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RESUMEN

Los organismos acudticos estdn continuamente expuestos a una combinacion de factores
ambientales .de.distintos origenes que afectan su adecuacion biolégica. Sin embargo se
dispone de un entendimiento limitado acerca de la interaccién entre estos factores, por lo
que la proyeccién de sus consecuencias es a menudo débil. Se ha descrito que el
zooplancton suele vivir en condiciones de recurso drasticamente variables y su éxito
reproductivo estd asociado a la disponibilidad ambiental de éste. Las variaciones
temporales del recurso alimenticio pueden influir en las capacidades de los organismos
para enfrentar diversos tipos de estrés. Bajo este escenario, es esperable que exista
interaccidn entre el efecto de este tipo de variacién natural y el efecto nocivo de un
contaminante sobre la adecuacién biologica de los organismos. En este trabajo se estudié
la interaccién entre la disponibilidad de recurso como factor ambiental y la exposicion a
deltamnetrina como factor antrépico, sobre atributos del desempefio biolégico de
organismos de Daphnia magna. Ademas, se estimé la condicién alimenticia y fisiologica
general de los individuos mediante la acumulacién y consumo de reservas. lipidicas. Los
resultados revelaron que la disponibilidad de recurso y la exposicién a deltametrina
fueron factores que afectaron la expresion de los rasgos fisiolégicos y de historia de
vida. Sin embargo, su interaccion fue significativa para algunos de los rasgos evaluados.
En general, los efectos negativos de la baja disponibilidad de recurso se reflejaron en la
capacidad de los individuos para enfrentar el estrés. producide por deltametrina,
comprometiendo su sobrevivencia, acumulacion de reservas lipidicas, crecimiento y

reproduccion. Por otro Iado, los efectos negativos mds relevantes de la exposicion a
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deltametrina se observaron a densidades bajas de recurso y su magnitud tuvo relacion

con la edad a la cual los individuos fueron expuestos.
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ABSTRACT

Aquatic organisms are continuously and simultaneously exposed to several
environmental factors of different origin that affect their fitness. However there is a
limited understanding about the interaction among these factors, and thus the projection
of its comsequences is often weak. It has been reported that zooplankton organisms
usually face highly variable resource conditions and their reproductive success is
associated to this environmental availability. Temporal variations of food resources may
influence the organisms’ ability to tolerate several types of stressors. Under this
scenario, it is expectable that an interaction exists between the effect of this kind of
natural variation and the harmfi1l effect of pollutants on the fitness of the organisms. In
this work we studied the interaction between resource availability and deltamethrin
exposure on fifness-related traits of Daphnia magna. In addition, we assessed the
physiological and nuiritional status of individuals through the accumulation and
consumption of stored lipids. The results revealed that resource availability and
deltamethrin exposure were factors that affected the expression of physiological and life.
history traits. However, their interaction was significant for some of the evaluated traits.
In general, the negative effects of low resource availability affected the ability of
individuals to cope with the stress exerted by deltamethrin, trading off their survival,
lipid storage, growth and reproduction. On the other hand, the most: relevant negative:
effects of exposure to deltamethrin were observed under low resource densities and their.

magnitude was related to the age at which individuals were exposed.
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1. INTRODUCCION

1.1. Organismos de estudio

Dentro del zooplancton de aguas dulces, los claddceros y especialmente los
pertenecientes al genero Daphnia, juegan un rol esencial en la transferencia de materia y
energfa desde la produccién primaria (fitoplancton) hacia niveles superiores dentro de
las redes troficas acuéticas, debido a que son herbivoros altamente efectivos y una
importante fuente de alimento para peces e invertebrados planctivoros.

El uso recurrente de Daphnia en estudios experimentales se explica por su facil
mantenimiento y manipulacién en laboratorio, ademds de permitir disefios
experimentales controlados gracias a su ciclo de vida partenogenético y de corta
duracién. Esta cualidad reproductiva confiere una escasa variabilidad genética dentro de
una linea clonal, lo que permite la utilizacion de miltiples réplicas y facilita Ia
evaluacién de efectos de factores ambientales sobre el desempefio de estos organismos
(Baird et al. 1988). Por otro lado, los individuos del genero Daplmia presentan una
sensibilidad relativamente alta a la exposici6n a contaminantes, lo que hace apropiado su

uso en la evaluacién de efectos ecotoxicoldgicos (Hanazato, 2001).




1.2. Factores ambientales que afectan al zooplancton

1.2.1. Factores de origen natural

El zooplancton estd continuamente expuesto a factores ambientales ampliamente
variables. La temperatura suele ser uno de Jos factores abi6ticos naturales de mayor
importancia para estos organismos, debido a que afecta sus procesos metabolicos,
promoviendo cambios en su crecimiento, desarrollo y maduracion (Reichwaldt et al.,
2004). Otro factor abi6tico altamente variable es la salinidad, la cnal provoca cambios
fisiolégicos, especialmente en aquellos organismos que no toleran condiciones de alta
salinidad, deprimiendo su regulacién osmética y el balance idnico (Aladin & Potts,
1995).

