | Valor Temperatura
Solubilidad en agua 120 mg/L 20°C
Punto de fusion 124 °C
Presién de vapor 3.10E-10 mm Hg 20°C

Coeficiente de particion

octanol-agua (L.og Kow)

2,9
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3) 1,2,4-TRIAZOL

Sinonimos: Triazole, Triazol libre, 1,2,4-T.
Nombre Sistematico: 1,2,4-triazol
N° de Registro CAS: 37306-44-8

H
N\
Férmula Molecular: C;HaN; ( / ,
/4

Masa molar: 69,07 g/mol
Propiedades Fisicoquimicas | Valor Temperatura
Solubilidad en aguaf 547 giL 22 °C
Punto de fusion 119-122°C
Punto de ebullicién 259 - 261 °C
Coeficiente de particion -0,58
octanol-agua (Log Kow)

4) CITRAL

Sinonimos: Al3-01011, BRN 1721871, Lemsyn GB, NSC 6170.
Nombre Sistematico: 2,6-Octadienal, 3,7-dimethyl-

N° de Registro CAS: 5392-40-5

Férmula Molecular:  CioH160

Masa molar: 152,24 g/mol @\(\/Wo
CHy CHy

Propiedades Fisicoquimicas | Valor Temperatura

Solubilidad en agua 1340 mg/L 37°C

Punto de fusion <-10°C

Punto de ebullicion 227 °C

Presién de vapor 0.0913 mm Hg 25°C

Coeficiente de particion 3,45

octanol-agua (Log Kow)
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Anexo B: Datos obtenidos en el Analisis P/robit.

Triadimefén: Datos obtenidos con el software estadistico Stat Plus 2007.

BIOENSAYQOS EN BIOENSAYOS EN
TRIADIMEFON EMBRIONES® LARVAS®
Unidad: mg/L 48 hexp | 72 hexp | 96 hexp | 48 hexp | 72 hexp | 96 hex
LD50 41,10 37,69 36,37 45,57 39,92 33,31
Error Estandar LD50 2,47 2,35 1,80 2,15 1,99 1,56
LD50 LCL 36,17 33,01 32,80 41,32 35,98 30,22
LD50 UCL 46,03 42 38 39,93 49 82 43,85 36,40
Beta 0,10 0,07 0,07 0,06 0,07 0,08
Alfa 2,20 2,33 2.39 2,26 2,41 2,49
Error Estandar Beta 0,00 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02

Curvas dosis-respuesta en embriones expuestos a FON.:

Analisis Probit 48 hrs

Analisis Probit 72 hrs

Analisis Probit 96 hrs

—— Linea de Regresion
—i— Puntos Expenmentales

Curvas dosis-respuesta en larvas expuestas a FON:

% individuos muertos

Analisis Probit 48 hrs

90 _
80—
70 J z/
60 f/
50 #
40 -
30 :
20 - »*
10 == '
0 - S—
0 50
FON (mg/L)

Analisis Probit 72 hrs

g | ] ’ ! 100 ",‘
E 80 4 < 80 / an / /
2 // ;/ ‘
0 / "
s 6 ‘/ 60 n &0 a
3 a0 f A
T /7 40 77 40 1
— S / / / ‘_,"
s ‘o 20 At 20 =
R gEmEgmy k ..n'-i u g
0 20 40 60 0 20 40 0 20 40
FON (mg/L) FON (mg/L) FON (mg/L)

Analisis Probit 96 hrs

<0 | e -
80 # 80 e
70 [/ /
= 14 ¥
60 7 60 ¢
50 ,"" //f
L T D rara
30 . o
20 .y [/ 20 |_ran_
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* Bioensayos realizados desde la etapa de blastula.
¢ Bioensayos realizados desde las 48 hpf.
LCL: Limite inferior del Intervalo de Confianza; UCL: Limite superior del Intervalo de Confianza.
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Triadimenol: Datos obtenidos con el software estadistico Stat Plus 2007.

: BIOENSAYOS EN BIOENSAYOS EN
TRIADIMENOL EMBRIONES’ LARVAS®

Unidad: mg/L 48hexp | 72hexp | S6hexp | 48 hexp | 72 hexp | 96 hexp
LD50 Nd Nd Nd Nd Nd 55,21
Error Estandar LD5S0 Nd Nd Nd Nd Nd 2,57
LD50 LCL Nd Nd Nd Nd Nd 50,09
LD50 UCL Nd Nd Nd Nd Nd 60,32
Beta Nd Nd Nd Nd Nd 0,07
Alfa Nd Nd Nd Nd Nd 1,41
Error Estandar Beta Nd Nd Nd Nd Nd 0,02

Curvas dosis-respuest
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== Puntas Experimentales |

7 Bioensayos realizados desde la etapa de blastula.
¥ Bioensayos realizados desde las 48 hpf.
LCL: Limite inferior del Intervalo de Confianza; UCL: Limite superior del Intervalo de Confianza.

a en larvas expuestas a NOL:
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1,2,4-Triazol: Datos obtenidos con el software estadistico Stat Plus 2007.

BIOENSAYOS EN BIOENSAYOS EN
1,2,4-TRIAZOL EMBRIONES® LARVAS™"
Unidad: g/L 48 hexp | 72hexp | 96 hexp | 48 hexp | 72 hexp | 96 hexp
LD50 18,71 13,00 12,01 14,93 13,79 12,72
Error Estandar LD50 1,30 0,83 1,09 1,04 0,93 0,82
LD50 LCL 16,10 11,33 9,77 12,84 11,93 11,08
LD50 UCL 21,31 14,68 14,25 17,02 15,66 14,37
Beta 0,16 0,25 0,27 0,20 0,22 0,20
Alfa 2,05 1,82 1,80 2,07 1,97 2,43
Error Estandar Beta 0,04 0,05 0,05 0,04 0,05 0,05

Curvas dosis-respuesta en embriones expuestos a 1,.2.4-T:
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Analisis Probit 72 hrs

Analisis Probit 96 hrs
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Curvas dosis-respuesta en larvas expuestas a 1,2.4-T:
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’ Bioensayos realizados desde la etapa de blastula.
1 Bioensayos realizados desde las 48 hpf.
LCL: Limite inferior del Intervalo de Confianza; UCL: Limite superior del Intervalo de Confianza.




Citral: Datos obtenidos con el software estadistico Stat Plus 2007.

BIOENSAYOS EN BIOENSAYOS EN
CITRAL EMBRIONES" LARVAS"
Unidad: mg/L 48hexp | 72hexp | 96 hexp | 48 hexp | 72 hexp | 96 hexp
LD50 7,46 5,01 418 Nd 4,28 3,32
Error Estandar LD50 0,55 0,27 0,24 Nd 0,26 0,20
LD50 LCL 6,34 4.47 3,71 Nd 3.75 2,91
LD50 UCL 8,57 5,56 4,65 Nd 4 81 3,72
Beta 0,37 0,61 0,71 Nd 0,78 1,03
Alfa 225 1,95 2/08 Nd 1,68 1,60
Error Estandar Beta 0,19 0,18 0,18 Nd 0,19 0,22

Curvas dosis-respuesta en embriones expuestos a Citral:
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Curvas dosis-respuesta en larvas expuestas a Citral:
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! Bioensayos realizados desde la etapa de blastula.
'? Bioensayos realizados desde las 48 hpf.
LCL: Limite inferior del Intervalo de Confianza; UCL: Limite superior del Intervalo de Confianza.
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