Deniro de los factores bidticos a los que estd sometido el zooplancton, la
depredacién y la disponibilidad de recurso tienen especial relevancia ecoldgica. El
zooplancton es el principal recurso de niveles tréficos superiores como peces o
depredadores invertebrados (Hanazato & Yazuno, 1989; Moss, 1998; Fulford et al.,
2006). Esta presién induce cambios a nivel de rasgos individuales, atribuibles a efectos
no-letales de la depredaci6n, asi como cambios a nivel de la estructura de poblaciones y
ensambles de presas debido a efectos letales de la depredacion (Zaret, 1980; Larsson &
Dodson, 1993). Por otro lado, la disponibilidad de recursos es un factor que afecta
directamente el presupuesto energético y condicion fisiologica general. de los.
organismos, a la vez que determina la ocurrencia y magnitud de interacciones

competitivas dentro de una especie y entre diferentes especies.




1.2.2. Factores de origen antropico: contaminantes

Un factor ambiental que puede afectar severamente ¢l desempefio del zooplancton son
fos contaminantes. Se ha descrito extensamente que los ambientes acudticos de aguas
superficiales estin constantemente sometidos al efecto de una serie de compuestos
quimicos como pesticidas y herbicidas principalmente provenientes de la agricultura,
disefiados exclusivamente para matar a los organismos objetivo. Sin embargo, debido a
procesos de percolacién, lixiviacién y drenaje (Cerejeira et al., 2003) o por descargas
directas de desechos industriales (Roberts, 2008), estos contaminantes pueden ingresar a
los ambientes acuaticos posicionando a los organismos de estos ecosistemas como
objetivo indirecto de su aplicacién, especialmente aquellos de sensibilidad elevada como
el zooplancton. Los contaminantes pueden afectar directamente la sobrevivencia de los
organismos. Sin embargo, en bajas dosis los contaminanies afectan su integridad
fisiologica, disminuyendo los recursos disponibles para crecimiento y reproduccion
debido a la alta demanda asociada a mecanismos de detoxificacion y reparacién (Calow
& Sibly, 1990; De Coen & Janssen, 2003).

El uso de Piretroides para el control de de plagas de insectos en la agricultura y
en ambientes urbanos se ha extendido ampliamente durante las ultimas décadas,
llegando incluso a reemplazar a los populares insecticidas organofosforados. Esta
tendencia se debe al poder neurotéxico de los Piretroides (Shafer et al., 2005) y a su
naturaleza hidrofobica, que permite ia adsorcion en. fases. solidas.. Los. estudios. ban.
demostrado que estos compuestos pueden ingresar a cuerpos de aguas superficiales a

través de escorrentias o erosion (Laskowski, 2002; Weston et al., 2005). A pesar de estar




sujetos a diversos mecanismos de degradacién como fotodegradacion (Fernandez-
Alvarez et al., 2007) o hidrolisis (Maguire et al., 1985), los Piretroides presentan una
elevada toxicidad aguda para organismos acudticos, especialmente  crusticeos,
alcanzando valores de LC50 de 1 pg/L o menores en ensayos de laboratorio (Anderson,
1989; Mokry & Hoagland, 1990). Por lo tanto, debido a su elevada toxicidad y su
creciente uso a nivel global y local, parece relevante comprender la significancia
ecolégica de esta clase de contaminantes en cuerpos de aguas superficiales.

Deltametrina es un tipo de piretroide sintético reportado por primera vez en 1974
(Elliott et al., 1974), y autilizado ampliamente en el tratamiento de infeccion por
ectoparasitos en la salmonicultura. Este piretroide se caracteriza por su alta toxicidad
aguda para crustéceos como Daphnia, pero ademds por ejercer efectos subletales a
concentraciones extremadamente bajas, iguales o inferiores a 0,05 ug/L (Beketov, 2004;

Ratushnyak et al., 2005)

1.3. El problema

Durante muchas décadas la evalunacién del riesgo de contaminantes para la biota se ha
lievado a cabo en condiciones experimentales controladas, donde todos los factores no
focales son mantenidos en niveles constantes y cercanos al dptimo, para el desempafio
de los organismos de prueba. Esto permite aislar los efectos del contaminante en
cuestion. Sin embargo, en ambientes naturales los organismos rara vez experimentan
condiciones 6ptimas en forma constante. Por el contrario, durante su ciclo de vida estan

forzados a enfrentar escenarios ambientales altamente variables y subéptimos. El




impacto de los contaminantes puede interactuar con diversos factores naturales de estrés
(Heugens et al., 2001), produciéndose efectos mayores o menores a los esperados para
su accién individual en condiciones controladas. En particular, en ambientes acuaticos se
ha descritc que el zooplancton suele vivir bajo una disponibilidad de recurso
drasticamente variable (McCauley et al., 1990). Esta condicion fluctuante del recurso se
manifiesta a distintas escalas de tiempo; desde horarias, asociadas a las migraciones
verticales del zooplancton (Hutchinson, 1967; Haney, 1988), semanal y mensual segin
las sucesiones estacionales del fitoplancton (Sommer, 1989) influenciadas por la
variacién de nutrientes, temperatura y Iuz, hasta una escala interanual producto del
cambio global (Edwards et al., 2002). Esta inestabilidad temporal puede influir en las
capacidades de los organismos para enfrentar cualquier tipo de estrés, haciéndolos mds
vulnerables en condiciones alimenticias desfavorables y mds exitosos en condiciones
favorables (Smolders et al., 2005) Ademds se ha descrito que el zooplancton, en
particular los cladéceros puede adaptar su estrategia reproductiva segin la
disponibilidad de recurso (Threlkeld, 1987). Bajo este escenario, es esperable que exista
interaccion entre el efecto de esta variacién ambiental y el efecto nocivo de un
contaminante sobre la adecuacién biolégica de los organismos expuestos. En este trabajo
se pretende evaluar si la variacién de recurso tréfico altera el efecto de la exposicion a
Deltametrina sobre el desempefio biolégico de Daphnia magna como organismo

modelo.




OBJETIVO GENERAL

e Evaluar el efecto de la disponibilidad de recurso, la exposicion a contaminantes y

su posible interaccién sobre el desempefio biolégico de organismos acuéticos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e FEvaluar experimentalmente los efectos del pesticida deltametrina y del nivel de

recurso (constante) sobre atributos fisiologicos y de historia de vida de

organismos de D. magna.

¢ Evaluar experimentalmente los efectos del pesticida deltametrina y la edad de los

organismos expuestos, sobre atributos fisiologicos y de historia de vida en D.

magna, en condiciones de recurso variable {descendente).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Cultivo de algas

La microalga verde Pseudokirchneriella subcapitata (ex Selenastrum capricornutunt)
fue ulilizada como fuente de alimento para Daphnia durante su mantenimiento en
cultivos v los experimentos. El alga fue cultivada en laboratorio, en balones de vidrio de
7L con medio MBL (Stemberger, 1981). El cultivo fue mantenido a 20 £ 1°C, con un
fotoperiodo 16:8 (Luz:oscuridad) y aireado constantemente a través de un filtro de 0.2
um. A partic de un centrifugado a 3500 rp.m durante 20 minutos se obtuvo un
concentrado de algas que se mantuvo bajo refrigeracién (5£1°C) previo a su dilucién y

utilizacién como alimento.

2.2. Cultivos de Daphnia magna

2.2.1. Organismos Stock

Individuos de un tmnico clon de Daphnia magna fueron mantenidos en recipientes de
vidrio de 400 mL con aproximadamente 15 individuos adultos por cada uno. Cada dos
semanas el cultivo fue renovado a partir de juveniles (> 72 horas). El medio estaba

compuesto por agua dura reconstituida ASTM (American. Society for. Testing and

Materials, 1980), una suspension del alga P. subcapitata a una densidad de 10° cel 1 mL




y enriquecido con 2.5 mL/L de suplemento nutricional (Hayashi et al., 2008), compuesto
de extracto de algas (Phyllum by ANASAC, Lampa, Chile). El medio fue renovado cada
2 dias para mantener las condiciones de oxigenacién y los niveles de alimento. La
temperatura fue mantenida a 20 £ 1°C y el pH ajustado a 7.8 = 0.1, con un fotoperiodo

de 16:8 (Luz:oscuridad)

2.2.2. Organismos Experimentales

Para cada ensayo, desde el cultivo stock se exirajeron hembras juveniles (F0), de las
cuales se tomaron al azar hembras recién nacidas (< 24 horas) desde su segunda camada
(F1). Posteriormente, de la segunda camada de estas 1iltimas se tomaron aleatoriamente
los individuos neonatos (F2) necesarios para el experimento. Cada individuo fue
dispuesto individualmente en un vaso de 50 mL con 40 mL de medio y alimentado con
una suspensién del alga P. subcapitata a una densidad de 10° cel/ml.. La temperatura
fue mantenida en un bafio termorregulado a 24 + 1°C, el pH ajustado a 7.8 + (.1, con un
fotoperiodo 16:8 (luz:oscuridad). El esquema de la Figura 1 resume el procedimiento de

obtencién de individuos.
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Figura 1: Esquema simplificado que representa la obtencion de individuos para los experimentos. Los

organismos son escogidos aleatoriamente de la segunda camada de la generacion anterior.

2.3. Stock de Deltametrina y soluciones experimentales

Una solucién stock de Deltametrina fue preparada disolviendo 10 mg del compuesto en
1L de Acetona, obteniendo una concentracién de 10 pg/mL. Esta fue refrigerada a 5 +
1°C y mantenida en oscuridad.

Para cada experimento, se prepard una solucion acuosa de Deltametrina segun lo
descrito por Medina ef al. (2002): se agreg6 500 pL de la solucién stock a una botella de
vidrio. Se dejé evaporar el solvente a temperatura ambiente, esperando la aparicion de
un residuo cristalino en el fondo. La botella fue rellenada con 500 mL de agua dura

reconstituida ASTM y mezclada durante 2 dias a 9 + 1°C en un agitador orbital (140

r.p.m) en oscuridad.




2.4. Ensayo de toxicidad aguda para Deltametrina

Para estimar la concentracién subletal de Deltametrina a utilizar en el .experimento
central, se determiné la ECsp para el clon, evaluando el efecto inhibitorio del
contaminante sobre la movilidad de neonatos (< 24 horas) de D. magna. El ensayo fue
realizado de acuerdo a lo descrito por Ia OECD (Organization for Economic
Cooperation and Development, 2004), donde los neonatos fueron expuestos durante un
periodo de 48 horas al contaminante de ensayo en un Tango de concentraciones en
_progresion geomélrica, a conceniraciones nominales de 0, 0.05, 0.1, 0.4, 0.8 pg/L de
Deltametrina. La inmovilizacion fue registrada a las 24 y 48 hrs. Se incluy6 un grupo
control, con el cual comparar los resultados de Ia exposicién.

Para cada tratamiento fueron dispuestos veinte individuos en grupos de cinco, en
vasos de 50 mL con 40 mL de solucién de agua dura reconstituida y el contaminante de
ensayo. La temperatura se mantuvo constante a 20 + 1°C 'y el fotoperiodo fue de 16:8
(lnz:oscuridad) Los individuos fueron alimentados durante el ensayo, con 108 ceVmL de

P. subcapitata.

2.5. Disefio del experimento principal

Con el fin de evaluar la interaccion entre la disponibilidad de recurso y la exposicién a
Deltametrina sobre el desempeiio biolégico de D. magna se utilizd. un. disefio que
contemplé dos niveles de densidad de P. subcapitata como recurso: Maximo (Max: 108

cel/mL) y Minimo (Min: 10* cel/mL), los que permitieron 3 regimenes alimenticios,
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designados como alto (4), bajo (B) y descendente (D). Se realizaron dos experimentos,
en primera instancia bajo niveles constantes de recurso y luego un segundo experimento
bajo niveles descendentes. Cada experimento tuvo una duracién de 7 dias y considerd
dos niveles de exposicién a Deltametrina: con (+) y sin (-). La exposicién al quimico

consistié en un pulso de 24 h de duracion.

2.5.1. Niveles constantes de recurso

_Dentro de los regimenes constantes de recurso (4 y B), ,se designaron los tratamientos
de exposicion 40%, AI" y A2*, para la densidad alta de recurso y BO',BI* Y B2, parala
densidad baja de recurso. Para cada serie la Deltametrina fue aplicada los dias 0, 1y 2,
respectivamente (Figura 2). Por otro lado, los tratamientos A” y B representaron alto y

bajo recurso sin exposicion a deltametrina (Figura 2).

2.5.2. Niveles descendentes de recurso

Para el régimen descendente de recurso (D}, la disminucion de Ia densidad de algas (del
méximo al minimo) se ejecutd después de 24 h de la exposicién a Deltametrina, que
mantuvo los tiempos descritos para el experimento anterior. Asi, el régimen D estuvo
formado por los tratamientos DO, D" y D2', sometidos & variacién en recurso y
exposicion al quimico (Figura 3a) y los tratamientos DY, DIy DZ, sometidos sélo a la

variacién temporal en la disponibilidad de recurso (Figura 3b).
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Cada tratamiento incluyé 5 réplicas y cada unidad experimental consistié de 4

neonatos (< 24 h) de D. magna en un vaso de 50 mL con 40 mL de medio.

ALTA BAJA
DIAD DIA D
1 DAL DIA 1
= A
@
ey O]
(3]
E
= DIA2 DlAZ
@ N 0
o
=
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CONTROL CONTROL
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0153&;6701234{56‘7
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Figura 2: Disefio experimental para evaluar el efecto de Ia disponibilidad de recurso (constante) y Ia
exposicién a Deltametrina en Daphnia. Las lineas discontinuas (~-) indican la densidad del recurso P.
subcapitata a lo Targo del expetimento. Las lineas continuas (—) indican Ia aplicacién y duracién det

pulso de Deltametrina.
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Figura 3: Discfio experimental para evaluar el efecto de la exposicién a deltametrina y Ia edad de los
organismos expuestos de- D. magna, bajo condiciones de recurso variable. {a) Tratamientos sometidos a
ambos factores y (b) iratamientos sometidos s6lo al descenso de disponibilidad de recurso. Las lineas

discontinuas (—) indicanla densidad del recurso P. subcapitata a lo largo del experimento- y las lineas

continuas (—) indican fa aplicacién y-duracién-del pulso de Deltametrina..
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2.6. Evaluacion de rasgos de Historia de vida

Cada unidad experimental fue examinada diariamente para determinar la sobrevivencia,
tamafio corporal, niimero de mudas, edad a la primera reproduccion, tamafio a la primera
reproduccion y fertilidad de los individuos.

Para medir el tamafio corporal de cada individuo, se tomaron diariamente
iméagenes digitales a través de una camara acoplada a un microscopio binocular Leica
S8apo. La medicion considerd 1a distancia entre el extremo superior de la cabeza y la
base de la espina caudal. Las imagenes fueron analizadas través del programa
computacional Biopix IQ 2.0 (BioPix. AB, Gothenburg, Suecia). El tamafio corporal a
través del tiempo fue ajustado para cada unidad experimental al siguiente modelo

sigmoideo utilizando el programa Sigmaplot 10.0 (Systat, 2006):

L,
L(t)= (H(r/tso)] L

Donde L(f)= tamafio corporal al tiempo ¢, L, = tamafio corporal maximo, L=

tamafio corporal inicial, 155 = tiempo al cual la mitad del tamafio méximo es alcanzado,

y a = pendiente de la curva de ajuste.
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2.6.1. Estimacion de reservas lipidicas

Los lipidos de almacenamiento en cladéceros corresponden principalmente a
triacilglicéridos (Farkas, 1970; Goulden & Hornig, 1980) de una coloracion anaranjada y
se encuentran dispersos en gotas esféricas dispuestas lateral y ventralmente a la cavidad
intestinal (Goulden & Henry, 1984), lo que hace facil sn identificacion permitiendo
evaluar la historia alimenticia reciente del zooplanctor.

La cantidad de lipidos de reserva de cada individuo fueron evaluadas diariamente
a través del analisis de imégenes digitales, utilizando el programa Biopix IQ 2.0, en el
cual se separé el color de las esferas de lipidos presentes alrededor del intestino de los
individuos. El contenido lipidico se expresé como la razén entre el drea total de estas
esferas y el 4rea corporal de los individuos. La Figura 4 ilustra el tratamiento de
imégenes utilizado para la medicién. Una vez estimada la curva de acumulacién de
reservas para cada dia, se determiné: (a) La cantidad total de reservas lipidicas
acumuladas en el tiempo, estimada a partir del drea bajo la curva entre los dias 0-5
(inicio del experimento y aparicién de huevos en la cdmara de crias, respectivamente),.
mediante una aproximacién geométrica, {b) la cantidad méaxima de reservas lipidicas
acumuladas en un instante, dentro del periodo sefialado anteriormente. A partic del
méximo se determiné: (c) el tiempo en que los individuos tardaron en consumir el 50%

(ETsq), utilizando una interpolacion lineal de los datos.
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A B c

Figura 4: Estimacion, mediante analisis de imagenes, de las dreas corporal y
lipidica de Daphnia. Las imagenes corresponden a: (A) original. (B) Seleccion de
lipidos de reserva (Amarillo). (C) Seleccion de lipidos (amarillo) y drea corporal

(Celeste). El aumento utilizado fue de 40x.

2.7. Tasa instantdnea de crecimiento poblacional (r)

Se construy6 una tabla de vida a partir de los datos de sobrevivencia y fecundidad
especificos por edad para los individuos (n = 4) dentro de las réplicas de cada

tratamiento. A partir de los datos de las tablas de vida obtenidos, se calculo r por medio
de:
Ry= YL,
= X lm)/R,
r=log, (Rn/Tc)
Donde R, = tasa de reproduccion basica, x = edad en dias, ly= sobrevivencia a la edad x,

my = nimero promedio de crias por hembra de edad x y T. = tiempo generacional.

16




2.8. Andlisis estadistico
2.8.1. Ensayo de toxicidad aguda

En este ensayo, el valor de ECsp para 24 fue calculado mediante analisis probit
utilizando el Método de Sperman-Karber (Hamilton et al, 1977) con el programa

estadistico Probit (US EPA, 198R).
2.8.2 Experimento principal

La magnitud de los efectos de deltametrina sobre cada rasgo de historia de vicia (R) se
estimaron a partir del promedio de cada replica y su control utilizando la siguiente
ecuacion:

E,£50= R, +(5;)~ Ry £ (54,),
donde Eg es la magnitud media del efecto de Deltametrina sobre el rasgo, Ry el valor
medio del rasgo estimado en cada tratamiento, Ry el valor medio del rasgo en el conirol

y &g, sus respectivos errores. El valor del error del efecto (5Q) fue calculado mediante

propagacién del error de acuerdo a:

80=(8g;Y + (50’
Cada valor de error &g, fue obtenido de los respectivos intervalos de confianza del 95%.

Por otro lado, los intervalos de confianza fueron estimados mediante booistrap con un

tamafio de muestra de 1000, utilizando el método de los percentiles.
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Los cambios en el presupuesto energético producto de la disponibilidad de recurso y de
la exposicién a deltemetrina tendrian repercusiones negativas sobre las reservas
energéticas de los individuos. En este trabajo el efecto negativo de la exposicién sobre la
acumulacién de reservas lipidicas solo se observd en el régimen bajo de recurso,
mientras que el efecto negativo sobre su decaimiento se extendi6 en ambos regimenes.
Se ha descrito que la energia obtenida de los recursos tiene directa relacion con la
acumulacién de reservas en forma de esferas lipidicas (Goulden & Place, 1990). Si bien
a densidades constantes y variables de recurso la energia es utilizada en procesos
fisiologicos, la diferencia esti en el presupuesto obtenido y su asignacion. En todos los
tratamientos la cantidad de reservas lipidicas iniciales es similar y estd asociada a la
condicién alimenticia de sus madres (Goulden & Henry, 1982). Sin embargo, el régimen
bajo no presentd posterior acumulacién de lipidos debido a la insuficiente energia
entregada por el recurso, produciendo un répido decaimiento de las reservas maternales
en los tratamientos de exposicién tempranos (~2 dias post exposicién) asociado al estrés
producido por deltametrina. En cambio los individuos sometidos a tratamientos de alto
recurso se destacaron por una elevada acumulacion de reservas lipidicas, observandose
una mayor cantidad en los tratamientos de exposicién respecto al control. Estos son
efectos no esperados y no son explicables a partir de los resultados de este trabajo.
Probablemente se deben a efectos sobrecompensatorios de la exposicion. Existe
evidencia de este tipo de respuesta en D. magna y otros invertebrados a concentraciones
subletales de pesticidas, donde los principales atributos afectados son fisioldgicos,
sobrevivencia y reproduccion (Bodar, 1988; Posthuma & Van Straalen, 1993; Calabrese,

2005; Duquesne et al, 2006). Estas reservas comenzaron a ser consumidas
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conjuntamente con la aparicién de huevos en la camara de crias, lo que sugiere que
estuvieron destinadas a la produccién de descendencia. Esto concuerda con Tessier
(1983), quien indica que los lipidos de almacenamiento son transferidos a la
descendencia, como energfa utilizable en procesos metabolicos de los embriones o como
energia auxiliar de neonatos durante el crucial periodo de desarrollo en el que deben

buscar alimento y comenzar sus procesos digestivos.

Finalmente los efectos de la disponibilidad de recurso y la exposicién a deltametrina
sobre rasgos de historia de vida como sobrevivencia, edad a la primera reproduccion y
tamafio de camada a la primera reproduccion fueron integrados en la tasa de crecimiento
poblacional (#) como herramienta proyectiva de consecuencias sobre un nivel jerarquico
superior (Forbes & Calow, 1999). En este trabajo la exposicion a deltametrina en los
tratamientos de recurso alto sélo tuvo efectos negativos sobre r en los individuos
expuestos a edad mas temprana, donde los atributos afectados fueron la sobrevivencia y
el tamafio de camada en la primera reproduccion. Esto es resultado probablemente de la
mayor sensibilidad de los estadios tempranos de desarrollo junto a una disminucion
temporal en la adquisicién de recursos, que se traduce posteriormente en menores
reservas energéticas disponibles para asignar a su descendencia. Por ofro lado, la edad a
la primera reproduccién no presenté diferencias significativas entre los tratamientos de
este régimen. Esto indica que la densidad de recurso permitié que todos los tratamientos
alcanzaran el tamafio corporal adecuado para la reproduccion en un tiempo similar. En
contraste, el régimen bajo presentd crecimiento poblacional negativo incluso en el

tratamiento control, lo que indica que la densidad de recurso actiia como factor limitante
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afectando gran parte de los atributos integrados en r, principalmente la sobrevivencia y
el tamafio corporal. Estudios realizados con piretroides han indicado que la exposicion
de D. magna durante 24-h tiene efectos negativos en la sobrevivencia y ¢l crecimiento
corporal, los que se traducen finalmente sobre » cuando la disponibilidad de recurso es

reducida (Reynaldi & Liess, 2005; Pieters et al., 2005).
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4.3. Rasgos fisiolégicos y de historia de vida con alimento variable

Este régimen se caracterizd por un descenso en la densidad de recurso 24-h después de
la exposicion a deltametrina, observandose que gran parte de los efectos de la exposicion
guardan relaci6n con la edad a la cual los individuos fueron expuestos.

ﬁl pulso de deltametrina tuvo efectos negativos en la sobrevivencia de D. magna
sobre todas las edades expuestas, registrandose la mayor mortalidad en los individuos
expuestos a edad més temprana. Esto se explica por la mayor sensibilidad de estadios
tempranos a la exposicién del piretroide que conduce a disminuciones en los procesos
mecéanicos de movilidad y de obtenci6n de energia, como se explicé anteriormente.

Por otro lado, el estrés producido por deltametrina tuvo consecuencias sobre el
crecimiento y reproduccion. En los individuos expuestos a edad temprana el efecto sobre
el tamafio corporal fue negativo y similar al observado en el régimen bajo, alcanzandose
un maximo no superior a los ~1.2 mm. En comparacion a su control que superd los ~1.5
mm. (Fig. 8A). Esto se debe a que en este tratamiento la densidad de recurso solo fue
favorable durante el periodo en el que la adquisiciéon energética es deprimida por la
accion de deltametrina. Posterior a esto y durante el resto de los dias evaluados los
individuos fiaeron sometidos a densidad baja de recurso con consecuencias energéticas
negativas para su crecimiento y desarrollo. En los individuos expuestos a edades media
y tardfa el efecto de deltametrina también fue negativo sobre el tamafio corporal,
alcanzandose maximos de ~1.4 y ~2.0 mm., respectivamente. En comparacion a sus
controles que superaron los ~1.9 y ~2.3 mm. (Fig. 8A). Previo a su exposicion estos

individuos estuvieron sometidos a densidad alta de recurso, por lo que se observé mayor
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disponibilidad de reservas lipidicas para destinar energia a su crecimiento corporal y
enfrentar el estrés producido por deltametrina. Sin embargo, hubo un efecto positivo
sobre el tiempo de crecimiento medio (tsq) lo que indica un retardo en el incremento del
tamafio corporal, posiblemente debido a un cambio en la asignacion de recursos
asociado a la condicion de estrés.

La nula fertilidad observada en los tratamientos de exposicién temprana, media y
sus respectivos controles puede estar asociada al tamafio corporal insuficiente para la
maduracién, debido al reducido presupuesto energético obtenido por la densidad de
recurso a la que fueron sometidos. Por otro lado, los individuos de exposicion tardia y su
control alcanzaron tamafios corporales comparables con los del régimen alto. Sin
embargo, solo los individuos del tratamiento control llegaron a ser reproductivos. Lo que
siguiere que el tamafio corporal no fue un factor limitante para la reproduccién y la
exposicién a deltametrina condujo a un ripido consumo de las reservas lipidicas
impidiendo la asignacién a reproduccién.

Las reservas lipidicas y su tiempo de consumo medio fueron menores en todos
los individuos sometidos a deltametrina, especialmente en los de exposicion media y
tardia. Se debe destacar que este régimen consistio en un descenso en de Ila
disponibilidad recurso posterior a un periodo de densidad favorable. Cuando fueron
sometidos al descenso de recurso ocwrre un déficit energético para mantener los
procesos desarrollados en la densidad de recurso previo. Este fendmeno es de mayor
magnitud en los individuos expuestos a deltametrina produciendo un rapido consumo de

las reservas lipidicas. Esta respuesta se observa principalmente en los individuos

37




expuestos a edades media y tardia, los cuales estuvieron sometidos durante mas tiempo a
una densidad favorable de recurso.

Finalmente, en los tratamientos de alimento variable, la exposicion a
deltametrina tuvo efectos negativos sobre r en todas las edades expuestas. En los
individuos expuestos a edad temprana y media el nulo crecimiento poblacional fue
causado por el bajo crecimiento cotporal alcanzado que impidié su maduracion. Por otro
lado, en los individuos expuestos a edad tardia no se observo reproduccion a pesar de los
tamafios corporales alcanzados (> 2.0 mm), lo que sugiere que el presupuesto energetico
no fue el suficiente para destinar a descendencia. Sin embargo, en el control de estos
tratamientos, es decir, individuos experimentales sometidos solo al descenso de recurso,
se obtuvo descendencia en menor nfimero y de mayor tamafio corporal comparado con el
régimen alto de recurso. Se ha observado repetidamente que existe un compromiso enire
el tamafio de la camada y el tamafio de los neonatos, caracterizado por un menor niimero
de crias de mayor tamafio corporal cuando Ia disponibilidad de recurso es desfavorable
(Hutchinson, 1967; Sibly & Calow, 1986; Goulden et al., 1987; Gliwicz & Guisande,
1992; Boersma, 1997). Por otro lado, la edad a la primera reproduccion no presento
diferencias respecto al resto de los tratamientos fértiles de este trabajo, lo que indica una
asignaci6n adecuada de energia al incremento de tamafio corporal gracias a las reservas

energéticas acumuladas durante el periodo previo al descenso de recurso.
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4.4. Implicaciones ecolégicas

Daphnia, como muchas especies del zooplancton de agua dulce, esta sujeta a constantes
limitaciones en la disponibilidad de recurso que controlan su dinimica poblacional
(Larsson et al., 1985; Vanoverbeke, 2008}.

En este trabajo el estado fisiologico (condicién alimenticia) de los individuos
experimentales fueron estimados a través de las reservas de lipidos. Segin Goulden &
Henry (1987) estas reservas pueden ser utilizadas en el metabolismo o transferidas a la
descendencia para ser utilizadas en el desarrollo inicial y potenciar su capacidad de
soportar periodos de escasez. Ademés, pueden ser consideradas como indicadores de la
condicién fisiolégica general, permitiendo asociar su acumulacién y consumo 2 una
potencial condicién de estrés como el producido por contaminantes (De Coen & Janssen,
2003; Villarroel et al., 2009).

En Daphnia existe un compromiso entre el tamafio de la camada y el tamaiio de
los neonatos asociado a su condicion alimenticia y de reservas lipidicas. Donde a
densidades bajas de recurso producen reducidas camadas con neonatos de gran tarﬁaﬁo,
mientras que a densidades altas producen grandes camadas con neonatos pequefios
(Ebert, 1993; Enserink et al., 1995; Coors et al., 2004). Los neconatos de mayor tamafio
contienen mayores cantidades de reservas lipidicas (Enserink et al., 1993), suponiendo
una mejor calidad. Algunos autores han observado un aumento en la sobrevivencia y en
la capacidad de resistir condiciones desfavorables de recurso (Gliwicz & Guisande,
1992; Enserink et al., 1995; Knops et al., 2001; Coors et al., 2004) o el estrés producido

por contaminantes (Enserink et al., 1990; Smolders et al., 2005) por neonatos de mayor
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tamafio. En este trabajo se obtuvieron neonatos de mayor tamafio y con mayor cantidad
de reservas lipidicas en el régimen de alimento descendente, lo que apoyaria la hipotesis
del compromiso cantidad-calidad mencionado anteriormente.

A nivel poblacional, la tasa de crecimiento (r) estimada en este trabajo no
permite predicciones respecto de poblaciones naturales, ya que su calculo no integra
factores como denso-dependencia (Liess, 2002) o depredacién (Vijverberg & Richter,
1982). Aun asi, provee de una medida de mayor relevancia ecologica que la estimacion
de atributos de historia de vida individualmente. Los mayores cambios en r estuvieron
conducidos por la disponibilidad de recurso més que por la exposicién a deltametrina;
obteniéndose una nula tasa de crecimiento en el régimen bajo. Los resultados también
muestran que las variaciones en r son producto de una disminucién en el tamafio de la
camada, ya que la edad a la primera reproduccion no tuvo diferencias en los tratamientos
reproductivos (Fig. 11A).

Finalmente, la influencia de los factores estndiados puede conducir a
modificaciones en la respuesta de Daphnia a diversas presiones ecologicas. Por ejemplo,
reducciones en las habilidades competitivas, pueden ser influenciadas por cambios en el
tamafio corporal y capacidades de adquisicion de recursos. La depredacién, puede
aumentar sus efectos letales, debido a disminuciones en las respuestas morfologicas y
fisiologicas de los organismos en condiciones de estrés. Estos entre otros factores, tienen
potenciales repercusiones sobre la transferencia de materia y energia dentro de los
sistemas acudticos, debido a que estos organismos son el vinculo entre la produccion

primaria y el resto de la cadena tréfica acudtica.
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5. CONCLUSIONES

5.1. Conclusiones generales

Este trabajo sugiere que la disponibilidad de recursos modifica la condicion fisiologica y
alimenticia de D. magna, alterando finalmente su capacidad para enfrentar la exposicion
a compuestos nocivos de origen antropico. Adicionalmente, la estimacion de las reservas
lipidicas mediante andlisis de imagenes se postula como un buen indicador de la
condicién energética y permite registrar su dindmica temporal bajo condiciones de

estrés. En particular el desarrollo de esta investigacion permitié concluir que:

o La disponibilidad de recurso fue el factor limitante sobre el desempefio biolégico
de los individuos, modulando significativamente todos sus rasgos fisiolégicos y

de historia de vida evaluados.

o Los efectos negativos de deltametrina guardaron relacién con la disponibilidad
de recurso y con la edad de exposicién. A densidades constantes los efectos
fueron significativos para sobrevivencia y decaimiento de reservas lipidicas,
observiandose con mayor magnitud sobre los individuos expuestos a edad
temprana (neonatos). Por ofro lado, a densidad variable fueron significativos
tanto sobre rasgos de historia de vida como en la acumulacién y decaimiento de

reservas lipidicas, siendo de mayor magnitud sobre juveniles.
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e La interaccion entre la disponibilidad de recurso y la exposicién a deltametrina
fue significativa solo sobre rasgos fisiologicos, principalmente sobre la cantidad
de reservas lipidicas acumuladas. Este efecto fue observado en los tratamientos

de alimento constante.

5.2. Consideraciones finales y direcciones futuras

Si bien este trabajo se centré en un sistema experimental relativamente simplificado en
relacion a la multiplicidad de variaciones e interacciones entre estresores que
habitualmente se encuentran en sistemas acudticos, entrega evidencia de cémo
condiciones naturales (disponibilidad de alimento) pueden modificar el efecto nocivo de
contaminantes sobre el desempefio biologico de los organismos. Esta informacion es de
utilidad y entrega una perspectiva ecoldgica mas relevante a los ensayos de toxicidad
realizados bajo condiciones estdndar definidas.

Generalmente los efectos nocivos de la contaminacién son evaluados a través de
sobrevivencia y reproduccién. Este trabajo propuso una metodologia alternativa simple
para la estimacién de la condicién fisiologica de los individuos. Estos rasgos pueden ser
utilizados como una alerta temprana de toxicidad y potencialmente vincularse a los
efectos encontrados en niveles superiores. Por lo tanto, es necesaria la validacién de
metodologias para su extrapolacién y uso en programas de evaluacién del riesgo

ambiental y ecolégico.
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Finalmente, la naturaleza del contaminante también corresponde a un factor
importante y debe tenerse en cuenta a la hora de interpretar resultados y establecer
posibles generalizaciones. En este trabajo se utilizé deltametrina, que pertenece a una
familia particular de compuestos organicos con un mecanismo de accién neurotoxico y
de vida media relativamente corta en ambientes acudticos debido a su naturaleza
hidrofébica. Por lo tanto, se debe evaluar si contaminantes con distintos mecanismos de
accion y caracteristicas fisicas generan los efectos equivalenies al interactuar con
variaciones de recurso u otros estresores de relevancia ecoldgica como factores abioticos

o depredacion.
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Figura 7A: Sobrevivencia (g) y tamafio corporal (b) de individuos de D. magna. expuestos a deltametrina

a distintas edades. Los valores indican (Promedio % error estandar) tratamientos de exposicién a densidad

alta (@) y baja (O) de recurso.
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Figura 8A: Sobrevivencia (a) y tamafio corporal (b) de individuos de D. magna sometidos a densidades
variables de recurso. Los valores indican (Promedio & error estdndar) tratamientos de exposicion a

distintas edades (®) y su control (O).
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Figura 9A: Reservas lipidicas de individuos de D. magna. expuestos a deltametrina a distintas edades,
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Figura 10A: Reservas lipidicas de individuos de D. magna sometidos a densidades variables de recurso.

Los valores indican (Promedio = error estdndar) tratamientos de exposicion a distintas edades (@) y su

control (O).
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